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Suleyman Demirel Universitesi Tip Fakultesi Dergisi
Yayin Kurallar

1. Stleyman Demirel Universitesi Tip  Fakiltesi  Dergisi,
Stleyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi’nin bilimsel yayin
organidir.

2. Yilda 4 sayi olarak yayinlanan dergi, sadece online makale
bagvurusu kabul eder. Online degerlendirme sistemine

(http://edergi.sdu.edu.tr/index.php/sdutfd/)

adresinden ulasilabilir.

3. SDU Tip Fakiltesi Dergisinde yayinlanabilecek yazilar;
Klinik ve Deneysel Arastirmalar: Kliniklerde yapilan ¢alismalar
dncelikli olarak yayinlanir. Bunun yani sira her tirld deneysel
arashrmalar yayinlanir.

Makalede, Tirkce baslk, 6z ve anahtar kelimeler, ingilizce
baslik, 6z (abstract) ve anahtar kelimeler (keywords) bulunmali.
ingilizce ve Turkce &zler yapilandinlmis 6z (Giris, Gerec ve
Yéntem, Bulgular Sonug ve Tarisma / Objective, Materials
and Methods, Results, Conclusion) olarak dizenlenmeli ve
en fazla 300 kelime olmalidir. Girig (amaci icerecek sekilde),
Gerec (veya hastalar) ve Yéntem, Bulgular, Tartisma Sonuc(lar),
Kaynaklar dizeninde olmalidir. Takiben tablolar, sekil yazilar
ve sekiller eklenmelidir. Yazinin tamami eger ingilizce ise
dizen : Title, Abstract, Introduction, Material(s) (veya Patients)
and Method(s), Results, Discussion, Conclusion ve References
seklinde olmalidir. Takiben tablolar, sekil yazilarn ve sekiller
eklenmelidir. Arastirma yazilarinin 5000 kelimeyi gecmemesi
dnerilmektedir.

Derlemeler : Dinya ve Tirk tip cevrelerinin gindeminde olan
konularda yeterli sayida yerli ve yabanci bilimsel calismay:
tarayarak hazirlanmig, mmkinse yazarlarin deneyimlerini de
iceren 5000 kelimeyi asmayacak sekilde hazirlanmig derleme
makaleler,

Olgu_Sunumlar: 1500 kelimeyi gecmeyecek sekilde, yeterli
sayida fotograf ve semalarla desteklenmis, &gretici ézelligi
olan olgularin sunumlandir, Olgu sunumlarinda; Tirkce baslik,
Tirkge &z, Torkge anahtar kelimeler, ingilizce baglik, ingilizce
&z, Ingilizce anahtar kelimeler, Girig, Olgu Sunumu, Tarisma
ve Kaynaklar yer almalidir. Olgu sunumlarinin 1500 kelimeyi
gecmemesi dnerilir.

Editére Mektuplar: Daha &nce dergimizde yayinlanan yazilara
elestiri getirmek ya da katki saglamak amaciyla okuyucularin
degisik gérus, tecribe ve sorularini igeren yazilardir. Kisa-6z, en
fazla 500 kelime olmali, &z icermemeli ve kaynak sayisi en fazla
10 ile sinirli olmalidir.

Bilimsel &zetler: Uluslararasi tip literatirinde yayinlanmis énde
gelen bilimsel calismalarin 100-150 kelimelik &zetleri, Yeni
yayinlanan kitaplar ve bilimsel calismalan ézet olarak tanitan,
kritik eden makaleler ilgili kurullarnn onayindan gecirdikten
sonra yaymnlanir.

4. Derginin resmi yayin dili Tirkce ve ingilizce’dir. Torkge
yazilarda Turk Dil Kurumunun Tirkge S6z10g0 ve Yazim Kilavuzu
temel alinmaldir (http://tdk.org.tr). Yazilarda konusulan
Torkce kullamilmali, Torkge'de karsihgr olmayan yabanci
kelimelerden mimkin oldugu kadar kaginilmalidir. Ancak
bitin tip mensuplarnnin bildigi yabanci kelimeler (Nomina
Terminologica) kullanilabilir.

5. Anatomik terimlerin Latinceleri kullaniimalidir.  Gunlik
tip diline yerlesmis terimler ise okunduklar gibi Turkce yazim
kurallanna uygun olarak yazilmaldir. ingilizce veya baska
bir yabanci dildeki sekli ile yazilan terimler tirnak iginde
belirtiimelidir.

6. Yayin metni “Times New Roman” karakterinde 10 punto, cift
sahr araliginda ve Word dosyasi olarak hazirflanmig olmalidir.
Sayfanin her iki kenarinda 2 cm bosluk birakiimalidir. Sayfalara
baslik sayfasindan baslayarak sirayla numara  verilmelidir.
Numaralar sayfanin sag alt késesinde yer almalidir. Yazinin
gonderildigi ana metin dosyasinin icinde yazar isimleri ve
kurumlara ait bilgi yer almamalidir. Yazar isimleri ve kurumlara
ait bilgiler baska bir dosyada ek dosya olarak yiklenmelidir.

7. Yaznin bashk sayfasinda, yazinin Torkge ve ingilizce
baslgr ve sayfa Ustinde kullaniimak Uzere bosluklar da dahil
40 karakteri asmayacak sekilde Tirkce ve ingilizce kisa baslik
dnerisi bulunmali. Ayrica yazarlarin acik ad, soyadlan akademik
Unvanlan ile birlikte yazilmalidir. Calismalann yapildigr klinik,
anabilim dali/bilim dali, enstiti ve kurulusun adi belirtiimelidir.
Baslik sayfasinda yazismalarin yapilacagr kisinin adi, yazisma
adresi, elektronik posta adresi, telefon ve faks numaralar yer
almalidir. Calisma, daha énce bir kongre ya da sempozyumda
bildiri olarak sunulmus ise yer ve tarih belirtilerek bu sayfada yer
almalidir.

8. Makalede kullanilan kisaltmalar uluslararasi kabul edilen
sekilde olmali, ilk kullanildiklar yerde acik olarak yazilmal
ve parantez icinde kisaltlmig sekli gésterilmelidir. Tom metin
boyunca kisaltilmig sekil kullanilmalidir. Uluslararasi kullanilan
kisaltmalar igin “Bilimsel Bir Makale Nasil Yazilir ve Yayimlanir
(http://journals.tubitak.gov.ir/kitap/maknasyaz/)”  kaynagina
basvurulabilir.

9. Yayinlanmasi amaciyla génderilen yazilar Uluslararasi Tip
Dergi Editorleri Komitesi (ICMJE) tarafindan olusturulan ve
gincellenen, Biyomedikal Dergilere Génderilen Makalelerde
Bulunmasi Gereken Standartlara (Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals Editors) uygun

olarak  hazirlanmis  olmalidir  (http://www.ulakbim.gov.tr/
cabim/vi/uvi/tip/).
10. Stleyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi

Dergisi, Helsinki Bildirgesi etik standartlarina (http://www.
wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html) uymay:
prensip olarak kabul eder. Bu nedenle insanlar Gzerinde yapilan
tom calismalarda, yazinin Gereg ve Yéntem kisminda etik kurul
onayl alindigi belirtilmelidir. Calismanin yapildigr hasta veya
goénilltler bilgilendirilerek yazili onaylar alinmali ve makalenin
Gereg ve Yoéntem kisminda yazilmalidir. Hayvanlar Gzerinde
yapilan calismalarda, yazinin Gere¢ ve Yéntem kisminda
calismanin Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve  Kullanimi
Kilavuzu (www.nap.edu/catalog/5140.html) prensipleri
dogrultusunda yapildigr ve ilgili kurumdan etik kurul onayi
alindigr belirilmelidir. Gerek gérilirse editér tarafindan etik
kurul onayinin bir 6rnegi yazarlardan istenebilir.

11. Editér yayin kosullarina uymayan yazilari; dizeltmek Uzere
yazarina geri gdénderme, bicimce dizenleme veya reddetme
yetkisine sahiptir. Yozilanini geri cekmek isteyen yazarlar bunu
yazili olarak editére bildirmek durumundadir. Editér gérilen
[6zum halinde bazi makaleler hakkinda yayin yiritme kurulunun
gérisine bagvurur.

12.Génderilen yazilar, editér ve yardimer editérler ile en az
iki damsman (hakem) tarafindan incelenir. Editér ve yardime
editérler gerek gérdiginde makaleyi Gcinct bir danismana
génderebilir. Danisman belirleme yetkisi tamamen editér ve
yardimci editérlere aittir. Danigmanlar belirlenirken derginin



uluslararasi yayin danisma kurulundan isimler secilebilecegi
gibi yazinin konusuna gére ihtiyac duyuldugunda yurt icinden
veya yurt disindan bagimsiz danismanlar da belirlenebilir.
Yazilarin kabuline editér karar verir.

13. Yazlarin gelis tarihleri ve kabul edilis tarihleri makalenin
yayimlandigi sayida belirtilir.

Yazilarin sorumlulugu yazarlara aittir. Yazarlara telif Ucreti
ddenmemektedir.

14.Online degerlendirme sisteminde yer alan, yazinin daha
énce bir dergide yayinlanmamis veya yayinlanmak Uzere
génderilmemis oldugunu ve génderilen yaziya tim yazarlarin
onay verdigini bildiren Yayin Hakki Devir Formu makaledeki
isim sirasina uygun bigimde yazarlarca imzalanmalidir. Bu form
makalenin kaydi sirasinda online degerlendirme sistemine ek
dosya olarak yiklenebilir, scanner ile taranarak e-posta yolu
ile (sdu.tip.dergi@gmail.com) adresine veya 0246 237 11 65
numaraya faks araciigiyla da génderilebilir. Formda ayrica
tom yazarlarin makale ile ilgili bilimsel katki ve sorumluluklan
yer almali, calisma ile ilgili herhangi bir mali ya da diger gikar
catismasi alani varsa bildirilmelidir.

15.Teknik yardim, yazma ve dizeltme yardimi, veri toplama,
analiz vs. gibi konularda yazilara katkisi olan; ancak yazarlik
kriterlerini tam karsilamayan kisilerin  tGm0  kaynaklardan
dnce yer alan tesekkir bsliminde belirtilmelidir. Séz konusu
yazida ¢alismaya yapilan tim mali katkilar ve varsa sponsoru
da belittilmelidir. Sponsorun destegi sadece finansal destek
boyutunda ise “tesekkir” kisminda belirtilmelidir. Sponsor
kurum, vyoéntem, istatistik degerlendirme veya makale
yaziminda yer almigsa, bu katki “gerec ve yéntem” béliminde
belirtilmelidir. Yazarlar ya da calisma sonuclari ile ilgili herhangi
bir cikar catigmasi yoksa bu durum da bildirilmelidir.

16. Editére mektup disindaki tGm yazi tirlerinde Tirkge ve
ingilizce 6z yer almaldir. Oz bsliminde kisaltmalardan
mUmkin oldugunca kaginilmalidir. Kaynak, sekil, tablo ve ahf
yer almamalidir.

17.Anahtar kelimeler Torkiye Bilim  Terimleri arasindan
secilmeli ve Index Medicus Medical Subject Headings (MeSH)'e
uygun olacak sekilde

en az Uc en fazla bes adet olmalidir. Anahtar kelimeler icin
www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html ve http://www.
bilimterimleri.com adreslerine bagvurulmalidir.

Tablolar, Sekil, Grafik ve Resimler

Tablolar, sekil, grafik ve resimler metin icinde ahfta bulunulan
siraya gére arabik rakamlar ile numaralandinlmalidir. Tek
olduklarinda “Tablo” veya “Sekil” ifadesi yeterlidir, numara
vermeye gerek yoktur. Tablolar, sekil, grafik ve resimlerin metin
icindeki yerleri belirtiimelidir.

Hertablo ayri bir sayfaya cift aralikli sekilde hazirlanmig olmalidir.
Her bir tabloya kisa bir baslik verilmelidir. Aciklamalar baslikta
degil, dipnotlarda yapilmalidir. Dipnotlarda standart olmayan
tom  kisaltmalar agiklanmalidir.  Dipnotlar igin  semboller
sirasiyla su sekilde kullanilmalidir: (*,**,***...). Metin icinde her
tabloya atifta bulunulduguna emin olunmalidir.

Sekiller ve grafikler profesyonel olarak cizilmeli veya
fotograflanmali, fotograflar dijital baski kalitesinde olmalidir.
Sekiller ve grafiklerin JPEG formatinda yiksek ¢ozinirlikte
(300 piksel) gérintt olusturacak bicimlerde elektronik dosyalari
kaydedilmeli ve kaydedilmeden énce bu dosyalarin gérinti
kaliteleri bilgisayar ekraninda kontrol edilmelidir.

Réntgen, BT, MRG filmleri ve diger tanisal gérintilemeler
ve patolojik érneklerin fotograflan JPEG formatinda, yiksek
¢oz0nGrlikte gérinty olusturacak elektronik dosya seklinde

kaydedilebilir. Resimlerin Gzerindeki harfler, sayilar ve semboller
ack ve tom makalede esit, yayin igin kigulttlduklerinde
bile okunabilecek boyutlarda olmalidir. Resimler mimkin
oldugunca tek basglarina anlagilabilir olmali, fotograflarin siyah-
beyaz olarak basilacagr unutulmamalidir. Eger hasta(lar)nin
fotografi kullanilacaksa, ya hasta(lar) fotograftan taninmamali
ya da hasta(lar) veya yasal olarak hasta(lar)dan sorumlu
yakinindan yazil izin alinmalidir.

Ayni bir sayfadan baslayarak sekiller, grafikler ve resimler icin
alt yazilar ve dipnotlar cift aralikli olarak ve numaralar ile
hangi sekle karsi geldikleri belirtilerek yazilmalidir. Semboller,
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Oz

Amag: Hepatoselliiler Karsinom (HSK) karacigerin en sik (%75) rastlanan primer
tamoradir. HSK'nin etkin bir tedavisi yoktur. HSK’da radyoterapi ve kemoterapi tedavisi
ile genellikle bagarili sonuglar alinamamaktadir. Hep3B, hepatit B virtisi pozitif ve p53
geni mutasyona ugramis hepatoselltler karsinoma hiicre soyudur. Silibin devedikeni
(Silybum marianum )bitkisinden elde edilen bir ekstraktir. Yapilan calismalarda silibinin
akciger timort blytmesini baskiladig, meme, kolon, mesane kanseri hticre hatlarinda
hiicre siklusunu durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi gosterilmistir. Calismamizda silibinin
Hep3B hiicre soyu tizerine etkisini hem monolayer hem de siferoid kiiltiir ortaminda
incelemeyi amagcladik. Gere¢ Yontem: Calismamizda silibinin Hep3B hiicre soyu (izerine
etkisini hem monolayer hem de siferoid kdiltiir ortaminda incelemek amaciyla 100 uM/ml
doz silibin hiicrelere uygulandi. Silibin (100 uM/ml) uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72 saat
stireler sonunda BrdU isaretleme indeksi ve aktif kaspaz-3 tayinine immiinohistokimyasal
yontemle bakildi. Bulgular: Sonug olarak silibinin hem monolayer hem de sferoid
kiltirde BrdU ile isaretlenen hticrelerin sayisini azalttigi, kaspaz-3 ile boyanan hiicrelerin
sayisint ise arttirdigi gorildi. Buradan da anlagilacagi tizere silibin Hep3B hepatoselltler
karsinoma hiicre soyunda hiicre proliferasyonunu inhibe edici ve apoptozisi tetikleyici etki
gostermistir. Ug boyutlu sferoid model viicuttaki timér yapisini daha iyi yansittigr icin elde
ettigimiz sonuglarin hepatoselliiler karsinoma tedavisine 1sik tutacag kanisindayiz.

Anahtar Sozciikler: Hep3B hiicre soyu, apopitozis, silibin

Abstract

Aim: Hepatocellular carsinoma (HCC) is the most seen primer tumor in liver ( 75%). There
isn’t exact cure for HCC. No successful results can be obtained with the treatment of
chemotherapy, radiotheraphy in liver cancer. Hep3B cell line is hepatit B virus positive
and p53 gene-mutated hepatocarcinoma cell line. Silibinin is extracted from milk thistle
(Silybum marianum). Previous studies showed extracts of plant suppressed lung tumor
growth, interrupted cell cycle and promoted apopitosis on breast, colon and bladder
cancer cell lines. In our study we aimed to investigate the effect of silibinin on Hep3B cell
line in monolayer and spherid culture. Material Method: In this study the effect of silibinin
on Hep3B cell line in both monolayer and spheroid in the culture medium to examine
the 100 microM/ml dose silibinin was applied. After Silibinin (100 microM/ml) applying
24, 48 and 72 hour periods of time marking the end of BrdU labelling index and the
determination of active caspase-3 were measured by immunohistochemistry. Results: In
conclusion, silibinin reduced the number of cells marked with BrDU, increase the number
of cells stained with caspase-3 in both monolayer culture and spheroid culture. Silibin
Hep3B hepatocellular carcinoma cell line inhibiting cell proliferation and trigger apoptosis
in effect. Three-dimensional tumor spheroids in the body structure of the model to better
reflect the results we obtained shed light on the treatment of hepatocellular carcinoma
think.

Keyword: Hep3B cell line, apoptosis, silibinin
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Giris

Etyolojisi birden ¢ok faktore bagl olan Hepatoselltler
karsinomanin  (HSK) tedavisinde  bircok  guiclik
mevcuttur. Erken donemdeki HSK'nin tipik o6zelligi
sessiz olmasi ve yavas buyuyerek ilerleyinceye kadar
cok az belirti vermesidir (1). HSK igin bazi risk faktorleri
mevcuttur: Siroz, HSK'li olgularin blytk ¢ogunlugunda
(%75-95'inde) risk faktoradir. Hepatit B enfeksiyonu
siroza neden olarak diinyadaki en 6nemli HSK sebebidir.
Hepatoselliler karsinom karacigerin en sik (%75)
rastlanan birincil timoridir. Dinyada kansere bagli
olimlerin yarnisindan sorumlu olan HSK teshisi konan
hastalarda uygulanabilecek tedavi secenekleri oldukca
kisithdir. HSK tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalarinin sinirl - diizeyde yapilmasi sebebiyle
insanlar alternatif yontemlere basvurmaktadir. Alternatif
yontemlerin arasinda da bitkisel tedavi yontemleri ilk
sirada gelmektedir.

Silybum marianum (meryem ana dikeni, devedikeni),
Asteraceae familyasindan  bazi  dikenli bitkilerin
ortak adidir. Meyveleri yaklasik olarak 2000 yildir
karaciger hastaliklarinda kullaniimasina karsin, bitki
ile ilgili ilk arastirmalar 1958 yilinda baglamistir (2, 3).
Silimarin deve dikeni bitkisinin tohumlarinda bulunan
farmakolojik olarak aktif, silibin (silibinin), izosilibin,
silikristin, silidianin, taksifolin ve dehidrosilibinin gibi
flavonolignanlardan meydana gelmektedir. Silimarinin
biyolojik ~aktivitesinden sorumlu oldugu dustinlen
temel bileseni silibindir (4).

Silibin  uygulama alanlan karaciger ve sindirim
sisteminin yani sira diger organ sistemlerini de

kapsamaktadir. ~ Silibin, adenokarsinomayi igeren
gesitli  prostat hastaliklarinin  tedavisinde, bobrek
hastaliklarinda, akciger hastaliklarinin  tedavisinde,

sekerin dengelenmesinde ve pankreas hastaliklarinin
tedavisinde de umut verici olarak gorilmektedir. Ayrica
yapilan calismalarda bitkiden elde edilen ekstraktin
akciger timort blytmesini baskiladigi, meme, kolon,
mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongustni
durdurdugu ve apoptozisi tetikledigi gosterilmistir ( 5-9).
Yine silibinin HEPG2 hepatoselliler karsinoma hticre
hatlarinda anti genotoksik etki gosterdigi bildirlmistir
(10).

Apoptozis, kaspaz (caspase,  cysteine-containing
aspartate specific proteses) adi verilen proteazlar
tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlarin dogrudan
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veya dolayl yollardan apoptozisin hem biyokimyasal
hem de yapisal degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya
gikarilmistir (11). Memelilerde en az 12 kaspaz vardir.
Bunlar; baglaticr (-8,-9,-10) ve sonlandirici (efektor) (-3,-
4,-5) kaspazlar olmak tizere ikiye ayrilir (12). Silibin, doza
bagli olarak T-24 ve TCC-SUP (mesane kanseri hicre
hatlari) hiicrelerinde DNA’da kiriklar meydana getirerek
kaspaz-3'in aktivasyonuna neden olur (13). Ancak,
silibinin hepatoselliler karsinoma hicre hatti tizerinde
hem iki boyutlu hem de Gg¢ boyutlu (multiselller
timor sferoid model) kiltir ortaminda apoptotik etkisi
olduguna dair az bilgi mevcuttur (14,15).

Galismamizda Hep3B [hepatit B virtisi (HBV) pozitif
ve p53 geni mutasyona ugramis HSK hicre soyu]
hiicre soyu (izerine Silybum marianum (devedikeni)
bitkisinin ekstrakti olan silibinin apoptotik etkisini hem
iki boyutlu hem de t¢ boyutlu (in vivo uyumlu ve in vivo
mikrogevre ozelliklerini saglayan en iyi in vitro model
olarak kullanilan multiseliiler sferoidler) kiiltiir ortaminda
incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem
Hiicre Kiiltiiri

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir
calisma olup, deneyler Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda
arastirma laboratuvari ve hicre kilttri laboratuvar
imkanlarr kullanilarak gerceklestirildi.

Aragtirmada Amerikan Hiicre Kiltiir Koleksiyonu (ATCC)
hiicre bankasindan saglanan Hep3B (CRL no: HB-8064)
hepatoselliiler karsinoma hticre soyu kullanildi. Hep3B
hepatoselliler karsinoma hiicreleri igin besi ortami,
inaktive edilmis %10 FCS (Fetal Calf Serum), 100 1U/
ml penisilin/streptomisin iceren  DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium )(Biological Industries)
medyumu kullanildi. Hiicreler bu besi ortamini igeren
25 cm2 ve 75 cm2’lik flasklarda, ic ortami %5 CO2, %95
hava karigimi ve nem igeren ve 372C olan inkibator
(Heal Force) icinde tutularak ve haftada 3 kez rutin pasaj
yapilarak Gretildi.

Deney plani

Devedikeni bitkisinin ekstrakti olan silibinin, 1; 10; 50;
100; 200 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde steril
DMSO icerisinde hazirlanmig taze c¢ozeltileri 100’er

Med J SDU / 2015:22(4):87-96



Silybum marianum bitkisinin in vitro ortamda karaciger kanseri hiicre hatlari Uzerine etkisi

ul'lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Her bir doz
igin 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tim gruplar igin 24.,
48. ve 72. saatler igin ekildi ve 372C’'de %5 CO2 hava
karigiminda rutubetli ortamda inkibe edildi. Her bir
stirenin bitiminde hiicreler santriftij teknigiyle toplanarak
%0,1’lik tripan mavisi boyasiyla, hticre soliisyonu 1/1
oraninda hazirlandi ve sayma kamarasinda sayildi
ve hucre sayilari kaydedildi. Boylece silibinin 1D50
(inhibisyon dozu) saptandi. Daha sonra kontrol grubu
ve silibin grubu (ID50 inhibisyon dozu belirlenen)
olmak (izere iki grup olusturuldu. Hem iki boyutlu
hem de (¢ boyutlu kiltirde Brdu isaretleme indeksi ve
aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama yapildi.
Ayrica siferoid modelde siferoidlerin yapisal ézelliklerini
degerlendirmek igin hematoksilen eozin boyama yapildi.

iki Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin
(Brdu) ile Imnmiinohistokimyasal Isaretleme

24 kuyucuklu kultir kaplarina lamelli ekim yapildi.
Silibinin doz belirleme deneyinde hesaplanan 100 uM/
ml dozu kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda
hiicreler 1 saat BrdU ile 37°2C’de inkiibe edildi. Ust
medyum gekilip atildiktan sonra PBS’te 372C etlivde 15
dk bekletildi. PBS gekilip atildiktan sonra %70 etanolde
4°C’de 30 dk bekletilerek hticreler tespit edildi.
immiinohistokimya igin lameller PBS'te 10 dk
bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis  %0.5
H202'de 10 dk tutulup 3 kez 2'ser dk distile su ile
yikandi. Daha sonra BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin
System adi verilen BrdU boyama kiti (Invitrogen Co. CA)
kullanilarak boyama yapildi. Bunun igin kitin igerisinde
bulunan denattirasyon solisyonunda 30 dk bekletilip
PBS ile 3 kez 2 dk yikandi. 10 dk blocking soltisyonunun
ardindan 1 saat primer antikorda, (Biyotinli Mouse Anti-
BrdU monoclonal) nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu.
3 kez PBS ile 2’'ser dk yikandiktan sonra streptavidin
peroksidazda 10 dk tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan
substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlkta bekletildi
ve distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin
boyasi yapildiktan sonra kesitler cesme suyunda 20 dk
morarmaya birakildi. Kapatici (Ultramount) ile kapatildi.
Istk mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlari
belirlendi.
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iki Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile
Immiinohistokimyasal Boyama

24 kuyucuklu kaltar kaplarina yuvarlak lameller
konularak kuyucuk basina 100.000 hicre lamel
tizerine ekildi. Silibinin yine doz belirleme deneyinde
hesaplanan 100 uM/ml dozu kullanildi. 24, 48 ve 72.
saatlerin sonunda tst medyum gekilip atildiktan sonra
PBS'te 37°C etiivde 15 dk bekletildi. PBS cekilip
atildiktan sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk bekletilerek
hiicreler tespit edildi.

immiinohistokimya igin lameller PBS'te 10 dk
bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis  %0,5
H202'de 10 dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile
yikandi. Daha sonra 30 dk 4 N HCl'de bekletilip PBS
ile 3 kez 5 dk yikandi. 20 dk Ultra-V-block’un ardindan
1 saat primer antikorda (aktif kaspaz-3) (Invitrogen Co.
CA), nemli ortamda oda isisinda tutuldu. 3 kez PBS
ile 5’er dakika yikandiktan sonra sekonder antikorda
(Biotinylated Goat Anti-Mouse) 20 dk, tekrar yitkamadan
sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS
ile yikamanin ardindan substrat-kromojende (DAB) 5
dk karanlikta bekletildi ve distile su ile yikandi. Mayer
Hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan sonra kesitler
cesme suyunda 20 dk morarmaya birakildi. Kapatic
(Ultramount) ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayim
yapilarak isaretlenme oranlari belirlendi.

Uc Boyutlu Sferoid Modelde Hiicre Kiiltiirii
Deneyleri

Tek tabakali kilttrde buydtilen hicrelerin kemoterapiye
karsi olusturduklar yanit ile klinik gézlemler arasinda
bircok farklilk oldugu, tek tabakal kiltirde cok etkili
bulunan ve belirgin antitimoral etkinligi saptanan bir
ilacin ya da ilag kombinasyonlarinin klinikte bu derece
etkili olmadigi saptanmigtir. Bu nedenle (¢ boyutlu
hiicre kalttrlerinin  (sferoid) in vivo kati timorlerin
ozelliklerini tam olarak vyansitigi dustinilmektedir.
Hep3B ¢ok hiicreli timor sferoidleri tGretimi igin sivi Gst
tabaka yontemi kullanildi (16).

Sicak su igerisinde eritilmis %3 agar soltisyonu (60°C)
ve medyum (40°C) karigimi %4 oraninda hazirlandi ve
kuyucuklara (6’ kalttr kaplar kullanildi.) bu karisimdan
1 ml konarak ttim ylzeyinin kaplanmasi saglandi. Agarin
donmasi icin kultir kaplart 10 dk buzdolabinda 4°C’de
bekletildi. Agarin donmasini takiben Ulzerine 5 ml
DMEM eklendi ve her bir kuyucuga 1x10° hiicre ekildi.
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Her bir grup icin 3 kuyucuga ekim yapildi. Hicreler,
%5 CO2, %95 nem iceren ve 37 OC olan inkibator
ortaminda tutularak sferoid olusturmalan icin 4-7 giin
beklendi. Stre sonunda buytkligi 100-400 mikrona
ulasan sferoidlere tek tabakali kiiltir sonuglarinda elde
edilen istatistiki olarak anlamli bulunan en ytksek dozlari
yani 100uM/ml silibin ve kontrol grubu icin T00uM/ml
DMSO verildi ve 37 0C, %5 CO2 ve 1 atmosfer basicta
inktibe edildi.

Uc Boyutlu Kiiltiirde Bromodeoksiiiridin (Brdu)
ile Immiinohistokimyasal Isaretleme

Bitki ekstrakti verildikten 24, 48 ve 72 saatler sonrasinda
1 saat BrdU ile 37 eC’de inkibe edildi. Sferoidler
santrifiij tiiplerine dikkatlice alindi. Ust medyumu pastor
pipeti ile yavasca cekilip atildi. Sferoidler fikse edilerek
1stk mikroskobik takibine alindi. Bloklama yapildiktan
sonra 3-4um kalnhginda kesitler alindi.Kesitlerden
parafin uzaklastirildi (62°C ettvde 30 dk; Ksilol: 30 dk
X 2; %100 etanol: 5dk x 2; %96 etanol 5 dk x 2; %90
etanol 5 dk x 2; %70 etanol 5 dk x 2; saf su). Metanolde
hazirlanmis %0,5 H202'de 10 dk karanlkta bekletildi.
PBS ile 3 kez 2 dk yikandi. Tripsinde 10 dk 37°C
etlivde bekletildikten sonra 3 kez 2 dk PBS’te bekletildi.
30 dk denaturasyon soliisyonu ve 10 dk blocking
soltisyonun ardindan yikama yapmadan 1 saat primer
antikorda (Biyotinli Mouse Anti-BrdU monoclonal)
nemli ortamda oda isisinda tutuldu. 3 kez PBS ile
2'ser dk yikandiktan sonra streptavidin peroksidazda
10 dk tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan substrat-
kromojende (DAB kromojen) 5 dk karanlikta bekletildi
ve distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin
boyasi yapildiktan sonra kesitler gesme suyunda 20 dk
morarmaya birakildi. Kapatici (Ultramount) ile kapatildi.
Isik mikroskobunda sayilarak BrdU-isaretlenme indeksi
(BrdU-LI) degerleri saptandi.

