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Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde en sik gorilen ikinci kanser turidur ve kansere bagl 6lim
nedenleri arasinda besinci sirada yer almaktadir. Kemoterapoétikler ve anti-androjenler prostat kanseri
tedavisinde siklikla kullanilan yaklasimlar olmasina karsin kazanilan ila¢ direnci ve gelisen kastrasyona
direng mekanizmalari nedeniyle kullanimlari sinirlanmaktadir. Bu nedenle mevcut tedavilere ait yan etkilerin
giderilmesi ve hali hazirda kullanilan ajanlarin terapétik etkinliklerinin gelistirilebilmesi igin yeni yaklagimlara
olan ihtiya¢ devam etmektedir. Bu ¢calisma kapsaminda, asetilsalisilik asit (ASA) ve salisilik asit (SA)'in tek
basina veya kemoterapiye direngli ¢esitli kanser turlerinin tedavisinde siklikla kullanilan bir anti-mitotik ajan
olan Paklitaksel ile kombine uygulamalarinin prostat kanseri hiicrelerinde katlanmamis protein yaniti (UPR)
sinyalinin PERK Kkolu, otofaji ve apoptotik hiicre 6limud aracilh olasi etki mekanizmalari incelendi.
Bulgularimiz, Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombinasyonunun otofaji mekanizmasini uyardigini ve UPR’nin
PERK kolu aktivasyonu aracili CHOP uyarimina ve apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1 kesimine
neden olarak prostat kanseri hiicrelerinde gigcli anti-kanser etkiler sergiledigini géstermistir. Bu sonuglar,
prostat kanseri tedavisinde ASA ve SA'nin Paklitaksel ile kombinasyonunun Paklitaksel'in anti-kanser
etkinligini gelistirerek etkili bir tedavi yaklasimi sunabilecegini diisiindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Asetilsalisilik asit, Katlanmamis protein yaniti, Salisilik asit, Paklitaksel, Prostat
kanseri, Otofaji
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common type of cancer in men and the fifth leading cause of cancer-related
death worldwide. Although chemotherapeutics and anti-androgens are frequently used approaches in the
treatment of prostate cancer, their use is limited due to acquired drug resistance and developing castration
resistance mechanisms. For this reason, the need for new approaches continues to eliminate the side effects
of existing treatments and to improve the therapeutic efficacy of currently used agents. In the present study, we
investigated the effect of acetylsalicylic acid (ASA) and salicylic acid (SA) alone or their combination with
Paclitaxel which is an anti-mitotic agent frequently used in the treatment of various chemotherapy-resistant
cancer types, on the PERK branch of unfolded protein response (UPR) signaling, autophagy and apoptotic cell
death in prostate cancer cells. Our findings showed that the combination of Paclitaxel with ASA and SA has
strong anti-cancer effects on prostate cancer cells by inducing autophagy, causing CHOP stimulation via the
PERK arm of the UPR and activating apoptotic proteins caspase-3 and PARP-1. These results suggest that the
combination of ASA and SA with Paclitaxel may offer an effective treatment approach by improving the anti-
cancer efficacy of Paclitaxel in the treatment of prostate cancer.

Keywords: Apoptosis, Acetylsalicylic acid, Unfolded Protein Response, Salicylic acid, Paclitaxel,
Prostate cancer, Autophagy
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1. Giris

Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik gortlen ikinci kanser tiru
olup, kansere bagl 6lim nedenleri arasinda besinci sirada yer almaktadir [1]. 2023 yilinda yaklasik
288.300 yeni prostat kanseri vakasi tespit edilecegi ve 34.700 kisinin prostat kanseri nedeniyle yasamini
yitirecegi distnulmektedir [2] Genetik yatkinlik basta olmak Uizere, aile dykusu, irk/etnik kdken, bireysel
ve cevresel faktérler hastaligin epidemiyolojisinde énemli rollere sahiptir [3]. Tanidan sonraki 5 vyil
icerisinde prostat kanserli hastalarin %10 ile %20’sinde kastrasyona direncli prostat kanserine
doénlistimin gergeklesebildigi bilinmektedir [4]. Uzun yillardir kullanilmakta olan tibbi veya cerrahi
kastrasyon yollari aracili strdirilen androjen yoksunlugu tedavisi (ADT), metastatik prostat kanserinin
birincil tedavisi olmustur, fakat hastalarda gelisen kastrasyon direnci tedavinin etkinligini biylk oranda
kisitlamaktadir [5]. Bu sebeple glinimuzde prostat kanseri tedavisinde kullaniimakta olan kemoterapétik
aracili ya da hormonal tedavi yaklasimlarinin etkinligini destekleyen yeni tedavi ydntemlerinin
arastirilmasina ve karsinogenez surecinin molekiler mekanizmalarini segici olarak hedefleyen gicli
tedavi yaklagimlarinin gelistiriimesine olan ihtiyac devam etmektedir.

Aspirin®in birincil metaboliti olan salisilik asit (SA), antik ¢ag dénemlerinden beri agri, ates ve
iltihaplanma igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Salisin metabolizmasindan tiretilen SA veya o-
hidroksibenzoik asit, akne tedavilerinde kullanilan steroid olmayan anti-inflamatuar etkileri ile
bilinmektedir [6]. Kimyasal olarak SA, aromatik bir halka, bir hidroksil grubu ve diger fonksiyonel tiirevleri
olan genis bir fenolik bilesik grubuna aittir. SA turevleri kozmetik, gida endustrilerinden farmasotik
urinlere kadar gesitli alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir [7]. Asetilsalisilik asit (ASA) ve SA gibi
nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarin (NSAID’ler) kalin bagirsak kanserinde [8] ve insan akciger
adenokarsinomunda [9] apoptozisi indikledigi bildiriimistir. SA'nin etki mekanizmalar siklooksijenaz-2
(COX-2, cyclooxygenase-2) enzimini hedeflemeyi, DNA onarimini ve timor protein 53 (TP53, tumor
protein 53), siklin bagimh kinaz 1 (CDKN1, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) ve Bcl-2-iligkili X
protein (BAX, Bcl-2-associated X protein) gibi timoér baskilayici genlerin yukari dizenlenmesini
kapsamaktadir [10].
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ASA ve salisin 6n ilacini igeren s6gut agacinin ozleri, eski Misirlilar tarafindan vicut spazmlarini
gidermek igin kullaniimigtir [11]. Daha sonra SA’ya asetil grubu eklenerek asetilsalisilat tozu
sentezlenmistir. Glinimuzde yaygin olarak kullanilan ilaglardan biri olan Aspirin® (asetilsalisilik asit) ve
diger NSAID'ler, etkili dozlarda COX enzimlerini inhibe ederek arasidonik asidin prostanoidlere
doénidsimind bloke eder [12]. ASA’nin kanserli hiicreler Gizerindeki etkisininde diger NSAID'lere benzer
oldugu dusuniimektedir [13]. Ayrica ASA'nin kanser hicreleri Uzerindeki baskilayici etkisiyle iligkili
trombosit-tumor hicre etkilesiminin azalmasi, sitokinlerin, kemokinlerin, pro-anjiyojenik ve buyime
faktorlerinin trombosit saliniminin azaltiimasi gibi olasi mekanizmalar 6ne sUrulmustir [14]. Ancak
glinidmuzde halen daha ASA’nin karsinogenez Uuzerindeki etki mekanizmasi henliz tam olarak
anlasilamamistir.

Paklitaksel (Taxol®), Taxus brevifolia'nin kabugunda ve ignelerinde dogal olarak uretilen trisiklik halkaya
sahip lipolifik bir diterpenoid bilesigidir. ilk olarak 1963 yilinda, Wani ve Wall tarafindan Pasifik porsuk
agaci kabugundan ham 6zt olarak elde edilmistir [15,16]. Paklitaksel kanser hlcrelerinde antimitotik
etki sergileyerek apoptozu uyarmaktadir [17]. Klinik deneylerde kullanilan ilk taksan sinifi ilag olmasiyla
birlikte 6zellikle kemoterapiye direng gdsteren birgok kanser tlriintin tedavisinde siklikla kullanilan bir
kemoterap6tik ajandir [18]. Ancak timor hicrelerinde henliz mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamis taksanlara karsi gelisen direng nedeniyle kullanimlari sinirlanabilmektedir. Bu nedenle
prostat kanseri basta olmak Uzere kanser tedavilerinde yasam kalitesinin iyilestirimesi ve bu yan
etkilerin giderilmesi amaciyla yeni anti-kanser bilesiklerin kesfi veya mevcut bilesiklerin sinerijistik
etkilerinin arastiriimasi oldukga énemlidir [19].

Otofaji memeli hucrelerinde ileri dizeyde korunmus karmasik fizyolojik mekanizmalardan biridir. Otofaji
cift membranla sariimis keselerin lizozom ile fizyonu aracili olarak yanls katlanmis ve kimelenmis
proteinlerin, hiicrelerdeki hasarli organellerin, ribozomlarin ve hicre i¢i patojenlerin yikimindan sorumlu
olan hucresel homeostazisin korunmasinda kritik dGneme sahip sofistike bir molekuler mekanizmadir
[20]. Bununla birlikte hicrelerde seyreden bazal otofajinin kontroliiniin bozulmasina bagh olarak
apoptotik olmayan bir hiicre 6lim mekanizmasi olarakta ¢alisabilmektedir [21]. Bu nedenle hicrelerdeki
otofajik aktivitenin hassas bir sekilde regtile edilmesi oldukga énemlidir. Yapilan ¢alismalar otofajinin
otoimmun hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari, enfeksiyon ve kanser gibi ¢cok
sayidaki hastaliin patofizyolojisinde énemli rollere sahip oldugunu ortaya koymustur [22,23].

TUmor hdcrelerinin blydmelerinde ve adaptasyonunda otofajinin énemli roli oldugu bilinmektedir.
Ancak otofajinin kanserin asamalarina bagl olarak timor-baskilayici veya timor-destekleyici olarak ikili
bir rol oynadigina dair belirsizlik devam etmektedir ve karsinogenez surecindeki kesin mekanizmasi
henliz tam olarak anlasilamamistir [24]. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan birgok ajanin hiicrelerdeki
otofajiyi dogrudan etkiledigi ginimuzde artik daha iyi anlasiimistir [25,26]. Bununla birlikte otofaji
kemoterapdétik ajanlara karsl sag kalim ve direng kazanimi mekanizmasi olarak galisabilmesine karsin
otofaji aracili hiicre 6lim mekanizmasi olarak antikanser ilaglarinin etkinligine katkida da bulunmaktadir.
Bu nedenle terapotik yaklasimlarda otofajinin hedeflenmesi ilag direncinin asiimasi ve antikanser
tedavilerin terapdétik yararlanimlarinin gelistiriimesi icin umut verici bir yaklagim olarak énerilmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, transportu ve katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, kalsiyum
homeostazi gibi 6nemli hiicresel surecleri dizenleyen multi-fonksiyonel bir organeldir [27]. Hicresel
gereksinimlere bagl olarak ER’'nin kapasitesinin yetersiz kalmasi ya da ER icersinde devam eden
mekanizmalarin aksamasi ER stresi olarak ifade edilen sureci tetiklemektedir. Hiicreler ER’nin fizyolojik
gereksinimlere optimum cevap verebilmesi igin katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak ifade edilen ileri
duzeyde regiile edilen sinyal mekanizmasini aktive etmektedir. UPR, yilksek diizeyde protein sentezi
ve katlama kapasitesi ihtiyaci gibi asirn metabolik faaliyetler altinda 6karyotik hiicrelerin yeniden
programlanmasinda dnemli bir rol oynar [28]. Ayrica kanser hicreleri icin bir sag kalim mekanizmasi
gibi calisabilmekle birlikte ila¢ direnci gelisimi ile iligkili oldugu da bilinmektedir. UPR sinyalizasyonu ER
membraninda lokalize ¢ transmembran proteini olan inositol gerektiren kinaz 1 alfa (IRE1q, inositol
requiring protein-1a), aktive edici transkripsiyon faktérii (ATF6, activating transcription factor-6) ve
protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK, PKR-like ER kinase) tarafindan diizenlenir [29]. UPR
hiicreler igin bir sag kalim mekanizmasi olarak galisabilmesine karsin UPR sinyalinin uzun sureli uyarimi
altindaki hicrelerde programlanmis hiicre 6limunin indiklenebildigi bilinmektedir [30].

Bu galismada, uzun yillardir agnli hastaliklarin tedavisinde sikga kullanilan ve anti-inflamatuar etkileri

oldugu bilinen SA ve ASA bilesikleri ile yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri olan
Paklitaksel’in birlikte kullaniminin prostat kanseri hiicrelerinde otofaji, ER stresi ve hiicre 6limu ile ilgili
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proteinler Gzerindeki olasi sinerjistik etkisinin arastirilamasi hedeflenmistir. In vitro deneme sonuglarimiz
ASA ve SA'nin Paklitaksel ile es uygulamasinin sinerjistik etkiler sergileyerek Paklitaksel'in prostat
kanseri hiicreleri Uzerindeki anti-kanser etkilerini gelistirebilecegini 6nermektedir.

2. Materyal ve Metot

Materyaller: Asetilsalisilik asit (#A5376) ve salisilik asit (#105910) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edildi. Paklitaksel (sc-201439) Santacruz Biotechnology, Bafilomycin Al (#54645) ve Staurosporin
(#9953) Cell Signaling Technology firmasindan satin alindi. Calismalarda kullanilan hicre kultir plastik
malzemeleri Sarstedt firmasindan temin edildi. Paklitaksel, asetilsalisilik asit ve salisilik asit Biological
Industries firmasindan temin edilen steril hiicre kiltlrl grade H20’da ¢dzllerek hazirlandi. Bafilomycin
Al ve Staurosporin SERVA firmasindan temin edilen molekdler biyoloji grade dimetil stlfoksit (DMSQO)
icerisinde ¢6zUndurulerek hazirlandi. Hicrelere uygulanan DMSO icgerigi %0.05’i gegmedi.

Hucre Kiultlurd: Calismalarda kullanilan insan epitelyal prostat karsinoma hicre hatti olan LNCaP
hicreleri American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edildi. Kiiltir galismalarinda kullanilan
fetal sigir serumu (FBS), Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640) besi ortami ve hiicrelerin
bldylmeleri igin gereksinim duyulan diger yardimci malzemeler Capricorn Scientific'ten satin alindi.
Hicreler %10 FBS ve 2 mM L-glutamin iceren RPMI1640 besi yeri icerisinde konvansiyonel hiicre
kaltarG sartlari olan 37 °C ve %5 CO:2 bulunan hiicre kiltird inkiibatérinde kultire edildi. Duzenli
araliklarla hlcrelerin mikoplazma icermedigi EZ-PCR™ Mikoplazma Tespit Kiti (Biological Industries)
kullanilarak dogrulandi.

immiinoblotlama: immiinoblotlama calismalari daha 6nceki calismalarimizda rapor edildigi gibi
gergeklestiriimistir ~ [31]. LNCaP  hicreleri %1 memeli  proteaz  inhibitérii  iceren
radyoimmiinopresipitasyon testi (RIPA) tamponu ile lizatlandi. Ornekler 4 °C'de 20 dakika boyunca
14.000 r.p.m'de santrif{j edildi ve siipernatant kullaniimak (izere saklandi. izole edilen proteinlerin total
protein iceriginin belilenmesi amaciyla bikinkoninik asit (BCA) (Takara) protein tahlil yontemi kullanildi.
Calismalarda 25-30 ug protein 6rnegi kullanildi. Protein érnekleri 4x Laemmli tamponu igerisinde 95
°C’de 5 dakika isitilarak denatiire edildi. Ornekler hazirlanan sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) jeline yiklenerek 2 saat sure ile elektroforez islemine tabi tutuldu. Takiben
protein érnekleri poliviniliden difloriir (PVDF) (Bio-Rad) membranina transfer edildi. Bu islem sonrasinda
membran sirasiyla bloklama, birincil antikor uygulanmasi, yikama islemi, HRP-konjuge ikincil antikor
uygulanmasi, yikama islemi ve kemiluminesans goériintiileme islemlerine tabi tutuldu. Protein bantlarinin
gorlntilenmesi icin Clarity™ Western ECL substrat (Bio-Rad) sollisyonu kullanildi ve protein bantlar
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) sisteminde goérinttlendi.

imminoblotlama calismalarinda kullanilan monoklonal tavsan anti-LC3-I/Il (#12741)(1:2000), anti-Atg5
(#12994)(1:2000), poliklonal tavsan anti-p62/SQSTM1(#5114)(1:2500), anti-elF2a (#9722)(1:3000),
anti-phospho (Ser51)-elF2a (#9721)(1:3000) ve fare monoklonal anti-CHOP (#2895)(1:2000) primer
antikorlari Cell Signaling firmasindan temin edildi. Tavsan poliklonal anti-PERK (#24390-1-AP)(1:2500),
anti-Caspase 3 (#19677-1-AP)(1:1000) ve anti-PARP-1 (#13371-1-AP)(1:1500) antikorlari Proteintech
firmasindan saglandi. Fare monoklonal anti-beta-actin (#A5316)(1:10000) antikoru Sigma-Aldrich
firmasindan temin edildi.

3. Bulgular

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hucrelerinde Otofajiyi
Indukler

Calismamiz kapsaminda kullanilan Paklitaksel, ASA ve SA dozlar literatlir taramalari sonrasinda
hiicreler izerinde belirlenen ICso doz degerlerine gére segilmistir [32-34]. ilk olarak Paklitaksel'in tek
basina ve ASA/SA ile kombine tedavisinin otofaji Uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
immunoblotlama galismalari gergeklestirildi. Bu kapsamda, LNCaP hucrelerine 24 saat sure ile 0.1 ve 1
mM konsantrasyonlarinda ASA ve SA, 10 nM Paklitaksel ve ASA, SA ve Paklitaksel'in kombinasyonlari
uygulandi (Sekil 1a, b). Otofaji ile iligkili Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-l/Il protein ifade diizeyleri incelendi
[35]. Yalniz bagina Paklitaksel uygulamasi Atg5 ve LC3-II diizeylerini kontrol grubuna kiyasla arttirdi.
Buna karsin p62/SQSTM1 dizeyleri Paklitaksel uygulamasina bagl olarak kontrol grubuna kiyasla
azaldi. SA ve ASA uygulamalarinin doz bagimli olarak Atg5 dizeylerini azalttigi belirlendi. LC3-1l ve
p62/SQSTM1 diizeylerinin ise ASA ve SA uygulamalarina baglh olarak arttigi saptandi. ASA ve SA'nin
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Paklitaksel ile es uygulamasi Atg5 ve LC3-II diizeylerini arttirirken p62/SQSTM1 diizeylerinde azalmaya
neden oldugu belidendi (Sekil 1a, b). Bu deney sisteminde bafilomisin A1 (BafA1) otofajik
inhibisyonunun pozitif kontroli olarak kullaniimistir [35]. Beklendigi gibi BafA1 uygulamasi LC3-l ve
Ozellikle LC3-1l ifade diizeylerinde ve p62/SQSTM1 diizeylerinde artisa neden oldugu belirlendi. Toplu
olarak bu sonuglar Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine uygulamasinin Atg5 dizeyini ve LC3
dénusumUnu artirarak ve bir otofajik substrat proteini olan p62/SQSTM1 duzeylerini azaltarak otofajiyi
hizlandirdi§ini géstermistir.
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Sekil 1. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin otofaji Gizerine olan etkisinin
incelenmesi. LNCaP hiicrelerine 24 saat sure ile 0.1mM ve 1mM konsantrasyonlarinda salisilik asit ve asetilsalisilik
asit, 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalari gerceklestirildi. 1uM
bafilomisin A1 otofaji inhibitéri olarak kullanildi. Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-I/ll protein dlzeylerindeki degisimler
immunoblotlama ¢alismalari ile incelendi. Beta-aktin yukleme kontroli olarak kullanildi.

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hducrelerinde
Katlanmamis Protein Yaniti Sinyalinin PERK Kolunu Uyarir

Paklitaksel’'in SA ve ASA ile kombine uygulamasinin UPR sinyali Gzerindeki etkisini test etmek amaciyla
PERK proteini ve UPR'nin PERK kolunun asagi efektori olan ve UPR indiksiyonu altinda serin 51
pozisyonundan fosforilasyona ugradidi bilinen elF2a (eukaryotic initiation factor 2a) diizeyi ve bu akisin
devamindaki efektor proteini olan CHOP (C/EBP Homologous Protein) protein diizeylerine olan etkisini
immunoblotlama ile inceledik (Sekil 2a, b). Tek basina Paklitaksel tedavisi kontrol grubuna kiyasla PERK
ve p(Ser51)-elF2a dizeylerini arttirdidi belirlendi. Yalnizca SA ve ASA uygulamalarinin da PERK ve
p(Ser51)-elF2a dizeylerini arttirdigi saptandi. Paklitaksel'in SA ve ASA ile es uygulamasinin p(Ser51)-
elF2a dizeylerini yalnizca Paklitaksel, SA ve ASA uygulamalarina kiyasla doz bagimli olarak daha
glglu bir sekilde arttirdidi belirlendi. Total elF2a dizeylerinde ise belirgin bir degisim olmadidi saptandi.
CHOP protein duzeylerinin ASA ve SA uygulamasina bagl olarak etkilenmedigi Paklitaksel uygulamasi
ile arttig1 gézlendi. ASA ve SA’'nin Paklitaksel ile es uygulamasinin Paklitaksel'in neden oldugu artan
CHOP duzeylerini guglendirdigi belirlendi (Sekil 2a, b). Bu sonuglar Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine
uygulamasinin UPR’nin PERK kolunu es bir sekilde uyararak artan CHOP protein ifade diizeylerine
neden oldugunu gostermistir.
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Sekil 2. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin UPR’nin PERK kolu Gzerine olan
etkisinin incelenmesi. LNCaP hicrelerine 24 saat sure ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik asit ve
asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalar
gercgeklestirildi. PERK, elF2a, p(Ser51)-elF2a ve CHOP protein dlzeylerindeki degisimler immiinoblotlama
calismalari ile incelendi. Beta-aktin yikleme kontroli olarak kullanildi.

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hucrelerinde
Apoptotik Hiicre Olimii ile lligkili Protein Duzeylerini Arttirir

Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine uygulamasinin LNCaP hicrelerinde apoptotik hiicre 6limiu tzerine
olan etkisini degerlendirmek amaciyla kesime ugramamis poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1, poly
[ADP-ribose] polymerase 1) (110kDa) ve kaspaz-3 (33kDa) ile bunlarin kesim drtnlerinin (PARP-1 icin
89kDa, kaspaz-3 icin 19, 17kDa) protein diizeyleri immunoblotlama ¢alismalari ile incelendi (Sekil 3a,
b). Bu galismalarda 1uM staurosporin PARP-1 ve kaspaz-3 kesimini uyaran pozitif kontrol olarak
kullanildi. Beklendigi gibi staurosporin uygulamasi PARP-1 ve kaspaz-3 kesim Uriinlerinin olusumunu
uyardi. Yalnizca Paklitaksel uygulamasinin PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu uyardidi belirlendi
(Sekil 3a, b). ASA ve SA uygulamalarinin yalnizca 1mM uygulama dozlarinda PARP-1 ve kaspaz-3
kesim Urtnlerinin olusumunu uyardidi belirlendi. Yalnizca Paklitaksel uygulamasi PARP-1 ve kaspaz-3
kesim Urlnlerinin olusumunu uyardi. Paklitaksel, ASA ve SA ile es uygulamasinin sinerjistik etki
goOstererek PARP-1 ve kaspaz-3 kesimlerini doz-bagimli olarak yalnizca Paklitaksel veya ASA ve SA
uygulamalarina kiyasla daha guglu dizeyde uyardigi belirlendi (Sekil 3a, b).
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Sekil 3. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin kaspaz-3 ve PARP-1 kesimi
Uizerine olan etkisinin incelenmesi. LNCaP hiicrelerine 24 saat sire ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik
asit ve asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalari
gergeklestirildi. 1uM staurosporin apoptotik uyarici olarak kullanildi. PARP-1 ve kaspaz-3 protein duizeylerindeki
degisimler immunoblotlama galismalari ile incelendi. Beta-aktin yikleme kontroll olarak kullanildi.
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Sekil 4. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin etki mekanizmasinin gosterimi.

4. Tartisma ve Sonug

Duinya genelinde erkeklerde en sik teshis edilen malignitelerden biri olan prostat kanserinin dnlenmesi
ve tedavi edilebilmesine yénelik ¢cok sayida hedefli tedavi gelistiriimistir. Ancak kemoterapétiklerin ya da
siklikla kullanilan anti-androjenlerin prostat kanseri progresyonu lzerinde kisith 6lglide basari sagladigi
bilinmektedir [36]. Prostat kanserinin molekiler patogenezinde pro-inflamatuar sinyal mekanizmalarinda
yer alan gen ve proteinlerdeki degisikliklerin Snemli oldugu ortaya konulmustur [37]. Elde edilen bulgular,
inflamatuar mekanizmalarin da prostat kanseri gelisiminde rol oynayabilecegini géstermistir. Yapilan
calismalar, SA, ASA ve diger NSAID’lerin prostat kanseri riskini azaltabilecegini gostermistir [38,39].

Trombositler, homeostazin surdurilimesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir ve son kanitlar, kanser
progresyonunda da dnemli olduklarini gostermistir. Ayrica, son yillarda aspirin bazli kemoterapétikler
icin klinik 6neriler olusturulmustur [40]. Aspirin® olarakta bilinen ASA, analjezik, antipiretik 6zellikleri ile
kardiyovaskdler profilaksi icin en sik kullanilan anti-platelet ajanlardan biridir [41,42]. In vitro ¢alismalar,
trombositlerin kanser hiicrelerinde c-Myc dahil onkojenik proteinlerin asagi dizenlenmesinin ASA’'ya
duyarl oldugunu ortaya koymustur [14]. Ayrica, malign timoér mikro ¢evresinde COX-1 ve COX-2
ekspresyonunun yuksek oldugu ve bunun pro-inflamatuar ve apoptotik belirte¢ diizeyleriyle iligkili oldugu
gOsterilmistir [43,44]. Bunun yani sira artan COX-2 ekspresyonlari bas-boyun, pankreas, akciger, meme
ve kolon kanseri gibi birgok kanser turinde goérilmustur [42]. SA, anti-inflamatuar tedavide iyi bilinen
farmakolojik bir etkiye sahiptir [46]. ASA ve SA uzun yillardir gesitli hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilan ve kanser hucreleri Gzerinde de 6nemli etkileri olabilecegi dusunulen bilesikler olmasina
ragmen prostat kanseri Uzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir [47].

Paklitaksel antimitotik ilaclar olarak da bilinen mitoz inhibitérleri sinifindandir. Mitoz inhibitérleri hiicre
bélinmesi surecinde olan hucreleri hedefleyen kemoterapétik ilaglardir [17]. Paklitaksel mikrottbil
depolimerizasyonunu engelleyerek mikrotiibil etkinliginde degisimlere yol agar ve bu yol ile mitoz ve
hiicre proliferasyonu igin gerekli mikrotiibll aginin bozulmasina neden olabilir [48]. Yapilan ¢alismalar
Paklitaksel'in uygulama dozuna bagh olarak farkli etkileri oldugunu g0stermistir. Dusuk
konsantrasyonlarda (5-30 nM) mikrotibul dinamigini etkileyerek G2/M fazinda duraklamaya neden
olurken [49], yuksek konsantrasyonlarda (0.2 pM-30 uM) mikrotibdl hasarina [50], mitojen ile uyariimig
protein kinazlarin (MAPK), Raf-1 protein tirozin kinazlarin, c-JUN kinazlarin, siklin bagimli kinazlarin ve
kaspazlarin gen anlatimlarinda degisimlere yol actigi rapor edilmistir [51]. Buna karsin Paklitaksel’in
bazi hicreler Gizerinde etkili olmasi ancak bazi kanser tiplerinde etkisiz olmasi biyokimyasal etkilerinin
yalnizca mitotik duraklama ile iliskili olmadigini ve henuz tam olarak anlasiimamigs bagka hicresel
mekanizmalarin da varligina isaret etmektedir [19]. Bu galisma kapsaminda Paklitaksel'in SA ve ASA
ile es uygulamasinin prostat kanseri Uzerinde otofaji, UPR ve apoptotik hiicre olima ile iligkisi
incelenmisgtir.
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Tip-Il hiicre 6limU olarakta bilinen otofaji uzun 6mdarli ve hatali katlanmig proteinlerin, hasarli
organellerin otofagozomlar araciligiyla lizozomlara yonlendiriimesinden ve bu yol ile yikimindan sorumlu
ileri dizeyde korunmus sofistike bir mekanizmasidir. Ayrica otofaji protein geri donisimu igin
hicrelerde calisan en etkili mekanizmalardan birisidir [52]. Radyasyon, metabolik stres, ER stresi ve
kemoterapdtikler gibi ¢esitli faktorlerin otofajiyi indukledigi gosterilmistir [53]. Otofajinin karsinogenezin
farkli asamalarinda dinamik bir roli oldugu, timor baskilayici veya destekleyici rolleri Ustlendidi
bilinmektedir [54]. Kemoterapdtiklerin ve birgok dogal Urliniin dogrudan otofaji lizerinde diizenleyici
etkileri oldugu belirlenmistir [55-58]. Hucrelerdeki artan otofajik aktivitenin hiicre 6limine neden
olabilmektedir. Buna karsin yavaslayan otofaji hucrenin ihtiya¢c duydugu besin gereksinimlerinin
saglanmasinda Kkisitlayici bir etkiye sebep olabildiginden hicreler Uzerinde olumsuz etkileri
olabilmektedir. Bu nedenle ¢alismalarimizda Paklitaksel ile SA ve ASA’nin es uygulamasinin otofaji
Uzerine olan etkileri incelenmistir. Ayrica Paklitaksel klinikte siklikla tercih edilen, gesitli kanser turlerinin
tedavisinde kullaniimakta olan anti-mikrotibdl bir ajandir ve kaspaz-3, kaspaz-9 ve PARP
aktivasyonuna yol acarak intrinsik otofajiyi indikledigi bilinmektedir [59].

Hucrelerde otofajinin takibinde otofaji proteinlerinin diizeylerindeki degisimler, bir ubikitin reseptdri olan
ve otofajik yol ile yikima ugradigi bilinen substrat proteini p62/SQSTM7T’in diizeylerindeki degisimler ve
LC3-I'in lipidasyonu ile olugan LC3-1l dizeylerinin incelenmesi gibi yaklasimlardan faydalaniimaktadir
[60]. Otofaji sirasinda LC3-l, Atg7 ve Atg3’inde yer aldigi ubikitin benzeri bir sistem tarafindan
lipidasyon yoluyla LC3-IlI'ye dénustralir. LC3-II'nin otofagozomal membran olusumunda yer aldig
bilinmektedir [61]. Atg5 fagoforik membran yapisinin uzatilmasinda anahtar rol oynayan bir proteindir
[62]. p62/SQSTM1 turnover'i otofajik aktivitenin takibinde hicresel dizeydeki calismalarda siklikla
kullaniimaktadir. p62/SQSTM1 otofagozomal membran proteini LC3/Atg8'i baglayarak p62/SQSTM1
iceren protein birikimlerini otofagozoma tasimaktadir. Otolizozomlar aracili kargo proteinlerinin
bozunmasi sirasinda p62/SQSTM1 diizeylerinde azalma gortlmektedir. Aksine otofajik blokasyon ise
p62/SQSTM1 dizeylerinde artisa yol agmaktadir [63]. Sonuglarimiza gére ASA ve SA’nin LNCaP
hicrelerinde Atg5 duzeylerinde azalmaya, p62/SQSTM1 ve LC3-Il diizeylerinde ise artisa neden oldugu
belirlendi. Bununla birlikte yalnizca Paklitaksel uygulamasinin ise LC3-1l diizeylerinde distik diizeyde
artisa yol actigi, p62/SQSTM1 dizeylerinde ise dikkat ¢ekici bir azalmaya neden oldugu belirlendi. Atg5
dizeyleri ise Paklitaksel uygulamasi ile artis gosterdi. Es uygulama denemelerimizde SA ve ASA’nin
Paklitaksel ile birlikte uygulamasi p62/SQSTM1 duzeylerinde doz bagimli dususe, Atg5 duzeylerinde
ise artisa neden oldu. LC3-1l dizeylerinde ise yalnizca SA ve ASA uygulamalarina kiyasla LC3-II
dlzeylerinde azalmaya neden oldugu belirlendi.Toplu olarak bu sonuglar SA ve ASA’nin hicrelerdeki
otofajik aktiviteyi yavaslattigini buna karsl yalnizca Paklitaksel uygulamasinin otofajiyi uyardigini
gostermektedir. Es uygulama denemeleri ise kombine tedavinin prostat kanseri hiicrelerinde otofajik
aktivitede daha gugclu bir artisina neden oldugunu isaret etmektedir (Sekil 1a, b).

ER stresi basta kanser olmak Uzere birgcok hastaligin patofizyolojisinin altinda yatan o6nemli
mekanizmalardan birisidir. ER hticrelerde protein sentezi, modifikasyonu, kalite-kontroll ve selektif
olarak yikima yoénlendiriimesinde baslica rol oynayan organeldir [64]. Kanser hiicreleri artan metabolik
gereksinimlerini karsilayabilmek icin ER stresi indiksiyonu yolu ile UPR sinyalini aktive etmektedir. UPR,
ER'’nin yeniden programlanmasinda protein kalite kontrol sureci ile iligkili protein gruplarinin diizeylerinin
arttinlmasinda ve ER’nin kapasitesinin genisletiimesinde rol oynayan baslica mekanizmadir [65]. Ayrica
kanser hucrelerinin ilag direnci gelistirmesinde ER stresi ile iliskili mekanizmalardan faydalandigi
glnidmuzde daha iyi anlagiimistir. Buna karsin ER stresinin asiri uyarimi programlanmis hiicre 6limuni
uyarabilmektedir [66]. Bu nedenle kansere yonelik gelistirilen terapilerde ER stresinin asiri uyarimi temel
hedefler arasinda yer almaktadir. UPR sistemi ER membraninda lokalize 3 transmembran proteini olan
IRE1a, ATF6 ve PERK aracili olarak kontrol edilmektedir. Ginimuzde PERK sinyalinin asiri uyariminin
hicre 6limindeki roll iyi anlasiimistir [53]. PERK aktivasyonu, PERK'in asagi efektér proteini olan
protein translasyonunda goérevli elF2a’nin fosforilasyonunun indiksiyonuna neden olarak hucrelerdeki
global translasyonun duraksamasina ve segici olarak UPR hedef proteinlerinin translasyonuna izin
vermektedir. Uzun sireli UPR aktivasyonunun pro-apoptotik bir transkripsiyon faktérii olan CHOP
dizeylerinde artisa neden olarak ekstrinsik apoptotik hicre 6lumunua tetikledigi bilinmektedir [67].
Bulgularimiz, SA ve ASA uygulamasinin PERK diizeylerinde artisa ve elF2a fosforilasyonuna neden
oldugunu ancak hicrelerde yuksek dizeyde ER stresi uyarimi gergeklesmediginden CHOP
aktivasyonunu uyarmadigini géstermektedir. Buna karsin Paklitaksel uygulamasinin ER stresini guglu
bir sekilde uyardigi ve CHOP aktivasyonuna neden oldugu belidendi. SA ve ASA'nin Paklitaksel ile es
uygulamasinin yalnizca Paklitaksel uygulamasina kiyasla doza bagli olarak CHOP uyarimini daha guiglu
bir sekilde uyardigini gostermistir (Sekil 2a, b). Bu sonuglar Paklitaksel, ASA ve SA kombine tedavisinin
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sinerjistik olarak ER stresinin yol agtigi PERK aktivasyonu aracili olarak pro-apoptotik protein olan
CHOP diizeyini 6nemli élgtde arttirdigini gostermistir.

Son olarak SA ve ASA’nin Paklitaksel'in hiicreler Gzerindeki apoptotik etkilerine olan olasi katkilarini
incelemek amaciyla hicrelerdeki apoptotik etkilerin incelenmesinde siklikla test edilen kaspaz-3 ve
PARP-1’in kesim Urtnlerinin dizeylerini inceledik [68]. Kaspaz-3; PARP-1 gibi bircok anahtar proteinin
proteolitik kesiminden sorumlu olan dnemli bir apoptotik aktivatordiir ve aktivasyonu sirasinda proteolitik
olarak kesime ugramaktadir. Kaspaz-3'un 17 ve 19 kDa'luk fragmentleri kaspaz-3 aktivasyonunun
takibinde kullanilmaktadir [69]. PARP-1 hiicresel streslerin neden oldugu DNA hasarlarinin tamirinde
rol oynamaktadir. Asiri DNA hasari PARP-1'in hiper aktivasyonuna yol agarak kaspaz enzimi aracili
olarak kesime ugramasina yol agmakta ve bu yol ile DNA'nin fragmentasyonuna ve hcresel
parcalanmaya destek vermektedir. Bu nedenle 89 kDa’luk PARP-1 fragmani apoptotik hlcre 8limundn
takibinde siklikla kullaniimaktadir [70,71]. SA ve ASA uygulamalarinin kaspaz-3 ve PARP-1 kesimlerini
yalnizca en ylksek dozlarinda uyardidi belirlendi. Paklitaksel uygulamasinin ise literatir ile uyumlu bir
sekilde PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu gercgeklestirdigi dogrulandi. Es uygulama sonuglarimiz,
0.1mM SA ve ASA ile Paklitaksel es uygulamalarinda yalniz basina Paklitaksel uygulamasinin neden
oldugu PARP-1 ve kaspaz-3 kesim urlnlerinin duzeylerine kiyasla bir degisime yol agmadigini, 1mM
SA ve ASA ile Paklitaksel es uygulamalarinin ise kaspaz-3 ve PARP-1 kesim Urlnlerinin dizeylerini
etkili bir sekilde arttirdig1 saptandi (Sekil 3a, b). Bu sonuglar 1mM SA ve ASA’nin Paklitaksel ile es
uygulamanin apoptotik proteinler tGzerinde sinerijistik bir etki sergiledigini 6nermektedir.

Toplu olarak sonuglarimiz Paklitaksel'in SA ve ASA kombinasyonunun otofajik aktivasyona, UPR’nin
PERK kolunun aktivasyonu aracili CHOP uyarimina, apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1
aktivasyonuna yol agarak prostat kanseri hiicrelerinde glgli etkilere sahip oldugunu énermektedir (Sekil
4). Bulgularimiz Paklitaksel'in, SA ve ASA kombinasyonun prostat kanseri hicrelerinde hiicre 6lim
mekanizmalarinin aktivasyonuna yol acarak Paklitaksel'in terapétik etkinliginin guglendiriimesinde
alternatif bir yaklasim sunabilecegini distndirmektedir.
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Amag: Bu calisma Covid-19 pandemi slrecinde birinci basamak saglik ¢aligsanlarinin kisilik 6zellikleri ile
stres diizeyleri arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla yapilmistir.

Materyal-Metot: Tanimlayici iliski arayici tipteki bu arastirma Haziran 2021-Eylil 2021 tarihleri arasinda,
Konya il ve ilgelerinde galisan 256 birinci basamak saglik calisani ile yurttilmustir. Veriler “Tanitici Bilgi

Formu”, “Algilanan Stres Olgegi” ve “Bliyiik Bes Kisilik Testi-50” ile online ortamda toplanmistir. Veriler sayi,
ylizde, ortalama, t testi, ANOVA ve pearson korelasyon testi ile degerlendirilmigtir.

Bulgular: Bu galismada saglik ¢alisanlarinin Biyuk Bes Kisilik Testi-50 Disa Donuklik alt boyutu puan
ortalamasi 32,9317,13; Uyumluluk-Yumusak Baslilik alt boyutu puan ortalamasi 39,77+4,51; Sorumluluk-
Ozdenetim alt boyutu puan ortalamasi 41,35+5,45; Duygusal Dengelilik alt boyut puan ortalamasi
30,33+7,51 ve Zeka/Hayal Giicli alt boyut puan ortalamasi 39,00+4,66, Algilanan Stres Olgegi puan
ortalamasi ise 27,97+6,95 olarak bulunmustur. Calismaya katilan birinci basamak saglk calisanlarinin
cinsiyeti, egitim durumu ve Covid-19 pozitif hastayla temasi ile Algilanan Stres Olgegi puan ortalamasi
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Algilanan Stres Olgegdi puan ortalamasi
ile Buyuk Bes Kisilik Testi-50 alt boyutlarindan Uyumluluk-Yumusak Baslilik alt boyut puan ortalamasi ile
negatif yonde zayif dizeyde ve Duygusal Dengelilik alt boyut puan ortalamasi ile negatif yonde orta
diizeyde bir iligki oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Sonuclar: Saghk ¢alisanlarinin desteklenmesinin, motive edici aktivitelerin ve stresle bas etme egitimlerinin
diizenlenmesi pandemi gibi stireclerde faydali olacagi disiniimektedir.
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ABSTRACT

Objective: This study was conducted to examine the relationship between the personality traits and stress
levels of primary health care workers during the Covid-19 pandemic process.

Material-Method: This descriptive research was conducted with 256 primary health care workers working in
Konya between May 2021 and March 2022. The data were collected online with the “Descriptive Information
Form”, “Perceived Stress Scale” and “Big Five Questionnaire”. Data were evaluated with number, percentage,
mean, t test, ANOVA and pearson correlation test.

Results: In this study, the mean score of the Big Five Questionnaire Extraversion sub-dimension of healthcare
professionals was 32.93+7.13; Agreeableness-Softness sub-dimension mean score was 39.77+4.51; The mean
score of the Responsibility-Self-Control sub-dimension was 41.35+5.45; Emotional Stability sub-dimension
mean score was 30.33x7.51, Intelligence/lmagination sub-dimension mean score was 39.00+4.66, and
Perceived Stress Scale mean score was 27.97+6.95. A statistically significant difference was found between
the gender, educational status and contact with Covid-positive patients of the primary health care workers
participating in the study, and the Perceived Stress Scale mean score (p<0,05). It was determined that there
was a weak negative correlation with the Perceived Stress Scale mean score and the Agreeableness-Softness
sub-dimension mean score, which is one of the Big Five Questionnaire sub-dimensions, and a moderate
negative relationship with the Emotional Stability sub-dimension mean score (p<0.001).

Conclusion: It is thought that supporting health workers, organizing motivating activities and stress coping
trainings will be beneficial in processes such as pandemics.

It is thought that supporting health workers, organizing motivating activities and stress coping trainings will be
beneficial in processes such as pandemics.
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1. Giris

Stres, bireylerin iyi olugluklarini, basa ¢ikma becerilerini, fiziksel guvenliklerini ve i¢ huzurlarini tehdit
eden 6nemli bir durumdur. Ani yasam degisikliklerinin olmasi, engellenme, ¢atisma ve baski bireylerde
stres olusumuna sebep olabilmektedir [1]. Stres sistemik, fizyolojik, sosyal ve psikolojik olmakla birlikte,
stresorler fiziksel, zihinsel, ruhsal, duygusal, sosyal ya da ekonomik olabilmektedir [2]. Stresérlerin birey
Uzerindeki kisa ve uzun dénem etkileri de farklik gostermektedir. Fizyolojik stresorler kisa dénemde
kas gerginligi, kalp atiginda artis ve unutkanlik gibi sorunlara yol agarken; uzun dénemde bas agrisi,
anksiyete, depresyon, uyku bozukluklarina ve obsesif dustincelere yol agabilmektedir [3].

Stres, sosyo-demografik degiskenler agisindan ele alindiginda yas [4], cinsiyet [5], gelir diizeyi, egitim
diizeyi [6], medeni durum [7], sosyo-ekonomik diizey [8,9] ile iligkilidir. Bireylerin stres duzeyleri ve basa
cikma sureclerine bakildiginda ise kisilik 6zelligi 6n plana ¢gikmaktadir [2]. Kisilik bireyin kendisi kaynakh
tutarli davranisg kaliplari ve kisilik ici stregler olarak ifade edilmektedir [10]. Kisilikle ilgili yapilan
calismalar kisiligi farkh ozellikleri yoninden ele almiglardir. McCrea ve Costa Bes Faktor Kisilik
Kuraminda kisiligi Digsadoniklik, Deneyime Agiklik, Uyumluluk, Sorumluluk ve Nevrotiklik boyutlariyla
aciklamiglardir. Disa donuk bireyler sosyal, neseli, atilgan davranislar gésterirken; uyumlu bireyler uyum
saglamaya istekli, sakin ve rahat davraniglar gostermektedirler. Sorumlu bireylerde ise basari gayreti,
baskin amag¢ duygusu ve ylksek istek duzeyi gorulmektedir. Nevrotik bireyler Gzuntl, umutsuzluk,
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sucluluk, anksiyete gibi deneyimlere yatkindirlar. Deneyime acik bireylerin ise hayal gugleri gelismis, ilgi
alanlari genis ve cesur davranis gostermektedirler [11].

Stresi ortaya ¢ikaran en 6nemli faktérlerden birinin is hayati oldugu ve 6zellikle saglik ¢alisanlarinda ise
bagl olarak stresin ortaya gikabilecegi goérilmektedir [12]. Hastalar tarafindan yapilan fiziksel ve sézel
istismar, is ortaminda maruz kalinan zorbalik, verilen hizmet sebebi ile dava edilme riski, kaynak
yetersizligi, yonetici ya da Ust desteginin olmamasi, agir is yukl, hasta beklentileri, vardiyali galisma
sistemi, diger meslek gruplari ile olan rol gatismalari saglik ¢alisanlari igin is yerinde ortaya ¢ikan stres
nedenleridir [13]. Gelismis ya da gelismekte olan Ulkelerde saglik sektdriinde stres her zaman 6n planda
olmakla birlikte sadlik ¢alisanlarinin stres dizeyi artmaktadir [14]. Saglik ¢alisanlari diger meslek
gruplarina gore daha ¢ok depresyon, stres ve stresle iligkili saglik sorunlari yagsamaktadirlar [15]. Saglik
¢alisanlarinda klinik taleplerin artmasi ile birlikte, is ortamindaki bazi olumsuz durumlar (uzun galisma
saatleri, Ust ve meslektas destedi eksikligi gibi) ise devamsizliga, bazi ruhsal sorunlara ve somatik
bozukluklara neden olabilmektedir [16]. is stresi, isin niteligini ve galisma hayatinin kalitesini olumsuz
yonde etkilemektedir [17]. Saglik c¢alisanlarindaki yUksek stres varligi saglik hizmetlerinin
saglanmasinda toplumsal yénde birgcok olumsuz sonug ortaya ¢ikarmaktadir [18].

Salginla temasi en fazla olan sadlik ¢alisanlari psikolojik agidan daha riskli bir konuma gelmislerdir.
Pandemi surecinde uzun g¢alisma saatleri, koruyucu ekipmanlarin neden oldugu sinirhlik, virise
yakalanma riskinin yuksek olmasi ve bu virlsu ailelerine tagima riski, artan is yukiune baglh fiziksel
yorgunluk, yalnizlik ve ailelerinden ayr kalma gibi nedenler saglik ¢alisanlarinin stresini daha da
artirmistir [19]. Pandemi surecinde birinci basamak, salginla mucadelenin ilk basamagidir. Temel saglik
hizmetleri kapsaminda birinci basamak saglik hizmetleri degisime ugrayarak kapsami degismektedir
[20]. Hastalarin evlerinde ydnetilmesi, halk saghdi ile ilgili mesajlarin iletimesi ve hastaneye yatirilacak
hastalarin  belirlenmesini birinci basamak saglik c¢alisanlari gerceklestirmektedir. Covid-19
pandemisinde maske kullanimi, hijyen kurallarina uyulmasi, sosyal ve fiziksel mesafenin saglanmasi,
stipheli vakalarin tespit edilip karantinaya alinmasi, temasli takibinin yapilmasi, Covid-19 testlerinin
yapilmasi, teletip kullaniimasi ve kronik hasta takibi birinci basamak saglik ¢alisanlari tarafindan takip
edilmistir. Btln bu degisen roller galisanlarda ayrica strese sebep olmaktadir. Tim bu durumlar géz
onlne alindiginda birinci basamakta galisan saglik calisanlari da pandemi kaynakli strese maruz
kalmislardir [21].

Literatire bakildiginda saglik ¢alisanlarinin ¢alisma sartlan ve is kaynakli stresin yiksek oldugunu
ortaya koyarken var olan stresin pandemi sirecinde daha da arttigini géstermektedir [22,23]. Bireylerin
kisilik ozellikleri ile is stresi algilari arasinda da yakin bir iliski oldugu belirtimektedir [24]. Literattirde
saglik calisanlarinin kisilik 6zellikleri ile is stresi arasinda iliskinin direk incelendigi bir ¢alismaya

rastlaniimamistir. Bu ¢alisma Covid-19 pandemi silirecinde birinci basamak saglik ¢alisanlarinin kisilik
Ozellikleri ile stres diuizeyleri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla yapiimistir.

Arastirma Sorularn:
e Birinci basamak saglik ¢alisanlarinda stres diizeyleri ve kisilik 6zellikleri nasildir?
e Birinci basamak saglik ¢alisanlarinin temel 6zelliklerine gore stres diizeyleri degismekte midir?

e Birinci basamak saglik ¢alisanlarinin kisilik 6zellikleri ile stres dlizeyi arasinda iligki var midir?

2. Materyal ve Metot

Arastirmanin Tipi

Tanimlayici iligki arayici tipteki bu arastirma Haziran 2021- EylUl 2021 tarihleri arasinda, Konya il ve
ilcelerinde galisan birinci basamak saglik ¢alisanlariyla yiratdlmastir.

Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Calismanin evreni Konya merkez ve ilgelerinde bulunan 31 ilge saglik mudirligi ve 702 aile hekimligi
biriminde calisan doktor, hemgire, ebe, saglik memuru vb. 4505 birinci basamak saglik caliganidir.

Cohen’in evreni bilinen gruplarda 6érnek buyukligu hesaplamasina gére %90 giiven araligi %5 hata
payina gore alinmasi gereken minimum 6rnek sayisi 256 olarak hesaplanmistir [25]. Calisma, olasiliksiz
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ornek sec¢im ydntemlerinden gelisiglizel drnek se¢im ydntemi kullanilarak ulasilan 256 birinci basamak
saglik galisani ile tamamlanmisgtir.

Dahil Edilme Kriterleri

e Pandemi surecinde birinci basamak saglik hizmetlerinde aktif olarak ¢alismak
e Calismaya katilmaya gonulli olmak

Diglama Kiriterleri
e Psikolojik tani almis olma
Veri Toplama Araglari

Verilerin toplanmasinda, “Tanitici Bilgi Formu”, “Algilanan Stres Olgedi” ve “Biiyiik Bes Kisilik Testi-50
(B5KT-50)” kullaniimistir.

Tanitici Bilgi Formu

Arastirmacilar tarafindan literatir dogrultusunda [4,26] hazirlanan “tanitici bilgi formu”; birinci basamak
saglik galisanlarinin temel Ozelliklerine (yas, cinsiyet, egitim dizeyi, meslek, medeni durum, ¢ocuk
sahibi olma durumu, meslek yili, kalinan yer, kronik rahatsizlik olma durumu, Covid-19’lu hastayla
dogrudan temas durumu, bireyin yada ailesinin Covid-19 gegirme durumu) iligkin 12 sorudan
olusmaktadir.

Biyiik Bes Kisilik Testi-50 (B5KT-50)

‘Blyuk Bes Testi’ temel alinarak Goldberg (1992) tarafindan gelistiriimis olan Blylk Bes Kisilik Testi-50
(B5KT-50) Tirkge'ye Tatar (2017) tarafindan cevrilmistir [27]. Alt boyutlari 1-Disa doéniklik, 1l-
Uyumluluk, IlI-Sorumluluk, 1V-Duygusal dengelilik ve V-Zeka/hayal gicl olarak adlandiriimistir. Her bir
alt boyutunda 10 madde bulunan élcek, ‘1-hic uygun degil’ ile ‘5-¢ok uygun’ arasinda begli likert
puanlanan toplam 50 maddeden olugmaktadir. Olgegin her alt boyutunda alinabilecek en diisiik puan
10 iken en ylksek puan 50°dir. Her bir alt boyut icin 10-23 puan diisuk, 23-36 puan orta ve 36-50 puan
yuksek olarak belirlenmistir. Tarkge’ye ceviri galismasinda i¢ tutarlilik givenirlik katsayilarinin 0,65-0,79
degerleri arasinda oldugu bulunmustur. Bu calismada ise o6lgek alt boyutlarinin Cronbach’s alpha
degerleri 0,73-0,86 arasinda bulunmustur.

Algilanan Stres Olgegi (ASO)

Cohen, Kamarck ve Mermelstein (1983) tarafindan gelistirilen ASO Tiirkge'ye Eskin vd. (2013)
tarafindan cevrilmistir [28]. ASO “0- Higbir zaman” ile “4- Cok sik” arasinda degisen 5'li Likert tipinde ve
toplam 14 maddeden olugsmaktadir. Olumlu ifade igeren 7 madde ters puanlanmaktadir. Olcekten
alinabilecek minimum puan 0, maximum puan 54’tir ve yuksek puan bireyin yasadigi stres algisinin
yiksek oldugunu gdstermektedir. Olgegin ic tutarlik katsayisi 0.84 ve test-tekrar-test glivenirligi 0.87
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada Cronbach’s alpha degeri 0,85 olarak hesaplanmistir.

Veri Toplama Teknigi

Veri toplama araglan online anket tasarimina gore dizenlenmis ve arastirma verileri online anket
araciligiyla (whatsapp, sosyal medya) toplanmistir.

Verilerin Analizi

Veriler SPSS paket programinda degerlendirilmistir. Veriler sayi, ylizde ve ortalama, standart sapma
seklinde Ozetlenmigtir.  Verilerin  normal dagilima uygunlugu Kolmogrov-Smirnov testi ile
degerlendirilmis, normal dagihm gosteren verilerin karsilastiriimasinda t testi, ANOVA testi, pearson
korelasyon testi kullaniimigtir. Sonuglar %95 glven araliginda ve p<0,05 anlamlilik dizeyinde
degerlendirilmistir [29].
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Caligsmanin Etik Yonu

Calismaya baslamadan énce Selguk Universitesi Hemsirelik Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan etik onay (Karar no:2021/54) alinmistir. Saglk Bakanligi Saglik Hizmetleri
Genel MudurlGgu Bilimsel Arastirma Calismalarindan yazili olarak onay alinmistir. Calisma grubuna
arastirmanin amaci hakkinda bilgi verilerek onamlari alinmistir.

3. Bulgular

Tablo 1. Birinci Basamak Saglik Calisanlarinin B5KT-50 ve ASO Puan Ortalamalari

Ort£SS Min-Max
Diga Donuikliik 32,93+7,13 12,00 — 49,00
Uyumluluk — Yumusak Baslilik 39,77+4,51 26,00 - 50,00
Sorumluluk - Ozdenetim 41,35+5,45 22,00 - 50,00
Duygusal Dengelilik 30,33+7,51 11,00 -47,00
Zeka / Hayal Guci 39,00+4,66 27,00 - 50,00
ASO 27,97+6,95 6,00 -48,00

Tablo 1'de Birinci basamak saglik galisanlarinin B5KT-50 ve ASO puan ortalamalarina yer verilmistir.
Bu calismada saglik ¢alisanlarinin B5KT-50 Disa Donuklik alt boyutu puan ortalamasi 32,9317,13;
Uyumluluk-Yumusak Basglilik alt boyutu puan ortalamasi 39,77+4,51; Sorumluluk-Ozdenetim alt boyutu
puan ortalamasi 41,3515,45; Duygusal Dengelilik alt boyut puan ortalamasi 30,33+7,51 ve Zeka/Hayal
Giicl alt boyut puan ortalamasi 39,00+4,66 olarak belirlenmistir. Ayrica sadlik ¢alisanlarinin ASO puan
ortalamasi 27,97+6,95 olarak bulunmustur.

Tablo 2. Birinci Basamak Saglik Calisanlarinin Temel Ozelliklerine Gére ASO Puan Ortalamasi Dagilimi

Degiskenler Sayi % Ort+ss Test degeri
p
Yas 34,84+8,46 r: -0,031
p: 0,626
Meslek Yili 11,62+8,66 r: -0,015
p: 0,809
Cinsiyet Kadin 190 74,2 28,48+6,70 t: 2,010
Erkek 66 25,8 26,50+7,47 p; 0,046
Egitim Durumu Lise 21 8,2 25,95+6,42 F: 3,279
Lisans 206 80,5 28,51+6,90* p; 0,039
Lisansusti 29 11,3 25,58+7,07
Meslek Doktor 34 13,3 27,61+7,13 F: 0,404
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Hemsire/Ebe 149 58,2 28,30+6,64 p: 0,668

Diger 73 28,5 27,97+6,95
Medeni Durum Evli 157 61,3 27,85+7,49 t: -0,362

Bekar 99 38,7 28,16+6,03 p: 0,718
Cocuk Varhigi Var 147 57,4 27,72+7,64 t:-0,679

Yok 109 42,6 28,30+5,90 p: 0,498
Birlikte Yagadigi Tek 50 19,5 27,386,67 t: -0,671
Birey

Aileile 206 80,5 28,11+7,02 p: 0,503
Kronik Hastallk Var 48 18,8 27,79+8,10 t: -0,200
Varhgi

Yok 208 81,3 28,01+6,67 p: 0,842
Covid-19’lu Hastayla Evet 220 85,9 28,35+7,07 t: 2,162
Temas

Hayir 36 14,1 25,66+5,70 P: 0,032
Covid-19 Gegirme Evet 89 34,8 27,96+7,01 t:-0,011
Durumu

Hayir 167 65,2 27,97+6,93 p: 0,991
Ailede Covid-19 Evet 118 46,1 27,73+7,16 t: -0,500
Gegiren Varhgi

Hayir 138 53,9 28,17+6,78 p: 0,617

t: Bagimsiz gruplarda t testi; F: Anova; r: Pearson korelasyon

Tablo 2'de galismaya katilan birinci basamak saglik calisanlarinin temel 6zelliklerine gére ASO puan
ortalamasi dagilimina yer verilmistir. Saglik ¢alisanlarinin yas ortalamasi 34,84+8,46 olup %74,2’si
kadindir. Birinci basamak saglik calisanlarinin %80,5'i lisans mezunu, %58,2’si hemsire ve ¢alisma yili
ortalamasi 11,62+8,66’yildir. Saglik ¢calisanlarinin %61,3’Unln evli ve %57,4’Unln ¢ocuk sahibi oldugu
belirenmistir. Pandemi surecinde saglik ¢alisanlarinin %85,9'u Covid-19’lu hasta ile temas etmis olup
%65,2’si Covid-19 gegirmemis ve %53,9'unun ailesinde de Covid-19 gegiren olmamistir.

Birinci basamak saglik calisanlarinin temel 6zelliklerine gore ASO puan ortalamasinin dagihimi
incelendiginde; meslek, medeni durum, ¢ocuk sahibi olma durumu, birlikte yasadigi birey/bireyler kronik
hastalik varligi, Covid-19 gecirme durumu ve aile Uyelerinden herhangi birinin Covid-19 gecirme
durumuna gére ASO puan ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0,05). ASO puan ortalamasi ile yas ve calisma yili arasindaki korelasyon incelendiginde ise saglik
calisanlarinin ASO puan ortalamasi ile yas ve calisma yili ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunamamistir (p>0,05). Calismaya katilan birinci basamak saglik ¢alisanlarinin cinsiyeti ile
ASO puan ortalamasi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05); bu fark kadin
saglik calisanlarindan kaynaklanmaktadir. Saglik calisanlarinin egitim durumu ile ASO puan ortalamasi
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) ve farkin lisans mezunu saglk
calisanlarindan kaynaklandidi goérilmustir. Birinci basamak saglik c¢alisanlarinin Covid-19 pozitif
hastayla temasi ile ASO puan ortalamasi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,05).
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Tablo 3. Birinci basamak saglik caliganlarinin BSKT-50 alt boyut puan ortalamalari ile ASO toplam puan ortalamasi
arasindaki iligki

Degiskenler 1 2 3 4 5 6
Diga Donuikliik 1

Uyumluluk — Yumusak Baglihk  0,317** 1

Sorumluluk - Ozdenetim 0,099 0,376** 1

Duygusal Dengelilik 0,396* 0,063 0,089 1

Zeka / Hayal Gucu 0,507** 0,376** 0,264** 0,224** 1

ASO 0,004 -0,174** -0,116 -0,438** 0,021 1

r: Pearson korelasyon, *p<0,001

Birinci basamak saglik galisanlarinin BSKT-50 alt boyut puan ortalamalari ile ASO puan ortalamalari
karsilastirildiginda; ASO puan ortalamasi ile B5KT-50 Uyumluluk-Yumusak Baghlik alt boyut puan
ortalamasi ile negatif yonde zayif dizeyde ve Duygusal Dengelilik alt boyut puan ortalamasi ile negatif
yonde orta diizeyde bir iliski oldugu belirlenmistir. ASO toplam puan ortalamasi arttikga B5KT-50
Uyumluluk-Yumusak Baslilik ve Duygusal Dengelilik alt boyut puan ortalamalari azalmaktadir (p<0,001).
B5KT-50 Diga donuklik alt boyut puan ortalamasi ile Uyumluluk-Yumusak Baslilik, Duygusal Dengelilik
ve Zeka/Hayal Glcu arasinda pozitif yonde zayif dizeyde dizeyde bir iliski oldugu belirlenmistir
(p<0,001) (Tablo 3).

4. Tartisma ve Sonug

Tim dinyada oldugu gibi Tarkiye'de de saglik ¢alisanlari, Covid-19 salgini ile miicadelede artan is yukd
ve enfekte olma riski ile birlikte hastalarina saglik hizmeti vermeye devam etmislerdir. Enfeksiy6z
salginlarin 6n saflarinda gérev almak ve saglik hizmeti saglamak saglik ¢alisanlarinda kisa ve uzun
vadede ruhsal problemleri gelistirme riskini artirmaktadir [30]. Yapilan ¢alismalarda salgin déneminde
veya sonrasinda her alti saglik calisanindan birinde ¢ok ciddi stres belirtileri gorildiga belirtiimektedir
[31]. Bu calismada Covid-19 pandemi sirecinde birinci basamak saglik calisanlarinin kisilik 6zellikleri
ile stres dlizeyleri arasindaki iliski incelenmistir.

Bu calisma sonugclarina gére calisma kapsamina alinan birinci basamak saglik calisanlarinin Disa
Doniiklik ve Duygusal Dengelilik diizeyleri orta, Uyumluluk-Yumusak Baghlik, Sorumluluk-Oz Denetim
ve Zeka/Hayal Gicl diizeylerinin yiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 1). Literatirde saglik ¢alisanlarinin
kisilik 6zelliklerinin degerlendirildigi sinirli galisma bulunmaktadir. Ozdemir (2019)'in galismasinda 112
calisanlarinin kisilik 6zelliklerinden yeniliklere agik olma puanlari en ylksek iken, duygusal denge
puanlari en disuk olarak belirlenmistir [32]. Toplumlai¢ ice ¢alisan birinci basamak saglik ¢alisanlarinin
diger bireylerle kolay iletisim kurabilen, uyumlu, empati yapabilen, sorumluluk sahibi ve karsilastigi
sorunlari kolayca ¢ozebilen bireyler olmasinin saglik hizmetinin sunulmasinda olumlu katkilar olacaktir.

Bu calismada birinci basamak saglik calisanlarinin orta diizeyde strese sahip olduklari belilenmistir
(Tablo 1). Literatire bakildiginda Covid-19 pandemisi sirasinda yapilan c¢alismalarda saglik
calisanlarinin stres dizeylerinin yuksek [22,32,34] ve orta diizeyde oldugunu belirten ¢alismalar
mevcuttur [35]. Stres diizeyi yiksek olarak bulunan galismalarin pandemi basinda, ikinci ve Gglncu
basamakta saglik ¢alisanlari ile yapiimis olmasi bu farkliigin nedeni olabilir. ikinci ve (iglincii basamakta
saglik galisanlari daha fazla hasta ile temas etmektedir. Bu durum saglik ¢alisanlarinin stresini daha
cok artirabilmektedir.

Birinci basamak saglik calisanlarinin temel Ozellikleri (meslek, medeni durum, ¢ocuk sahibi olma
durumu, birlikte yasadidi birey/bireyler, kronik hastalik varligi, Covid-19 gecirme durumu ve aile
Uyelerinden herhangi birinin Covid-19 gecirme durumu) ile stres diizeyleri arasinda iligki bulunamamistir
(Tablo 2). Literatire bakildiginda bazi ¢calismalarda meslegin stres Gizerinde etkisi olmadigi gorilirken
[32,34]; bazi galismalarda ise hemsirelerin daha yiksek stres diizeyine sahip oldugu belirlenmistir
[26,36,38]. Bu farklihginin galisma pozisyonundan kaynaklandigi dustnulebilir. Ayrica literatiirde bu
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¢alisma ile benzer sekilde medeni durumun stres Gzerine etkisi olmadidi goérulmastar [26,32]. Fakat bazi
calismalarda medeni durumu bekar olan saglik ¢alisanlarinin stres dizeyinin daha yiksek oldugu da
gorilmektedir [38]. Bu farkin bekar olan saglik personelinin pandemi siirecinde yalniz olmalarindan
kaynaklandigi disunulmektedir.

Calisma kapsamina alinan birinci basamak saglik galisanlarinin yas ve galisma vyili ile stres dizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (Tablo 2). Literatire bakildiginda geng ve
mesleki tecribesi az olan saglik personelinin stres duizeylerinin daha yulksek oldugu calismalar
mevcuttur [32,34,37,39]. Bazi ¢alismalarda ise yas! blylk olan sadlik ¢alisanlarinin genglere goére stres
dlzeyinin daha ylksek oldugu gorulmektedir [40,41]. Bir ¢galismada ise bu ¢alismaya benzer sekilde
yasin strese etkisinin olmadigi bulunmustur [26]. ASO ve yas arasindaki iliski literatiirde farkli sonuglar
ortaya koymaktadir. Bu fark saglik c¢alisanlarinin galistigi birimlere goére tecriibenin 6neminden
kaynaklaniyor olabilir.

Bu calismada kadinlarin erkeklere gore daha yiksek stres diizeyine sahip oldugu bulunmustur (Tablo
2). Yapilmis olan diger arastirma sonuglarinda da kadinlarin stres diizeyi erkeklere gore daha yuksektir
[23,32,34]. Kadin saglik caligsanlarinin bakim sorumluluklari ve ailelerini koruma endisesi nedeniyle
daha fazla strese maruz kaldiklari digtiniimektedir. Saglik galiganlarinin egitim durumu ile ASO puan
ortalamasi arasinda anlamli bir iliski bulunmusg ve lisans mezunlarinin en yiksek stres seviyesine sahip
olduklar goérulmastir (Tablo 2). Yapilan ¢alismalarda da lisans mezunu saglik galisanlarinin stres
diizeyi daha yuksektir [36,37]. Calisma kapsamina alinan birinci basamak saglik calisanlarindan Covid-
19 pozitif hastayla temasi olanlarin stres dizeylerinin daha yiksek oldugu bulunmustur (Tablo 2).
Literatirde Covid-19 pozitif hastayla temasinin saglik ¢alisanlarinin stres dizeyini artirdigi belirlenmistir
[32,42]. Covid-19 pozitif hasta temasin bireyin kendisine ve ailesine virisi bulastirma riski tasididi icin
stres dlzeyini artirdigi disindlmektedir.

Bu calismada birinci basamak saglik calisanlarinin uyumlu-yumusak basli ve duygusal dengeyi
saglayabilmesi stres dizeylerini azalttigini géstermektedir. Ayni zamanda disa donik, sorumluluk-
0zdenetim ve zeka-hayal gucu oOzelliklerinin ise stres dizeyi ile iligkili olmadigi sonucuna variimistir
(Tablo 3). Covid-19 déneminde sagdlik ¢alisanlari Gzerinde yapilan bir calismada olumsuz duygulanim
ve sosyal ketleme &zelliklerine sahip olan bireylerin stres diizeylerinin daha yiksek oldugu bulunmustur
[43]. Saglik kurumlar yoneticileri ile yapilan bir calisma rekabetci, basariya ihtiya¢ duyan, sinirli, hizli
calisan, hareketli, sabirsiz, zaman baskisi hisseden, hizli sinirlenen bireylerin daha c¢ok stres
yasadiklarini gosterirken [44]; ¢calisan kadinlar Gzerinde yapilan bir calismada ise bu 6zelliklere sahip
olan kadinlarin daha az stres yasadiklarini gostermistir [45].

Yumusak basglilik/uyumluluk alt boyutu, diristlik, comertlik, hosgoérulilik, kibarlik, fedakarlik,
uyumluluk, merhametlilik, algak gonalltlik ile yani bir anlamda ahlaki degerleri yansitan bir faktor olarak
tanimlanmistir. Uyumlu olanlarin sakin ve heyecandan uzak durma egiliminde olduklarini bildirilmigtir.
Duygusal dengesizlik alt boyutu, depresif, endiseli, kaygili, 6fkeli, kirllgan, dirttsel, kendine glivensiz
ve sinirli gibi 6zellikler icermektedir ve norotik bir yapiya isaret etmektedir [11]. Stres diizeyi artan saglik
calisanlarinin uyumlu olma ve duygusal dengelilik dzelliklerinin azaldigi sdylenebilir. ASO puan
ortalamasi ile B5KT-50 Disa Doniikliik, Sorumluluk-Ozdenetim, Zeka/Hayal Giicl alt puan ortalamalari
arasinda iliski bulunamamistir (p>0,05). Saglik personelinin stres diizeylerin de bu belirtilen 6zellikler
tizerinde etkisinin olmadigi séylenebilir. Sorumluluk/ Oz-Denetim alt boyutunun sorumlu, diizenli, azimli,
kurallara bagli, basari kazanma gudisu olan, 6z disiplinli, sabirl, vicdanl, planh ve programli, dikkatli,
temiz, tutumlu, tedbirli ve ¢aliskan olma gibi 6zelliklerinin oldugu séylenmistir. Zeka/Hayal guicu faktoru
bagimsiz, analitik, merakli, yaratici, geleneksel olmayan, degisikligi seven, dogal, sanatsal dustnen,
hayal glic kuvvetli, acik fikirli, kendine 6zg(, ilgileri genis, cesur, hareketli, kultlrl, estetik bakis agisina
sahip ve zeki olarak tanimlanmistir [11]. Saglik personelinin mesleki sorumluluklarn geregi stres
dizeylerine gore bu 6zelliklerinin etkilenmedidi sdylenebilir.

Bu ¢alismada; birinci basamak saglik g¢alisanlarinin orta diizeyde strese sahip olduklari ve Uyumluluk-
Yumusak Baslilik ve Duygusal Dengelilik 6zellikleri yiksek olan saglik personelinin stres diizeylerinin
dusik oldugu bulunmustur. Kadin, Universite mezunu ve Covid-19’lu hastayla temas eden saglik
calisanlarinin stres diizeylerinin daha yiksek oldugu saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda birinci
basamak saglik ¢alisanlarinin Covid-19 pandemisi karsisinda strese maruz kaldiklari ortadadir. Saglik
galisanlarinin desteklenmesinin, motive edici aktivitelerin ve stresle bas etme egitimlerinin pandemi vb
sureclerde faydali olacagi dustnilmektedir.
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Etik Beyani

Bu calismada, “Yiksekdgretim Kurumlar Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Yoénergesi” kapsaminda
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Calismaya baslamadan énce Selguk Universitesi Hemsirelik Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan etik onay (Karar no:2021/54) alinmigtir.
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Amag: Bu calisma, dismenore durumlarina gére menstruel profillerini ve anksiyete dizeylerini belirlemek
amaciyla yapilmistir.

Materyal-Metot: Tanimlayici ve kargilastirmali tipteki arastirma 04 Nisan - 31 Mayis 2022 tarihleri
arasinda bir Universitenin saglik bilimleri fakulltesinde yapilmistir. Calismaya 18-45 yas arasinda 247
dismenoresi olan, 91 dismenoresi olmayan toplam 338 kadin 6grenci katiimistir. Veriler “Tanitici Bilgi
Formu” ve “Sirekli Kaygl Envanteri” kullanilarak toplanmistir.

Bulgular: Arastirmaya katilan kadin égrencilerin yag ortalamasi 21,11+2,76'yildir. Ogrencilerin %69,5'inin
vicut kitle indeksi 18,5-24,9 araliginda oldugu, %70,71’inin kaygih biri kisilige sahip oldugu, %73,1’inin
dismenoresi oldugu belirlenmistir. Calismada kadin 6grencilerin dismenore durumuna gore adet agrisi
yasama sikhidi, adet agrisinin baslama zamani, adet donemindeki agrinin siddeti, ailede dismenore
Oykusu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Dismenoresi olan ve olmayan gruplarin sirekli kaygi
envanteri puan ortalamasi arasinda fark bulunmamistir (p>0,05).

Sonugc: Bu ¢alismanin sonucunda dismenoresi olan ve olmayan gruplarin menstriasyon profilleri farklilik
gOsterirken, sirekli kaygl envanteri puan ortalamasi acgisindan gruplar benzerlik géstermistir. Kadinlara,
menstriiel doneme 6zgl semptomlara yonelik danismanlik destegi verilmesi 6nerilir.
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ABSTRACT

Objective: This study was conducted to determine the menstrual profiles and anxiety levels of young
women according to their dysmenorrhea status.

Material-Method: The descriptive and comparative study was carried out between 04 April - 31 May 2022
in a university's faculty of health sciences. A total of 338 female students between the ages of 18-45, 247
with dysmenorrhea and 91 without dysmenorrhea, participated in the study. Data were collected online on
the Web using the "Descriptive Information Form™ and "Trait Anxiety Inventory".

Results: The mean age of the female students participating in the study was 21.11+2.76 years. It was
determined that 69.5% of the students had a body mass index in the range of 18.5-24.9, 70.1% had an
anxious personality, and 73.1% had dysmenorrhea. In the study, a significant difference was found
between the frequency of experiencing menstrual pain, the onset of menstrual pain, the severity of
menstrual pain, and the family history of dysmenorrhea according to the dysmenorrhea status of female
students (p<0.05). There was no difference between the trait anxiety inventory mean scores of the groups
with and without dysmenorrhea (p>0.05).

Conclusion: As a result of this study, while the menstrual profiles of the groups with and without

dysmenorrhea differed, the groups showed similarity in terms of trait anxiety inventory mean score.
Counseling support for menstrual-specific symptoms is recommended for women.

Keywords: Menstruation, Dysmenorrhea, Menstrual Profile, Pain, Anxiety
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1. Giris

Ureme cagindaki kadinlarin menstruel profilleri degismektedir. Kadinlarin menstriiel profillerini
etkileyen faktoérlerden biri dismenoredir. Dismenore primer ve sekonder dismenore olarak
siniflandirilir. Primer dismenore, tanimlanabilir bir organik patoloji olmaksizin menstriiasyon dncesinde
velveya sirasinda alt karin bodlgesinde agri veya kramplari ifade eder. Buna karsilik, sekonder
dismenore, endometriozis gibi anatomik ve/veya belirgin pelvik patolojiden kaynaklanan menstriel
agriya isaret eder [1-3]. Kadinlarin menstriel profilleri ve dismenoreden kaynaklanan agri kadinlarin
duygu durumlarini ve gunlik yasam aktivitelerini etkiler.

Primer dismenoreye bagli menstriel agri Greme c¢agindaki kadinlarin en sik yasadigi sorunlardan
biridir. Menstriel agri, adetin ilk veya ikinci giininde agrili kramplarla karakterizedir. Menstriel agriya
baska semptomlarda esilk eder, bu semptomlar siklikla bas donmesi, kusma, yorgunluk ve uykusuzluk
olarak siralanabilir. Dinyada menstriasyon géren addlesan kizlarin yaklasik %90’inin, menstriasyon
géren kadinlarin ise %50’sinden fazlasinin dismenoreden yakindigi belirtiimektedir [4,5,6].
Ulkemizdeki durum incelendiginde dismonere prevalansinin %28 ile %87,7 arasinda degistigi ifade
edilmektedir. Yapilan galismalarda Universite 6grencilerinin yaklasik %67,4 - %89,5'inin dismenore
sorunu yasadigi belirtiimektedir [7-9].

Kadinlarin dismenore durumu ve menstriel profili pek cok faktorle iligkilidir. Birgok calismada,
dismenorenin geng yasla, dogum yapmama, ailede dismenore Oykiisi, uzun menstriel sire, fazla
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adet kanamasi, psikoloji ve sigara icme aligkanliklar gibi faktorlerle iliskili oldugu ifade edilmektedir
[10,11]. Dismenore ve menstriiel profile bagh gelisen semptomlar kadinlarin ginlik yasamini ve
gunlik aktivitelerini etkileyerek kesintiye ugratabilmektedir. Yapilan bir arastirmada dismenore
yasayan kadinlarin %15'inin gunlik aktivitelerinin kisitlandigi, okul slreci ve basarisinin etkilendigi
bildirilmektedir [8]. Baska calismalarda ise dismenore nedeni ile kizlarin %10-%52’sinin okula devam
etmedigi ve glnlik aktivitelerinin negatif yonde etkilendigi belirtimektedir [12,13]. iran’da yapilan bir
¢alismada 6grencilerin %15’nin yilda 1-7 gin araliginda dismenore nedeniyle okula devam etmedikleri
bildiriimektedir [14]. Bu nedenlerle dismenore ve menstriel profile bagli gelisen semptomlarin
hafifletiimesi i¢in medikal tedaviler (nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, hormonal kontraseptifler vb.),
medikal olmayan tedaviler (isi uygulamasi, egzersiz vb.) dnerilmektedir [15].

Dismenore ve menstriel profile bagh gelisen semptomlarin yayginligina, siddetine ve suresine bagl
olarak kadinlar duygu durum degisiklikleri, anksiyete, depresyon, istahsizlik ve bulanti gibi sorunlar
yasayabilmektedir [13,15]. Ozellikle agriya bagdli anksiyete ve depresyon kadin égrencilerin saghgini
ve akademik basarilarini olumsuz ydnde etkilemektedir. Bu nedenlerle dismenore durumu ile
menstriel profil ve anksiyete arasindaki iliskinin degerlendiriimesi, menstriel semptomlarin
hafifletiimesi icin kullanilacak yontemlerin belilenmesinde oldukga 6nemlidir. Menstriiasyon
donemindeki agrn ve mestriel semptomlara bagl kaygisinin azaltiimasina ydnelik saglik
profesyonellerinin  dnerileri kadinlarin  duygusal anlamada kendilerini iyi hissetmelerine katki
saglayacaktir. Ancak simdiye kadar Ulkemizde kadin Universite 6grencileri arasinda menstriel profil ve
anksiyete iligkisini arastiran galismaya rastlanmamistir.

Arastirmanin Amaci ve Arastirma Sorulari

Bu ¢alismada dismenore durumuna gore geng kadinlarin menstriel profilleri ve anksiyete dizeylerinin
belirenmesi amaclanmistir. Arastirma sorulart:

Geng kadinlarin dismenore durumu ile menstriel profilleri arasinda fark var midir?
Geng kadinlarin dismenore durumu ile surekli kaygi puanlari arasinda fark var midir?

2. Materyal ve Metot

Tanimlayici ve karsilastirmali tipte olan arastirma bir Universitenin saglik bilimleri fakiltesinde 04
Nisan -31 Mayis 2022 tarihleri arasinda yuritilmustur.

Evren Orneklem

Arastirmanin evrenini, bir Universitenin saglik bilimleri fakiltesinde 6grenim géren kadin 6grenciler,
orneklemini ise dismenore yakinmasi olan ve dismenore yakinmasi olmayan arastirmayi katiimayi
kabul eden 338 kadin 6grenci olusturmustur.

Arastirmaya Alinma Kriterleri: Calismanin yapildigi Universitenin ebelik ve bdliminde 6grenim
goren, 18-45 yas aralidinda olan, menopoza girmemis, primer dismenore tanisi alan, internet erigimi
olan ¢calismaya katilmaya gonullt olan kadin 6grencilerdir.

Arastirmaya Alinmama Kriterleri: Sekonder dismenoresi olan, psikiyatrik hastalik tanisi ve hormon
tedavisi alanlar calismaya alinmamistir. Arastirma, 338 kadin Ogrencinin gonulli  katilimi ile
tamamlanmistir.

Calismaya baglamadan 6nce G*Power 3.1.9.2 ile 6érneklem blyUkligu hesaplanmistir. Analizde etki
biyukligu (effect size: 0,5), I. Tip hata miktan alfa (a=0,05) , testin glclu 1-beta (power: 0,95),
alternatif hipotez (H1) iki yonli olarak belirlendiginde, 6rneklem buydkligu toplam 210 kisi olarak
hesaplanmistir. Veri kaybi (%10) g6zinlindu bulundurularak daha fazla kigiye ulagiimasi hedeflenmis
338 kadin 6grencinin katihmi ile galisma tamamlanmistir.

Verilerin Toplanmasi

Arastirmanin verileri “Tanitici Bilgi Formu” ve “Sirekli Kaygi Envanteri-SKE” kullanilarak toplanmigtir.
Literatir dogrultusunda hazirlanan tanitici bilgi formu ve Olgek arastirmaci tarafindan hazirlanarak,

113



web ortamina yuklenmistir. Daha sonra Whatsapp web Uzerinden ebelik ve hemsirelik bolimleri sinif
temsilcileri ile iletisime gegcilip, ¢alismanin linki 6grencilerle paylasiimistir. Cevrimigi web ortamindan,
bu bélimlerde 6grenim goéren tim kadin 6grenciler calismaya katiimaya davet edilmistir. Calismaya
katilmayi1 onaylayan ve formlari 6z bildiime dayali olarak yanitlayan ogrencilerin verileri gevrimigi
olarak Google formda ortaminda toplanmigtir. Katilimcilarin cevaplari, veri degerlendirme programina
aktarilmigtir. Arastirma igin Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul oluru (26/12/2019/180 tarih ve sayil), kurumdan s6zli ve
yazili izin ve aragtirmaya katilanlardan bilgilendirilmis onam alinmistir.

Tanitici Bilgi Formu: Kadin 6grencilerin sosyodemografik (yas, boy, kilo, sigara kullanma vb.) ve
menstriasyon Ozellikleri (dismenoresinin olup olmadidi, agri durumu, agri siddeti vb.) kaygiya ve
depresyona iliskin sorulan iceren ilgili literatir dogrultusunda arastirmaci tarafindan literatur
dogrultusunda gelistirilen 25 soru igeren tanitici bilgi formudur [9,13].

Durumluk-Surekli Kaygir Envanteri: Spielberger ve arkadaslari tarafindan 1970’te gelistiriimis, olup,
14 yas Uzerindeki bireylerde kaygly! diizeyini belilemek amaciyla kullaniimaktadir. Olgegin Tiirkge
gegerlilik ve glvenirlilik gcalismasi Oner ve Le Compte [16] tarafindan yapilmigtir. “Durumluk-Siirekli
Kaygi Envanteri, yirmiser madde olmak (izere Durumluk Kaygi Envanteri ve Slrekli Kaygi Envanteri”
seklinde toplam kirk maddeden olusmaktadir. “Durumluk Kaygi Envanteri, bireyin belirli bir zamanda
ve kosullarda kendini nasil hissettigini tanimlamasini, Sirekli Kaygi Envanteri ise bireyin iginde
bulundugu durum ve kosullardan bagimsiz olarak kendini nasil hissettigini” belirtir. Bireylerin kendileri
tarafindan doldurulabilecekleri bir testtir. Bu ¢alismada Siirekli Kaygi Envanteri kullaniimistir. Sirekli
Kaygi Olgegi maddeleri “duygu ya da davraniglar ise siklik derecesine gére (1)hemen higbir zaman,
(2)bazen, (3)cok zaman ve (4)hemen her zaman” olarak isaretlenir. Envanterde yanitlanmasi gereken
secenek sayisi dorder adettir ve her segenegin agirlik degeri 1 ile 4 arasindadir. Envanterlerin her biri
20’ser maddeden olustugundan dolay! her envanterden alinabilecek toplam puan 20-80 araligindadir.
Stirekli Kaygi Envanterindeki maddeler “(1)dogrudan ya da diiz ve (2)tersine dénmiis maddeler’
bashginda incelenir. Dogrudan maddelerde “(4) degerindeki yanitlar kayginin yliksek oldugunu”
aciklar. Tersine dénmus bashginda ise, “(1)degerindeki yanitlar yiiksek kaygiyi, (4) degerindekiler
dislk kaygiyi” ifade eder. Sdrekli Kaygi Envanterinde tersine donmuis maddeler yedi tanedir (21, 26,
27, 30, 33, 36, 39. maddeler). Puanlar “20 ile 80 arasinda degismektedir, 36 ve daha dlisiik puan
kayginin olmadigini, 37-42 hafif kaygiyi, 43 ve (stii puan ise yiiksek kaygiy!” gosterir. Surekli kaygi
puanlarinin yiksek olmasi, ylksek anksiyete diizeyi oldugunu gdstermekte olup, 60 puanin Ustiinde
olan bireylerin profesyonel yardim ihtiyaci oldugu ifade edilmektedir. Bu arastirmada kullanilan bu
Olcek Ulkemizde bu alanda yapilan ¢alismalarda kullaniimistir [17].

Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 21.0 demo programi kullanilarak
analiz edilmistir. Bulgular, sayi, ylizde, ortalama ve standart sapma seklinde sunulmustur. Kategorik
verilerin analizinde ki kare testi, strekli ve normal dagilim gosteren verilerin analizinde student t-test
ve Oneway ANOVA testleri kullanilmistir. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 dikkate alinmistir.

3. Bulgular

Arastirmaya katilanlarin %96,2'i 18-24 yas araliginda, %69,5'inin viicut kitle indeksi (VKIi) 18,5-24,9
araliginda, %87’i cekirdek ailede yasamakta, %63,9'inin ailesinin geliri giderden az, %10,9’u sigara
kullanmakta, %70,1 kaygih bir kisilige sahip oldugunu distinmektedir (Tablo 1).
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Tablo 1. Katihmcilarin Dismenore Durumuna Gére Tanimlayici Ozellikleri

Tanitici Ozellikler Dismenore Toplam X2vep
Var (n:247) Yok (n:91) degeri
n % n % n %
Yas (Yil) (21,11+2,76)
18-24 239 70,7 86 25,4 325 96,2 0,347
225 8 24 5 15 13 3,8 0,254
VKI (22,13 +3,64)
<18,5 37 10,9 5 15 42 124 5,581
18,5-24,9 166 49,1 69 20,4 235 69,5 0,134
25-29,9 37 10,9 14 4,1 51 15,1
230 7 2,1 3 0,9 10 3,0
Aile tipi
Cekirdek aile 220 89,1 74 81,3 294 87,0 2,876
Genis aile 27 10,9 17 18,7 44 13,0 0,090
Ailesinin gelir durumu
Gelir giderden az 161 65,2 55 60,4 216 63,9 4,486
Gelir gidere esit 65 26,3 21 23,1 86 25,4 0,106
Gelir giderden fazla 21 8,5 15 16,5 36 10,7
Sigara kullanma
Evet 27 10,9 6 6,6 33 9,8 1,420
Hayir 220 89,1 85 93,4 305 90,2 0,233
Kaygih bir kisilige sahip oldugunu diigiinme
Evet 176 71,3 61 67,0 237 70,1 0,566
Hayir 71 28,7 30 33,0 101 299 0,452

*X? : Ki-kare analizi, p < 0,05

Calismada katilimcilarin dismenore durumu ile adet agrisi yasama sikligi, adet agrisinin baslama
zamani, adet donemindeki agrinin siddeti, adet agrisi icin ilag kullanma, adet agrisi igin ilagc disi
yontem kullanma ve ailede dismenore 6ykiu durumu arasinda anlaml fark saptanmistir (p<0,05)
(Tablo 2).

Katilimcilarin dismenore durumu ile menars yasi, adetlerin diizenli olma durumu, adet dongusu araligu,
adet kanama siresi arasinda anlamli fark saptanmamistir (p<0,05) (Tablo 2).

Tablo 2. Katilimcilarin Dismenore Durumuna Gore Menstriiasyon Profillerinin Karsilastiriimasi

Degiskenler Dismenore Toplam X2 ve p degeri
Var (n:247) Yok (n:91)
n % n % n %
Menarsg yasi
<11 28 11,3 7 7.8 35 10,4 0,556
>12 219 88,7 83 92,2 302 89,6 0,456
Adetlerin diizenli olma durumu
Evet 182 73,7 68 74,7 250 74,0 0,003
Hayir 65 26,3 23 25,3 88 26,0 0,957
Adet donglsu arah@ (Giin)
<21 gin 10 4,0 5 55 15 4,4 0,513
22-35 gin 211 85,4 78 85,7 289 855 0,774
236 giin 26 10,5 8 8,8 34 10,1
Adet kanama siresi (Giin)
2-7 glin 214 86,6 83 91,2 297 87,9 0,909
27 gln 33 134 8 8,8 41 12,1 0,340
Adet agrisi yagsama siklig
2Agri yok 0 0,0 13 14,3 13 3,8 111,605
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bArasira 87 35,2 73 80,2 160 47,3 0,000

°Her adette 160 64,8 5 55 165 488 >c,b;>Db,a
Adet agrisinin baglama zamani

Agri yok 2 0,8 16 17,6 18 53 39,227

Adet 6ncesinde 116 47,0 28 30,8 144 42,6 0,000

Adet sirasinda 129 52,2 47 51,6 176 52,1 >ba
Adet dénemindeki agrinin siddeti

Agri yok 1 0,4 18 19,8 19 5,6 120,437

Hafif 91 36,8 71 78,0 162 47,9 0,000

Cok siddetli 155 62,8 2 2,2 157 46,4 >c,b;>b,a
Adet agnisi igin ilag kullanma

Evet 129 52,2 10 11,0 139 41,1 46,706

Hayir 118 47,8 81 89,0 199 58,9 0,000
Adet agnisi igin ilag digi yontem kullanma

Evet 174 70,4 38 41,8 212 62,7 23,406

Hayir 73 29,6 53 58,2 126 37,3 0,000
Ailede dismenore 6ykiisu (Anne, kiz kardes vb.)

Evet 175 51,8 51 15,1 226 66,9 6,580

Hayir 72 21,3 40 11,8 112 33,1 0,010

*X2 : Ki-kare analizi, p < 0,05

Calismada dismerosi olan katilimcilarin sirekli kaygi envanteri puan ortalamasi ile adet agrisinin
baslama zamani, kaygil bir kisilige sahip oldugunu distinme ve adet déneminde kendini depresif
hissetme durumu arasinda fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 3).

Calismada dismerosi olmayan katilimcilarin strekli kaygi envanteri puan ortalamasi ile adet agrisi igin
ilagc disi yontem kullanma, kaygili bir kisilige sahip oldugunu disinme ve adet doneminde kendini
depresif hissetme durumu arasinda fark gézlenmistir (p<0,05) (Tablo 3).

Ancak hem dismerosi olan ve hem de dismenoresi olmayan katilimcilarin sirekli kaygi envanteri puan
ortalamasi ile adetlerin diizenli olma durumu, adet agrisi icin ilag kullanma ve adet déneminde uyuma
isteginde artma durumu arasina fark bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 3).

Ayrica dismenoresi olan ve dismenoresi olmayan gruplarin sirekli kaygr envanteri puan ortalamasi
arasinda fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 3).

Calismada hem dismerosi olan katilimcilarin strekli kaygi envanteri puan ortalamasi 48,92+8,35 (min-
mak: 31-73), dismerosi olmayan katiimcilarin ise 48,19+7,25 (min-mak: 30-70) olarak saptanmistir.

Tablo 3. Katilimcilarin StiRekli Kaygi Envanteri Puani lle Menstrilasyon Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Degiskenler Dismenore
Var Yok
(n:247) Ort£SS *t/Fvep (n:91) OrtxSS *t/F ve p
degeri degeri
Adetlerin diizenli olma durumu
Evet 182 4845:831 1473 4 47,76:7,06  -0.979
Hayir 65 5023:830 0 3 0475781 0
Adet agrisinin baglama zamani
Agri yok 2 51,00+2,82 3,433 16 46,06+7,76 1,349
Adet 6ncesinde 116 50,3548,64 0,034 28 47,57+6,36 0,265
Adet sirasinda 129 47,60+7,95 47 49,29+7,51
Adet agnisi igin ilag kullanma
Evet 129 48,61+8,11 -0,610 10 52,40+9,60 1,973
Hayir 118 49,26+8,63 0,542 81 47,67+6,80 0,052
Adet agnisi igin ilag digi yontem kullanma
Evet 174 48,32+8,56  -1,753 38 46,21+7,62 -2,263
Hayir 73 50,35+7,70 0,081 53 49,62+6,68 0,026
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Kaygili bir kisilige sahip oldugunu diigiinme

Evet 176 50,92+8,09 6,394 61 50,01+7,38 3,635

Hayir 71 43,95+6,82 0,000 30 44,5045,40 0,000
Adet doneminde kendini depresif hissetme

Evet 225 49,55+8,19 3,913 75 49,20+7,11 2,976

Hayir 22 42,45+7,28 0,000 16 43,50+6,08 0,004
Adet doneminde uyuma isteginde artma

Evet 210 49,24+8,48 1,457 68 48,73+6,86 1,219

Hayir 37 47,08+7,45 0,146 23 46,60£8,25 0,226
Dismenore durumuna goére gruplarin kaygi ortalamalar

Var 247 48,92+8,35 Yok 91 48,19+7,25 0,782

0,435

—

Independent Samples Test, F: One-Way Anova test, p < 0,05
4. Tartigma ve Sonug

Bu galismada, genc¢ kadinlarin dismenore durumlarina gére menstriiel profillerini ve kaygi dizeylerini
beliremek amaciyla yapilan ¢alismanin bulgulari ilgili literatir esliginde tartisilmistir [7,18,19].

Dismenore, gen¢ kadinlarda en yaygin gorilen jinekolojik sorunlardan biridir [18,19]. Literatiirde
primer dismenorenin 15-17 vyaglarinda basladigi ve 20-24 vyaglarinda maksimuma ulastig
belirtiimektedir [20]. Calismaya katilan kadin o6grencilerin yas ortalamasi 21,11+2,76 olarak
bulunmustur (Tablo 1). Tlrkiye’de dismenore ile ilgili yapilan benzer galismalara bakildiginda yas
ortalamasi mevcut ¢calismanin bulgulari ile benzerlik géstermistir [9,19].

Dismenore gen¢ kadinlarda yaygin olarak goérilen jinekolojik problemlerden biridir [21]. Bu
calismadaki kadin &grencilerin %73,1'i dismenoreden muzdaripti (Tablo 1). Cesitli arastirmalarda
diinya genelinde dismenore prevalansinin %50 ile %90 arasinda oldugu bildirilmistir [4,5,6]. Ulkemizde
ise dismenore prevalansinin %28 ile %87,7 arasinda degistigi belirtilmistir [7,9]. Mevcut ¢alismanin
dismenore prevalansi literatlirde belirtilen prevalans araliginda yer aldigi gézlenmistir. Prevalans
degisikligi kisinin agri algisindan ve dismenoreyi tanimlamak igin standart bir yontemin olmayisindan
kaynaklanabilir [21].

Mevcut literatlirdeki bircok calismada, biyolojik, psikolojik, sosyal ve yasam tarzi faktorlerinin
dismenore ve menstriel profil ile iliskili olabilecegi gosterilmistir. Biyolojik faktorler arasinda daha
erken menars yasl, daha agir menstriel kanama ve ailede dismenore 6ykisu yer alirken [22].
psikolojik faktorler arasinda stres, kaygi ve depresyon durumu yer almaktadir [12]. Calismada
dismenore yasayan katilimcilarin %64,8'i ve dismenore yasamayanlarin ise %5,5’i her adetinde agri
yasadigi ve gruplar arasinda anlaml fark oldugu saptanmistir (Tablo 2). Altmis calismayi iceren
sistematik bir derleme, erken adet gérmenin ve diizensiz bir dénginin dismenore riskini sirasiyla %54
ve %102 oraninda artirdigi gosterilmistir [23]. Hu ve arkadaslar (2019) ¢alismasinda adet kanamasi
erken olan ve duzensiz adet dongusu olan kadinlarin adet agrisi yasama olasiliginin daha yuksek
oldugunu belirtmistir [24]. Literatir sonuglari mevcut ¢alismanin sonucunu desteklemektedir.

Agri, kisiden kisiye gore degisiklik gosteren subjektif bir duygudur. Literatiirde degisik agr 6lgiim
yontemleri olmasina kargin, mevcut calismada agrinin diizeyi kisinin algisina ve 6z bildirimine gore
degerlendirilmistir. Dismenore yasayan kadin 6grencilerin siddetli agri algilama orani %62,8 iken,
dismenore yasamayanlarda ise bu oran %2,2'dir (Tablo 2). Kadinlarin %3-33'0 her adet dongusu
sirasinda 1-3 guin suren siddetli agn yasadigi raporlanmistir [25]. Calismalarin geneline bakildiginda
dismenore yasayan gen¢ kadinlarin agriyt 5-7 puan araliginda orta dizeyde algiladiklar
belirtiimektedir [8,18]. Maryam ve arkadaslar (2016) ¢alismalarinda, dismenore yasayanlarin %12,1
hafif, %36,5 orta ve %51,4'e orta siddette agri yasadigini raporlamistir. Calismanin bu bulgusu
Maryam ve arkadaslarinin 2016’daki ¢alismasindaki orta siddette agri yasama oranindan daha yuiksek
bulunmustur [26]. Arastirmanin bu sonucunun literatlr ile farklilagsmasinda bireysel, gevresel,
sosyo-kultirel birgok faktorin etkili oldugu distntlmektedir.

Dismenorede farmakolojik ve farmakolojik olmayan tedavi yontemlerden yararlaniimaktadir. Ancak pek

cok kadin oncelikle farmakolojik yontemleri tercih etmektedir. Arastirmada agri kesici ilag kullanma
durumu incelendiginde dismenore yasayan kadin &grencilerin %52,2'inin  ve dismenore
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yasamayanlarin ise %11’inin menstriiasyon doneminde agri kesici ilag kullandigi belirlenmistir (Tablo
2). Dismenorede ilag kullanma oranini Alp Yilmaz ve Baser %19,8; Sentiirk Erenel ve Sentirk %11,5;
Uslay Keskin ve arkadaslar ise %14,09 olarak bulmustur [27,28]. Mevcut arastirmada dismoresi
olanlarin agri kesici kullanma orani, yapilan diger arastirma sonuglarina gére daha yuksek
bulunmustur. Calismanin érneklem grubunun teorik ve uygulamali egitimlerinin en yogun déneminde
yapillmasi ve menstriel agrinin azaltiimasi igin katihimcilarin agri kesici kullanim oranini arttirmis
olabilir.

Primer dismenorede agriyla basetmek igin medikal yontemler yaninda egzersiz, sicak uygulama,
masaj gibi tamamlayici yontemlerin kullanildigi belirtiimektedir [15,29]. Bu ¢alismada dismenoresi
olanlarin %70,4’Undn, dismenoresi olmayanlarin %41,8’inin menstriasyon déneminde ilag digi yontem
kullandi§i ve oranlar arasinda anlamli fark oldugu saptanmistir (Tablo 2). ilag digi yéntem kullanma
oranini Gun ve arkadaslar %80,9 [30]. Omidvar ve arkadaslari [31]. %83,2 ve Chia ve arkadaslari
%75-91 olarak saptamistir [32]. Mevcut calismada dismenoresi olanlarin ilag disi ydntem kullanim
oranlari literatur ile paralellik gdsterirken, dismenoresi olmayanlarin ise ylzde kirk dizeyinde ilag disi
yontem kullandigi belilenmistir. Menstriasyon dénemi her ne kadar fizyolojik bir donem olarak
algilansa da, kadinlar bu dénemi rahat gecirmek icin ilag disi yontemlerden yararlanmistir.

Ailedeki dismenore 6ykulsu, dismenore icin dnemli bir risk faktéridir. Calismada dismenoresi olanlarin
%51,8'inin ve dismenore olmayanlarin %15,1’inin ailesinde dismenore Oykisid oldugu ve gruplar
arasinda anlamli fark oldugu saptanmistir (Tablo 2). Onceki galismalarin ¢ogu, ailesinde dismenore
Oykusu olan kadinlarin artmis dismenore riskine sahip oldugu bulgusu, mevcut calismanin bu
bulgusunu desteklemistir [33,34].

Dismenore ve menstriel profil kadinlarin duygu durumunu etkileyerek anksiyete ve depresyona neden
olabilmektedir. Duygusal ve davranigsal problemlerin dismenore ve menstriiasyon semptomlarini
siddetlendirdigi ya da anksiyete ve depresyonun dismenoreyi etkiledigi bildirilmistir. Ayrica anksiyete
ve depresyonun dismenore siddetini artirdidi belirtilmistir [12,25]. Calismada hem dismenoresi olan
hem de dismenoresi olmayan katilimcilarin slrekli kaygi envanteri puan ortalamasi ile kaygili bir
kisilie sahip oldugunu distinme ve adet déneminde kendini depresif hissetme oranlar benzerlik
go6stermistir (p<0,05) (Tablo 3). Gagua ve arkadaslari primer dismenoresi olan ve olmayan olgularin
depresyon ve anksiyete durumlarini kiyasladiklari ¢alismalarinin sonucunda dismenorelilerin %1,5’u
dusuk % 29,6’s1 orta, % 68,9'u yuksek siddete anksiyete dizeyine sahip oldugunu; kontrol grubunun
% 33,1'i disuk %41,9'u orta %25'i yuksek anksiyete dizeyine sahip oldugunu tespit etmislerdir [35].
Farkli yas gruplarinda yapilan bir baska c¢alismada ise 18-55 yas arasi olan ve menstriiel sorunlari
olan kadinlarin anksiyete ve depresyon sikliginin daha yilksek oldugu gosterilmistir [36]. Goa'da
2000'den fazla Hintli kadini kapsayan bir ¢calismada, dismenore yogunlugunun depresyon, anksiyete
ve somatik sikayetlerin siddetiyle arttigi gosterilmistir [37]. Namvar ve arkadaslari (2018)
calismasinda anksiyete skorunu dismenore olmayan grupta diger iki gruba goére (primer dismenoresi+
bel agrisi olan ve primer dismenoresi+ bel agrisi olmayan) daha yliksek bulurken, depresyon skorunu
dismenore olmayan grupta diger iki gruba gore daha dusuk bulmustur [38]. Calismalarda dismenore
ile anksiyete ve depresyon arasinda iligki gdOsterilmis olmasina karsin, mevcut calismada hem
dismenoresi olan hem de dismenoresi olmayan katilimcilarin surekli kaygi envanteri puan ortalamasi
benzerlik géstermistir. Calismanin bu bulgusunun literatiirden farklilasmasinda, ¢alismanin egitimin en
yogun oldugu dénemde yapilmasi, katilimcilarin kaygi ve depresyon dizeylerini etkilemis olabilecegi
seklinde yorumlanmisgtir.