Uc Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile
Immiinohistokimyasal Isaretleme

Kaspaz 3 aktivite tayini icin silibin verildikten 24, 48
ve 72 saatler sonrasinda sferoidler santrifiij tuplerine
dikkatlice alindi. Ust medyumu pastor pipeti ile yavasca
cekilip atildi. Bu asamadan sonra BrdU- isaretlenme
indeksi ile ayni takip yontemi uygulandi. Kesitlerden
parafin uzaklastirildi (62°C ettivde 30 dk; Ksilol: 30 dk
x 2; %100 etanol: 5dk x 2; %96 etanol 5 dk x 2; %90
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etanol 5 dk x 2; %70 etanol 5 dk x 2; saf su). Metanolde
hazirlanmig %0.5 H202'de 10 dk karanlikta bekletildi.
PBS ile 3 kez 2 dk yikand. Tripsinde 10 dk 372C ettivde
bekletildikten sonra 3 kez 2 dk PBS’te bekletildi. Daha
sonra Rabbit ABC Staining System kullanildi. Bunun
icin 1 saat blocking soltisyonda bekletildi ve yikama
yapmadan 1 gece primer antikorda (Rabbit active
Caspase 3 antibody) nemli ortamda 42C’de tutuldu. PBS
ile 3 kez yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikorda
30 dk, PBS ile yikamadan sonra avidin ve biyotinli HRP
iceren AB enzim soltsyonunda 30 dk, tekrar yikamanin
ardindan peroksidaz substratta (substrat buffer + DAB
kromojen + peroksidaz substrat iceren sotisyon)10
dk bekletildi ve distile su ile yikandiktan sonra Mayer
hematoksilen ile zemin boyasi yapildi ve gesme suyuna
alindi. Cesme suyunda morartilan kesitler ultramount
kapatici ile kapatildi. Istk mikroskobunda degerlendirildi.

Hematoksilen — Eozin (Erlich) Boyama

Parafini giderilmis kesitler alkol serilerinden gegirilerek
suya alindi. Bu amagla kesitler 62°C etivde 30 dk
bekletilip 30 dk ksilolde tutulduktan sonra %96, %90,
%80, %70 alkollerde 10 dk bekletildi ve distile suya
alindi. Hematoksilen soltisyonunda 3 dk boyandi. Cesme
suyunda galkalandi. Boyanin fazlasi asit alkolde (%80
alkol T ml HCL) cok cabuk differansiye edildi. Kesitler
tekrar gesme suyunda calkalandi ve morarincaya kadar
suda birakildi (En az 15 dk). Kesitler kontrolli olarak 2 dk
eozinde tutuldu. Distile sudan gegirildi. Hizli bir sekilde,
alkol serilerinden gecirilerek ksilole alindi ve entellan ile
kapatilarak gtk mikroskobunda degerlendirildi.

istatistiksel analiz

istatistiksel analizler SPSS 17.0 paket istatistik programi
ile yapildi. Elde edilen veriler Gzerinde ¢ok yonla
istatistik degerlendirmeler yapilmigtir. Olgiim degerleri
homojen dagihm gostermedigi igin non-parametrik
testlerle cahsildi. Gruplar arasi farkin anlamliligini
degerlendirmede Kruskal-Wallis Varyans analiz testi
kullanildi.  Strekli degisken degerlerden olusan iki
bagimsiz grup arasinda farklihgin olup olmadig ise
Mann-Whitney U Testi ile belirlendi. Anlamlihk siniri
p<0.05 olarak kabul edildi.
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Bulgular
Doz Belirleme Deneyi Bulgulan

24, 48 ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklarda
bulunan hiicreler % 0,5 tripsin ile ayri ayrn toplanip
santriftij edildi. Stpernatant kisimlar atildiktan sonra
T ml medyum ile stspansiyon haline getirilip sayma
kamarastyla (hemasitometri) sayildi. Toplam hucre
sayilar kaydedilerek silibin icin 1D50 (inhibisyon dozu
%50) dozu 100 UM olarak saptandi.

iki boyutlu Kiiltiirlerde BrdU isaretlenme
Degerleri

24 kuyucuklu platelere ekimini (lammelli grup) yaptigimiz
iki boyutlu kiltiirde kontrol grubu incelendiginde gok
sayida sentez fazinda hiicre BrdU ile isaretlendi. 100
uM/ml silibin uyguladigimiz grupta ise kontrol grubuna
kiyasla BrdU isaretleme indeksi tim saatlerde anlamli bir
azalma gostermistir (p <0.05) (Sekil 1, 2).

Sekil 2: Monolayer kiiltirde Brdu ile immtinohistokimyasal boyama.
Kontrol grubu. Brdu ile yogun boyanma gézlendi (A). Silibin grubun-
da ttim saatlerde zayif boyanma goriildii. (B-24 saat, C-48 saat, D-72
saat).

iki Boyutiu Kiiitiiderde BrdU ile isaretlienme Grafigi

80%
70%
60%
50%

@ Kontrol grubu
B Silibin Grubu

30%
20%
10%

0%

24 saat 48 saat 72 saat

Zaman (Saat)

iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz-3 saretienme Grafigi

80% 1
70% 1
60% 1
50% 1

D Kontrol
3 Silibin

30% A
20%
10% A
0% -

48 saat
Zaman (Saat)

Sekil 1: iki Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme Grafigi

iki boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile isaretlenme
Degerleri

24 kuyucuklu platelere ekimini (lammelli grup) yaptigimiz
iki boyutlu kiltirde kontrol grubu incelendiginde
apoptotik htcreler ¢ok az oldugu icin kaspaz-3 ile
cok az hiicre isaretlendi. 100 uM silibin uyguladigimiz
grupta ise tim saatlerde kontrol grubuna kiyasla oldukga
fazla miktarda (p <0.05) kaspaz-3 ile isaretlenen hiicre
goraldi (Sekil 3,4).
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Sekil 3: iki Boyutlu Kiltirde Kaspaz-3 ile isaretlenme Grafigi

Uc Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerde Hematoksilen
Eozin Boyasi ile Sferoid Morfolojisi

Degerlendirmeleri
Kontrol  grubu  sferoidlerinin 1tk mikroskobik
incelemesinde  sfeoid  yapilart  oldukga  dlzgiin

gortinimde izlendi. Silibin verilen gruplarda ise diizgiin
gorinimla  sferoidlerin  yaninda sinirlari - bozulmus,
daginik sferoid yapilarina rastlandi. Ayrica bazi sferoid
yapilarinda dejenerasyon goraldi (Sekil 5).
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Sekil 4: Monolayer kltiirde Kaspaz-3 ile immunohistokimyasal boya-
ma. Kontrol grubu. Kaspaz-3 ile zayif boyanma gozlendi (A). Silibin
grubunda tiim saatlerde kontrol grubuna gore daha yogun boyanma
goruldu. (B-24 saat, C-48 saat, D-72 saat).

Sekil 5: Siferoid model kiltirde H-E boyama. Kontrol grubu. Diizgiin
sferoid yapisi goraldii (A). Silibin verilen grupta sferoidlerde dejenera-
syon ve dagilma gozlendi (B-24 saat, C-48 saat, D-72 saat)(H-E).
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Uc Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerde BrdU
Isaretlenme Degerleri

Ug boyutlu multiselliiler sferoid model kiiltirde yapilan
BrdU isaretleme indeksi degerlendirmelerine gore
kontrol grubunda sferoidlerin periferinde ¢ok sayida,
sferoid merkezinde ise az sayida isaretlenme gozlendi.
iki boyutlu kiiltir sonuglarimiza uyumlu olarak cok
sayida hicre BrdU ile isaretlendi. Kontrol grubunda
isaretlenme degerleri 24 saat igin %18,7, 48 saat igin
%18,9 ve 72 saat icin %18,4 olarak belirlendi. Silibin
verilen sferoid modelde isaretlenme degerleri ise 24 saat
icin %7,6, 48 saat igin %7,9 ve 72 saat icin %8,1 olarak
belirlendi. Dolayisiyla silibin grubunda yine lamelli
gruplarda oldugu gibi BrdU isaretleme indeksinde
tim saatlerde kontrol grubuna goére anlamli bir azalma
goriildii (p <0.05) (Sekil 6, 7).

Ug Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme Grafigi

25,00% -

20,00%

15,00%
%
10,00% 1

O Kontrol grubu
0O Silibin grubu

5,00% -

0,00% T T g
24 saat 48 saat 72 saat
Zaman (Saat)

Sekil 6: Ug Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme Grafigi
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Sekil 7: Siferoid model kiltirde Brdu ile immiinohistokimyasal
boyama. Kontrol grubu. Brdu ile yogun boyanma gozlendi (A). Silibin
grubunda tim saatlerde zayif boyanma gordildu. (B-24 saat, C-48
saat, D-72 saat).

Ug Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 isaretlenme
Degerleri

Ug boyutlu multiselliiler sferoid model kiiltiirde kontrol
grubunda iki boyutlu kalttr sonuglarimiza uyumlu olarak
az sayida hiicre Kaspaz-3 ile isaretlendi. Silibin verilen
sferoid modelde ise yine lamelli gruplarda oldugu gibi
Kaspaz-3 ile isaretlenen hiticreler tiim saatlerde kontrol
grubuna gore anlaml artis gosterdi (p<0.05) (Sekil 8,9).

U¢ Boyutlu Kiiltirde Kaspaz-3 ile isaretienme Grafigi
25,00% -
20,00% -
- 15,00% =

10,00% 1 0 Silibin

5,00% -

0,00% - . : i

24 saat 48 saat 72 saat
Zaman (Saat)

Sekil 8: Ug Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile isaretlenme Grafigi
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Sekil 9: Siferoid model kiltirde Kaspaz-3 ile immunohistokimyasal
boyama. Kontrol grubu. Kaspaz-3 ile zayif boyanma gozlendi (A).
Silibin grubunda tiim saatlerde kontrol grubuna gére daha yogun
boyanma gordildi. (B-24 saat, C-48 saat, D-72 saat)

Tartigma

Hepatoselliiler karsinoma (HSK) hepatit viriislerine bagh
enflamasyon ve siroz zemininde ortaya ¢ikan, zamanla
hipoksik strese bagli anjiyogenik stirecin basladigi ve ileri
evrelerinde iyi vaskilarize olmus, farklilasmasini yitirmis
invazif karakterdeki hticrelere sahip kétii prognozlu bir
hastaliktir (17, 18).

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler
olsa da, bunlara hastaligin tip sayisinin yiksekligi ve
basari ylzdesinin dustkligt eklendiginde insanlar bu
zorlu yolda belki de sanslarini bir parga daha artirdiklarini
dustindtkleri alternatif metotlara bagvurmaya baglarlar.
Bunlarin basinda da bitkisel tedavi metotlarn gelir.
Bitkisel tedavi metotlarinin tedavi siirecinde yan etkiler
agisindan da rahat bir tedavi sekli olmasi bu durumu
kuvvetlendirmektedir (19).

Silibin, Silybum marianum (Devedikeni) bitkisinden
elde edilen flavonolignandir. Amerika’'da (Uretilen
yogunlastiriimig ekstreleri  %70-80 oraninda silibin
icermektedir (8,20). Bitkiden elde edilen ekstraktin
akciger timori blytmesini baskiladigi, meme, kolon,
mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre siklusunu
durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi gosterilmistir (5-9).
Silibinin hepatoselltler karsinoma HepG2 ve Hep3B
hicrelerinde  hiicre  biytimesini  durdurdugu  ve
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apopitozisi tetikledigi, ayrica yine ayni hticre soylarinda
hicre siklusunu durdurdugu gosterilmistir (14). Yine
silibinin kombine (sorafenib ve gefitinib) tedavilerde de
hicre cogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir (15)

John ve arkadaglari 2007 yilinda yaptiklari calismada
gesitli  hepatoselliler karsinoma hiicre hatlarinda
(HepG2, HuH7, PLC/PRF/5, Hep3B hiicre hatlar)
silibinin etki mekanizmasini aragtirmiglardir. Sonugta
silibinin doza bagli olarak antiproliferatif etki gosterdigi,
apopitotoik etkisinin oldugu ve kanser hiicrelerinin
metastaz ve invazyonunda 6nemli rol oynayan MMP 2
ve 9'un ekspresyonunu azathigr gorilmustar (21).
Galismamizda Silybum marianum bitkisinden elde edilen
silibin ekstraktinin hem iki boyutlu hem de ¢ boyutlu
kaltir ortaminda, hiicre ¢ogalmasi lzerine etkisinin
olup olmadiginin arastirlmasi amaglanmistir. Bunun
igin hucre kultirt deneylerinde Hep3B hepatoselltler
karsinoma hticre soyu kullanilmistir. Hep3B hiicre soyu
hepatit B virlisti pozitif ve p53 geni mutasyona ugramis
hepatoselltler karsinoma hticre hattidir (14).

iki boyutlu kiltiirde silibin (100 uM/ml) uygulanan
gruptaki hicrelerde 24, 48, 72 saat streler sonunda
isaretleme indeksinin kontrol grubu isaretleme indeksine
oranla anlamli derecede azaldigi gorilmisttr (p <0.05).
Ayrica tripan blue ile yapilan canllik testinde de silibin
verilen grupta hiicre sayisinda anlamh bir azalma
gozlenmistir (p <0.05). Elde ettigimiz bu sonuglar,
silibinin iki boyutlu kaltir ortaminda Hep3B hicre soyu
tzerine etkisiyle ilgili daha once yapilan calismalarin
sonuglariyla benzerlik gostermektedir (14, 21).
Monolayer hticre kultirt  deneylerinde apoptotik
hicreleri  belirlemek amaciyla immunohistokimyasal
olarak aktif kaspaz-3 tayini yapilmistir. Sonugta kaspaz-3
ile boyanan hiicre sayisinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir (p <0.05).
Bu da bize silibinin hicrelerde (Hep3B hepatoselltler
hicre soyunda) apoptozisi tetikledigini gostermektedir.
Konuyla ilgili daha ©nce vyapilan ¢alismalarda
silibinin apoptotik etkisi farkli yontemler kullanilarak
(imminblotting,  etidyum  bromid-akridin ~ orange
yontemi) belirlenmis olup yine bizim sonuglarimizla
paralellik gostermektedir (21-23).

Tumor  hcreleri ile yapilan in vitro deneylerde
bircok laboratuvarda tek tabakali hticre kiiltirleri
kullaniimaktadir. Bu in vitro hiicre modeliyle kanserin
temel olusum mekanizmalari ve tedavisi (izerine
oldukca degerli bilgiler edinilmistir. Ancak, tek tabakali
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kalttr ortaminda oksijen ve besinler kanser hiicrelerine
esit oranda ulasmakta ve hticreler bu kosullar altinda iki
boyutlu bir buytime gostermektedir. Oysa viicutta kitle
olusturan solid timorler ti¢ boyutlu uzaysal bir konumda
buytimektedir. Bu durum timorlerin i¢ bolimuindeki
hiicreler arasinda oksijen ve besin dagiliminin  esit
olmamasina yol agmakta ve hucreler farkli diizeylerde
fiziksel ve kimyasal streslerle karsilasmaktadir. Oksijen
ve besin kaynaklarinin dustik oldugu bolimlerde hiicre
hasari ve hatta nekroz kendiliginden gelisebilmektedir.
Ayrica tek tabakali hicre kiltir modelinin aksine
hiicresel yanitlarin gelismesinde &nemli rol oynadig
dustntlen hicreler arasi temaslar G¢ boyutlu kltar
ortaminda gerceklesmektedir (16).

Tumor sferoidleri, solid timorlerin i¢ boyutlu blylime
ve organizasyonunu oldukga gergekgi bir bigimde
yansitmakta ve bunun sonucunda tiimorlerde soz
konusu hticreler arasi iligkileri ve mikro cevresel kosullar
gok daha net ortaya koyabilmektedir (16). Bu durumdan
yola cikarak tek tabakali hicreler tzerinde silibinin
istatistiksel olarak anlamlilik tastyan en ytiksek degeri
secilmis ve secilen bu deger vicuttaki g boyutlu timor
yapisini daha iyi yansitan sferoid kultiirde denenmistir.
Sferoid kdlttirlerde, sferoidlere uygulanan silibin (100
UM/ml) grubunda hiicrelerde isaretlenme indeksinin
kontrol grubu iseretlenme indeksine oranla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigi gozlenmistir (p
<0.05). Bu sonug¢ iki boyutlu kultir sonuclariyla
parallelik gostermektedir. Ancak iki boyutlu kaltir
ortaminda BrdU ile isaretlenen hticrelerin yerlesiminde
herhangi bir farkliik bulunmazken sferoid modelde
boyanma sferoidlerin cevresindeki hticrelerde daha
yogun olarak gorilmasttr. Bu da bize silibinin daha
cok sferoidlerin dig kismindaki hicreler Gzerinde etkili
olabilecegini gostermektedir. Sferoidin orta kismindaki
hiicrelerde az sayida isaretlenmenin olmasi ise ayni
timor yapisinda oldugu gibi bu bolgedeki hticrelerde
oksijen ve besin yetersizliginden kaynaklanabilecegini
dastindirmektedir.

Sferoid kaltarde ikinci asamada sferoid
modelde apoptotik hiicreleri  gézlemek amaciyla
immunohistokimyasal  olarak  kaspaz-3  boyamasi

yapilmigtir. immiinohistokimyasal boyama sonucunda
silibin verilen sferoidlerdeki gok sayida hiicre Kaspaz-3
ile boyanmistir. Bu boyanma kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla gorilmastir (p
<0.05). Boylece sferoid modelde de (ti¢ boyutlu kiltir

Med J SDU / 2015:22(4):87-96



Silybum marianum bitkisinin in vitro ortamda karaciger kanseri hiicre hatlari Uzerine etkisi

ortami) silibinin apoptotik etkisinin oldugu gozlenmistir.
iki boyutlu kiiltir ortaminda kaspaz-3 boyanma
sonuglarina bakildiginda bu boyanmanin  bolgesel
bir farklilik gostermedigi gortlmustir. Oysa sferoid
modelde ayni BrdU isaretlenme indeksinde oldugu gibi
sferoidlerin dis kismindaki hiicrelerde boyanmanin daha
yogun oldugu gozlenmistir. Bu da bize silibinin apoptotik
etkisinin sferoidin periferindeki hicrelerde daha baskin
olabilecegini dustndirmektedir.

Sferoid kulturlerde tiglincii asamada sferoid morfolojisini
incelemek amaciyla sferoidlerin parafin kesitlerine
hematoksilen-eozin boyasi uygulanmistir. Hematoksilen-
eozin boyamada, silibin (100 uM/ml) uygulanan grupta
genel sferoid yapisinin  diizgiin  gorindiigli  ancak
butunlugl bozulmamis, diizgiin gérinimli sferoidlerin
yaninda sinirlan kaybolmus, daginik sferoid yapilarinin
da oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak Silybum marianum bitkisinden elde
edilen silibin  ekstraktinin  Hep3B  hepatoselliler
karsinoma htcrelerinde yapilan in vitro deneylerde
verdigi sonuglardan yola g¢ikarak bu bitkinin htcre
populasyonundaki artisi azaltmada etkili olabilecegi
sonucuna varilmistir. Hep3B hiicre soyu ile yapilan
monolayer hticre kalttri deneyleri bu azalmayi
desteklerken, ¢ boyutlu tlimoér yapisini  yansitan
sferoidlerin hematoksilen-eozin boyasi sonuglar da,
sferoid yapisini dejenere ettigini gostermekte ve bu
durum dizgin sferoid yapilarinin yaninda yer yer
daginik sferoid formlari ile desteklenmektedir.

Sferoid hiicre kdlttirlerine BrdU uygulamasi sonrasinda
gergeklestirilen immuinohistokimya neticesinde
saptanan BrdU isaretleme indeksi degerleri de hem
iki hem de lg boyutlu kultir ortaminda silibinin hicre
artigini inhibe edici etkisini desteklemektedir. Ayrica
immiunohistokimyasal ~ olarak  kaspaz-3  boyamasi
sonucunda da silibinin yine hem iki hem de ti¢ boyutlu
kiltir ortaminda hiicreler Uzerinde apoptotik etki
gosterdigi gortlmustar.

Yaptigimiz literattir taramalarinda silibinin in  vitro
ortamda hepatoselltler karsinoma tizerinde etkisini konu
alan cesitli cahsmalar mevcuttur. Ancak BrdU isaretleme
indeksi ve aktif kaspaz-3 tayini immunohistokimyasal
yontemle yapilmamistir. Ayrica silibin, Gg boyutlu kalttr
ortaminda hig denenmemistir. Bu nedenle Gg¢ boyutlu
sferoid model viicuttaki timor yapisini daha iyi yansittigi
igin elde ettigimiz sonuglarin hepatoselltler karsinoma
tedavisine 151k tutacagi kanisindayz.
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Oz

2.45 GHz radyo frekans elektromanyetik radyasyona (EMR) maruziyetin 12 haftalik sican
testisleri tizerinde olusturdugu degisiklikler ve bu degisikliklere vitamin E ve vitamin C'nin
muhtemel koruyucu etkisini aragtirmay amagladik. Bu galismada 28 adet Sprague-Dawley
cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar 3 gruba ayrildi: 1. grup: Kontrol grubu (3. gruba verilen
miktarda oral gavaj ile su verildi), 2. grup: 2.45 GHz EMR' ye maruz birakilan grup, 3. grup:
2.45 GHz EMR’ ye maruziyet + Vitamin E ve C verilen grup (oral gavajla 50 mg vitamin
E+ 200 mg vitamin C mg/kg agirhk/gin). 2. ve 3. gruptaki siganlar 30 giin boyunca her
giin ayni saatte 60 dakika 2.45 GHz EMR’ ye maruz birakildi. 3. gruba vitamin E ve C, EMR
uygulamasindan 1 saat 6nce verildi. 30 giiniin sonunda siganlar anestezi altinda servikal
dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi ve testisleri gikarildi. Rutin doku takibi yapildi ve
kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi. EMR' ye maruz kalan siganlarin testislerinin
agirlk ve hacimlerinde kismen azalma tespit edildi. Histopatolojik incelemede ise
seminifer tiibll gapinda ve Johnsen skorlama yonteminde EMR' ye maruz kalan siganlarda
azalma tespit edildi. Ancak gruplar arasi karsilastirilmada istatistiksel olarak anlamli fark
gozlemlenmedi. Vitamin E ve C verilen grupta bu degisikliklerin grup 2' ye oranla daha
az oldugu tespit edildi. Leydig hicre skorunda ise gruplar arasinda fark gézlemlenmedi.
Sonug olarak EMR uygulamalari sigan testisinde kismen degisiklikler olusturmaktadir ve bu
degisikliklere karsi vitamin E ve vitamin C' nin bir miktar koruyucu etkisi bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Testis, sican, 2.45 GHz radyo frekansi, vitamin E, vitamin C
Abstract

The aim of this study was designed to determine the effects of 2.45 GHz radio frequency
electromagnetic radiation on rat testes found in 12-week-old rats and the possible
protective effects of vitamin E and vitamin C. Twenty-eight male Sprague-Dawley rats
were used in this study. Rats were divided into three groups: Group I: Control group,
(received oral gavages of water at an equal volume to that of vitamin E+ vitamin C used in
group I11), Group II: exposed to 2.45 GHz EMR, Group llI: exposed to 2.45 GHz EMR +
Vitamins E and C treated group (50 mg vitamin E + 200 mg vitamin C mg/ kg body weight
/ day, oral gavages). Group Il and group Il were exposed to 2.45 GHz EMR, for 60 minutes
every day for 30 days. Vitamin E and C, was given 1 hour before the EMR application to
Group lII. The rats were sacrificed by cervical dislocation under anesthesia at the end of
30 days period, and the testes were dissected. Routine tissue procedure was applied and
the sections were stained with hematoxylin—eosin (H-E). The weights and volumes of the
testes were slightly reduced in the EMR exposed groups. In histopathological examinations,
diameter of tubulus seminiferus and Johnsen scores were slightly reduced in the EMR
exposed groups. However, no statistically significant difference was observed between
groups. It is determined that, the changes were lower in vitamin E and C administered
groups when compared to group Il. There was no statistically significant difference in
Leydig cell scores. In conclusion, EMR applications causes slightly changes in rat testes
and, vitamin E and C have some protective effects.

Keywords: Testis, rat, 2450 MHz radio frequency, vitamin E, vitamin C
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Introduction

In recent years, the use of electronic devices is increasing
with each passing day. Electronic devices which simplify
our daily life, such as laptops computers, mobile phones
or tablet devices, radiate electromagnetic waves due to
wireless system.

Studies had already shown the effects of 2.45-GHz
electromagnetic radiation on different body parts such
as testis, kidney, hippocampus, brain, thyroid, immune
system, spleen and liver (1-6). The testes are more
sensitive to a variety of stresses, like inflammation,
hyperthermia and radiation (7,8). Testes are also very
susceptible to oxidative damage induced by reactive
oxygen species (ROS) because they contain large
amounts of peroxidation-susceptible polyunsaturated
fatty acids. On the other hand, testes contain low
amounts of antioxidants (9,10). A recent study reported
that exposure to Wi-Fi EMR induced oxidative stress,
and decreased the levels of antioxidants in the kidney
and testes of rats (11).

The cell has various ways to alleviate the effects of
oxidative stress, either by repairing the damage or by
directly diminishing the occurrence of oxidative damage
through enzymatic and non-enzymatic antioxidants
(12). Vitamin E and vitamin C are well known potent
antioxidants. Vitamin E is the most important lipophilic
antioxidant and mainly in the cell membranes (13).
Vitamin C is the most important hydrophilic free-
radical scavenger in extracellular fluids and protecting
biomembranes from peroxidative damage (14). Some
studies have revealed that a combination of vitamins
E and C decrease the lipid peroxidation caused by
oxidative stress (15). In a different study, 900 MHz
electromagnetic radiation has made histopathological
changes in the rat endometrium, and vitamin E and C
reduced these changes (12). Therefore, vitamins E and C
can have interactive effects (16).

The effect of vitamins E and C on rat testis tissue after
2,45 GHz EMR exposed animals has not been reported.
Therefore, we aimed to investigate the effects of 2.45
GHz EMR exposure on testes, and possible protective
effects of vitamins E and C on the testes injury, induced
by EMR exposure.

98

Material and Methods

Animals

Twenty-eight, 12-week-old male Spraque-Dawley rats
were used in the study. The rats were obtained from
the Experimental Research Unit of Sileyman Demirel
University. The study was approved by the Suleyman
Demirel University Animal Ethics Committee (26
February 2013, No: 04). The rats were maintained
under standard laboratory conditions (temperature 22
oC; light/dark cycle 12/12 h; ad libitium with standard
rat chow and tap water).

The rats were randomly divided into three groups, as
follows;

Group | (n=8): control group; received oral gavages of
water at an equal volume to that of vitamin E+ vitamin
C used in group IlI.

Group Il (h=10): EMR exposed group

Group Il (n=10): EMR exposed + Vitamins E and C
treated group (50 mg vitamin E + 200 mg vitamin C mg
/ kg body weight / day, oral gavages).

Vitamins E (Evigen; Aksu Farma, Istanbul, Turkey) and C
(Redoxon; Roche, Basel, Switzerland) were administered
one hour before the EMR application for Group Ill. The
rats in group Il and 11l were exposed to 2.45 GHz EMR
Th/day for 30 days. The beginning exposure time was
10:00 am every day. The control group, group Il and,
group Il were kept individually in stainless steel cages
in the same room under standard laboratory conditions
(temperature 22 oC; light/dark cycle 12/12 h; ad libitium
with standard rat chow and tap water) during the out
of EMR application time. The body weights of the rats
were measured at the beginning and at the end of the
experiment.

EMR Exposure Design

An electromagnetic energy generator (SET ELECO,
Set Elektronik, Istanbul), and its monopole antenna
was used for Wi-Fi like electromagnetic exposure
application. 2.45 GHz experimental exposure, a 217 Hz
pulsed radio frequency (RF) source and setup was tested
in the Electromagnetic Laboratory of the Department
of Electronics and Communication Engineering at
Stleyman Demirel University. This RF generator is able
to create electric field densities from 1 to 100 V/m on
the exposure setup. Using this generator, 5 V/m electric
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field intensity can be obtained to get the realistic value
as 0.1 W/kg of whole body specific absorption rate
(SAR). Antenna power out was limited to 0.8 W (17).
The electric field density was set 5 V/m in order to get
a 100 mW/kg whole testes average SAR. Rats in the
study group were exposed to 2.45 GHz EMR for 1 h/
day, 7 days/week for 30 days. In order not to affect
the control group, exposure process was conducted
in an electromagnetically clean room. After the EMR
exposure process the rats of group I, and Ill were kept
under standard laboratory conditions in the same room
with group I. The rats of each group were kept separate
cages. The clean room is made by using stainless steel
sheets for covering the walls of experiment room in
the Experimental Animals Laboratory of Sileyman
Demirel University. The average shielding effectiveness
value of 100 dB on the frequency band is obtained.
Electromagnetic measurements and instrumentations
were conducted by the Department of Electronics and
Communication Engineering.

During the exposure, each rat was placed in a special
plastic holder (15x5 cm diameter). The quality of the
transmitted signal was checked using spectrum analyzer
(Promax AE-566) with its appropriate near-field probes.
The power density measurements were made with
an EMR survey meter (Holaday Industries, Inc., Eden
Prairie, MN, USA). In order to provide the same whole
body exposure to all 20 rats at the same time, the
exposure setup was located in the same distance from
the monopole antenna. Because the antenna is omni
directional, and the rats have the full physical symmetry,
the exposure setup can produce equal exposure to the
rats. At 2.45 GHz, dielectric permittivity , conductivity
, and specific weight  of rat tissues were found from
the tables of scientific literature (18). By using the
methodology mentioned above, whole body average
SAR was found as the value of 0.1 W/kg.

In an effort to control and monitor the produced RF
energy; background noise and other possible unwanted
noises were measured by using specific tools and
equipments.

In this study, Finite Difference Time Domain (FDTD)
method was used in order to evaluate absorbed
RF energy in the biological tissues (19,20). For SAR
calculation, firstly average electric field was noted. Then
the distance between certain tissue and the antenna was
determined. Finally, electrical parameters of tissue on
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the certain frequency band were found from scientific
literature. SAR values were calculated through the FDTD
method with MATLAB software (19,21).

Histopathological examinations

At the end of the experimental period, the rats were
sacrificed by cervical dislocation under anesthesia via
intra-peritoneal injection of ketamine hydrochloride
(90 mg/kg) and xylazine (5mg/kg). The testes were
removed for histopathological examination, and were
bisected and fixed in 10% formaldehyde solution. The
testes tissue samples were embedded in paraffin, cross
sections were cut in 5 um thickness and stained with
hematoxylin-eosin. Histologic sections were assessed and
photographed by Olympus BX51 photomicroscope. The
mean diameter of the seminiferous tubules and Johnsen
score was evaluated in the microscopic examination.
The stage of the seminiferous tubules of germ cells in the
testis of serial sections (spermatogenesis) with Johnsen
testicular biopsy score and the number of Leydig cells in
the interstitial space were evaluated.

Statistical analyses for Johnsen score, Leydig cells,
diameter of the seminiferous tubules, and weight and
volume of the testes were performed using SPSS 17.00
statistical package (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). The
significance level was set at 0.05. Data were expressed
as mean * Standard deviation. The non-parametric
Mann-Whitney's U-test was used for comparisons of
groups and, P and x2 values were presented in relevant
tables.

Results

There were no statistically significant differences in the
means of the body weights among the groups at the end
of the experimental period (Table 1).

Table 1. Mean Body Weight of rats (means=SD)(g)

End of the

experiment
309.75+26.35
294.20+22.51
281.30+38.91

Beginning of the
experiment

| 273.62+23.06
Il 262.60+24.85
1l 257.40%39.13

Groups
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[t was observed that weights and volumes of the rat
testes were decreased in the EMR exposed groups when
compared to the control group. However, the decrease
was lower in the Vitamins E and C administered group.
Statistically significant difference was not observed
between groups (p > 0.05), (Table 2).

Table 2: Comparison of morphological and histopathological parameters between the control
(group 1), EMR exposed (group II), EMR exposed + Vitamins E and C administered (group I1)

groups (means=SD).

Volume® Diameter of
(ml) Tubulus Seminiferus

Group Weight (g)

Johnsen
Scores

Discussion

Wireless devices have a widespread use in today’s
modern world. These wireless devices use higher
frequency and usually have a longer exposure time and
wider area of exposure (22). Like laptop computers
which contain wireless technology,
generally used near reproductive
organs and may have harmful
effects on testes (23). Oxidative
stress plays some role in the EMR
exposure effects on body tissues

Leydige Cell
Scores

| 6.96+1.28 7.03+1.38 258.74+12.37 9.98+0.54 3=0.0 (24,12).
Il 6.65+0.89 6.77+0.88 255.45+10.53 9.91+0.14  3+0.0 In our study, we choose testes
Il 6.94+0.35 7.30£0.40  260.32+8.09  9.96+0.08  3+0.0 because testes are extremely

a,b,c,d,e P>0.05 No significant differences

In histopathological examinations, the control group
testes tissues were observed as normal (Figure 1).

susceptible to oxidative damage
induced by ROS, and the testes
are more sensitive to a variety of
stresses, such as inflammation,
hyperthermia, and radiation (7-
10).

Figure 1: Histological section of the testes (X40, hematoxylin-eosin [H&E]). A; group | : control group, Normal appear-
ance of leydig cells and seminiferous tubules of the testes tissue. B; group Il : EMR exposed group, C; group Ill: EMR
exposed + Vitamins E and C treated group.

Diameter of tubulus seminiferus and Johnsen scores
were decreased in the EMR exposed groups, but
the decreases were lower in the Vitamins E and C
administered group. However, statistically significant
difference was not observed between groups (p> 0.05),
(Table 2) (Figure 1).

There was no difference between the groups in Leydig
cell scores (Table 1).

100

The effect of the EMR on testicular tissue at different
frequencies on rats investigated in several studies. Lots
of studies have indicated that, EMR effected male
reproductive tissues (32) but some other studies have
been conflicting (2).

Previous studies reported no significant difference
between testicular weights of the rats exposed to EMR
(23,26,27). On the other hand, Imai et al. and results of
our studies are reported EMR reduced the weight of the
rat's testes (25).

Table 3 shows the effects of EMR at different frequencies
(MHz) and different exposure time period on Johnsen
score of rat’s testes. While Ozguner et al. (900 MHz) and
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Kim et al. (2450 MHz) did not observe any significant
effect (27,28). However, Saygin et al. (29) and results of
our studies are reported.

Table 3: Effects of different frequencies (MHz) on rat’s Johnsen score.

Reference  Frequency Time (daily/weekly/ Effects
(MHz) total)
Ozguner 900 30 minutes per day, No
et al. 5 days a week for 4
2005 weeks
Kim et al. 2450 for 1 hour or 2 No
2007 hours a day for 8
weeks
Saygin et 2450 60 minutes/day for Yes
al. 2011 28 days (significant)
Present 2450 60 minutes per day, Yes
Study 7 days a week for

30 days

Leydig cells are another histopathological parameter
of testis. Lots of studies show that EMR effects Leydig
cells in rats as shown in Table 4 (27-29). However, Viera
Alméasiova et al. and we did not observe any marked
morphological changes in Leydig cells (2,30).

Studies on the effects of EMR at different frequencies
and different exposure time periods on rats seminiferous
tubular diameters are presented in Table 5. Previous
studies and our results are reported that EMR
decreased the seminiferous tubular diameters of testes
(27,28,31,32).

Table 4: Effects of different frequencies (MHz) on rat’s Leydig cells

Reference Frequency Time (daily/weekly/total)
(MHz)
Saygin et al. 2450 60 minutes/day for 28 days
2011
Ozguner et al. 900 30 minutes per day, 5 days a
2005 week for 4 weeks
Kim et al. 2007 2450 for 1 hour or 2 hours a day for
8 weeks
Viera Almdsiova 2450 3h daily applications for 3 weeks
etal. 2014
Viera Almdasiova 2450 3h daily applications for 3 weeks
etal. 2013
Present Study 2450 60 minutes Fer day, 7 days a
week for 4 weeks
Med J SDU / 2015:22(4):97-103

Table 5: Effects of different frequencies (MHz) on rat’s seminiferous
tubular diameters.

Reference Frequency Time (daily/weekly/total)  Effects
(MHz)

Dasdag et 900 2 hours per day, 7 days decrease

al. 1999 a week for 4 weeks

Saygin et 2450 60 minutes/day for 28 No

al. 2011 days

Ozguner 900 30 minutes per day, 5 decrease
et al. days a week for 4 weeks
2005

Kim et al. 2450 for 1 hour or 2 hours @ decrease
2007 day for 8 weeks

S. Shahin 2450 2 hours per day, 7 days decrease
et al. a week for 4 weeks
2014
Present 2450 60 minutes per day, 7  decrease
Study days a week for 30 days

Vitamin E and vitamin C are well known potent
antioxidants. In an experimental study, it has been shown
that 900 MHz radiofrequency has some histopathologic
changes in rat endometrium, and vitamins E and
C reduced these changes (12). In previous studies,
vitamin E plus vitamin C administration was found to
reduce the oxidative stress in rat testes (33). The results
of present study reported that vitamin E plus vitamin
C administration reduced the morphological and
histopathological damages in rat testes.

The body weights of the rats were

measured at the beginning and end of

the experiment. Our results showed

Effects that there is no statistically significant
difference in weight gain between the
decrease control and exposure groups. These
results were consistent with previously
P reported studies (34-35), except Salah
difference et al. (36) who reported a loss in body
- weight in rats exposed to 2.45 GHz EMR.
j{&g?gﬁi In our knowledge, there is no current
data on effects of 2.45 GHz EMR on rat’s
e testes, and protective effects of vitamins
Eand C.
No
No
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According to literature and our results, 2.45 GHz EMR
exposure has negative effects on testes. However, these
effects depends on frequencies and length of exposure
time. Therefore, we believe that there is a need for
further studies with different frequencies and exposure
periods to prove the protective effect of vitamins E and
C on oxidative stress and histopathologic damage in the
testes caused by EMR.

Conclusion

In conclusion, the resultsdemonstrated that wireless (2.45
GHz) have negative morphological and histopathological
effects on testes. However, the results also indicated that
Vitamin E and C treatment has a protective effect on
testes tissue damaged through 2.45-GHz EMR harmful
effects.
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Meme kanseri hiucre hatlari Gzerine okse otu

ekstraktlarinin apoptotik etkisinin arastiriimasi
Investigation of the apoptotic effect of mistletoe extracts

on the breast carcinoma cell lines

Oz

Amag: Calismada, badem tizerinden (Okse-B), cam tizerinden (Okse-C) ve kdknar lizerinden
(Okse-K) toplanarak hazirlanan endemik 6kse otunun (g alt tiiriine ait ekstraktlarin, MDA-
MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari tizerine apoptotik etkilerinin aragtirilmasi
amaglandi. Daha sonra bu etkilerin, Almanya’da ticari olarak Gretilen ve tedavi amaciyla
kullanilan ayni alt tiirlere ait Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ekstraktlari’'nin etkileri ile
kargilagtirlmasi planlandi. Gereg ve Yontem: Okse otu ekstraktlarinin sitotoksik etkileri
ATP canlilik testleri ile belirlendi. Hiicre 6lim seklinin belirlenmesinde ikili boyama ve
hematoksilen boyama birlikte degerlendirildi. Okse otu ekstraktlarinin hiicre hatlarinda
neden olduklar apoptozisin gosterilmesi amaciyla western blot yontemi kullanilarak PARP
(Poly-ADP-riboz polimeraz) proteininin aktivasyonu incelendi. Bulgular: ATP canhlik
metoduna gore, MDA-MB-231 hiicre hattinda, endemik 6kse otlarindan Okse-K'nin,
ticari okse otlarinda ise Helixor-P'nin daha sitotoksik oldugu bulundu. MCF-7 hiicre
hattinda, endemik okse otlarindan Okse-B'nin, ticari dkse otlarinda ise Helixor-P’nin
daha sitotoksik oldugu gortldi. Hematoksilen boyamada, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda, endemik &kse otu ekstraktlarindan Okse-K uygulananlarda ve ticari 6kse otu
ekstraktlarindan Helixor-P uygulananlarda hiicre membranlarinin pargalandigi gozlendi.
ikili boyama sonuglari degerlendirildiginde, Okse-K uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-
7 htcrelerinde propidium iyodir ile boyanan 6li hicre sayisi Helixor-P uygulananlara
oranla daha fazla oldugu goruldi. Calisma sonucunda, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
yalniz Helixor-P uygulananlarda apoptotik o6lim gozlenirken, MCF-7 hicre hatlarinda
Helixor-P ve 48 saat siireyle Okse-K uygulananlarda apoptotik élim gézlendi. Sonug ve
Tartisma: Endemik dkse otunun Gg farklh alt tirtine ait liyofilize ekstraktlarin, meme kanseri
hiicre hatlar tizerine sitotoksik etkilerinin ticari 6kse otu ekstraktlarina kiyasla daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu karsilastirmanin literatiirde énemli bir boslugu dolduracagina
inanmaktayiz.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Apoptozis, Okse otu, Helixor

Abstract

Objective: In this study, it was aimed to investigate the apoptotic effect of the whole
extracts of the three sub-species of endemic mistletoe collected from over almond
(Mistletoe-B), pine (Mistletoe-C) and fir (Mistletoe-K) on the MDA-MB-231 and MCF-7
breast cell lines. Then these effects were designed to compare with the extracts of belong
to the same sub-species Helixor-A, Helixor-P and Helixor-M produced commercially in
Germany and used for treatment. Materyal and Metod: Cytotoxic effects of the mistletoe
extracts was determined with ATP liveliness test. Couple staining and hemotoxilen staining
were used together to determine the death of the cell. PARP (Poly-ADP-riboz polymerase)
protein activation was examined by western blot to show apoptosis and investigation of the
death types caused by endemic and commercial mistletoes in MDA-MB-231 and MCF-
7 cell lines. Results: To the ATP liveliness method, endemic mistletoes Mistletoe-K and
commercial mistletoes Helixor-P was more cytotoxic than others in the MDA-MB-231
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cell lines. In the MCF-7 cell lines endemic mistletoes Mistletoe-B and commercial mistletoes Helixor-P was more cytotoxic than
the other extracts. In hemotoxilen staining, it was observed that cell membranes was destroyed in MDA-MB-231 and MCF-7
cell lines where applied endemic mistletoes Mistletoe-K and commercial mistletoes Helixor-P extracts. When the results of the
couple staining results evaluated, dead cell count stained with propidium was more in the Mistletoe-K applied MDA-MB-231
and MCF-7 cell lines than Helixor-P applied cell lines. In the study, in the MDA cell lines, apoptotic death was observed only in
Helixor-P applied ones. In MCF-7 cell lines, apoptotic cell death was observed in Helixor-P and 48-hours Mistletoe-K applied
ones. Conclusion: The cytotoxic examination of the lyophillised endemic extracts of three different mistletoe were found to be
much faster than the same sub-species of commercial mistletoe extracts on the breast cell lines. We believe that this comparison

will fill the important space in the literatures.

Keywords: Breast cancer, Apoptosis, Mistletoe, Helixor

Girig

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi
olup, kansere bagh oliimlerde akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Son yillarda meme
kanserinin tani ve tedavisinde birgok ilacin kullanima
girmesine ragmen tedavinin etkinligi tatmin edici sekilde
artmamistir. Bu nedenle halen riskli bir hastalik olma
ozelligini korudugundan daha etkili tedavi sekillerinin
gelistirilmesine ihtiyag vardir. Meme kanseri tedavilerinin
uzun, pahali ve bazen organ kaybina neden olmasi
ve hastaligin cabuk vyayilabilmesi kadinlar arasinda
en o6nemli sorunlardan birini olusturmaktadir. Meme
kanserinde erken tani gok 6nemlidir. Evreleme agisindan
heterojen bir grup olan meme kanserinin hangi evrede
oldugu tespit edildikten sonra uygun tedavi segenegine
baglanmalidir (1).

Geleneksel tedavilerde basari sinirli oldugundan, kanser
hastalarinin gogu komplementer tiptan koken alan
tedavileri denemektedir. Okse otu (Mistletoe, Viscum
album L.) preperatlari komplementer kanser terapisinin
en sik kullanilan formudur. Avrupa’da bu preparatlar
siklikla standart kemoterapi yada radyoterapi ile birlikte
adjuvan tedavi protokollerinde kullanilir. Son yillardaki
calismalar, Okse otu ekstraktlarinin kiltire edilmis
insan tumor hucreleri ve lenfositlerinin apoptotik yolla
olamlerini indikledigini ve immin sistemi uyardigini
gostermektedir. Bu bulgular, pirifiye bilesenlerden
ziyade tim bitki ekstraktinin etkili bir immuinositimulant
ve anti timor ajan oldugunu gostermektedir (2).

Okse otu bitkisinden hazirlanan oziitler tedavi amaciyla
kullanilmak Gizere Almanya, Avusturya ve Isvigre'deki
gesitli firmalar tarafindan tim diinyaya pazarlanmaktadir.
Bu ticari Urlnler pek cok arastirmaya konu olmus
ve sahip olduklari aktiviteleri bilim cevrelerince de
desteklenmistir. Ozitiin hazirlanma sekli ve bitkinin
lzerinde yasadigi konakgr agacin tiirtine gore bu
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ozutlerin kimyasal igerik acisindan farklilik gosterdigi
vurgulanmaktadir (3).

Bu calismada, iilkemizde yetisen endemik 6kse otunun
alt tarlerine ait tim bitki ekstraktlarinin, iki farkli meme
kanseri hiicre hatti tizerine apoptotik etkisi arastirildi.
Ayni zamanda bu etki, Almanya’'da ticari olarak
uretilen ve tedavi amaciyla kullanilan ayni alt tirlere ait
ekstraktlarin etkisi ile kargilastirildi. Daha ileri ki galismalar
igin baslangic niteliginde olan bu galisma ile 6kse otunun
sitotoksik etkisinin ortaya konulmasi hedeflendi.

Gerec ve Yontem

Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ticari Okse otu ekstraktlari olan Helixor® A (50mg/ml),
Helixor® P (50mg/ml) ve Helixor® M (50mg/ml) Helixor
Heilmittel (Germany) firmasindan alindi.

Endemik okse otlar ise Isparta-Clinir mahallesinden
badem (Amygdalis orientalis) dallari  Gzerinden
(Viscum album ssp. album) (Okse-B), Isparta-Kegiborlu
ilcesinden Cam (Pinus nigra) dallar tGizerinden (Viscum
album ssp. austriacum) (Okse-C) ve Antalya-Akseki toros
daglarindan Koknar (Abies concolor ) dallari Gzerinden
(Viscum album ssp. abietis) (Okse-K) 2007 yili Ocak ve
Subat aylarinda toplandi. Bitkiler Stleyman Demirel
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bélimii’'nde
tir tayini yapildiktan sonra herbaryuma kaydedildi.
Okse otlari kurutulduktan sonra toz edilmis yaprak ve
sap kisimlart (30 g) 120 ml % 96'lik etanolle (Merck,
Darmstadt, Germany) Soxhlet aleti kullanilarak 24 saat
streyle ekstrakte edildi. Ekstrakt 0.22um enjektor filtre
(Millipore, Millex GP Ireland) ile stzildi, sivi ekstrakt
daha sonra sogutuldu ve rotary evaporator kullanilarak
30-452C'de yogunlastinldi.  Yogunlastirilan  ekstrakt
Anadolu Universitesi Bitki ilac ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi'nde (BIBAM) liyofilizatérde liyofilize hale
getirildi ve -202C’de saklandi (4, 5).
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Hiicre Kiltiiri

MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanser hiicre soy-
lari Amerika Hucre Kaltir Koleksiyonundan satin alind.
MDA-MB-231 Huicre hattr igin kullanilan besiyeri ortami
igin %5 Newborn calf serum (Hyclone USA), %1 L-gluta-
min (292,3 mg/ml) (EuroClone Europe), %1 Penisilin-G
(100 U/ml)-Streptomisin  (100ug/ml) (Hyclone, USA)
iceren RPMI 1640 (Hyclone, USA) soliisyonu kullanildr.
MCE-7 insan meme kanseri hiicre hatti icin %10 Fetal
bovin serum (Biochrom AG, Berlin, Almanya), %1 Pe-
nisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone,
USA) igeren RPMI 1640 (Hyclone, USA) soltisyonu kul-
lanild.

ATP Canlilik Testi

ATP testi hlcre igerisindeki intraseliler ATP igeriginin
oOlctilmesi esasina dayanan vyiksek duyarliliga sahip
bir yontemdir (6). intraselliler ATP iceriginin seviyesi
yasayan hdcrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan
bir gostergedir.

ATP testi icin, 96 kuyucuklu duz plaklara (Tissue
Cultue Test plates, 96 wells Flat, Orange Scientific,
Belcika) 133 ul besiyeri iginde 1,675 mg/ml, 0,5 mg/
ml, 0,16 mg/ml ekstrakt konsantrasyonlari hazirland,
tzerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hicreleri sayilarak
200ul besiyeri igerisinde 5x103 hucre/kuyucuk olacak
sekilde (3 tekrarl) 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Ekstrakt
uygulamasini takiben hiticreler 72 saat inkibasyona
birakildi.  Hucrelerde 1M H202, o6limin negatif
kontroli (minumum canllik, MI) olarak kullanildi.
Pozitif kontrol (maksimum canlilik, MO) olarak sadece
besiyeri ortami igerisinde ekilen htcreler kullanildi. 72
saatlik inktibasyonlarin sonunda intraseliiler ATP igerigi
ATP-TCA kiti (DCS Innovative Diagnostica-Systeme,
Hamburg, Almanya) kullanilarak belirlendi. ATP-kitinin
icinde yer alan hcre lizis tamponu kullanilarak (50ul/
kuyucuk) hiicre igerisindeki ATP elde edildi. Oda
sicakhiginda 45 dakika inktibasyonu takiben kuyucuklarin
igerisinden 50’ser ul alinip luminometrik 6lgtime uygun
beyaz plaklara (Microfluor 2 white, flat bottom 96
well microtiter plates, Thermolab Systems, ingiltere)
aktanildi. Uzerlerine 50ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz
enzimi igeren soltsyon ilave edildi. Sonugta, elde edilen
ATP miktar asagida formule edildigi sekilde lusiferin-
lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme
zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek,
Winooski, USA) kullanilarak ¢lciildi. Sonuclar rolatif gtk
Gnitesi (RLU) olarak verildi. Boylece ekstrakt uygulanan
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ve uygulanmayan hiicrelerin RLU degerlerine gore
ekstraktlarin sitotoksik etkileri hakkinda bilgi edinildi.

Lusiferaz
ATP + Lusiferin + O2 =>»—>—>—>»—>»—>»—>—>» AMP + 2Pi
+ CO2 + Foton (RLU)

Hematoksilen Boyama Yontemi

Hematoksilen boyama icin 6 kuyucuklu diiz plaklara
(Tissue Cultue Test plates, 6 wells Flat, Orange Scientific,
Belcika) 1,675 mg/ml ekstrakt konsantrasyonlari
hazirlandi, Gzerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hicreleri
sayilarak 2 ml besiyeri icerisinde 500x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde (3 tekrarl) 6 kuyucuklu plaklara ekildi. 72
saat sonra hematoksilen boyama proseduri uygulandi.
Alt kuyucuklu diiz plaklara ekili hiicrelerin tizerlerindeki
stipernatanlar falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene
cnical bottom Screw cap tup 92159, Biolab, Macaristan)
toplandi. Hucrelerin tizerine 1T ml PBS (Dulbecco’s
Phosphat Buffered Saline 10x; Sigma, D1283, ABD) ilave
edilip kalan hiicrelerde toplanarak ayni falkon tiiplere
konuldu. Hucre kultir kaplarindaki htcrelerin tzerine
200 ul tripsin (Hyclone, USA) ilave edildi. 4 dakika 37°C
derecede bekletildi. 2 ml besiyeri ilave edilip ayni falkon
tlplere toplandi. 4 dakika santriftij edilip stipernatani
atildi.  Pellet tizerine 1 ml PBS ilave edilip tek hiicre
stispansiyonu olusturacak sekilde hazirlandi. Sitosantrifiij
lam’lari (poli L lizinli) etiketlendi, hiicrelerin toplanacag
bolge isaretlendi, sitosantrifij (Eppendorf, USA) icine
yerlestirildi, ardindan 1 ml’lik hiicre stispansiyonunun
tamami eklendi. 2.200 rpm’de 4 dakika sitosantrifiij
edildi. Lam’lar gikartilip oda isisinda bir gece kurumaya
birakildi. Lam’lar saleye dizildi, 6nceden buzdolabinda
sogutulan % 100 metanol ilave edilerek 15 dak.
buzdolabinda bekletildi. Daha sonra Lam’lar PBS ile 3x5
dak. yikandi. Lam’larin (zerini tamamen kaplayacak
sekilde hematoksilen damlatildi ve 5 sn. bekletildikten
sonra dnce musluk suyundan sonra distile sudan gegirildi.
Gliserol damlatip lamelle kapatildi. Lamelin gevresine
kapatici striilerek hava almasi engellendi. Mikroskop
(Olympus, Almanya) altinda incelendi.

ikili Boyama (Double Staining) Yontemi

ikili boyama icin 6 kuyucuklu diiz plaklara (Tissue Cultue
Test plates, 6 wells Flat, Orange Scientific, Belgika)
1,675 mg/ml ekstrakt konsantrasyonlari hazirlandi,
tzerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 2
ml besiyeri igerisinde 500x10° hiicre/kuyucuk olacak
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sekilde (3 tekrarl)) 6 kuyucuklu plaklara ekildi. 72 saat
sonra ikili boyama prosediirti uyguland.

Stok cozeltileri: Stok cozeltiler PBS icinde hazirlandi.

RNAse (Ribonuclease A, R-500, Sigma) 100 mg / ml
Pl (Propidium lodide, P-4170, Sigma) 100 ug / ml
Hoechst dye (33342, Applichem Biochemica) 200 ug / ml

Calisma cozeltisi: 10 ml PBS icine;

100 ul Pl stok

100 ul RNAse stok

500 ul Hoechst (33342) stoktan ilave edilerek hazirlandi.

Alti kuyucuklu diiz plaklara ekili hiicrelerin tizerlerindeki
stipernatanlar falkon ttipe toplandi. Hiicrelerin tizerine 1
ml PBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x; Sigma,
D1283, ABD) ilave edilip kalan hticrelerde toplanarak
ayni falkon tiplere konuldu. Hucre kultar kaplarindaki
hiicrelerin tizerine 200 ! tripsin ilave edildi. 4 dakika
37°C derecede bekletildi. 2 ml besiyeri ilave edilip
ayni falkon ttplere toplandi. 4 dakika santriftij edilip
stipernatani atildi.  Uzerlerine 100 ul double staining
galisma ¢ozeltisi ilave edilip, karistirildi. Falkon tupler
aliminyum folyo ile kaplandi, karanlikta 15-20 dakika
37 derecede inkibe edildi. Temiz bir lam tizerine bu
soltisyondan 17 ul konularak lamelle kapatildi. Lamelin
cevresine kapatici siriilerek hava almasi engellendi.
Floresan mikroskop (inverted microscope, CKX41,
Olympus, Almanya) altinda incelendi.

Western Blot Yontemi

Western blot, bir protein karisimi icindeki belirli bir
proteini ve blytkligint saptamak icin kullanilan nicel
bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi
yonlendirilen ytiksek kalitede bir antikor kullanimina
baglidir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili protein
bir karisimin iginden saptanabilir. Western blot hiicrede
ne kadar protein biriktigini gosterir

Hiicre Lizisi

Hacre lizisi icin 25 cm2’lik kaltir kabinda (25 cm2,
Tissue culture flasks, TTP, isvicre) konfluent olan hiicreler
Okse-K ve Helixor-P'nin 1,675 mg/ml konsantrasyonlari
ile muamele edildi. 24 ve 48 saat sonra kulttr kaplarinda
ekili hticrelerin tGzerindeki stipernatanlar buz tGzerindeki
falkon ttiplere toplandi. Klttr kaplarina 10 ml soguk PBS
(+40C) konuldu ve scraperla (Grainer Bio-one, Almanya)
hiicreler kiltir kaplarindan kazinarak falkon ttplere
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toplandi. 1000g'de 5 dak. +40C’de santrifiij edildikten
sonra stipernatani atildi. Hicreler daha sonra 300 ul lizis
solisyonu konularak ependorf tiiplere aktarildi ve 15
saniye sonikasyona konularak homogenizasyon sagland.
Isi banyosunda 65 0C’de 15 dak bekletildi ve -20'ye
kaldinldr.

Ornekler sample bufferla birlikte hazirlandigi icin
dogrudan asagida belirtilen miktarlarda jele ytklendi.
Asagida belirtilen hacimlerde yiiklendi ve 1 saat streyle
elektroforez yapild.

Ornek no  Yiklenen (ul) Ornek
1 5 Marker
2 20 MCEF-7 Konrol
3 20 MCF-7 Okse-K 24 saat
4 20 MCF-7 Okse-K 48 saat
5 20 MCEF-7 Helixor-P 24 saat
6 20 MCEF-7 Helixor-P 48 saat
7 20 MDA-MB-231 Konrol
8 20 MDA-MB-231 Okse-K 24 saat
9 20 MDA-MB-231 Okse-K 48 saat
10 20 MDA-MB-231 Helixor-P 24 saat
11 20 MDA-MB-231 Helixor-P 48 saat
12 5 Marker

Transfer

Dry blotting yapildi. Invitrogen iBlot cihazi (USA)
kullanildi. Protokole uygun olarak diizenek kuruldu.
Alttan Gste: bakir anot ve nitroseluloz membran (ikisi
birlikte), jel, bakir katot ve stinger cihaza yerlestirildi.
Cihazin kapag kapatildi. P3 (Program 3)te 8 dakika
boyunca transfer gerceklestirildi. 2x5 dk 20 ml dH,O
yitkama yapildi. 30 dk 10 ml Blocking solution ile
shakerda inkiibasyon yapildi. Tekrar 2x5 dk 20 ml dH,O
yikama yapildi. 1 saat 10 ml primer antikor solusyonu
[PARP (46D11) Rabbit mAb (9532)] ile shakerda inkiibe
edildi. 4x5 dk 20 ml yikama solusyonu ile elde yikandi.
30 dk 10 ml Secondary Antibody Solution eklendi ve
shakerda inkiibe edildi. 4x5 dk 20 ml yikama solusyonu
ile elde yikandi. 3x2 dk 20 ml dH,O yikandi. Hazirlanan
Substrat  solusyonunun tamami membran {izerine
yavasca dokaldi. Karanlikta 5 dakika inkibe edildi.
Karanlikta tzerine film kapatilarak goriintileme yapildi
(1 saat).
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Bulgular

MDA-MB-231 Hiicrelerinde ATP Canlilik Testi
Endemik ve ticari 6kse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicre hatlarinin canlihg tizerine
olan sitotoksik etkilerini belirleyebilmek icin ATP canlilik
testi yapildi.

Uc doz 1,675, 0,50 ve 0,16 mg/ml uygulanan Okse-B,
Okse-C ve Okse-K endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72.
saatte MDA-MB-231 hicre soylarinda intraselliiler ATP
miktarina olan etkisi sekil 1'de gosterildi. Buna gore
1,675 mg/ml dozda ti¢ endemik 6kse otu ekstraktinda
sitotoksik etki gozlenirken, 0,50 mg/ml dozda Okse-
K'nin Okse-B’ye oranla, 0,16 mg/ml dozda Okse-K'nin
digerlerine oranla daha sitotoksik oldugu gozlendi.

Endemik Okse Otu Ekstraktlar

(ATP Canhhk Testi )

120

100
i)
s 80
= N
E 60 lt?kse-B
8 a0 - W Okse-C

20 u Okse-K

O 4
Kontrol 1,675 0,5 0,16
Doz (ng/ml)

Sekil 1: Endemik okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231
hiicre hatti tizerine olan etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

Ucdoz(1,675,0,50ve 0,16 mg/ml) uygulanan Helixor-A,
Helixor-P ve Helixor-M ticari 6kse otu ekstraktlarinin
72. saatte MDA-MB-231 hiicre soylarinda intraselltler
ATP miktarina olan etkisi sekil 2’de gosterildi. Buna gore
1,675 mg/ml dozda Helixor-A ve Helixor-P’de sitotoksik
etki gozlenirken, 0,50 mg/ml dozda Helixor-P'nin
Helixor-A’ya oranla, daha sitotoksik oldugu gozlendi.
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Ticari Okse Otu Ekstraktlari
{ATP Canhhk Testi)
120
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Sekil 2: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre
hatti tizerine olan etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

MCF-7 Hiicrelerinde ATP Canlilik Testi

Ug doz (1,675, 0,50 ve 0,16 mg/ml) uygulanan Okse-B,
Okse-C ve Okse-K endemik okse otu ekstraktlarinin
72. saatte MCF-7 hicre hatlarinda intraselliiler ATP
miktarina olan etkisi sekil 3'de gosterildi. Buna gore
1,675 mg/ml dozda tic endemik &kse otu ekstraktinda
sitotoksik etki gozlenirken, 0,50 mg/ml ve 0,16 mg/ml
dozlarda Okse-B'nin digerlerine oranla daha sitotoksik
oldugu gozlendi.