Bu calismanin sonucunda katilimcilarin dismenore durumu ile menars yagi, adet agrisi yasama sikligi,
adet agrisinin baglama zamani, adet donemindeki agrinin siddeti, adet agrisi icin ilag kullanma, adet
agnisi icin ilag disi yontem kullanma ve ailede dismenore 6ykisu arasinda anlamli fark saptanmistir.
Calismada hem dismerosi olan hemde dismerosi olmayan katilimcilarin stirekli kaygr envanteri puan
ortalamasi benzerlik géstermistir.

Sonu¢ olarak dismenoresi olan ve olmayan gruplarin menstriasyon profilleri farklilik gdsterirken,
slrekli kaygl envanteri puan ortalamasi agisindan gruplar benzerlik gostermistir. Menstrial stre¢
fizyolojik bir durum olmasina karsin, hemen her kadini etkilemesi nedeniyle, kadinlarin bu déneme
0zgli semptomlarinin hafifletiimesi ve kaygilarinin giderilmesi igin danismanlik destegi verilmesi
Onerilir. Gelecekteki arastirmalar, kadinlarin mesguliyetleri ile menstriel dénemdeki anksiyete durumu
arasindaki iligskinin anlasiimasina odaklanmalidir.
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Tesekkur

Bu galismaya gonullu katilan kadin Universite 6grencilerine igbirlikleri i¢in tesekkir ederim.

Etik Beyani

Bu galismada, “Yuksekdgretim Kurumlar Bilimsel Arastirma ve Yayin Etidi Yonergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen yoénergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin
Etigine Aykin Eylemler” baghdi altinda belirtilen eylemlerden higbirinin gerceklestiriimedigini taahhut
ederim. Arastirma igin ilgili etik kuruldan (26/12/2019/180 tarih ve sayili) onam, kurumdan sézIU ve
yazili izin ve aragtirmaya katilanlardan bilgilendirilmis onam alinmistir.
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ABSTRACT

Objective: Besides the known co-morbidities, emergency department (ED) applications reveal an increasing
trend due to the complications originating from the increase in the elderly population in the society. In addition,
ED applications with psychiatric symptoms also continuously rise in numbers. Along these lines, in the current
study, we focus on the fundamental causes associated with the ED applications of geriatric patients (> 64 years
old ) with psychiatric symptoms.

Materials and Methods: The patients who applied to our ED with psychiatric symptoms between February
2019 and August 2019 and who had a psychiatry consultation were evaluated retrospectively. The demographic
data, co-morbidities, known psychiatric diseases, admission symptoms, and outcome diagnoses of the patients
were recorded. The results were evaluated statistically.

Results: A total of 43.2 % of male patients who were over the age of 65, and 43.3 % of female patients were
admitted to our ED with the most common complaint of anxiety. No significant relations were detected between
suicide attempts and the presence of psychiatric disease in elderly patients (p = 0.93). Delirium was the most
common diagnosis in the geriatric population without any known psychiatric disease (n = 10). All patients were
diagnosed with depression, delirium, and dementia, respectively, after the emergency psychiatric evaluation.

Conclusion: Healthcare costs and morbidity-mortality rates of the senior patients with psychiatric symptoms
can be significantly diminished upon the diagnosis of depression, delirium, and dementia via psychiatric
examinations.
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Amac: Bilinen komorbiditelerin yani sira toplumda yasl nifusun artmasindan kaynaklanan
komplikasyonlar nedeniyle acil servis (AS) basvurulan artan bir egilim gdstermektedir. Ayrica psikiyatrik
belirtileri olan acil servis bagvurulan da surekli artis géstermektedir. Bu dogrultuda, mevcut galismada,
psikiyatrik semptomlari olan geriatrik hastalarin (>64 yas) acil servis bagvurulariyla iligkili temel nedenlere
odaklaniyoruz.

Gere¢ ve Yontem: Acil servisimize Subat 2019-Agustos 2019 tarihleri arasinda psikiyatrik belirtilerle
basvuran ve psikiyatri konsiltasyonu yapilan hastalar geriye donik olarak degerlendirildi. Hastalarin
demografik verileri, ek hastaliklari, bilinen psikiyatrik hastaliklari, bagvuru semptomlari ve sonug tanilari
kaydedildi.

Bulgular: 65 yas Ustu erkek hastalarin % 43.2'si, kadin hastalarin ise % 43.3'U en sik anksiyete sikayeti ile
acil servisimize bagvurdu. Yagli hastalarda intihar girisimi ile psikiyatrik hastalik varligi arasinda anlaml bir
iliski saptanmadi (p=0.93). Deliryum bilinen herhangi bir psikiyatrik hastaligi olmayan geriatrik
populasyonda en sik gorilen taniydi (n=10). Acil psikiyatrik degerlendirme sonrasinda tim hastalara
sirasiyla depresyon, deliryum ve demans tanisi konuldu.

Sonugc: Psikiyatrik semptomlari olan yagh hastalarda psikiyatrik muayene ile depresyon, deliryum ve
demans tanisi konuldugunda saglik maliyetleri ve morbidite-mortalite oranlari dnemli élglide azaltilabilir..

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, acil tip, geriatrik psikiyatr
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1. Introduction

The world's population is aging, bringing about an ever-greater burden of mental disorders in older adults
[1]. Literature data suggest that number of people over the age of 65 exceeded 40 million in the U.S. in
2012, while senior citizens older than 65 years old surpassed 23.2 % of the population in Italy in 2020,
and 25 % in Japan in 2013 [2,3]. It is expected that this ratio will reach > 30 % in Japan by 2025 [2,3].
The relative population of the elderly people in Turkey with respect to the national population is rapidly
increasing [4]. For instance, the population over the age of 65 in Turkey corresponded to the 8.5 % of
the overall population in 2017, where this value is expected to increase up to 10.2 % in 2023 [4].
According to a study conducted in a psychiatric hospital in Turkey, the rate of psychiatric patients aged
60 and above was found to be 8.2%, and it was reported that the proportion of elderly individuals seeking
psychiatric emergency services has increased in parallel with the rise in the elderly population [5].
Depression is one of the most common psychiatric conditions in geriatric patients. Depressive symptoms
are typically seen in about 15 % of geriatric patients. Age, malnutrition, obesity, race, economic
inadequacies and functional disabilities are important risk factors leading to depression [6]. A study
conducted in China identified more than 50 million patients over the age of 65 with dementia and
cognitive impairment. This increased the need for psychiatric care in geriatric patients in the country and
implied stringent measures to be taken at the national level. These measures not only reduced the
hospitalization time of the patients, but also provided service to a greater number of patients [7].

Even after controlling for sociodemographic and disease-related variables, older adults with high levels
of depressive symptoms have a 25% higher risk of all-cause mortality [8]. Therefore, the treatment of

123



mental health disorders among older adults is of critical importance for both mental and physical well-
being [9].

There is a limited number of studies in Turkey regarding psychiatric emergency admissions in geriatric
patients. In the present study, the purpose was to evaluate the demographic data of geriatric patients
who applied to the ED with psychiatric symptoms, and the results of comorbidities and psychiatric
diseases. In addition, it is aimed to contribute to the database of our country in geriatric psychiatric
diseases.

2. Material and Method

The study was planned with a retrospective observational design. Patient consent was not obtained
because it was in the form of a file review over the hospital automation system and did not contain
images that would enable patients to be identified. The study was approved by the Ethics Committee.
The present study was conducted in line with the Declaration of Helsinki and good clinical practices.
There is no conflict of interest between the authors.

In the current study, patients = 65 years of age who applied to the ED with psychiatric symptoms
between February 2019 and August 2019 were evaluated retrospectively. These patients also received
psychiatric consultation.

Among the patients admitted to the ED with psychiatric complaints, 67 patients who needed psychiatric
consultation were included in the study. Those with any missing data were excluded from the study. The
patients were divided into 2 groups as males and females. Patients’ data were obtained through the
hospital registry system. The results of the ED epicrisis and ED psychiatry consultations that were
registered in the system were analyzed. The gender, age, place of residence, co-morbidities, known
psychiatric diseases, whether or not patients had received any psychiatric treatment, and the final
psychiatric diagnosis decision made in the process were recorded. The distribution of these data by
gender was reported in statistical terms. The distribution of the final psychiatric diagnoses of the patients
according to age was determined. Hospitalization decisions and the length of stay of the patients were
also determined. The correlation between suicide attempts, which is among the reasons for admission
to the ED, and psychiatric diagnosis status were examined. Finally, the relations between psychiatric
diagnosis and hospitalization were investigated.

The SPSS 22 (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago, IL) program was used in
the evaluation of the data. The categorical data were expressed as numbers and percentages, and
numerical data as mean+/-standard deviation. The categorical data were compared with the Chi-Square
Analysis (Pearson Chi-Square). A p value of < 0.05 was taken to be statistically significant.

3. Results

Among the currently investigated patients, 55 % (n = 37) of the patients were male and the mean age
was 73x7.0 in males. 45 % (n=30) of our patients were women. The mean age of the women was 77,
77.1+£9.7 years. 92.5 % of the patients lived in their own houses. When the comorbidities of the patients
were examined, the most common comorbidity was found to be the cerebrovascular disease with a rate
of 35.8 %. This is followed by hypertension (23.9 %), and Alzheimer's disease (16.4 %). The distribution
of the demographic data is summarized in Table 1.
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Table 1. Distribution of the demographic data for those over the age of 65

n %
Gender Male 37 55
Female 30 45
Residence Home 62 92.5
Nursing home 5 7.5
Comorbidities None 2 3
Diabetes Mellitus 8 11.9
Hypertension 16 23.9
Cerebrovascular Disease | 24 35.8
Chronic Kidney Failure 1 1.5
Parkinson 5 7.5
Alzheimer’s Disease 11 16.4
Other* 33 49.3

*Peripheral Vascular Disease, Meniere’s Disease, Systemic Lupus Erythematosus, Anemia, Neuro-brucellosis

It was found that anxiety was the most common symptom of patients in males (n=16) and females
(n=13). Furthermore, 16.8 % of women who applied to the ED had a former a suicide attempt. In men,
the most common reason for the admission was anxiety corresponding to the 43.2 % of the male
patients, followed by aggression (21.6 %). When the distribution of the known psychiatric diseases of
the patients was considered, it was found that 18.9% (n=7) of the males had dementia and (n=8) of
females had depression (26.7 %). 43.3 % of women and 35.1 % of men did not have a known diagnosis
of psychiatric disease. Observed symptoms and the distribution of known psychiatric disorders are
summarized in Table 2.

Table 2. Distribution of admission symptoms, psychiatric disease, and use of medication of patients over the age
of 65

Gender n % (in terms of gender)
Symptom Male Aggression 8 21.6
Anxiety 16 43.2
Suicide 5 13.5
EPS& 3 8.1
Hallucination 3 8.1
Drug Overdose 0 0
Depressive Symptom 2 5.4
Female Aggression 4 13.3
Anxiety 13 43.3
Suicide 5 16.8
EPS& 0 0
Hallucination 4 13.3
Drug Overdose 1 3.3
Depressive Symptom 3 10
Known  Psychiatric | Male None 13 35.1
Disease Dementia 7 18.9
Bipolar Disorder 3 8.1
Depression 6 16.2
Schizophrenia 6 16.2
GAD* 2 5.4
Female None 13 43.3
Dementia 3 10
Bipolar Disorder 1 3.3
Depression 8 26.7
Schizophrenia 4 13.3
GAD* 1 3.3
Psychiatric Male 21 56.8
treatment status Female 17 56.7

& Extrapyramidal Symptoms, * Generalized Anxiety Disorder

Upon initial psychiatric evaluations of the patients, it was found that the most common diagnosis was
major depression (n=24). After the secondary evaluation, delirium (n=16) and dementia (n=8) were also
diagnosed in addition to depression. It was also found that the most common diagnosis for the patients
without a known psychiatric disease was delirium (n=10). Depression was the second most common
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(n=6) diagnosis among the patients without a psychiatric diagnosis. The relationship between the final
psychiatric diagnosis and age is summarized in Table 3.

Table 3. Distribution of the final psychiatric diagnosis and age of patients over the age of 65

n Age (Mean+SD)

Psychiatric ~ disease | Depression 24 72.2+7.62
diagnosis after "Befirium 16 79.1+7.54
psychiatric i
assessment Dementia 8 78.6+x11.8

Psychosis 5 70.2¢5.4

No 2 76.5£12.02

PTSD* 1 66

Other** 11 74.18+7.87

* Post-traumatic stress disorder, ** Anxiety disorder, psychiatric follow-up, Extrapyramidal symptom

No correlation was found between patients with known psychiatric disease and those who attempted
suicide as a control (p=0.93). There were no significant correlation between the patients who were
diagnosed with a psychiatric disease after psychiatric evaluations and suicide (p=0.54). All of the
patients without a known diagnosis of psychiatric disease were diagnosed with a psychiatric disease
after the suicide attempt (Table 4).

Table 4. Relation of patients over the age of 65 diagnosed with psychiatric disease with suicide

Suicide p
Known Psychiatric Disease Yes No Total
Yes 6 35 41 0.93
No 4 22 26
Psychiatric disease diagnosis after Suicide p*
psychiatric evaluation Yes No Total
Yes 10 55 65 0.54
No 2 2

*Chi-Square Test

Table 5 summarizes the relationship between the need for hospitalization and the psychiatric diagnosis
of the patients. No correlations were detected between the patients’ known psychiatric disease diagnosis
and the need for hospitalization (p=0.37). There were no significant relations between the patients who
were diagnosed with a psychiatric disease after psychiatric evaluation and the need for hospitalization
(p=0.68).

Table 5. Relation with hospitalization of patients over the age of 65 with psychiatric disease diagnosis

Hospitalization p*
Known Psychiatric Disease Yes No Total
Yes 4 37 41 0.37
No 1 25 26
Psychiatric disease diagnosis after Hospitalization p*
psychiatric assessment Yes No Total
Yes 5 60 65 0.68
No 2 2

*Chi-Square Test
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4. Discussion and Conclusion

The care of elderly patients who have multiple comorbidities is important in terms of reducing mortality
and morbidity. In this sense, a geriatric-based approach may increase survival rates [10,11]. The present
study deals with the psychiatric aspect of the issue in the emergency services, where an important
examination and treatment process of individuals over 65 years of age is managed. More than half of
the cases in the present study were men. However, there were differences in the rate of admission
between the genders in previous studies. The number of female applicants was reported to be higher
than that of males in some studies [12]. While Kalenderoglu et al. found that the patients were mostly
female in their study [13]. Sawayama identified a large proportion of male patients [14]. This difference
in gender distribution may be because of regional, socioeconomic, and cultural differences. It is apparent
that larger epidemiological studies are needed to clarify this issue. However, most studies show that the
mean age of women is greater than that of men in the elderly population. The biggest reason for this
may be that women have a longer life expectancy than men [15]. In our study, clinical complaints in the
emergency department and anxiety symptoms were the first in both genders. Epidemiological studies
have shown that anxiety disorders are more commonly observed among geriatric patient groups, with
physical limitations, social, and economic problems emerging as prominent contributing factors [16].
Although aggressive behavior was the second most common among men, suicidal attempts were more
common among women. The least common reason for men to apply was depressive complaints, and
that of women was the drug overdose. Numerous studies reported that anxiety increased with age,
comorbid disease, and multiple drug use in the elderly. This rate was between 10-20 % in the elderly
[13]. It has been observed that anxiety and linoliness trigger depressin in older individuals [16]. Although
anxiety was the most common symptom in the our study, these patients were mostly diagnosed with
depression and delirium. When the known psychiatric diagnoses were evaluated, there were only three
patients diagnosed with anxiety disorder. After the emergency psychiatric examination of the patients,
depression was added as a new diagnosis in two of them.

When the patients admitted to the emergency department because of a suicide attempt were examined,
no significant relations were detected between a previously known psychiatric disease diagnosis. When
the patients without a psychiatric diagnosis were evaluated from this point of view, no significant
relations could be established with suicide. It was reported that an average of 13 people over the age
of 65 die from suicide every day in the U.S. Furthermore, it was shown that 18.1 % of those who
attempted suicide in 2000 were caused by the geriatric population [17]. A Canadian study evaluated
psychiatric emergency service use among the people aged over and below the age of 65. It was found
that 19% of people who were over the age of 65 had suicidal ideas and 8 % attempted suicide [18]. In
the current study, it was also observed that a significant proportion of the patients had a history of suicide
attempts. We believe that this is noteworthy even though there are differences between the relative
populations of elderly people for different countries. A previous study reported that the rate of suicide
was 5-6 times higher in men aged 80-84 than in the general population [19]. The reason for the higher
rate in our study may be because of the level of development between countries and economic reasons.
We think that this problem may increase with the increased geriatric population in our country .

Overall assessment of the currently investigated patients reval that more than half of them had
previously undergone a psychiatric examination and had been diagnosed with a known symptom. Most
of these patients were using their medications regularly. Aimost all of our patients were diagnosed with
a psychiatric disorder after undergoing a psychiatric evaluation in the emergency department. A
secondary additional psychiatric diagnosis was made to some of them who were previously diagnosed.
The most frequently diagnosed disease was delirium in the patients who had no diagnosis, and
depression was the second most common. When all patients were evaluated in the ED, the most
common diagnosis was depression. In emergency department admissions, delirium is present in 8% to
17% of elderly patients and up to 40% of those residing in nursing homes [20]. Delirium has consistently
been associated with adverse outcomes, including mortality [21]. These results as well as the current
study underscore the prominence of depression and delirium in the emergency service diagnoses in the
geriatric population. In accordance with the results of the current study, in a former study that was
conducted in Canada, depression was detected among 20% of the patients over the age of 65 applying
to the psychiatric emergency service. Admission to the emergency department because of substance
use, especially alcohol, was found to be high in this study [18]. In the our study, no patients were
detected who applied to the emergency department because of substance abuse. Accidental excessive
drug intake was found in only 1 female patient. This may be because of the low rate of substance use
such as alcohol among the elderly in our country and sociocultural differences. In the current study,
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almost all of these patients were diagnosed with a new psychiatric disease for the first time. In summary,
this result suggests that there are more elderly psychiatric patients in the geriatric population in our
country than expected. Our work will be informative for more comprehensive studies. According to the
results of the present study, the most important suggestion is the need to establish psychiatric diagnosis
centers for the elderly population. The elderly must have easy access to these centers, which must be
equipped in terms of geriatric care principles. Finally, dealing with the emergency psychiatric problems
of elderly psychiatric patients in these centers outside the general emergency services will protect these
patients, especially from the delirium manifestation caused by the general emergency room
environment.

The geriatric population is experiencing a steady increase in our country, necessitating the
establishment of healthcare institutions capable of providing psychiatric evaluations for these
individuals. While developed countries have implemented specialized psychiatric emergency services,
in our country, general emergency services are predominantly utilized for addressing the needs of such
patients. Upon evaluating the results of the present study, it becomes evident that the aging population
is associated with a heightened prevalence of anxiety among geriatric patients. Consequently, it is
essential to conduct psychiatric evaluations for geriatric patients who present to the emergency
department with psychiatric behavior changes or symptoms, irrespective of whether they have a
previously diagnosed psychiatric condition. The psychiatric evaluation must be performed in geriatric
patients who present to the emergency department with psychiatric behavior changes or symptoms,
whether or not they have a previously known psychiatric disease or not. Comorbidities that occur with
age, especially the history of cerebrovascular disease, loneliness, loss of cognitive functions, and
physical decline cause depression in geriatric patients. Secondly, delirium and then dementia appear
as other leading diseases. Periodic psychiatric examinations of geriatric patients in these periods of their
lives without symptoms may decrease the development of diseases such as depression, delirium, and
dementia. Reducing these three diseases can prevent other diseases and traumas which may develop
in the elderly . Thus, ED admissions and hospital stays can be reduced due to psychiatric limitations in
geriatric patients.
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ABSTRACT

Objective: During drug preformulation studies, thermal analysis and spectroscopic techniques are used to
detect physical or chemical incompatibilities between the active compound and the excipients in the formulation,
and to demonstrate the safety and/or efficacy of the final product. It has revolutionized erectile dysfunction with
the development of a selective cyclic guanosine monophosphate-specific PDE-5 inhibitors. Tadalafil is one of
these inhibitors. Excipients are included in dosage forms to assist in manufacture, absorption or application.
Although considered to be pharmacologically inert, the drug active compound may impair effectiveness.

Material and Method: DSC, TGA, and FTIR, were used in the work. Ascorbic acid, butylated hydroxyanisole,
calcium phosphate dibasic, cellulose, magnesium stearate, mannitol, sodium carboxymethyl cellulose, sucrose,
talc, starch, primojel, and citric acid exhibit interaction with Tadalafil. Binary mixtures of drug:excipient have
been analyzed.

Results: Based on spectroscopic and thermal results; Tadalafil is incompatible with magnesium stearate,
mannitol, sucrose, and ascorbic acid.

Conclusion: Studies to investigate drug-excipient compatibility are an important step in drug development
studies. Thermal and spectroscopic techniques are widely used in such studies.

Keyw ords: Tadalafil, Compatibility, Excipient; Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Differential
Scanning Calorimetry
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Amag: llag 6n formilasyon galigmalari sirasinda, formiilasyondaki aktif bilesik ile yardimci maddeler
arasindaki fiziksel veya kimyasal gecimliliklerini tespit etmek ve nihai Grinin glvenilirligini ve/veya
etkinligini gostermek igin, uygun bir formUllasyon eldesinde termal analiz ve spektroskopik teknikler
kullanilir. Erektil disfonksiyonda, segici bir siklik guanozin monofosfata 6zgl fosfodiesteraz tip 5
inhibitérlerinin gelistirimesi ile devrim yaratmigtir. Tadalafil de bu inhibitérlerden bir tanesidir. Yardimci
maddeler, Uretim, emilim veya uygulamaya yardimci olmak icin dozaj formlarina dahil edilmistir.
Farmakolojik olarak inert oldugu disunulse de, ila¢ aktif bilesidi etkinligi bozabilir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada DSC, TGA ve FTIR sistemleri kullaniimigtir. Askorbik asit, butile
hidroksianisol, kalsiyum fosfat dibazik, seliloz, magnezyum stearat, mannitol, sodyum karboksimetil
selilloz, sukroz, talk, nisasta, primojel ve sitrik asidin Tadalafil ile etkilesimi incelenmistir. Ikili ilag karisimlarr:
eksipiyan analiz edilmistir.

Sonuglar: Spektroskopik ve termal sonuglara goére; Tadalafil magnezyum stearat, mannitol, sukroz ve
askorbik asit ile gecimsizdir.

Sonug: llag-eksipiyan uyumlulugunu arastiran galismalar, ilag gelistirme galismalarinda énemli bir adimdir.
Bu tur calismalarda termal ve spektroskopik teknikler yaygin olarak kullaniimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tadalafil, Gegimlilik, Yardimci madde, Fourier Déntisimu Kizilétesi Spektroskopisi,
Diferansiyel tarama kalorimetrisi
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1.Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disease involving a proliferative vasculopathy of various
small pulmonary vascular arterioles of different etiologies, but also with a similar clinical presentation
and, in most cases, responding to similar medical treatment. Currently, various drugs and prostanoids
for symptom relief, endothelin receptor antagonists (ERA), and phosphodiesterase-5 (PDE-5) inhibitors
are used as pulmonary arterial standards in the treatment of hypertension and erectile dysfunction [1-
11]. Tadalafil is the newest of the three PDES5 inhibitors available. Similar effect to Sildenafil and
Vardenafil in terms of mechanism of action, but differing primatrily in longer duration of action and half-
life [12]. The chemical structures of Tadalafil is given in Figure 1.

H (o}
| N‘CHg
N ; NTH
H - O
o} 7

-0

Figure 1: The chemical structure of Tadalafil
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The safety, effectiveness, quality and stability of the drug formulation are the main topics of the new
drug development process. The stability of a dosage form with these properties is the result of a thorough
study of the physico-chemical properties of the active pharmaceutical ingredient (API) as well as all
other ingredients (eg excipients, production aids, packaging) [13]. Drug-excipient compatibility studies
maximize the stability of a dosage form. In addition, it is important in the discovery and development of
new drugs. It helps in formulating the dosage form, determining its stability and maximizing it. Both
physical and chemical instability can cause safety concerns on the drug. Negative interactions between
drug and excipient result in chemical instability of the drug, change in the chemical structure of the drug
molecule, degradation of the drug and decrease in drug content, and formation of other molecules such
as degradation products [14].

Spectroscopic and thermal techniques are frequently used for incompatibility studies between drugs and
excipients [15-25]. Spectroscopic techniques are sensitive to the structure, functional groups and
environment of organic compounds. These techniques are used to determine the solid state behavior
and formulations of APIs. In addition, it is also used in scanning potential intermolecular interactions and
compatibility between components based on vibrational changes. Thermal analysis techniques are
critical in compatibility screening studies. It is widely used for rapid detection and assessment of
physicochemical mismatch. XRD is a direct measurement of a material's crystalline form, with the typical
output being a plot of intensity versus diffraction angle [26]. Different excipient mixtures are used in
drugs containing tadalafil (lactose, hydroxypropyl cellulose, sodium carboxymethyl cellulose,
microcrystalline cellulose, sodium lauryl sulfate, magnesium stearate, hydroxypropyl methylcellulose,
titanium dioxide, yellow iron oxide, macrogol/PEG 4000, hypromellose, triacetin, talc, sodium lauryl
sulfate, polyvinyl alcohol, lecithin, etc.).

In the present study, the possible interactions between Tadalafil and excipients (ascorbic acid, butylated
hydroxyanisole, calcium phosphate dibasic, cellulose, magnesium stearate, mannitol, sodium
carboxymethyl cellulose, sucrose, talc, starch, primojel, citric acid) have been evaluated. Ascorbic acid
is a powdered compound with preservative properties, which is considered safe for oral administration
as an inactivated excipient. Its melting point is 190°C. Calcium phosphate dibasic is apharmaceutical
excipient that contains Calcium ions (Ca?*) together with phosphate anions. It has a white powder
structure with a melting point of 109°C.

Polymers are macromolecular compounds. They make up a broad and diverse group of substances,
including natural polymers, synthetic polymers, semi-synthetic polymers, and fermentation products.
These compounds are frequently used in drug formulations due to their excellent binding properties in
the dry state. Polymers are macromolecular compounds. They make up a broad and diverse group of
substances, including synthetic polymers, semi-synthetic polymers, natural polymers, and fermentation
products. These compounds are frequently used in drug formulations due to their excellent binding
properties. Polymers are macromolecular compounds. They make up a broad and diverse group of
substances, including synthetic polymers, semi-synthetic polymers, natural polymers, and fermentation
products. These compounds are frequently used in drug formulations due to their excellent binding
properties. Carboxymethylcellulose sodium and cellulose are excipients in the form of white powder.
While the melting point of Carboxymethylcellulose sodium is 274°C, this value is in the range of 260-
270°C for Cellulose. Butylated hydroxytoluene, commonly known as BHT, is an organic compound used
as an antioxidant in the pharmaceutical industry. BHT is a substituted derivative of phenol. BHT helps
to prevent the formation of free radicals and the oxidation step. It has a powder structure with a melting
point in the range of 58-70°C. Magnesium Stearate (Mg(C1sH3502)2 or Magnesium Octadecanoate) is a
mixture of magnesium salts of fatty acids, mainly palmitic and stearic acid. It is one of the most commonly
used excipients. It is a solid and white powder. It is an FDA-approved inactive ingredient commonly used
as a lubricant and release agent in pharmaceutical manufacturing. Its melting point is 359.4°C [27].
Sucrose is a sugar from the monosaccharide group. It is a compound that is used as a preservative
especially during the lyophilization of drugs, exists in crystal form and has a melting point of 186°C [28].
Mannitol, commonly used in pharmaceutical formulations, is a sugar alcohol. It is one of the most
common excipients in freeze-dried injectable products and is used as a bulking agent. It is also used as
a sweeting agent, diluent and tonicity agent. It has a melting point of 165°C [29]. Talc is a naturally
sourced mineral extracted from the soil, consisting of magnesium, silicon, oxygen and hydrogen. It is an
aqueous magnesium silicate with the chemical formula MgsSisO10(OH)2. It is used to retain moisture,
prevent clumping and facilitate the use of the product.

The aim of this paper is to assess the stability of Tadalafil when mixed with several excipients commonly
used in the pharmaceutical industry. In the present study, thermal and spectral techniques were used
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for drug-excipient interactions. Due to its unique chemical and pharmacokinetic properties, Tadalafil-
excipient interaction has been included in our study.

2. Material and Method

Chemicals and reagents

Tadalafil, ascorbic acid (AA), butylated hydroxyanisole (BHA), calcium phosphate dibasic (CP), cellulose
(C), magnesium stearate (MS), mannitol (M), sodium carboxymethyl cellulose (SCC), sucrose (S), talc
(T), starch (ST), primojel (P), citric acid (CA), potassium bromide (KBr) purchased from Sigma and
Merck.

Instrumentation

Fourier transform-infrared spectroscopy (FTIR) spectra were recorded at room temperature using a
Frontier Perkin Elmer using KBr compressed discs. Each spectrum was obtained by averaging 32 scans
from 4000 down to 450 cm™ [30].

Differential scanning calorimetry (DSC) curves were obtained in Perkin EImer Calorimeter (DSC 4000).
Tadalafil and Tadalafil-excepient mixtures were placed in a pre-weighed stainless steel pan. A pan was
containing approximately 10 mg of sample under dry nitrogen atmosphere (flow rate of 20 mL min‘1).
The sample was equilibrated to 25°C and then heated from 25°C to 400°C at a rate of 10°C/min.

[31, 32].

Thermogravimetric analysis (TG) curves were obtained in a SEIKO SlII, model TG/DTA 7200, under dry
nitrogen atmosphere (flow rate 30 mL min') as the purge gas and heating rate of 10°C min in the
temperature range between ambient and 800°C. Samples were weighted in platinum pans about 10 mg.
a-Al203 was employed as a reference material in the analysis [33].

3. Results

Recently, thermal and spectroscopic methods have been recommended for such studies. FTIR focuses
on the solid state behavior of drug substances. Indicative of no interaction between drug and excipient
is the absence of any disappearance of the base group peak of the pure drug. In the dual drug mixture,
functional group peaks of the pure drug are included in the spectrum, even if there is a slight decrease
in density. For this reason, vibrational changes are considered as an indicator of intermolecular
interactions-incompatibility studies between drug-excipients. The spectra are compared (Table 1)
(Figure 2).

Table I: FTIR description of Tadalafil

Peak wavenumber (cm™) Description [34, 35]

3330 Absorption bands characteristic of amine (N-H)

3073 =C-H stretching in an aromatic ring

2907 —C-H stretchings in the alkanes

1677 lactam (N-H)

1678 and 1650 C=0

1600-1585 and 1500-1400 Carbon—carbon stretching vibrations in the aromatic rings
1300-1000 C-N stretching

1200-1000 C-H deformation
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Figure 2: FTIR specturum of Tadalafil

The FTIR spectrum of Tadalafil-BHA mixture showed sharp band at 3404 cm™, 3392 cm™, 2979 cm™,
2951 cm?, 1506 cm™, 1200 cm®, and 1033 cm™. These peaks are either not included in the spectrum
of Tadalafil or their peak intensities are very low (Figure 3).
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Figure 3: FTIR specturum of Tadalafil-BHA mixture

Apart from the peaks in Tadalafil, there are also sharp peaks in 3400 cm™, 3287 cm, 2971 cm't, 2947
cm?, 1082 cm™, and 1021 cm™ for Tadalafil-M mixture (Figure 4).
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Figure 4: FTIR specturum of Tadalafil-M mixture

In addition to the characteristic peaks of Tadalafil, there are 3564 cm™, 3389 cm™, and 1068 cm* peaks
of different intensities in the Tadalafil-S mixture (Figure 5).
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Figure 5: FTIR specturum of Tadalafil-S mixture

In the spectrum of Tadalafile-AA, there are peaks of different intensities at 3525 cmt, 3408 cm'*, 3213
cm?, and 1578 cm™. In addition, due to the differentiation in the structure, the twin peak at 1678 and
1650 cm™ of C=0 shifted to 1700 cm™ and the shape of the peak changed. It is seen from the spectrum
that the peak intensities differ in the range of 1400 cm™-900 cm (Figure 6).
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Figure 6: FTIR specturum of Tadalafil-AA mixture
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In the spectrum of the Tadalafile-CA mixture, there are peaks of different intensities, especially at 3496
cm?, 3446 cm, 3294 cm?, 1361 cm™, and 1176 cm™ In addition, there are two peaks at 1755 cm™* and
1683 cm™ next to the twin peaks at 1678 and 1650 cm™ belonging to two C=0 in the structure (Figure
7).
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Figure 7: FTIR specturum of Tadalafil-CA mixture

According to FTIR results, BHA, M, S, AA and CA excipients were found to be incompatible with
Tadalafil. If the main peaks of the drug are also included in the spectrum of the drug-excipient physical
mixtures, it is an indication of the absence of possible interactions between the active drug and
excipients [36, 37]. The characteristic peaks of Tadalafil were unchanged or preserved in mixtures of
Tadalafil-CP, Tadalafil-C, Tadalafil-SCC, Tadalafil-T, Tadalafil-ST, and Tadalafil-P (Figure 8).

ML

Figure 8: FTIR specturums of a) Tadalafil-CP mixture, b) Tadalafil-C mixture, c) Tadalafil-MS mixture, d)
Tadalafil-SCC mixture, e) Tadalafil-T mixture, f) Tadalafil-ST mixture, and g) Tadalafil-P mixture
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The TGA curve of Tadalafil is illustrated in Figure 9.
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Figure 9: TGA curve of Tadalafil

From TGA curve, little weight loss from 25 to 300°C was detected for Tadalafil because chemical
degradation with 3% of impurities. As shown in Fig. 9, Tadalafil had a sharp melting point (Twm) at 303°C
[38, 39]. Thermal stability of Tadalafil and its binary mixtures with different excipients are presented in
the Table 2. TG/DTG curve showed that Tadalafil was thermally stable up to 300°C and finally
decomposed at 400°C with a residual amount of 48.27%. The DSC curve showed a sharp endothermic
peak at 303.64°C indicating the indicating the (Twm) [38-40]. We have compared TG curve of pure
Tadalafil and BHA, CP, C, MS, M, SCC, S, T, AA, ST, P, and CA. In binary mixture %10 decomposition
temperatures were start from a range of 128-355°C. In drug-excepient binary mixture %210
decomposition temperatures were start from a range of 138-599°C. The decomposition temperature
value is directly proportional to resistibility of drug in mixture form against temperature.Table 2 shows
seven compounds close to the decomposition temperature of Tadalafil. These are CP, C, MS, SCC, T,
ST and P.

Based on the 10% and 15% decomposition temperatures, the temperature values of the T and ST
mixtures are higher than the other mixtures. This shows that these binary mixtures (Tadalafil-T and
Tadalafil-ST) are more stable than others Tadalafil-CP, Tadalafil-C, Tadalafil-MS, Tadalafil-SCC, and
Tadalafil-P).

Table 2: Thermal stability of Tadalafil and Tadalafil-excipient mixture with excipients by TG.

Sample 15% mass loss/°C Total weight loss
10% mass loss/°C
(600°C/%)

Tadalafil 344.91 355.12 52.85
Tadalafil-BHA 128.79 138.13 86.18
Tadalafil-CP 343.75 354.84 45.39
Tadalafil-C 323.23 332.38 79.79
Tadalafil-MS 317.77 326.52 70.74
Tadalafil-M 295.48 305.02 72.93
Tadalafil-SCC 311.68 341.14 21.39
Tadalafil-S 234.36 249.62 72.44
Tadalafil-T 352.59 366.48 24.07
Tadalafil-AA 238.13 278.15 32.82
Tadalafil-ST 355.89 599.67 15.28
Tadalafil-P 331.70 357.95 18.69
Tadalafil-CA 199.87 216.17 29.36

The amount of residue may also influence the stability of formulation residual content after heating is
inversely proportional to the thermal decomposition of drug. The TG curve of all binary mixture show a
content of residue range from 13.82-84.72% of its initial weight. The highest content of residue would
be found in case of ST.
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As a shown in Fig. 10, Tadalafil had a sharp (Tw) at 303.64°C as reported [38]. About the same melting
endotherm peak was observed for the drug and CP, C, and T physical mixtures (Table 3). The
endotherm peak for Tadalafil-MS at 279.33°C, Tadalafil-SCC at 296.33°C, Tadalafil-ST at 297.14°C,
Tadalafil-P at 298.48°C. According to papers, very little temperature change in enthalpy peaks in DSC
thermograms is due to their low impurity in the compounds used for analysis [38-41]. As such there is
no interaction between drug-this excipient.

Residual weight (mg)

25 75 125 175 225 275 325 375 425

Temperature, °C

Figure 10: DSC curve of Tadalafil

Table 3: Peak temperature and enthalpy values of Tadalafil and Tadalafil-excipient mixtures

Sample Tpeak (°C) Comments Result
Tadalafil 303.64
Tadalafil-BHA 169.28 Lowest melting time Possible interaction
Tadalafil-CP 304.41 Thermally stable No interaction
Tadalafil-C 304.46 Thermally stable No interaction
Tadalafil-MS 279.33 Thermally less stable Low impurity
Tadalafil-M 169.21 Lowest melting time Possible interaction
Tadalafil-SCC 296.78 Thermally less stable Low impurity
Tadalafil-S 182.40 Lowest melting time Possible interaction
Tadalafil-T 304.44 Thermally stable No interaction
Tadalafil-AA 193.95 Lowest melting time Possible interaction
Tadalafil-ST 297.14 Thermally less stable Low impurity
Tadalafil-P 298.48 Thermally less stable Low impurity
Tadalafil-CA 156.97 Lowest melting time Possible interaction

The endotherm peak for Tadalafil-BHA at 169.28°C, Tadalafil-M at 169.21°C, Tadalafil-S at 182.40°C,
Tadalafil-AA 193.95°C, and Tadalafil-CA 156.97°C, thus suggesting a probable interaction.

4. Discussion and Conclusion

The FTIR, TGA and DSC results of the drug and its binary mixtures containing excipients are important
in terms of determining the interaction between the drug and excipient. Studies to investigate drug-
excipient compatibility are an important step in drug development studies. Thermal and spectroscopic
techniques are widely used in such studies. Tadalafil is the new and the most versatile PDES5 inhibitor
in the treatment of hypertension. Parallel combinations of Tadalafil and Tadalafil-excipient mixtures with
TG and DSC thermogram and various excipients were recorded. When evaluating the results, the focus
was on the thermal stability model, or mass percent in the TG, during the change or movement of the
endothermic peak and the presence of the new temperature-related peak in the DSC. In this study,
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DSC, TGA, and FTIR systems were used to determine the possible interactions between Tadalafil and
some excipients like BHA, M, S, AA, and CA. TG results clearly demonstrate that CP, C, MS, SCC, ST,
T and P are stable with drug at elevated temperature. While the 10% and 15% mass loss temperatures
of Tadalafil-T and Tadalafil-ST are higher than pure Tadalafil, the values of the others are slightly lower.
DSC curve demonstrated suspected interaction with BHA, M, S, AA and CA. In the FTIR spectra of the
binary mixtures of BHA, M, S, AA and CA, there have been shifts in the places of some of the main
peaks of Tadalafil or different peaks. The result of FTIR study of drug and there binary mixtures with
excipient were constant and showed as supportive result of TG and DSC.
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Amag: Kolon kanserleri, hastanin yasam kalitesini derinden etkileyen ve gesitli komplikasyonlarla iligkili
kronik élimcil bir hastaliktir. Vitamin B kompleksi, gida takviyesi olarak alindiginda olumlu anti-inflamatuar
etkiler gostermektedir. Bu calisma, fotodinamik terapiyle lipozomlu vitamin B kompleksinin kolon
kanserlerinde (HCT-116 ve HT-29 hiicre hatti) anti-kanser etkisini arastirmayi amaclamigtir.

Materyal- Metot: Calismanin birinci basamagini olusturan Vitamin B kompleksi lipozom ile kapstle edildi.
Lipozomlu vitamin B kompleksi Zetasizer cihaz ile karakterize edildi. Lipozomlu vitamin B kompleksi MTT
(3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) testi ile HCT-116 ve HT-29 hicre hattinda % canlilhk
oranlarina bakilmigtir. Ayni hiicre hatlarinda vitamin B kompleksinin fotodinamik terapi etkisiyle hangi 61im
yolaklarini sectigini gdstermek icin de akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmigtir.

Bulgular: Lipozomlu vitamin B kompleksinin boyutlari 100 nm ile 200 nm araliginda degistigi belirlendi.
Lipozomlu vitamin B kompleksi (fotosensitizer) 7,5 J/cm? 1s1k dozunda 0,25 mg/ mL'de karanlik deneyinde
HCT-116 hucre canlilik ylizdesi %75 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran %47’lere dismustur (****p<0.001).
0,5 mg/mL vitamin B kompleksi gozeltisi icin yapilan karanhk deneyinde HT-29 hiicre canlilk yizdesi %70
iken 1s1k deneyi sonrasi bu oran %35’lere dismustir (****p<0.001). Arzu edilen fotodinamik etkinlik bu
sonuglara daha yakindir. Hiicre 6lim yolaklar belileme deneyinde lipozomlanmis vitamin B kompleksinin
konsantrasyonu 1mg/mL olarak HCT-116 ve HT-29 hicrelerine uygulanmistir. HCT-116 hiicre hattinda
%40 oraninda apoptoz gorulirken HT-29 hiicre hattinda %60 oraninda apoptoz gorildi.

Sonug: Pazarlanan ilaglari yeniden konumlandirmak, yeni antitimor ilaglan kesfetmek icin yeni bir
yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. Pazarlanan ilaglar igin yeni kullanim alanlarinin gelistiriimesi, yeni anti-
tumor ilaglari gelistirmenin etkili ve hizli yolu oldugu kanitlanmistir. Verilerimiz in-vitro olarak bazi kolon
kanser turlerinde vitamin B kompleksinin fotodinamik terapiyle kullaniminin Gmit vaat ettigini
savunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik terapi, kolon kanseri, ilag yeniden konumlandirma, vitamin B kompleksi,
lazer
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ABSTRACT

Objective: Colon cancer is a chronic fatal disease that severely affects the quality of life of patients and is
associated with various complications. Vitamin B complex shows positive anti-inflammatory effects when taken
as a food supplement. The aim of this study was to investigate the anti-cancer effect of vitamin B complex with
liposomes in colon cancers (HCT-116 and HT-29 cell lines) using photodynamic therapy.

Material-Method: Vitamin B complex, which is the first step of the study, was encapsulated with liposome.
Vitamin B complex with liposome was characterized by Zetasizer device. The MTT (3-4,5-dimethyl-thiazolyl-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was used to determine the % survival rates in HCT-116 and HT-29 cell
lines. The same cell lines were also analyzed by flow cytometry to show which death pathways were selected
by the vitamin B complex with the effect of photodynamic therapy.

Results: It was found that the dimensions of the vitamin B complex with liposomes varied between 100 nm and
200 nm. Liposomal vitamin B complex (photosensitizer) at 7.5 J/cm2 light dose at 0.25 mg/mL in the dark
experiment, while the percentage of HCT-116 cell viability was 75%, this rate decreased to 47% after the light
experiment (****p <0.001). While the percentage of HT-29 cell viability was 70% in the dark test for 0.5 mg/mL
vitamin B complex solution, this rate decreased to 35% after the light test (****p<0.001). The desired
photodynamic efficiency is closer to these results. In the cell death pathway assay, the concentration of
liposomal vitamin B complex was applied to HCT-116 and HT-29 cells at 1 mg/mL. While 40% apoptosis was
observed in the HCT-116 cell line, 60% apoptosis was observed in the HT-29 cell line.

Conclusion: Repositioning of marketed drugs has emerged as a new approach to the discovery of new anti-
tumor drugs. The development of new uses for marketed drugs has proven to be an efficient and rapid way to
develop new anti-tumor drugs. Our data suggest that the in vitro use of vitamin B complex with photodynamic
therapy is promising in some types of colorectal cancer.

Keywords: Photodynamic therapy, colon cancer, drug repositioning, vitamin B complex, laser
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1. Giris

Diinya Saglik Orgti, timdr morbidite ve mortalitesinin son yillarda kademeli olarak artmakta oldugunu
bildirmistir [1]. Bu sebeple, hizla gelisen teknoloji ile anti-tumdr ilaclar icin pazar zamanla ¢ok blyuk
olmaktadir. Geleneksel yontemleri kullanarak yeni ilaglar kesfetmek zorlasmaktadir, bu da yeni ilag
gelistirmenin bagari oraninin yildan yila diismesine neden olmaktadir [2]. ilaci yeniden konumlandirma
olan pazarlanan ilaglar icin yeni kullanim alanlarinin gelistiriimesi, yeni anti-timor ilaglari gelistirmenin
etkili bir yolu oldugu kanittanmistir [3].

Kolon kanseri, diinya ¢apinda 6lime neden olan Gglnci blyik kanser turidur [4]. Kolorektal kanser
(KRK), vicudun diger bélgelerine metastaz yaparsa, hastalarin 5 yillik sag kalim orani %15'tir [5].
Kanser i¢cin mevcut tedaviler radyoterapi, kemoterapi, cerrahi rezeksiyon ve imminoterapidir.
Halihazirda mevcut tedaviler, zayif biyoyararlanim ve ciddi yan etkilere sahip olup, saglikh hicreleri
oldurmektedir. Bu nedenle, hasta sonugclarini iyilestirebilecek yeni tedavi stratejilerini belirlemek igin
KRK baglangicini ve ilerlemesini yéneten mekanizmalarin tam olarak ac¢ikliga kavusturulmasi c¢ok
Onemlidir. Fotodinamik terapi (FDT), minimal invaziv bir timor tedavi stratejisidir [6, 7]. Hastalara
baslangigta intravendz olarak, timor bdlgelerinde biriken bir fotosensitizer (FS) (ilag) uygulanir,
ardindan timord 1sinlamak igin belirli bir dalga boyunda goérinir 1sik kullaniir. FS, fotokimyasal
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reaksiyon yoluyla singlet oksijen (*O2) olugsumuyla timor hiicrelerine zarar verir ve onlari éldurir. Vitamin
B12, folat ve biyotin reseptorleri; akciger, 16semi, kolon, meme ve bobrek hiicre hatlarinda daha fazla
eksprese edildigi gosterilmistir [8-10]. Vitamin B kompleksi disik toksisite, hedef dokuda hizli ve segici
birikim, kolay sentez ve Uretim, 550-670 nm'de giclii absorpsiyon dalga boyu, cilde neredeyse hicbir
yan etkisi olmayan avantajlariyla FDT igin ileriye dénik bir FS olarak ortaya ¢ikmaktadir [11,12]. Klinik
uygulamada FDT'nin yiksek maliyeti sadece ekipmanin fiyatindan degil, ayni zamanda FDT igin
kullanilan ilaglarin yuksek maliyetinden de kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, 6zellikleri ylksek etkinlik,
dislk yan etkiler ve disuk maliyet icermesi gereken yeni ilaclarin gelistirilmesi arzu edilmektedir. Bu
gereklilikleri takiben, halihazirda varolan bazi organik kimyasallar FDT adaylari olarak kullaniimaktadir.
Bunlardan biri de 650 nm'de yuksek 1s1k absorpsiyonuna sahip iyi bilinen bir boya olan metilen mavisidir
[13]. Bizde burdan yola ¢ikarak vitamin B kompleksinin FDT'de etkili ve gesitli hastaliklara kars! klinik
uygulamalar icin 1Oz ve fotodinamik aktivite Gretme kabiliyeti gosterebilecegini dngérmekteyiz.

FDT ile iligkili kanser tedavisinde FS veya ilaclarin ¢ézUnurlidd ¢ok dnemlidir [14]. CozUnurlUkle ilgili
temel sorunlar, polimerik nanopargaciklar [15], lipozomlar [16], miseller [17] ve karbon nanotupler [18]
gibi farkli nanotasiyici sistemler kullanilarak belirgin bir sekilde azaltiimigtir. Bu makalede nanotasiyici
sistem olarak lipozomlama teknolojisi kullaniimistir. Lipozomlanan vitamin B kompleksi herhangi zararli
etkiye ugramadan kolon kanser hicrelerininin membranindan kolay bir sekilde gecerek hedefe ulasmis
olacaktir. Bizde bu galisma ile halihazirda varolan vitamin B kompleksini yeni anti-timor ila¢ olarak
yeniden konumlandirmayi hedeflemekteyiz. Vitamin B kompleksi FDT’ de FS olarak kullanilarak disuk
maliyet ve disuk yan etki saglanmigs olacaktir.

2. Materyal ve Metot
Fotosensitizer ve Isik Kaynagi

Fotosensitizer olarak vitamin B kompleksi (B1:B6:B12), (Cas no:Sigma V2876 68-19-9), 1sik kaynagi
icin merkezi dalga boyu 650 nm olan kirmizi strekli lazer diyot kullaniimistir. 0,2 cm?lik bir alani
kapsayan hiizme genisligene sahip olup, hiizme profili yaklasik Gaussian profilindedir. Gaussian isin
profilinin kuyruklari, numuneler Uzerindeki maruz kalma akiciligina ihmal edilebilir katki nedeniyle
hesaplamalarimizda harig tutulmustur. Lazer ¢ikisi uygulama alanina 5 mW’lik 1sik gligli aktarmaktadir.
Dozlama stiresince (5 dakikada) net 7,5 J/cm? miktarinda isik akisi ilgili 6rnek ylzeyine aktariimaktadir
[19-21].

Vitamin B Kompleksinin Lipozomlanmasi
Oncelikle iki ayr karisim hazirlandi [22].

. Birinci karisim: 3 mg fosfolipit (Lipoid S) etanol (EtOH)'de ¢ozuldu.

. ikinci karisim: %2’lik DMSO/PBS ve Vitamin B kompleksi (stok derisim: 10 mg/mL) hazirlanip
calkalayicida karistirildi. Birinci karisimdan 10 uL ikinci karnsimdan da 90 pL alindi ve 15 dakika
vortekslendi. Zeta sizer boyut analiz cihazi ile karakterize edildi (Sekil 7).

Hiicre Canhiiginin Belirlenmesi

Calismamiz ATCC’den ticari olarak temin edilen HCT-116 ve HT-29 (kolorektal kanser hiicre) hatlarinda
gerceklestiriimistir. Bu hicre hatlari fotodinamik etkinligin fazla olan ylzeye yakin kanser turleri oldugu
icin tercih edilmistir. Hicreler -80°C’den alinarak hizla ¢éziinmesi saglandi. Hucrelerin kultir ortamlari
DMEM (4.5 g/L glukoz, Thermo Fisher Scientific), %10 fetal dana serumu (2x, SIGMA), 100 U/mL
penisilin (SIGMA) iginde yapildi. Cozinen hicreler icerisinde 10 ml DMEM besiyeri bulunan 50 ml’lik
tiplere alinarak 1500 rpm (2 819 xg) de 5 dakika santrifijj edildi. SUpernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet restispanse edilerek, besiyeri iceren flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de inkiibasyona birakildi, hiicre
cogalmasi her giin takip edildi. Hucrelerin besiyeri degisimleri, pH degisimine bagli olarak ti¢ dort giinde
bir gercgeklestirildi. Pasaj yapmak igin hicrelerin ekildikleri flasklar %70-80 oraninda doldurmalari
beklendi. Pasaj sirasinda besiyeri flasklardan uzaklastiriidi, PBS (1x, SIGMA) ile U¢ kez yikanan
hiicreler, flaskin boyutuna gére eklenen tripsin-EDTA (%0.25,SIGMA) ile 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Tripsin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla eklenen besiyeri ile birlikte 50 ml’lik tliplere toplanan hiicreler
1500 rpm (2 819 xg) de 5 dakika santrifij edildi. Flasklardaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra,
pasajlamada anlatilan sekilde toplanan hlcreler, pelletin miktarina gore besiyeri ile restuspanse edildi.
Hazirlanan hicre stuspansiyonundan 10 L alindi, 10 yL tripan mavisi ile pipetaj yapilarak karistirildi.
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Toma lami ve lamel arasina boyanan hiicrelerden 10 pyL konularak ters-faz 1gik mikroskobunda 10x
biyitmede hiicreler sayildi. Tripan mavisi (MERCK) ile boyanan hiicreler 6li, boyanmayan hiicreler
canli olarak degerlendirildi ve ml'deki hiicre sayisi hesaplandi.

Hicreler yukarida anlatildigi sekilde gogaltilip, sayildiktan sonra 102 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl
besiyeri/kuyu iceren 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat 37°C (% 5 CO3)’de kuyulara tutunmalari igin
inkibasyona birakildi. Ertesi giin lipozomlu vitamin B kompleks hazirlanan ana stoklardan 0; 0,0625;
0,125; 0,25; 0,5; 1 mg/mL olacak sekilde hiicrelere uygulandi [20,21]. Bu maddelerin hicre canliligina
olan etkileri incelenmek Uzere, ilag+1s1k uygulamasindan 24 saatin sonunda MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-
2,5-difeniltetrazolyum bromur, (5 mg/mL, SIGMA)den 10 pl eklendi. 37°C’de 3 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda hiicre canlihgl spektrofotometre kullanilarak 540 nm’de 6lgiildi
asagidaki formule gore hesaplandi [23].

Canlilik= (Ornek540nm-Blank540nm)/(Control540nm-Blank540nm)
Akis Sitometrisinde Apoptoz ve Nekroz Tayini

Apoptoz yolaginin aktivasyonu sirasinda hicre zarinda agiga ¢ikan fosfatidilserinlerin boyanmasini
saglayan Annexin V, FITC konjige oldugundan FL1 panelinde gorintilenirken hlcre g¢ekirdedini
boyayan 7AAD (7-Aminoactinomisin D), apoptozun gec¢ evresindeki ve nekrotik hiicreleri boyayarak
FL2 panelinde gorintilenir. Sonug olarak boyanmayan hucreler canli, sadece Annexin V ile boyanan
hiicreler erken apoptotik, her iki boya ile boyanan hiicreler geg¢ apoptotik, son olarak sadece 7AAD ile
boyanan hucreler ise nekrotik olarak degerlendirilir. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi hucre
hatlarinda (HCT-116 ve HT-29) hangi 6lum yolaklarini tetikleri Annexin V/7AAD ile boyanmalari ile
belirlendi. Hicreler 6 kuyucuklu plaklara, 80* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi ve yapigmalari igin 37
°C’de 24 saat inklbe edildi. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi (1mg/mL) uygulanmasindan ve 1sik
(1sik kaynag icin merkezi dalga boyu 650 nm olan kirmizi strekli lazer diyot kullanilmistir. 0,2 cm?'lik
bir alani kapsayan hizme genisliene sahip olup, hizme profili yaklasik Gaussian profilindedir) ile
muamele edildikten sonra 24. saatteki apoptoz ve nekroz oranlan akis sitometrisi cihazi ile analiz
edildi. Hucreler kuyucuklardan tripsin-EDTA (2x) ile kaldinlip ependorflara toplandiktan sonra, iki kez
soguk PBS (Fosfat Tamponu,1x) ile yikandi. Daha sonra 5 dakika 1500 rpm’de santrifllj edilip
supernatant kismi uzaklastirildi. Hicre pelletin  konsantrasyonu 10° hiicre/mL olacak sekilde
annexinV baglama tamponu eklendi, igerisinde 100 uL (10° hiicre) alinip Gzerine 5ul Annexin V, 5yl
7AAD eklendi, tipler 15 dakika, oda sicakhginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. Daha sonra
400 ul baglama tamponu eklenen tlpler buza alindi ve akis sitometrisinde analiz gerceklestirildi.

istatiksel Analiz

ikiden fazla parametrik degiskenin karsilastirimasi iki Yonlii Varyans Analizi (Twoway ANOVA) ile,
Sidak Coklu Kargilastirma Testi ise post hoc testi ile yapilmistir. TUm istatistiksel analizler % 5 anlamlilik
dizeyinde yapildi ve P <0.05, P <0.01 ve P <0.001 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analiz,
Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirildi.

3. Bulgular

Vitamin B Kompleksinin Lipozomlanmasi

Lipozomlanmigs vitamin B kompleksinin Zetasizer ile boyutlar incelendi. Lipozom boyutlarinin 100 nm
ile 200 nm arahdinda degistigi belirlendi. Lipozomlanmis vitamin B kompleksi bir filtre yardimiyla
sliziilerek 100 nm altinda olanlar kanserli hiicrelere verilmistir. Bdylece vitamin B kompleksi hiicre

zarindan gegebilecek biyouyumlu hal almistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Vitamin B kompleksinin lipozom partikll boyutta karsilik yizdesel orani

Hiicre Canhiiginin Belirlenmesi

Lipozomlanmis vitamin B kompleksi kanser hiicre hatlarinda (HCT-116 ve HT-29) hicre canliligina olan
etkileri farkli derisimlerinde MTT testi ile % canlilik kontroli yapilmistir. Hlicre kultiri ortaminda 96
kuyulu plaklar kullanilarak gergeklestirilen canlilik testinde belilenen konsantrasyon araliginda, her iki
hicre hattinda da 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 ve 1 mg/mL artan konsantrasyonlarina bagli olarak karanlik
ve 1sik deneylerinde canliigini yitirdigi gozlenmigtir (Sekil 2). Fotodinamik terapinin temel
prensiplerinden olan karanlik toksisiteye bakilirken minimal toksik etki gostermesi i1sik toksisite de
maksimum toksik etki gbstermesidir.

HCT-116 hicre hattinda karanhk toksisiteden sonra i1sik ile muamele edilerek aktif hale getiriimek
istenen fotosensitizer (Lipozomlanmis vitamin B kompleksi) lipozomlanarak 96 kuyulu plaklara 0,0625;
0,125; 0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra 650 nm olan kirmizi sirekli lazer
diyotile 7,5 J/cm? 1sik dozlarina maruz birakildi. Daha sonra MTT testi ile % canlilik oranlarina bakildi.
7,5 J/lcm? 1sik uygulandiginda fotosensitizer 0,0625 mg/mL konsantrasyonunda karanlik ve 1sik deney
sonuglari arasinda anlamli bir fark gortilmezken, 0,5 mg/mL konsantrasyonunda da karanlik deneyinde
canlilik yuzdesi %70 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 50Q’lere diusmustir (*p<0.05) (Sekil 2).
Fotosensitizer 1 mg/mL  konsantrasyonunda da karanlik deneyinde canlilik yizdesi % 65 iken 1sik
deneyi sonrasi bu oran % 50’lere dismustur (*p<0.05). Fotodinamik terapinin temel prensiplerinden olan
karanlikta minimum toksik etki gosterirken 1sik deneyinde maksimum bir dlim gézlenmesidir. Fakat
kabul etmeliyiz ki; fotodinamik terapinin etkinligi HCT-116 hiicre hattinda beklenen etkiyi
gOsterememistir.

HT-29 hiicre hattinda karanlik toksisiteden sonra isik ile muamele edilerek aktif hale getiriimek istenen
fotosensitizer (Lipozomlanmig vitamin B kompleksi) lipozomlanarak 96 kuyulu plaklara 0,0625; 0,125;
0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra 650 nm olan kirmizi surekli lazer diyot
ile 7,5 J/cm? 11k dozlarina maruz birakildi. Daha sonra MTT testi ile % canlilik oranlarina bakildi. 7,5
Jicm? 11k dozunda, fotosensitizer 0,25 mg/ mL konsantrasyonda karanlik deneyinde canlilik yizdesi
%75 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 47'lere dusmustur (****p<0.001) (Sekil 2). Aslinda bu
konsantrasyonda da karanlik ve isik deney arasinda beklenen fark yine yakalanamamistir. Fakat 0,5
mg/mL’da konsantrasyonda karanlik deneyinde hiicrenin canlilik yizdesi %70 iken 11k deneyi sonrasi
bu oran % 35’lere dusmustur (****p<0.001) (Sekil 2). Fotosensitizer 1 mg/mL’da konsantrasyonda
isekaranlik deneyinde canlilik yizdesi %50 iken 1sik deneyi sonrasi bu oran % 25’lere diusmustur
(****p<0.001). Arzu edilen fotodinamik etkinlik bu sonuglara daha yakindir. Her iki konsantrasyonda da
canlilik yizdesi yari yariya distigt hem sekil hem yiizdeler tizerinden de gorilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Vitamin B kompleksinin a) HCT-116 Hicre Hatt’'nin ve b) HT-29 Hucre Hatt’'nin karanlik-isik toksisite
sonuglari verilmistir. HCT-116 hicresinde Vitamin B kompleksinin; karanlik 0,5 mg/mL vs isik 0,5 mg/mL *p<0.05
ve 1sik 0,5 mg/mL vs 1s1k 0,0625 mg/mL ***p<0,001. HT-29 hiicresinde Vitamin B kompleksinin, 11k 0,0625 mg/mL

vs karanlik 0,0625 mg/mL ****p<0,001; 151k 0,25 mg/mL  vs karanlk 0,25 mg/mL  ****p<0,001; 151k 0,5 mg/mL
vs karanlik 0,5 mg/mL  ****p<0,001.

Akis Sitometrisinde Apoptoz ve Nekroz Tayini

Lipozomlanmis vitamin B kompleksi (1mg/mL) uygulanmasindan ve isik ile muamele edildikten sonra
24. saatteki apoptoz ve nekroz oranlari akig sitometrisi cihazi ile analiz edildi. FDT uygulamasindan
sonra hucrelerin doza bagh élumleri apoptotik agidan degerlendirildi. Apoptoz deneyinde lipozomlanmig
vitamin B kompleksinin konsantrasyonu 1mg/mL olarak hicrelere uygulanmistir. Lipozomlanmis vitamin
B kompleksinin 1mg/mL konsantrasyonlari hicre hatlarina (HCT-116 ve HT-29) uygulanmistir. Her iki
hicre hattini etkinlik agisindan karsilastirmak icin bu konsantrasyon segilmistir. HCT-116 hilicre hattinda
%40 oraninda apoptoz goérulirken HT-29 hicre hattinda %60 oraninda apoptoz goruldu (Sekil 3).
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Sekil 3. HCT-116 ve HT-29 hicre hatlarinda Vitamin B kompleksinin (1 mg/mL) Annexin-V/7AAD analizi
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Flow sitometri diyagram, asagidaki sekilde tanimlanan dért bolgeye ayrilir: Q1, Q2, Q3 ve Q4 ylzdeleri su sekilde:
nekrotik hicrelerin ylizdesi (Q1: 7AAD/ AnnexinV +/-); geg apoptotik hiicrelerin ylizdesi (Q2; 7AAD/ AnnexinV +/+);
yasayabilir hicrelerin ylzdesi (Q3; 7AAD/ AnnexinV —/-) ve erken apoptotik hiicrelerin ylUzdesi (Q4; 7AAD/
Annexin-V —/+).

Lazer Dozlamalari ve Aborbans

Bu calismada 1sik deneylerinde 650 nm dalgaboylu surekli lazer 1sik kaynagi kullaniimistir. Lazer
Isimasl dalga-boyu bant genisligi =3 nm sahip olmasi aktarilan 11k enerjisinin hlcreye aktarilan
miktarinin kesinlikli olarak hesaplanmasini kolaylagtirmaktadir.

Deneyler sirasinda kullanilan vitamin B kompleksinin konsantrasyonuna bagli olarak absorbans
grafikleri Sekil 4'da gdsterilmistir. Absorbans degerleri goreceli olarak logaritmik olgekte verilmigtir.
Konsantrasyonlarin artigiyla birlikte absorbans degerlerindeki artig, derisim degerlerindeki artisla dogru
orantili olarak artmaktadir ki bu beklenen bir sonugtur.

Sekil 4de 1 mg/mL ve 0.5 mg/mL derisimli B kompleksi icin 650 nm dalgaboyunda absorbansi sirasiyla
6 ve 3 katlari kadar artis géstermektedir. Bu da ilgili hiicrelerin 151k dozlamasinda FDT icin gerekli enerji
miktarinin ayni oranlarda artmasina neden olmakta birlikte FDT’nin 650 nm dalgaboyunda etkinligini
artirmaktadir. Kanser hiicreleri 650 nm dalgaboyunda 7,5 J/cm? enerji ile dozlanan 1 mg/mL ve
0,5 mg/mL vitamin B kompleksi araciliyla bu enerjinin sirasiyla %15 ve %10 kadarini binyelerinde
hapsedebilmektedirler. FDT etkinligi bu emilim sayesinde gézlenmektedir.
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Sekil 4. Vitamin B kompleksi derisimine gore absorbans grafigi

4. Tartigsma ve Sonug

Modern diinyada kanserin giderek artmasi, etkili tedavi stratejilerinin gelistiriimesini dnemli kilmaktadir.
Gunumuzde modernlesen aligkanliklar nedeniyle kanser hastalari ve 6lim vakalari hizla artmaktadir
[24]. Arastirmacilar kanser hiicrelerini kemoterapi, radyoterapi, ¢oklu ilag kombinasyonlari, hedefleme,
immiunoterapi, fotodinamik terapi, nanopargacik hedefleme [25] vb. dahil olmak (zere farkh sekillerde
tedavi etmeye odaklanmaktadirlar. Fotodinamik terapi, normal hiicreleri etkilemeden sadece kanserli
hiicrelere odaklanan, kanser icin geleneksel ve gelismekte olan bir tedavidir. FDT ve nanoteknoloji
temelli tedavilerin ve teshisin bir kombinasyonu kanser igin yeni ve etkilidir [26].

Fotodinamik terapi, 1s1gin sinirli doku penetrasyonundan dolayi fotodinamik tedavinin etkili olabilmesi
icin prostat, servikal, 6zofagus, gastrik ve kolon kanser gibi ylizeysel kanser tirlerinden temin edilen
hicre hatlari Gzerinde ¢alisiimistir [27]. Diger kanser tirlerinin 1s1§in sinirli doku penetrasyonundan ve
cerrahi midahale gerektirecedinden dolayi tercih edilmemistir. Bu sebeplerden dolayi ¢alismamizda
yuzeysel kanser hiicre hatlarindan HCT-116 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri tercih edilmistir.
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Fotodinamik terapinin temel prensiplerinden olan karanlikta minimum toksik etki gosterirken isik
deneyinde maksimum bir 8lim gozlenmesidir. iki hiicre hattinda dogru bir karsilastirma analizi
yapabilmemiz igin 0,5 mg/mL konsantrasyon degerlerinde ideal sonuglar vermistir. iki hiicre hattinda
fotodinamik etkinligi karsilastiracak olursak HT-29 hiicre hatti, HCT-116 hiicre hattina gore fotodinamik
inaktivasyon etkinligi daha fazladir.

Bu yuzyilin ilk yillarindan itibaren FDT de klinik olarak kabul géren ftalosiyaninler bazi istenmeyen yan
etkilerine ragmen bu bilesiklerle ilgili calismalar olduk¢a gunceldir [28,29]. Yuksek toksisite gibi bir
sinirlamayi en aza indirmeye yonelik olasi bir yaklasim, biyouyumlu ve fotoaktif bir bilesiginin bu tedavi
yontemine eklenmesidir. Vitamin B12, DNA sentezi igin kofaktor olarak goérev yapan iyi kabul gérmusg
bir ila¢ sekli olmustur. Yakin bir zamanda B12, iyi bilinen terapétik ajanlarin yerine kullanilabilir ve 1s1ga
duyarl bir bilesik olarak yeniden piyasaya surtimustur [30]. B12 vitamini ile konjlge ftalosiyaninler bir
FDT galismasinda karanlikta minimum toksisite gosterirken 1sikta maksimum toksisite gostermistir. Ayni
zamanda ftalosiyaninleri daha az konsantrasyonda kullanarak zararli yan etkilerinden de kacinilmistir.
Bdylece calisma daha disuk ftalosiyanin konsantrasyonlarinda optimum FDT etkinligi ile sonuglanmigtir
[19]. Genel olarak, iki biyolojik ve fotoaktif bilesik (ftalosiyanin ve B12) iceren kombine FDT uygulamalari
icin ilgi konusu olacagini disinmekteyim. Bu tir kombinasyonlar, i1siga duyarli ftalosiyanin vb.
bilesiklerin sinirli segiciligi ve karanlik toksisitesi Uzerinde pozitif bir etkiye sahip olabilir. Bizim kendi
calismamizda ise zararll yan etkilere sahip olacak bir bilesik (ftalosiyanin vb.) kullaniimadan sadece
Vitamin B kompleksi ile arzu edilen fotodinamik etkinlik gdézlenmisgtir.

Fotodinamik tedavinin temel prensibinde fotosensitizerler (vitamin B kompleksi) karanlikta minimal
toksisite gosterip 1sik ile muamele edildiginde singlet oksijen olusturup kanserli hlcreleri maksimum
seviyede oldurmesidir. Bizim ¢alismamizda MTT canlilik verilerini degerlendirecek olursak HCT-116
hicre hattinda vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL’de karanlik deneyinde canlilik ylzdesi %70 iken 151k
deneyi sonrasi bu oran %50’lere dismustir(*p<0.05). Vitamin B kompleksinin bu konsantrasyondaki
verilerine bakacak olursak fotodinamik terapide arzu edilen bir performans bu hiicre hattinda
g6rialmemistir. HT- 29 hiicre hattinda vitamin B kompleksinin 0,5 mg/mL’da karanlik deneyinde canlilik
yuzdesi %70 iken isik deneyi sonrasi bu oran %35lere dismustur (****p<0.001). Bu hilcre hattinda
fotodinamik terapinin temel prensiplerine uygun bir performans gértlmektedir. Bu sonuglar kolon
kanserlerinde vitamin B kompleksi kullanilarak fotodinamik terapi yapilabilecegini vaat etmektedir. Bu
tedavi yonteminin klinikte de kullaniimasi igin etki mekanizmalarinin incelenmesi gereklidir. Akis
sitometrisinde 6lUm yolaklarinin belirlenmesi icin yapilan analizde HT-29 hiicre hattinda %60 oraninda
apoptozu sectigi gérilmektedir. HCT-116 hiicre hattinda ise %40 oraninda apoptoz gorilmustr.

Lipozomlar hidrofilik ve hidrofobik bilesiklerin kapstle edilmesini saglayan ve ilag, gida, kozmetik ve
kimya endustrisinde kullanilan, polar nanoparcaciklardir [31]. Lipit tabakasinin temel omurgasi
fosfolipitlerdir [32]. Lipozomlarin ¢api 20 nm’den 20 000 nm’ye kadar degisebilir [33]. Bizim kendi
calismamizda hazirladigimiz lipozomlarimizin boyutu 100 nm olarak hicre zarindan kolaylikla
gecebilecek boyuttadir. Fonksiyonel bilesenlerin lipozomlar icine hapsedilmesinin, ortamla etkilesimini
ortadan kaldirdigi, kapsullenen maddenin stabilitesini artirdigi béylece bozulmasina neden olacak
ortamlarda uzun sure aktivitesini koruyabildigi gosterilmistir [32]. Bu ¢alismanin devami niteliginde ileri
ki calismalarda hedefledigimiz in-vivo deneylerde Vitamin B kompleksi herhangi bir zarara ugramadan
kanserli dokuya kolaylikla ve stabil olarak da ulasmis olacaktir.

Yapilan bir baska calismada arastirmacilar, B12 vitamini ile dogal olarak olusan diatomlarin ytzeyini
degistirerek kanser hticre hatlarn (HT-29 ve MCF-7)' na karsi artan yapisma 6zelliklerine sahip yeni bir
biyomateryal sentezlenmislerdir. Sentezlenen biyomateryal sulu ortamda 6zellikle 5 gline kadar
tutulmus ancak hicre zarinda oldugu gibi lipofilik ortamlarda kolayca salindigi gosterilmistir. Genel
olarak, sonuglari, bu tip B12 modifiye diatomlarin, ilaci viicuda vermeden 6nce ilgili bolgelerle glicli bir
sekilde etkilesime giren bir mikro mekik gorevi gorerek, suda ¢éziinmeyen inorganik bilesiklerin timor
dokularina hedefli bir sekilde verilmesini saglamak igin umut verici bir arag¢ olabilecegini gdstermektedir
[34].

Bizim ¢alismamizda i1sik deneylerinde surekli lazer i1sik kaynagi kullaniimistir. Lazer isimasi dar dalga-
boyu bant genisligine sahip olmasi aktarilan 1sik enerji miktarinin kesinlikli olarak hesaplanmasini
kolaylastirmaktadir. Tek yonli isima, kontrolli i1sima dozlarinin ayarlanabilmesi ve hedeflenen
organizmalara direk hedef odakli galismasi nedeniyle FDT uygulamalan igin ¢ok iyi bir secenektir
[35,36]. Bu calismada, lazer i1sidinin es zamanl olarak vitamin B kompleksinin kolon kanser hicre
hatlarinda FDT etkisine bakilmistir. intravendz yoldan kullanim igin, ilacin viicutta birikecegi yeri tam
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olarak bilmek ve ardindan o bdlgeyi lazer isimasina maruz birakmak énemlidir. Isida maruz kalma
slresi, vitamin B kompleksi konsantrasyonu ve lazer 1sik dozu arasindaki dengenin arastiriimasi FDT
verimliliginin kontrol edebilecedini gostermektedir [37]. Vitamin B kompleks birikiminin zayif oldugu
perfiize olmayan dokular igin, benzer bir terapétik etkiye izin vermek igin 1ginlama stiresi uzatiimahdir.
Kanser hucrelerinde kullanilan isigin dalga boyunun uzun olmasi, saglikli dokulardaki etkinligi goreceli
olarak daha az olmasi kisa dalga boylu isimalara gore bir avantajdir. Deneylerde 1s1k dalgaboyunun 650
nm olarak segilmesi hicrelerde gérece isik maruziyetini en aza indirerek, kisitli 1sik emilimiyle FDT
uygulamasini gergeklestirilebilmesi ve hiicre 6lim oranlarinda artis saglanmasi goésterilmistir. Bu
yuzden maruz kalma suresi, hiicre 6lum hizi Gzerindeki etkilerle gbzlemlenebilecedi gibi, FDT aktivitesi
icin esastir.

Lipozomlu vitamin B kompleksinin karanlik ortamda kanser hiicre hatlarinda zararsiz olmasina karsilik
7,5 Jlcm2 1s1k dozunda toksik olmalari tedavide kullanilabileceklerini distindirmektedir. Secilen FDT
iIsik kaynagini  dalgaboyu uzadikga saglikli hicreleri etkilemesi o kadar az olacak ve gereksiz
Isinlamalardan saglikli hicreleri koruyacaktir [38]. Ayni zamanda uzun dalgaboyunda olan isigin
dokularda absorbansi disiuk oldugundan dokulara nifuz etme kabiliyeti giderek artacaktir. Burada
vitamin B kompleksinin her ne kadar abasorbans degerleri uzun dalgaboylarinda diisse de FDT etkinligi
olusturdugunu goérmekteyiz. Bu calismada ortaya ¢ikan fotodinamik terapi yontemiyle vitamin B
kompleksinin anti-kanser potansiyeli ile birlikte bu tir etkileri potansiyel bir ila¢ olarak yeniden
konumlandirmaktadir. Verilerimiz kolon kanseri tedavisinde vitamin B kompleks kullanimini
savunmaktadir. Kolon kanserleri tedavisinde vitamin B kompleksinin klinik etkinligini aragtirmak ve ilgili
molekiler mekanizmalari dogrulamak igin daha ileri calismalara ihtiyag vardir.
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Amag: Bu in vitro ¢alismanin amaci, dehidratasyon suresinin ¢ekilmis insan dislerindeki renk degisimine
etkisinin bir spektrofotometre kullanilarak belilenmesidir.

Materyal-Metot: 15 adet c¢ekilmis insan (st keser disi kullanildi. Dislere ait renk analizi bir
spektrofotometre cihaziyla (SpectroShade Micro, MHT, Italya) gerceklestirildi. Baslangig renk élciimi, dis
yuzeyindeki fazla su uzaklastirldiktan sonra yapildi. 2. ve 3. dlgimler sirasiyla, disler 1 ve 2 saat
kurutulduktan sonra gergeklestirildi. TUm Slgimler beyaz ve siyah olmak Uzere iki farkli zemin kullanilarak
yapildi. Diglerin L*, a* ve b* degerleri tespit edildi ve iki ayri 6lcim asamasi arasinda olusan renk degisim
(AE) degerleri hesaplandi. Farkli dehidratasyon zamani arasindaki L*, a*, b* ve AE degerleri arasindaki
fark karsilastirildi. Istatistiksel analiz, genellestiriimis lineer model, Tukey HSD testi, iki yonlii Robust testi
ve Bonferroni post-hoc diizeltmesi ile yapildi. Tum testlerde anlamlilik diizeyi p<0,05 idi.

Bulgular: Zaman ana etkisi, L* degerleri Uzerinde istatistiksel fark yaratti. Baslangic L* degerleri
ortalamasi; dehidratasyondan sonra elde edilen L* degerleri ortalamasindan kiguk idi (p<0.05, Varyans
analizi). Orneklerden, beyaz zeminde elde edilen b* degerlerinin ortalamasi; siyah zeminde elde edilen b*
degerlerinin ortalamasindan daha dusuik idi (p<0.05, Varyans analizi). Fakli zaman araliklarinda ve farkl
zeminlerde, drneklerden elde edilen AE degerleri arasinda istatistiksel fark yoktu (p>0.05, Robust testi).

Sonu¢: Bu calismanin bulgularindan, dehidratasyon suresinin diglerin rengini etkileyebilecegi ve
dehidratasyondan 1 saat sonra ve daha uzun surede dis renginin oldugundan daha agik goriinebilecegi
sonucuna ulasilabilir.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this in vitro study was to evaluate the effect of dehydration and dehydration time on
discoloration in extracted human teeth using a spectrophotometer.

Material-Method: 15 extracted human maxillary incisor teeth were used. The color analysis of teeth was
performed using a dental spectrophotometer (SpectroShade Micro, MHT, Italy). The initial color measurement
was conducted after removing excess water. The second and third color measurements were taken after
drying teeth for 1 and 2 hours respectively. All measurements were performed with two different backgrounds
white and black. The L* a* and b* values of samples were determined. Color differences (AE) values of
samples were calculated at two different time intervals. The difference between L*, a*, b*, and AE values at
different dehydration times were compared. Statistical analysis was performed with a generalized linear
model, Tukey HSD test, two-way Robust test, and Bonferroni post-hoc correction. The significance level was
p<0.05 for all tests.

Results: The time main effect created a statistical difference in L* values. The initial L* values were lower
than the L* values obtained after dehydration (p<0.05, Anova). The b* values of the samples obtained on
white background; were lower than the b* values obtained on black background (p<0.05, Anova). There were
no statistical differences between AE values in different time intervals and backgrounds (p>0.05, Robust test).

Conclusion: From the findings of this study, it could be concluded that the dehydration time may impact teeth
color and teeth turned lighter for 1 hour or longer.

Keywords: Dehydration, color, in vitro, aesthetic
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1. Giris

Son yillarda toplumlarda, bireysel agiz ve dis bakiminin énemine ait farkindaligin olusmasi, dental
tedaviler ile ilgili beklentilerin, dislerdeki fonksiyonel eksikleri gidermesinin yanisira estetik olarak da
ustin nitelikte olmasi yéninde artmasina yol agmistir [1,2]. AJiz iginde, iyi bir estetik gérinim elde
edilebilmesi igin, 6zellikle, anterior bolgede yer alan restorasyonlar, renk ve optik 6zellikler agisindan
saglam dis sert dokularini taklit edebilmelidir. Ancak, dogal dis ile restoratif materyalin renk uyumunun
saglanabilmesi restoratif dis hekimliginin en gug sureglerinden biri olarak gorilmektedir. Renk uyum
slreci, indirekt restorasyonlar icin; rengin belirlenmesi, dental laboratuvar ile iliskinin kurulmasi ve
restorasyon ile dis arasinda renk uyumunun yakalanmasi asamalarini icermektedir. Ayrica, bu slreg
direkt restorasyon yapimi esnasinda, uygun materyalin secimi ve renginin belilenmesi ve dogru
teknigin uygulanmasi agamalarini da icermektedir. Bu nedenle, dis hekimligi alaninda, renk secimi
restoratif prosedurlerin birinci basamagi olarak kabul edilmektedir ve klinisyen tarafindan dogru bir
sekilde gerceklestiriimelidir [3,4].

Dis hekimligi pratiginde renk secimi; renk skalalari, spektrofotometre, kolorimetre, spektroradyometre
ve dijital gorintu analiz yontemleri kullanilarak yapiimaktadir [3]. Renk skalasi kullanilarak yapilabilen
gorsel renk secim yonteminin, uyguma slresinin kisa olmasi ve maliyetinin disik olmasi gibi
avantajlarinin olmasina ragmen, subjektif olmak ve yeterli etkinlie sahip olmamak gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ayrica, yontem ortam aydinlatmasi, g6z yorgunlugu gibi cesitli faktorlerden
etkilenebilmektedir [5]. Renk seciminde godrsel yontemin kullanimi ile olugabilecek bu dezavantajlar,
spektrofotometre ve kolorimetre gibi sofistike cihazlarin kullanimi ile ortadan kaldirilabilmektedir. Bir
spektrofotometre ile, disten yansiyan 1sigin spektral kompozisyonu ve miktari sayisal olarak

154



Olcllebilmekte ve kaydedilebilmektedir [6,7]. Gincel dis hekimliginde, spektrofotometre renk
Olgimiinde kullanilan en esnek ve givenilir cihazlardan biri olarak kabul edilmektedir (8). Cihaz
yardimiyla veriler kolayca toplanabilmekle birlikte, spektrofotometrenin yiiksek maliyeti ve
uygulanmasinin goérsel yéntemlere gére daha komplike olmasi kullaniminin daha ¢ok deneysel
arasgtirmalarla sinirlanmasina yol agmistir [1,9].

Cogu dental prosedir dislerde dehidratasyona, mine dokusunun opasitesinin artmasina, dolayisiyla
da disin oldugundan daha beyaz renkte gériinmesine yol agmaktadir. Normal sartlar altinda, diglerde,
mine dokusuna ait prizmalar arasi bosluk su ile doludur ve 1s1k bu kristaller arasinda dagilabildigi i¢in
mine dokusu yari saydam &zelliktedir. Dentin dokusu ise, renk agisindan zengindir, koyu ve doygun bir
renge sahiptir [3]. Dehidratasyon sirasinda, dislerdeki suyun kaybedilmesi mine prizmalari arasindaki
boslugun su yerine hava ile dolmasina yol agmaktadir [10]. Bu durum, 1sigin dis ylzeyinde farkl
sekilde kirlmasina, dolasiyla da mine dokusunun saydamliginin azalip parlakliginin artmasina neden
olmaktadir. Bu sartlarda, dentin dokusunun renginin maskelenmesi dislerin oldugundan daha agik
renkte gorinmesine yol agmaktadir [11]. Bu nedenle, dis hekimliginde renk seciminin restoratif
prosedirlere baslamadan 6nce yapilmasi tavsiye edilmektedir [12]. Literatirde, restoratif prosedir
esnasinda renk segiminin yapilmasinin, dis ile restoratif materyal arasinda renk uyumunun
saglanmasini dnleyebilecegi, sonucunun restorasyonun yenilenmesini gerektirebilecedi ve maliyetini
arttirabilecegi belirtiimistir [1]. Farkh klinik ve laboratuvar ¢alismalarinda, diglerde dehidratasyonun
renk degisimine etkisi dederlendirilmistir ancak, ¢alismalara ait sonuglarda renk degisiminin derecesi
acisindan farkhhiklar ortaya ciktigi tespit edilmistir [4,12,13,14-15]. Bu in vitro ¢alismanin amaci,
dehidratasyon suresinin ¢ekilmis insan dislerindeki renk degisimine etkisinin bir spektrofotometre
kullanilarak belirlenmesidir.

2. Materyal-Metot

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu arastirma protokoliini ‘ilag
Disi Arastirmalar’ kategorisinde degerlendirdi ve 26.08.2022 tarih ve 229 sayili karar ile onayladi.

Ornek Secimi

Calismada kullanilan dis sayisi, G*Power (G*Power Ver. 3.0.10, Alimanya) paket programi kullanilarak
belilendi. Calismada, %95 gug¢, 0=0.05 ve etki blyuklugld 1,12 alinarak, en az 13 dis yer almasi
gerektigi belirlendi (1). Olasi veri kayiplarinin éniine gegebilmek icin 2 adet yedek dis eklenerek
toplamda, 15 adet dis kullanilarak ¢alismanin yapilmasina karar verildi.

Calismada, yeni ¢ekilmis insan Ust 6n keser disleri kullanildi. Cekilmis dis yuzeylerindeki doku artiklari
bir peridontal kiret kullanilarak uzaklastirildi. Dislerin temizligi pomza-polisaj lastigi ile saglandi. Tim
dislere ait yuzeyler gelisim defekti, c¢lrik lezyonu ve c¢atlak icerip icermemesi agisindan
stereomikroskop (S4E, Leice Microsystems, Almanya) kullanilarak X40 biylutmede incelendi.
Calismada, ¢urlk, demineralizasyon bolgesi, restorasyon iceren disler ve florozis bulunan disler yer
almadi (Thylstrup ve Fejerskov indeksi, TFI 0) [16]. Ayni boyut ve yiizey yapisinda oldugu gézle
belirlenen 15 adet insan disi, 24 saat sure ile distile su iginde saklandi.

Renk Analizi

Dislere ait renk analizi bir dental spektrofotometre cihaziyla (SpectroShade Micro, MHT, italya) yapildi.
Tekrarlayan olgimleri standardize etmek igin, spektrofotometre cihazina her kullanimdan 6nce, Uretici
firmanin onerilerine gore standart kalibrasyon yapildi. Renk dl¢timleri, cihazin kalibrasyonundan sonra,
kapisi kapall olan ve penceresi olmayan bir odada ve bir operator tarafindan gergeklestirildi. Olgiim
esnasinda diglerin palatinal ylzeyinin yerden ylksekligi 1 cm idi [17]. Renk dlgimleri, spektrofotometre
cihazinin 6lgim ucu 6rnek yizeyine dik agi ile yerlesecek sekilde, her seferinde ayni mesafeden ve
dislerin bukkal ylzeyinin orta noktasindan yapildi. Her 6rnekten 3 kez spektrofotometre ile gorinti
alindi ve orneklere ait fotograflar spektrofotometre cihazina ait bilgisayar yazilimi kullanilarak
(Spectroshade Micro-Software-Version 3.01, MHT, italya) acildi ve tim fotograflarin kaydi
gerceklestirildi.

Tum Slgimler beyaz ve siyah olmak lizere iki farkli zemin lizerinde gergeklestirildi. Orneklere ait renk

6lcim; oda sicakhginda (23°C) Gi¢ asamada yapildi. Baslangig renk 6lgimu dis ylzeyindeki fazla su
filtre kagidi ile uzaklastirildiktan sonra ve 2. ve 3. dlgimler sirasiyla, digler 1 ve 2 saat oda sicakliginda
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dogal hava ile kurutulduktan sonra yapildi. Orneklere ait renk analizleri, CIE L*a*b* renk sistemiyle
yapildi. Renk 6él¢imiinden sonra, fotograflardan orneklerin, L*, a* ve b* degerleri tespit edildi ve iki ayr
zaman dilimi arasindaki AE degerleri hesaplandi. Orneklerin aydinhigini L* parametresi (beyaz-siyah
arahg), kirmiziligini a* parametresi (kirmizi-yesil renk araligi), sarihigini b* parametresi (sari-mavi renk
araligi) temsil etti. AE* ise, iki farkli dehidratasyon zamani arasindaki renk degisimini gosterdi. Renk
degisimi AE*= [(L2*-L1*)%+(a2*-a1*)?+(b2*-b1*)?]"? formull kullanilarak hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Veri analizi IBM SPSS (Statistical Package for the social sciences, 23.0) istatistik paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin normal dagdihma uygunlugu Shapiro-Wilk istatistik testi ile
incelendi. Zaman ve zemine gore normal dagilan verilerin karsilastirimasinda genellestiriimis lineer
model kullanildi ve ¢oklu karsilastirmalar Tukey HSD testiyle yapildi. Zaman ve zemine gdre, normal
dagiimayan verilerin karsilastinimasinda iki yénli Robust testi kullanildi ve c¢oklu karsilastirmalar
Bonferroni post hoc duzeltmesi ile incelendi. Tum testler icin anlamhlik duzeyi p<0,050 olarak alindi
[17,18].

3. Bulgular

Calismada yer alan dislerden baslangig, dehidratasyondan 1 ve 2 saat sonra elde edilen L*, a* ve b*
degerlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 1’ de sunulmustur. Calismada zaman ana
etkisi, L* degerleri Uizerinde istatistiksel fark yaratti (p=0,005) (Tablo 2). Orneklere ait baslangi¢ L*
degerleri ortalamasi; dehidratasyondan 1 ve 2 saat sonra elde edilen L* de@erleri ortalamasindan
kiglUk idi. Zaman ana etkisinin, a* ve b* dederleri lzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,007 ve p=0,220) (Tablo 3 ve Tablo 4). Zemin ana etkisi, L* ve a* degerleri lizerinde istatistiksel
fark yaratmadi (p=0,787 ve p=0,755 ). Ancak, zemin ana etkisi, b* degerleri Gzerinde istatistiksel fark
yaratti (p=0,008) (Tablo 4). Beyaz zeminde dislerden elde edilen b* degerlerinin ortalamasi; siyah
zeminde elde edilen b* degerlerinin ortalamasindan daha disuk idi (p=0,008). Zaman-zemin
etkilesiminin, L*, a* ve b* degerleri lzerindeki etkisi, istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,824,
p=0,220 ve p=0,412).

Tablo 1: Farkli zaman ve zeminlerde elde edilen L*, a* ve b* de@erlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri
ve ¢oklu karsilastirmasi

L* degerleri

Beyaz Zemin Siyah Zemin Toplam
Zaman Ort+SS Ort+SS Ort£SS
Baslangic 74,91+3,32 74,55+3,09 74,73+3,16°
1 Saat Sonra 76,58+3,31 76,93+2,71 76,76+2,982
2 Saat Sonra 76,94+2,83 77,66+3,18 77,30+£2,982
Toplam 76,14+3,22 76,38+3,23 76,26+3,21
a* degerleri

Beyaz Zemin Siyah Zemin Toplam
Zaman Ort+SS Ort+SS Ort£SS
Baslangig 3,26+2,27 2,63+1,22 2,94+1,82
1 Saat Sonra 3,19+1, 99 2,62+1,02 2,88+1,58
2 Saat Sonra 3,61+1,22 2,67+1,10 3,14+1,24
Toplam 3,34+1,85 2,64+1,09 2,99+1,55
b* degerleri

Beyaz Zemin Siyah Zemin Toplam
Zaman Ort+SS Ort+SS Ort£SS
Baslangi¢ 19,20+3,78 16,23+3,08 17,71+£3,71
1 Saat Sonra 18,54+4,04 16,17+3,20 17,35+3,78
2 Saat Sonra 16,57+3,16 15,83+3,13 16,20+3,11
Toplam 18,10+3,77 16,08+3,07 17,09+3,57

Varyans analizi, Ort: ortalama, SS

: standart sapma, a-b: dikey yonde ayni harfe sahip L* degerleri arasinda fark yoktur




Tablo 2: Zaman ve zemine gore L* degerlerinin karsilastirimasina ait test istatistigi

KT SD KO F p KEK
Zaman 111,089 2 55,544 5,750 0,005 0,120
Zemin 0,711 1 0,711 0,070 0,787 0,001
Zaman X Zemin 3,756 2 1,878 0,190 0,824 0,005

Varyans analizi, KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler Ortalamasi, F: Varyans analizi test istatistigi, KEK:
Kismi eta kare, R?=%12,47, Diizeltiimis R?=%7,26, koyu renkle gdsterilen p<0.05’ dir.

Tablo 3: Zaman ve zemine gore a* degerlerinin karsilastiriimasina ait test istatistigi

KT SD KO F p KEK
Zaman 1,356 2 0,678 0,280 0,755 0,007
Zemin 9,344 1 9,344 3,880 0,052 0,044
Zaman X Zemin 0,022 2 0,011 0,000 0,995 0,000

Varyans analizi, KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler Ortalamasi, F: Varyans analizi test istatistigi KEK:
Kismi eta kare, R?=%5,03, Dizeltiimis R?=%0,00, p>0,05.

Tablo 4: Zaman ve zemine gore b* degerlerinin kargilastinimasina ait test istatistigi

KT SD KO F p KEK
Zaman 37,220 2 18,610 1,540 0,220 0,035
Zemin 90,000 1 90,000 7,450 0,008 0,081
Zaman x Zemin 21,670 2 10,830 0,900 0,412 0,021

Varyans analizi, KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler Ortalamasi, F: Varyans analizi test istatistigi KEK:
Kismi eta kare, R?=%12,80, Diizeltiimis R?=%7,61, koyu renkle gésterilen p<0.05’ diir.

Tablo 5 de, dehidratasyondan 1 saat (AE1) ve 2 saat (AE2) sonra, dislerde gézlenen renk degisim
degerlerine ait ortanca, minimum ve maksimum degerleri sunulmustur. Zaman ve zemin ana etkilerinin
ve zaman-zemin etkilesiminin; AE degerleri Uzerinde, istatistiksel olarak fark yaratmadigi gozlendi
(p=0,574, p=0,054 ve p=0,096) (Tablo 6). Calismada yer alan dislerde; dehidratasyondan 1 ve 2 saat
sonra, farkli zeminlerde olusan renk degisimlerinin benzer oldugu belirlendi.

Tablo 5: Renk degisim degerlerine (AE) ait ortanca, minimum ve maksimum degerleri

AE (Renk Degisimi) Beyaz Zemin Siyah Zemin Toplam
Ortanca (Min-Max) Ortanca (Min-Max) Ortanca (Min-Max)
AE1 (Ba§lang|c_;-l Saat Sonra) 3,47 (2 - 6) 2,8 (2 - 24) 3,1 (2 - 24)
AE2 (Ba§lang|c_;-2 Saat Sonra) 3,43 (3 - 4) 2,97 (2 - 5) 3,28 (2 - 5)
Toplam 3,43 (2 - 24) 2,67 (1-24) 3,08 (1 -24)

Tablo 6: Zaman ve zemine gore renk degisim degerlerinin (AE) karsilastirimasina ait test istatistigi

Test istatistigi p*
Zaman 0,556 0,574
Zemin 3,700 0,054
Zaman x Zemin 4,692 0,096

*Robust iki yonlu varyans testi, p>0.05
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4. Tartisma

In vitro ¢alismalarda, Ust 6n diglere ait renk belirleme islemi esnasinda, gorsel renk tespit yontemleri
ile karsilastinildiginda, cihaz kullanilarak yapilan renk tespit metodunun daha hizli, stabil, sayilabilir ve
tekrar edilebilir oldugu rapor edilmistir [19]. Spektrofotometre cihazinin ise, renk tespitinde oldukga
basarili ve guvenilir bir cihaz oldugu bildirilmistir [20]. Literatlrde, Vita Easyshade’ i (Vita Zahnfabrik,
Almanya) ve SpektroShade’ i (MHT, italya) igeren spektrofotometre (renk tespit) cihazlari kullanilarak
yapilmis g¢alismalar mevcuttur [4,12,13-15]. Bir ¢alismada, Vita Easyshade renk tespit cihazinin
tekrarlanabirlik orani %96,40 ve dogruluk oraninin %80,20 iken, SpektroShade cihazinin
tekrarlanabilirlik oraninin %96,90 ve dogruluk oraninin %92,60 oldugu rapor edilmistir [21]. Ayrica, bir
baska calismada, SpektraShade cihazinin tekrarlanabilirlik oraninin, Vita Easyshade cihazindan daha
yiksek oldugu bildirilmistir [22]. Bu nedenle, ¢alismamizda dehidratasyon slresinin dis rengine etkisi,
SpektraShade renk tespit cihazi kullanilarak analiz edilmisgtir.

Dis yuzeylerinde cihaz kullanilarak yapilan renk tespit metodunun cesitli faktérlerden etkilenebilecegi
distnllmektedir. Bu faktérler, renk tespit etme pozisyonu, ortam aydinlatmasi, disin butinligad,
pulpanin vital olmasi, dis ¢lrUkleri, dis renklenmeleri, dehidratasyon ve cihazin geometrik sekli olarak
sayllmaktadir. Ayrica, dis ylzeyinde olusmus olan herhangi bir ¢lrik veya demineralizasyonun
dislerde renk Olcimund etkileyebilece@i bildirilmistir [15,19]. Bu nedenle, calismamizda mine
buatinltgl bozulmamig, kirik, catlak veya demineralizasyon icermeyen Uust ©6n keser disler
kullaniimigtir.

Literatlrde, dehidratasyonun insan dislerinde dentin dokusunun kirilganlik ve dayanikliigini etkiledigi
iddia edilmistir [14,23]. Ancak bir baska ¢alismada ise, dehidratasyonun dislere ait CIELAB degerlerini
etkiledigi bildiriimistir. Bir calismada, dehidratasyondan sonra L* degerlerinin arttigi ve a* ve b*
degerlerinin azaldigi rapor edilmistir [4]. Burki et al. [12], klinik galismalarinda dehidratasyondan 10 ve
30 dakika sonra, dislerdeki L* a* ve b* degerlerinin timunin degistigini, dis renginin agikhgini temsil
eden L* degerinin arttigini rapor etmiglerdir. Calismalarinda, bu degisikligin dehidratasyonun mine
dokusunun opasitesinin artmasindan dolayi olustugunu bildirmislerdir. Ayrica, test ettikleri insan
disinde, dehidratasyonun mine prizmalari etrafindaki suyun hava ile yer degistirmesine yol
acabilecegini belirtmiglerdir. Diglerde, dehidrate mine-hava i¢ ylzeyinde, mine-su i¢ ylizeyine oranla,
dis ylzeyine gelen isiga ait kinlma indeksleri arasinda daha buyik bir fark olustugu ve daha fazla
sacgilma Uretildigi rapor edilmistir [12,24]. Mine dokusunun translusentliginin azalmasinin ise, yansitma
ozelliginin azalmasina yol acarak, alt tabakadaki dentin dokusunun renginin maskelenmesine sebep
olabilecegi bildirilmistir [12,25]. Sonug olarak dehidratasyondan sonra, dis renginin daha acik bir hale
geldigi tespit edilmistir [4,24]. Du et al. [14] in vitro ¢alismalarinda, 2 saat sure ile kurutulduktan sonra,
dislere ait L* degerlerinin arttigini ancak, a* ve b* degerlerinin degismedigini rapor etmislerdir.
Calismamizda da literatiirle benzer sekilde, dehidrasyondan 1 ve 2 saat sonra L* dederlerinde artis
olustugu, a* ve b* degerlerinde ise degisim olmadigi gdzlenmistir.

Kolorimetre renk 6¢um cihazi kullanilarak, dehidratasyonun dis rengine etkisinin él¢tldigu bir in vitro
calismada, renk 6lgimu esnasinda dislerin altinda bulunan zeminin renginin siyah, beyaz veya pembe
renkte olmasinin, dis renk parametreleri Gzerinde bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Bu durumun
calisma vyapilan karanhk odada, kullanilan zeminlerin Uzerinden cihaza I1sik yansimamis
olmamasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [19]. Bir in vivo ¢alismada, SpektroShade renk
tespit cihazinin, kullanim esnasinda dogru pozisyonlandiriimasini saglayan bir ekrana sahip olmasinin
cihazla yapilan 6lgimin dogruluk oranini arttirdigi rapor edilmistir. Bu sayede, cihaz ile, ¢apraz-
polarize gorintt olusturulabilecegi ve tim dis ylzeyinin veya disin gingival, orta ve insizal Ugte birinin
renk analizinin yapilabilecegi belirtiimistir. Ancak SpektroShade cihazinin, renk Olgimu esnasinda
dislerin Gzerinde bulundugu zeminin renginin, 6lgimu yapilan dise ait renk parametrelerini buyuik
Olcide etkileyebilecedi bildiriimistir. Bu nedenle c¢alismada, renk analizi esnasinda rubber-dam
kullaniimamistir [4]. Renk analizi igin SpektroShade cihazi kullanildigimiz galismamizda, renk 6lgimu
esnasinda kullanilan zeminin siyah veya beyaz olmasinin, dislerden elde edilen L*, a* ve AE degerleri
Uzerinde bir etkisi olmadigr saptanmistir. Bu durumun, élgimin aydinlatma bulunmayan karanlik
odada yapilmis olmasindan kaynaklandigi dustnilmektedir. Ancak, zemin renginin diglere ait b*
degerlerini etkiledigi ve siyah zeminden elde edilen degerlerin, beyaz zeminden elde edilen
degerlerden daha yilksek oldugu belirlenmistir. Bu durum ise, SpektroShade ile renk olgimu
esnasinda zemin renginin dis renk parametreleri Gzerinde bir miktar etkili olabilecegini
dustndarmastar.
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Literatirde, dislerde olusan olusan renk degisiminin gbzle goérulebilir hale gelmesi icin renk degisimine
ait sayisal degerin 1,5 ve lGzerinde (AE=1,5) olmasi gerektigi rapor edilmistir [19,26]. Hatirli et al. [4]
klinik calismalarinda, dehidratasyondan 30 dakika sonra diglerde gézle goérulir renk degdisimi
(AE=2,81) olustugunu bildirmislerdir. Suliman et al. [13] ise galismalarinda, 10 dakika dehidratasyon
periyodundan sonra Ust keser dislerde buylk oranda renk degdisimi (AE=5,11) olustugunu tespit
etmiglerdir. Bu bulgu, diglerle iligkili olarak yapilacak olan herhangi bir renk tespiti isleminin restoratif
prosedirlere baglamadan Once yapilmasi gerektigi iddiasini desteklemistir [5,12-28]. Ancak,
dehidratasyondan 30 dakika sonra renk degisim oraninin daha az oldugu (AE=2,81) saptanmistir. Bu
durumun, diglerin icerdigi su miktarindan kaynaklanabilecedi rapor edilmistir [24]. Su miktarindaki
degisikliklerin ise, ¢alismada yer alan katimcilara ait yas ortalamasinin ve dislere ait su oraninin,
bireyler arasinda faklilik gdstermesine bagl olabilecedi rapor edilmistir [4,27]. Calismamizda da
literatlrle benzer sekilde, dehidratasyondan 1 saat (AE1=3,10) ve 2 saat (AE2=3,28) sonra dislerde
ciplak gézle gbézlenebilen ve benzer oranda renk degisimi olustugu saptanmistir.