Endemik Okse Otu Ekstraktlar

(ATP Canhhk Testi)
120
100
_—
0
s 80
£ o0 u Okse-8
ERE )
3 u Okse-C
20  Okse-K
a
Kontrol 1,675 05 0,16
Doz mg/ml

Sekil 3: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti
tizerine olan etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

Ug dozu (1,675, 0,50 ve 0,16 mg/ml) uygulanan
Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ticari 6kse otu
ekstraktlarinin  72. saatte  MCF-7 hicre hatlarinda
intraselltiler ATP miktarina olan etkisi sekil 4'de gosterildi.
Buna gore her tig dozda Helixor-P'nin digerlerine oranla
daha sitotoksik oldugu gozlendi.
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Ticari Okse Otu Ekstraktlan
(ATP Canhhk Testi)
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Kontrol 1,675 0,5 0,16

Doz (mg/ml)

Sekil 4: Ticari okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti
tizerine olan etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

ikili Boyama (Double Staining) Sonuclari

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A,
Helixor P ve Helixor M ticari 6kse otu ekstraktlarinin
1,675 mg/ml dozunun uygulandigi MDA-MB-231 ve
MCEF-7 insan meme kanseri hticre hatlarinda 72 saat
sonunda canli ve 6l hicre ayrimini yapabilmek igin,
canli veya oli tim hicreleri boyayabilen Hoechst
boyasi ile sadece 6li hiicreleri boyayabilen propidium
iyodur beraber kullanildi. Nukleuslar Hoechst boyasiyla
mavi renk boyanmis canli ve 6lu hiicreler ile nukleuslari
propidium iyodiir boyasiyla kirmizi renk boyanmis 6l
hicreler floresan mikroskobunda sayilarak % 6lim
oranlari hesaplandi, grafik sekil 5 ve sekil 7’de gosterildi.
Sonuglar incelendiginde MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinda, ticari 6kse otu ekstraktlarindan Helixor
A ve Helixor M'nin uygulanan dozlarinda, endemik
okse otu ekstraktlarindan Okse-B ve Okse-C'ye oranla
olum yiizdeleri daha diisiik gozlendi. Okse-K uygulanan
hicrelerde ise Helixor-P uygulanan hcrelere oranla
olim ylzdesi fazla bulundu (Sekil 5). Boyanan hiicrelerin
fotograflanmasi 10x objektif ile floresan mikroskobu
altinda yapildr (Sekil 6).

MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda ise, ticari 6kse otu
ekstraktlarindan Helixor A ve Helixor M'nin uygulanan
dozlarinda endemik dkse otu ekstraktlarindan Okse-B ve
Okse-C'ye oranla 6liim yiizdeleri daha diisiik gozlendi.
Okse-K (%80) uygulanan hiicrelerde ise Helixor-P (%30)
uygulanan hiicrelere oranla 6ltim ytizdesi gok daha fazla
bulundu (Sekil 7). Boyanan hticrelerin fotograflanmasi
10x objektif ile floresan mikroskobu altinda yapildi (Sekil
8).

SDU Tip Fak Derg

ikili Boyama ile Oliim Orani Grafigi

Oliim Orami (%)
5

20
Jg . | . = I =

Kontrol  Okse-B Okse-C

Okse Otu Ekstraktlar

Okse-K  Helixor-A Helixor-P Helixor-t

Sekil 5: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerine olan etkisinin ikili boyama ile gosterilmesi.

Kontrol

Helixor-P

Sekil 6: Hoechst ile boyanan canli ve 6l MDA-MB-231 hiicreleri sol
panelde, Propidium iyodiir ile boyanan 6li MDA-MB-231 hiicreleri
sag panelde (x 10). Okse-K ve Helixor-P 1,675 mg/ml.
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Sekil 7: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti (izerine
olan etkisinin ikili boyama ile gosterilmesi.

Kontrol

Sekil 8: Hoechst ile boyanan canli ve 6l MCF-7 hiicreleri sol panelde,
Propidium iyodiir ile boyanan 6ltit MCF-7 hiicreleri sag panelde (x10).

Okse-M, Okse-K ve Helixor-P 1,675 mg/ml.

Hematoksilen Boyama ile Hiicre Oliimiiniin
Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor
P ve Helixor M ticari 6kse otu ekstraktlarinin 1,675 mg/ml
dozu uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme
kanseri hticrelerinin 72 saat sonunda morfolojilerini
incelemek amaciyla hematoksilen boyama yapild.
Nukleuslart dizglin ve mavi renk boyanmig hticreler isik
mikroskobunda sayilarak % oranlari hesaplandi, grafikler
sekil 9 ve sekil 11'de gosterildi.

Elde edilen sonuglara gére, MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicrelerinde, endemik okse otu ekstraktlarindan
Okse-C ve ticari okse otu ekstraktlarindan Helixor
M’nin uygulanan dozlarinda kontrol hiicrelerine oranla
hiicre sayisinda bir degisiklik gdzlenmezken, Okse-B
ve Helixor-A’da hicre sayisinin azaldigi, bu azalmanin
ozellikle Okse-K ve Helixor-P'de cok fazla oldugu
gozlendi (Sekil 9). Ayrica Okse-B, Okse-C, Helixor A ve
Helixor M ekstraktlarinin uygulandigi hiicrelerde kontrol
hiicrelerine kiyasla hticre morfolojilerinde degisim
gozlenmedi. Okse-K uygulanan hiicrelerde hiicre zarlari
pargalanmis ve niikleuslari kontrole oranla daha koyu
mavi boyanmisti. Helixor-P uygulanan hcrelerde ise
hiicre zarlarinin tamamiyle parcalandigi gozlendi (Sekil
10).

MCEF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde ise, endemik
okse otu ekstraktlarindan Okse-C ve ticari 6kse otu
ekstraktlarindan Helixor M'nin uygulanan dozlarinda
kontrol hticrelerine oranla hiicre sayisinda bir degisiklik
gozlenmezken Okse-B’'de Helixor-A’ya oranla hiicre
sayisinin azaldigl, bu azalmanin ézellikle Okse-K ve
Helixor-P’de ¢ok fazla oldugu gozlendi (Sekil 11). Ayrica
Okse-B, Okse-C, Helixor A ve Helixor M ekstraktlarinin
uygulandigi hiicrelerde kontrol hicrelerine kiyasla
hiicre morfolojilerinde degisim gozlenmedi. Okse-K
uygulanan hcrelerde yogunlugun cok azaldigi, bazi
hicrelerin ¢ok fazla pargalandigi hatta nukleuslarinin
olmadigi, olan ntkleuslarinda kiigiik oldugu gozlendi.
Helixor-P uygulanan hiicrelerde ise yogunlugun azaldig
ve nikleuslarin kontrole benzedigi gozlendi (Sekil 12).

SDU Tip Fak Derg
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Hematoksilen ile Boyanan Hiicre Sayisi
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Okse-C  Okse-K Helixor A Helixor P Helixor M
Okse Otu Ekstraktlari

Kontrol

Sekil 9: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerine olan etkisinin hematoksilen boyama ile gosterilmesi.

§"eki| 10. Hematoksilen ile boyanan MDA-MB-231 hiicreleri (10x).
Okse-K ve Helixor-P 1,675 mg/ml.

Hematoksilen ile Boyanan Hiicre Sayisi
120
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Okse-C  Okse-K Helixor A Helixor P Helixor M
Doz (mg/ml)

Kontrol

Sekil 11: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti tizerine
olan etkisinin hematoksilen boyama ile gosterilmesi.
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Kontrol

Helixor-P

Sekil 12: Hematoksilen ile boyanan MCF-7 hiicreleri (X20). Okse-B,
Okse-K ve Helixor-P 1,675 mg/ml.

Okse Otu Ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-
7 Insan Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerine
Apoptotik Etkilerinin Western Blot Metodu ile

Tespiti

Okse-K endemik ve Helixor-P ticari &kse otu
ekstraktlarinin 24 ve 48 saat streyle 1,675 mg/ml dozu
uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hicre hatlarinda apoptotik etkiyi incelemek amaciyla
western blot metodu yapildi. MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda yalniz Helixor-P uygulananlarda 116 kDa
molekul agirhigindaki PARP'in kirilarak 89 kDa agirliginda
band olusturdugu goézlendi. MCF-7 hiicre hatlarinda ise
Helixor-P uygulananlarda ve 48 saat siireyle Okse-K
uygulananlarda PARP’In kirilarak aktive oldugu tespit
edildi (Sekil 13).

111



Sakalli Cetin ve ark.

Sekil 13. Okse-K ve Helixor-P 6kse otu ekstraktlarinin 24 ve 48 saat
stireyle uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan Meme Kanseri
hiicre hatlari tizerine apoptotik etkilerinin western blot metodu ile
gosterilmesi. M: Marker, K: Kontrol, O-24: Okse-K 24 saat uygulama,
0-48: Okse-K 48 saat uygulama, H-24: Helixor-P 24 saat uygulama,
H-48: Helixor-P 48 saat uygulama

Tartigma

Her yil 1.2 milyon kisiyi etkileyen meme kanseri,
kadinlarda en sik rastlanan kanser tipidir. Meme
kanserinin sik gortlmesi, sikliginin giderek artmas,
erken evrelerde teshis ve tedavi edilebilir olmasi, meme
kanserinin dnemini daha da arttrmaktadir (7). Ancak
kanser vakalarinin sayisinin artisi ve kullanilan ilaglara
karsi direng, yeni teshis ve tedavi yontemlerine duyulan
ihtiyaci artirmaktadir. Geleneksel tedavilerde basari sinirli
oldugundan, kanser hastalarinin gogu komplementer
tiptan koken alan tedavileri denemektedir. Viscum
album preperatlari komplementer kanser terapisinin en
sik kullanilan formudur. Bu preparatlar siklikla standart
kemoterapi yada radyoterapi ile birlikte adjuvan tedavi
protokollerinde kullanilir. Post-operatif tedaviyle birlikte
kombine tedavi hastanin yasam kalitesini artirir ve meme
kanserli hastalarda niiksetme araligini artirir (2).

Apoptozisi indiiklemesi ve bu yolla hiicrenin apoptotik
olimine neden olmasi bakimindan 6kse otunun kanser
tedavisinde ©nemi buytktar. Purifiye edilmis lektin
[I’'nin insan akciger kanser hiicresi A549’da doxorubicin,
sisplatin ve taxol gibi standart kanser ilaglari ile kombine
edilerek sitotoksik etkisi arastirilmig, galisma sonucunda,
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okse otunun sitotoksisitenin arttirilmasi  yontinde
kullanilabilecegi belirtilerek dkse otu terapisi igin yeni
klinik bir bakig agisi 6nerilmistir ( 8).

Bu calismada, endemik 6kse otunun alt tirlerine ait
tim bitki ekstraktlar olan Okse-B, Okse-C ve Okse-K
ekstraktlarinin, MDA-MB-231 &strojen reseptori negatif
ve MCF-7 6strojen reseptori pozitif olan iki farkli meme
kanseri hiicre hatti tizerine apoptotik etkisi arastirildi. Bu
etki, Almanya’da ticari olarak tretilen ve tedavi amaciyla
kullanilan ayni alt turlere ait Helixor-A, Helixor-P ve
Helixor-M ekstraktlari’nin etkileri ile karsilagtirildi.

Okse otu ekstraktlarinin  kanser hicreleri  iizerine
olan sitotoksisitelerini degerlendirmek icin 72 saatlik
inktibasyon sonunda ATP canlilik testi yapildi. Hicre
icerisindeki intraseliler ATP iceriginin olctilmesi esasina
dayanan, ytksek duyarlliga sahip bir ydontem olan ATP-
TCA metodunda, canli hiicrelerdeki ATP’nin lusiferin ile
reaksiyonunu takiben ortaya gikan luminesan isimanin
olctimiine dayanmaktadir. Olusan ATP canli hiicre sayisi
ile direkt orantili bir degerdir (6).

ATP canliik metoduna gore, MDA-MB-231 hiicre
hattinda endemik okse otlarindan Okse-K’'nin 1,675 ve
0,50 mg/ml dozlarda, ticari 6kse otlarinda ise Helixor-
P'nin ayni dozlarda daha sitotoksik oldugu bulundu.
MCEF-7 hiicre hattinda ise endemik ©kse otlarindan
Okse-B'nin, ticari okse otlarinda ise Helixor-P’nin daha
sitotoksik oldugu goralda.

MDA-MB-231 hicre hatti icin ikili boyama ve
hematoksilen boyama sonuglari ATP canlilik testi ile
benzer sonuclari verirken, MCF-7 hicre hattinda
farkhlik gozlenmektedir. Her ¢ boyama sonucu da
endemik okse otlarindan Okse-K'nin sitotoksik etkisinin,
Okse-B'den daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu durum hiicrelerin, ATP canlilik testinin yapildigi 96
kuyucuklu platelerdeki 0,37 cm2’lik biytime alanindaki
davranigi ile boyamalar icin kullanilan daha genis ytzey
alanina sahip 6 kuyucuklu platelerdeki 9,46 cm2’lik
biytime alanindaki davranigi arasinda fark oldugunu
gostermektedir. Bu farkhlik ticari 6kse otu ekstraktlarinin,
MDA-MB-231 hiicreleri tzerine etkisini incelemek igin
yapilan hematoksilen boyamada her G¢ Helixor’'un
etkisi 24. saatte baslarken ATP testi icin ekim yapilan 96
kuyucuklu platelerde Helixorlarin sitotoksik etkisi 72.
saatte gortlmustar.

Hicre olum seklinin  belirlenmesinde ikili boyama
ve hematoksilen boyama birlikte degerlendirildi.
Hematoksilen ~ boyamada ~ MDA-MB-231  hiicre
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hatlarinda endemik okse otu ekstraktlarindan Okse-K
uygulananlarda ve ticari okse otu ekstraktlarindan
Helixor-P uygulananlarda  hiicre  membranlarinin
parcalandigi  gozlendi. ikili  boyama  sonuclan
degerlendirildiginde, 1,675 mg/ml Okse-K uygulanan
MDA-MB-231 hcrelerinde  propidium iyodir ile
boyanan o6li hiicre sayisi Helixor-P uygulananlara
oranla daha fazla oldugu gériilmektedir. ikili boyamada
propidium iyodlriin, membran bitiinltigl  bozulan
hiicrelerin  dolayisiyla  nekrozla  6len  hicrelerin
nikleuslarini boyadigi bilinmektedir. Hicre kaltara
ortaminda apoptoza giden hiicrelerin bagslangicta
hiicre membranlar bitinltgint korumasina ragmen
ileri donemlerde in vivo ortamdaki gibi etrafindaki
makrofajlar tarafindan fagosite edilemeyeceklerinden
sekonder nekroz gelisir. Boylece membran biittinlikleri
bozuldugu igin hiicreler non-vital boyalarla (propidium
iyodirle) boyanma 6zelligi kazanmaya baglar (9).
Bu nedenle ikili boyamada Okse-K ve Helixor-P
uygulamasindan 72 saat sonra propidium iyodur ile
boyanan o6lii MDA-MB-231 hicrelerinin  élimiinin
nekrozdan mi yoksa sekonder nekrozdan mi oldugu
bilinmemektedir. Bu durumun uygulama stresinin uzun
olmasindan kaynaklandigina karar verilmigtir. Benzer
durum MCF-7 hiicre hattiyla yapilan calismalar icinde
gecerlidir. Mevcut uygulama siiresinde hicrelerin cogu
membran butinlagtni kaybettigi igin karsilagtirma
hiicre yogunluguna bakilarak yapilmistir. Hematoksilen
boyamada MCF-7 hiicre hatlarinda, MDA-MB-231
hiicre hatlarinda oldugu gibi endemik ©kse otlarindan
Okse-K'nin ticari okse otlarindan da Helixor-P'nin
diger ekstraktlara oranla daha fazla hiicre oliimiine
neden oldugu bulunmustur. ikili boyama sonuglari
degerlendirildiginde, 1,675 mg/ml Okse-K uygulanan
MCEF-7 hucrelerinde propidium iyodir ile boyanan 6l
hiicre sayisi Helixor-P uygulananlara oranla daha fazla
oldugu gorilmektedir. Ancak olimlerin nekrozdan
mi yoksa sekonder nekrozdan mi kaynaklandig
bilinmemektedir.

Endemik ve ticari Okse otu ekstraktlarinin MDA-
MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda neden olduklari
olim tarlerinin arastinlmasi ve apoptosizin gosterilmesi
amaciyla western blot yontemi kullanildi. Bu yontemde
calisma planlanirken apoptosizi dogrulamak icin aktif
kaspaz-3 tayininin yapilmasi planlanmisti fakat MCF-7
hiicre hatlarinda kaspaz-3 geninin mutasyona ugramasi
nedeniyle (10) her iki hiicre hattinda da aktif olan
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ve Okse otu ekstraktinin apoptotik mekanizmasinda
kinlarak aktive oldugu bilinen PARP (Poly-ADP-riboz
polimeraz) proteininin aktivasyonu incelendi. Calisma
sonucunda, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda yalniz
Helixor-P uygulananlarda apoptotik 6lim gozlenirken,
MCEF-7 hiicre hatlarinda Helixor-P ve 48 saat streyle
Okse-K uygulananlarda apoptotik 6lim gozlendi.

Kim et al. (2003) tarafindan 6kse otu lektin-11"nin U937
miyeloid 16semi hiicre hatlarinda apoptotik etkisinin
arastirildigl calismada, apoptosiz mekanizmasinda yer
alan kaspaz-3, kaspaz-9, INK (c-Jun-N-terminal kinaz),
PKC-3 (Protein kinaz C-3) ve PARP’in aktivasyonuna
bakilmig ve 116 kDa agirhgindaki PARP” in kirilarak 85
kDa band olusturdugu gozlenmistir (11). Kim etal. (2001)
tarafindan yapilan bir bagka calismada interferon-y ile
muamele edilen U937 miyeloid |16semi hiicre hatlarinda,
Fas (CD95/APO-1) ve FasL ekspresyonu ile PARP ve
JNK aktivasyonu western blotla aragtirilmistir. Arastirma
sonunda interferon-y ile muamele edilen hiicrelerde
Fas ve FasL ekspresyonunun artmadigi, normal U937
hicrelerinde oldugu gibi PARP ve JNK aktivasyonunun
oldugu gozlenmistir (12).

Mese Uzerinde yetisen okse otundan hazirlanan ve
standardize edilmis miktarda lektinleri iceren fermente
ekstrakt VA Qu FrF'in insan ventz endotel hiicre
hatlarina (HUVEC) apoptotik etkisi Duong Van Huyen et
al. (2002) tarafindan arastirilmis ve sonuglari dogrulamak
icin western blotla PARP’in aktivasyonuna bakilmis ve
116 kDa agirhgindaki PARP in kirlarak 85 kDa band
olusturdugu gozlenmistir (13).

Lyu et al. (2001) kore 6kse otu lektininin (Viscum album
var. coloratum agglutinin, VCA) HL-60 akut premyeloid
l6semi hiicre hatti izerine apoptotik etkisinin aragtirildig:
cahismada western blotla kaspaz-3 ve PARP aktivasyonu
gosterilmistir (14).

Bugtine kadar 6kse otunun apoptozisi indiiklemesi ile
ilgili yapilan galismalar incelendiginde, calismalarin
bayik cogunlugunun tlkemizde yetisen tiirden farkli
bir tir olan Kore okse otu (Korean mistletoe, Viscum
album var. coloratum) ve lektinleri ile yapilmis oldugu
gorilmektedir. Ulkemizde yetisen endemik 6kse otu
tird olan Avrupa okse otu (European mistletoe, Viscum
album L.) ile ilgili yapilan galismalarin sayisi gok sinirhdir,
kullanilan alt tdrler bizim tlkemizde yetisenlerden
farkhdir ve calismalarin tamami ticari olarak hazirlanmig
Okse otu preperatlar  kullanilarak yapilmistir.  Bu
baglamda endemik Avrupa o6kse otunun g farkli alt
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tirtne ait liyofilize ekstraktlarin meme kanseri hticre
hatlari Gzerine apoptotik etkilerinin ticari 6kse otu
ekstraktlariyla kiyaslanarak incelenmesinin literattirde
6nemli bir boslugu dolduracagina inanmaktayiz.
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Oz

Girig: Bu galisma, Isparta il merkezinde gorev yapan aile hekimleri, sinif 6gretmenleri ve
imamlarin; saglikli yasam bicimi davranislarinin degerlendirilmesi amaciyla yapilmigtir.
Gereg ve Yontem: Kesitsel tipteki aragtirmanin evrenini Isparta il merkezinde gorev yapan
sinif 6gretmenleri, aile hekimi ve imamlar olusturmustur. Aile hekimleri ve imamlar icin
ornek segilmeyerek tamamina ulasmak hedeflenmis, sinif 6gretmenleri igin ise 6rnek
buytklugu hesaplanarak 218 kisiye ulasmak hedeflenmistir. Arastirmanin sonunda 209
sinif 6gretmeni, 52 aile hekimi ve 95 imama ulagiimistir (sirastyla ulasma oranlari; %95,4,
%86,6 ve %93,1). Bagimh degisken Saglikli Yasam Bicimi Davraniglaridir. Aragtirmanin
verileri Saglikli Yasam Bicimi Davraniglari Olgegi-Il (SYBDO-II) ve kigisel bilgi formu
kullanilarak toplanmistir. Degiskenleri igeren form gozlem altinda katiimcilar tarafindan
doldurulmustur. Bulgular: Arastirma grubunun yas ortalamasi 42,9+6,6, %75,3'u erkek,
%89,3't Universite mezunu, %96,6's! ise evlidir. SYBDO-II puan ortalamasi 136,3+22,0
iken, aile hekimlerinin SYBDO-II puan ortalamasi 126,0+22,3, sinif 6gretmenlerinin
SYBDO-Il puan ortalamasi 138,8+21,1 ve imamlarn SYBDO-Il puan ortalamasi
136,4+22,2 olarak tespit edilmistir. Aile hekimlerinin SYBDO-II puan ortalamasi diger
mesleklere gore anlamli olarak daha distik bulunmustur (F=7 388, p=0,001). Coklu
regresyon analizinde, SYBDO toplam puani ile kendini gerceklestirme, saglik sorumlulugu,
beslenme, kisiler arasi destek ve stres yonetimi alt 6lgek puanlarinin meslekler agisindan
anlamli farklilik gosterdigi saptanmigtir. SYBDO toplam puani ve egzersiz digindaki tim alt
faktor puanlarr agisindan aile hekimi olmanin negatif yonde etkisi vardir. Saglik sorumlulugu
ve beslenme alt faktor puanlari igin meslege ek olarak cinsiyetin de anlamli etkisi oldugu
gortlmustar. Erkek olmak, saglik sorumlulugu ve beslenme alt faktér puanlari igin negatif
yonde etkili olup erkeklerde saglik sorumlulugu ve beslenme alt faktor puanlari kadinlara
gore anlamli olarak daha dustiktir. Sonug: Saglikli yasam bigimi davraniglari toplam puani
aile hekimlerinin diger gruplara gore anlamli olarak daha diistik olmasina ragmen, her g
meslek igin de orta diizeyde oldugu ve toplum liderleri igin yetersiz oldugu diistiniimustar.

Anahtar Kelimeler: Saglikli yasam bicimi davranislari, aile hekimi, 6gretmen, imam

Abstract

Objective: In this study, the healthy lifestyle behaviours of family physicians, classroom
teachers and imams who work at Isparta city center have been evaluated. Materials and
Methods: The universe of the cross-sectional study has consisted of classroom teachers
(506), family physicians (60) and imams (102) working at Isparta city center. For family
physicians and imams, the example has not been chosen and it has been aimed to achieve
to all of them. For classroom teachers it has been aimed to achieve to 218 people by
calculating the sample size. At the end of the study, 209 classroom teachers, 52 family
physicians and 95 imams have been reached (respectively reaching rates 95.4%, 86.6%
and 93.1%). Dependent variables are healthy lifestyle behaviours. Survey data has been
collected by using Healthy Lifestyle Behaviors Scale-11 (SYBDO-II) and personal information
form. Form containing the variables has been filled by the participants under observation.

* 18 Haziran 2015 tarihinde, izmirde, I. Ulusal Halk Saghg Hemsireligi Kongresi'nde sozel bildiri olarak sunulmustur.
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Results: The average of age of the study group is 42.9%6.6, 75.3% is male and 89.3% is graduate student while 96.6% is married.
While SYBDO-II point average is 136.3+22.0, SYBDO-II average score of family physicians is 126.0+22.3, SYBDO-II average
score of classroom teachers is 138.8£21.1 and SYBDO-II average score of imams is 136.4+22.2. SYBDO-II average score of
family physicians is significantly lower compared to other occupations (F=7 388, p=0.001). In multiple regression analysis,

for self-actualization with SYBDO total score, health responsibility, nutrition,

interpersonal support and stress management

subscale scores significant differences have been determined in terms of occupations . In terms of both SYBDO total score and all
subscales scores except exercise, being a family physician has a negative effect. For health responsibility and nutrition subscale
scores it has been determined that both occupation and sex have significant effect. Being a male has a negative effect for health
responsibility and nutrition subscale scores, for males health responsibility and nutrition subscale scores are significantly lower
than women. Conclusion: Although healthy lifestyle behaviors total score of family physicians is significantly lower than other
groups, it is considered to be moderate for all three professions and inadequate for community leaders.

Keywords: Healthy lifestyle behaviours, family physician, teacher, imam.

Giris

Guntmuz saglik anlayisi toplumun sagligini korumayi,
sirdirmeyi  ve gelistirmeyi  benimsemektedir  (1).
Saghgin gelistirilmesi kisilerin optimal saghk durumunun
saglanmasi yonlnde hareket edebilmeleri igin, yasam
tarzlarini degistirmelerine yardim eden bir sanat ve bilim
dalidir (2). Sagliga yonelik herhangi bir davranis ve yagam
durumu icin egitim, ekonomik, orgiitsel ve cevresel
desteklerin bilesimi olarak tanimlanmaktadir. Bu kavram
ile saglkli yasamak icin egitim ve gevre sartlarina gore
dizenlenmis destek eylemlerinden s6z edilmektedir
(3). Ayrica saglik diizeyini en st seviyeye gikarmak icin
bilgi, beceri, tutum ve olumlu davranisin kazanilmasi ve
strdartlmesi gereklidir. Bu durum ancak saglikli yasam
bicimi davranglari (SYBD) ile aliskanlik haline gelebilir
(4).

Dinya Saglik Orgiiti (DSO) verilerine gore gelismis
tlkelerde olimlerin %70-80'inin ve gelismekte olan
tlkelerde oltimlerin  %40-50'sinin  sagliksiz  yasam
biciminden kaynaklanmaktadir (1). Bu nedenle,
ogretmen, hekim, din adami gibi toplum liderleri,
saghgl gelistirmenin 6nemini kavramali, toplumdaki
bireylerin  olumlu saglik davranisi gelistirmesi icin
motivasyon artirici  davraniglart  sergilemelidir (T,
5). Lise ogrencilerinde obezite sikhg ve SYBD’nin
obeziteyle iliskisinin degerlendirildigi bir ¢alismada
egitimciler, saglik galisanlari ve aile biytklerinin, saglikli
toplumlar igin saglikli yasam bicimini benimseyerek
hayatlarini  stirdiirmeleri ve bu konuda topluma
farkindalik  saglamalari  gerektigi  vurgulanmaktadir
(6). Edirne merkez ilge ilkdgretim okullarinda calisan
ogretmenlerin, saglik davraniglarinin orta diizeyde
oldugu tespit edilmis ve &gretmenlere meslek hayati
boyunca saghg gelistirici egitimler yapilmal, dogru
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saghk davranislart arttirilmali ve topluma iyi bir rol
modeli olmalari desteklenmeli onerilerinde
bulunulmustur (7). Sinif 6gretmenlerinin saglikl yasam
bicimlerinin degerlendirildigi bir calismada ise saglik
davraniglarinin orta dizeyde oldugu tespit edilmis
ve Ogretmenlerin  &grencilere rol modeli olduklan
vurgulanmigtir - (8).  Ogretim  elemanlarinin  saglikla
ilgili davraniglarinin incelendigi baska bir calismada
benzer olarak SYBD orta diizeyde olup, ogretim
elemanlarinin  yetersiz kaldiklari  konularda egitim
programlari uygulanmasi tavsiye edilmektedir (4). Saglk
calisanlarinda SYBD’nin degerlendirildigi bir galismada,
SYBD dustik diizeyde bulunmus ve topluma liderlik
yapacak olan saglik personelinin konuyla ilgili olumsuz
ya da eksik davraniglarini dizelterek iyi bir rol modeli
olmalari 6nerilmistir (5). Hemsirelerin SYBD'leri ise orta
diizeyde tespit edilmis ve konuyla ilgili olumsuz ya da
eksik davraniglarini diizelterek iyi bir rol modeli olmalar
gerektigi vurgulanmistir  (9). Asistanlarda yapilan bir
galismada yine SYBD dustk diizeyde bulunmus, en
dustk puan fiziksel aktivite alt faktori icin saptanmig
ve fizik aktivitenin 6neminin algilanmasi icin aktivite
programlarinindiizenlenmesi, egzersizyapmaya uygunalt
yapinin hazirlanmasi ve bu hizmetlerden yararlanmalar
icin bireylerin tesvik edilmesi, hastanelerde hekimlerin
fiziksel aktivite yapmalarina uygun salonlar olusturulmasi
onerilmistir (10).