Bu in vitro ¢calismanin sinirlamalari arasinda, diglerde dehidratasyon etkisinin uzun zaman araliklar ile
Olcilmesi ve kuguk bir drneklem grubunun kullaniimasi yer almaktadir. Calismada yer alan dislerin,
ayni renkte olmamasi, farkli yas, cinsiyet ve etnik grupta bulunan bireylere ait olmasi gibi spesifik
ozelliklerinin olmamasi da ¢alismanin sinirlamalari arasinda bulunmaktadir. Daha buyik bir 6rneklem
grubu, ayni etnik kéken-yas grubunda yer alan bireylere ait olan ve benzer renkteki disler kullanilarak
yapilacak bir calisma ile farkli dehidratasyon zamaninda olusabilecek renk degisimleri daha net bir
sekilde ortaya cikabilir [13]. Ayrica, ¢alismanin diger sinirlamalar arasinda, agiz ortamini tam olarak
taklit edemedigi disuUnulen in vitro kosullarda, c¢ekilmis ve nemini kaybetmis digler kullanilarak
gerceklestiriimesi yer almaktadir [29]. Bu nedenle dehidratasyonun digler Gzerindeki etkisinin tam
olarak anlasilabilmesi igin konuyla ilgili ok sayida klinik arastirmaya ihtiya¢ oldugu diustundlmustar.

5. Sonug

Calismamizda dehidratasyondan 1 ve 2 saat sonra; dislerde renk degisimi olustugu, dislere ait L*
degerlerinin arttigi ve a* ve b* degerlerinin ise degismedigi beliflendi. Bu ¢alismanin bulgularindan,
dehidratasyon suresinin dislerin rengini etkileyebilecegi ve dehidratasyondan sonra dislerin daha
parlak ve acgik renk gorunebilecegi, renk degisimlerinin ciplak gbézle fark edilebilecegi sonucuna
varilabilir [14]. Bu nedenle, hekimler tarafindan yapilacak olan renk segiminin, restoratif prosedurlere
baslamadan ve mimkun oldugunca hizl yapilmasi gerektigi, diger bir degisle dogru renk segiminin dis
minesinin dehidratasyon stresi ile iligkili olabilecegi séylenebilir.
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ABSTRACT

Objective=The aim of this study was to examine the functional limitations of foot/ankle in terms of age in
individuals with Rheumatoid Arthritis (RA).

Material-Method=Forty individuals diagnosed with RA were included in the study. Individuals with RA were
divided into two groups (under 65 years old (n:24) and 65 years old and over (n:16)).Functional status of
foot/ankle were evaluated with Foot and Ankle Outcome Score (FAOS), general health status with Visual
Analogue Scale (VAS), and disability level with Health Assessment Questionnaire (HAQ). FAOS consists of
five subtests: pain, other symptoms, activities of daily living, sport and recreational function, and foot/ankle
related quality of life. Relationships between continuous variables were evaluated with Pearson Correlation
Analysis.

Results=HAQ had low to moderate correlation with FAOS_pain (r:-0.435), FAOS_activities of daily living (r:-
0.647), FAOS_sport and recreational function (r:-0.495) and FAOS_total (r:-0.582) in RA with under 65 years
old while HAQ had moderate to high correlation with FAOS_other symptoms (r:-0.579), FAOS_pain (r:-0.702),
FAOS_activities of daily living (r:-0.868), FAOS_sport and recreational function (r:-0.683) and FAOS_total (r:-
0.806) (p<0.05) in RA with 65 years old and over. In addition, VAS had moderate correlation with FAOS_pain
(r:-0.517), FAOS_activities of daily living (r:-0.590), FAOS_sport and recreational function (r:-0.550) and
FAOS_total (r:-0.587) in RA with 65 years old and over (p<0.05).

Conclusion=Although functional limitations related to foot/ankle affect disability levels of RA of all ages, this
effect is greater for RA aged 65 and over.In addition, functional limitations related to foot/ankle cause a worse
perception of general health status of RA patients aged 65 and over.
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Amac¢=Bu c¢alismanin amaci, Romatoid Artrit (RA)li bireylerde ayak /ayak bilegi ile ilgili fonksiyonel
limitasyonlarin yas a¢isindan incelenmesi idi.

Materyal-Metot=Calismaya RA tanisi almis 40 birey dahil edildi. RA’li bireyler iki gruba ayrildi [65 yas alti
(n:24) ve 65 yas ve Ustl (n:16)]. Ayak/ayak bilegi ile ilgili fonksiyonel durum Ayak Ayak Bilegi Sonug Skoru
(FAOS) ile, genel sadlik durumu Vistel Analog Skalasi (VAS) ile, 6zlr duzeyi Saglik Dederlendirme Anketi
(SDA) ile degerlendirildi. FAOS bes alt testten olugsmaktadir: agri, diger semptomlar, ginlik yasam
aktiviteleri, spor ve eglence faaliyetleri, ayak/ayak bilegi ile ilgili yasam kalitesi. Surekli degiskenlerin birbiri
ile iligkisi Pearson Korelasyon Analizi ile degerlendirildi.

Bulgular=65 yas alti RA’hlarda SDA; FAOS’un agri (r:-0.435), is/glinlik yasam (r:-0.647), is/spor/eglence
(r:-0.495) ve toplam skoru (r:-0.582) ile disuk ve orta diizeyde korele iken; 65 yas ve Usti RA’lilarda
FAOS’un belirtiler/tutukluk (r:-0.579), agri (r:-0.702), is/gunlik yasam (r:-0.868), is/spor/eglence (r:-0.683)
ve toplam skoru (r:-0.806) ile orta ve yiiksek diizeyde korele idi (p<0,05). Ayrica 65 yas ve Ustlinde VAS;
FAOS’un agri (r:-0.517), is/ginlik yasam (r:-0.590), is/spor/egdlence (r:-0.550) ve toplam skoru (r:-0.587)
arasinda orta diizeyde iligkili idi (p<0,05).

Sonuc¢=Ayak/ayak bilegi ile ilgili fonksiyonel limitasyonlar, her yastaki RA’l bireylerin 6zir dizeylerini
etkilese de; 65 yas ve uzerinde bu etki daha fazladir. Ayrica ayak/ayak bilegi ile ilgili fonksiyonel
limitasyonlar,65 yas ve ustindeki RA'lilar tarafindan genel saglik durumlarinin daha kétu algilanmasina
sebep olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ayak, romatoid artrit, ayak bilegi
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1. Introduction

Rheumatoid Arthritis (RA) is the most common rheumatic disease of adulthood [1]. The incidence of RA
may increase with age and peaks in the age range of 50-75 years [2].

Functional disorders and complications caused by RA seriously affect the daily life and quality of life of
the individual [3]. Joint pain, swelling, and morning stiffness are the most common symptoms among
RA patients [4]. Individuals with RA are also affected psychosocially due to reasons such as joint
problems, limitations due to morning stiffness, loss of functional work force [5].

Although RA affects every joint in the body, it is most commonly involved in the hand (15.7%) and foot
(14.7%) joints [6]. The first problems that come to mind in RA are in the hands and wrists, but 90% of
long-term RA patients also have foot problems [7]. The first symptoms in 16-36% of RA patients begin
in the foot area [8]. Pain and structural deformities related foot are the most common complaints of
patients with RA. Foot-related complaints may develop at any stage of the disease and as the disease
progresses, the frequency of foot involvement increases in individuals with RA [9,10]. Inflammation of
the foot joints and synovial tissues causes joint damage and structural deformities. Wickman, in 2004,
reported that serious negative effects on functionality, mobility in daily life and functional capacity began
to be seen with RA starting to affect the foot [11].

The hand involvement and functions of individuals with RA have been frequently investigated in detall
in the studies in the literature. However, the effect of foot problems seen in individuals with RA on
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functionality and activities of daily living has been less studied. In recent years, the tendency towards
foot/ankle problems in individuals with RA is increasing [11-13]. The foot problems seen in these patients
create a great burden for the patients [14].

This study was planned to examine the functional limitations of foot/ankle involvement in terms of age
in individuals with RA.

2. Material and Method

The study was planned as cross-sectional. The sample of the study consisted of individuals with RA
who applied to Pamukkale University Rheumatology Clinic between 15.11.2021 and 15.05.2022 and
met the inclusion and exclusion criteria.

Participants

Forty RA patients were included in the study and were divided into two groups [under 65 years old (n:24)
and 65 years old and over (n:16)] Inclusion criteria: (a) Being diagnosed with RA according to the 2010
American College of Rheumatology/EULAR criteria. (b) being 18 years or older. (c) Volunteer to
participate in the study. Exclusion criteria: (a) serious psychiatric conditions (eg psychotic disorders). (b)
have a surgery within the past year. (c) Cognitive inability to cooperate (d) Being pregnant. (e)
Concurrent autoimmune or inflammatory disease. (f) having central nervous system diseases (eg
multiple sclerosis, parkinson's disease).

Confirmation that there is no ethical problem for this study was obtained from the local Clinical Research
Ethics Committee (meeting dated 02.11.2021 and numbered 20). Verbal information was given to all
individuals and an informed consent form was signed.

Evaluations

All evaluations were performed by the same researcher in a single session with face-to-face interview
method in approximately 40-45 minutes. After obtaining demographic data, functional status of the
foot/ankle were evaluated with the Foot and Ankle Outcome Score (FAOS), general health status with
the Visual Analogue Scale (VAS), and disability level with the Health Assessment Questionnaire (HAQ).

Foot and Ankle Outcome Score (FAOS): FAOS is used to examine functional conditions related to the
foot/ankle in individuals with 42 items and five subtests: pain (9 item), other symptoms (7 item), activities
of daily living (17 item), sport and recreational function (5 item), and foot/ankle related quality of life (4
item). Scoring is done for each subtest and the scoring of each subtest is calculated out of 100. The
higher the score on FAOS, the less functional limitations [15].

Visual Analogue Scale (VAS): VAS is used to convert the values that cannot be measured numerically
by writing the evaluation parameters at both ends of a 10 cm line. The patient place a dot or pointing at
the appropriate place for his/her condition on this line. VAS was used to evaluate the general health
status of RA (0='best health condition', 10="worst health condition’) in this study [16].

Health Assessment Questionnaire (HAQ): HAQ is used to evaluate the disability level. HAQ consists of
20 questions and eight subsections. Scoring is done between 0 and 3. Higher score means more
disability [17].

Statistical Analysis

The data were analyzed with the IBM SPSS Statistics 22 package program. Continuous variables were
given as mean * standard deviation and median (minimum/maximum) and categorical variables were
given as numbers and percentages. Relationships between continuous variables were evaluated with
Pearson Correlation Analysis. Correlation was categorized as low (r:0.100-0.499), moderate (r:0.50-
0.69) or high (r:0.70-1.00) [18]. Statistical significance value was accepted as p<0.05.
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3. Results

Demographic and disease-related data of RA included in the study are shown in Table 1.

HAQ had negative low to moderate correlation with FAOS_pain (r=-0.435, p=0.038), FAOS_activities of
daily living (r=-0.647, p=0.001), FAOS_sport and recreational function (r=-0.495, p=0.016) and
FAOS _total (r=-0.582, p=0.004) in RA with under 65 years old whereas HAQ had negative moderate
to high correlation with FAOS_other symptoms (r=-0.579, p=0.024), FAOS_pain (r=-0.702, p=0.003),
FAOS_activities of daily living (r=-0.868, p=0.000), FAOS_sport and recreational function (r=-0.683,
p=0.005) and FAOS total (r=-0.806, p=0.000) in RA with 65 years old and over (Table 2).

In addition, VAS had no correlation with any of FAOS_subtests and FAOS_total in RA with under 65
years old (p>0.05) while VAS had negative moderate correlation with FAOS_pain (r=-0.517, p=0.040),
FAOS_activities of daily living (r=-0.590, p=0.016), FAOS_sport and recreational function (r=-0.550,
p=0.027) and FAOS total (r=-0.587, p=0.017) in RA with 65 years old and over (Table 2).

Table 1: Demographic and descriptive data of individuals with rheumatoid arthritis

Under 65 years old (n=24) 65 years old and over (n=16)
Mean+SD Median(Min/Max) | Mean+SD Median (Min/Max)
Age (years) 49.29+11.50 54.50 (21/63) 69.62+4.68 69.50 (65/80)
Height (m) 1.61+0.08 1.60 (1.47/1.78) 1.57+0.06 1.58 (1.50/1.70)
Body weight (kg) 74.56+14.01 70.50 (49/100) 69.84+7.15 70 (56/82)
BMI (kg/m?) 28.15+5.29 27.97 (19.14/40) 28.67+4.15 28.89 (20.57/35.56)
Morning stiffness (min) 62.30+81.28 30 (0/300) 52.85+81.47 17.50 (0/240)
FAOS_ other symptoms 74.08+£21.19 80.50 (21/100) 71.87+23.99 82 (36/100)
FAOS_pain 72.16£19.78 76.50 (31/97) 72.81+21.78 79 (39/100)
FAOS_activities of daily | 76.00+19.10 80 (43/100) 70.68+25.99 79 (26/100)
living
FAOS_sport and | 50.62+35.94 50 (0/100) 44.37+36.14 30 (0/95)
recreational function
FAOS foot and ankle | 57.66x29.74 56 (0/100) 56.37+27.74 47 (19/100)
related quality of life
FAOS _total 70.08+£20.00 70 (33/98) 66.81+23.63 76.50 (27/96)
HAQ 1.04+0.74 1 (0/2.38) 1.10+0.90 0.62 (0/2.75)
VAS 5.29+2.14 5 (1.50/10) 5.07+1.90 4.95 (2.20/10)
Gender-Women n (%) 21 (87.5) 14 (87.5)
-Men n (%) 3(12.5) 2 (12.5)

BMI=Body Mass Index. m:meter. kg:kilogram. min:minutes. SD: standard deviation. FAOS: Foot and Ankle Outcome Score.
HAQ: Health Assessment Questionnaire. VAS: Visual Analogue Scale

165




Table 2: Correlation analysis results

Under 65 years old 65 years old and over
HAQ VAS HAQ VAS
r p r p r p r p
FAOS_other symptoms -0.365 | 0.087 | -0.311 0.139 -0.579 0.024 -0.477 0.062
FAOS_pain -0.435 | 0.038 | -0.266 0.208 -0.702 0.003 -0.517 0.040

FAOS_activities of daily | -0.647 | 0.001 | -0.271 0.200 -0.868 0.000 -0.590 0.016
living
FAOS_sport and | -0.495 | 0.016 | -0.215 0.313 -0.683 0.005 -0.550 0.027
recreational function
FAOS foot and ankle | -0.411 | 0.051 | -0.221 0.299 -0.453 0.090 -0.342 0.194
related quality of life
FAOS _total -0.582 | 0.004 | -0.297 0.159 -0.806 0.000 -0.587 0.017

Pearson Correlation Analysis, FAOS: Foot and Ankle Outcome Score. HAQ: Health Assessment Questionnaire. VAS: Visual
Analogue Scale

4. Discussion and Conclusion

This study showed that functional problems related to the foot/ankle affect the disability levels of RA of
all ages. This effect is greater for RA aged 65 and over. In addition, functional problems related to the
foot/ankle cause a worse perception of general health status of RA patients aged 65 and over.

From the onset of the disease, RA negatively affects individuals in many ways. Foot/ankle complaints
are frequent in patients with RA and cause serious disability and limitation in daily life activities [19]. The
problems experienced by RA can also affect their family, professional and social relationships [20,21].
This causes additional burdens for individuals who are already suffering from the disease.

Stolt et al. (2017), in their review, aimed to define the foot health of patients with RA and to determine
how they care for their feet. They determined that foot/ankle problems have a high prevalence in patients
with RA (especially pain and structural deformities). These foot problems are a big burden for patients.
RA have difficulty taking care of their own feet and finding suitable shoes. The self-care abilities of RA
patients may decrease. They also stated that future studies are needed for accuracy across cultures
[14].

Yano et al. (2018) examined 5637 individuals with RA and concluded that clinicians should pay more
attention to the foot/ankle joints of individuals with RA in daily practice [22].

Reinoso-Cobo et al. (2020), which they conducted with 229 RA and 73 healthy controls, reported that
the presence of RA was associated with high pain score and the physical component of quality of life of
advanced age and that the morphological and structural features of the foot were not necessarily
associated with pain, disability and loss of function [23]. Fazaa et al. (2022) concluded that foot pain is
common in RA patients (especially in the forefoot). There is a relationship between functional foot index
and disability level (HAQ) and foot pain. And it can have significant effects on the quality of life. In
addition, the feet need to be carefully examined and their functional effects evaluated [24].

Stating that studies focusing on foot problems in RA were mostly conducted in the adult population and
there was insufficient evidence in the elderly population, Stolt et al. evaluated foot health in RA patients
over 65 years of age with a mean age of 74 years in 2021. While they found the most common
complaints as foot pain, dry skin and thickened toenails, they determined common structural complaints
are foot deformities. They emphasized the relationship between daily walking or standing time and using
walking or running shoes with the level of foot health. Foot problems limit patients' ability to perform daily
activities. Because elderly with RA live with complex foot problems, they need health services related to
foot problems. There is also need to develop and implement care practices to relieve foot pain and
support foot health and functional ability in elderly with RA [25]. Parallel to current studies, our study
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once again emphasized the negative effects of foot/ankle problems in individuals with RA and revealed
that these problems increase with increasing age. In the light of these results, we recommend that more
attention should be paid to foot/ankle problems in order to change the general perceptions of individuals
with RA in a positive way.

Katarzyna et al. examined the relationship between static foot dysfunction assessed by
plantoconturography and quality of life in 102 elderly patients with RA in remission. They found a
relationship between static foot dysfunction and physical activity domain and emotional domain of quality
of life in patients with RA [26]. Based on this result, we see that foot/ankle problems affect the psycho-
social parameters of the person, and we think how important and necessary are the intervention
methods for foot/ankle problems.

In parallel with the literature, in this study, we observed that the functional problems related to the
foot/ankles of RA in all ages were associated with the level of disability, and this relationship was even
stronger at the age of 65 and over. In addition to these, functional limitations related to the foot/ankle
negatively affect the perspective of patients with RA on their health status and cause them to perceive
their health worse at the age of 65 and over. Descriptive data show that RA patients with under 65 years
old are exposed to morning stiffness for a longer time. Morning stiffness may be the cause of the
association between foot/ankle functional problems and disability in this age group. Studies have
reported that morning stiffness is associated with impaired morning function and functional disability
[27,28].

The reason why the effects of RA are seen more intensely at the age of 65 and over may be due to the
more severe damage caused by the disease in this age group, the greater physical and psychological
exposure due to longer exposure to the disease, and/or the greater feeling of psychological vulnerability
in this age group. Also, another reason may be problems in the musculoskeletal system. The immune
system becomes non-specifically active with age, increasing inflammation and comorbidities. In
individuals with RA, this occurs more rapidly and more intensely. [29]. Systemic inflammation
accelerates age-related sarcopenia. Compared to healthy controls in their age group, elderly RAs have
greater loss of muscle mass, muscle strength, and physical loss. [30].

The strength of the study is that it is possible to simultaneously access the evaluation results of
individuals with RA, both under the age of 65 and the aged 65 and over. The other strength of the study
is that the variables that could affect RA symptoms such as gender and BMI were similar between the
groups. The limitation of the study is the failure to examine the relationship between subjective results
and objective results by examining the structural changes in the foot/ankle with radiography.

Further studies can be planned longitudinally to investigate the effects of treatment/physiotherapy
methods on foot/ankle function in patients with RA. In addition, we recommend that the biological,
psychological and social effects of foot care education can be investigated by applying to RA patients
of all ages, especially aged 65 and over.

As a result, although functional limitations related to the foot/ankle in individuals with RA affect the
disability levels of individuals of all ages, this effect is greater for RA aged 65 and over and cause worse
perception of their general health. For this reason, patient education including information about
preventive foot/ankle problems, foot care, shoe selection and appropriate exercise approaches is
important in the management of the disease in order to reduce the disability levels of individuals with
RA and to change their perceptions about the disease in a positive way. In addition, more attention
should be paid to foot/ankle care practices for all ages, especially aged 65 and over. Also, increasing
the clinical skills of physiotherapists working in this field will contribute to minimizing the functional losses
associated with foot/ankle involvement caused by RA.

Declaration of Ethical Code
In this study, we undertake that all the rules required to be followed within the scope of the "Higher
Education Institutions Scientific Research and Publication Ethics Directive" are complied with, and that

none of the actions stated under the heading "Actions Against Scientific Research and Publication
Ethics" are not carried out.
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ABSTRACT

Objective: A comparative evaluation of the plaque removal efficacy of manual, electric, and chewable
toothbrushes.

Material-Method: Our randomized and examiner-blinded clinical study involved 90 dental students. The
students were divided into three groups: manual, electric, and chewable toothbrush users. The plague removal
efficiency of the brushes was evaluated using the Turesky modification of the Quigley—Hein Index (TMQHI).

Results: Ninety participants, consisting of 32 males and 58 females, aged between 21 and 23 years (average
age 22+0.47) were included in the study. The mean TMQHI score before brushing was 2.4+0.49 in the manual
brushing group, 1.81+0.61 in the electric toothbrush group, and 1.93+0.6 in the chewable brush group. The
mean for the manual brushing group was thus higher than that of the other two groups (p<0.001). The mean
TMQHI score after brushing was 1.37+0.43 in the manual brushing group, 0.91+0.52 in the electric toothbrush
group, and 1.31+0.67 in the chewable brush group. The effectiveness of the chewable brush in plaque removal
in all regions of the mouth was lower than that of the other two (p<0.001). There was no statistical difference
between the manual and electric toothbrushes.

Conclusion: The plaque removal efficiency of the chewable toothbrush was found to be lower than that of the
electric and manual toothbrushes.

Keywords: Chewable toothbrush, dental plaque, electric toothbrush, manual toothbrush.
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Amag: Manuel, elektrikli ve gignenebilir dis firgalarinin plak uzaklastirma etkinliklerinin karsilastirmali olarak
degerlendiriimesidir.

Materyal- Metot: Randomize ve arastirmaci-kér klinik calismamiza 90 dis hekimligi 6grencisi dahil edildi.
Ogrenciler manuel, elektrikli ve gignenebilir dis fircasi kulananlar olarak 3 gruba ayrildi. Firgalarin plak
uzaklastirma etkinligi, Quigley-Hein indeksinin Turesky modifikasyonu (TMQHI) kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Yaslar 21-23 arasinda (ortalama yas 22+0,47), 32 erkek ve 58 kadin olmak tzere 90 katihmci
calismaya dahil edildi. Firgalama 6ncesi ortalama TMQHI skoru manuel dis firgasi grubunda 2,4+0,49,
elektrikli dis firgasi grubunda 1,81+0,61 ve ¢ignenebilir dis fircasi grubunda 1,93+0,6 olarak tespit edildi.
Firgalamadan 6nceki plak miktari ortalamasi, manuel dis firgasi grubunda diger iki gruptan daha ytksekti
(p<0.001). Firgalama sonrasi ortalama TMQHI skoru manuel dis firgasi grubunda 1,37+0,43, elektrikli dis
firgasi grubunda 0,91+0,52 ve gignenebilir dis firgasi grubunda 1,31+0,67 olarak tespit edildi. Cignenebilir
dis firgasinin tim bolgelerdeki plak uzaklastirma etkinligi diger dis firgalarina gére disuk bulunurken
(p<0.001), manuel ve elektrikli dis firgalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur.

Sonugc: Cignenebilir dis fircasinin plak uzaklagtirma etkinligi elektrikli ve manuel dis firgalarina gére daha
dislk bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Cignenebilir dis firgasi, dental plak, elektrikli dis firgasi, manuel dis firgasi
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1. Introduction

The main reason for caries and periodontal diseases is the presence of a non-mineral microorganism
community and its organization within the organic mucopolysaccharide matrix as dental plaque, also
called dental biofilm. It is necessary to break down this organization to establish dental health. It is
possible to do this by using a conventional toothbrush, although mechanical toothbrushes are also
effective in removing bacteria [1,2]. Different toothbrushes have been designed with different functional
and scientific benefits [3]. Several meta-analyses and Cochrane reviews have shown that electric
toothbrushes have slightly higher efficacy in terms of plaque reduction and gingivitis control [4,5,6].
According to these previous studies, electric toothbrushes may be a preferable alternative due to their
high level of plaque removal relative to manual toothbrushes. However, effective brushing requires both
the patient’s compliance and adequate brushing techniques. Precise manual dexterity is necessary for
effective manual brushing, although this will vary between individuals and will improve with age [7].

In some environments, neither manual nor powered tooth brushing can be performed correctly, for
example, with disabled individuals and young children [8]. A chewable toothbrush is a recent innovation
in oral hygiene. The Rolly Mini chewable toothbrush meets the requirements of the Framework
Regulation (EC) laws concerning food contact materials (EU2002/72/EC). The chewable toothbrush,
which contains fluorine and xylitol, removes food particles and plaque accumulated between the teeth
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through the mechanical cleaning effect of its bristles [9]. However, it remains unclear whether these
chewable toothbrushes have any beneficial effect on the reduction of plaque.

The purpose of this clinical trial was to compare the plaque removal capacity of manual, powered, and
chewable toothbrushes.

2. Material and Method
Ethical Approval

This study was approved by the Institutional Ethics Committee of the University of Usak (certificate
number: 12-12-12). The informed consent of the participants was obtained before the study
commenced.

Study Participants

The sample size was determined using G*Power software v. 3.1.9.2. According to a previous study by
Joshi et al. [10], sample size estimation indicated that 87 patients were required to achieve atype | error
(a) of 0.05 and an effect size of 0.34 at a power of 80%. Ninety participants were included in our study
to allow for possible errors. Potential participants who had systemic disease, were regularly on
antibiotics or other drugs, had serious periodontal disease, had oral soft tissue lesions, wore an
orthodontic appliance, had crowding of the teeth, had missing teeth other than the third molar, or had
more than three carious lesions were excluded from the study (Figure 1).

147 dental students were evaluated at Usak University

- Excluded (N=57)

-Regularly on antibiotics or other drugs (N=12)
-Oral soft tissue lesions (N=7)

-Crowding of teeth (N=14)

-Carious lesions (N=8) I
-Systemic disease (N=3)

-Orthodontic appliance (N=3)

-Serious periodontal disease (N=1)
-Missing teeth except the third molar (N=9)

Enrolment

N=90

Manual toothbrush (n=30)

Electric toothbrush (n=30)

Allocation- Analysis

Chewable toothbrush (n=30)

Figure 1. Flow chart of the study
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Procedure

A total of 90 young people were selected and randomly categorized into three groups. A randomizing
program was used to conceal their allocation (www.randomizer.org).

Group I: Using a manual toothbrush (Tepe Supreme Toothbrush) (n=30)
Group Il: Using an electric toothbrush (Oral-B Electric Toothbrush) (n=30)
Group llI: Using a chewable toothbrush (Rolly Mini Toothbrush) (h=30)

The participants avoided all oral hygiene procedures for 24 hours immediately prior to the study
procedure, and they refrained from smoking, eating, or drinking for four hours before the procedure. The
examinations were conducted after their lectures had ended (16.00-17.00 h). The participants were
informed about the correct use of the various toothbrushes before they started the procedure with the
help of videos and demonstrations. All groups brushed for two minutes. Group | was told to use the
modified Bass technique [11] that they had observed in a demonstration. Group Il was instructed to
apply the electric brush head to each tooth surface, spending a few seconds on each surface. Group Il
was told to use the chewable toothbrush for two minutes, rolling it around their teeth using their tongue.
To assess the plague index, a basic 2% fuchsin solution was applied with a cotton swab both before
and after brushing, and plaque accumulation was used to estimate the TMQHI (Turesky modification of
the Quigley-Hein Index) [12]. Any excess marking material was rinsed off with water prior to brushing.
For the post-brushing evaluation, the dentist was blinded to the type of toothbrush used.

Evaluation Tools

The TMQHI index evaluates the plaque revealed on the buccal and lingual surfaces all of the teeth. The
TMQHI scores were recorded as follows: 0, dental plaque was not present; 1, isolated areas of dental
plaque; 2, a thin band of dental plaque <1 mm; 3, dental plaque covered up to 1/3 of the tooth surface;
4, dental plaque covered between 1/3 and 2/3 of the tooth surface; and 5, dental plaque covered 22/3
of the tooth surface. An index for the entire mouth was determined by dividing the total score by the
number of surfaces examined.

Statistical Methods

The data were analyzed using IBM SPSS V23. Conformity to the normal distribution was evaluated with
the Shapiro-Wilk test. One-way analysis of variance was used to compare the normal distribution of data
according to the type of brush used in each group. Tukey’s HSD test for multiple comparison tests was
used. The analysis results are presented as means and deviations. The significance level was taken as
p<0.05.

3. Results
This prospective study involved 90 dental students from the University of Usak, aged between 21 and

23 (average age 22+0.47 years), and it was performed between September and December 2021. Of
the 90 participants included in the study, 32 were male and 58 were female (Table 1).
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Table 1. Sociodemographic characteristics by groups

Manual Electric Chewable Total
Age
mean *sd 22+0.88 22+0.94 21+0.12 22+0.47
Sex
n(%)
Male 13 (%40.62) 11 (%34.37) 8 (%25) 32 (%100)
Female 17 (%29.31) 19 (%32.75) 22 (%37.93) 58 (%100)

The mean TMQHI score before brushing was 2.4+0.49 in the manual brushing group, 1.81+0.61 in the
electric toothbrush group, and 1.93+0.6 in the chewable brush group. The mean for the manual brushing
group was thus higher than that of the other groups (p<0.001). The mean TMQHI score after brushing
was 1.37+0.43 in the manual brushing group, 0.91+0.52 in the electric toothbrush group, and 1.31+0.67
in the chewable brush group. Thus, the effectiveness of the chewable brush in removing plaque from all
regions was lower than that of the other two. There was no statistical difference between the manual
and electric toothbrush groups (p<0.001) (Table 2).

Table 2. Brushing effectiveness of toothbrushes by region

Test
Manual Electric Chewable statistics p value
Lower
Pre-brushing 2,53+0,54 1,93 £ 0,66 2,06 + 0,67 7,5
Post-brushing 1,52 +£0,51 1+0,53 1,39+0,72 6,211
Difference 1,01 £ 0,412 0,93 + 0,282 0,67 +0,27° 8,971 <0,001
Upper
Pre-brushing 2,27+0,5 1,68 £ 0,62 1,81+ 0,62 8,389
Post-brushing 1,21+0,4 0,82 £ 0,55 1,23 + 0,69 5,019
Difference 1,05 + 0,382 0,86 + 0,25 0,58 + 0,25¢ 19,151 <0,001
Posterior
Pre-brushing 2,5+0,45 2,04 +£0,64 2,11+0,53 6,257
Post-brushing 1,52+0,35 1,14 + 0,58 1,51+0,64 4,757
Difference 0,98 + 0,372 0,89 + 0,252 0,6 +0,25P 13,502 <0,001
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Anterior

Pre-brushing 2,22 £ 0,65 1,46 £ 0,59 1,65 +0,68 11,17

Post-brushing 1,16 £ 0,59 0,62 + 0,47 1,04 £0,78 6,226

Difference 1,06 + 0,442 0,84 +0,28° 0,61 +0,29¢ 12,596 <0,001
Lingual

Pre-brushing 2,4+0,53 1,67 £0,54 1,84+£0,44 17,234

Post-brushing 1,55+0,5 0,9+0,5 1,22 + 0,57 11,552

Difference 0,86 + 0,352 0,77+0,27%® 0,62 +0,32° 4,423 0,015
Buccal

Pre-brushing 2,37+0,55 1,94+0,74 2,02 +0,82 3,033

Post-brushing 1,18+ 0,5 0,92+ 0,61 1,4+0,83 3,905

Difference 1,19+ 0,482 1,02 £ 0,262 0,63 +0,22° 21,339 <0,001
Total

Pre-brushing 2,4+0,49° 1,81 +0,61° 1,93 +0,6° 8,9 <0,001

Post-brushing 1,37 £0,432 0,91 +0,52° 1,31+0,672 6,149 0,003

Difference 1,03+ 0,362 0,9 +0,222 0,62 +0,22° 16,871 <0,001

When the teeth in the mandible, posterior, and buccal regions were examined, the manual and electric
toothbrushes were found to be more effective in plaque removal than the chewable brushes (p<0.001).
In the upper jaw and anterior region, the manual brush was most efficient in removing plaque (1.05+0.38;
1.06+0.44), followed by the electric toothbrush (0.86+0.25; 0.84+0, respectively), and finally, the
chewable brush (0.58+0.25; 0.61+0.29) (p<0.001). In the lingual region, the most effective brushing
method was manual brushing (0.86+0.35), while the chewable brush removed only a small amount of
plague (p=0.015) (Table 2).

4. Discussion and Conclusion

Tooth brushing is the most important factor in maintaining oral and dental health. However, due to
individual inadequacies, today’s fast lifestyle, and intense work schedules, tooth brushing is pushed into
the background, and oral hygiene is often not provided. In such cases, chewable toothbrushes have
attracted attention because they do not require the use of water and toothpaste and are easy to use.
However, in our study, it was evident that the brushing efficiency of chewable toothbrushes was less
than that of either manual or electric toothbrushes.

Many factors, such as tooth brushing frequency, duration, technique, skill, and motivation, can affect the
results of tooth brushing. Our study was conducted with dentistry students. The study aimed to evaluate
the brushing effectiveness of the different materials by excluding individual factors and by ensuring the
accurate application of the correct technique during tooth brushing. Additionally, the TMQHI plaque
index was used with all teeth to measure brushing efficiency more accurately.

In a study comparing the effectiveness of manual and chewable toothbrushes among dentistry students,
Mladenovic et al. [13] found that the manual toothbrush removed a significantly greater amount of plague
in the upper jaw only, in comparison to the chewable toothbrush. Unlike the results of our study, no
significant differences were found between plague removal efficiencies in the other regions or in the
entire jaw. However, this result may have been associated with an insufficient number of participants.
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In another study comparing manual and chewable toothbrushes in children aged 8-10 years, a chewable
toothbrush was found to remove plaque more effectively after one week of use [14]. The success of the
chewable toothbrush, especially on the lingual surfaces, was associated with the children’s brief and
ineffective use of manual toothbrushes. In another study conducted with children, Bezgin et al. [15]
found that chewable toothbrushes were more effective on lingual surfaces, while manual toothbrushes
were more effective on buccal surfaces. In another study conducted with children between the ages of
9 and 13, no statistical difference was found between the results for chewable and manual toothbrushes
[10]. The results suggest that chewable toothbrushes increase children’s motivation to chew. However,
in our study, the fact that the participants were dental students who were able to use the manual
toothbrush more professionally is assumed to have increased the effectiveness of manual tooth
brushing. Itis also thought that these results may be due to the Hawthorne effect with chewable brushes.
In pilot studies conducted by Jeong et al. [16], in which the plaque removal efficiencies of the rolling and
non-rolling techniques with the manual brush and chewable brushes were compared, the manual
toothbrush method used with the rolling technique was found to be more effective than the chewable
brush. However, no statistical difference was observed between the non-rolling technique and the
chewable toothbrush. This study therefore showed the importance of using the correct brushing
technique when using the manual method.

In a study by Aravind et al. [17], which compared three toothbrushes similar to those in our study, it was
shown that electric toothbrushes were more effective than either manual or chewable toothbrushes in
children, while the manual and chewable toothbrushes showed similar results. In this study, with
children, the vibrating, oscillating, or rotating operation of the electric toothbrush depended less on
individual competence than either the manual or chewable toothbrush.

A possible limitation of our study is that the initial difference in the amount of plaque between the groups
was statistically significant. In our study, the preference of a brushing method with high plaque removal
efficiency in manual tooth brushing may have increased the success of manual brushing. However, the
preferred brushing method is a difficult technique and cannot be performed ideally in the whole
population. Therefore, evaluation of manual brushing using different methods may provide more
generalizable results. A positive aspect of our study is that the researcher evaluating the plaque index
was blind to the particular brush used.

In our study, the plaque removal efficiency of the manual and electric toothbrushes to be superior, it was
observed that the chewable toothbrushes also significantly reduced the plaque scores. An added
advantage is that disposable toothbrushes, such as these, prevent microbial contamination. It is thought
that chewable toothbrushes could be used as an alternative, especially for individuals who do not have
the right brushing technique, or in children who are unable to perform toothbrushing effectively.

Declaration of Ethical Code

In this study, we undertake that all the rules required to be followed within the scope of the "Higher
Education Institutions Scientific Research and Publication Ethics Directive" are complied with, and that
none of the actions stated under the heading "Actions Against Scientific Research and Publication
Ethics" are not carried out.
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Yasli bireylerdeki dental/periodontal hastaliklarin olusma ve ilerleme durumunu etkileyen faktorlerin
belilenmesi ile kontrol altina alinmasi, yash bireylerin yasam kalitesinin artinimasinda énemli bir etki
olusturacaktir. Bu ¢alismanin amaci bir yash populasyonunda fiziksel aktivite, beslenme, agiz sagligina
bagli yagsam kalitesi ile periodontal saglik/hastalik durumu arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

Calismaya 2021-2022 yillari arasinda klinigimize basvuran yaslari 65-74 arasinda degisen 33 gonullu
birey katilmistir. Katiimcilarin klinik periodontal parametre kayitlar, sosyodemografik, antropometrik
dzellikleri kaydedilmis ve Agiz Saghgr Etki Profili Olgegi (OHIP-14), Agiz Ve Dis Saghg ile ilgili Yasam
Kalitesi-Birlesik Krallik Olgedi (OHRQoL-UK), Yasl Agiz Saghg: Tanilama indeksi (GOHAI), Yaglilar Igin
Fiziksel Aktivite Olgegi (PASE), Mini Niitrisyonel Degerlendirme Testi (MNA) indeksleri, anket formlari
kullanilarak elde edilmistir. Varyanslarin normal dagilimi ve homojenligi Shapiro-Wilk ve Levene testleri,
gruplar arasi karsilastirmalar Mann-Whitney U testi, korelasyonlar ise Spearman korelasyon testi ile
analiz edilmigtir (p<0,05).

Calisma popillasyonunda PASE skorlari erkeklerde kadinlardan ylksek bulunmustur (p<0,05).
Periodontal durum test skorlarinda anlamli bir farklihk olusturmamistir (p>0,05). Aylik gelir yikseldikge
PASE skorlari yukselmis (p<0,000), sistemik hastalik varliginda ve dis kaybi arttikca OHQoL-UK skorlari
artmis (p=0,025, p=0,026), VKIi alt gruplari arasinda OHIP-14 skorlari anlamli farkiihk gostermistir
(p=0,002).

Periodontal durum, incelenen geriatrik populasyonda yasam stili ve kalitesiyle alakal test skorlari
Uzerinde anlaml bir etki gostermemistir. COVID-19 ddéneminde yirutilmis bu galismanin bulgulari daha
genis yash populasyonlarinda farklilik gosterebilir.
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ABSTRACT

Determining and controlling the factors affecting the occurrence and progression of dental/periodontal
diseases in elderly individuals will have a significant impact on increasing the quality of life of elderly. The aim
of this study is to investigate the relationship between physical activity, nutrition, oral health-related quality of
life and periodontal health/disease status in an elderly population.

33 volunteers aged between 65 and 74 who applied to our clinic between 2021 and 2022 participated in the
study. Clinical periodontal parameter recordings, sociodemographic and anthropometric characteristics of the
participants were recorded and Oral Health Impact Profile Scale (OHIP-14), Oral and Dental Health-Related
Quality of Life-UK (OHRQoL-UK), Geriatric Oral Health Assessment Index (GOHAI), Physical Activity Scale
for Elderly (PASE), Mini Nutritional Assessment (MNA) indices were obtained using questionnaires. Normal
distribution and homogeneity of variances were analyzed by Shapiro-Wilk and Levene tests, comparisons
between groups were analyzed by Mann-Whitney U test and correlations were analyzed by Spearman
correlation test (p<0.05).

In the study population, PASE scores were higher in males than females (p<0.05). There was no significant
difference in periodontal status test scores (p>0.05). PASE scores increased as monthly income increased
(p<0.000), OHQoOL-UK scores increased in the presence of systemic disease and tooth loss increased
(p=0.025, p=0.026), OHIP-14 scores differed significantly between BMI subgroups (p=0.002) .

Periodontal status didn’t have a significant effect on test scores related to lifestyle and quality of life in the
geriatric population studied. The findings of this study conducted during the COVID-19 era may differ in larger
elderly populations.

Keywords: Geriatrics, periodontal health, nutrition, life, activity
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1. Giris

Kronolojik olarak yaglanma Diinya Saglk Orgiitli (DSO) tarafindan 65 yas Uizeri olarak kabul edilmistir
[1,2]. Dinya Saghk Orgiiti geropsikiyatrik yaslilik dénemini degerlendirdiginde 85 yas ve Ustini “gok
yasll”, 65 yas ve Uzerini “yasli” olarak tanimlamistir. Gerontologlar ise 85 yas tzerini “ileri yaghhk”, 75-
84 yas arasini “orta yaslilik” ve 65-74 yas aras! “geg yaslilik” olarak siniflamislardir [1,2].

Yaglilarda fiziksel inaktivite orani %33' tir. Kas denervasyonu, kas lifi boyutu ile toplam kas lifi
sayisinin azalmasi, kas eksitasyon ve kontraksiyonu arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle yas ile
beraber kas giicli ve fonksiyonu %40 civarinda azalmaktadir [3,4]. ileri yaglarda fiziksel kapasite esik
degere yakin olup, minimal azalmalar bile giinlik aktiviteleri olumsuz yénde etkilemektedir. Bu duruma
ek olarak bir hastalik atagi; 6nceden saglikli olan yash bireyi tamamen bagimli ve hareketsiz yapabilir
[3]. Ote yandan ileri yaslarda yaslilarin giderek toplumsal iliskilerden, yasamdan ve gunlik
aktivitelerden kendilerini gektikleri, bu davranislarin “normal” olarak algilandigi ve bu goérisu
benimseyen toplumlardaki yaslilarda basta sosyal ve ruhsal problemler olmak Uzere pek gok saglik
sorunlari olusmaktadir [3,4].

Fiziksel aktivite bazi kronik hastaliklarin 6nlenmesi veya ilerlemelerinin yavaslatiimasiyla saglikli
yaslanmanin 6énemli bir pargasidir. Fiziksel aktivitenin anti-inflamatuvar etkisi oldugu, C Reaktif Protein
(CRP) ve lokositlerin dolagimdaki diizeylerinin artisi ile ilgili risk degerlendirmelerinin disik oldugu
rapor edilmistir [3]. Periodontal hastaliklar kronik seyirli olup, birincil etyolojik faktor olarak mikrobiyal
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dental biyofilm kabul edilse de lokal ve sistemik hazirlayici faktérlerden ve konak immin yanitindan
etkilenerek sert ve yumusak periodontal dokularda yikimla sonuglanan hastaliklardir. Periodontal
hastaliklarla beraber olusan konak yanitt doku yikim miktarini etkilemektedir. Fiziksel aktivitenin
periodontal hastaliklar nedeniyle olusan asir konak inflamatuvar yanitini azaltmakta roli oldugunu
belirten ¢calismalar da bulunmaktadir [1,4].

Tarkiye' de yasam suresinin arttigi (halen 78 olarak rapor edilmektedir) ve yasli nifusun Ulkemizin
niifusunun %8,2' si oldugu bildiriimistir [2]. Ulkemize benzer sekilde, kiiresel olarak da tiim nifusta
yasam suresi beklentisinde ve yasli nifus sayisinda bir artis oldudu rapor edilmistir [5]. Geriatrik
populasyonun 2050'de dinyada ginuimuizden iki kat daha yuksek olmasi beklenmekte ve bu
populasyonun dnceki nesillere gore konservatif dis uygulamalarina erisme sansi daha fazla oldugu igin
yasliliklarinda daha fazla disleri olacagi éngoérulmektedir. [6] Bunun nedeni dis kaybinin tipik bir
yaslanma sonucu olmayip yasam boyu suregelen oral ve dental olaylarin birikmis bir sonucu olmasidir
[7].

Yaslanan bireyler psikolojik, fizyolojik ve fonksiyonel degisimler yasarlarken, bu degisimler uygun oral
hijyen tekniklerinin uygulanmasini sinirlayabilmekte, diseti enfeksiyonlari, dis ¢lridu ve periodontal
hastalik riskini 6nemli Olgide artirmaktadir [8]. Yaslanma ile birlikte dis kaybinda artis, adiz
mukozasinda ve kaslarda atrofi, salya akis hizinda azalma meydana gelir. Agiz yapisindaki bu
degisiklikler, yagsli bireyin beslenme aligkanliklarinda ve ¢igneme fonksiyonunda degisikliklere sebep
olmaktadir. Beslenmenin bozulmasi ile birlikte farkli patolojik degisikliklerin gelismesine zemin
hazirlanmaktadir. Bu nedenle, yaslanmaya bagl olarak agiz iginde meydana gelen degisiklikler
dzellikle dis hekimleri igin biiyiik 6nem tagimaktadir [9]. Ozetle, yasl bireylerdeki dental ve periodontal
hastaliklarin varlidi ile sikhdinin ve bu hastaliklarin olusma ve ilerleme durumunu etkileyen faktorlerin
belirlenmesi sonucunda kontrol altina alinmasi, yasl bireylerin yasam kalitesinin arttirlmasinda énemli
bir etki olusturacaktir.

Bu calismanin amaci bir yash populasyonunda fiziksel aktivite, beslenme, agiz sagligina bagl yasam
kalitesi ile periodontal saglik/hastalik durumu arasindaki iligkiyi arastirmaktir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismaya Sileyman Demirel Universitesi (SDU) Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
(10.08.2020 tarih ve 15 /217 sayili karar) onayiyla 2021 ile 2022 yillari arasinda SDU Dis Hekimligi
Fakiltesi Periodontoloji Klinigi'nde kalifiye tek bir arastirici (KE) tarafindan muayene edilen, yaslari 65-
74 arasinda degisen 33 gonullu birey katildi.

Calismadan hari¢ birakilma kriterlerini son ¢ ay igerisinde periodontal parametrelerde farklilik
olusturabilecek anti-inflamatuvar ve/veya antibiyotik kullanmis olmak, 10’ dan az sayida disi olmak,
son alti ay icinde periodontal tedavi gérmus olmak, romatolojik ve aktif malign hastalik dykisu olmasi,
otoimmin hastallk veya kemoterapi ya da radyoterapi gibi immin yetmezlik durumu olmasi ve
calismaya katilmayi reddetmek olugturdu.

Calismamiza katilan hastalarin klinik periodontal parametre kayitlari, agiz hijyeni aliskanligi ve dental
hikayesi (dis fircalama sikhgi, dis kayip nedeni), sosyodemografik ozellikleri (yas, cinsiyet, egitim
dizeyi, aylik gelir, sistemik saglik, sigara kullanimi), antropometrik 6zellikleri (boy, kilo, viucut kitle
indeksi (VKI), bel, kalga, baldir ve kol élgiimleri) kaydedildi ve Agiz Saghgi Etki Profili Olgegi (OHIP-
14), Agiz Ve Dis Sagligi ile ilgili Yasam Kalitesi-Birlesik Krallik Olgegi (OHRQoL-UK), Yasl AJiz
Sagligi Tanilama indeksi (GOHAI), Yaslilar igin Fiziksel Aktivite Olgegi (PASE), Mini Niitrisyonel
Degerlendirme Testi (MNA) indeksleri, anket formlar kullanilarak elde edildi.

Periodontal tani igin periodontal hastaliklarin giincel siniflamasindaki evre ve derecelendirmeler baz
alinmistir. GCalismamiz pandemi déneminde yapildigindan ve geriatrik bireyler icin riski azaltmak
amaciyla intraoral periodontal parametre indeks ve dlgimleri yerine varsa periodontal hastalik tanisi
(gingivitis veya periodontitis) ve varsa periodontitisin evrelendiriimesinde radyografik kemik kayiplari
ve periodontal nedenli dis kayiplari; derecelendirme igin ise kemik kaybiyla yas orani ve sigara-diyabet
gibi risk faktorleri degerlendirilmistir.

Yaghlar icin Fiziksel Aktivite Olcedi (PASE); 65 yas ve daha Ustii bireyleri degerlendiren,
epidemiyolojik cgalismalarda kullanilan, kisinin kendi kendine skorlayabildigi, bir hafta icerisinde
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gerceklestirdigi ev isleri ve bos zaman aktivitelerine dayanan, telefon gérismesi ile, posta yoluyla veya
yluz ylze uygulanan kisa bir dlgektir. PASE skoru, bos zaman aktivitesi, ev isleri ve mesguliyet
aktivitelerini igeren ¢oklu skorun toplanmasindan olugsmaktadir [10]. Skorlama, toplumda yasayan ve
herhangi bir kurumsal iliskisi olmayan yaslilarda elektronik fiziksel aktivite monitorl, aktivite gtnlikleri
veya kisinin kendi kendini degerlendirdigi aktivite dizeyinden elde edilecek verilerle yapilir. Bu skala
yasllardaki fiziksel aktivite dizeyini degerlendirmek disinda yapilan muidahalenin etkinligini
degerlendirmek amaciyla da uygulanmaktadir. Yaslilar icin Tirkge Fiziksel Aktivite Olgegi' nin kiiltiirel
uyarlamasini tanimlamay! ve odlgedin yash Turk yetiskinlerde gecerlilik ve guvenilirligini Ayvat ve
arkadaslari yapmis, c¢alismanin sonuglari, PASE' nin Turkce surimdnin gigli 6lgme niteliklerine
sahip oldugunu, arastirma ve uygulama alanlari igin gegerli ve guvenilir bir dlgek oldugunu géstermistir
[11].

Agiz Saghg Etki Profili Olgegi (OHIP-14); agiz saghg: ile iligkili yasam kalitesi, bireyin agiz saghiginin
kendi genel sagligini ve yasam kalitesini nasil etkilediginin kisisel olarak algilanmasidir. OHIP-14 bu
algilamayi fonksiyonel kisithlik, fiziksel, psikolojik ve sosyal yetersizlik, fiziksel agri, engel olglleri ve
psikolojik rahatsizligi 14 soru ile degerlendiren bir dlgek sistemidir. [12] OHIP-14 dahilindeki her soru
icin bireylere ilgili maddedeki sorunu ne oranda yasadiklari sorulmaktadir. Sonuglar Likert dlgegi ile
degerlendirilmektedir (0: Hig, 1: Nadiren, 2: Bazen, 3: Siklikla, 4: Cok sik). Toplam skor arttik¢a
problemin siddetinin arttigi ve yasam Kalitesinin azaldidi sonucuna variimaktadir [13].

Agiz ve Dis Saghig ile ilgili Yasam Kalitesi-Birlesik Krallik Olgegi (OHRQoL-UK); ilk kez 2000 yilinda
McGrath ve Bedi tarafindan Ingiltere’ de olusturulmustur. Agiz saghginin yasam Kkalitesi Uzerindeki
etkilerini pozitif ve negatif alanda degerlendiren dort farkli kategoride 16 sorudan olusmaktadir. Bu
kategoriler; psikolojik durum, semptom, sosyal durum, fiziksel durumdur. Elde edilen diisik skor agiz
saghgi ile iliskili yasam kalitesinin disik oldugunu géstermektedir. Likert dlgegine gore skorlanir, skor
azaldikga, yagsam kalitesinin azaldidi sonucuna variimaktadir [14].