Turkiye’'de  saglhk calsanlart  ve  Ogretmenlerde
yapilan calismalarda saglik davraniglarinin beklenilen
dizeyde olmadigi saptanmis ve yeni calismalar
yapilarak bu eksikligin  nedenlerinin  arastirilmasi
gerektigi vurgulanmigtir.  Ayni  zamanda literattirde
imamlarin saglik davranislarini degerlendiren calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada Isparta
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saghkl yasam bicimi davraniglarinin degerlendirilmesi

il merkezinde gorev yapan, topluma liderlik etmesi
beklenen aile hekimleri, sinif 6gretmenleri ve imamlarin
saglikli yasam bigimi davraniglarinin ve bunlari etkileyen
etmenlerin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Kesitsel tipteki arastirmanin evrenini Isparta il merkezinde
gorev yapan aile hekimleri, sinif &gretmenleri ve
imamlar olusturmaktaydi. Aile hekimi sayisi 60, sinif
ogretmeni sayisi 506, imam sayisi ise 102'dir. Aile
hekimi ve imamlar igin ornekleme yapilmaksizin,
aragtirmaya katilmayr kabul eden her birey arastirma
kapsamina alinirken, insan glici ve zaman agisindan
sinirhliklarin olmasindan dolayi sinif 6gretmeni evreninin
tamamina ulasmak hedeflenmemis 6rnek secimine
gidilmistir.  Olayin  ortalamasinin  degerlendirilecegi
ve evren sayisinin bilindigi durumlar icin N=506,
t=1,96, evren standart sapmasi=18, d=3 kabul
edilerek ornek buytklugt 109 olarak hesaplanmustir.
Desen etkisi 2 alinarak 218 sinif 6gretmenine ulagilmasi
hedeflenmistir. Her okul bir kiime kabul edilerek basit
rasgele ornekleme yontemiyle 14 okul belirlenmis ve
bu okullarda galisan 218 6gretmen arastirma kapsamina
alinmistir. Arastirmanin yapilacagr kurumlardan (Isparta
Valiligi il Saghk Madarlaga, il Milli Egitim Madarlagi
ve Il Maftilaga) gerekli izinler alinmigtir. Aragtirmanin
bagimli degiskeni saglikli yasam bicimi davraniglar olup
Saglikli Yasam Bigimi Davraniglari Olgegi (SYBDO)-
Il ile degerlendirilmistir. Sagligi gelistirme yasam stili
olciim araci, Pender’in sagligi gelistirme modeline
dayandirlarak bireylerin saghigi gelistirme davraniglarini
Olgmek icin Walker ve arkadaglan tarafindan 1987
yilinda  geligtirilmistir. ~ Olgegin ilk versiyonu 48
madde ve alti faktorden olusmaktadir. 1996 yilinda
tekrar caligilarak revize edilmis ve SYBDO-II olarak
adlandiriimigtir. SYBDO-II, 52 madde ve alti faktérden
olusmaktadir. Alt faktorler; manevi gelisim, kisilerarasi
iliskiler, beslenme, fiziksel aktivite, saglik sorumlulugu ve
stres yonetimidir. Olgegin tiim maddeleri olumludur, ters
maddesi yoktur. isaretleme 4'lii likert tipi 6lgek tizerine
yapilir ve higbir zaman (1), bazen (2), sik sik (3), duzenli
olarak (4) seklinde derecelendirilerek puanlanir. C)Igegin
tamami igin en diistik puan 52, en yiiksek puan 208'dir.
SYBDO-II'nin, Tiirkgeye uyarlanmasina yénelik gegerlik
ve glvenirlik calismasi son olarak Bahar ve arkadaslari
tarafindan 2008’de yapilmistir ve gecerlik ve glivenirligi
ylksek dizeyde bulunmustur. Bu nedenle o6lgegin
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Turk toplumunun saglikli yasam bigimi davranislarini
degerlendirmede kullanilmasi 6nerilmektedir (11).

Veri toplamada, 6nceden olusturulup denemesi yapilmis,
aragtirma grubunun sosyo-demografik durumlarini ve
mesleki bilgilerini iceren kisisel bilgi formu ve SYBDO-
[I kullanildi. Veri toplama formu bilgilendirme sonrasi
arastirmaya katilmayi kabul eden bireylere, 1 Aralik
2010-30 Nisan 2011 tarihleri arasinda gozlem altinda
uygulandi.

Arastirma verileri bilgisayar ortaminda degerlendirilmistir.
Tanimlayic istatistik olarak sayi, ylzde, ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum degerler,
analitik degerlendirmelerde ki-kare, bagimsiz gruplarda
t testi, Mann Whitney U testi, Tek Yonlu Varyans Analizi,
Kruskall Wallis ve Coklu Regresyon Analizi kullanild.
Post hoc test olarak Tek Yonlt Varyans Analizinde Tukey
testi dikkate alindi ve anlamlilik icin sinir deger olarak
p<0,05 kabul edildi. Kruskal Wallis Analizinde ise Post
hoc test olarak Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi ve anlamlilik icin sinir deger olarak
p<0,001 alindi.

Bulgular

218 sinif ogretmeninden, 209’una, 102 imamdan
95’ine, 60 aile hekiminden ise 52’sine olmak (zere
(ulagma oranlari sirasiyla %95,4, %93,1, %86,6) toplam
356 kisiye ulasiimistir.

Arastirma grubunun %24,7’sini kadinlar olusturmaktadir,
%96,6's1 evlidir ve %95,5'inin ¢ocugu vardir. Aile
hekimi, sinif 6gretmeni ve imamlarin ¢ogu Universite
mezunudur (sirastyla %88,8 %95,7 %75,8). Grubun yas
ortalamasi 42,9+6,7'dir (aile hekimlerinde 42,4+4,0,
sinif 6gretmenlerinde 44,2+6,3, imamlarda 40,3+7,7).
Aylik gelir ortalamasi en yiiksekten en distge dogru
aile hekimi, sinif 6gretmeni ve imamlar icin sirasiyla
4607,8+1123,9, 1908,1+525,5 ve 1643,8+206,4
TL'dir. Ortalama meslekte caligma stireleri ise 20,1+7,6
yildir (aile hekimlerinde 17,7=3,5, sinif 6gretmenlerinde
22,1+6,6, imamlarda 16,8+9,5).

Toplum liderlerinin saglikli yasam bicimi davranislari puan
ortalamasi 136,3+22,0 olup mesleklere gore anlamli
farkhlik saptanmistir (p=0,001). Aile hekimlerinin puani,
sinif 6gretmeni ve imamlara gore anlamli olarak daha
dasuktar (Tukey testi, sirasiyla p degeri <0,001, 0,014).
Kendini gerceklestirme, saglk sorumlulugu, beslenme,
kisilerarasi destek ve stres yonetimi alt faktorleri agisindan
mesleklere gore anlamli farklihk saptanmistir.  Sinif
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ogretmenlerinin saglk sorumlulugu alt 6lgek puaninin
ortalamasi imam ve aile hekimlerine gore anlamli olarak
daha yuksektir (Tukey testi, sirasiyla p degeri 0,008,
<0,001). Kendini gerceklestirme ve kisilerarasi destek
alt faktorleri icin gruplar arasi farklihk aile hekimlerinin,
imamlar ve 6gretmenlere gore daha dustk puana sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (Tukey testi, sirasiyla
p degeri, kendini gerceklestirme igin 0,005, <0,001,
kisiler arasi destek icin <0,001, <0,001). Beslenme ve
stres yonetimi puanlari, aile hekimlerinde 6gretmenlere
gore anlamli olarak daha dustktir (Tukey testi, sirastyla
p degerleri <0,001, p=0,020). Egzersiz alt faktorinde
ise mesleklere gore anlamli farkhilik yoktur (Tablo 1).

Tablo 1. Aragtirma grubunun mesleklere gore SYBDO'den aldiklari toplam puan ve alt faktdr puanlar ile bu

puanlarin karsilastirlmasi

Aile Hekimi
(n=52)

~ Sinif
Ogretmeni

Tom grup

. (n=356)
SYBDO

(n=209)

uyurum’ maddesi en yiiksek puana sahiptir.
Cinsiyete gore saglik sorumlulugu ve beslenme alt faktori
puanlari agisindan anlamli farklilik vardir. Kadinlarin
saghk sorumlulugu ve beslenme alt faktorlerinden
aldiklari  puanlar erkeklere gore daha vyiiksektir.
Aragtirma grubunun SYBDO puanlari egitim, yas ve
medeni durum degiskenlerine gére anlamh farkhlik
gostermemektedir (Tablo 2). Arastirmaya katilanlarin
cocugu olma durumuna gore SYBDO toplam puan ve
alt olgek puanlarinda anlamli farkhlik yoktur (timd igin
p>0,05).

Esi lise ve Gzeri egitimli

olanlarin  beslenme alt

olceginden aldiklan
puanlar, esi ilkogretim
ve altt  egitimlilere
imam gore  daha y'[]ksek’Fir
(n=95) (p=0,034). Bireylerin

meslekte calisma yilina
gore Olgekten aldiklan

Ortalama=SS

toplam puan anlamh
Toplam 136,3£22,0 126,0+22,3 138,8+21,1 136,4+22,2 7388 0,001 olarak degismektedir
Kendini 28,4+4,1  263+4,1 28941  286+39 8241 <0001  (p=0,019). Meslekte 21
gerceklestirme yil ve (zeri caliganlarin
Saglik 21,7+5,0 19,3+4,7 22,7+4,9 20,9+5,0 11 <0,001 aldiklar  toplam  puan,
sorumlulugu 447 11-20  yil  calsanlara
Egzersiz 16,4+4,8  16,3+50  16,2+4,6  16,9+51 0,672 0,511 gore daha yiksektir
Beslenme  22,9+4,6  209+4,7  23,6+4,4 223+46 8259 <0001 (Tukey testi p=0,014).
- . . . . Kendini gerceklestirme,
Kisilerarasi 26,8+4,3 24,2+3,8 27,1x4,4 27,7x4,0 11 <0,001 sagllk sorumlulugu,

destek 491 L
beslenme, kisilerarasi
Stres yonefimi  20,124,1  18,74,1 20,440  20,3x43 3752 0,024 etk ve stres yonetimi
* Tek YonlG Varyans analizi alt faktorlerinden alinan
puanlar meslekte calisma
} . . ' yilina  gore  farkhlik
SYBDO'niin her bir maddesine ait puan ortalamalar gostermektedir.  Kendini  gergeklestirme, beslenme

incelendiginde, en yiiksek puan (3,8+0,5) ‘ilahi bir
glictin varligina inaninm’ maddesine, en distik puan ise
(1,6=0,1) ‘sivi ve kati yag), kolesterolti dustik bir diyeti
tercih ederim’ maddesine aittir. Saglk sorumlulugu alt
aktoriinden alinan puanlar birbirine yakin olmasina
ragmen, en yuksek puani ‘Doktora ya da bir saglik
gorevlisine, viicudumdaki olagandisi belirti ve bulgulari
anlatirm’ onermesi almistir. Egzersiz alt faktoriinden
‘ginltk isler sirasinda egzersiz yaparim’, beslenme alt
faktoriinden ‘Her gtin 2-4 6gtin meyve yerim’, kisilerarasi
destek alt faktoriinden ‘insanlari basarilari icin takdir
ederim’, stres yonetimi alt faktoriinden ise ‘Yeterince
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ve stres yonetimi alt faktorlerinden 21 ve Gzeri yil
calisanlarin aldiklari puanlar 11-20 yil calisanlara gore
daha yiiksektir (Tukey testi, sirasiyla p degerleri 0,047,
0,047 ve 0,030). Saglik sorumlulugu alt faktorindeki
anlamli farklilik ise 21 ve Gzeri yil cahsanlarin aldiklar
puanin 11-20 yil calisanlara gore daha distk olmasindan
kaynaklanmaktadir (Tukey testi, p=0,022). Meslekte
11-20 yil galisanlarin kisilerarasi destek alt faktoriinden
aldiklari puan 0-10 ve 21 ve Uzeri yil calisanlara gore
daha dusuktar (Tukey testi, sirastyla p degerleri 0,009,
0,022) (Tablo 2).
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saglikli yasam bigimi davranislarinin degerlendirilmesi

Tablo 2. Tiim grubun SYBDO'den aldiklari toplam puan ve alt faktdr puanlarinin sosyodemografik ézelliklere gore kargilagtirnlmasi (n=356)

Stres
yonetimi

Kisilerarasi
destek

Toplam Beslenme

puan

Kendini Saghk
gerceklestirme sorumlulugu

Egzersiz

SS

Ortalama=x

Cinsiyet  Kadin (n=88) 138,1=19,8 28,7+3,9 23,1+4,7 16,0+x4,4 23,9+4,3 26,741 19,7+3,7
Erkek (n=268) 135,7+22,7 28,4+4,3 21,251 16,6+x4,9 22,5+4,6 269+4,4 20,2+4,2
p* 0,356 0,563 0,002 0,340 0,011 0,663 0,299
Medeni  Evli (n=344) 136,1+22,1 28,4+4,2 21,751 16,3+x4,7 22,8+4,6 269+4,4 20+4,1
durum  Diger (n=12) 141,8+17,9 29,9+2,6 21,9+3,6 18,7+5,4 23,4+4,6 26,4+3,5 21,5+4,4
pt 0,409 0,199 0,763 0,132 0,896 0,604 0,373
Yas 20-29 (n=17) 135,6=21,2 29,1+3,6 22,2+5,5 14,8+5,8 21,8+3,9 279+3,9 19,8+4,2
30-39 (n=61) 139,4+24,2 29,2+4,5 21,9+5,3 17,053 23,0x4,9 27,8+4,1 27,5+4,6
40-49 136,1+21,4 28,3+4,1 21,751 16,4+4,5 23,0x4,5 26,6+4,3 20,5=4,6
(n=223)
50 ve Uzeri 133,6%+22,1 27,7+4,2 21,1+x4,7 16,0£4,8 22,0+4,5 26,2+4,8 20,0+4,0
(n=>55)
pt 0,470 0,283 0,740 0,351 0,321 0,109 0,841
Egitim Lise (n=18) 139,8+20,3 29,7+3,9 21,0£4,6 18,153 22,3+4,7 28,0+£3,1 20,8+4,2
durumu  Universite 136,6+22,1 28,4+4,2 21,951 16,3+4,8 23,0+4,6 26,8+4,4 20,2+4,1
(n=318)
Yikseklisans/ 128,1+20,7 27,8+4,6 19,4+4,5 16,0+4,6 20,9+3,7 25,7+4,0 18,4=3,8
Doktora
(n=20)
pt 0,205 0,372 0,105 0,372 0,128 0,238 0,152
Esinin ilkégretim 135,7+20,6 28,6+4,0 20,9+4,7 16,5+4,8 22,4+4,0 27,1+t4,1 20,4+4,0
egitim (n=104)
durumu  Lise ve Uzeri 136,3+22,7 28,3+4,3 22,0+5,2 16,2+4,7 23,0+4,8 26,8+4,5 20,0+4,1
(n=252)
p* 0,300 0,627 0,228 0,902 0,034 0,263 0,738
Meslekte 0-10 yil 136,9+22,8 29,0+4,0 21,7+5,7 159+5,6 22,1+4,7 28,1£4,9 20,1=£4,0
calisma  (n=46)
siUresi 11-20 yll 131,8+23,4 27,7+4,6 20,7+4,9 16,0£4,8 22,2+4,6 258+4,4 19,4+4,5
(h=121)
21 yil ve Uzeri  139,0+20,5 28,8+3,9 20,3£5,0 16,7+4,6 23,4+4,4 27,2+4,3 20,6+3,8
(n=189)
P8 0,019 0,036 0,029 0,385 0,030 0,004 0,039

* Bagimsiz Gruplarda t Testi + Mann Whitney U Testi t Kruskal Wallis Varyans Analizi § Tek Yénlo Varyans Analizi

Arastirmaya katilanlarin, saglik davranislarinda sigara
icme ve alkol kullanma durumuna gore anlamli farkhlik
yoktur. Kronik hastaligi olanlarin egzersiz alt faktoriinden
aldiklart puan daha dustikken, kisilerarasi destek alt
faktortinden aldiklar puan daha vyiksektir (sirasiyla
p=0,014, p=0,035). ilag kullanmayanlarin SYBDO
toplam puani, ilag kullananlara goére daha yuksek
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olmasina ragmen 6nemli farklilik yoktur. Alt faktorler
arasinda sadece egzersize ait puanlar ilag kullananlarda
daha diistiktir. BKi'ye gore gruplandirildiginda ise zayif,
normal kilolu ve hafif kilolu olanlarin SYBDO'den aldiklari
toplam puan obez ve morbit obez olanlara gére daha
yuksektir fakat istatistiksel olarak fark saptanmamistir
(Tablo 3).
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Tablo 3. Aragtirma Grubunun SYBDO'den aldiklari toplam puan ve alt faktér puanlarinin diger saglik agisindan riskli durumlara gore karsilagtiniimasi
(n=356)

SYBDO
Toplam
puan

Kendini
Saglik agisindan riskli Eelinl

durumlar

Halen icenler

136,7+21,7  23,8+4,0
Sigara (n=95)
. (2‘962“6]) 136,2422,2  28,3+4,2
p* 0,692 0,794
Alkol Kullanan 43y 4938 96,9444
kullanma (n=41)
durumu
Kullanmayan
(=315) 136,9+21,7  28,6+4,1
p* 0,521 0,697
Kronik Var (n=87) 133,8+22,2  27,5+4,4
h"slf‘}"k Yok (n=269) 137,1+21,9  28,7+4,0
varhgl
° p* 0,836 0,299
ilag Evet (n=73) 134,0+21,6 27,4+4,7
kullanma
H
durumu (nlylzrss) 136,9+22,1  28,7+4,1
p* 0,663 0,308
Zayff,
EZ;ITEUS 137,2422,4  28,6+4,2
BKi'ye (n=281)
gore Obez ve mor
gruplandirma 4y p e, 132,9+20,4  28,0+4,1
(n=75)
p* 0,279 0,583

*Bagimsiz gruplarda t testi

Coklu regresyon analizinde, belirleyicilik katsayisi
diistik olmakla birlikte, SYBDO toplam puani ile
kendini gerceklestirme, saglik sorumlulugu, beslenme,
kisiler arasi destek ve stres yonetimi alt 6lgek puanlar
icin meslekler agisindan anlamli farklilik saptanmistir.
Egzersiz digindaki tim alt faktor puanlari agisindan aile
hekimi olmanin negatif yonde etkisi vardir. S6zii edilen
tim alt olgeklerden alinan puanlar aile hekimlerinde
sinif 6gretmenleri ve imamlara gére anlamli olarak daha
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Stres
yonetimi

Saghk

Kisilerarasi

Beslenme destek

Egzersiz

Ortalama=SS

21,650 16,150 22,4+4,4 27,6+4,4 20,1+3,9
21,751 16,5+4,7 23,0x4,6 26,6+4,3 20,1+4,2
0,642 0,157 0,785 0,504 0,897
20,6+5,1 16,1+4,9 21,7+5,1 26,4+4,7 19,9+4,4
21,851 16,4+4,8 23,0+4,5 26,9+4,3 20,1+4,]
0,958 0,437 0,310 0,637 0,277
21,8+5,0 15,8+4,1 22,6+4,6 26,3+4,9 19,9+3,9
21,7+£5,1 16,650 22,9+4,6 27,0+4,1 20,2+4,2
0,829 0,014 0,704 0,035 0,276
21,9+4,8 15,9+3,9 22,9+4,6 26,1+4,7 19,8+3,8
21,6+5,1 16,550 22,8+4,6 27,0+4,3 20,2+4,2
0,685 0,007 0,581 0,213 0,150
21,8451 16,7+4,9 229+4,6 27,1+4,3 20,2+4,2
21,2+4,9 15,3+x4,1 22,7+4,4 25,8+4,3 19,9+3,7
0,700 0,052 0,936 0,653 0,096

dugtiktir. Saglik sorumlulugu ve beslenme alt 6lgek
puanlari icin meslege ek olarak cinsiyetin de anlamli etkisi
oldugu saptanmustir. Erkek olmak, saglik sorumlulugu ve
beslenme alt 6lgek puanlari igin negatif yonde etkili olup
erkeklerde saglik sorumlulugu ve beslenme alt 6lgek
puanlari kadinlara gore anlamh olarak daha dustiktir
(Tablo 4).
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saglikli yasam bigimi davranislarinin degerlendirilmesi

Tablo 4. Saglikli yasam bigimi davranislari toplam puani ve alt lgek puanlari ile iligkili bulunan degiskenler ve coklu regresyon analizi
sonuglari

Olcekler

Meslek (sinif 5gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Meslekte calisma stresi (yil)

SYBDO*- Toplam
puan

Meslek (sinif 5gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Meslekte calisma siresi (yil)

SYBDO*- Kendini
Gergeklegtirme

Meslek (sinif 6gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Cinsiyet (Kadin=0, Erkek=1)
Meslekte calisma siresi (yil)

SYBDO*- Saglik

Sorumlulugu

Kronik hastalik (yok=0, var=1)
llac kullanma (yok=0, var=1)

SYBDO*- Egzersiz

Meslek (sinif 6gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Cinsiyet (Kadin=0, Erkek=1)
Meslekte calisma stresi (yil)

Esinin egitim durumu (lise ve Usti=0, ilkégretim=1)

SYBDO*- Beslenme

Meslek (sinif 8gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Meslekte calisma siresi (yil)
Kronik hastalik (yok=0, var=1)

SYBDO*- Kisileraras
Destek

Meslek (sinif 5gretmeni=0, imam=1, aile hekimi=2)
Meslekte calisma stresi (yil)

SYBDO*- Stres

Yoénetimi

Tek degiskenli analizlerde iligkili bulunan ve ¢oklu
regresyon analizine alinan degiskenler

Coklu regresyon analizi
R? Sabit Beta
0,034 140,074

-0,188¢
-0,010
0,039 29,831
-0,207%
-0,066

0,077 23,661
-0,225%
0,131
0,004

0,005  16.565
-0,070
-0,001
0,061 23.725
0,167t
-0,131%
0,062
0,011

0,042 28,696
-0,196%
-0,090
-0,065
0,017 20,051
-0,113t

0,039

* Saglkl Yasam Bicimi Davranislan Olcegi, 1 p<0.05, 1 p=<0.001

Tartisma

Isparta il merkezinde gorev yapan aile hekimleri
(126,0%£22,3), simf Ogretmenleri (138,8+21,1) ve
imamlarin (136,4+22,2) SYBDO'den aldiklari toplam
puan ortalamasi 136,3+22,0 olarak saptanmus olup orta
diizeyde oldugu soylenebilir. Ozellikle topluma saglik
egitimi verme gorevi bulunan aile hekimlerinin, bu
bilgileri kendi yasamlarina aktarip SYBD gelistirmelerinin
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sinif 6gretmenleri ve imamlara gore daha dstik olmasi
dikkat cekicidir. Literatiir incelendiginde farkli gruplarda
yapilan calismalarda SYBDO puan ortalamasinin;
sinif ~ 6gretmenlerinde  126,9+17,7 (8), ilkogretim
ogretmenlerinde 134,5+17,9 (7), saglk calisanlarinda
121,8+18,0 (5), tip  fakultesi  asistanlarinda
116,3x17,8 (10), hemsirelerde 121,2+18,3 (9),
ogretim elemanlarinda 139,5+18,0 (4), tip fakultesi
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ogrencilerinde 134,4+9,7 (12), saglik bilimleri fakultesi
ogrencilerinde 116,9+18,9 (13), kalp hastalarinda
127,4%20,5(14), 15-49 yasarasi kadinlarda 112,7+20,8
(15) olarak bulundugu gorulmustir. Diger calismalarla
kiyaslandiginda bizim calismamizda elde edilen puanin
literatlire benzer olmakla birlikte toplum liderleri igin
yeterli olmadigi dustntlmustar.

Her tg¢ meslek grubunda da en yiiksek puan kendini
gergeklestirme (28,4+4,1), en dustk puan ise egzersiz
(16,4+4,8) alt faktorine aittir. Kendini gerceklestirme
alt faktorunt sirasiyla kisilerarasi destek, beslenme,
saglk sorumlulugu, stres yonetimi ve egzersiz alt
faktorleri izlemektedir. En dustik puanin egzersizden
alinmasi, bu konuda toplumun bayik kisminin
yetersiz kaldigini ve insanlarin yasam sekillerinde ciddi
dizenlemeler yapilmasi gerektigini diistindiirmektedir.
inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi asistanlarinda
SYBD'nin incelendigi bir calismada da en ytiksekten en
dustge dogru alt faktor puan ortalamalari benzer sekilde
siralanmaktadir (10). Sinif &gretmenlerinin (8), saghk
yuksekokulu o6grencilerinin (1), birinci basamak saghk
kurumlan galisanlarinin (16), 6gretim elemanlarinin (4)
ve Universite 6grencilerinin (17) saglkli yasam bigimi
davraniglarinin incelendigi galismalarda da en yuksek
puanin kendini gerceklestirme, en dusik puanin
ise egzersiz alt faktoriine ait oldugu gortlmustar.
Literatlire benzer olarak ogretmenler, saglk calisanlari
ve imamlarin egzersiz konusunda yetersiz olmasi, bu
konuda toplumsal olarak eksikligimizi bir kez daha goz
online koymaktadir.

Goklu regresyon analizinde, belirleyicilik katsayisi
disiik olmakla birlikte, SYBDO toplam puani ile
kendini gerceklestirme, saglik sorumlulugu, beslenme,
kisiler arasi destek ve stres yonetimi alt 6lgek puanlari
igin aile hekimi olmanin negatif yonde etkisi oldugu
saptanmistir.  S6z  edilen tim olgeklerden alinan
puanlar aile hekimleri icin anlamli olarak daha
dasuktar. Tam bu alt faktorlerde saglik calisani olan aile
hekimlerinin daha dustk puan almasi dikkat gekicidir
ve kendi sagliklarina yeteri kadar 6nem vermediklerini
gostermektedir. Egzersiz alt faktoriinden istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmamasinin nedeninin,
her tig meslek grubunda da en dustik puanin egzersiz alt
faktoriine ait olmasindan kaynaklandigi dastndlmustar.
Ancak, egzersiz yapma oranlarinda farklihgin tespit
edildigi gruplar da mevcuttur. Saglk Bilimleri Fakultesi
ogrencilerinin  saglik davraniglarinin - degerlendirildigi
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bir calismada, Fizyoterapi ve Rehabilitasyon bolimu
ogrencilerinin egzersiz alt faktériinden aldiklari puan,
Hemsirelik 6grencilerinin aldiklari puandan daha yiiksek
bulunmustur (13).

Saglik sorumlulugu ve beslenme alt 6lgek puanlari igin
erkek olmanin negatif yonde etkisi oldugu saptanmistir.
Yalginkaya ve arkadaglarinin  (5), saglik calisanlari
Uzerinde yaptigi calismada kadinlarin erkeklere gore
saglk sorumlulugu ve beslenme alt faktorlerinden daha
ylksek puan aldiklari goriilmektedir. Lise 6grencilerini
konu alan bir calismada 12. sinif kiz 6grencilerinin
kendini gerceklestirme, saglk sorumlulugu ve kisilerarasi
destek faktorlerinden aldiklari  puan ortalamalarn
erkeklere gore daha yuksektir (18). Universite
ogrencilerinin SYBD'nin incelendigi bir calismada kiz
ogrencilerin SYBDO puan ortalamasi ve beslenme
davranigi puanlar erkek 6grencilere gore yiksek iken
(19), hemsirelik yiiksekokulu &grencilerinin  saglk
davraniglarinin degerlendirildigi diger bir arastirmada kiz
ogrencilerde kendini gerceklestirme, saglik sorumlulugu
ve Kkisilerarasi destek puanlar erkek ogrencilere gore
ylksek, egzersiz puani ise daha dustik bulunmustur
(20). Meslek Yuksekokulu 6grencilerinde ise erkeklerin
egzersiz puaninin daha ytksek oldugu tespit edilmistir
(21). Bu sonuclar, kizlarla erkekler arasinda ¢alismadan
calismaya degisiklik gosteren alanlarda farkli sonuglar
bulundugunu ortaya koymaktadir.

Bireylerin meslekte calisma yilina gore dlgekten aldiklari
toplam puan degerlendirildiginde, 21 yil ve uzeri
calisanlarin aldiklari puan, 11-20 yil calisanlara gore
anlamli olarak daha yuksektir. Kendini gergeklestirme,
saglk sorumlulugu, beslenme, kisilerarasi destek ve stres
yonetimi alt faktorlerinden alinan puanlar meslekte
galisma yilina gore farkhlik gostermektedir. Buna karsin
yapilan ¢oklu regresyon analizinde de meslekte galisma
suresinin, alt faktor puanlari tizerine etkisinin kayboldugu
saptanmistir.  Karakog ve Guler'in  calismasinda,
sinif - 6gretmenlerinin  hizmet yili arttikca, kendini
gergeklestirme, saglik sorumlulugu, egzersiz, beslenme,
stres yonetimi alt faktor puanlari ve genel 6lgek toplam
puan ortalamasi anlaml olarak ytkselmektedir (8). Bir
diger calismada 6gretmenlerin saglik sorumlulugu ve
beslenme puanlari gorev siresi ile anlamli dizeyde
artis gostermektedir (7). Saglik calisanlarinin SYBD'nin
degerlendirildigi arastirmada ise 20 yil ve Gzeri gorev
yapanlar; egzersiz ve beslenme alt faktorlerinden daha
ylUksek puan almiglardir (5). Tam bunlarin tersine;
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hemsirelerin  saglik davraniglarinin  incelendigi  bir
arastirmada, hizmet stresi 1-5 yil olanlarin, 6 yil ve tzeri
calisanlara gore, saghk sorumlulugu, ruhsal gelisim, stres
yonetimi faktorleri ve SYBDO toplam puan ortalamalari
daha yuksek bulunmustur (9). Literattrde, genel olarak
meslekte galisma suresi arttikga saglik davranislari olumlu
yonde degismekle birlikte, SYBD ve hizmet suresi
arasindaki iliski bakimindan farkli sonuglar da saptandig
gortlmektedir.

Kronik hastaligi olmayanlarin olanlara gore egzersiz
ve Kisilerarasi destek puani, ilag kullanmayanlarin
kullananlara gore egzersiz puani ve esinin egitim
durumu lise ve tzeri olanlarin ilkdgretim mezunlarina
gore beslenme puani daha yiiksek iken; yapilan goklu
regresyon analizi sonucunda anlamhligi  ortadan
kalkmistir. Bu konuda gesitli sonuglarin elde edildigi
calismalar mevcuttur. Bilgili ve Ayaz’in galismasinda (22)
kronik hastaligi olan ve surekli ilag kullanan kadinlarin
kendini gergeklestirme, saglk sorumlulugu, egzersiz ve
beslenme alt faktorlerinden aldiklari puanlarin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ogretim elemanlarinin (4)
ve saglik yuksekokulu ogrencilerinin (23) SYBD'lerini
inceleyen iki galismada ise SYBD ile kronik hastalik
arasinda anlaml fark bulunmamigtir.

Toplum liderlerinde yaptigimiz galismada SYBD ile
medeni durum, yas, egitim, cocuk sahibi olma, alkol ve
sigara kullanma durumu, BKi arasinda anlamli bir iligki
tespit edilmemistir. Calismamizda arastirma grubunun
buytk cogunlugunun evli ve cocuk sahibi olmasi, egitim
duzeyleri agisindan da homojen bir grup olusturmalar
nedeniyle farkhlik saptanmamis olabilir. Kaya ve
arkadaglarinin galismasinda (4), 6gretim elemanlarinin
saglikli yasam bicimi davraniglar ile cinsiyet, vyas,
akademik unvan, 12 yasina kadar yasamlarini gecirdikleri
yer, aile tipi, cocugu olma durumu, cocuk sayisi, sigara
ve alkol kullanma, BKi, kronik hastalik ve kendi saghgini
algilama durumu arasinda anlamli fark bulunmamustir.
Benzer olarak Elazig Saglik Yuiksekokulu &grencilerinde
yapilan calismada SYBDO toplam puani; cinsiyet,
yas, Ogrenim gorilen bolim, medeni durum, birlikte
yasanilan kisi sayisi, anne-baba egitim dlzeyi, anne-
babanin hayatta olup olmamasi, gelir getirici bir iste
calisma, alkol kullanma, kronik hastaliga sahip olma ve
BKi ile anlamli olarak degismemektedir (23). Tip fakiiltesi
ogrencilerinde yapilan galismada da cinsiyet, kronik
hastalik varligi, babanin ve annenin 6grenimi, hane
reisinin isi, en uzun yasanan yer SYBD toplam puani
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ve alt olgek puanlarini anlamli olarak etkilememektedir
(12).

Ote yandan sosyodemografik faktorlerin - SYBD'yi
etkiledigi calismalar da mevcuttur. Kaya ve arkadaslarinin
galismasinda (4), cocugu olan 6gretim elemanlarinin
beslenme puani olmayanlara gore daha ytksektir ve
en fazla isaretlenen “kahvaltimi yaparim” secenegidir.
Yazarlar tarafindan bu durum c¢ocuk sahibi olmanin
getirdigi sorumluluk duygusu ile iliskilendirilmistir. Bagka
bir calismada ise; cocuk sahibi olmayan hemsirelerin
ruhsal gelisim ve stres yonetimi puan ortalamalar cocuk
sahibi olan hemsirelerden daha yiiksek bulunmustur
(9). Turkol ve Guneg'in (10) galismasinda da evli olan
tip fakdltesi asistanlarinin saglik sorumlulugu puan
ortalamalar  daha  yiksek olarak  saptanmistir.
Sosyoekonomik esitsizliklerin SYBD ve yasam kalitesi
ile iligkisini arastiran bir cahsmada, medeni duruma
gore SYBDO toplam puani ve egzersiz ve stres yonetimi
alt faktor puanlarn arasinda anlamli farkhlk oldugu
saptanmistir. S6z konusu galismada; evliligin saglikh
yasam bicimi davranislari Gzerine olumlu bir etki
gostermesi, evli olmanin bireye kazandirdigi dizen,
sorumluluk ve sosyal

Ogretmenlerde  yapilan  bir  calismada  kendini
gergeklestirme alt faktor puan ortalamasi sigarayr hig
kullanmamuglarda, egzersiz alt faktor puan ortalamasi ise
sigarayl birakmiglarda anlamli olarak daha yuksektir (8).
Saglik calisanlarinin degerlendirildigi bir arastirmada ise
sigara icmeyenlerin saglikli yasam bigimi davranislarinin
dahaiyioldugu gozlenmistir (5). Universite dgrencilerinde
(19) ve ogretim elemanlarinda yapilan calismalarda
(4) ise alt faktor puanlari ile sigara kullanma durumu
arasinda farklilik bulunmamustir.

Kefeli ve Altay’in (25) galismasinda lise 6grencilerinin
alkol kullanma durumlari ile SYBD arasindaki fark
anlamli iken, ogretim elemanlarini (4) ve hastanede
cahisan hemsireleri (26) konu alan arastirmalarda
anlamli  fark saptanmamistir. Sinif  6gretmenlerinin
kendini gergeklestirme ve egzersiz alt faktorleri ile alkol
kullanmalar arasinda iligki tespit edilmistir (8).

Bu arastirmanin sonucunda,

-Aile hekimleri sinif 6gretmenleri ve imamlarin saglik
davraniglarinin orta diizeyde oldugu tespit edilmistir.
-SYBDO toplam puani ile kendini gerceklestirme, saglik
sorumlulugu, beslenme, kisiler arasi destek ve stres
yonetimi alt faktor puanlan igin aile hekimi olmanin
negatif yonde etkisi oldugu saptanmistir. S6zu edilen
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tim alt faktorlerden alinan puanlar aile hekimleri igin
sinif 6gretmenleri ve imamlara gore anlamli olarak daha
distiktiir.

-Saglik sorumlulugu ve beslenme alt faktor puanlar igin
meslege ek olarak cinsiyetin de anlamli etkisi oldugu
saptanmistir. Erkeklerde saglik sorumlulugu ve beslenme
alt faktor puanlar kadinlara gore anlamli olarak daha
distiktiir.

Bu sonuglar dogrultusunda, aile hekimlerinin saglik
davraniglarinin sinif 6gretmenleri ve imamlara gére daha
dusuk dizeyde olmasinin nedeninin arastirildigi daha
kapsamli arastirmalar yapilmasi, aile hekimleri, sinif
ogretmenleri ve imamlarin mesleki egitim muifredatlarina
saghgl korunmasi ve gelistirilmesi derslerinin eklenmesi
ve eksik veya yanlis olan saglik davranislari tespit edilerek
gereksinimler dogrultusunda hizmet igi egitimlerin
verilmesi onerilmektedir.
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KOAH alevlenme tanisiyla yatirilan hastalarin

ekonomik yiuki ve maliyete etki eden faktorler
The economic burden of patients hospitalized with COPD exacerbation and the

factors affecting costs.

Oz

Amag: Alevlenme nedeni ile hastaneye yatirilan kronik obstriiktif akciger hastalarinin
(KOAH) tedavi maliyetlerinin arastirilmasi amaglandi. Gereg ve Yontemler: KOAH tanili
100 hastanin verileri retrospektif olarak degerlendirildi. Hastane otomasyon sisteminden
verilerine ulagilan hastalarin komorbidite bilgileri hasta dosyalarindan ve epikriz sisteminden
elde edildi.Hastane faturalandirma sisteminden, kullanilan antibiyotigin maliyeti ve toplam
tutan yazildi. Bulgular: Yas ortalamasi 73,7 yil olan hastalarin 69'u erkek, 31'i kadin
idi. Ortalama hastanede kalis siireleri 7,8=6,1 idi. Hastalara kullanilan antibiyotiklerin
ortalama fiyati 208.3% kullanilan tim ilaglarin fiyati 623.3% ve toplam maliyet 1202.2%
olarak belirlendi. Antibiyotik kullanimi, toplam maliyeti anlamli olarak artirdigi (p=0.002),
yatig stresi ile maliyet arasinda pozitif korelasyon oldugu (r: +0.889) ve yasin maliyete
etkisinin olmadig saptand: (r: -0.006). Komorbidite varliginin yatis stiresini ve toplam
maliyeti anlamli sekilde artirdig belirlendi (p<0.05). Sonug : KOAH hastalarinda hastalik
ilerledikge; maliyet, hastaliga ait belirtiler ve komorbiditeler artmaktadir. Bu nedenle
hastaligin erken tanisi, uygun tedavi ile alevlenmelerin engellenmesi ve komorbiditelerin
gelisiminin onlenmesi hasta ve maliyet agisindan 6nemlidir

Anahtar Kelimeler: KOAH, alevlenme, hastane yatis maliyeti, hastanede yatis stiresi

Abstract

Objective: We aimed to evaluate the economic burden of patients hospitalized with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) exacerbations and the factors affecting
cost. Materials and Methods: Data of one hundred COPD patients were assessed
retrospectively. Data of the patients were gathered from hospital automation system and
comorbidity information’s were obtained from patient files and discharge reports. The cost
of medications including antibiotics was obtained from hospital billing system. Results:
Mean age of patients was 73,7 and 69 of patients were male and 31 were female. The
average length of hospital stay was 7,8 6,1 days. The average cost of antibiotic treatment
was 208.3%, average cost of total treatment was 623.3% and total cost of hospitalization
was 1202.2b. Total cost was significantly increased by antibiotic usage (p=0.002). There
was a positive correlation between length of the hospital stay and cost (r: +0.889) and age
was found to have no effect on the cost. Presence of comorbidities significantly increased
length of hospital stay and total cost (p<0.05). Conclusion: In COPD patients as the
disease progress, the costs, symptoms and comorbidities also increase. Because of this,
early diagnosis of the disease, prevention of exacerbations and treatment of comorbidities
are important for disease management and reduction of costs.

Keywords: COPD, exacerbation, hospitalization cost, length of hospital stay
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KOAH alevlenme tanisiyla yatirilan hastalarin ekonomik yiki ve maliyete etki eden faktérler

Giris

Onlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik olan Kronik
Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH), dinya capinda
mortalite ve morbiditenin 6nde gelen bir nedenidir ve
onemli derecede, giderek artan ekonomik ve sosyal
yike neden olmaktadir. Alevlenmeler, KOAH’in total
ekonomik ytkuntin en baytk kismini olusturmaktadir
ve hastaligin siddeti ile maliyet arasinda carpici bir iligki
vardir (1).

Avrupa Birligi'nde; solunum yolu hastaliklari igin yapilan
harcamalar, saglik btgesinin %6’sini olusturmaktadir
ve bunun %56’sindan da, KOAH'In sorumlu oldugu
tahmin edilmektedir. Direk (tani ve tedavi harcamalar)
ve dolayli harcamalar (sakatligin neden oldugu sonuglar)
birlikte hesaplandigi zaman, sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nin KOAH igin 2010 yilinda harcadigi para, 50
milyar dolar olarak hesaplanmistir (2). Amerika Birlesik
Devletleri'nde dogrudan KOAH maliyeti 29.5 milyar
dolar, dolayli maliyetin ise 20.4 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir (3). KOAH alevlenmeleri, dogrudan
maliyetin yaklasik %60’ina neden olmaktadir. KOAH'In
neden oldugu kiresel ekonomik maliyet giinimuzde
2.1 trilyon dolar dtizeyindedir ve bu maliyet 2030 yilina
kadar 4.8 trilyon dolara ulagsmasi beklenmektedir (4).
KOAH'ta komorbiditeler siktir ve prognoza o6nemli
etkileri vardir. Bunlarin arasinda; hipertansiyon (HT),
koroner arter hastaligr (KAH), konjestif kalp yetmezligi
(KKY), diabetes mellitus (DM) ve akciger kanseri sik
olarak gortlmektedir (1).

Bu c¢alismada gogis hastaliklan  klinigi'ne  KOAH
alevlenme tanisi ile yatinlan hastalarda maliyet ve ve
maliyete etki eden faktorler ile ekonomik yiike yol agan
komorbiditelerin Gneminin incelenmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontemler

Ocak 2013 ve Ocak 2014 tarihleri arasinda ilge Devlet
Hastanesi Goglis Hastaliklari Servisi'ne yatirilan 103
KOAH tanili hasta, retrospektif olarak degerlendirildi.
Calisma baslatilmadan izmir Universitesi ‘nden etik kurul
onay! alindi.( 7/Mayis/2015;20015/15) Ayni zamanda
ilimiz Kamu hastaneler birligi ve hastane yonetimlerinden
calisma onayi alindi. Hasta onamlari mevcuttu. Akciger
kanseri ve KOAH tanilari olan 3 hasta, akciger kanserinin
komplikasyonlart nedeniyle yatisi yapildigindan, bu
3 hasta galisma diginda birakildi. Kirk yagin Gzerinde,
GOLD kriterlerine gore FEV1/FVC < % 70 olan KOAH
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tanili hastalar calismaya dahil edildi. KOAH alevlenme
tanisinda ve antibiyotik tedavisi baglama kriteri olarak
Anthonisen kriterleri (balgam miktari, purilansi ve/veya
nefes darliginda artis) kullanildi.(2) Hastalarin verilerine
bilgisayar sisteminden ulagildi, komorbidite bilgileri
hastalarin dosyalarindan ve epikriz sisteminden elde
edildi. Hastane faturalandirma sisteminden, kullanilan
antibiyotigin maliyeti ve toplam tutari yazildi. Hastalarin,
hastanede vyatig suresi kaydedildi. Ek olarak tim
tcretler giincel kur kullanilarak euro (€) ve Amerikan
Dolari ($) olarak da sunuldu (5). Kur degerleri Tirkiye
Cumhuriyeti Merkez Bankasi 02/01/2014 www.tcmb.
gov.tr adresinden alinarak hesaplandi.

Istatistiksel Yontemler: Arastirmada elde edilen veriler,
Statistical Package For Social Sciences (SPSS 15,
Chicago, IL,USA) programinda olusturulan veri tabanina
girildi ve istatistiksel analizler ayni program ile yapildi.
Sinifsal degiskenler frekanslari ve yizdeleri ile sunuldu
ve degiskenler capraz tablolar halinde karsilastirildi.
Bagimsiz gruplar ki-kare test yontemleri ile karsilastirildi.
Surekli degiskenlere ait; ortalama, standart sapma,
medyan, minimum ve maksimum degerleri sunuldu.
Ve bu degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
aragtinldi. Gerek grafiksel arastirma gerekse normallik
testleri ve oOrnek capr goz oniinde bulundurularak,
degiskenlerin  timinde normal dagilima uygunluk
kosullarinin saglanmadig karari verildi. Bu degiskenlere
ait karsilagtirmalarda, non-parametrik yontemler tercih
edildi. Bagimsiz gruplarin karsilastirmalar Mann Whitney
test yontemi ile yapildi. Strekli degiskenler arasindaki
iliskiye non parametrik korelasyon yontemiyle bakildi.
Tum istatistiksel karsilastirma testlerinde 1. tip hata payi
:0.05 olarak belirlendi ve ift yonli olarak test edildi,
"p" degerinin 0.05ten kiictik olmasi durumunda gruplar
arasi fark, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Gogus hastaliklari Servisine KOAH alevlenme tanisi
ile yatirilan yiiz hasta calismaya dahil edildi. Hastalarin
69'u erkek, 31'i kadin hastadan olusmaktaydi ve yas
ortalamasi 73.7 yil idi. Demografik veriler Tablo-1'de
verilmistir (Tablo 1)

Hastalarin tedavisinde kullanilan anibiyotiklerin ortalama
fiyati 208.3% ($95.99, €70.13) kullanilan tiim ilaglarin
fiyati 623.3% ($95.99, €70.13) ve toplam maliyeti
(hastane yatis masraflar) 1202.2% ($554, €404.78)
olarak belirlendi (Tablo 2).
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Tablo-1: Hastalarin demografik verileri ve komorbiditeleri

Degiskenler Tanimlayici
istatistik
Yas (yil) 73.7+7.8
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 69/31
FEV1 (%) 34+12
Yok (n) 42
Hipertansiyon (n) 25
Kalp Yetmezligi (n) 14
Diyabetes Mellitus 18
Komorbiditeler (n)
Koroner Arter 13
Hastaligi (n)
Akciger kanseri (n) 5
Yahg Suresi (gin) 7.8+6.1

Tablo-2: Kullanilan ilaglarin maliyeti ve toplam maliyet

Degiskenler Birim

Antibiyotik maliyeti Tork Lirasi 208.3=167.2
Euro 70.1+£56.2
Dolar 95.9+76.9
ilac toplam maliyeti Tork Lirasi  623.3+770.3
Euro 209.86+259.2
Dolar 287.23+354.8
Toplam maliyet Tork Lirasi  1202.2+1114.5
( Hastane Yatig Masraflar) Euro 404.78+375.1
Dolar 554.00+513.3

Hastalarin 66’sinin tedavisinde antibiyotik kullanilmis,
34’tinde kullaniimamistir. Antibiyotik kullanimi, toplam
maliyeti anlamli olarak artirdigi (p=0.002), yatis stiresi ile
maliyet arasinda pozitif korelasyon oldugu (r: +0.889)
ve yasin maliyete etkisinin olmadigi saptandi (r: -0.006) .
Hastalarin; konjestif kalp yetmezligi, diabetes mellitus,
hipertansiyonve koronerarter hastaligrkomorbitidelerinin
maliyete iliskisine bakildi. Komorbiditesi olanlar ile
olmayanlar arasinda yas ve cinsiyet agisindan fark yoktu
(sirastyla  p=0.676, p=0.424). Komorbidite varlig
toplam maliyeti anlamli derecede artirirken (p=0.0001),
komorbiditesi olanlarda hastanedeki yatis stiresinin daha
uzun sureli oldugu saptandi (p=0.0001).
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KOAH, énemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmasi
yani sira maliyeti ylksek bir hastaliktir ve maliyet,
hastalik ilerledikge, alevlenme gelisimine ve hastaneye
yatis ihtiyacina bagl olarak artmaktadir (13). Bu kadar
yUksek ilag maliyeti olan hastalik igin temel hedeflerden
biri alevlenmeleri 6nlemektir. Alevlenmeler, hem
mortaliteyi hem de hastaneye yeniden vyatis riskini
artirmaktadir (14). KOAH'ta havayolu darhg arttikca,
alevlenme riski artmaktadir (1). Calismamizda hastaneye
yatirilarak tedavi edilen hastalarin biytik cogunlugu evre
4 hastalardan olusmaktaydi.

KOAH'da sistemik inflamasyon basta olmak (zere,
vaskiler degisimler (endotel disfonksiyonu, koagtlopati)
ve ortak etiyolojik nedenlerden dolayr komorbiditeler
sikhkla gortilmektedir. Kardiyovaskler hastaliklar (KAH,
HT, KKY) direk olarak yasam suresini etkilediginden
dolayi, KOAH'ta en o6nemli ve en sk gorilen
komorbiditelerdir (6). Calismamizda komorbiditeler
arasinda, kardiyovaskuler hastaliklar en sik olarak
gortilmekte, bunu DM ve akciger kanseri izlemektedir.
Ball ve ark’nin (7) yaptigi calismada; kardiyopulmoner
hastaligin, KOAH alevlenme tanisiyla hastaneye vyatis
igin bir risk faktori oldugunu gostermislerdir (sans orani:
8.89). KOAH alevlenme tanisiyla hastaneye yatirilan
hastalarda yapilan bir galismada, 18 mg/dl kan glukoz
artiginin, olum  riskini %15 artirdigl saptanmistir (8).
Benzer sekilde diger bir galismada, DM’nin, KOAH
alevlenme tanisiyla yatirilan hastalarda olim riskini
artirdigi (OR:1.93) ve hastanede kalis stresini uzattigi
gosterilmistir (9). Burt ve ark’nin yaptig ¢alismada da,
KOAH'li hastalarda yatis stiresini, kan glukozunda her
bir mmol/l (18mg/dl) igin %10 artirdigini, ortalama kan
glukoz seviyesinin, hastanede yatis stiresiyle direk olarak
iliskili oldugunu gostermislerdir (10). Bizim calismamizda
da, ek hastaligi olan KOAH’li hastalarin, yatis sreleri
anlamli olarak daha uzundu ve maliyeti daha yuksekti.
Sadece; KKY ve DM’si olan hastalarla, komorbiditesi
olmayanlar tek tek karsilastirildiginda; her ikisinde de
sadece antibiyotik maliyeti agisindan fark yoktu (sirasiyla;
0.063, 0.12), total ilag maliyeti ve toplam maliyet anlamli
dizeyde ylksek idi. Kullanilan antibiyotik agisindan
degerlendirildiginde; kalp yetmezligi ve DM'’si olan
hastalarda kullanilan en sik antibiyotik, maliyet agisindan
en disiik olan seftriakson idi 17.8% ($8.2, €5.99)
(moksifloksasin: 38.3% ($17.64, €12.89). Kalp yetmezligi
olanlarla komorbiditesi olmayanlar karsilastirldiginda,
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p degeri anlamli sinira yakin olsa da bunu etkileyen
faktortin kullanilan antibiyotigin etken maddesi oldugu
distinlmastar.

KOAH’ll hastalarda komorbiditeler, ézellikle havayolu
darlig arttikca, mortaliteyi ve hastaneye vyatis riskini
artirmaktadir (11). Yapilan bir galismada; KOAH’l
hastalarda komorbiditenin, direk maliyeti artirdig,
ancak hastanede kalig stiresi tizerine etkisinin olmadig
sonucuna varilmistir (p=0.09) (12). Calismamizda ise;
komorbiditeler hem total maliyeti hem de hastanede
kalig stiresini anlamli sekilde artirdig gosterilmistir.
KOAH alevlenme nedeniyle hastaneye yatirilan 15857
hastanin degerlendirildigi bir calismada, hasta basina
yillik toplam maliyetinin €6725 (19973%, $9204)
oldugu belirlenmistir (15). Amerika’da saghk sigorta
sirketi Uzerinden yuratilen bir galismada; KOAH
tanil hastalarin olmayanlara goére, maliyetin 2.4 kat
daha fazla oldugu belirlenmistir (16). ispanya’da genis
populasyonda yuritilmis prospektif bir galismada;
KOAH'in dogrudan maliyetinin $1876 (4070t , €1370)
oldugu, evre 3 ile evre 1 KOAH'li hastalar maliyet
acisindan kiyaslandiginda, evre 3 lehine yaklagik 2 kat
oldugu gosterilmistir (sirasiyla; 2911, 1484 $;6316,3220
t; 2126,1084 €) (17). Prospektif 413 hastayla yapilmig bir
calismada; yillik kisi basina, evre 1, 2, 3 olan hastalarin
maliyetleri evreyle paralel olarak arttigi saptanmistir
(sirastyla; 1681, 5037, 10812$; 3647,10930,23462%;
1228,3680,7899 €) (18).

Ulkemizde yapilan calismalara bakildiginda; Celdir Emre
ve ark'nin (12) yaptigi calismada total yiikiin 1103t
($508, €371), Ozkaya ve ark’nin (19) yaptigi calismada
718$ (1558%, €524), Hacievliyagil ve ark’nin (20) yaptig
calismada 1336Y ($615, €449), Ornek ve ark’nin (21)
yaptigi calismada 1876% ($864, €631), Varol ve ark'nin
(22) yaptigi calismada ise 1833% ($844, €617) olarak
belirlenmigtir. Bizim calismamizda; 1202.2t ($554,
€404.78) olarak saptanmistir.

Sonug olarak; KOAH 6nemli derecede, giderek artan
ekonomik ve sosyal yike neden olmaktadir. KOAH'li
hastalarda hastalik ilerledikge; maliyet, hastaliga ait
belirtiler ve komorbiditeler artmaktadir. Bundan dolayr;
KOAH'In uygun bir sekilde tani ve tedavisi ile hastaligin
ilerlemesini 6nlemek ve komorbiditeleri uygun bir
sekilde tedavi etmek, hem hasta agisindan hem de
maliyet acisindan 6nemlidir.
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Oz

Periferik arter hastaligi genellikle koroner arter hastaligiyla birliktedir ve bu durumda
bagvuran hastalarda miyokard infarktisti ve 6lim riski 2- 4 kat daha yuksektir. Burada,
sigara igen erkek ve kardiyovaskiler hastalik Oykisti olmayan Leriche sendromu
olgusu sunulmustur. Ozellikle periferik arter hastaligi olan hastalarin koroner by-pass
operasyonlarinda, LIMA grefti kullanilmasi sorunlara yol acabilir. Akut ekstremite iskemi
vakalari LIMA greft kullanimi ile bildirilmistir. LIMA Leriche sendromlu hastalarda énemli
bir kollateral kaynagidir. Bu nedenle; biz postoperatif alt ekstremite dolagimini riske
atmamak icin, koroner bypass ameliyati planlanan Leriche sendromlu hastada LIMA yerine
safen ven greft kullanilmasinin mortaite ve morbiditeyi azaltugini distiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Akut miyokard enfeksiyonu, Leriche sendromu

Abstract

Peripheral arterial disease usually occurs together with coronary disease and patients
presenting this condition have a 2-fold to 4-fold higher risk of experiencing myocardial
infarction and death. We present an unusual case of a Leriche syndrome in a male smoker
and without previous history of cardiovascular disease. In coronary by-pass operations,
using LIMA graft may lead problems especially in patients with peripheral arterial disease.
Cases of acute limb ischemia have been reported with use of LIMA grafts, concluded
that LIMA is an important collateral source in patients with Leriche syndrome. Therefore;
we suggest use of saphenous vein grafts in patients with Leriche syndrome planned to
undergone coronary by-pass surgery instead of LIMA that does not risk post-operative
lower extremity circulation, moreover reduce morbidity- mortality.

Keywords: Acute myocardial infaction; Leriche syndrome

2015:22(4):131-134 131



Alkaya Solmaz ve ark.

Giris

Leriche sendromu; bilateral ana iliak arterlerin
bifurkasyonu hizasinda darlik ya da infrarenal aorta darlig
olarak tanimlanan ve ciddi morbiditeye yol agabilen
bir sendromdur (1). Siklikla koroner arter hastaligi da
bu sendroma eslik ederek mortalite ve morbiditenin
artmasina neden olabilir. Leriche sendromlu hastalarda
sol internal mammarian arter (LIMA), kollateral dallar
aracihgiyla alt ekstremite icin alternatif kan perfizyonu
saglayan damarlardan biridir. Periferik arter hastaligi
olup koroner by-pass igin LIMA grefti kullanilan
hastalarda post-op donemde alt ekstremitede iskemi
meydana gelmektedir (2). Bu olgu daha onceden
bilinen aterosklerotik kalp hastaligi ve aktif sikayeti
olmayan bireyde MI 6n tanisi ile yapilan anjiosunda aort
distalinin tikali olmasi tesaduf eseri tespit edilmis olup
eger buna dikkat edilmemis olsaydi bypass cerrahisi
icin LIMA kullanilacakti ve hastanin ameliyat sonrasi
ciddi komplikasyonlarinin olabilecegini hatirlatmak igin
sunulmustur.

Olgu

Olgu 56 yasinda erkek hasta, daha 6nce bilinen bir
kalp hastaligi yoktu. Hasta sikistirici tarzda gogiis agrisi
sikayeti ile kardiyoloji klinigine basvurdu. Hastanin
bagka ek hastaigi mevcut degildi. Hasta Non ST
miyokardiyal enfarktiis 6n tanisiyla kardiyoloji yogun
bakima yatirildi. Hastanin laboratuvar bulgularinda
Hb:7.7g/dL, Htc:22.2%, WBC:12.4 10" 3/uL, Plt:639
10~ 3/uL, Kreatinin:1.5 mg/dL, Bun:55 mg/dL, Na:133
mmol/L, K:3.6 mmol/L, Ca:9.7 mg/dL, AST:24 U/L,
ALT:8 U/L, EKG: Sinls ritminde V4-6 ve D1 AVL
derivasyonlarinda ST depresyonu mevcut idi. Yapilan
ekokardiyografisinde left ventrikiil diastol diameter
(LVd):45 mm, left ventrikdl sistol diameter (LVs):30 mm,
interventrikiler septum (IVS):12 mm, posterior wall
(PW):11 mm, left atrium (LA):38 mm, aort diameter
(A0):29 mm, ejeksiyon fraksiyonu (EF) viziel: %60, sol
ventrikdl diyastol disfonksiyonu tespit edildi. Hastanin
ilk yatisinda anemi tespit edilmesi lzerine iki Unite
eritrosit stispansiyonu verildi. Hastanin yatigindan dort
giin sonra yapilan anjiyografisinde ana koroner normal,
left anteror desenden (LAD): Proksimal % 80, gelismis
D1 basinda % 90 uzun segment, circumflex (CX):
Plakli gelismis optus marginal (OM) total tikali antegrad
doluyor, right coronary arteria (RCA): Proksimal %
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99 lezyon izlendi. Ayni seansta yapilan aortografide
abdominal aort distalinin tam tikali oldugu igin renal
arter izlenemedi. Kollateraller ile dolum gostermekte ve
sag iliak arter gortintilenemedi (Resim 1-2-3). Koroner
anjiyografi sonucunda koroner bypass karari alinan hasta
koroner bypass yapilmak tzere kalp damar cerrahisine
yatirldi. Hastanin yapilan muayenesinde kalp ve akciger
bulgularinda anormallik saptanmadi. Periferik nabizlar
ise her iki femoral arterden itibaren palpe edilemedi.
Doppler ultrasonografide femoral arterden distale dogru
nabizlarin bifazik olarak alindi, sag ayak bilegi 0.7 ml/
dk, sol ayak bilegi 0.75 ml/dk olarak olguldi. Optimal
kosullar saglandiktan sonra hasta koroner arter baypass
greft cerrahisi uygulanmak Gzere ameliyathaneye alindi.
Rutin EKG, periferik oksijen saturasyonu, invaziv radial
arter monitorizasyonu yapildiktan sonra hastaya 140
mg propofol, 50 mcg remifentanil, 8 mg vecuronyumla
anestezi induksiyonu yapildi. Endotrakeal entlibasyon
yapildiktan sonra remifentanil, vecuronyum inflzyonu
ve sevofluran % 2 konsantrasyonda agildi ve anestezi
idamesi saglandi. Safen ven kullanilarak sag koroner
arter, circumflex optus marginal (Cx OM) dali ve left
anterior desenden (LAD) olmak (zere Ggli koroner
bypass yapildi. Ameliyat stresi (i¢ saat, cross klemp
suresi 30 dakika idi. Hasta 6 mcg/kg dopamin infizyonu
ile yogun bakima gikarildi. Hasta iki gtin yogun bakim,
bes giin serviste takip edildikten sonra, takiplerinde bir
problem olmadan taburcu edildi.