Yasli A§iz Saghg Tanilama indeksi (GOHAI); 12 maddeden olusmakta, fiziksel, psikososyal, agri ve
rahatsizligin boyutlarini degerlendirmektedir [15]. Katilimcilar son {¢ ay igindeki deneyimlerini Likert
olcegine gore cevaplandirmaktadir. Toplam 0-60 arasinda bir skor elde edilmektedir. <50 “diistk”, 51-
56 “orta”, 57-60 “yiksek” olarak derecelendiriimektedir. Agiz sagligi durumu iyi olan ve higbir problemi
olmadigini belirten kisilerin skorlari yiiksek olarak kaydedilmektedir [16].

Mini Niitrisyonel Degerlendirme Testi (MNA); 1994'de Toulouse Universitesi New Mexico Tip
Fakdiltesi ve Isvigre Nestle Arastirma Merkezi arasindaki isbirligi ile gelistirilmistir. MNA yasl hastalari;
normal beslenmis (= 24), risk altinda (17-23.5 arasinda) veya belirgin malnitre (<17) seklinde
siniflandirmaktadir. Testin en 6énemli 6zelliklerinden biri MNA degeri 17-23.5 arasinda iken, viicut
agirhd ve serum albimin dizeylerinde siddetli degisiklikler olusmadan énce malnitrisyon riskinin
tespit edilebilmesidir [17-20].

Antropometri, insan vicudunun Ol¢cimudir. Beslenme durumunu degerlendirmek icin kullanilan
biyokimyasal, klinik ve diyet degerlendirmesini de iceren birka¢ yaklagimdan biridir. Antropometri, bir
bireyde veya populasyonda mevcut yetersiz beslenme turlerini belilemeye ve iyilesmeye yonelik
ilerlemeyi 6lcmeye yardimci olabilir. Gelistirme programlarinda kullanilan yaygin antropometrik
Olcimler boy/uzunluk, agirik ve orta-Ust kol c¢evresinin o6lcimund icerir [21]. Calismamizda
antropometrik olctimler; Antropometrik Olgiimler Standart Yoénergeleri'ne gére alinmistir [22]. Bu
dlgimlerden VKI, boy ve kilo agisindan obezitenin bir gdstergesi olarak kullaniimis, kilogram cinsinden
vicut kitlesinin metre cinsinden viicut boyunun karesine bélinmesiyle hesaplanmaktadir [23]. Elde
edilen sonuca gore 18,5’ ten az ise “zayif’, 18,5-24,9 arasinda ise “optimum”, 25-29,9 arasi “fazla
kilolu”, 30-34,9 arasi “sinif | obezite”, 35-39,9 “sinif Il obezite”, 40’ tan fazla ise “sinif lll obezite” olarak
kategorize edilmektedir. Antropometrik kayit olarak ayirca bel, kalga, baldir ve kol Olgimleri de
yapiimistir [24]. Bu 6lgimler ise mezura yardimiyla bel, kalga baldir ve kolun en genis bdlgelerinden
elde edilerek kayit edilmigtir.

istatistiksel Analiz
Calismada Uzerinde durulan o6zellikler bakimindan elde edilen veriler parametrik testlerin 6n
sartlarindan olan normal dagihm gdsterme ve varyanslarin homojenligi sirasiyla Shapiro-Wilk ve

Levene testleri testleriyle kontrol edildi. Varyans analizinden sonra gruplar arasi karsilastirmalar Mann-
Whitney U testi ile yapildi. Ayrica surekli degiskenler arasindaki dogrusal iliskinin varligi Spearman
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korelasyon katsayisi hesaplanarak ortaya konuldu. istatistiksel anlamli énemlilik igin p degeri 0,05
olarak kabul edildi (p<0,05).

3. Bulgular

Calisma grubuna ait sosyodemografik Ozellikler, adiz hijyen aliskanliklari, dis kayip nedenleri,
periodontal durum ve antropometrik degerlerin frekansi Tablo 1’ de,

Tablo 1: Calisma popilasyonunun sosyodemografik 6zellikleri, adiz hijyen aligkanliklari, dis kayip nedenleri,

periodontal durum ve antropometrik degerleri

Periodontal Durum Sosyodemografik Ozellikler | Antropometrik Ozellikler
Dis Yok: %33,3 Min.: 6513 Boy (cm) Min.: 135
fircalama | Diizenli: %51,5 vas Max: 7643 Maks.:182
sikligi Diizensiz: Ort.: 6843 Ortt SS: 16149,2
%12,1
Dis kayip | Curik: %57,6 %36,4 kadin Kilo (kg) Min.: 53
nedeni Periodontal: Cinsiyet | %63,6 erkek Maks.: 110
%12,1
Periodontal | Gingivitis: Yok: %6,1 Ort+ SS:
durum %24,2 79,5+11,9
Periodontitis: 3 ilkégretim: %51,5 Viicut Kitle | 29>: 42,4
%75,8 Egltlm_ Indeksi
Evre-1: %9,1 Dizeyi | Ortadgretim: %6,1 | (%) 29<:57,6
Evre-2: %24,2 Lise: %9,1 Bel (cm): Ort +SS:
Evre-3: %15,2 ,,_ i 106+11
Evre-4: %30,3 Universite: %27,3 Kalca
Derece-A: %6,1 | Aylik 4.500 TL> :%60,6 O?t?l-aSS'108+8 E(gcm)
Derece-B: Gelir 4500 TL<: %9,1 oo -
Baldir (cm)
%42,4 stomik Lok %24,2 Ort+$5:52+7,9
-C: Sistemik : MEs5.0sx7,
Derece-C: Var: %72,7
%30.3 Saglik . : Kol (cm)
' Birden fazla: %3 Ort+SS: 30+45,9
Sigara YOkZ %97
Kullanimi | var: %3

Min: Minimum, Maks: Maksimum, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma

Yas ve antropometrik parametrelerin OHIP-14, OHRQoL-UK, GOHAI, PASE ve MNA ile korelasyonlari
tim calisma popllasyonu, ayrica periodontal taniya gore gingivitis ve periodontitisli gruplardaki
parametreler arasi korelasyonlar Tablo 2' de verilirken, Tablo 3’'de periodontitisli hastalarda, agiz
hijyen aligkanliklari, dis kayip nedeni, sistemik hastalik varli§i, VKIi, sosyodemografik 6zellikler ve
periodontitisin evre ve derecesinin OHIP-14, OHRQoL-UK, GOHAI, PASE, MNA ile olan
korelasyonlari sunulmustur.
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Tablo 2: Yas ve antropometrik parametrelerin OHIP-14, OHRQoL-UK, GOHAI, PASE ve MNA ile tim calisma populasyonu ve periodontal taniya gére tim hastalar, gingivitis
ve periodontitisli gruplarindaki korelasyonlari.

OHIP-14 OHRQoL-UK GOHAI PASE MNA
T G P T G P T G P T G P T G P
Yasg
r:-0,26 r-0,57 r:0,09 r-0,36 r-0,39 r.0,45 r-0,73
r:-0,15 r:0,19 e . e e r-0,25 r:-0,01 e . e P r-0,13 P r:0,05
04 $0,66 p:0,21 r-01 p:0,14 p:0,65 p0.15 10,98 p:0,08 r0,24 p:0,37 p:0,024* 10,47 p:0,039* 0,8
p:0,6 p:0,18
Boy
(m) r-0,16 r-0,1 r-0,23 r0,25 r0,4 r0,29 r-0,48 r-0,4 r-0,57 0,38 r:0,69 r0,31 0,34 r0,5 r0,31
p:0,39 p:0,82 p:0,27 p:0,16 p:0,32 p:0,15 p:0,004** p:0,33 p:0,003** p:0,028* p:0,056 p:0,14 p:0,05 p:0,21 p:0,13
Kilo
(kg) r0,21 10,25 r:0,19 r:0,05 r-0,45 r0,3 r-0,37 r-0,47 r-0,34 r:-0,09 r-0,44 r:-0,02 r:-0,002 r-0,3 r:0,12
p:0,24 p:0,55 p:0,36 p:0,79 p:0,26 p:0,15 p:0,034 p:0,25 p:0,1 p:0,6 p:0,27 p:0,93 p:0,99 p:0,47 p:0,57
VKI
(kg/m?) r.0,32 r.0,35 r.0,34 r-0,13 r-0,63 r:0,09 r:0,016 r-0,19 r:0,15 r-0,24 r:-0,61 r-0,12 r-0,25 r-0,48 r-0,18
p:0,07 p:0,4 p:0,1 p:0,47 p:0,091 p:0,68 p:0,93 p:0,65 p:0,48 p:0,187 p:0,1 p:0,58 p:0,16 p:0,23 p:0,38
Bel
(cm) r:0,49 r.0,65 r.0,4 r-0,19 r:-0,69 ro,1 r-0,15 r-0,1 r-0,21 r-0,16 r:-0,55 r-0,16 r:-0,05 r-0,25 r-0,03
p:0,004** p:0,08 p:0,049* p:0,28 p:0,06 p:0,63 p:0,396 p:0,81 p:0,31 p:0,36 p:0,16 p:0,43 p:0,79 p:0,55 p:0,9
Kalca
(cm) r:0,34 r:0,55 r:0,24 r-0,17 r-0,71 r:0,09 r-0,25 r-0,16 r-0,29 r-0,33 r:-0,59 r-0,25 r:-0,16 r-0,41 r:-0,06
p:0,05 p:0,16 p:0,25 p:0,34 p:0,05 p:0,67 p:0,168 p:0,7 p:0,16 p:0,06 p:0,12 p:0,23 p:0,36 p:0,31 p:0,78
Baldir
(cm) r:0,06 r-0,12 ro,1 r.0,16 r-0,24 r.0,35 r-0,3 r-0,44 r-0,21 r-0,15 r-0,17 r-0,13 r-0,12 r-0,13 r-0,13
p:0,75 p:0,78 p:0,64 p:0,37 p:0,56 p:0,08 p:0,09 p:0,28 p:0,32 p:0,4 p:0,7 p:0,54 p:0,51 p:0,76 p:0,54
Kol
(cm) r.0,34 r.0,65 r0,31 r-0,12 r-0,63 r-0,05 0,03 r-0,05 ro,1 r-0,02 r-0,35 ro,1 r:0,08 r-0,14 0,18
p:0,05 p:0,08 p:0,14 p:0,51 p:0,094 p:0,82 p:0,86 p:0,09 p:0,61 p:0,89 p:0,39 p:0,64 p:0,64 p:0,74 p:38

G: Gingivitis, GOHAI: Yash Agiz Saghgr Tanilama indeksi, MNA: Mini Natrisyonel Degerlendirme Testi, OHIP-14: Agiz Saghg! Etki Profili Olgegi, OHRQoL-UK: Agiz Ve Dis Saghg ile Iigili Yagam
Kalitesi-Birlesik Krallik Olcegi, P: Peridontitis, PASE: Yaslilar Igin Fiziksel Aktivite Olgegi, T: Tim Hastalar, VKI: Vicut Kitle Indeksi (*anlamli korelasyon p<0,05 ** ileri diizeyde anlamli korelasyon
p<0,01)
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Tablo 3: Periodontitisli hastalarda, agiz hijyen aligkanliklar, dis kayip nedeni, sistemik hastalik varligi, VKI,
sosyodemografik 6zellikler ve periodontitisin evre ve derecesinin OHIP-14, OHRQoL-UK, GOHAI, PASE, MNA ile
korelasyonlari.

OHIP-14 OHRQoL-UK GOHAI PASE MNA
p p p p P

Cinsiyet 0,34 0,73 0,41 0,001 0,78
Dis Fircalama 0,89 0,73 0,95 0,11 0,79
Sikhgi
Dis Kayip 0,08 0,03 0,06 0,29 0,08
Nedeni
Sistemik 0,92 0,02 0,29 0,42 0,09
Hastahk
Vat:llgl
VKI (kg/m?) 0,002 0,11 0,29 0,09 0,46
Egitim Diizeyi 0,95 0,63 0,26 0,12 0,3
Aylik Gelir 0,09 0,33 0,22 <0,0001 0,13
(TL)
Periodontal 0,37 0,14 0,37 0,73 0,92
Durum
Evre 0,17 0,12 0,35 0,22 0,77
Derece 0,55 0,18 0,83 0,60 0,81

GOHAI: Yagh Adiz Saghgr Tanilama indek_si, MNA: Mini Nutrisyonel Degerlendirme Testi, OHIP-14: Agiz Saghg Etki Profili
Olcegdi, OHRQoL-UK: Agiz Ve Dis Saghg: lle ligili Yagam Kalitesi-Birlesik Krallik Olgegi, PASE: Yaslilar Igin Fiziksel Aktivite
Olgegi, TL: Turk Lirasi, VKI: Vicut Kitle Indeksi

Calisma popiulasyonunda PASE skorlari erkeklerde kadinlardan ylksek bulunmustur (p<0,05).
Periodontal durum test skorlarinda anlamli bir farkhilik olusturmamistir (p>0,05). Aylik gelir yikseldikge
PASE skorlari ylkselmis (p<0,000), sistemik hastalik varlijinda ve dis kaybi arttikca OHQoL-UK
skorlari artmis (p=0,025, p=0,026), VKI alt gruplari arasinda OHIP-14 skorlari anlamli farkhlik
géstermis (p=0,002), VKI degeri 29’ un iizerine ciktikca, OHIP-14 degerleri de artmistir.

4. Tartigma ve Sonug

Agiz ve dis tedavileri igin fakiltemize basvuran bir yasl populasyonunda fiziksel aktivite, beslenme,
agiz saghgina bagli yasam kalitesi ile periodontal saglik/hastalik durumu arasindaki iliskinin var oldugu
hipotezi ile yapilan bu c¢alismada; katiimcilarin mevcut periodontal saglik/hastalik durumlari ile
sosyodemografik ve antropometrik 6zellikleri kaydedilmis, ayrica bu 6zelliklerin OHIP-14, OHRQoL-
UK, GOHAI, PASE ve MNA indeksleri ile olan korelasyonlarinin degerlendiriimesi amaglanmistir.
Boylece yaslilikta yasam kalitesini etkileyen dental, periodontal ve yasam stili ile ilgili faktorlerin
belirlenmesi hedeflenmistir. Periodontal durum (gingivitis ya da periodontitisi olmak) incelenen geriatrik
popillasyonda yasam stili ve kalitesiyle alakali test skorlari izerinde anlaml bir etki gdstermese de;
PASE skorlari ile cinsiyet ve aylik gelir, OHQoL-UK 6lcegdi ile sistemik hastalik ve dis kaybi, OHIP-14
skorlari ile ise VKI alt gruplari arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

Literatirde periodontal durumun hastalarin yasam Kkalitesi Uzerinde etkisi oldugu ve daha iyi
periodontal durumda olan kisilerin daha iyi yasam Kkalitesine sahip oldugu gd&sterilmistir [25].
Calismanin tasarimi esnasinda kurulan hipotezlerden olan bu durum, elde edilen bulgular
degerlendirildiginde reddedilmis; periodontal durum, incelenen geriatrik popullasyonda yasam
kalitesiyle alakali dlgeklerin skorlari ile anlamli bir iligki géstermemistir. Bu durumun nedenlerinden biri,
galismanin COVID-19 pandemi doneminde ydritilmis olmasi ve ¢ok sinirh bir  yash
populasyonlarinda incelenmis olmasiyla ve incelenen bu populasyonda periodontal saglik ve hastalik
gruplarinin sayilarinin yeterli olmamasiyla ve hatta periodontal saglikli katilimci bulunmamasiyla iliskili
olabilir.
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OHIP’ in kullanildigi epidemiyolojik bir c¢alismada eksik dislerin, tedavi edilmemis dissel
hastaliklar/bozukluklarin, periodontal atagman kaybinin ve dis bakimi éniindeki engellerin saglkli ya
da iyi olma hali Gzerinde etkileri oldugunu bildirilmistir [26]. Periodontitisin agiz saghgi etki profili
Uzerindeki etkisini arastiran 2020 yilinda yapilan bir meta-analizde 8 kesitsel ¢alisma ve 2 vaka kontrol
calismasi incelenmis ve periodontitisin OHIP-14 degerlerinin olumsuz yondeki dedisikligi Uzerinde
onemli bir etkisi oldugunu gosterilmis; bu iliskinin, periodontal hastalidin ilerleme derecesi ve
periodontal doku hasarinin boyutuyla orantili olarak dogrudan degistigi gésterilmistir. Yapilan bir bagka
¢alismada, galismaya katilan hastalarda periodontitisin yol agabilecedi en dnemli problemler arasinda
psikolojik rahatsizlik, stres, kisilerarasi iliskilerde sorunlar ve hatta gunlik aktivitelerde zorluklar
sayilabilecedi belirtiimistir [27]. Bu da periodontal tedavinin hedeflerinin planlanmasinda, hastanin
hastaligi algilamasinin psikolojik ve sosyal yonlerini de dikkate alan daha butincil bir yaklasima
gereksinim oldugunu gostermektedir. Calismamizda VKi alt gruplari arasinda OHIP-14 skorlari anlamli
farklik gdstermistir. Bu durum, ginliik aktivitelerde zorluklara sebep olabilecek yiksek VKi
degerlerinin agiz saghgdi ile iliskili yasam kalitesini, agiz sagliginin ise bireyin kendi yasam kalitesi ve
genel sagligini etkiledigini gostermektedir.

Norvec¢’te 65 yasindaki bir periodontitis populasyonunda risk gdstergelerini ve agiz saghgdi ile iliskili
yasam Kkalitesi Uzerindeki etkisini arastiran 2022 yilinda yapilmis baska bir arastirmada da
arastirmamiza benzer sekilde katilimcilar, dogduklari Ulke, egitim, diyabet varligi, sigara icme
aliskanliklari, dis hekimine gitme sikligi ve dis fircalama aligskanliklari ile ilgili bir anketi yanittamis ve
ek olarak, OHRQoL, OHIP-14 ile degerlendirilmigler, calismamiza benzer sekilde periodontitis tanisi,
klinik ve radyografik periodontal élgiimlere dayandiriimis ve 2017 Diinya Periodontal ve Peri-implant
Hastaliklari ve Durumlarinin Siniflandirilmasi Calistayi'nin fikir birligi raporuna goére siniflandinimigtir.
Calisma sonucunda sonuglar Oslo'daki 65 yasindakiler arasinda iyi bir OHRQoL'ye isaret etmis, ancak
periodontitisin siddeti arttikga OHRQoL'de azalma egilimi gézlenmistir [28]. Periodontitisin evre ve
derecesinin ve hasta tarafindan bildirilen semptomlarin agiz sagligiyla iliskili yagsam kalitesi tizerindeki
etkisini arastiran 2022 yilinda yapilmis baska bir calismada OHRQoL degerlendirmek igin OHIP-14’ (in
Tlrkge versiyonu kullaniimis ve katilimcilardan periodontal hastaliklarla iligkili semptomlarini
belirtmeleri istenmis ve Evre IV ve Derece C periodontitisli katilimcilarin en ylksek toplam OHIP-14
skorlarina sahip oldugu bulunmustur. Bu da OHRQoL ile periodontitis arasinda anlamh bir iligki
oldugunu goéstermektedir. Ayrica periodontitisin evre-derecesi ve semptomlari da diisiik yasam kalitesi
ile iliskilendirilmistir [29]. Periodontal tedavi 6éncesi ve sonrasinda periodontal risk tasiyan hastalarda
OHQoL-UK arastiran ingiltere’ de vyiritilen bir calismada; calismaya katilan ¢ogu bireyin, agdiz
saghginin yasam kalitelerini etkiledigini ve OHQoL-UK' nin sosyodemografik ve agiz saglig
faktorleriyle iliskili oldugunu iddia edilmistir [30]. Calismamizda periodontitis ile OHRQoL-UK olcedgi
arasinda anlamli bir iliski bulunmasa da, periodontitis ile iligkili sistemik hastalik varliginda ve dis kaybi
arttikga OHQoL-UK skorlarinin arttigi gosterilmistir. Elde edilen distk skorun agiz saghgi ile iliskili
yasam kalitesinin disik oldugunu goésteren bu olcek ile elde ettigimiz sonuglar sistemik hastalik varlidi
ve dis kaybi sayisinin fazla oldugu hastalarda diger hastalara kiyasla yasam kalitesinde azalma
oldugunu gostermektedir.

Malezya’ da 2019 yilinda yapilan bir calismada, agiz saghgiyla iliskili yasam kalitesi, katimcilarin
beslenme durumu ile anlamli bir sekilde iligkili bulunmus, agiz sagliklarini zayif algilayan yash
bireylerin, agiz sagliklarini iyi olarak algilayanlara kiyasla daha iyi VKI’ ye sahip olma olasili§i daha
yuksek gorilmustir [31]. Bu ¢calismanin sonucu; bireyin, agdiz saghginin kendi yasam kalitesi ve genel
saghgini nasil etkiledigini kisisel olarak algiladigi élgek olan OHIP-14 ile VKI alt gruplar arasinda
buldugumuz anlamli farklihdi destekler niteliktedir.

Kesitsel bir calismada OHQoL degerlendirmek icin bir ara¢c olan GOHAI, adiz saghginin 6znel bir
Olcusu olarak kullaniimis ve yaslilarin beslenme durumu ise MNA kullanilarak degerlendirilmistir.
Yaglilarin dis kaybi ve dis ¢lrtigu icin tedavi gereksiniminin karsilanmadigr durumda, kétl beslenme
olasiliginin arttigi gosterilmis ve yasam kalitesinden 6din verilmesiyle iligkilendirilmistir [32]. Tahran’ da
2009 yilinda 65 yas Ustl 221 hasta ile yapilan bir galismada, hastalarin %3,2’ si malnutre, %43,4’ U
risk altinda saptanmistir [33]. 2013 yilinda yapilan bir gegerlilik calismasinda ise, ¢alismaya alinan
hastalarin 214’ tine MNA yapilmis; %55,1’ inin normal, %29,9’ unun riskli ve %15’ inin malnitre oldugu
belirenmistir [34] Bu calismalarin bulgulari ¢alismamizdaki bulgularla (normal beslenmis (= 24):
%66,67, risk altinda (17-23,5 arasinda): %30,3 ve malnitre (<17): %3,03) benzer niteliktedir.
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Schuit ve arkadaslarinin Hollandali yagli bireyler Gizerinde yaptigi bir galismada; kadinlar, erkeklerden
daha yiksek PASE puanlari almiglardir. Erkekler ve kadinlar arasindaki PASE puanlari arasindaki
farkin kadinlarin daha fazla ve agir ev isi yapmalari ve baskalarinin bakimindan sorumlu olmalari
nedeniyle ortaya ciktigini disinmaslerdir [35]. Washburn ve arkadagslarinin Amerikali yasli bireyler
Uzerinde yaptigi baska bir calismada ise, erkeklerin ¢zellikle daha fazla bahge islerine katilimi
sebebiyle PASE puanlarinin daha yiksek bulundudu gorilmastir [36]. Calismamizda ise PASE
skorlari erkeklerde kadinlardan daha yuksek bulunmus ve aylk gelir yikseldikge bu skor artmistir.
PASE anketinin gecerliginin ortaya kondugu bir calismada, calismamizda da oldugu gibi erkek
hastalarin kadinlara gére daha yuksek fiziksel aktiviteye katildidi ve daha yuksek PASE puani aldigi
belirlenmistir [37]. Bahsedilen c¢alismalar arasindaki bu farkliliklar, Amerikali, Hollandali ve Turk
katihmcilar arasindaki ginlik yasam ve kdlturel farkliliga bagl olabilir.

Calismamizin bulgulari hem periodontal saglik durumlari hem de kullanilan indeks skorlari
degerlendirildiginde, ¢alisma amacimiza uygun olarak degerli 6n bilgiler veriyor olsa da galismamizin
bazi limitasyonlari bulunmaktadir. Kesitsel ¢alismalarin hepsinde oldudu gibi primer limitasyonumuz
spesifik bir neden sonug iligkisi kurulamamasidir. Ayrica ¢alisma populasyonumuz Akdeniz Bolgesi’
nde bulunan ve Isparta’ da yasayan, ayrica sadece hastaneye basvuran geriatrik popullasyonu
icerdiginden, bunun yani sira donemsel olarak normalde hastaneye basvuracak olan geriatrik
populasyonun da blylk bir ¢odunlugunun pandemi onlemleri cergevesinde evden c¢ikmaktan
kacinmasi nedeniyle ne Isparta’ nin ne de Ulkemizin geriatrik populasyonunu temsil etmemektedir.
Dolayisiyla bulgularimiz konu ile ilgili bazi fikirler olusturmakta olsa da genellenemez.

Yukarida belirtildigi gibi Covid-19 déneminde yuritilen bir ¢calisma oldugu igin populasyonumuzun
blyukligu sinirli kalmig, planlanan saylya ne yazik ki ulagilamamistir. Bu durum yeni ve guncel
siniflamaya uygun olarak periodontitisin her evresinde yeterli sayida bireyin olmamasinin yani sira
periodontal saglikli bireylerin de olmamasiyla sonuglanmis ve periodontal durum ile bahsedilen
Olcekler arasindaki korelasyonlarin yorumlanmasini guglestirmistir.

Ancak calismamizin gigli yonleri de bulunmaktadir. Calismamiz, geriatrik bireylerin genel yasam
kalitesi ve gunlik aliskanliklarini bes ayri indeks Uzerinden genis ¢apli degerlendiren bir ¢alisma olma
ozelligini tasimaktadir.

Sonug olarak, periodontal durum, incelenen geriatrik popllasyonda yasam stili ve kalitesiyle alakali
test skorlari tizerinde anlamli bir etki gostermemistir. COVID-19 pandemi déneminde yurutilmus bu
calismanin bulgulari daha genis yasl populasyonlarinda farklilik gosterebilir. Yagl bireylerdeki dental
ve periodontal hastaliklarin varligi ile bu hastaliklarin olusma ve ilerleme durumunu etkileyen
faktorlerin belirlenmesi ve kontrol altina alinmasi; yash bireylerin yasam kalitesinin arttirilmasina,
koruyucu ve tedavi edici stratejilerin gelistirimesine dénemli bir etki olusturacaktir. Ulkemizde yasli
poptlasyonun periodontal saglik durumunu ve yasam kalitesini etkileme potansiyeli olan faktorlerin
degerlendirildigi daha fazla sayida ¢calismaya ihtiyac vardir.

Etik Beyani

Bu galismada, “Yiiksekégretim Kurumlari Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen ybnergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin
Etigine Aykiri Eylemler” basligi altinda belirtilen eylemlerden hicbirinin gerceklestiriimedigini taahhdit
ederiz.

Kaynakca

[1] WHO. 1972. Psychogeriatric, report of a WHO Scientific Group, Technical Reports Series 507, Geneva. Cited
in Davise AM. Epidemiology 185, 14(1):9-21.

[2] TurkStat Publication Group. 2015. Turkey in Statistics In Turkish. Turkish Statistical Institute. TUIK publication,
Ankara, 4431s.

[3] Duyar, I. 2008. Gerontolojinin Temelleri. ss 9-19. Mas, R., Isik, A. T., Karan, M. A,. Beger, T., Akman, S., Unal,
T. ed. 2008. Geriatri, Turk Geriatri Vakfi, Ankara.

186



[4] Birren, J. E. 1959. Principles of research on aging. ss 3-42. Birren, J. E. (ed.), Handbook of Aging and the
Individual: Psychological and Biological Aspects. University of Chicago Press, Chicago,187s.

[5] United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Division. 2015. World Population
Ageing 2015 (ST/ESA/SER.A/390).

[6] Scannapieco, F. A., Cantos, A. 2016. Oral inflammation and infection, and chronic medical diseases:
implications for the elderly. Periodontology 2000, 72(1), 153-75.

[7] Lamster, I. B., Asadourian, L., Del Carmen, T., Friedman, P. K. 2016. The aging mouth: differentiating normal
aging from disease. Periodontology 2000, 72(1), 96—-107.

[8] Velasco-Ortega, E., Segura-Egea, J. J., Cérdoba-Arenas, S., Jiménez-Guerra, A., Monsalve-Guil, L., Lopez-
Lépez, J. 2013. A comparison of the dental status and treatment needs of older adults with and without chronic
mental iliness in Sevilla, Spain. Medicina Oral, Patologia Oral Y Cirugia Bucal, 18(1), e71-75.

[9] Koopmann, C. F., Jr, Coulthard, S. W. 1982. The oral cavity and aging. Otolaryngologic Clinics of North
America, 15(2), 293-312.

[10] Dipietro, L., Caspersen, C. J., Ostfeld, A. M., Nadel, E. R. 1993. A survey for assessing physical activity
among older adults. Medicine And Science in Sports and Exercise, 25(5), 628-642.

[11] Ayvat, E., Kiling, M., Kirdi, N. 2017. The Turkish version of the Physical Activity Scale for the Elderly (PASE):
its cultural adaptation, validation, and reliability. Turkish Journal Of Medical Sciences, 47(3), 908—915.

[12] Locker, D. 1988. Measuring oral health: a conceptual framework. Community Dental Health, 5(1), 3—18.

[13] Slade, G. D., Spencer, A. J. 1994. Social impact of oral conditions among older adults. Australian Dental
Journal, 39(6), 358-364.

[14] Muldoon, M. F., Barger, S. D., Flory, J. D., Manuck, S. B. 1998. What are quality of life measurements
measuring? British Medical Journal, 316(7130), 542-545.

[15] Tubert-Jeannin, S., Riordan, P. J., Morel-Papernot, A., Porcheray, S., Saby-Collet, S. 2003. Validation of an
oral health quality of life index (GOHAI) in France. Community Dentistry and Oral Epidemiology, 31(4), 275- 284.

[16] Yildiz, S., Isik, G. 2012. Effects of Prosthesis on Oral Health and Quality of Life in Geriatric Patients. Istanbul
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 46(1):11-16.

[17] Vellas, B., Villars, H., Abellan, G., Soto, M.E., Rolland, Y., Guigoz, Y., Morley, J.E., Chumlea, W., Salva, A.,
Rubenstein, L.Z., Garry, P. 2006. Overview of the MNA--Its history and challenges. The Journal Of Nutrition,
Health & Aging, 10(6):456-463.

[18] Crogan, N.L., Pasvogel, A. 2003. The influence of protein-calorie malnutrition on quality of life in nursing
homes. The Journals of Gerontology Series A, Biological Sciences and Medical Sciences, 58(2):159-164.

[19] Guigoz, Y., Vellas, B. 1999. The Mini Nutritional Assessment (MNA) for grading the nutritional state of elderly
patients: presentation of the MNA, history and validation. Nestle Nutrition Workshop Series Clinical Performance
Programme, 1, 3-12.

[20] Rakicioglu N. 2009. ss 115-120. Yaghhk Ddéneminde Malnitrisyonun Saptanmasi. Geriatri, yash sagligina
multidisipliner yaklagim, Tirrk Eczacilar Birligi Eczacilik Akademisi Yayini, Ankara, 21 s.

[21] Cashin, K., Oot, L. 2022. Guide to anthropometry: a practical tool for program planners, managers,
implementers. Food and Nutrition Technical Assistance [} Project (FANTA)
https://www.fantaproject.org/sites/default/files/resources/FANTA-Anthropometry-Guide-May2018.pdf (Erisim
Tarihi: 09.04.2022).

[22] World Health Organization WHO. 2006. Anthro Survey Analyser and other tools.
http://www.who.int/childgrowth/software/en/ (Erisim Tarihi: 09.04.2022).

187



[23] Sarlati, F., Akhondi, N., Ettehad, T., Neyestani, T., Kamali ,Z. 2008. Relationship between obesity and
periodontal status in a sample of young Iranian adults. International Dental Journal, 58(1):36-40.

[24] Sozmen, K., Unal, B., Sakarya, S., Ding, G., Yardim, N., Keskinkilig, B., Ergér, G. 2016. Turkiye'de
Antropometrik Olciim Yéntemlerinin Kardiyovaskiiller Hastalik Riski ile iligkisi Dicle Medical Journal, 43 (1), 99-
106.

[25] Ng, S. K., Leung, W. K. 2006. Oral health-related quality of life and periodontal status. Community Dentistry
and Oral Epidemiology, 34(2), 114-122.

[26] Slade, G. D., Sanders, A. E. 2011. The paradox of better subjective oral health in older age. Journal of Dental
Research, 90(11), 1279-1285.

[27] Pasnik-Chwalik, B., & Konopka, T. 2020. Impact of periodontitis on the Oral Health Impact Profile: A
systematic review and meta-analysis. Dental and Medical Problems, 57(4), 423-431.

[28] Sgdal, A. T. T., Skudutyte-Rysstad, R,. Diep, M. T., Koldsland, O. C., Hove, L. H. 2022. Periodontitis in a 65-
year-old population: risk indicators and impact on oral health-related quality of life. BMC Oral Health, 22(1):640.

[29] Nisanci Yilmaz, M. N., Bulut, S., Bakirarar, B. 2022. Impact of stage-grade of periodontitis and selfreported
symptoms on oral health-related quality of life. International Journal of Dental Hygiene, 20(2), 291-300.

[30] McGrath, C., Bedi, R. 2002. Population based norming of the UK oral health related quality of life measure
(OHQoL-UK). British Dental Journal, 193(9), 521-517.

[31] Rosli, T. I., Chan, Y. M., Kadir, R. A., Hamid, T. A. A. 2019. Association between oral health-related quality of
life and nutritional status among older adults in district of Kuala Pilah, Malaysia. BMC Public Health, 19(Suppl 4),
547-553.

[32] Wu, L. L., Cheung, K. Y., Lam, P. Y. P., Gao, X. L. 2018. Oral health indicators for risk of malnutrition in
elders. The Journal of Nutrition, Health & Aging, 22(2), 254-261.

[33] Amirkalali, B., Sharifi, F., Fakhrzadeh, H., Mirarefin, M., Ghaderpanahi, M., Larijani, B. 2010. Evaluation of
the Mini Nutritional Assessment in the elderly, Tehran, Iran. Public Health Nutrition, 13(9), 1373-1379.

[34] Sarikaya, D. 2013. Geriatrik hastalarda mini nitrisyonel degerlendirme (mna) testinin uzun ve kisa (mna-sf)
formunun gegerlilik calismasi. Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uzmanlik Tezi, 24s, Ankara.

[35] Schuit, A. J., Schouten, E. G., Westerterp, K. R., Saris, W. H. 1997. Validity of the physical activity scale for
the elderly (PASE): according to energy expenditure assessed by the doubly labeled water method. Journal of
Clinical Epidemiology, 50(5), 541-546.

[36] Washburn, R. A., Smith, K. W., Jette, A. M., Janney, C. A. 1993. The physical activity scale for the elderly
(PASE): development and evaluation. Journal of Clinical Epidemiology, 46(2), 153—-162.

[37] Washburn, R. A., McAuley, E., Katula, J., Mihalko, S. L., Boileau, R. A. 1999. The physical activity scale for
the elderly (PASE): evidence for validity. Journal of Clinical Epidemiology, 52(7), 643—651.

188



Siileyman Demirel Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi
Cilt 14, Sayi 2, 189- 197, 2023

—— e’

Hidroksizinin Tablet Formilasyonunda Analizi i¢in Yeni Bir RP-HPLC Teknigi

Suleyman Demirel University
Journal of Health Sciences
Volume 14, Issue 2, 189- 197, 2023

ikbal Demet NANE +®

! |sparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu, Kozmetik Teknolojileri Programi, Isparta, Tiirkiye

UV FNAANNA
W WP WIS

0z

Alerji ilaglari, alerjik reaksiyonlari hafifletmek ve semptomlari kontrol altina almak i¢in kullanilan farmasaétik
Urtnlerdir. Gunimuzde alerji ilaglarinin énemi, artan alerjik hastalik prevalansi ve semptomlarin etkili bir
sekilde yonetiimesinin gerekliligi nedeniyle giderek artmaktadir. Bu arastirmada alerjik bir ilag olan
hidroksizinin tayin edilmesinde yeni bir metot Onerilmistir. Bu arastirmanin amaci, tablet formundaki
piperazin turevi ilagc etken maddesi hidroksizini analiz etmek icin bir RP-HPLC metodu gelistirmek ve
dogrulamaktir. Optimum sivi kromatografik ayirma kosullarini belirlemek igin mobil faz pH'i ile alikonma
suresi arasindaki korelasyona dayanan sistematik bir yaklasim kullaniimistir. Hidroksizinin tayini, Xbridge
C18 kolonunda (3 um, 150 x 4,6 mm, I.D.), pH 6'ya ayarlanmis %45 (v/v) asetonitril iceren asetonitril-su ikili
karisiminda saglanmistir. Calisma 0,8 mL/dakika akis hizinda, 37 °C kolon sicakhdi ve 230 nm dalga
boyunda gerceklestirilmigtir.
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ABSTRACT

Allergy medications are pharmaceutical products used to alleviate allergic reactions and control symptoms. The
importance of allergy medications in today's world is increasingly recognized due to the rising prevalence of
allergic diseases and the necessity for effective symptom management. In this study, a new method is proposed
for the determination of hydroxyzine, an antiallergic drug.The aim of this research was to develop and validate
an RP-HPLC method to analyze the piperazine-derived drug active ingredient hydroxyzine in tablet form. A
systematic approach based on the correlation between mobile phase pH and retention time was used to
determine the optimum liquid chromatographic separation conditions. The determination of hydroxyzine was
achieved on an Xbridge C18 column (3 um, 150 x 4.6 mm, |.D.) in an acetonitrile-water binary mixture containing
45% (v/v) acetonitrile adjusted to pH 6. The run was performed at a flow rate of 0.8 mL/min, column temperature
of 37 °C and wavelength of 230 nm.

Keywords: Hydroxyzine, method validation, piperazine, RP-HPLC
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1. Giris

Alerji maruziyetleri, hafif lokalize reaksiyonlardan hayati tehdit eden anafilaksiye kadar degismektedir.
Yas, cinsiyet, alerjenin tirt gibi klinik faktorlerin bir araya gelmesiyle alerji blylk oranda tedavi
edilebilmektedir [1]. Histamin, ani alerjik reaksiyonlarin énemli bir aracisidir. Biyolojik bir amin olan
histamin; vlcuttaki etkisini 4 reseptére (H1, H2, H3 ve H4) bagdlanarak gosterir [2]. H1 reseptorleri alerii
ve iltihaplanmalar ile ilgili bir bolgedir. Bu reseptdr grubu sinirler, solunum epiteli, hepatik hiicreler, diiz
kas hucreleri, dendritik hiicreler ve lenfositler dahil olmak tzere bircok doku ve hucre ile ifade edilir [3-
4]. Histamin solunum yolundaki diiz kasin kasilmasini saglar, gegirgenligi arttirir ve H1 reseptorinu
aktive eder. Bu nedenle, eritem, kasinti ve 6dem gibi deride gbézlenen semptomlar da dahil olmak tzere
hemen hemen tim ani asiri duyarlilik reaksiyonlari, H1'in aktivasyonu ile ortaya cikabilir [5-6].
Antihistaminikler ise histaminlerin dokularda baglandiklari reseptdrlere onlardan énce baglanarak
vicutta olugabilecek semptomlari 6nlemeye yardimci olur. Bu ¢alismada analizi yapilan hidroksizin; 2-
[2-[4-[(4-klorofenil)-fenilmetil]piperazin-1-ilJetoksi]etanol, kasinti, mide bulantisi, anksiyete ve gerginlik
semptomlari igin kullanilan, ¢oklu farmakolojik etkilere sahip en sik regete edilen antihistaminiklerden
biridir. Ayni zamanda bu ilag antihistaminik etkisi gui¢li bir H1 reseptor antagonisti ve piperazin tirevidir

[71.
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Sekil 1: Hidroksizinin kimyasal yapisi
Farmasotik bilegiklerin gercek numunelerde saptanmasi ve izlenmesi ¢ok onemlidir ve literatlrde

onerilen cesitli yontemler vardir. Hidroksizinin gaz kromatografi [8], ince tabaka kromatografisi [9],
miseller sivi kromatografisi [10], kapiller elektroforez [11], voltametrik yontem [12], sivi kromatografik-
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kitle spektrometresi (LC-MS) [13]; potansiyometri [14-15]; gravimetri [16], titrimetri [17-19] ve ters faz
sivl kromatografi (RP-HPLC) [20-21] gibi pek ¢ok farkli yéntemle analizi gerceklestiriimistir. Ters faz sivi
kromatografi haricinde bildirilen ydntemlerin ¢odu, analizden 6nce numune 6n islemi ve ilag
ekstraksiyonu gerektirmektedir. Bu ¢calismada tercih edilen ters faz sivi kromatografi ile 6zellikle molekill
yapilarinda, yliksek polar ylizey alanina sahip olma 6zelligi saglayan (-OH, -NH2, COO" ve NHs") gruplari
bulunduran analitlerin tayini yapilabilmektedir. Bu durum verimin maksimum, alikonma siresinin
minimumda olmasiyla iligkilidir [22]. Calismada kullanilan hidroksizin, yapisinda bulundurdugu fenil
gruplari ve piperazin halkasinin konumundan dolayi RP-HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Bu yontem,
hareketli fazin molekuler yapl ile etkileserek hidroksizin gibi yeni nesil ilaglar icin segici, disuk maliyetli,
kararl ve kullanimi kolay bir analiz sunmaktadir.

Bu calismada hidroksizinin kalitatif tayini icin sabit kolon sicaklhidinda, mobil faz pH'ina ve mobil fazdaki
organik modifiyer konsantrasyonuna bagli olarak kapasite faktori (k) degerlerindeki degisim incelenerek
optimum ayirma kosulu belirlenmistir. Bilesiklerin tayini igcin mUmkin olan en kisa surede analiz
yapilmasi amaciyla gelistirilen metot ile Uluslararasi Uyum Konseyi (ICH) parametrelerine gére valide
edilmis ve daha sonra ilag formulasyonunda kantitatif tayin yapilmistir [23]. Daha 6nce geligtirilen analitik
yontemlere gore, hidroksizin tayini igin saglam, hizli, hassas, segici, dogru ve kesin RP-HPLC ydntemleri
geligtirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Cihazlar

Bu calismada bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri yiksek performansli sivi kromatografi cihazi
(Shimadzu Teknoloji, Japonya) ile yapilmistir. Kullanilan sistem UV dedektort (SPD-20A), pompa (LC-
20AD), kolon firini (CTO-20A) ve degazer Unitesinden (DGU-20A3) olusmaktadir. Kromatografik ayirma
icin hazirlanan mobil faz pH élgiimleri, Mettler Toledo pH/iyon analiz cihazi (Schwerzenbach, Isvicre)
ve In Lab 413 Ag/AgCl pH elektrodu kullanilarak yapiimistir. Ultra saf su ise, Direct-Q® 3 UV (Millipore,
Bedford, MA, ABD) su aritma sisteminden saglanmistir.

Kimyasallar

Bu ¢alismada hidroksizin, siklizin (i¢ standart) ve urasil Sigma-Aldrich'ten (ABD) temin edilmistir. Mobil
fazin hazirlanmasinda organik ¢ozlici olarak asetonitril, mobil fazda tampon bilesenleri olarak o-fosforik
asit, sodyum hidroksit, amonyum bikarbonat ve amonyak, elektrot kalibrasyonu icin referans standart
potasyum hidrojen ftalat Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) saglanmistir. Calismada kullanilan
tim kimyasallar analitik safliktadir.

Kromatografik Kosullar

Bu calismada, hidroksizinin kromatografik tayini icin mobil faz olarak farkli pH degerlerinde, %45 (v/v)
asetonitril iceren asetonitril-su ikili karisimlari hazirlanmistir. Mobil faz pH’sinin ayarlanmasinda tampon
olarak fosfat ve amonyak-amonyum klorir tamponu tercih edilmis ve mobil fazlar igerisinde kullanilan
o-fosforik asit ve amonyum klorur derisimi 30 mM’da sabit tutulmustur. Her bir enjeksiyon 20 pL olacak
sekilde sabit hacimde gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirma, Xbridge C18 kolonunda (3 pm, 150 x
4,6 mm) gergeklestiriimistir. Kolon firin sicakligi 37 °C'ye ayarlanip, akis hizi 0,8 mL/dak ve enjeksiyon
hacmi 20 pL'de tutulmustur. UV dedektéri 230 nm dalga boyuna ayarlanmistir.

Standart Maddelerin ve Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Analiz edilen bilesigin ve i¢ standardin (100 pg/mL) stok ¢ozeltileri mobil fazda ¢ézilerek hazirlanmigtir.
Hazirlanan ¢ozeltiler, gunes 1sigindan korumak igin +4°C'de, karanhkta saklanmistir. Lineer galisma
araligi belirlenen hidroksizin igin kalibrasyon ¢ozeltileri optimum su-organik ikili karisimda 5-25 pg/mL,
konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi igin i¢ standart metodu kullaniimistir. Bunun
icin segilen i¢ standart siklizin tim ¢alisma boyunca 3 pyg/mL derisimde sabit tutulmustur.

Tablet Cozeltisinde Analiz

Hidroksizinin kantitatif tayini icin tablet analizi yapiimigtir. Bu yontemde on adet tablet (Atarax ® 25 mg)
ezilerek toz haline getiriimis ve 1 tablete esdeder miktarda tartiimistir. Ardindan bir adet tablet
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miktarindaki toz, balon jojeye aktarilarak mobil faz ilave edilmis ve hacim 100 mL'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan 6érnek ¢ozelti belirlenen ilag etken maddelerinin ¢ézulmesi igin ¢bzeltiler ultrasonik banyoda
20 dakika bekletilmigtir. Cozeltide herhangi ¢éziinmeyen bir kisim kalmamasi igin stizme iglemi
uygulanmigtir.

Geri Kazanim Galigmalari

Calisma kapsaminda, yontemin dogrulugunu beliremek igin geri kazanim cgalismasi yapilmistir.
Numuneler, sabit miktarda etken madde iceren tablet numunesine bilinen miktarda saf standart ve
secilen i¢ standart (siklizin) eklenerek analiz edilmistir. Geri kazanim yizdesi, humunedeki etken
maddenin konsantrasyonu ve eklenen standart ¢ézelti kullanilarak hesaplanmistir.

3. Bulgular

Ayirma verimliligini en Ust dlzeyde tutabilmek igin analittere uyumlu kolon secimi yapilmasi
gerekmektedir [24]. Bu galismada kullanilan ayirma yéntemi icin secilen kolon; analiz slresince
analitlerin hem kantitatif hem de kalitatif olarak tayinlerinde en verimli sonuglari ortaya koymustur. Yeni
nesil kolonlardan bazik bilesiklerin analizine uygun XBridge C18 BEH kolon, (pH 1-12) tercih edilmistir.
Bu kolonlarin en iyi 6zelligi kolon icerisindeki silis bilesiginin ¢capraz bagdlarindan dolayi pH, sicaklik vb.
degisimlere karsi ¢ok direncli olmalaridir.

Bu calismada, alerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilan hidroksizinin RPLC yontemi ile kantitatif
tayininde optimum ayirma kosulunu belilemek i¢cin mobil faz optimizasyon calismasi yapilmistir.
Bilesiklerin pKa degerleri kullanilarak molekiler veya iyonize halde bulunduklar pH degerlerini
beliremek mimkunddr. Bunun icin pKa degerinin 1,5 birim Ustu ve altindaki pH degerleri calisma pH
araliklari olarak belirlenir. Bu amagla kromatografik kosullar sabit tutularak kolon sicakligi, mobil fazin
asetonitril konsantrasyonu ve pH degisiminin bilesiklerin kapasite faktéri Uzerindeki etkileri
arastinlmistir [25-26]. Standart urasil c¢ozeltisi (to), k dederinin hesaplanmasi i¢in kullaniimistir.
incelenen her bir pH degerindeki (5,5 — 8,5), k degerleri, %45 (v/v) igeren asetonitril-su ikili karisimindaki
bilesiklerin tr ve to degerleri kullanilarak hesaplanmistir. %45 asetonitril iceren asetonitril-su ikili
karisiminda degisen pH degerlerine karsi kapasite faktorlerinin degisimi Sekil 2°’de verilmistir.

6,000

5,000

Fa
=
[w]
[a=]

ite faktorii (k)
L
=
8

2,000

Kapas

1}000 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]

5 6 7 8 9
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Sekil 2: Hidroksizinin mobil faz pH'i ile k degerleri arasindaki iliskiyi gosteren sigmoidal grafik

Sivi kromatografik tayinde optimum kromatografik ayirma kosulunun saglanabilmesi igin; k degerinin =
1 olmasi, segicilik faktori (a)’nin 1,15'ten biyik ve ayirma gicu (Rs) degerinin 1,5'ten blylk olmasi
beklenir. Ayirma islemi, kromatografik analizde mimkiin olan en kisa siirede gergeklesmelidir. Bunun
icin, pH 6,0'a ayarlanmis %45 (v/v) asetonitril igceren bir asetonitril-su ikili karigimi, belirtilen
kromatografik parametrelerin saglandigi kosul olarak belirlenmistir.

Kantitatif bir analizde analitik olgiimlerdeki hatalar telafi etmek icin i¢ standart (IS) metodu

kullanilmalidir. ilag formiilasyonlarindaki katki maddeleri ve numune enjeksiyonu sirasindaki hacim
hatalari gibi sistematik ve rastgele hatalari elimine etmek icgin IS yontemi tercih edilmektedir [27-29]. I¢
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standart segilirken; optimum ayirma kosullar altinda belirlenen bilesiklerden kromatografik olarak
ayrilmasi sarti aranmaktadir. Bu galismada IS olarak siklizin segilmistir.
Purnell esitligi (Es. 1); a, Rs ve k de@erleri arasindaki iligkiyi gdstermektedir. Belirlenen kosuldaki mobil
faz ortaminda, Purnell denklemine gore hesaplanan degerler Tablo 1'de verilmistir. Optimum ayirma
kosullari altinda elde edilen kromatogram ise, Sekil 3’te verilmistir.

Rs = i\/ﬁ [%1] [(1k2

+k3)

Tablo 1: Belirlenen optimum kosula ait de@erler

@)

Bilesik k a (a-1)/a (k2)/(k2+1) 1/4VN Rs
Siklizin (IS) 1,167
Hidroksizin 1,795 1,538 0,350 0,642 22,853 5,133
mV
2
] 1
2‘03‘:
100
L \ J
] T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 8 y (-

Sekil 3: Belirlenen optimum ayirma kosuluna gére elde edilen kromatogram 1) Siklizin (IS), 2) Hidroksizin

Bu calismada hidroksizinin kantitatif tayini icin metot validasyonu yapilmistir. Optimum ayirma kosullari
belirlendikten sonra, kromatografik olarak sistem uygunluk parametreleri Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi (USP) yonergesine goére belirlenmistir. Bu amagla bilesikler HPLC sistemine Ug¢ tekrarli
olarak enjekte edilerek kromatografik parametreler hesaplanmis ve referans degerlere uygunlugu
belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Bilesikler icin sistem uygunluk parametreleri

Parametre Siklizin (IS) Hidroksizin Referans degerler
Alikonma zamani (tr) 4,268 5,505 -

Kuyruklanma faktort (Tr) 1,957 1,321 <2

Alikonma (kapasite) faktoru (k) 1,168 1,796 21

Ayirma glicli (Rs) - 5,133 22

Teorik tabaka sayisi (N) 4070 8356 > 2000

Segicilik faktorid (a) - 1,538 >1

RSD% (tr, allkonma zamani igin) 0,129 0,064 <1

RSD% (pik alant igin) 0,406 0,884 <1
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USP'ye gore sistem uygunluk parametrelerinin sonuglari (Tablo 2), gelistirilen kromatografik yontemin
analiz ve analitik yontem validasyonu igin uygun oldugunu gdstermistir. Sistem uygunluk testinde,
bilesigin alikonma sireleri ve pik alanlarinin %RSD'si %2'nin altindadir. Bu durum, tekrarlanabilir
enjeksiyonlardaki degisimin kuguk oldugunu goéstermektedir.

Geligtirilen yéntemin dogrusalligini belirlemek igin kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Elde edilen veriler
Tablo 3'te sunulmustur. Hidroksizin igin tayin limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ); 3,3:1 ve 10:1
sinyal/gurdlth oranlarina goére belirlenmistir. Sonuglar, korelasyon katsayisinin>0,999 olmasi gerektigini
belirten ICH yonergesine gore kabul kriterlerini karsilamaktadir.

Tablo 3: Hidroksizine ait kalibrasyon dogrusu parametreleri

Parametreler Hidroksizin
Regresyon Denklemi y=0,424x-0,404
Egimin standart hatasi 0,009

Kesimin standart hatasi 0,149
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999
Kalibrasyon Derisim Aralidi (ng/mL) 5-25

Tayin limiti (LOD, pg/mL) 1,104

Kantitatif tayin limiti (LOQ, pg/mL) 3,347

Hidroksizinin analizi igin yapilan kesinlik ¢alismalarinda gun i¢i ve ginler arasi analizler, iki farkl
konsantrasyon igin ayni gun, Ug farkli zaman ve bu konsantrasyonlarin tg farkli giinde enjekte edilmesi
ile belirlenmistir. Bu sonuglar Tablo 4'te gosterilmistir. Burada bes tekrarli yapilan analizlerden
hesaplanan sonuclarin bagil standart sapma (% RSD) degerleri %2'nin altindadir ve kesinlik verileri igin
yeterlidir.

Tablo 4: Hidroksizine ait guin ici ve gunler arasi analiz sonuglari

Teorik Gun ici Giinler arasi

0, 0,
Bilesik derigim derigim (A) ?riE) derigim (A) '725)
(ug/mL) ortalamasi HY ortalamasi Hg
10,000 10,254 0,117 9,790 0,358
Hidroksizin
20,000 21,343 0,403 18,058 0,814

Analitik bir yéntemin dogrulugu, kabul edilen referans deger ile bulunan deger arasindaki yakinligi ifade
etmektedir. Geri kazanim deneyleri, ticari formulasyonlara katki yapilarak gercgeklestirilmistir. 25 mg
hidroksizin etken maddesini iceren Atarax ® tablet formilasyonunda kantitatif tayin ve geri kazanim
calismasi Uc¢ tekrarli olarak yapilmistir. Belirli bir derisimdeki standart madde eklenerek dogruluk
calismalari yapilmistir. Hesaplanan veriler Tablo 5’te verilmistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim
degerleri, yontemin dogrulugunun yiksek oldugunu ve numune ortamindaki yardimci maddelerin
herhangi bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

Hidroksizin icin ortalama geri kazanim yuizdesi, bu degerin %95-105 arasinda olmasi gerektigini belirten
ICH ydnergesine uygundur [23].
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Tablo 5: Hidroksizinin tablet formilasyonunda gergeklestirilen geri kazanim deneylerine ait bulgular

Hidroksizin

Bulunan miktar Geri kazanim (%)
1 25,576 102,306
2 25,178 100,714
3 25,599 102,395
XortxGS* 25,451+0,587 101,805 + 2,348
SS 0,233 0,236
BSS 0,979 0,929
%Hata -1,805 -

*Glven araligr %95 giiven seviyesinde verilmistir.

Tablet numunesinde gerceklestirilen kromatografik tayini gésteren kromatogram Sekil 4’te verilmistir.

AL
1200
1000

800
600

400

200 1

Sekil 4: Hidroksizin igeren Atarax® (25 mg) tablet igin hazirlanan kromatogram, 1-Siklizin (3 pg/mL, IS); 2-
Hidroksizin (20 pg/mL)

4. Tartisma ve Sonug

Hidroksizinin tayini icin literatiirde deneme yaniima metodu ile yapilmis ¢alismalar vardir. Bu ¢alismaiile
mobil faz pH’sI ve bilesidin kapasite faktori degerleri arasindaki iliskiden yararlanarak sistematik bir
calisma ile optimum tayin kosulu belirlenmistir. Gelistirilen metodun kesinligi ve dogrulugunun yeterli
oldugu metot validasyonun calismasi ile belirlenmistir. RPLC analizi ile tablet formulasyonlarindaki
bilesigin kantitatif analizinde kesinligin belilenmesinde RSD degeri %2'nin altinda hesaplanmistir.
Segilen ticari tabletlerdeki hidroksizin miktari (Atarax, 25 mg), hesaplanan miktarlari ile uyum icinde
bulunmustur. Elde edilen sonuglar gelistirilien metodun rutin kullanima uygun oldugunu géstermistir.

Tesekkur
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate the level of depression and the use of antidepressants in the
faculty of pharmacy.

Material-Method: This study was an online cross-sectional survey and was conducted to Suleyman Demirel
University Faculty of Pharmacy 4th and 5th grade students between 1-4 February 2023. The questionnaire
consisted of questions about sociodemographic characteristics, Beck Depression Inventory (BDI), and
antidepressant use. In the study, the cut-off point for depression was accepted as 17 and above.

Results: The median BDI score of the students was 14 (7-22). 39.2% of the students were depressed and
30.4% were minimally depressed, 29.6% were mildly depressed, 30.4% were moderately depressed and
9.6% were severely depressed. The father's education level and monthly household income were found to
be statistically significant in those with a BDI score of 17 and above, compared to a BDI score of 16 and
below (p<0.05). Eighteen (14.4%) students were using antidepressants and 38.9% of the students using
antidepressants stated that they did not use antidepressants regularly.

Conclusion: According to the results of our study, the level of depression in pharmacy faculty students was
found to be high. Most of the students with moderate and severe depression were not taking antidepressant
treatment. A significant portion of the students using antidepressants were using antidepressants irregularly.
As the pharmacists of the future, they have important roles in patient education and patient compliance.
Therefore, more emphasis should be placed on this subject in the courses in the faculty.
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Amagc: Bu galismanin amaci, eczacilik fakiltesinde depresyon diizeyi ve antidepresan kullaniminin
degerlendiriimesidir.

Materyal-Metot: Bu calisma cevrimici kesitsel bir anket olup, Suleyman Demirel Universitesi Eczacilik
Fakultesi 4. ve 5. sinif 6grencilerine 1-4 Subat 2023 tarihleri arasinda yapiimistir. Ankette sosyodemografik
dzellikler, Beck Depresyon Olgegi (BDO) ve antidepresan kullanimi ile ilgili sorular yer almaktaydi.
Arastirmada depresyon i¢in kesme puani 17 ve Uzeri olarak kabul edilmigtir.

Bulgular: Ogrencilerin BDO puan ortancasi 14 (7-22)dir. Ogrencilerin %39,2'si depresifti ve %30,4'U
minimal depresif, %29,6's! hafif depresif, %30,4'l orta depresif ve %9,6's! siddetli depresiftir. BDO puani 17
ve lizeri olanlarda, BDO puani 16 ve alti olanlara gére babanin egitim durumu ve aylik hane geliri istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). On sekiz (%14,4) 6grenci antidepresan kullanmakta olup,
antidepresan kullanan 6gdrencilerin %38,9'u diizenli olarak antidepresan kullanmadigini belirtmigtir.

Sonug¢: Calismamizin sonuglarina gdre eczacilik fakultesi 6grencilerinde depresyon dizeyi yuksek
bulunmustur. Orta ve ciddi depresyondaki &grencilerin bircogu antidepresan tedavi almamaktadir.
Antidepresan kullanan 6grencilerin ise 6nemli bir bolimi antidepresanlari diizensiz kullanmaktadir.
Gelecegin eczacilari olarak hasta egitimi ve hasta uyumunda énemli rolleri vardir. Bu nedenle fakultedeki
derslerde bu konuya daha fazla agirlik veriimelidir.

Keywords: Antidepresan kullanimi, depresyon, eczacilik 6égrencileri
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1. Introduction

Depression is the loss of positive affect, manifested by a range of symptoms such as sleep disturbance,
lack of self-care, poor concentration, anxiety, and disinterest in daily life [1]. It is a common illness
worldwide and approximately 280 million people are depressed [2].

Depression is also common in university students. A systematic review reported that the prevalence of
depression in university students was between 10% and 84% in studies [3]. University years are a critical
transition period when students move from adolescence to adulthood and can be one of the most
stressful periods in one's life. University years are a critical transition period when students move from
adolescence to adulthood and can be one of the most stressful periods in one's life [4]. University
students face many problems such as trying to fit in, trying to get good grades, planning for the future
and being away from home, worries about their future job and the challenges of working life [4, 5].

In Tlrkiye, there are studies on this subject that were generally conducted with university students and
medical school students [5-9]. In the study conducted by Giiler et al. [5] on medical school students,
28.3% of the students and in the study by Yildiz et al. [10] on university students, 16% of the students
were found to have moderate depression.

Treatment of depression symptoms includes psychotherapy and the use of antidepressants. Although
psychotherapy is the first choice in the treatment of minor symptoms, the use of antidepressants is
increasing in young people [11,12]. However, students have little information about adherence with
antidepressant treatment [13]. Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), Serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs), Tricyclic antidepressants (TCAs), Monoamine oxidase
inhibitors (MAOIs), and atypical antidepressants are drugs used in the treatment of depression. SSRIs

199



are frequently used because of their few side effects [12, 14]. The U.S. Food and Drug Administration
has issued a “black box” warning about SSRIs because of the risk of suicidal thoughts posed by these
drugs [12, 15].

Pharmacy education includes an intensive curriculum. Intensive study, workload, financial inadequacy,
and insufficient sleep are among the main stress factors determined by pharmacy students [16, 17].
Studies have found that depression is common in pharmacy students [18, 19]. In Turkiye, there is a
lack of studies on this subject only with pharmacy students. Therefore, the aim of this study is to evaluate
the level of depression and the use of antidepressants in the faculty of pharmacy.

2. Material and Method

Study Design and Setting

This study was an online cross-sectional survey and was conducted to Suleyman Demirel University
Faculty of Pharmacy 4th and 5th grade students between 1-4 February 2023. The questionnaire was
created with Google Forms and distributed to students via the WhatsApp application. On the first page
of the questionnaire, information was given about the purpose and definition of the study. Students who
wanted to participate in the survey gave their consent before answering the survey. Ethical approval of
the study was received by the Suleyman Demirel University Clinical Research Ethics Committee.
(Approval Number:23 Date:31.01.2023). In addition, permission was obtained from the dean of the
university for the study.

Sample Size

The sample size was 120 people, with a 5% margin of error, 95% confidence interval, 50% response
rate, according to the Raosoft sample size calculator [20].

Data Collection

The survey questions consist of 34 questions in total. The first 9 questions with their socio-demographic
characteristics, 10-30. questions with depression level and 31-34. questions were about the use of
antidepressants.

Beck Depression Inventory (BDI)

It was a self-assessment scale developed by Beck et al. in 1961 [21]. It consists of twenty-one items.
Each item has 4 options and scores between 0-3. The depression score is obtained by summing these
scores. The scores obtained from the scale range from 0 to 63, and an increase in the score means that
the level of depression becomes more severe. According to the scale, 0-9 points were classified as
minimal depression, 10-16 points as mild depression, 17-29 points as moderate depression and 30-63
points as severe depression [21]. The Turkish validity and reliability study of the scale was performed
by Hisli in 1988 [22]. In the validity and reliability study conducted with university students, it was found
that scores of 17 and above from the scale were the cut-off points that determined depression above
normal [23].

Statistical Analysis

Descriptive statistics were expressed as frequency and percentage, and non-descriptive data as median
interquartile range. Chi-square test was used for categorical variables and Mann Whitney U test (non-
normally distributed) was used for non-categorical variables. In the study, the cut-off value for
depression was accepted as 17 and above. Data were analyzed using the Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 20. p value <0.05 was considered statistically significant.

3. Results

Except for the students who took the same course again, the total number of students in the 4th and 5th
grades was 172. The questionnaire was sent to all 4th and 5th grade students, but was answered by
125 (72.67%) students. Table 1 shows the characteristics of the students participating in the study. Of
the students who answered the questionnaire, 30 (24%) were male and 95 (76%) were female. The
median age of the students was 22 (22-33). The father and mother of most of the students were
university graduates (48%, 31.2%, respectively). The majority of the students did not regularly use
alcohol (88%) and did not smoke (76.8%).
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Table 1: Characteristics of pharmacy students participating in the study

Variables | n (%)
Gender

Male 30 (24)
Female 95 (76)
Age (years) (median)* 22 (22-33)
Year of study

Fourth year 65 (52)
Fifth year 60 (48)
Father's education level

Primary school 18 (14.4)
Secondary school 16 (12.8)
High school 26 (20.8)
University 60 (48)
Postgraduate 5 4
Mother's education level

Primary school 33 (26.4)
Secondary school 18 (14.4)
High school 33 (26.4)
University 39 (31.2)
Postgraduate 2 (1.6)
Monthly household income level

5000-10000 TL 55 (44)
10000-20000 TL 45 (36)
20000-30000 TL 14 (11.2)
>30000 TL 11 (8.8)
Regular smoking

Yes 29 (23.2)
No 96 (76.8)
Regular alcohol use

Yes 15 (12)
No 110 (88)
Living place

At home with family 12 (9.6)
At home with friends 80 (64)
Dormitory 33 (26.4)
Depression score

BDI score (median)* 14 (7-22)
Minimal 38 (30.4)
Mild 37 (29.6)
Moderate 38 (30.4)
Severe 12 (9.6)
0-16 point 76 (60.8)
=17 point 49 (39.2)
Antidepressant drug use

Yes 18 (14.4)
No 107 (85.6)
If yes, how long have you been using antidepressant

medication? (years)

0-1 10 (55.6)
1-2 4 (22.2)
2 4 (22.2)
If yes, do you regularly use your antidepressant medication?

Yes 11 (61.1)
No 7 (38.9)

* median-interquartile range, BDI: Beck Depression Inventory
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Depression Levels

The median BDI score of the students was 14 (7-22). 30.4% of the students were minimally depressed,
29.6% were mildly depressed, 30.4% were moderately depressed and 9.6% were severely depressed.
When the cut-off point was 17, 39.2% of the students were depressed. Eighteen (14.4%) students were
using antidepressants. 55.6% of students using antidepressants were using antidepressants for less
than 1 year and 61.1% were using antidepressants regularly (Table 1). Figure 1 shows the
antidepressant drugs used by the students.

H Sertraline

M Escitalopram
1 Venlafaxine
M Citalopram
M Paroxetine
M Fluoxetine

B Others

Figure 1: Antidepressant drugs used by pharmacy faculty students

Table 2 shows the comparison of students' characteristics in terms of BDI cut-off points. The father's
education level and monthly household income were found to be statistically significant in those with a
BDI score of 17 and above, compared to a BDI score of 16 and below (p<0.05).
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Table 2: Comparison of the characteristics of pharmacy students in terms of BDI score

| BDI score 0-16 | BDIscore217 | p
Gender
Male 18 (23.7) 12 (24.5) p=1
Female 58 (76.3) 37 (75.5)
Age (years)(median)* 22 (22-23) 22 (22-23) p=0.375
Year of study
Fourth year 34 (44.7) 31 (63.3) p=0.66
Fifth year 42 (55.3) 18 (36.7)
Father's education level
Primary school 5 (6.6) 13 (26.5) p=0.003
Secondary school 13 (17.1) 3(6.1)
High school 13(17.1) 13 (26.5)
University and above 45 (59.2) 20 (40.8)
Mother's education level
Primary school 15 (19.7) 18 (36.7) p=0.129
Secondary school 14 (18.4) 4(8.2)
High school 21 (27.6) 12 (24.5)
University and above 26 (34.2) 15 (30.2)
Monthly household income level
5000-10000 TL 28 (36.8) 27 (55.1) p=0.039
10000-20000 TL 31 (40.8) 14 (28.6)
20000-30000 TL 7 (9.2 7 (14.3)
=>30000 TL 10 (13.2) 1(2
Regular smoking
Yes 13 (17.1) 16 (32.7) p=0.073
No 63 (82.9) 33 (67.3)
Regular alcohol use
Yes 10 (13.2) 5(10.2) p=0.830
No 66 (86.8) 44 (89.8)
Living place
At home with family 8 (10.5) 4(8.2) p=0.907
At home with friends 48 (63.2) 32 (65.3)
Dormitory 20 (26.3) 13 (26.5)
Antidepressant drug use
Yes 8 (10.5) 10 (20.4) p=0.222
No 68 (89.5) 39 (79.6)

* median-interquartile range

Table 3 shows the use of antidepressant drugs according to the depression levels of pharmacy students.
There was no statistically significant difference in the use of antidepressant medication according to
depression levels (p>0.05). The vast majority (44.4%) of students using antidepressant medication
suffered from moderate depression and 11.1% suffered from severe depression.

Table 3: Antidepressant drug use by pharmacy students according to their depression levels

Depression levels Antidepressant use

Yes n (%) No n (%)
Minimal depression 1(2.6) 37 (97.4)
Mild depression 7 (18.9) 30 (81.1)
Moderate depression 8(21.1) 30 (78.9)
Severe depression 2 (16.7) 10 (83.3)

203



4. Discussion and Conclusion

In our study, we evaluated the level of depression and the use of antidepressants in the 4th and 5th
grades of Suleyman Demirel University Faculty of Pharmacy. As far as we know, there is no study
conducted in Turkiye on this subject only with pharmacy students. It is important to determine the
depression level of pharmacy students in Turkiye. Our study was not performed on first, second, and
third year students on the grounds that they might not know about antidepressant drugs.

The median BDI score of the students was 14 (7-22). According to the BDI cut-off point, 49 (39.2%)
suffer from depression. In a study of pharmacy students in Malaysia (19), 51.1% of students, in a study
of medical school students in China 19.9% of students (24), and in studies of university students in Brazil
and China, 86.7% and 11.7% of students suffered from depression, respectively [25, 26]. These
differences may be caused by the level of development, income level, university conditions, cultural and
individual differences between countries [27].

When the studies conducted in Turkiye were examined, 28.3% and 21.9% of the students suffered from
depression according to the BDI cut-off scores in two studies conducted with medical students [5, 6]. In
two studies conducted with university students, the rate of depression was 26.2% and 35.2% (8, 9). In
the study conducted by Yildiz et al. on university students, the mean BDI score was 13.16 + 8.17 [10].

When the results of our study are compared with other studies, it is clear that the depression levels of
pharmacy students in our study are higher. The difficulty and intensity of the lessons, stress, and anxiety
about their future may have contributed to this situation [19]. We cannot compare the results of our study
with the previous ones, as there was no study conducted on pharmacy students before. However, the
increase in the number of pharmacy graduates, the restriction of opening pharmacies by legal
regulations and the limited employment opportunities in the public may have caused depressive
symptoms in pharmacy students [28, 29]. In the study of Kiran et al., 77.5% of the first-year pharmacy
students are worried about the future of their profession due to these reasons [29].

In our study, the father's education level and monthly household income were found to be statistically
significant in terms of BDI cut-off score. Similarly, low monthly income and lower father's education level
showed more depressive symptoms in a study conducted at 33 universities in China [24]. In many
studies, students with low monthly household income and economically disadvantaged were found to
be more depressed [6, 26, 27, 30]. In our study, gender was not statistically significant in terms of BDI
cut-off scores. While some studies have similar results [26, 30, 31], some studies have found that
females have higher depression levels than males [5, 10, 19]. The authors attributed this to the fact that
women were more emotional and had more complaints about physical and psychological symptoms [5,
19].

In our study, 14.4% of the students were using antidepressants and the most used antidepressants were
sertraline (33%) and escitalopram (17%). While the use of antidepressants was 6.9% in the study by
Marwat et al.[32], it was found 3.6% in the study by Dhami et al. [33] and 11% in the study by Yildiz et
al. [10]. Although there was a higher rate of antidepressant use in our study compared to these studies,
the depression level of the students in our study was high and there were students who did not receive
treatment despite being depressed. In our study, 2 (16.7%) of 12 students with severe depression and
8 (21.1%) of 38 students with moderate depression were receiving antidepressant treatment. We did
not question the reasons why students did not seek treatment. However, studies have shown that the
belief that students will have a negative impact on their future careers, lack of time and the stigma of
using mental health services are the reasons for not seeking treatment [34, 35]. Effectively treating
depression is important because it can reduce the risk of suicide [36].

In our study, 38.9% of the students use antidepressants irregularly. Antidepressants should not be
stopped abruptly and this leads to withdrawal syndrome, it is recommended to adjust the dose and
discontinue the drug under the control of a psychiatrist [37]. This is also explained in pharmacy classes.
However, the high rate of irregular use of antidepressants indicates that this should be emphasized
more. As pharmacists of the future, they will have an important role in increasing the adherence of the
patients and in patient education [38].

According to the results of our study, the level of depression in pharmacy faculty students was found to
be high. Father's education level and monthly household income were among the risk factors for
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depression. Most of the students with moderate and severe depression were not taking antidepressant
treatment. In addition, a substantial number of students using antidepressants were using
antidepressants irregularly. Therefore, more emphasis should be placed on this subject in the courses
in the faculty. Also, if pharmacist students' depression is diagnosed and treated early, it can help future
pharmacists lead healthier lives.
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Polifenol Oksidaz Enzim ince Filminin Bakir Sulfat (CuSO,) Sensoru Olarak
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Bu calismada spin kaplama teknigi kullanilarak citosan-jelatin biyokompozit alt-tabakasi tGzerine polifenol
oksidaz (PPO) enzimi ile ince filmler Uretilmigtir. Biyo-kompozit malzeme, PPO enzim tabakasinin alttag
tizerine kararli ince film transferi amaciyla kullaniimigtir. Uretilen ince filmlerde PPO enzim tabakasi aktif
bdlgeyi olusturarak, ince filmin dig ortam ile direkt temas halinde oldugu kisimdir. Bu sayede ince filmin
herhangi bir dis ortam degisimi, PPO enzim tabakasi Uzerine dogrudan etki etmektedir. PPO enzim
tabakasinin dis ortam degisimlerini duyarliigini gézlemlemek amaciyla saf su ¢dziicustunde bakir slfat
(CuS0.4) c¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢ozeltideki bakir sulfat kirletici olup tespit edilmek istenilen zararl
kimyasal gorevindedir. Dolayisiyla, PPO enziminin bakir sulfata karsi tepkisi Olgulerek sensor
uygulamalarindaki kullanilabilirligi arastirilmustir.

ince filmlerin lretim asamalar elektriksel ve Kuartz kristal mikrobalans (QCM) yéntemleriyle takip
edilmistir. Ayrica elektriksel dlgimler ve QCM sistemi, ince filmlerin sivi ortam sensor olgimleri igin

kullanilmigtir. PPO enzim ince filminin zamana bagh kirletici tepkisi kaydedilerek enzimlerin sensor
uygulamalarinda aktif tabaka olarak kullanilabilirlikleri arastirilmistir.
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ABSTRACT

In this study, thin films were produced with the polyphenol oxidase (PPO) enzyme on chitosan-gelatine bio-
composite via the spin coating technique. Bio-composite material was used for the PPO enzyme layer and for
stable thin film transfer on the substrate. In the thin films produced, the PPO enzyme layer forms the active
site and is the part where the thin film is in direct contact with the external environment. In this way, any
external environmental change to the thin film directly affects the PPO enzyme layer. A copper sulfate
(CuS04) solution in pure water solvent was used to observe the external changes in the environment of the
PPO enzyme layer. The copper sulfate in this solution is a pollutant and is the harmful chemical to be
detected. Therefore, its usability in sensor applications was investigated by measuring the response of the
PPO enzyme to copper sulfate.

Production stages of thin films were followed by electrical and Quartz crystal microbalance (QCM) methods.
In addition, electrical measurements and the QCM system have been used for liquid media sensor
measurements of thin films. By recording the time-dependent contaminant response of the PPO enzyme thin
film, the usability of enzymes as an active layer in sensor applications was studied.

Keywords: Polyphenol oxidase enzyme, bio-sensor, quartz crystal microbalance
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1. Giris

Hava ve cgevre kirligi son yillarda gittikge artmakta ve bazi bdlgelerde tehlikeli boyutlar sinirina
ulagsmaktadir. Atmosferde soludugumuz hava kalitesinin azalmasinin yaninda, ¢evre kirliligine sebep
olan atiklar, gida ve icme su kaynaklarini da olumsuz etkilemektedir. Biittin bu etkiler sonucunda hem
kullanilabilir kaynak sayisi azalmakta hem de canli saghgi igin tehlikeli durumlar ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle 6zellikle hava, gida ve sudaki canli sagligini tehdit eden zararli maddelerin tespit edilmesi
son derece 6nem kazanmistir.

Cesitli ortamlardaki zararli maddelerin tespiti icin kullanilan sensérler lzerine yapilan ¢alismalar son
yillarda yogunluk kazanmistir [1, 2]. Bu calismalarin temel amaci, hedef maddeyi duyarh, hizli ve
segici olarak tespit edebilmektir. Ortamdaki kimyasallarin yodunlugu, tiri ve sayisi ne kadar fazla
olursa, istenilen maddenin tespiti de o derece zorlasmaktadir. Dolayisiyla sensér galismalari hedef
duyarh (aktif) bolgenin gelistirilmesi tGzerinde yogunlagsmaktadir. Duyarli bdlge, tespit edilmek istenilen
zararli kimyasal ile birebir etkilesime giren ve bu etkilesim sonucu fiziksel, kimyasal ve/veya elektriksel
degisikliklere ugrayan boélim olarak tanimlanabilir [3, 4]. Olusan degisimlerin surekli kontrolii sonucu
sensor tepkisi anlik olarak verilebilmektedir.

Son vyillarda literatlirdeki sensor calismalarinda duyarli bdlge olarak organik malzemeler siklikla
kullaniimaktadir. Organik malzemelerin dusiik maliyetleri, kimyasal yapilarinin kontrol edilebilir olmasi
ve ince film Uretimine uygunluklar sayesinde sensor arastirmalarinda literatirde siklikla
kullaniimaktadir. Bu amagcla kullanilan organik malzemeler arasinda porfirinler [5], polimerler [6],
calixarenler [7] ve ftalosiyaninler [3] gibi birgok farkli tir molekul sayilabilir. Sensérlerde duyarli bélge
olarak biyolojik malzemeler de son yillarda kullaniimakta olup, 6zellikle biyosensoér tretiminde buyutk
avantaj saglamaktadir. Bu tip sensoérlerde tespit edilmesi istenilen zararli kimyasala bagh olarak
enzimler segilmektedir. Birgcok farkli enzim sensor sistemlerinde aktif tabaka olarak kullanilarak
duyarlihk o6zelliklerinden faydalaniimaktadir [8]. Enzimler canli metabolizmasindaki reaksiyonlarin
codgunu katalize eden organik maddelerdir. Reaksiyon durumunda degisiklige ugrayabilirler fakat
reaksiyonun sonunda eski hallerine geri dénmektedirler. Bu sayede sinirsiz sayida reaksiyona
girebilirler. Son yillarda sensor c¢alismalarinin blylk bir kismi segiciligi ve tekrar kullanilabilirligi
arttirmak Uzerine olmaktadir. Enzimlerin sahip oldugu bu iki 6zellik duyarll tabakada aranilan iki
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Ozelliktir. Dolayisiyla enzimler sensdr calismalarinda duyarli tabaka olarak kullanimi ile bu
avantajlarindan faydalanarak sensor sistemleri igine entegre edilmeye galisiimaktadir.

Metal iyonlari (Cu, Pb, Zn, Ag, Cd, Co, Fe, Ni, Cr gibi), gevre kirliligine neden olan tehlikeli faktorlerin
onde gelenlerindendir. Bu tip iyonlarinin toprak kirliliine neden olmasi, ¢evreye verdigi en énemli ve
en buyudk zarardir [9]. Metal iyonlarinin mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar gibi canlilar
icin toksik etkisi bilinmektedir [10, 11]. Onemli bir kirletici grubu olan bu iyonlar; canli organizmalarda
birikerek toksik ve kanserojen etkiler ortaya ¢ikarabilmektedir [10]. Dolayisiyla son yillarda artan metal
iyonlarinin ekosistemlerde tespit edilmesi biylk énem kazanmistir.

Bu galismada kirletici olarak bakir silfat (CuSOa4) secilmistir. Bakir sulfat, tarim ve hayvancilik basta
olmak Uzere bircok alanda farkli amagclarda kullaniimaktadir. Ancak kullanim miktarlari kontrol
edilmedigi takdirde insan saghgdini tehdit edebilecek riskler ortaya c¢ikarabilmektedir. Bu sebeple, PPO
enzimi kati ylzey Uzerine ince film olarak Uretilerek bakir silfat tespitinde kullanilabilirligi
arastiriimistir.

2. Materyal ve Metot

ince Film Malzemeleri

Bu cgalismada sensér sisteminde duyarli tabaka olarak kullaniimak Uzere Polifenol oksidaz (PPO)
enzimi segilmistir. Enzimin zararl kimyasal ile etkilesebilmesi ve bu etkilesimin fiziksel bir sinyal olarak
Olcllebilmesi icin kati bir ylzey Uzerinde ince film haline getirilmesi gerekmektedir. PPO enziminin
kararli bir kati tabaka olusturabilmesi amaciyla altinda destek tabakasi adini verebilecegimiz bir alt
tabaka kullaniimistir. Bu ¢alisma kapsaminda uretilen ince filmlerin tamaminda destek tabakasi olarak
¢itosan ve jelatinden olusan bir biyo-kompozit tabakasi kullaniimistir. Citosan, kitin enzimlerle kolayca
baglanabilme 6zelligine sahip dogal bir karbohidrat biyopolimeridir [12]. Jelatin ise yapisma 6zelligine
sahip, toksik olmayan dogal bir biyopolimerdir [13]. Bu calismada kullanilan PPO enzimi muzdan
saflastinimistir ve agsamalari daha 6nceki ¢calismalarda detayli olarak verilmistir [14].

Spin (Doner) Kaplama Teknigi

ince film Uretim teknikleri arasinda basitlik ve kullanighlik agisindan éne c¢ikan tekniklerden biri spin
(doéner) kaplama teknigidir. Dakikada binlerce tur atabilen, titresimsiz doner tablaya yerlestirilen
alttasin Uzerine, ince film malzemesinin hazirlanan ¢ozeltisinin serpilmesi sonucu dairesel hareketin
etkisiyle ¢ozeltinin alttasa yayillmasi ve ¢ozliciiniin de buharlagsmasi saglanir. Elde edilen Uriln, secilen
alttas Gzerinde diizglin olarak ince film halinde yayilmis 6rnek malzemeden ibarettir.

PPO ince filmleri farkli dénme hizlariyla (1000, 2000, 3000, 4000 ve 5000 rpm), IDE (interdigitated
electrode) ve kuartz kristal Uzerine kaplanmistir. Déner kaplama cihazinda hedef hiza ulasan alttas
Uzerine 50 pl ¢ozelti damlatiimasi ve bir dakikalik donls slresi sonucunda ince film transferi
gerceklestirilmistir.

Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) Teknigi

Kuartz kristal mikrobalans teknidi nanogram mertebesinde kuitle hassasiyetine sahip bir 6lgim

teknigidir. Cok ince ve uygun formda kesilmis kuartz bir tabaka, iki altin elektrot arasina yerlestirilir ve

uygun bir elektronik devre ile sabit bir fo rezonans frekansinda titrestirilir. Sistem, kuartzin Uzerine

eklenen en kuguk kutle degisimlerinde bile rezonans frekansindan sapma gostererek bu degisimi

analitik sonuglara baglayabilmektedir. Sauerbrey tarafindan kitle ve frekans degisimi arasindaki
baginti su sekilde verilmektedir [15]:

2
Afz%Am (N
PP g A

Burada fo rezonans frekansi (Hz), Am kitle degisimi (g), A kuartzin alani (cm?), pq kuartzin yogunlugu
(2.648 g cm®), yg kuartzin shear modlii (2.947 x 10 g cm™ s72).
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Bu yontem yukaridaki denklem yardimiyla kuartz kristal Gzerine kaplanan ince filmin agirhgini
hesaplamakta kullanilabilmektedir. Bunun yani sira ince film tabakalarinin kalinhigi da asagidaki
denklemde agiklanan kitle farki ydontemi yardimiyla hesaplanabilir [16-18]:

_Am @

d=—"——
p.A

Burada Am kaplanan ince film kutle degisimi, A kuartz kristal ylzey alani ve p ince film maddesinin
yogunlugu.

Elektriksel Olgiimler

Elektriksel 6lcUimleri gerceklestirmek icin, alttas olarak, cam lzerine kaplanmis birbiri igine gegmis altin
elektrot sisteminden olusan interdigitated electrode (IDE) yapisi segilmistir. Bu elektrotlar ticari olarak
Dropsens Company'den temin edilmistir. Sekil 1’de sematik olarak gdsterilen elektrot yapisinda, her
bir altin elektrotun ve aralarindaki boslugun kalinligi 5 um ve elektrot sayisi 500°dir. Biyosensor filmin
elektriksel iletkenlik 6zellikleri +4 volt arasinda, akim-voltaj (I-V) degisimi kaydedilerek incelenmistir.
Olgimler, oda sicakliginda bilgisayar kontrollii Keithley 2400 Sourcemeter kullanarak
gercgeklestirilmistir.

e By

Biyosensor ince film S pm S pm
“ < >
~ o~ -~

+ - + - +

Cam alttas

Sekil 1: Altin elektrot kapli cam alttasin sematik gosterimi

3. Bulgular

ince Film Uretimi ve Karakterizasyonu

PPO enzim molekillerinin kati ylizey uzerinde dizenli bir ince tabaka olusturabilmesi amaciyla gitosan
ve jelatinden olusan biyo-kompozit malzeme alttas Uzerindeki ilk tabakayi olusturmaktadir. Bu nedenle
uretilen tim PPO ince film katmanlari bu biyo-kompozit tabaka Uzerine transfer edilmistir. 50 pl biyo-
kompozit ¢ozeltisi, hedeflenen hiza ulasan alttas Uzerine mikro litrelik enjektér yardimiyla serpilerek
¢Ozeltinin kati ylzeye yayilmasi ve ¢6zlcunun buharlasmasi saglanmistir. Transfer islemi sonucunda
biyo-kompozit kaph alttasin dis ortamdan izole bir sekilde kurumasi saglanmistir. Bu islem, tim
alttaslar Uzerinde gerceklestirilerek PPO enzim ince film transferi igin hazir hale getirilmistir.

Spin kaplama sisteminde donme hizi Uretilecek ince filmin homojenlik ve kalinhk gibi 6zellikleri basta
olmak Uzere film 6zellikleri izerinde dogrudan etki etmektedir [19]. Bu nedenle PPO enzim filmi Gretimi
icin bes farkh dénme hizi (1000, 2000, 3000, 4000 ve 5000 rpm) secilerek film kalinhgi zerindeki
etkisi incelenmistir. Biyo-kompozit tabakasinda oldugu gibi PPO ince filminde de hedeflenen hiza
ulasan alttas Uzerine 50 yl PPO ¢ozeltisi serpilmis ve yaklasik 60 saniye devam eden dénme iglemi
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sonucunda molekillerin kati ylzey Uzerine yayilmasi saglanmistir. Bu islem tim dénme hizlari igin
ayri ayri tekrarlanmistir.

ince film Uretim asamalarinin farkli metotlarla kontrolii amaciyla iki farkl alttas segilmistir. 10 MHz
kuartz kristal ylizey QCM sistemi kontrolu igin, altin elektrot kapli cam yuzey ise elektriksel dlgimlerde
kullaniimistir.

1200

1000 r

800 r

400 -

Rezonans frekans degisimi, (Hz)

200 -

0 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000

Spin kaplama hizi, (rpm)

6000

Sekil 2: PPO ince filmi spin kaplama hizina bagh kuartz kristal mikrobalans rezonans frekans degisimi

Sekil 2'deki grafikte PPO molekdllerinin farkli dénme hizlarinda kuartzin rezonans frekansinda
meydana getirdigi degisim verilmistir. Grafikte artan déonme hiziyla frekans degisiminin azaldi§
gorulmektedir. Ayrica Tablo 1’de, denklem 1 ve denklem 2 kullanilarak her bir dénlis hizina goére
kaplanan PPO ince filmlerinin &zellikleri listelenmektedir. Donds hizinin artmasi sonucu rezonans
frekansindaki kaymanin azaldigi ve dolayisiyla transfer olan kutle miktarinin da azaldigi tablodan
gorulebilir. Bu beklenen bir sonugtur ve literatirde doéntus hizinin film o6zelliklerine etkileri
gosterilmektedir [19]. Artan donme hizi, PPO molekilleri Gzerindeki kuvveti arttirarak daha c¢ok
yayilmalarini ve daha ince bir katman olusturmalarini saglar. Yapilan hesaplar sonucu donis hizina
bagli kuartz Gzerinde biriken kitle miktari ve olugsan tabaka kalinliklari da tabloda gorulebilir. 2000 rpm
donus hiziyla 38,80 nm PPO filmi olusurken, 5000 rpm de bu kalinlik 10,52 nm ye kadar dismustur.
Bu sonuglar, PPO molekillerinin kati ylzey tzerinde ince film olarak biriktirilebilecegini ve molekdler
dizenlerinin de diger organik ince film malzemeleri gibi kontrol edilebilecegini gostermistir [20-22].

Tablo 1: Polifenol oksidaz enzimi spin kaplama hizina bagli ince film 6zellikleri

. . Spin kaplama doniis hizi (rpm)
PPO ince film 1000 2000 3000 4000 5000
Frekans degisimi (Af, Hz) 1058,10 | 753,30 554,30 378,60 287,00
Transfer olan kiitle (Am, ng) 7078,00 | 5039,00 | 3708,00 | 2532,00 | 1920,00
Kalinlik (d, nm) 38,80 27,62 20,33 13,88 10,52
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Sensor Olgumleri

Polifenol oksidaz enzim ince filminin sensor olarak bakir silfat tespitinde kullanilabilirligini incelemek
amaciyla hem elektriksel hem de QCM sisteminde sensor tepkileri kaydedilmistir. Sensor olarak
Uretilecek filmler spin kaplama tekniginde 3000 rpm hizinda altin elektrotlu cam ve kuartz kristal
tizerine Uretilmistir. Uretilen filmlerin sartlari her iki alttas icinde ayni tutulmustur.

Altin elektrotlu cam slaytlar Gzerine kaplanan biyo-kompozit / PPO ince filmi, 6ncelikle referans olarak
kaydedilmesi agisindan 4V araliginda |-V él¢imu gergeklestiriimis ve egri Sekil 3'de verilmistir. Bu
6lcim enzim sensdr ince filminin kontrol edilmesinin yani sira kirletici dlgtimleri igin de referans niteligi
tagimaktadir. Elde edilen egri, karakteristik olarak daha dénce yapilmig organik ince filmlerin I-V
karakteristigi ile blyUk benzerlik géstermektedir [23]. Ayrica farkli enzimlerin ince film galismalarinda
elektriksel 6zellikleri incelenmis ve akim-voltaj egrilerinin Sekil 3'de verilen ile uyumlu oldudu
go6ralmagtar [8].

0.8 T
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*
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*
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0.2 + »
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Sekil 3: Biyokompozit / PPO ince filmi akim-voltaj (I-V) grafigi

Enzim sensor ince filminin kirletici olarak bakir silfat tespitinde kullanilabilirligini 6élgmek amaciyla
elektriksel 6lciim sisteminde CuSOa etkilesimi incelenmistir. Saf su ile hazirlanmig 1x10-® mol/L CuSOa4
coOzeltisi elektriksel dlgcim sisteminde PPO enzim filmi Gzerine damlatiimistir. Bakir silfat etkilesimi
sonucu PPO ince filmin I-V egrisindeki degisim S$ekil 4'de verilmistir. Grafik incelendiginde egri
karakteristigi olarak etkilesim 6ncesiyle benzerlik gostermektedir. Ancak akimdaki artis PPO ince filmi
tarafindan CuSO4'In tutuldugunu goéstermektedir. Akimdaki bu artis, enzim molekdilleri ile kirletici
arasindaki etkilesim sonucu ince fiimde iyon artisina baglanabilir. CuSO4Iin PPO sensor filmin
elektriksel 6zelliklerinde meydana getirdigi bu degisim enzim ince filmin bu kirleticiye gésterdigi sensor
tepkisi olarak yorumlanabilir. Dolayisiyla PPO enzimi ile Uretilen sensor sistemi elektriksel olarak bakir
sllfata duyarhidir denilebilmektedir.
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Sekil 4: Enzim ince filmin CuSO;, etkilesimi sonrasi akim-voltaj (I-V) grafigi degisimi

QCM sistemi ¢ok kuguk kutle degisimlerine duyarl bir sistem olmasindan dolay1 sensér dl¢iimlerinde
siklikla kullanilan bir tekniktir. Bu calismada da PPO sensor filminin CuSOs duyarliidini 6lgmek
amaciyla kuartz kristal Uzerine Uretilen enzim filmi bu kirleticiye maruz birakilarak degisimler
kaydedilmistir. Sekil 5'de sivi c¢ozelti ile QCM sisteminin ¢alisma mekanizmasi sematik olarak

gOsterilmektedir.

Peristaltik
pompa

CuSOq4
cozeltisi

Sivi giris c1kisi

Bilgisayar

Sekil 5: Kuartz kristal mikrobalans, sivi ¢ozelti 6lgim sistemi
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PPO ince film kapl kuartz kristalin bulundugu kapali hicre igerisinden peristaltik pompa ile sirasiyla
saf su ve CuSOs gozeltisi gegirilmektedir. Olgliim siiresince kuartzin rezonans frekansi zamana bagli
olarak kaydedilerek her tirli anlik degisim gozlem altinda tutulur. Saf su ve CuSOu periyotlari birbirini
takip eden 4’er dakikalik ¢evirimler halinde uygulanmistir.

Sekil 6'da PPO sensér filminin sivi ortamda zamana bagh CuSOa etkilesimi verilmistir. ilk dért dakika
saf su ortaminda 6lgim baglatilmis ve dérdiincti dakika sonunda 1x10° mol/L bakir sllfat ¢ozeltisi
kuartzin bulundugu hicreye gdénderilmistir. Sekilden de goérildigu gibi bakir sllfat ¢ézeltisi PPO
sensor filmi ile karsilastiginda frekansta dikkate deger bir degisim meydana getirmistir. Frekanstaki bu
degdisim bakir sulfatin ortamda kaldigi dért dakika boyunca devam etmektedir. Bu durum PPO ince
filmi tarafindan, bu periyot siresince CuSO4In yakalanmaya devam ettigini géstermektedir. PPO
molekdlleri tarafindan olusturulan ince film yapisi kuartzin ylzey alanina esit bir ylizeye ve filmin
kalinligina bagh belirli bir yikseklige sahiptir. ince filmin ¢ boyutlu bu yapisi onu olusturan PPO
molekdllerinin arasinda bosluklar kalmasina neden olur. Tespit edilmesi istenilen érnek kirletici ince
film ile karsilastiginda dncelikle filmin ylUzeyi ile etkilesime girer ve ince filmin aktif bolgeleri ile tutunur.
Ortamdaki kirletici miktari arttikga bu molekuller ince filmin bosluklarindan i¢ boélgelere nifuz etmeye
baslar. Boylece sensorin Urettigi tepki Sekil 6’da oldugu gibi artmaya devam etmektedir. Dért dakikalik
kirletici periyodu sonucunda ortama tekrar saf su gonderilerek sensorin geri déntdsumlultgu
incelenmigtir. Ayrica PPO enzim sensorin duyarliidini incelemek amaciyla sonraki kirletici
cevirimlerinde CuSOa4 konsantrasyonu arttirilarak sensoér tepkisindeki degisim gézlenmistir. Sekil 6’daki
grafikten de goéruldagu gibi, CuSOs konsantrasyonu arttikga sensor tepkisi de artmaktadir.
Konsantrasyona bagli bu degisim, sensor sisteminin bakir silfata karsi duyarlihdinin yliksek oldugunu
ifade eder ve maksimum tepki degerleri Tablo 2’de verilmistir. Konsantrasyon arttikgca sensoér
tepkisinin artmasi hala CuSO. ile etkilesime girebilecek aktif PPO bdlgelerinin bulundugunu
gOstermektedir. Bu bdlgeler kirletici molekdlleri tarafindan doldurulduk¢a sensér doyum noktasina
ulasmaktadir. Grafikte goérildugu gibi ilk ti¢ konsantrasyon degeri icin dort dakikalik periyot sonunda
sensdr doyum noktasina ulasamamistir. Ancak CuSOs konsantrasyonu 4x103 mol/L degerine
ulastiginda sensor tepkisinin belirli bir seviyede sabitlendidi dikkat ¢ekmektedir. Sabitlenme, yani
doyuma ulasma noktasi ortama kirletici girdikten yaklasik 200 s sonrasidir. Bu noktada ulasilabilir
batdn aktif PPO noktalar kirletici molekdilleri tarafindan doldurulmustur.

Sensor sistemlerinde dikkat edilmesi gereken 6nemli diger bir nokta ise geri déntsumdir. Bu
¢alismada farkli konsantrasyonlardaki her bir kirletici cevriminden sonra ortama geri donisim kontrol(
icin dort dakikalik zaman dilimi igin saf su gonderilmistir. Grafikten de acgikca gorilmektedir ki sensori
temizlemek icin gergeklestirilen her adimda sensér baslangictaki rezonans frekansina geri gelmisgtir.
Bu nedenle Uretilen sensor tekrar kullanilabilirlik 6zelligine sahiptir yeni bir 6lgim igin hazirdir. Burada
dikkat ceken, kirletici konsantrasyonu arttikgca geri dénus slresinin de artmasidir. Konsantrasyona
bagli geri donls sureleri Tablo 2'de veriimektedir. Bu beklenebilen bir sonugtur, ¢inki yuksek
konsantrasyonlarda PPO ince filmi ile etkilesime giren kirletici molekll sayisi da artmaktadir.
Dolayisiyla ince filmin i¢ boélgelerine kadar giren bu molekillerin film yapisindan uzaklasma siresi
molekul sayisiyla dogru orantilidir.

Tablo 2: PPO filminin CuSO. konsantrasyonuna bagh sensor tepki 6zellikleri

CuSO, 1x103mol/L 2x103mol/L 3x10mol/L 4x10*mol/L
konsantrasyonu
Maksimum tepKi 22,9 Hz 73,5 Hz 184,6 Hz 228,4 Hz
Geri doniisiim siiresi 32s 52s 94 s 134 s
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Sekil 6: PPO enzim ince filminin CuSO4 sivi ¢ozelti etkilesimi sonrasi kinetik kuartz kristal mikrobalans sonuglari

4. Tartisma ve Sonug

Bu calisma kapsaminda polifenol oksidaz enzimi ile ince film Uretiimis ve bu filmin kimyasal
sensorlerde duyarl tabaka olarak kullanilabilirligi arastiriimistir. Sensér ol¢cimlerinde kirletici olarak
bakir silfat (CuSQOa) kullaniimistir. Elde edilen sonuglar 6ncelikle polifenol oksidaz enzimi ile basarili
bir sekilde ince film uretilebildigini gostermistir. Sensor dlgumleri icin elektriksel ve kuartz kristal
mikrobalans olmak Uzere iki farkli teknik kullanilarak sonuglar karsilastiriimistir. Yapilan elektriksel
sensor Olcuimleri sonucunda PPO ince filmin CuSOa etkilesimi sonrasi iletkenlik degerinin arttig
gOrulmustir. Bu, PPO ince filmi tarafindan tutulan CuSOs ile ince film yapisi icindeki iyon sayisinin
artmasina baglanmistir. Diger bir teknik olan QCM sistemiyle sivi ortaminda zamana bagli olarak PPO
ince filmi ile CuSO4 arasindaki etkilesim takip edilmistir. Farkli kirletici konsantrasyonlarinda yapilan bu
6lcUim sonucu, Uretilen enzim ince filmin bakir sulfata kargi duyarli oldugu ve sensor tepkisinde kirletici
konsantrasyonu ile arttigi sonucuna varimigtir. Bunun yani sira elde edilen tim etkilesim sonuglarinin
geri dénusumla oldugu ve sensorin tekrar kullanilabilirlik 6zelligine sahip oldugu gértulmustar.
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Oz

Arastirmalarda 6lgme faaliyeti icin hasta bildirimli veya klinisyen tarafindan uygulanan élgekler ¢okga tercih
edilmektedir. Hastaligin, hastanin yasami Uzerine gercek etkisini ve kisiden kisiye degisiklik gdsteren
hastalik deneyimini anlamanin karmasik olmasi nedeniyle hasta bildirimli élgcekler literatirde ¢okga tercih
edilmektedir. Turkiye'de omuz hastaliklari icin kullanilan dlgeklerin tamami uyarlama &lgeklerdir. Tark
toplumuna 6zgu gelistirmeyi planladidimiz dlgek gelistirme calismasi kapsaminda yeni bir dlgek icin
kapsam belirleme, uzman goérisu alma ve kapsam gecerliginin saglanmasi asamalar gerceklestirildi.
Literatlr taramasi, alan uzmanlarinin gorisleri ve hasta bildirimleri dikkate alinarak gelistiriimek istenen
Olgegin kapsami omuz fonksiyonelliginin degerlendiriimesi olarak belirlendi. Omuz hastalarinin ifade
ettikleri semptomlar, literatirdeki hasta ifadelerine ydnelik yer alan makaleler, literatirde yer alan omza
yonelik gelistirilmis dlcekler ve klinisyen gorisleri dikkate alinarak 34 maddelik madde havuzu olusturuldu.
Madde havuzunun kapsam gegcerligi ve dil gecerligini test etmek icin 8 uzmandan olugan uzman kurulu
olusturuldu. Madde havuzunda yer alan maddeler i¢in Google Formlar platformu tzerinden dijital olarak iki
kez uzman gortsi alindi. Birinci uzman goriisii sonrasi 5 maddenin kapsam gegerlik orani (KGO) 0,778 ve
Uizerindeydi. Birinci uzman gorisleri ve maddelerin KGO dogrultusunda madde havuzu 21 madde olarak
yenilendi. Yenilenen madde havuzu, tekrar degerlendiriimesi igin ikinci kez ayni uzmanlara Google Formlar
platformu tizerinden génderildi. Uzman goriisleri sonrasi tekrar maddelerin KGO hesaplandi. ikinci uzman
gorisu sonrasi 20 maddenin KGO’nun 0,778 ve Uzeri bir degerde oldugu gorildu. 0,778 degeri altinda bir
KGO’na sahip 1 madde 6lgekten ¢ikarildi. Bu degerlere gére dlgegin toplam kapsam gegerlik dlgiitii (KGO)
0,984375 olarak hesaplandi ve 20 maddeden olusan taslak dlgek son halini aldi. KGO, KGO kavramlari
ornek galismamiz lzerinde anlatilarak dlgek gelistirme siirecinde nasil kullanilacagi basit bir dille ifade
edildi. Calismalarda KGO’niin farkl degerler referans alinarak kullaniimasi analiz edildi.
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ABSTRACT

In research studies, patient-reported or clinician-administered scales are commonly preferred for measurement
activities. Due to the complexity of understanding the true impact of a disease on a patient's life and the
variability of the disease experience from person to person, patient-reported scales are widely used in the
literature. All scales used for shoulder diseases in Turkey are adapted scales. In the scope of our planned scale
development study specific to the Turkish population, the stages of scope determination, expert opinions, and
ensuring content validity were conducted for a new scale. Through literature review, expert opinions, and patient
reports, the scope of the intended scale to be developed was determined as the assessment of shoulder
functionality. A pool of 34 items was created by considering symptoms expressed by shoulder patients, articles
containing patient expressions in the literature, developed scales for the shoulder in the literature, and clinician
opinions. An expert panel consisting of 8 specialists was established to test the content validity and linguistic
validity of the item pool. Expert opinions were obtained twice digitally through the Google Forms platform for
the items in the pool. After the first expert opinion, the content validity rate (CVR) for 5 items was 0,778 or
higher. The first expert opinions and the items were revised based on the CVR, resulting in a revised pool of 21
items. The revised item pool was sent again to the same experts through the Google Forms platform for
reevaluation. The CVR was calculated for the items again based on expert opinions. After the second expert
opinion, it was observed that 20 items had a CVR value of 0,778 or higher. One item with a CVR value below
0,778 was removed from the scale. According to these results, the total content validity indeks (CVI) of the scale
was calculated as 0,984375, and the draft scale consisting of 20 items reached its final form. The concepts of
CVR and CVI were explained in simple terms in the context of our sample study to illustrate how they would be
used in the scale development process. The use of different CVI thresholds in studies was analyzed.