Resim1: Left anterior descending (LAD) lezyonu
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Resim 2: Right coronary arter (RCA) lezyonu

Resim 3: iliak arterler

Tartisma

Leriche sendromu bilateral ana iliak arterlerde
bifurkasyon hizasi darligi ya da infrarenal aorta darlig
olarak tanimlanan periferik bir arter hastaligidir (1).
Tipik semptomlari arasinda kladikasyo, bacakta agri
ve soluklukla birlikte femoral nabizlarin kaybolmasi,
erkeklerde erektil disfonksiyon sayilabilir (3). Leriche
sendromlu hastalarda ana kollateral akim kaynaklari
LIMA, superior ve inferior epigasrik arterlerdir. LIMA'nin
kollateral dallar ile alt ekstremite perflizyonuna
katkisi %50'ye gikabilmektedir (2). Aortadaki darligin
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proksimale dogru uzanmasiyla LIMA’nin  kollateral
perflizyona katkisi dogru orantili olarak artmaktadir.
Bu da LIMA’nin Leriche sendromlu hastalarda ciddi bir
kollateral kaynak oldugunu gostermektedir. Kollateral
akim saglayan LIMA’lar genellikle hipertrofik olup
gaplari 3 mm’nin Ustindedir (4). Koroner bypass
ameliyatlarinda LIMA'nin greft olarak kullanilmasi ayni
zamanda periferik arter hastaligi olan hastalarda sikinti
yaratabilmektedir (5). LIMA kullanilmasi sonrasi akut
ekstremite iskemisi gelisen olgular bildirilmistir (6).
Periferal damar hastaliklari ile koroner arter hastalig
sikhgi genellikle artmaktadir. Bu nedenle koroner bypass
karar verilen hastalarda periferik arter hastaligi (Lerich
sendromu) tetkik edilmelidir. Sol internal mammarian
arter Leriche sendromlu hastalarda alt ekstremite kan
perflizyonunu saglayan alternatif kollateral yollardan
birini  olusturur.  Sayet sendrom  dustnultyorsa
kollateraller agisindan hasta degerlendirilmeli ve 6nemli
bir kollateral olan LIMA bu hastalarda greft olarak tercih
edilmemelidir (1,3). LIMA grefti kullanilmasi sonras
ekstremite kayiplarina kadar giden ciddi sonuclarla
kargilagilabilmektedir  (2). Bizde hastamizda bu
nedenlerden dolay: greft olarak safen veni kullandik.
Sonug olarak LIMA, Leriche sendromlu hastalarda
onemli bir kollateral perflizyon kaynag olup; periferik
arter hastaligindan stiphe edilen yada periferik arter
hastaligi riski olan hastalarda mutlaka alt ekstremite
anjiosu yapilip, yapilacak cerrahi girisimde kullanilacak
anastomoz arterleri degerlendirilmeli, Lerich sendromlu
hastalarda anostomoz igin safen ven kullaniimahdir.
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Yanakta dev keloid olgusu

Oz

Keloid ve hipertrofik skar dokulari, siklikla ciltte yara iyilesmesini takiben gelisen ve
nedeninin gogu kez bilinmedigi asin kollajen doku formasyonudur. Bu dokular, siklikla
piercing, travma, yanik gibi olaylari takiben normal doku-yara sinirinda olusur, spontan
gerileme gostermez ve eksizyon sonrasi tekrarlama orani yiiksektir. Tedaviye yonelik hem
cerrahi hem de cerrahi olmayan teknikler uygulanabilir. Tedavi etkinligini ortaya koymak
igin en az bir yil takip gerekir. Yanakta kitle nedeniyle opere edilen hasta takibe alindi.
Lokalizasyonu ve gorinim ile ilging bulunan olgu tedavi agisindan literatir egliginde
sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Keloid, yanak, kollagen, hipertrofik skar dokusu

Abstract

Keloids and hypertrophic scar tissues result from excessive collagen deposition. The cause
of deposition is not known yet, and it usually develops after healing of a skin injury. These
tissues are frequently formed at the border of normal tissue and wound after traumas like
piercing, burning, etc. They usually do not regress spontaneously and tend to recur after
excision. Treatment methods of keloids include both surgical and nonsurgical methods. At
least one year follow-up period is necessary to fully evaluate the effectiveness of therapy.
The patient underwent surgery on his cheek mass was followed. This case is presented for
its interesting appearance and location with a literature review.

Keywords: Keloid, cheek, collagen, hypertrophic scar tissue
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Introduction

Keloid is an excessive fibrous tissue proliferation
following wound healing and its reason usually can not
be identified. Keloid is a recurrent lesion and generally
doesn’t regress spontaneously. Therefore to prevent
the development is more important than cure. In
treatment; covering dressing, compression, intralesional
corticosteroid, cryotherapy, excision, radiotherapy, laser
therapy, and interferon treatment can be used (1,2).
Hypertrophic scar and keloid are variations of typical
wound healing. A typical wound heals in 6-8 weeks
according to the balance between anabolic and catabolic
processes. At that level the strength of wound tissue is
about 30-40% of normal tissue. During maturation of
the scar, the tension strength of the scar results from
the crosslinking of collagen fibers. At that point the scar
is usually hyperemic. In time it becomes a white, flat
and mature scar. During the healing period it can be an
imbalance between anabolic and catabolic processes.
If more collagens are synthesized, scar tissue begins to
develop in every directions, passes over the skin level,
and becomes hyperemic again. This tissue is called
as keloid or hypertrophic scar (1,2,3). We reported a
case operated due to a giant keloid on her cheek and
followed during one year.

Case Report

During a health screening in Mauritania a 38-year-old
female patient was detected with a mass on her right
cheek about 7 years. The patient was living in a socia-
economically poor area and she had a wound in her
cheek 8 years ago and it began to grow in time. In clinical
examination we detected a painless, mobile, 7x6 cmssized
mass with medium hardness at right angulus mandibula
level and it was covered with a normal black skin (Figure
1). The mass had a smooth surface and a wide stalk.
The mass was excised surgically and antibyotherapy and
dressing was applied in postoperative period (Figure 2).
In one year postoperative observation it was not seen
any recurrence.
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Figure 1. The mass sized 7x6 cm with medium hardness at right
angulus mandibula level and covered with a normal black skin

Figure 2. The picture of the mass excised surgically
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Discussion

Distinctively from normal skin, it contains high
vascularity, high mesenchymal cell density and dense
epidermal layer of cells. It is difficult to distinguish
hypertrophic scar and keloid from each other in the
early phase of formation. Mature lesions are easier
to differentiate clinically. It is important in terms of
histological differentiation that the keloid has large,
dead and aggregated collagenous tissue but the
hypertrophic scar doesn’t (4). Histologically keloids and
hypertrophic scars are seperated from normal scar tissue
as considering high vascularization, high mesenchymal
cell density, inflammatory cell infiltration and thickened
epidermal cell layer. There are activated fibroblast types
in both types, but those seen in keloid lesions are more
inactive. Vascular structures are similar in keloids and
hypertrophic scars. They contain a lot of occluded small
vessels. Differential histological finding is the large,
eosinophilic hyaline-like collagen fibers that are specific
only to keloids and not found in the hypertrophic scars.
This is also known with the name of keloidal collagen.
However, it is not always possible to see this definitive
histological finding. Keloidal collagen can only be
detected in 55% of the keloids (5). Keloid tissue can
be a discomfort reason cosmetically. Generally, there is
no mortality, but placement of some keloids can cause
contractures in the joints and may increase morbidity
leading movement disorders. Keloids and hypertrophic
scars can be painful or pruritic (1,4). Physical (earrings
and piercing applications) and also pathological (acne...
etc) traumas are defined as the primary reasons at keloid
formation (1,2,3). Incidence is more in whites than in
blacks. It is rarely seen in albinos. It is more common in
younger age group and in women than in men due to
the wide using of earrings. However it is approximately
equal in other age groups (2,4). Preliminary of keloids
are common in 10-30 ages. Keloid formation is reduced
in advanced ages. But the increase of the procedure
such as coronary by-pass etc. can cause the formation of
presternal keloids in older ages. Keloids in ear, neck and
abdomen are accompanied with pedicles. Whereas,
the keloids in the chest and extremities are disposed
to grow superficially. The lesions do not contain skin
appendages like hair follicles (4). In Caucasians, keloids
are seen in face (especially in chin and ear lobe),
upper extemities, presternal area, lower extremities
and abdomen with a descending order. In black race,
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keloids are seen in earlobe, face, neck, lower extremity,
chest and abdomen with a descending order (4). There
is not an effective treatment method which can be used
alone for keloids. Location, hugeness, depth, lesion size,
duration are important to determine the treatment type.
Both surgical and non-surgical methods can be used
separately or in combination (6,7).

It is essential to prevent the development of keloids
before the treatment. Fundamentally, it is very important
to behold the surgical techniques, suture all surgical
wounds with minimal tension, pay attention for the
incision not to exceed the joint intervals, follow the skin
folds in chest incisions as much as possible. Covering
bandages, compression, intralesional steroids and
interferon application, radiotherapy and laser treatment
can be regarded among the medical treatment methods
of keloid and hypertrophic scars (1,2).

Covering bandages (dressing); It is used by covering
the scar with a silicone gel dressing. Antikeloidal effect
depends on the spreading and hydration combination
(1,4).

Compression; The decreasing adhesivity of collagen
fibers has been shown with an electron microscopy in
compression applied tissues. In a study, it was reported
that the button compression (sandwich shaped button
application to the earlobe after excision) has been
shown to be prevent the recurrence for 8 months to 4
years (1,4).

Corticotherapy; It precludes the collagen synthesis,
glycosaminoglycan synthesis, inflammatory mediator
production and excessive scar formation as reducing
fibroblast proliferation. Triamcinolone acetonide (TAC) as
a common steroid is applied 10-40 mg/ml intralesionally
for 4-6 weeks. Effective response proportion to the
treatment varies between 50-100% and recurrence
changes between 9-50%. Recurrence is less than 50%
with intralesional TAC application postoperatively after
excision (4,8,9).

Radiotherapy; Using in keloid treatment is controversial.
Despite the studies that has signified the efficacy
and capacity to reduce the recurrence, safety is still
speculative. In a retrospective study, recurrence was
reported as 53% after the superficial X-ray application
in 24 cases who had surgery before. Postoperative
recurrence in patients who underwent interstisial
radiation with Iridium 192 was found as 21%. The
minimum dose should be 12 Gy after the excisional
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surgery (4,8). Intralesional interferon implementation;
Interferon (IF) gamma is a lymphokine that suppresses
the collagen synthesis in vitro and in vivo. IF alpha, beta
and gamma were shown to reduce the production of
collagen I, lll and IV. IF gamma can safely be used 0.05
mg every week up to 10 weeks intralesionally. Common
side effect is the headache (7). Surgical treatments can
be used alone or combined with the adjuvant therapies.
Cryosurgery; Liquid nitrogen application leads to the
formation of intracellular crystals, cell damage and
anoxia of tissues by disrupting the micro-vascularity.
Treatment requires 20-30 days reiteration. Nitrogen
application should be kept short because of the
possibility of depigmentation.

Excision; recurrence rate is reported lower when used
combined with other non-surgical methods (2). Low
recurrence after excision depends on the factors such
as asepsis, nontraumatic technique, low tension of
wounds, correct determining limits of wounds and
good hemostasis (1,4). Different techniques have been
reported for excision. One of these is the core excision
of keloids. The authohors, core excision may be a
new method that does not require adjuvant therapy
(3). Another technique is the keloid filled flap. In this
technique, the skin above the keloid mass is dissected
and separated and the mass is completely removed.
The flap is closed with 6-0 nylon suture. The patients
were chased without giving adjuvant treatments. It is
evaluated as a technique that will be developed due to
the low recurrence rates (2).

Laser therapy; It facilitates a nontraumatic surgery
without blood with cauterization and give a chance to
the ablation of the keloid tissue with a carbondioxide
laser. While the recurrence were 39-92% after the laser
application alone, after the combination with steroid
therapy; relapse was found as 25-74% and recurrence
has been found 45-93% with the Argon laser utilization
(1-4). At least, one year follow up is necessary to assess
the full effectiveness of the keloid that has a very low
rate of spontaneous regression and has a very high rate
of recurrence after treatment period. The support with
protection from infection and steroid therapies are
as necessary as the excision for the patient who was
operated for the formation of keloid at cheek.

In histological examination; epidermis became flattened
and rete ridges were lost. Under epithelia, collagen
tissue was thickened, formed nodular structure and
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eosinophilic stained whorled bundles. In between
fibrotic collagen fibers were found (Figure 3-a). In
Masson trichrome staining collagen and fibrous tissue
were blue-green in color (Figure 3-b).

Figure 3-a. Histologically fibrotic collagen fibers were seen.
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Figure 3-b. Masson trichrome staining collagen and fibrous tissue were
blue-green in color

In approach it is important; to avoid surgical procedures
that may result in keloid formation, to inform patients
about piercings and earrings that may cause keloid
formation, to treat keloid with minimal traumatic
procedures and to inform the patient about high
recurrence risk of keloid.
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Konka bulloza kaynakh fungus topu (micetoma)
Fungal Ball (mycetoma) arise from concha bullosa: A rare Case.

Oz

Konka bulloza pnémotize orta konka olup burun ve paranasal sintslerin en sik rastlanan
varyasyonlarindan biridir. Konka drenajinin veya havalanmasinin bozuldugu durumlarda
gesitli kronik enfeksiyonlari ortaya gikmaktadir. Nazal kavitenin fungus topu oldukga nadir
gortlmektedir. Literatiir aragtirmasinda btigine kadar yayinlanmis 5 olgu bulundu. Bu
yazida konka bulloza icinde fungus topu olan bir olgu sunulmus ve literatiir egliginde
tartigiimgtir.

Anahtar kelimeler: Konka bulloza, fungus topu, migetoma

Abstract

Concha bullosa is pneumatization of the middle turbinate and is one of the most common
variations in the nasal cavity and paranasal sinuses. Various chronic infections emerge
when concha drainage or ventilation is failure. The fungus ball in nasal cavity is seen very
rare. There are reported only five cases previously. In this article, a case of fungus ball in
concha bullosa was presented and discussed within the literature.

Keywords: Concha bullosa, fungus ball, mycetoma.

140 Med J SDU /

* Murat Sahan
** Hamdi Sézen
*  Serhan Derin
***Mehmet Deveer

#*+*Ozgir ilhan Celik

*

Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Kulak Burun
Bogaz AD, Mugla.
Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Enfeksiyon
Hastaliklar AD, Mugla.
** Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Radyoloji AD,
Mugla.
***Mugla Sitki Kogman
Universitesi, Patoloji AD,
Mugla.

Yazisma Adresi:

Yrd. Doc. Dr. Hamdi Sézen

Mugla Sitki Kogman Universitesi,
Enfeksiyon Hastaliklar AD, Mugla.
e-mail: ahmetalisozen@hotmail.com

2015:22(4):140-143



Konka bulloza kaynakh fungus topu (micetomal)

Girig

Fungal sintizitler mikolojik, radyolojik ve kliniginin
destekledigi histopatolojik 6zelliklerine gore invaziv ve
non invaziv olarak ikiye ayrilmaktadirlar. invaziv olanlar
akut fulminan, kronik graniilamat6z ve kronik invaziv
olaraksinflandirilirken non-invazivolanlardaalerjik fungal
sintizit ve fungus topu (mycetoma, aspergilloma) olarak
siniflandinlmaktadir(1,2). Fungus topu ekstramukozal
olarak mantar proliferasyonu ile olusmakta, genellikle
paranazal sintisti tamamen kaplayan tnilateral lezyonlar
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. En sik maksiller sintste
goriilmekte, onu takiben sfenoid, etmoid ve frontal
sintslerde de  olusabilmektedir (3,4). Fungus topu
¢ok nadiren nazal pasaj veya konka bulloza iginde
de gelisebilmektedir. Literatiir taramasi yapildiginda,
4 adet konka bulloza kaynakl, 1 adet nazal pasajda
rinoliti taklit eden, toplam 5 adet yayinlanmis fungal
enfeksiyon olgu sunumu bulduk (3,5,6,7). Biz bu yazida
bir olguda konka bulloza kaynakli fungal enfeksiyonun
klinigini, histopatolojik bulgularini ve tedavisini sunduk
ve literatiir egliginde tartistik.

Olgu

Elliyedi yasinda kadin hasta burun tikanikligi, arasira
koyu renkli burun akintisi, koku alma bozuklugu
(hiposmi, kakosmi) sikayetleri ile polikligimize muracat
etti. Sikayetleri son bir yildir mevcuttu; 6zellikle burun
tikanikhigi ve koku alma bozuklugunda son iki aydir
belirgin artis ifade etmekteydi. Oykiisiinde burun
travmasi, nazal cerrahi, allerjik rinit veya astim, kronik
sintizit, immun yetmezlik sebebi olabilecek diabet,
lenfoproliferatif hastalik veya Wegener’s grantlamatozisi
bulunmamaktaydi. Son bir yil icinde bu sikayetten
dolayr 4 kez antibiyoterapi kullanmis, tedavi sirasinda
akinti azalmig; ancak burun tikanikhg dizelmemis.
Rinoskopik muyanesinde sag orta konkanin nazal pasaji
kapatacak ve alt konkayi baskilayacak kadar hipertrofik
oldugu izlendi. Koranal planda gekilen paranazal sinis
bilgisayarli tomografisinde (PSBT) nazal pasaji oblitere
eden, iceriginde santralinde noddler ve lineer hiperdens
ve cevresinde hipodens alanlari olan, tam olarak
havalanmasi kaybolmus genislemis sag konka bulloza ve
konkanin genislemesine bagli olarak sag maksiller sints
ostiumunda kapalilik, mukozasinda kalinlasma izlendi
(Resim1). Anterior etmoidal sintslerde havalanma
bozuklugu ve septumda sola deviasyon mevcuttu
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Resim 1: Koranal PSBT nazal pasaji oblitere eden, santralinde nodiiler
ve lineer hiperdens alanlari olan, aerasyonu kaybolmus sag konka

bulloza, maksiller sints ostiumunda kapanma.

(Resim2).  Olguya genel anestezi altinda, sag orta
konkanin lateral lamellasi ve igini doseyen mukoza ile
birlikte eksizyonu, anterior etmoidektomi, maksiller
sintis ostium plastisi ve septoplasti uygulandi. Konkanin
icinin sari ve kahverengi sertlesmis materyel ile dolu
oldugu izlendi. Eksize edilen materyal fungal kiiltire ve
histopatolojik incelemeye gonderildi. Fungal kiltirde
Ureme saglanamadi; hematoksilin-eozin ile boyamada
respuratuar tip psodostrafiye kolumnar epitelle doseli
sintis mukozasinda fungal kolonizasyon (Resim 3-H&E
x 100), periyodik-asit siftte ise epiteliyal inflamasyon
icinde duizensiz genis, bos gortintimli, parcalanmamig
fungal hifler (Resim 4-PAS x 400) saptandi. Olgunun
bir yillik takibinde endoskopik muayenede her iki
nazal pasaj agik olarak degerlendirildi ve herhangi bir
enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi.
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Resim 2: Koranal PSBT sag orta konkanin ekspansiyonuna bagli
anterior etmoidal sintislerde havalanma bozuklugu ve septumda sola
deviasyon.

Resim 3: (H&E x 100) Respuratuar tip psddostrafiye kolumnar epitelle

doseli sintis mukozasinda fungal kolonizasyon.
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Resim 4: (PAS x 400) Epitelyal inflamasyon iginde diizensiz genis, bos
gortinimlt, pargalanmamis fungal hifler.

Tartisma

Konka bulloza orta konkanin gelisimsel anatomik bir
varyasyonu olup populasyonda %25-28 oraninda
gortlmektedir (8,9); genellikle burun tikanikligina ve yiz
agrisina; orta meatusu kapatirsa kronik siniizite neden
olabilmektedir (11). Etmoid hiicre havalanmasinin orta
konkaya migrasyonu konkanin pndémotizasyonuna
neden olmaktadir. Eger pnomotize orta konkanin
drenaji bozulursa mukosel, pyosel veya fungus topu gibi
enfeksiyonlarina da rastlanabilmektedir (5,6,7,8).
Fungus topu cogunlukla aspergillus tirleri tarafindan
olusturulmakta (2,10), immun sistemi saglam olan
orta yas Usti olgularda gorilmektedir (7,12). Sinus
ostiumunun tikanmasi mantarlar igin uygun Greme
ortami hazirlasa da, fungus topunun lokalizasyonu ile
alakali patogenez hala agik degildir (3,9,10). Cunku,
galismalar osteomeatal kompleks tikaniklgr ile fungus
topu arasinda bir iliski gdsterememislerdir. Ancak ilging
olarak aspergillozisin diger formlarindan farkli olarak
fungus topu kadinlarda daha yaygindir (10,13). Maksiller
sintis icindeki fungus topu igin gegirilmis dis teavisi (kanal
tedavisi veya dis dolgulari) predispozisyon yaratmaktadir
(3,10). Olgumuzun kadin olmasi disinda fungus topuna
neden olabilecek sistemik ve lokal herhangi bir neden
bulunmamustir,

Fugus topu genellikle yavas ve asemptomatik gelisir.
Burun tikanikhigi, nazal ve postnazal akinti, bas ve
ylz agrisi, koku alma bozukluklari (hiposmi, kakosmi)
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gibi kronik sintzitten farkli olmayan sikayetlere neden
olmaktadir (3-7,10-13). Bu sebelerden dolay: tanilarinda
gecikmeler olabilmektedir. En sik izlenen semptomlar,
bakteriyal stperenfeksiyonlari takiben ortaya cikan,
antibiyoterapi ile baskilanan ve tekrarlayan, postnasal
akinti (gece oksurugl eslik edebilir), bas ve yiiz agrisi ve
kakosmidir (3,10,12). Olgumuzun bu sayilan 6zellikleri
tagimasi dikkat cekicidir.

Fungal sints hastaliklari genellikle intranazal kitle
lezyonlari olusturduklarindan diger patolojik antitelerden
ayrit edilmesi ve radyolojik olarak dogru tanimlanmasi
oldukca 6nemlidir. Sinonazal fungus topu uygun
endoskopik cerrahi ile tamamen tedavi edilebildiginden
hizli ve dogru tanimlama, gereksiz ve gecikmis
tedaviye engel olmaktadir (3,5,6,10,13). Kontrastsiz
PSBT degerlendirmelerinde; tek tarafli sinis iginde,
intralezyoner kalsifiye alanlar iceren hiperattentye
kitle ile cevresindeki mukozal kalinlasmaya bagli
gelisen hipoatteniye yapi fungus topunun radyolojik
ozelliklerindendir (3,12,13). Sintistin kemik duvar yapisi
saglam ve olgularin yarisinda skleroz gortlebilmektedir
(13). intralezyoner kalsifikasyon genellikle olgularin
%70’de bulunmakta, noduler veya lineer yapida olup
%85 oraninda da lezyonun santralinde yerlesmislerdir
(13).  Lezyon, magnetik rezonans goriintilemede ise
T1'de orta, T2'de belirgin hipointenstir, kalsifikasyonlar
T2'de belirgin olarak gortlebilir (12,13). Olgumuzun
endoskopik ve PSBT bulgulari konka bulloza kaynakli
fungus topu (cok nadir gorilse bile) olabilecegini
dastindirmektedir.

Fungus topunun kesin tanisi ameliyattaki makroskopik
bulgular ve histopatolojik goéruntt ile olmaktadir.
Cinka alinan kdltirlerin ancak igte birinde Greme
olusabilmektedir, oysa olgularin %90’nindan fazlasina
histopatolojik olarak tani konabilmektedir (7,10).
PAS veya Grocott metodu ile fungusun morfolojisi
ve invasyonu kolaylikla taninabilmektedir (3,7,10).
Olgumuzun histopatolojik gortnttleri noninvaziv fungus
topu olarak degerlendirilmistir.

Fusgus topunun tedeavisi, lokalizasyonuna gore
endoskopik endonazal cerrahi ile (orta mea antrostomisi,
etmoidektomi, sfenoidetomi, konka bulloza
rezeksiyonu) lezyonun tamamen cikarilmasi ve sinistin
havalanmasinin saglanmasi ile olmaktadir (3-7,10-13).
Bu cerrahi teknikler oldukca glivenli, basarili ve dusiik
komplikasyon oranlarina sahip tedavi yontemleridir.
Noninvaziv fungal sinlzitler peri ve postoperatif
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antifungal tedavi gerektirmemektedir (10). Olgumuz da
endoskopik cerrahi ile tedavi edilmis, antifungal tedavi
eklenmemis ve bir yillik takibinde herhangi bir nikse
rastlanmamustir.

Sonug olarak; konka bulloza kaynakli fungal
enfeksiyonlar ¢ok nadir gortlmekte, intranazal diger
potolojilerle karisabilmektedir. Klinisyen tedaviye cevap
vermeyen uzun stireli kronik rinosintizitlerde ve PSBT'de
tek tarafli radyodens alanlar iceren nasal kitlelerde fungal
enfeksiyon da olabilecegini unutmamalidir.
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Migren patogenezinde oksidatif strese duyarh

TRP kanallarinin rolleri

Role of oxidative stress sensitive TRP channels in pathogenesis of migraine

Oz

Gunumizde dlkemiz nifusunun yaklasik %17’sini etkileyen ve halk arasinda yayginhg
gittikge artan bir hastalik olan migren tek tarafli bas agrisi ile karakterizedir. Viicudumuzda
fizyolojik sartlarda tretilen oksidan ajanlar ile antioksidan molekdiller arasindaki dengenin
oksidan ajanlar lehine kaymasi oksidatif stres durumu olarak ifade edilmektedir ve son
yillarda gerek gevre sartlari ve gerekse elektromanyetik alanlarin artmasi ile bireylerde
oksidatif diizeyleri 6nemli 6lcilerde artmaktadir. Sayisi hizla artan calismalarla oksidatif
stresin migren patofizyolojisinde de temel rol oynayabilecegi iddiali bir sekilde bildirilmistir.
iyon kanallari, hiicre membranina gémiilii ve hiicre canlilig) igin gerekli temel molekdillerin
alig verisinde gorev alan protein yapili unsurlardir. Oksidatif ajanlar TRP iyon kanallarini
uyarabilmekte ve aktivasyon sonucu migren tetikleyicisi néropeptidlerin salinimiyla ataklar
gelisebilmektedir. Bu nedenle bu derlemede oksidatif stresle aktive olabilen TRP iyon
kanallarinin migren patogenezinde etkinligi vurgulanmaya galisilmustir.

Anahtar Kelimeler: Migren, oksidatif stres, TRP kanallari, kalsiyum iyonu (Ca*?)

Abstract

Migraine a disease, which effects about 17 per cent our country population and spread
increasingly among public, characterized with hemicranial head pain. Oxidative stress
status, between antioxidant molecules and oxidant agents balance shift to oxidant
agents which both produced physiological conditions in our body. Recent years, rapidly
growing ambitious studies have been reported that oxidative stress play a basic role
also pathophysiology of migraine. lon channels, built by proteins are embedded in cell
membrane and responsible for exchange essential molecules that require for cell viability.
Oxidative agents can stimulate TRP ion channels and migraine attacks can occur by
releasing migraine trigger neuropeptides result of channel activation. So in this review
emphasized that effectiveness of oxidative stress sensitive TRP channels on pathogenesis
of migraine.

Keywords: Migraine, oxidative stress, TRP channels, calcium ion (Ca*?)
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Migren patogenezinde oksidatif strese duyarli TRP kanallarinin rolleri

Girig

Migren, ataklar halinde seyreden, genelde hemikraniyal
agriyla karakterize edilen nérolojik bir hastaliktir (1).
Turkiye'de bir yillik migren prevalansi %16,4 olarak
bulunmustur (2). Migren hastalarinda; aghk, gurilta,
uyku diizensizligi, yorgunluk, motorlu araglarla seyahat,
kokular, hava durumu, stresor faktorler, fiziksel efor,
i1stk, giines, soguk, gozlerde yorulma, kalabalik, aglama,
sigara igme, ytiksek kan basinci ve menstruasyon ataklari
tetikleyici etkenler arasinda sayilmaktadir (3, 4). Hakkinda
yapilan cok aragtirma olmasina ragmen patogenezinin
net olarak ortaya koyulmasindaki gtgliikler, hastaligin
bir tek mekanizmadan degil, bilakis ataklari birden fazla
baglatici sebebin olabilecegini akla getirmektedir.
Oksidatif stres; hidroksil radikali (OH), stiperoksit radikali
(O,") ve hidrojen peroksit (H,0,) gibi Reaktif Oksijen
Tarlerinin  (ROT) hiicrelerde ve organik molekiiller
lzerinde yaptig tahribat olarak ifade edilmistir (5, 6).
Basli basina mikro diizeyde hticresel ve makro diizeyde
organizmalara zararli olan bu olgu son vyillarda siklikla
birgok hastalikla iliskilendirilir hale gelmistir.

Hemen hemen her fizyolojik olayda gérev alan kalsiyum
iyonu (Ca*?) gegici olarak meydana gelen Ca*? sinyalleri
vasitastyla hiicresel fonksiyonlarini yerine getirir. Ca*?
sinyali de iyon kanallari vasitasiyla hiicre igerisine giris-
ctkis yapan Ca*? iyonlari ya da hicre igi depolardan
Ca*? salinmasi sayesinde gergeklestirilir (7).

Transient Receptor Potential (TRP) kanallan ise, ilk
olarak Drosophila cinsi meyve sineklerinin fotoreseptor
hiicrelerinde varligr tespit edilen, agirlikli olarak Ca*2
gecirgen transmembran iyon kanallaridir (8). Hicre
disi konsantrasyonu, igine oranla yaklasitk 20.000 kat
daha fazla oranda Ca*? ihtiva ettigi gz 6niine alinirsa,
sitozoldeki Ca*? konsantrasyonunun degisimine bagli
olarak agilip kapanan (store-operated) bu kanallardan
iyon gegisinin hicrenin hayatsal fonksiyonlarini yerine
getirmede biyiik 6nem arz eder. TRP iyon kanal dst
ailesi insanlarda, kendi icerisinde spesifik baglanma
bolgelerine gore toplamda 28 alt tip ihtiva eden, alti alt
aileye ayrilir. Bunlar; Ankyrin (TRPA), Vanilloid (TRPV),
Canoncial (TRPC), Melastatin (TRPM), Polycystin
(TRPP), Mucolipin (TRPML)'dir. Her bir alt ailenin
spesifik tanimlayici bolgelerine gore belirlenmig alt
birimlere ayrilir. TRPA alt ailesinin bir, TRPV alt ailesinin
alti, TRPC alt ailesinin yedi, TRPM alt ailesinin sekiz,
TRPP alt ailesinin i¢ ve TRPML alt ailesinin simdiye
kadar kesfedilen g alt birimi mevcuttur (9). Son yillarda
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yapilan calismalarla TRP iyon kanallarinin; apoptozis
(10), kanser (11), diyabet (12) gibi hastaliklarin yani sira;
Alzheimer hastaligi (13) gibi norolojik rahatsizliklarla
baglantisi olabilecegi bildirilmistir. Benzer sekilde agr
ve migrenle iliskisini arastiran galismalara da literattirde
rastlanmaktadir (14-15).

TRP kanallarindan bazi alt tiplerin oksidatif ve
nitrosatif strese duyarli oldugu (Tablo) da goz 6ntnde
bulundurulursa, migren gibi patogenezi netlige
kavusturulamamig hastaliklarin anlasiimasina yeni bir
bakis agisi olabileceginden, bu derlemede migrende
oksidatif strese duyarli TRP kanallarinin rolleri tartisilmasi
amaclanmugtir.

Oksidatif Stres ve Migren

Oksidatif stres, son yillarda birgok hastalikla beraber
kullanilmaya baglanan bir terim haline gelmistir.
Gegtigimiz on yila ait migren ve oksidatif stres iliskisinin
arastirlldigi  cok sayida yayina rastlanir.  Yapilan
calismalar, migrenli hastalarin ataklarindan 6nce ve
takip eden giinlerde oksidatif stres parametrelerinin artig
gosterdigini bildirmektedir (16-18).

Oksidatif strese karsi koyabilen ajanlar, antioksidanlar
olarak adlandiriimaktadir. ROT'un yaptigi tahribata karsi;
detoksifiye edici etkileriyle katalaz (CAT), stperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
enzimler, E, C vitaminleri ve melatonin iyi bilinen baglica
antioksidanlardir. Bunlarin diginda bitkilerde bulunan;
flavonoidler, karotenoidler ile zayif bir antioksidan olan
A vitamini ve bazi eser elementler de antioksidanlar
arasinda sayilir (Sekil 1) (19-21).
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Sekil 1. Huicre igerisinde gesitli antioksidan maddelerin reaktif oksijen
tirleri tizerine etkileri. Solunumla alinan molekiiler oksijen mitokondri
vasitasiyla H,O, ve O, e dontgttrdlir. H,0, en potent radikal olan
OH- iyonuna kolay doniisebilir. L-Arjinin aminoasitinden ttiretilen
nitrik oksit (NO) ile O, reaksiyona girerek ONOO- bilesigi olusur.
Biittin bu ROT’a kargi dengeyi, baslica enzimatik antioksidanlardan
GSH-Px, CAT, SOD dustlenirken, melatonin, vitaminler, NAC gibi
aminoasit tirevleri, GSH gibi peptidler ve antioksidan enzim yapisina

katilan Se gibi elementler saglamaya caliir.

Migren rahatsizhg yasayan hastalardan alinan kan
numuneleri; serum Oxidative Stress Index (OSI), Total
Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS)
analiz sonuglart  kontrol grubuna kiyaslandiginda,
oksidatif/antioksidatif dengenin oksidatif yonde kaydigini
gosteren birden gok calisma sonucuna rastlanir (22-24).
Bir calismada aurasiz migrenli hastalarda (n=75,
55 bayan, 20 erkek) serum TOS seviyeleri saghkl
kontrollerine goére daha yiksek bulunurken, TAS
seviyeleri daha dustk bulunmustur. Dolayisiyla hasta
grubunda oksidatif stres indeksi saglikli gruba gére daha
ylksek ¢iktigi sonucuna varilmistir (22). Oksidatif stres
indikatorlerinden malondialdehid (MDA) seviyelerinin
arastirlldigi baska bir calismada (n=56, 46 bayan,
10 erkek) aurasiz gruba goére aurali olan grupta MDA
seviyelerinin daha fazla oldugu bulunmustur (16).

Oksidatif ve nitrosatif stres parametrelerinin beraber
arastirildigi bir calismada da (n=36, 22 aurasiz, 14 aural);
atak sirasinda platelet MDA, nitrat ve nitrit seviyelerinin
kontrole gore arttigi, atak olmadigi donemlerde ise
gruplar arasi farkin bulunmadigi belirtilmistir (17).

Benzerbir galismada (n=>59, 22 aurali, 37 aurasiz) plazma
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asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve NO seviyelerine
bakilmig, atak esnasinda bu iki parametrenin de kontrol
grubuna kiyasla ytksek oldugu gozlenmistir. Bu galisma
ile oksidatif stresle iliskisi oldugu bilinen ADMA'nin ve
nitrosatif stres faktorlerinin migrende etkili olabilecegi
sonucuna varilmigtir (25).

Antioksidan enzim  aktivitelerinin  migren hastasi
gocuklarda arastirildigi bir galismada da (n=47) agrisiz
donemde alinan kan numunelerinde eritrosit ici GSH-
Px, CAT, SOD aktiviteleri analiz edilmis. Saghkl
kontrollerine kiyaslandiginda, SOD enzim aktivitesinde
anlamli diizeyde fark bulunmazken, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinin daha az oldugu bildirilmistir (26). Bu
galismalarda; migrenli hastalarin gerek atak esnasinda
gerek atak harici periyotta oksidatif stres parametrelerinin
yUkseldigi ve migren patofizyolojisinde bu faktorin
rol oynayabilecegi, tedavide de hedef secilebilecegi
vurgulanmustir.

Karigtk  antioksidan  tedavisinin ~ uygulandigi  bir
arastirmada; L-blokérler, antidepresanlar,
antikonvulsanlar ve hidroksi triptamin (5-HT) reseptor
agonistleri ile sonug alinamamis toplamda 12 aural ve
aurasiz migrenli hastadan, arastirmaya baglamadan 6nce
Migraine Disability Assesement (MIDAS) anketi yapilmig
ve degerler arastirmadan sonra tekrar yapilan ayni
anketle karsilastirilmis. Hastalar 3 ay boyunca gtinluk her
biri 120 mgolan 10 kapsul; igerigi cam kabugu ekstrakti,
60 mg C vitamini ve 30 IU E vitamini karigimi olan
antioksidan formaltnd kullanmis. Stre sonunda, okulda,
is yerinde, sosyal ve ferdi yasantisinda migrenin etkilerini
degerlendiren MIDAS anketini yeniden doldurmuslar,
boylece 3 aylik tedavi periyodunu degerlendiren veriler
elde edilmis. Katilimcilarin ortalama agrili gegirdigi gtin,
44,4'ten 26’ya, MIDAS anketine gore agr siddetine
verdikleri puan ise tedavi 6ncesi donemde 10 lzerinden
7,5 iken, antioksidan karigimi tedavisinden sonra 5,5’e
dustagt  belirtilmistir (27). Katilmci  hasta sayisinin
az olmasi calismanin glvenirligini etkilese de diger
yayinlarin isaret ettikleri tedavi ydnteminin kigtk de olsa
bir adimi olmasindan dolay1 6nemlidir. Bu literattirde,
migren siddeti ve agr sirelerinin antioksidan tedavisi ile
azaltilabilecegini gosteren, bilinen ilk yayindir.

Oksidatif Stres ve TRP Kanallari

TRPkanallarinin kesfinden bu yana, hiicre fonksiyonlarina
iliskin gorevleri ve bazi hastaliklarla baglantilarinin
anlagilmasindan dolayi birgok aragtirmacinin galisma
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Migren patogenezinde oksidatif strese duyarli TRP kanallarinin rolleri

alani haline gelmistir. Oksidatif stresle olan baglarinin
kesfedilmesi de arastirmalarin seyrinde o6nemli yer
tutmustur  (28). Aktivasyonlari hticre iginden veya
digindan tetiklenebilen TRP kanallari, redoks durum
degismelerine duyarlidirlar. Kanal yapisindaki sistein
kalintilarinin; ~ oksidasyon, elektrofilik reaksiyon ve
sulfidrillerin S-nitrozilasyonu ile modifikasyonu redoks
durum degisikligine karsi cevabi saglar. Boylece kanal
aktive/inaktive olur (29). Oksidatif strese duyarli
TRP kanallari Tablo'da gosterilmistir. Alt tipleri dizi
bakimindan birbirine benzemesiyle beraber, hepsinin
degil de kritik 5neme sahip olan néronal dokularda daha
fazla ekspresyona sahip olanlarinin bu 6zelligi daha fazla
dikkat cekmektedir (30, 31).

Tablo. Oksidatif strese duyarli TRP katyon kanal alt tiplerini, kanallari aktive eden

oksidatif stres parametreleri.

TRP
Kanal
alt
ailesi

Oksidatif
stres
parametresi

Referans

Kanal
alt tipi

Duyarlilik

transfekte edilmis Chinese Hamster Ovary (CHO) hiicre
serilerinde H,O, uygulamasiyla aktivasyon saglandigini
fakat transfekte edilmemis CHO hiicrelerinde boyle
bir durumun s6z konusu olmadigini Patch-Clamp
galismalariyla izah etmigler. Ayrica DRG hiicrelerinde
H,O, ile baglatilan hiicre igi Ca*? girigini, Ca** sinyali
analizleriyle gostermislerdir. Trpal-/- farelerde DRG
hiicrelerinde, yabanil tiple kiyaslandiginda, H,O,
uygulamasina kanalin tepkisiz oldugu bildirilmistir (33).
Bessac ve ark. (2008), yaptiklari galismayla, Trpal geni
eksprese eden farelerin DRG hiicrelerinde OCI ve H,0,
ile aktivasyon oldugunu, ancak bu genden yoksun olan
(Trpal-/- double knock-out) farelerde boyle bir etki
gozlenmedigini bildirmiglerdir (34). Takahashi ve ark.
(2008) ve Miyamoto ve ark. (2009) da benzer
sekilde TRPAT kanalinin H,O, ve SNAP ile
aktivasyonuna vurgu yapmuslardir (35, 36).

TRPM2

TRP kanal ailesi tyelerinden oksidatif stresle
iliskisi en cok arastirlmig ve en iyi anlasilmig

A TRPAT Hﬁgz Akfivasyon Ai%gg‘ignvseagik‘(%gggg), olani TRPMZ .kat-yon kanal .alt tipidir.
Peroksinitrit Bessac ve ark. (2008), TRPM2'nin oksidatif stresle aktivasyonu ve

(ONOO) Takahashi ve ark. (2008), hicre igine Ca*? girisi oldugu elektrofizyoloji

Hipoklorit Miyamoto ve ark. (2009) (Patch-Clamp)  calismalaryla  gosterilmistir

(©ch) (37-39). Hiicre icine Ca*? girisi hiicre ici

M TRPM2  HO,  Akfivasyon  Hara ve ark. (2002) faaliyetlerin yerine getirilmesi icin biyiik
Vzgﬁffkevveeqofklf'((223)0052)E' onem arz ederken, girisi saglayan kanal

Kihn ve ark. (2005), fonksiyonlarinda gelisen dtizensizlikler de

Noziroglu ve Lickhoff gesitli  anomalilere sebep olabilmektedir.

[0 TRPM2'nin  aktivasyonu, hem H,O,'nin

V. TRPVI NO Akfivasyon  Yoshida ve ark. (2006), hiicredeki ikincil mesajcilardan ADP  riboz
Miyamoto ve ark. (2009) g rotimini tesvik etmesi ile hem de kanalin

N-terminal kismindaki ADP riboz pirofosfataz

TRPAT enzimini dogrudan uyarmasi sonucu gergeklestigi

TRPAT iyon kanali 6nemini belirten galismalardan birisi
Sawada ve ark. (2008), Dorsal Root Ganglion (DRC) ve
Trpal geni transfekte Human Embryonic Kidney 293
(HEK 293) hiicrelerinde yapilmig ve bu hiicrelerin H,O,
ile uyarimi sonucu hicre igine Ca*? girisi oldugunu,
bunun da sistein kalintilarinin modifikasyonu yoluyla
diizenlendigini 6ne stirmaslerdir (32). Ayrica NO donéri
olan S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP)
uygulamasi ile NO varliginda da transfekte HEK 293
hiicrelerinde aktivasyon olabilecegini gostermislerdir.

Benzer olarak Andersson ve ark. (2008), Trpal geni
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bildirilmektedir (Sekil 2).

ADP riboz, TRPM2'nin ADP riboz pirofosfataz enzimi
ihtiva eden C-terminal ucuna baglanarak aktivasyonunu
saglar ve hiicre icine Ca*? girisi olur (38-40). H,0.lyi
yikimlayan enzim olan CAT sayesinde TRP kanallarindan
hiicre igine Ca*? girisinin dizenlenebilecegi bildirilmistir
(42). Oksidatif stresle TRPM2 aktivasyonu, dolayh
yoldan oldugu gibi Naziroglu ve Luckhoff (2008)'un
bildirdigi gibi dogrudan da olabilmektedir. Oksidatif
stresin,  kanalin  altinci segmentinin  C-terminal
bolgesinde yerlesik ADP riboz pirofosfataz enzimini
dogrudan aktive ederek kanali acilmaya tesvik ettigi




Vi D

Sekil 2. Hiicre igerisine Ca*? girisi mitokondriyi depolarize eder ve
reaktif oksijen driinlerinin daha fazla tretilmesine sebep olur. ADP
riboz tretimi tesvik edilir ve TRPM2'nin N-terminal ucuna baglanan
ADP riboz, kanalin bu boélgesinde yer alan ADP riboz pirofosfataz
enzimi ile katalizlenerek kanal aktivasyonu saglanir. Hiicreye Ca*?
girisi olur. Boylece hiicre igi Ca*? konsantrasyonu [Ca*?]i artmis olur.
Ayrica kanal, H,O,’nin dogrudan ADP riboz pirofosfataz enzimini
uyarmast ile de aktive olur.

gosterilmigtir (41). TRPM2'nin H,O, ile aktivasyonu
sonucu sitozole Ca*? girisinin diizenlenmesinde bazi
antioksidanlarin gorev tstlendigi bulunmustur. Selenyum
(Se), melatonin, N-asetil sistein (NAC), E vitamini gibi
maddeler antioksidan 6zellikleri sayesinde H,O, aracili
TRPM2 aktivasyonuyla hiicreye Ca*? girisini diizenledigi
ve hiicreyi oksidan hasardan korudugu bildirilmistir (43-
46).

TRPV1

TRPVT'in primer aktivatorleri olarak capsaicin (CAP),
proton (H*) ve yuksek sicaklik ( >43°C ) duzeyleri iyi
bilinirken, Yoshida ve ark. (2006) calismasiyla SNAP
ile de aktive olabilecegi gosterilmistir. Ayrica TRPV1'e
uygulanan NO ile H* ve sicakliga olan duyarlihiginin da
artirilabileceginden s6z edilmistir (47). Miyamoto ve ark.
(2009) calismasinda da SNAP ile aktive edilen TRPV1
kanallarindan hcre igine Ca*? girisi Fura-2-AM boyasi
kullanilarak yapilan hucre i¢i Ca*? sinyali analizlerinde
gosterilmistir (36).

Migren ve TRP Kanallari

TRP kanallarindan bazilari agri ile iliskilendirilmesine
ragmen migren ve TRP kanallar (zerine yapilmig
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yayinlar oldukga yenidir. Agr ile baglantisi oldugu
onceki galismalarla gosterilmis olan TRPAT ve TRPVT
kanallarinin migren patogenezinde de yer alabilecegi
tartisilmaktadir.  Evans ve ark. (2012) antimigren
ilaglardan sumatriptanin muhtemel etki mekanizmasinin
TRPVT aracili calcitonin gene related peptide (CCRP)
salinimini engellemesiyle isledigini ve tedavide TRPV1
kanalinin hedef alinmasi gerektigini 6nermislerdir (48,
49). Benemei ve ark. (2013) benzer sekilde migrenin en
onemli tetikleyicisi olan CGRP’nin salinimi oldugunu,
TRPAT’in aktivasyonu ile CGRP saliniminin arttigini
ve buna bagl olarak atak gelistigini belirtmislerdir.
Tedavide TRPAT antagonistlerinin 6nemli olduguna
vurgu yapmislardir (50).

Sonuc¢

Serebrospinal sivi (SSS) toplam antioksidan kapasite (TAK)
analizleri yapilan bir galismada serum TAK dizeylerinde
plazmaya gore farklilik olmadigi saptanmistir. Ayrica
serum antioksidan dizeylerinin  dogrudan  SSS'yi
etkiledigi de belirtilmistir (51).

Serumun SSS'yi etkiledigi bilindigine gore migrenli
hastalarda oksidan dizeylerinin yiksekligi migren
tetiklenmesinde bunun  bir roliniin olup olmadig
sorusunu akla getirmektedir. Oksidan seviyelerinin
yiiksekligi, etkisini aktivasyonu buna bagl oldugu bilinen
iyon kanallariyla gosterdigi dustintilmektedir. Sonug
olarak; migrende iyon kanallarinin etkisi ile CGRP gibi
tetikleyici kabul edilen maddelerin saliniminda kanallarin
rolti oldugu gibi oksdiatif stresle aktive olabilen kanallarin
da migreni baglatic faktorlere aracilik ettigi diistiniilmesi
gerekir. Beyin dokusunda eksprese edilen TRPM2'nin,
literattirde migrenle iliskisinden s6z edilen TRPAT ve
TRPV1 gibi kanallarla birlikte ele alinmasi ve (zerine
arastirmalar yapilmasi bu hipotezi aydinlatici olacaktir.
Biz bu derlememizde, migren patofizyolojisinde simdiye
kadar goz ardi edilmis TRPM2 katyon kanallarinin da
muhtemel etkinligi olabilecegine vurgu yapmak ve
gelecekteki calismalarda TRPM2 katyon kanallarina
agirlik verilmesinin gigir agici sonuglar dogurabilecegini
belirtmek istedik.
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Metotreksat’in karaciger ve bobrekte neden oldugu

hasarda oksidatif stresin roli
The role of oxidative stress in methotrexate-induced
damage in liver and kidney of rats

Oz
Metotreksat (MTX), bazi kanser hastalarinin vazgegilmez ilacidir. Fakat MTX'in olusturdugu llkay Armagan
yan etkiler, doz kisittamasina veya tedavinin sonlandirilmasina géttrebilir bu da hastanin
sag kalimini azaltir. Bu sebeple MTX'in en 6nemli yan etkilerinden olan hepatotoksisite
ve nefrotoksisitenin olusum mekanizmasinin bilinmesi ve buna kargi 6nlemlerin alinmasi
oldukga 6nemlidir. Yapilan birgok galisma ile MTX’in sebep oldugu hepatotoksisite ve
nefrotoksisitede genellikle reaktif oksijen tirleri (ROT)'nin meydana getirdigi oksidatif hasar
sorumlu tutulmustur. Bu nedenle de olusacak bu yan etkilerden korunmak igin antioksidan
ajanlarla birlikte kullaniimasi gerekliligi 6n plana cikmigtir.
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Sileyman Demirel
Universitesi, Tip Fakdltesi,
Histoloji ve Embriyoloji AD,
Isparta.

Abstract

Methotrexate (MTX) is one of the indispensable chemotherapeutic agents for cancer
patients. But, MTX induce some adverse effects such as nephrotoxicity and hepatotoxicity.
Thus cause dose limitations and terminate the cancer therapy. This will cause decrease
in the survival of cancer patients. Hence, we aimed to summarize the MTX’s action
mechanism on hepatotoxicity and nephrotoxicity, which of those are most known adverse
effects of MTX. However, taking precautions in MTX treatment is crucial in chemotherapy.
According to the literatures, reactive oxygen species (ROS) triggered oxidative stress is
responsible in MTX-induced hepatotoxicity and nephrotoxicity. Hence, the MTX treatment
must be accompanied with antioxidants to protect the patients from those adverse effects.
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Girig

Metotreksat (MTX), Dihidrofolat (DHF)'in 4-amino-N10-
metil analogudur (1). MTX'in yapisinda birden fazla metil
grubu vardir ve DHF’taki OH grubu yerine NH, bulunur.

QCLQ

Sekil 1. Metotreksat'in molekdler yapisi (2)

cpuk
T
C—N-CH-COzH

o

Eenasde

Sekil 2. Dihidrofolatin molekdiler yapisi (3)

MTX oral ya da intravendz (iv) yollarla kullanilir. Diistik
dozlarda oral yolla gastrointestinal sistemden tama yakin
absorbe olurken, ytiksek dozlarda gastrointestinal sistem
absorbsiyonu azalacagindan iv yol tercih edilir. MTX'in
oral ve iv uygulanmasi santral sinir sistemi harig iyi doku
dagilimi saglar. MTX'in plevral ya da peritoneal kavite
gibi vicut bosluklarina dagilimi yavastir. Bu nedenle,
plevral efiizyon ya da asit gibi nedenlerle meydana
gelecek genislemeler, ilacin yavas salinimina ve plazma
konsantrasyonunda ki artisa neden olur ve toksisite
bulgular gelisebilir. MTX, plazma proteinlerine %50 gibi
dustk oranda ve zayif bir sekilde baglanir. Stlfonamidler
ve salisilatlar, bu ilagla birlikte verilirse baglanma oranini
azaltirlar ve MTX'in toksisitesini arttirabilirler. MTX
metabolizmasi, insanlarda genellikle minimal dizeydedir
ve karacigerde bir enzimatik sistem araciligiyla major
metaboliti olan 7- hidroksimetotreksata donusir (4).
MTX ve metabolitleri primer olarak bobrekler yoluyla
glomeriiler ve aktif transport kombinasyonu ile olur.
Az bir miktar feges ve safra ile atilim vardir. Bu ylzden
bobrek fonksiyonlar bozuk hastalarda ilacin birikmesi
daha hizlidir. IV uygulama sonrasi ilk 24 saatte ilacin
tama yakini elimine olurken, oral uygulama sonrasi ilk
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24 saatte ilacin az bir kismi elimine olmustur ve takip
eden 5 gln igerisinde eliminasyon tamamlanir.

MTX, bir antineoplastik ilag grubu olan antimetabolitler
grubundandir. Folik asit antimetaboliti olarak etki
gosterir. MTX, Dihidrofolat redtktaz (DHFR) enzimini
geri dontstimli olarak inhibe eder (1) ve Dihidrofolat
(DHF)'in Tetrahidrofolat (THF)'a dontstiimint engeller,
boylece folat antagonisti gibi davranir. MTX, antagonisti
olan folat gibi normal veya timoéral hicrelerde
folilpoliglutamil sentetaz ile 1-4 glutamat gruplarinin
eklenmesiyle  degisiklige  ugrayarak  poliglutamat
turevlerini (MTX-PGs) meydanagetirir (2, 3). MTX-PGs'leri
hiicre iginde tutulur ve DHFR enzimine baglanarak DHF
ile yer degistirir (2, 3). Ayrica MTX- PGs'leri 5,10 metilen
Tetrahidrofolat (THF) rediiktaz, glisinamid ribozil 5 fosfat
formiltransferaz ve aminoimidazol karbokzamid ribozil
5 fosfat formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe
eder. Bu enzimlerdeki inhibisyon parin ve primidin
metabolizmasinda inhibisyonla sonuglanir (2). THF’a
dontisemeden kalan DHF ise dihidrofolatpoliglutamatlar
seklinde hiicrede birikir; kanser hiicresi icinde timidilat
sentetaz ve transformilaz enzimlerinin inhibisyonundan
poliglutamat metabolitleri sorumludur (1). Metabolik
yollardaki bu degisiklikler MTX’in hem tedavi edici hem
de toksik etkilerinden sorumludur (5). THF sentezinin
inhibisyonu, pirimidin timidilat ve purin niikleotidlerinin
biyosentezinin durmasina yol agar. Bu yapitaglarinin
Uretilmemesi  hlcre ¢ogalmasi icin  gerekli olan
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve Ribontikleik asit (RNA)'in
sentezini ve enerji icin gerekli olan Adenozin Trifosfat
(ATP) yapimini inhibe eder (1). MTX, plrin ve pirimidin
inhibitori oldugundan hastalarda imminsupresif ve
antineoplastik olarak kullanilmaktadir (6). MTX, yuksek
dozlarda antiproliferatif olarak kanser tedavisinde
kullanilirken (2, 7), dasik dozda antiinflamatuar ve
immunsapresif etkilerinden dolay refrakter romatoid
artrit, Juvenil Romatoid artrit ve direngli psoriazis
hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir (8, 9).

Antikanser ilaglarla yapilan son zamanlardaki toksisite
cahigmalarinda oksidatif stres (izerinde durulmaktadir.
MTX, bu genis kullanim endikasyonlarina karsin, dzellikle
nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi yan etkilerle
karsimiza gikar ve gelisen bu yan etkilerden genellikle
reaktif oksijen turlerinin (ROT) meydana getirdigi
oksidatif hasar sorumlu tutulmustur (10-15). MTX
kullanimi hticre igi Nikotinamid Adenin Dintikleotid
Fosfat (NADP(H)) seviyelerinin azalmasina sebep olabilir

2015:22(4):151-155



Metotreksat’in karaciger ve bébrekte neden oldugu hasarda oksidatif stresin roli

(16). ROT’a karst 6nemli bir koruyucu ajan olarak bilinen
redikte glutatyonun (GSH) seviyesini koruyan glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan da NADPH kullanilir
(17). Boylece MTX kullanimi ile htcreler ROT’ un
olusturdugu strese karsi koymakta zorlanir. Bu nedenle
MTX toksisitesinden korunmak icin antioksidan ajanlarla
birlikte kullaniimasi gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir.
Hepatotoksisite, MTX tedavisi esnasinda olusan major
komplikasyonlarindandir  (18). MTX'in  olusturdugu
karaciger  hasarinin mekanizmasi  tam  olarak
bilinmemekle birlikte, intraselltiler MTX-PGs birikimi ve
folat azalmasinin sorumlu olabilecegi distintlmektedir
(19). MTX, NAD™* bagimli mitokondrial enzimler olan
piruvat dehidrojenaz, 2-oksogluterat dehidrojenaz,
izositrat dehidrogenaz, malat dehidrogenazi, sitosolik
nikotinamid adenozin difosfat bagiml dehidrojenazi ve
malik enzimi inhibe eder (17). Butiin bu sayilan enzimler
prolifere  hucrelerde, NADPH'nin  ana kaynagini
olustururlar. Bundan dolayr MTX kullanimi hiicre igi
NADPH seviyelerinin azalmasina sebep olabilir (16).
ROT’a karst nemli bir koruyucu ajan olarak bilinen GSH
seviyesini koruyan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
da NADPH kullanilir (17). Boylece, MTX kullanimina
bagli olarak diisen NADP seviyeleri, hepatositleri reaktif
oksijen radikallerine (stiperoksid anyonlari, hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksid ve hipoklorid radikalleri
gibi) karsi duyarlilastiran  glutatyon  seviyelerinin
dismesine ve bu da hepatosit hasarina sebep olur (20).
MTX, hticre iginde poliglutamat formunda tutulur. MTX
kullanimi ile hicre icindeki poliglutamat formunun
miktari artar ve folik asit seviyeleri duser (21). Bu da
hepatosit nekrozuna sebep olur. Bu bilgiler dahilinde
bazi arastirmacilar ise, hepatotoksisitenin sebebi olarak;
NADPH azalmasinin oksidatif strese karsi hepatositlerde
hassasiyet gelistirmesi ya da MTX'in hepatositlerde
uzun vadede birikimi sonucu olusan MTX-poliglutamat
formlarinin olusmasi (10, 21) olarak vurgulamistir.
MTX’in 6nemli yan etkilerinden birisi de renal toksisitedir
(22). MTX'in %90'dan fazlasi bobrekler yoluyla atilir
(23). MTX'in yuksek doz kullanimi sirasinda akut renal
yetmezlik gelisebilir; serum kreatinin (Cr) dlizeyinde artis,
Uremi ve hematuri gelisebilir. Bu ytizden nefrotoksisite,
MTX’in 6nemli yan etkilerindendir (24). Romatoid
artritli hastalarda diisik doz MTX tedavisi sirasinda
da glomertler ve tubuler fonksiyonlarda degisiklik
bildirilmigtir (25, 26). MTX aracili renal toksisitenin
mekanizmalari arasinda reaktif oksijen Grdnlerinin
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gelismesi (14, 24) sayilmaktadir.

Yapilan bir galismada intraperitoneal (ip) MTX uygulanan
siganlarin kaninda, karaciger ve bobrek dokularinda;
myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde artis, glutatyon
seviyelerinde azalma ve Malondialdehid (MDA)
seviyelerinde belirgin artis oldugunu bulmuslardir
(10). Bagka bir calismada, MTX alan siganlarin bobrek
dokularinda Nitrik Oksit (NO) seviyelerinde artigi
bildirmiglerdir (13). Bu nedenle MTX toksisitesinden
korunmak icin antioksidan ajanlarla birlikte kullanmasi
gerekliligi 6ne c¢ikmaktadir. Buna yonelik olarak da,
dokulart MTX harabiyetinden korumak igin antioksidan
ajanlar denenmis ve 6nemli olgtide basarli olunmustur
(10, 27, 28). Ornegin; ratlarda MTX kullanimiyla,
karaciger (Kc) dokularinda MDA ve MPO diizeyleri
artarken thiamin pirofosfat tedavisi ile duzeyler
azalmistir (29). Benzer sekilde yapilan bir galismada,
ratlarda MTX kullanimi ile Kc dokusunda diizeyi artan
MDA ve MPO, Montelukast eklenmesi ile normal
diizeylere gekilmistir (30). Ratlarda MTX kullanimi ile
serumda Tiimér nekroz faktor-L1 (TNF-L) diizeyinde
artma, Kc dokusunda MDA ve MPO diizeylerinde
artma gorultrken, Resveratrol verilerek Kc dokusunda
biyokimyasal diizelme saglanmis (31). Kurkimin ve
tztum gekirdegi ekstresi gibi ajanlarla da, Kc dokusunda
MTX’e bagli gelisen oksidatif hasarin biyokimyasal olarak
duzeltilebildigi gosterilmistir (32, 33). Yakin zamanda
yapilan birlfla||§mada, MTX ile olusturulan Kc hasarinda
kullanilan Ll-karoten, biyokimyasal iyilesme saglamistir
(34). Ratlarda MTX kullanimi ile bobrek dokusunda
MDA diizeylerinde artma, Stperoksid Dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) diizeylerinde azalma,
serumkan Urenitrojeni(BUN),CrveTNF—DdUzeylerinde
saptanmis ve bulgular bir antioksidan olan Pentoksifilin
ile diizeltilmistir (24). Ratlarda MTX kullanimi ile bobrek
dokusunda SOD, Katalaz (CAT), GSH-Px aktivitesindeki
azalma, MDA duzeyindeki artma antioksidan Caffeic
Acid Phenethyl Ester (CAPE) ile diizelmis (27). Ratlarda
MTX aracili oksidatif renal hasar modelinde renal dokuda
MDA ve MPO dizeyleri ile birlikte SOD ve CAT enzim
aktivitelerinde de artis gozlenmis ve N-Asetilsistein (NAC)
ile degerler dustrtlmustar (35). MTX-aracih olusturulan
mitokondriyal oksidatif stresle birlikte azalan GSH-Px
aktivitesinin, [I-lipoik asit ile arttig goriilmiis (36).
Sonugta;  Metotreksat'in  karaciger ve  bobrekte
olusturdugu doku hasarinda oksidatif stresin buytk
rolintin bulundugu ortaya konmustur. Metotreksat
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yaninda antioksidan verilmesinin olumlu sonuglar
dogurdugu kanitlanmistir.  Bundan sonraki asama,
Metotreksat'in  endike oldugu klinik durumlarda
karaciger ve bobrekte olusacak olan oksidatif hasarin
azaltlmasi igin tedavi protokoltne antioksidanlarin da
eklenmesidir.
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