Keywords: Scale, Content Validty, Content Validity Ratio
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1. Giris

Olgme, arastirmacilarin insanlar, nesneler, olaylar ve siregler hakkinda bilgi edinmelerini saglayan
bilimin temel faaliyetlerinden biridir. Olgekler, bazi sayisal boyutlardaki puanlari dogrudan élgiilemeyen
olaylara atfetmek i¢in yararl araglardir. Dogrudan goézlemlenemeyen teorik degiskenlerin seviyelerini
ortaya koyan maddelerden olusurlar [1].

Aragtirmalarda hasta bildirimli veya klinisyen tarafindan uygulanan oélgekler uzun yillardir oldukga tercih
edilmektedir. Ozellikle klinisyenlerin hastaligin, hastanin yagami tizerine gergek etkisini ve kisiden kisiye
degisiklik gdsteren hastallk deneyimini anlamasinin karmasik olmasi, hasta bildirimli dlgeklerin
popdlerliginin artmasina sebep olmustur [2]. Ulkemizde omuz problemlerini degerlendirmede kullanilan
oOlceklerin tamami farkli kiltirlerde gelistirilmistir. Her ne kadar dlgeklerin Turkge gecgerlik ve guvenirlik
calismalari yapilmis olsa da bu dlgeklerde yer alan maddelerin bir kisminin tGlkemizdeki omuz hastalari
tarafindan tam olarak anlasilamadigi klinisyenler/arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir. Kol, Omuz
ve El Sorunlari Anketi'nde [3] yer alan meyve taslama, suda tas sektirme, celik gomak oynama;
L’Insalata Omuz Puanlama Anketi'nde [4] yer alan tenis servis topu atma, Penn Omuz Skoru’'nda [5] yer
alan ylzme, bas Ustu raket sporlari; Western Ontario Rotator Kaf Anketi’'nde [6] yer alan sinav gekmek
gibi 6rnekler Turkiye’de tedavi alan omuz hastalarinin sik yapmadigi aktiviteler olarak dustnilmektedir.
Yine bu 6lgeklerden Kol, Omuz ve El Sorunlari Anketi ve L’Insalata Omuz Puanlama Anketi 5’li Likert,
Penn Omuz Skoru 5 li Likert ve Numerik, Western Ontario Rotator Kaf Anketi Viziiel Analog Skala gibi
olceklendirme ydntemini kullanmaktadir. Klinik deneyimlerimiz gdstermektedir ki, élgekler igerisinde yer
alan bazi ifadeler ve kullanilan dlgeklendirme ydntemleri hastalar tarafindan anlasilamama problemine
neden olmaktadir. Bu anlasilamama problemi; hastanin mevcut durumunu dogru ifade edememesine,
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hastanin dlgede olan ilgisini kaybetmesine ya da hastalarin klinisyen/arastirmaciya fazladan sorular
yoneltmesine, klinisyen/arastirmacinin agiklamak igin daha fazla zaman harcamasina neden
olabilmektedir. Omuz fonksiyonundaki kayiplar ginlik aktiviteler basta olmak Uzere birgok gunlik
yasam aktivitesinde hastalari etkilemektedir. Bu nedenle omza yonelik fonksiyonel problemlerin
degerlendiriimesinde kullaniimak Uzere Tirk toplumuna uygun kolay anlasilir bir dlgek gelistiriimesi
gerektigi dustinulmastar.

Cesitli yazarlar, dlgek gelistirme siirecinin teorik ve metodoloijik titizlik gerektiren karmasik ve sistematik
prosedirleri icerdigi konusunda hemfikirdir. Bu yazarlara gore Olgek gelistirme siireci li¢ temel adimda
gerceklestirilebilir. ilk asama 6lgek kapsaminin belilenmesi ve madde olusturma asamasi olarak ifade
edilir [7]. Madde olusturmak i¢in timdengelim, timevarim veya ikisinin bir kombinasyonunu igceren
yontemler kullanilabilir. Tumdengelim yénteminde kapsamli bir literatlr taramasi ve var olan dlgeklere
dayali maddeler olusturulur [8]. Tumevarim yénteminde ise olusturulan maddeler, hedef popllasyon
goruslerinden elde edilen nitel bilgilere dayandirilarak olusturulur [9]. Ayrica arastirmaci élgek igerisinde
yer almasini disundigu her madde ile ilgilendigi gibi élgek icerisindeki talimatlar, madde sayisinin
uygunlugu, 6lcegin genel goériniml, maddelerin dil yéninden uygun olmasi basit, acik bir dil
kullanilarak olusturulmus olmasi gibi 6élgegin butlnt ile de ilgilenmelidir[10].

Genellikle teorik analiz olarak adlandirilan ikinci adimda olgedin kapsam gecerligi degerlendirilir ve
olusturulan madde havuzunun istenen yapiyi yansitmasi saglanir [11]. Kapsam gegerligini saglamak
icin maddeler hakkinda farkli gorislere ihtiyag vardir. Bu gorusler, gelistiriimek istenen olgegin
kullanilacagi alandaki uzmanlar ve 6élgegin kullanicilarindan alinabilir. Burada amag gelistirilen dlgegin
ilgili yapiyr uygun bir sekilde temsil ettiginden emin olmaktir [12]. Kapsam gecerlidi icin Lawshe [13] ve
Davis teknikleri galismalarda tercih edilmektedir. Lawshe tekniginde, 5 ila 40 arasi uzmandan gorus
alinir. Tim maddeler icin uzmanlardan “madde gerekli’, “madde gerekli ancak yetersiz” ya da “madde
gereksiz” seklinde degerlendirme yapmalari istenir. Kapsam gegerliginin yani sira maddenin
anlasilabilirligi, hedef kitleye uygunlugu gibi durumlarin degerlendiriimesi amaciyla da ayni yéntem
kullanilarak uzman goértsu alinabilir. Bu sekilde her bir madde i¢in uzmanlarin gérusleri dogrultusunda
kapsam gegerlik oranlari (KGO) hesaplanir. KGO her madde igin “Gerekli” gérisiini belirten uzman
sayisinin (Nu), maddeye iliskin goriis belirten toplam uzman sayisinin (N) yarisina oranindan 1
ctkariimasiyla hesaplanir (Sekil 1). KGO sifir veya negatif bir deger alir ise bu degere sahip maddenin
kapsam gecerligi yoktur, dlgcekte yer almamalidir sonucu ¢ikmaktadir [14, 15]. Lawshe’ye [13] gore
pozitif bir degere sahip her bir madde igin a=0,05 anlamlilik diizeyinde KGO’ne bakiimasi gerektigi ve
uzman sayisina gore referans alinmasi gereken en diisik KGO Tablo 1’de belirtilmistir. Ayre ve Scally
[14] bu yaklagimi incelemis ve uzman sayisina gére olusan KGO'yli tekrar belirlemislerdir (Tablo 2). Her
iki calismada da uzman goérusiine gore hesaplanan KGO, uzman sayisina gére hesaplanan KGO’'nden
yuksek olan maddelerin dlgekte yer almasi uygun goriimektedir [13, 14].

KGO =—Y _y

Sekil 1. Kapsam gegerlik orani hesaplama formili [12].

Tablo 1. Lawshe tarafindan uzman sayisina gére hesaplanan KGO degerleri [9].

Uzman Minimum Uzman Minimum Uzman Minimum Uzman Minimum
Sayisi Deger Sayisi Deger Sayisi Deger Sayisi Deger
5 1,000 14 0,571 23 0,391 32 0,375
6 1,000 15 0,600 24 0,417 33 0,333
7 1,000 16 0,500 25 0,440 34 0,353
8 0,750 17 0,529 26 0,385 35 0,314
9 0,778 18 0,444 27 0,407 36 0,333
10 0,800 19 0,474 28 0,357 37 0,297
11 0,636 20 0,500 29 0,379 38 0,316
12 0,667 21 0,429 30 0,333 39 0,333
13 0,538 22 0,455 31 0,355 40 0,300
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Tablo 2. Ayre ve Scally tarafindan uzman sayisina gére hesaplanan KGO degerleri [10].

Uzman Minimum Uzman Minimum Uzman Minimum Uzman Minimum
Sayisi Deger Sayisi Deger Sayisi Deger Sayisi Deger
5 1,000 11 0,571 16 0,391 22 0,375
6 1,000 12 0,600 17 0,417 22 0,333
7 1,000 12 0,500 18 0,440 23 0,353
7 0,750 13 0,529 18 0,385 23 0,314
8 0,778 13 0,444 19 0,407 24 0,333
9 0,800 14 0,474 19 0,357 24 0,297
9 0,636 15 0,500 20 0,379 25 0,316
10 0,667 15 0,429 20 0,333 26 0,333
10 0,538 16 0,455 21 0,355 26 0,300

Davis yonteminde ise “Gerekli’, “Madde hafifce gdézden geciriimeli”, “Madde ciddi olarak gézden
gecirilmeli” ve “Gerekli degil” seklinde derecelendirmektedir. Bu yontemde gerekli ve hafifce gézden
gegcirilmeli segenegini ifade eden uzman sayisinin, toplam uzman sayisina boéliinmesiyle maddenin
KGO belirlenmektedir. Lawshe ydnteminden farkli olarak uzman sayisina gére hesaplanan bir KGO
bulunmamaktadir. KGO degeri sabit 0.80 kabul edilerek bu deger lizerinde KGO’na sahip maddelerin
Olcekte yer almasi uygun goérilmektedir [17].

Son adim olan psikometrik analizde arastirmaci olgegin yapi gegerligi ve guvenilirlige sahip olup
olmadigini degerlendirir. Yapi gecerligi, aracin gergekte en gok neyi (Olgiimdeki puanin, performansin
altinda yatan yapi, 6zellik veya kavram) élgtigiini sorgular [18]. Olgme aracinin dlgtigl faktorler, 6lgme
aracinin diger 6lgcme araclariyla iliskisi, farkh iki grup arasindaki farklar incelenir. Yapi gecerligi icin faktor
analizi veya benzer o6lgek gegerligi yontemleri sikhkla kullanilir [19]. Benzer Olgek gegerligi, élgegin
sorguladidi alana ait puaninin, ayni kavrami sorguladidi iddia edilen benzer bir dlgegin sonuglari ile
yiksek korelasyon gostermesi ile gerceklestiriimektedir [20]. Faktér analizi yontemi ise Olgek
maddelerine cevap verenlerin maddelere verdigi tepkiler arasindaki diizeni incelemek ic¢in kullanilan bir
tekniktir [21].

Calismamizda omuz problemi yagsayan hastalara ydnelik hasta bildirimli, kolay anlasilabilir yeni bir dlgek
gelistirmek amaciyla planlanan bir calismada, dlgek gelistirme sirecinde madde havuzu olusturulmasi,
uzman goriusit alinmasi ve KGO hesaplanmasi hakkinda bilgi vermek amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismamiz igin Ankara Yildinm Beyazit Universitesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu’ndan 06.01.2022
toplanti tarihli 35 karar numarasi ile izin alindi. Literatlr taramasi [22, 23], alan uzmanlarinin gorusleri
ve hasta bildirimleri dikkate alinarak gelistirimek istenen o6lgegin kapsami omuz fonksiyonelliginin
degerlendiriimesi olarak belirlendi. Olgek igerisinde olmasi planlanan maddeler igin timevarim ve
timdengelim ydntemlerinin ikisi de kullanildi. TUmevarim yénteminde omuz problemi olan 47 hastanin
sikayetlerini acik uclu olarak, kendi ifadeleri ile nasil tanimladiklarini sorguladigimiz én c¢alismada
hastalar tarafindan ifade edilen semptomlar madde olusturulurken dikkate alindi. Timdengelim
yonteminde ise literatiirde yer alan omuz 6lcekleri incelendi [22] [2] [23]. Bu dlgeklerin 13 tanesi omza
yonelik gelistirilmis Turkce gegerlik guvenirligi yapilmis hasta bildirimli dlgeklerdi. Alanda ¢alisan omuz
konusunda deneyimli klinisyenlerin gorutsleri de bire bir gérisme ydntemiyle alinarak 34 maddeden
olusan madde havuzunun ilk hali olusturuldu.

Literaturde yer alan dlgeklerde gogunlukla Likert, Viziel Analog Skala, Numerik Skala gibi 6lgeklendirme
yontemleri kullanilirken bir dlgekte ise evet/hayir ydntemi tercih edildigi géruldu. Bizim calismamizda ise
toplumun genis kesimlerince daha kolay anlasilabilmesi ve cevaplanabilmesi agisindan Likert sisteminin
yaptigi ¢coklu degerlendirmeyi dort madde ile eslestirerek evet/hayir seklinde cevap almayi hedefleyen
bir yapi olusturuldu. Olusturulan yapida ayni fonksiyonu kolaydan zora dogru siralayarak degerlendiren
maddeler yer aldi (Sekil 2). Olusturulan taslak dlcek, dzellikle omuz eklemini de ilgilendiren Ust
ekstremitenin gunlik yasamdaki fonksiyonlari ile agri ve uyku durumuna ydnelik maddeleri
icermekteydi. Madde havuzu ve dlgeklendirme yéntemi tasarlandiktan sonra uzman gérisd alinma
asamasina gegildi.
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a. Elimi kalgamin yan tarafina gétiirmekte zorlaniyorum. : Evet 0O Hayir O
b. Elimi kalgamin arkasina gétiirmekte zorlaniyorum. o Evet 0O Hayir O
c. Elimi belime gétiirmekte zorlaniyorum. Evet 0O Hayir O

d. Elimi belimden sirtima kadar gétlirmekte zorlaniyorum. | Evet O Hayir O

Sekil 2. Olgek igerisinde yer aimasi planlanan madde érnegi.

Uzman gorist alinmasindaki amag olgcegin kapsam gecerligi ve dil gecerliginin saglanmasiydi.
Calismamizdaki ifadelerin Tirkge yazimi ve anlasilabilirliginin kontroll agisindan uzman kurulunda 1 dil
bilimciye yer verildi. Bununla birlikte omuz konusunda klinik deneyimleri olan 1 ortopedi ve travmatoloji
uzmani ile 6 fizyoterapistin de katilimi ile 8 kisiden olusan uzman kurulu olusturuldu (Tablo 3).

Tablo 3. Uzman kurulu

Brang Unvan Kurum
1. Fizyoterapist Profesor Hacettepe Universitesi
2. Fizyoterapist Profesor Siileyman Demirel Universitesi
3. Fizyoterapist Docent Ankara Yildirim Beyazit Universitesi
4. Dil Bilimci Docent Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi
5. Ortopedist Docent Ankara Yildirnm Beyazit Universitesi
6. Fizyoterapist Doktor Ogretim Uyesi Bolu Abant izzet Baysal Universitesi
7. Fizyoterapist Doktor Ogretim Uyesi Saglik Bilimleri Universitesi
8. Fizyoterapist Arastirma Gorevlisi Cardiff Universitesi

Uzmanlardan her madde i¢in Lawshe teknidine gore “gerekli”, “gerekli ama yetersiz’, “gereksiz’
degerlendirmeleri ve bu degerlendirmelerin gerekgelerini belirtmeleri istenen form Google Formlar
platformu {zerinden uzmanlara gonderildi. Uzmanlardan, ginlik yasamda sik kullanilan, Kklinik
ortaminda deneyimlenebilen, somut olarak derecelendirilebilen, toplumun her kesimine hitap edebilen,
doértli evet/hayir cevabinin alinabildigi maddelere yer verildigini bu kapsamda madde havuzunu
degerlendirmeleri talep edildi. Uzman gdrusleri sonrasi maddelerin KGO’lari Sekil 1°deki formile goére
hesaplandi (Tablo 2).

Ayre ve Scally’nin (10) hesapladiklari KGO’ye gére 8 uzmandan olugan bir galismada her maddenin en
disik KGO’nun 0,778 olmasi gerekmektedir. Tim maddelerin KGO’nun toplanarak madde sayisina
boliinmesi ile dlgegin toplamina ait KGO elde edilmektedir. Bu degerin 0.80 ve lizerinde olmasi kabul
edilebilir deger olarak ifade edilmektedir [24]. Bizde galismamizda uzman gortsu sonuglarindan 0,778
ve Uzeri KGO degeri alan maddeleri dlcege dahil ettik.

3. Bulgular

Birinci uzman goérisu sureci sonrasi maddelerin KGO’lari Sekil 1'deki formdl ile Excel programi
kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplama sonucu 34 maddeden 5 tanesinin KGO 0,778 ve Uzeri bir
degerdeydi (Tablo 4).

Birinci uzman goérusleri sonrasi galismanin KGO 0,42 olarak hesaplandi. Birinci uzman gérusleri
dogrultusunda yapilan degerlendirmede; kiyafet ¢cikarma aktivitesinin derecelendirilememesi, mutfak
tezgahindan egsya tasinmasina yonelik maddeyi her hastanin gunlik hayatinda yapmiyor olabilecedi,
omzumdaki rahatsizlik aklima geliyor maddesi fonksiyonelligi 6lgcmedigi, yikanmak sorusunun
derecelendirilemedigi, agirlik aktarma sorusunun anlasiimiyor olmasi, kiyafet giyme aktivitesinin bagka
maddelerde sorgulandidi, kolu koruyarak hareket etmenin kinezyofobiyi degerlendirmeyecegdi ve
hastanin sayisal olarak ifade edemeyecedi, kol ile her yéne uzanma sorusunun diger maddeleri
kapsadigdi, fermuar kapatma ve digme ilikleme sorusunun diger maddelerde sorgulandidi, kurulanma
sorusunun derecelendirilemedidi, omzu ovma sorusuna her hastanin farkli yaklasim gelistirebilecedi,
dis fircalama sorusunda dominant kullanimin farkli olabilecegi gibi gérugler nedeniyle 13 madde madde
havuzundan ¢ikarildi. Uzman gérUsleri dogrultusunda 34 madde iceren madde havuzu 21 madde olarak
yenilendi.
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Tablo 4. Birinci uzman gorisu sonrasi olusan maddelerin KGO.

KGO KGO KGO
1.Md. 0,1875 13.Md. 0,25 25.Md. 1
2.Md. 0,0625 14.Md. 0 26.Md. 0
3.Md. 0,6875 15.Md. 0,125 27.Md. 0
4.Md. 0,1875 16.Md. 0,3125 28.Md. 0,375
5.Md. 0,4375 17.Md. -0,1875 29.Md. 1
6.Md. 0,25 18.Md. 0,75 30.Md. 1
7.Md. 0,625 19.Md. 0,25 31.Md. 1
8.Md. 0,5 20.Md. 0,375 32.Md. 1
9.Md. 0,125 21.Md. 0,4375 33.Md. 0,5
10.Md. 0,5625 22.Md. 0 34.Md. 0,75
11.Md. 0,6875 23.Md. 0,75
12.Md. 0,1875 24.Md. 0,0625

KGO: Kapsam Gegerlik Orani, Md.: Madde

Yenilenen madde havuzu, tekrar dederlendiriimesi igin 2. kez ayni uzmanlara Google Formlar platformu
tzerinden gonderildi. Uzman gérusleri sonrasi tekrar maddelerin KGO hesaplandi (Tablo 5). ikinci
uzman gorusu sonrasi 20 maddenin KGO’nun 0,778 ve Uzeri bir degerde oldugu géruldu. 0,778 degeri
altinda bir KGO’ya sahip 1 madde 6lgekten ¢ikarildi. Cikarilan madde igin gunlik hayatta sik kullanilan
bir aktivite olmamasi gerekge olarak belirtiimisti. Bu degerlere gére dlgegin toplam KGO 0,98 olarak
hesaplandi ve 20 maddeden olusan taslak 6lgek son halini aldi.

Tablo 5. ikinci uzman gériisii sonrasi olugan maddelerin KGO.

KGO KGO KGO
1.Md. 1 8.Md. 1 15.Md. 1
2.Md. 1 9.Md. 1 16.Md. 1
3.Md. 0,9375 10.Md. 1 17.Md. 1
4.Md. 1 11.Md. 0,4375 18.Md. 1
5.Md. 0,8125 12.Md. 1 19.Md. 1
6.Md. 1 13.Md. 0,9375 20.Md. 1
7.Md. 1 14.Md. 1 21.Md. 1

KGO: Kapsam Gegerlik Orani, Md.: Madde
4. Tartisma ve Sonug

Omuz problemlerini degerlendirmede yeni bir dlgek gelistiriimesi amaciyla planladigimiz galismamiz
sonucunda, olusturulan madde havuzunun uzman goérlsiu alinmasi slreci sonrasinda madde
havuzunda yer alan maddelerin 20’sine ait KGO degerinin 0,778 tizerinde oldugu belirlendi.

Tarkiye'de kultirel adaptasyonlari yapilarak kullanilan omuz él¢ekleri incelendiginde Amerikan Omuz
ve Dirsek Cerrahlari Standart Omuz Degerlendirme 6lgedinde [25] calismamizdan farkli olarak kapsam
gegcerligi igin tavan-taban etkisi yéntemi kullanilmistir. Omuz Agri Dizabilite indeksi anketinin Tiirkge
gecerlik ve glvenirliginde [26] kapsam gegerligine yer verilmemis ancak Alman kdltirel adaptasyon
galismasinda [27] KGO 0,68 ila 0,89 arasinda oldugu, KGO'niin 0,94 oldugu belirtilmistir. Calismamizda
da KGO 0,81 ila 1 degeri arasinda ve KGO 0,98 hesaplanarak kapsam gegerliginin saglandidi literatiirle
uyumlu olarak ortaya koyuldu. KGO, KGO kavramlari érnek calismamiz lzerinde anlatilarak 6lgek
gelistirme slirecinde nasil kullanilacagi basit bir dille ifade edildi.

Literatiirde uzman sayisina bagli olarak hesaplanan KGO’nde fikir birlikteligi olusmadigi gérilmustir.

Olgek gelistirmede kullanilan kapsam gegerligi baslikli calismada, Ayre ve Scally'in [14] calismalari
kaynak gdsterilerek 8 kisilik bir uzman kurulunda KGO’nlin en az 0,75 olmasi gerektigi belirtiimistir [16].
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Geckil ve Tikici [28] ise Lawshe’nin [13] ¢alismasini referans gdstererek 8 Kigilik bir uzman kurulunda
KGO'niin 0,78 olmasi gerektigini belirtmislerdir. Lawshe ve Ayre’nin calismalari incelendiginde; KGO
hesaplanmasini ilk olarak 1975 yilinda Lawshe’nin hesapladigi ve 2014 yilinda Ayre ve Scally’in bu
hesaplama ydntemini analiz ederek giincelleme yaptiklari belirlenmistir. Lawshe 8 kisilik bir uzman
kurulunda KGO’niin 0,75 olmasi gerektigini, Ayre ve Scally ise 8 kisilik bir uzman kurulunda KGO'niin
0,778 olmasi gerektigini gcalismalarinda belirtmislerdir. Calismalardaki bu farkliligin Ayre ve Scally’in
makalelerinde yer alan Kkarsilastirmal tablo okumasindaki hatadan kaynaklanabilecegini
diisinmekteyiz. Bizim galismamizda da Ayre ve Scally’in hesapladigi gibi KGO 0,778 kabul edilerek
madde analizleri yapiimigtir.

Madde havuzunda yer alan maddelerin dijital ortamda Google Formlar platformu kullanilarak uzman
gorusleri alinmis ve KGO’lari hesaplanmistir. Uzman goérisinan, fiziki formlar kullanilarak degil de dijital
olarak Google Formlar platformu kullanilarak alinmasinin fiziki yéntemlere gére daha kolay oldugu
uzmanlar tarafindan ifade edilmistir. Bu yontemin kagit israfini 6nlemek ve kirtasiyeciligi azaltmak
acisindan daha yaygin kullanilmasi gerektigini disunmekteyiz.

ilk uzman gériisii alinma siirecini takiben, hesaplanan KGO degerlerinde beklenen degerin altinda kalan
maddeler icin, uzmanlarin onerileri de dikkate alinarak yapilan degisiklikler sonucu maddelerin KGO
degerleri ve dlgegin toplam KGO degerinin yiikseldigi belirlendi. Bu durumun yapilan degisiklikler ile
Olcekte yer alan maddelerin hastalar tarafindan daha kolay anlasilabilir olmasi ve degerlendirilmesi
hedeflenen parametrelerin dlclilmesinde daha glvenilir hale gelmesi acisindan 6nemli oldugunu
distinmekteyiz. Calismamiz bu yoniyle ikinci kez uzman gortist alinarak KGO hesaplanabilecedini
gOsteren literattirdeki sayili galisma igerisinde yer almistir.

Calismamizda uzman kurulu olugturulmasi surecinde alanda 6lgegi kullanabilecek farkli disiplinlerden
profesyonellere yer veriimemis olmasi ¢galismamizin bir limitasyonu olarak ifade edilebilir.

Bu calisma dlgek gelistirme galismalarinda kapsam belirleme, uzman goérisu alinmasi ve kapsam
gecerliginin saglanmasi asamalarini érnek bir calisma ile gdstermistir. Olgek gelistirmede uzman
sayisina gére dikkate alinan KGO’niin kullaniminda referans kaynaklara dikkat edilmesi gerektigini
vurgulamistir.

Tesekkur
Bu galisma; TUBITAK 2211-Yurt i¢i Doktora Burs Programlari kapsaminda desteklenmektedir.
Etik Beyani

Bu calismada, “Yiiksekégretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi gecen yénergenin “Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigine
Aykiri Eylemler” basligi altinda belirtilen eylemlerden hicbirinin gerceklestiriimedigini taahhlit ederiz.
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Bu calisma, yeni nesil kozmetik peptid argireline molekilinin cilt yaslanma sireglerinde yer alan bazi
enzim aktiviteleri Gzerindeki degisimini degerlendirmek icin tasarlanmistir. Tirozinaz, kolejenaz, elastaz ve
hiyalironidaz enzimleri cilt yaslanmasinda, dogrudan ve terapétik etkileri nedeniyle dikkat ceken
enzimlerdir. Yuksek elastaz inhibisyonu kirnigiklik énleyici, tirozinaz inhibisyonu beyazlatma etkili, kolejenaz
inhibisyonu esneklik ve hyallronidaz inhibisyonu anti-inflamasyon etkisi gostermektedir. Bu nedenle, son
doénemlerde kozmetikte trend olarak kullanilan argireline molekilinun, etkinligi ¢alisiimistir. Test edilen
genel aktiviteler g6z 6niine alindiginda, argireline bilesidinin umut verici yaglanma karsiti bilesik oldugu
degerlendirilmigtir.
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ABSTRACT

This study was designed to evaluate the alteration of the new generation cosmetic peptide argireline molecule
on some enzyme activities involved in skin aging processes. Tyrosinase, collagenase, elastase and
hyaluronidase enzymes are the enzymes that attract attention due to their direct and therapeutic effects in skin
aging. High elastase inhibition anti-wrinkle, tyrosinase inhibition whitening effect, collagenase inhibition elasticity
and hyaluronidase inhibition anti-inflammation effect. For this reason, the effectiveness of the argireline
molecule, which has been used as a trend in cosmetics recently, has been studied. Considering the overall
activities tested, the argireline compound was judged to be a promising anti-aging compound.

Keywords: Argireline, tyrosinase, collegenase, elastase, and hyaluronidase
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1. Giris

Peptitler, kollajen tretimini uyaran, hiicresel suregleri tetikleme yetenegi vaat eden, kisa amino asit dizili
zincirleridir [1]. Son yillarda yapilan arastirmalarda, aktif kozmesotik bilesenler olarak peptitler, yara
iyilesmesine ve insan derisi fibroblastlarinin blylime uyarimi tizerine evrildi. Yaslanan ve deforme olmus
cildin huicresel ve biyokimyasal sureclerine yonelik ileri arastirmalar, bu surecleri yavaglatmak icin yeni
stratejilere hedeflenmistir. Hiicre blylimesi icin anahtar bir enzim olan protein kinaz C'nin aktivasyonu
yoluyla, bliyume faktérleri olarak hareket eden peptitler Gizerinde mevcut ¢galismalar bulunmaktadir [2].

Kollajenaz, elastaz ve hiyaliironidaz cilt yaslanmasinda dogrudan rol oynayan enzimlerdir [3]. Cilt
yaslanmasi insan vicudunda ilerleyici bir biyolojik suregtir ve sadece zamana bagli degildir. Aslinda,
esas olarak igsel (kronolojik) ve digsal yaslanmadan (foto-yaslanma) kaynaklanmaktadir. Bu ikinci
mekanizma, ultraviyole (UV) radyasyonlarinin maruz kalmasindan ve dis etkenlerden (kirlilige veya
nikotine maruz kalma.. gibi) kaynaklanmaktadir ($ekil 1). Bu yaslanma sireci, 6rti sisteminin farkl
bilesenlerinde degisiklikler getirir. Hicre katman sayisi degismese de epidermis incelir. Kronik UV
hasarll insan derisinde kan damarlari da gittikgce azalir. Bu hasarin, elastik liflerin, kollajen liflerin ve
hyaluronik asidin degradasyonu ile Ust dermal bag dokusunda belirgin dejeneratif degisiklikler sonucu
olustugu bilinmektedir. Bunun nedeni muhtemelen, fibroblastlar ve gesitli inflamatuar hiicrelerde tretilen
elastaz, kollajenaz ve hyallronidaz ekspresyonunun artmasidir [4].

Elastin, deri de dahil olmak Uzere bag dokularinda bulunan elastik 6zelliklere sahip bir proteindir.
Gerilme veya geri tepme sonrasi doku yapisinin korunmasinda énemli bir role sahiptir. Birkag ¢alisma,
cilt yaslanmasinin dogrudan elastinin bozulmasiyla iligkili olabilecedini distindirmektedir [5, 6]. UV
Isinlarina asiri maruz kalma ve asirt ROS Uretimi, dermal elastin fiber aginin hidroksilasyonuna neden
olan elastaz ekspresyonunu tetikler. Elastaz inhibitérleri, dermal elastik liflerin dogrusalligini ve cilt
elastikiyetini artirarak kirigikliklari ve sarkmalari énleyebilir [7].

Hyaluronik asit, kirigikliklarin azalmasinda, yaralarin iyilesmesinde ve cildin plriizsiz ve nemli
kalmasinda édnemli bir rol oynar. Hyallronidaz enzimi, hyaluronik asidin hidrolizini katalize ederek vicut
sivilarinin viskozitesini azaltir ve bag dokularinin gegirgenligini arttirir. Bu nedenle hiyallronidaz
inhibitorleri, hyaluronik asidin anabolizmasi ve katabolizmasi arasindaki dengeyi koruyan, cildi nemli ve
purlizsuz tutan etkili dizenleyici ajanlardir [8].

Ote yandan UV giines 1s1§1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), melanin Uretim ve dagitim siireci olan
melanogenezi aktive eder (Sekil 1). Melanin pigmentinin varligi nedeniyle cilt pigmentasyonunda rol
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oynayan anahtar protein olan tirozinaz (tyr) aktive edilir ve hiperpigmentasyon uretilir. Melanin pigmenti
iceren melanositlerin sayisi azalir ve boyutu artar. Melanin, cilt renginden sorumlu ana maddedir. UV
glnes 1s1gin1 %75'e kadar emerek ve reaktif oksijen turlerini (ROS) temizleyerek cildi korumaktan da
sorumludur [9]. Tirozinaz, melanositlerde melanin sentezini katalize etmekten sorumlu bakir igeren bir
monooksijenazdir. Cildin anahtar dizenleyici enzimlerinden biridir. Melazma, iltihaplanma sonrasi
hiperpigmentasyon ve glnes cilleri gibi yUz hiperpigmentasyon bozukluklari, hastalarin yagsam kalitesi
Uzerinde buylk etkisi olabilen ve genellikle tedavisi zor olan sik goérilen cilt rahatsizliklaridir. Ayrica cilt
yaslanma bozukluklari ile de iligkilidirler [10].

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda, insan viicudundaki enzimlerin etkilerini dederlendirme, genis bir biyolojik
kozmetik yelpazesi icin yeni terapdtikleri anlamak ve bulmak agisindan énemlidir. Ticari adi, argireline
olarak da bilinen asetil heksapeptid-8, botoks benzeri cilt sikilagtirma etkileri sayesinde son zamanlarda
cok fazla ilgi goren bir peptittir [11]. Ancak botoksun yiiksek norotoksisitesi, kullanimini ciddi sekilde
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, botoksun etkisini taklit eden, toksik olmayan molekdllerin
tasarlanmasina ve dogrulanmasina ihtiyag vardir [12]. Calismada; yeni nesil bir peptid olan argireline
bilesiginin (Sekil 2) yukarida bahsedilen kollajenaz, elastaz, hyaliironidaz ve tirozinaz enzimleri Gizerine
etkileri in vitro olarak degerlendiriimistir.
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Sekil 2: Argireline (Asetil heksapeptid-8) molekiliiniin kimyasal yapisi
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2. Materyal ve Metot
Tirozinaz Enzim Aktivitesi

Tim saflastirma basamaklari 25°C'de gergeklestirildi. 50 g muz, hizla ince dilimler halinde kesildi. 100
mL pH 7,3 0.1 M fosfat tamponu, %5 polietilen glikol ve 10 mM askorbik asit iceren reaksiyon ortaminda
2 dakika blenderda karistirildi. Elde edilen homojenat suzildikten sonra, stzinti 40 dakika boyunca
+4 °C’de 10.000 rpm'de santrifijlendi. Stpernatana %80 doygunlukta (NH4)2SO4 ¢dktirmesi uygulandi.
Nihai ¢cokelti, minimum hacimde 5 mM fosfat tamponu iginde ¢6zlldi ve daha sonra ayni tampona karsi
diyaliz edildi. Enzim solisyonu daha sonra, pH 5.0 5 mM fosfat tamponu ile 6nceden dengelenmis
Sepharose 4B-tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolonuna uygulandi [13]. Afinite jeli, muzdan elde
edilen tirozinaz enzimi ellie edilmeden 6nce, 1 M NaCl ve 5 mM pH 7.0 fosfat tamponu ile yikandi. Enzim
aktivitesi Espin ve ark. yontemine gore [14], katekol substrati kullanilarak, 420 nm'de absorbans artigi
Olclilerek ve 3 kez tekrar edilerek belirlendi. Pozitif standart olarak, kojik asit kullaniimistir.

Kollajenaz Enzim Aktivitesi

Kollajenaz enzim aktivitesi yodntemi, literatlirde bildirilen spektrofotometrik ydntemin modifiye
edilmesiyle, mikroplate okuyucuda gergeklestirilmistir [15].

Aktivite 6lcimu icin, 400 mM NaCl ve 10 mM CaClz ile pH 7.5 igeren, aktivite tamponu hazirlanmistir.
Ticari olarak, Clostridium histolyticum'dan (ChC - EC.3.4.23.3-Sigma) elde edilen kollajenaz enzimi, 0.8
U/mL baslangi¢ konsantrasyonunda kullaniimak Gzere tampon iginde ¢ozulmustir. Sentetik substrat N-
[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) aktivite tamponunda 2 mM'a kadar ¢ézilmistir. Negatif
kontroller su ile gergeklestiriimisti. 335 nm'deki absorbans, substrat eklendikten hemen sonra
Olculmustir ve epigallokatekin galat 250 yM (0.114 mg/mL) pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

Elastaz Enzim Aktivitesi

Elastazin inhibisyonu, enzimin N-succ-(Ala)3-nitroanilid (SANA) substrati ile reaksiyonu sirasinda p-
nitroanilin tretiminin dlgtlmesiyle belirlendi. Deney, domuz pankreas elastazini (3.3 g/mL) iceren Tris-
HCI tamponu (0.1 M, pH 8.0) icinde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimi, 20 dakika boyunca argireline
bilesigi varliginda ve yoklugunda inkube edildi. Substrat (1.6 mM) eklendikten sonra enzim aktivitesi 410
nm'de izlendi. Oleanolik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.

Hiyaltironidaz Enzim Aktivitesi

Hyaluronidazin inhibisyonu, Chompoo ve ark. [16] tarafindan bildirilen yontem ile belirlendi. 77 mM NacCl
ve %0.01 sigir serum albumini (BSA) ile 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) iceren 100 uL enzim
¢ozeltisi (1.5 V) ile inkiibe edildi. 37°C'de 10 dakika sonra, 100 pL substrat ¢ozeltisi (300 mM sodyum
fosfat igcinde %0.03 hyaluronik asit, pH 5.35) ilave edildi ve reaksiyon karigimi, 45 dakika daha 37°C'de
inktibe edildi. Hyaluronik asit, sodyum asetat (24 mM) ve asetik asit (79 mM, pH 3.75) icinde %0.1 BSA
iceren 1 mL asit albumin ¢ozeltisi ile ¢cokeltildi. Oda sicaklidinda 10 dakika sonra, absorbans 600 nm'de
izlendi. Oleanolik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.

istatiksel Analiz
TUm testler Ug¢ tekrarli olarak gergeklestiriimis ve degerler ortalama + SD olarak ifade edilmistir.

3. Bulgular

Tirozinaz, Kollajenaz, Elastaz ve Hyaliironidaz Enzimleri Uzerine Argirelinin Etkisi

Bu calisma ilk kez, literattirde in vivo deneyleri [17] ve faz ¢alismalari bulunan [18], ticari olarak yaygin
sekilde kozmetik sektdriinde kullanilan [19], bir heksapeptid molekilin biyokimyasal suirecleri tetikleyen
yasllikla alakali enzimler Gzerine inhibitér aktivitelerini ortaya koymustur. Sentetik molekdl argireline
bilesiginin farkli enzimlere (tirozinaz, elastaz, kollajenaz ve hiyallronidaz) karsi inhibisyon etkisi
incelenmistir. inhibisyon profilleri; 1ICso degerleri hesaplanarak (Tablo 1) ve kiyaslanmalari siitun grafigi
(Sekil 3) seklinde verilmistir. Yapilan galigmada; bilesik tim enzimleri kuvvetli bir sekilde inhibe etmistir.
En yuksek inhibitdr etkisini, tirozinaz enzimine karsi gostermistir.
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Argireline bilesigi yiksek tirozinaz inhibitor aktivitesi (ICso 12.24+0.80 uM) sergilemistir. Bu sonug pozitif
standart kojik asitten (ICso 17.9 yuM) daha disik bulunmustur [20]. Kollajenaza karsi argireline bilesigi
95.28+0.45 uM ICsq degeri ile, referans bilesik olan epigallokatekin galattan (ICsp = 120.8 uM) 1.25 kat
daha aktiftir [21]. Argirelin bilesiginin anti elastaz aktivitesi (ICsp = 27.47+£1.53 uM), standart inhibitor
olan oleanolik asit (ICso = 25.7 uM) [22] degeri ile ¢ok yakin oldugu goérilmustir. Son olarak,
hyallronidaz enzimine kargi argirelin (ICso = 126.78+2.56 uM) pozitif referans olan, oleanolik asitten
(ICso = 212.4 uM) [22] yaklasik 1.5 kat daha etkili oldugu yapilan deneylerle belirlenmistir.

Tablo 1: Tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve hyalironidaz enzimleri Gzerine argirelinin etkisi

Tirozinaz Kollajenaz Elastaz Hyallironidaz
I1Cso (|J|V|) ICso (LIM) ICso (|JM) ICs0 (|JM)
Argireline 12.24+0.80 95.28+0.45 27.47+£1.53 126.78+2.56
140
o 120 I
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Anti Enzim Aktiviteleri

Sekil 3:Tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve hyallironidaz enzimleri Gzerine argirelinin etkisi

4. Tartigma ve Sonug

Son yillarda, tiiketicilerin dogal kaynaklardan elde edilen koruyucu ve tedavi edici islevi olan kozmetik
Urdnlere olan talebi, bu sektoru alternatif etken madde arayiglarina yoneltmistir. Biyoaktif peptitler, genis
bir biyoaktivite yelpazesine sahiptir ve bu durum onlari bu kozmetik Grtinlerin geligtirilmesi i¢in ideal
adaylar haline getirmistir. In vitro calismalar, biyoaktif peptitlerin elastaz, kollajenaz, tirozinaz ve
hiyaltironidaz gibi yaglanma ile ilgili enzimleri inhibe etme O&zelliklerine ek olarak antioksidan,
antimikrobiyal ve antienflamatuar aktiviteler dahil biyolojik 6zellikler sergiledigini gdstermistir [23].

Melanin, cilt renginden sorumlu ana pigmenttir. Bununla birlikte, melanin tretiminden sorumlu olan
tirozinazin asin Uretimi oldugunda, cilt hiperpigmentasyonuna neden olur ve bu da agik ila koyu
kahverengi lekeler, yiiz, boyun ve govdede dizensiz gri lekeler ve solgunluk gibi daha koyu bir cilt
gorinumuine yol agar. Ayrica cilt hiperpigmentasyonuna neden olan diger faktorler; otoimmun durumlar,
UV radyasyonuna maruz kalma, hormonal degisiklikler, genetik faktdrler, hormonal tedavi veya dogum
kontrol haplari ve yan etki reaksiyonlarina neden olan ilaglardir [24]. Tirozinaz, oksidasyon reaksiyonunu
katalize etmek icin aktif bélgesinde bakir igeren bir enzimdir; bu nedenle, bu enzimi inhibe etmek igin
aktif bolgeyi bloke eden veya bakir iyonlarini selatlayan biyoaktif bilesikler kullanilabilir.
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Elastin; aort, akciger, kikirdak, elastik baglar ve cilt gibi bag dokularina esneklik saglayan hicre disi bir
matris proteinidir. Elastin, kollajenden kabaca 1000 kat daha esnektir; bu nedenle elastinin ana islevi
tam olarak dokularin esnekligidir [25]. Elastin; vaskller diz kas hicreleri ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. Bu sure¢ normalde vicut olgunluga erigtiginde ergenlikten hemen sonra durur.
Kollajene ek olarak, cildin elastikiyetini ve sikiidini korumak i¢in elastin Uretilir. Bununla birlikte, elastin
liflerindeki azalma, elastaz enziminin asir Uretilmesinden kaynaklanir ve ardindan mekanik doku
ozelliklerini azaltir [26].

Kollajen, insanlarda bulunan en bol proteindir ve dermisin birincil yapisal bileseni olarak, insan cildine
gl¢ ve destek vermenin yani sira cilt elastikiyetini ve esnekligini geri kazandirmaktan sorumludur. En
az 16 tip kollajen vardir, vicuttaki kollajenin yaklasik %90'1, tekrar eden bir Gly-Pro-X dizisi iceren ve
karakteristik bir G¢li sarmal yapiya dénusen tip |, Il ve lll'ten olusur [27]. Normal ciltte, cildin elastikiyetini
ve sikiligini korumak igin kollajen tekrar tekrar uretilir ve pargalanir. Bununla birlikte, genel olarak,
kollajendeki azalma, matris-metaloproteazlarin ve kollajenaz enzimlerinin asiri Uretiimesinden
kaynaklanir [28].

Hiyallironan olarak da adlandirilan hyaluronik asit, dermisin hlicre disi matrisinin bir biyopolimer
bilesenidir ve insan viicudunun birgok dokusunda (6rnegin eklem sivisi, gézler, dis eti, iskelet dokulari
ve kalp kapakgiklari) dogal olarak bulunur. Su baglama kapasitesi nedeniyle ciltte nemin korunmasi ile
iliskilidir [29], cilt genclesmesinde 6nemli bir rol oynar, viskoziteyi artirir ve hicre digi sivinin
gecirgenligini azaltir [28]. Normal ciltte, cildin nemini korumak icin hyaluronik asit dretilir. Ancak
hyaluronik asitteki azalma hiyallironidaz enziminin asiri tretilmesinden kaynaklanir. Su anda kozmetik
endustrisi topikal uygulama igin hyaluronik asit igeren uUrGnler sunmaktadir, ancak hyaluronik asidin
eksojen uygulamasi inflamatuar bir cevaba neden olabilir [29]. Bu nedenle, hyaluronik asit
degradasyonunun inhibisyonu, cildi korumak icin gereklidir.

Bazi galismalar, ciltteki bir¢cok fizyolojik yolu ayni anda faydali bir sekilde etkileyebilen, ¢ok islevli
biyoaktif peptitleri bildirmektedir. Ayrica, in vivo ¢alismalar, biyoaktif peptitlerin topikal uygulamasinin
veya tiketiminin kayda deger bir cilt korumasina sahip oldugunu ortaya koymustur [30]. Bu 6zellikler,
koruyucu etkinin altinda yatan mekanizmalari tam olarak aydinlatiimamis olsa da, biyoaktif peptitlerin
spesifik fizyolojik islevler saglayarak cilt sagliginin iyilestirimesine katki saglayabilecegini
dusundirmektedir.

Cilt yaslanmasiyla ilgili kozmetik pazari sirekli olarak gugli bir biylime gdésteriyor. Bu nedenle,
yaslanmayl ve lekelenmeyi Onleyici maddeler (zerine yapilan arastirmalar, popller arastirma
alanlarindandir. Yeni nesil bir heksapeptid olan, argireline bilesigi, tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve
hiyallronidaz inhibisyonlari ile birlikte hareket ederek, cilt yaslanmasini ve bunun dispigmentasyon,
kirisiklik, solgunluk ve ¢il gibi belirtilerini 6nleyebilir. Bununla birlikte, faydanin gergeklesmesi igin nihai
urinun formulde stabil olmasi, cilt tarafindan emilmesi ve klinik fayda i¢in hedefte biyolojik olarak aktif
olmasi gerektigini hatirlamak énemlidir.
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Amac: CHA2DS2-VASc skoru, atriyal fibrilasyonda (AF) tromboembolik riski tahmin etmek igin kullanilir.
Ekokardiyografik aortik sertlik parametreleriyle iligkisi bilinmemektedir. Mevcut ¢calismada CHA2DS2-VASc
skoruna gore hesaplanan risk gruplarinda aortik sertlik parametrelerinin prediktif degeri arastirimasi
amaglanmistir.

Materyal-Metot: Kardiyolojik kontrol igin rutin olarak basvuran toplam 272 hasta (116 kadin, 156 erkek, ort.
yas 61,76+11.5 yil), CHA2DS2-VASc skorlarina gore iki gruba ayrildi (skor 0 ve 1) disuUk risk ve “22"yuksek
risk olarak). 272 hastanin 153'Ginde yuksek risk vardi.

Bulgular: Aortik gerilim ve aort esneyebilirligi ylksek riskli hastalarda dustik riskli bireylerde oldugundan
anlamli derecede disukti (8,9+3,2 ve 14,1+3,9; sirasiyla P<0,001 ve 3,4+2,3 ve 6,9+3,2; P<0,001,
sirasiyla). Aortik sertlik indeksi ve elastik modulus yliksek riskli bireylerde diistk riskli bireylere gore anlamli
olarak daha yuksekti (6,5+2,9 ve 3,5+1,4; P<0,001 ve 766,6+374,5 vs. 348,4+175,9; P<0,001, sirasiyla).
Aortik gerilim ve aort esneyebilirligi, yiksek risk grubuyla negatif korelasyon gdsterdi. Aortik sertlik indeksi
ve elastik modulus, yiiksek risk grubuyla pozitif olarak korele idi. Cok degiskenli lojistik regresyon analizine
gore, elastik modulus, CHA2DS2-VASc skoru agisindan ylksek tromboembolik riskin bagimsiz
belirleyicisiydi.

Sonug: Bulgularimiz, Aort sertligi parametreleri 6lgiminin, tromboembolik olaylar gibi kardiyovaskiler
riski degerlendirmede ek bilgi saglayabilecegini ve aort sertligi bozuk olan kisilerin, olumsuz kardiyovaskdler
risk faktorlerini ve gelecekteki kardiyovaskuler olaylarin gelisimini azaltmada daha fazla dikkat etmesi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: CHA2DS2-VASc skoru, aortik sertlik, tromboembolik risk
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ABSTRACT

Background: The CHA;DS>-VASc score is used to estimate thromboembolic risk in atrial fibrillation (AF). Its
relationship with aortic stiffness parameters is unknown.

Objective: We evaluated the predictive value of the aortic stiffness parameters in risk groups of CHA2DS;-
VAScC score.

Methods: A total 272 consecutive patients (116 females, 156 males, mean age 61.76+11.5 years) who
admitted routinely for cardiologic control were divided into two groups according to CHA;DS,-VASc scores (a
score of “0 and 1” was regarded as low risk, and “22” as high risk). 153 of 272 patients had high risk.

Results: Aortic strain and aortic distensibility were significantly lower in patients with in patients with high risk
than in low risk subjects (8.9+3.2 vs. 14.1+3.9 respectively; P<0.001 and 3.4+2.3 vs. 6.9+3.2 respectively;
P<0.001). Aortic strain iIndex and elastic modulus were significantly higher in patients with high risk than in low
risk subjects (6.5+2.9 vs. 3.5+1.4 respectively; P<0.001 and 766.6+374.5 vs. 348.4+175.9 respectively;
P<0.001). Aortic strain and aortic distensibility were negatively correlated with high risk group. Aortic stiffness
index and elastic modulus were positively correlated with high risk group. According to multivariate logistic
regression analysis, elastic modulus was independent predictors of high thromboembolic risk in terms of
CHA2DS2-VASc score.

Conclusion: Our findings suggest that Aortic stiffness parameters measurement could provide additional
information on assessing cardiovascular risk such as thromboembolic events, and individuals with impaired
aortic stiffness should receive more attention to reduce unfavorable cardiovascular risk factors and the
development of future cardiovascular events.

Keywords: CHA2DS2-VASc score, aorist stiffness, thromboembolic risk
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1. Giris

Yaslanma, kardiyovaskuler hastaliklarda 6nemli bir risk faktori olup Kardiyovaskuler organlarin
disfonksiyonu ile takindan iligkilidir. Yaslanma ile arterlerde 2 6nemli degisiklik meydana gelmektedir.
Bunlardan ilki endotelyal disfonksiyon digeri ise santral arteriyel sertliktir [1]. Calismalar artmis aort
sertligi ile hipertansiyon, diabetes mellitus, ateroskleroz, kronik bébrek yetmezIligi, bag hastaliklari,
sigara ve yaslanma arasinda bir iliski oldugunu gostermistir[1-5]. Bu faktorlerin birlikteligi damar
duvarindaki fonksiyon kaybini artirir ve damar yaslanmasinin daha erken yaslarda ortaya ¢ikmasina
neden olur[6]. Ayrica risk faktorlerindeki artis, damar yaslanmasinin yani sira serebrovaskuler olaylar
ve koroner arter hastaligi gibi komorbid durumlarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunur. Kardiyovaskdler
mortalite ve morbiditenin dnlenmesi i¢in risk faktorlerinin kontrolll 6zellikle énemlidir. Tedavi hedefleri
Isiginda degistirilebilir risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi veya degistiriimesi ile bu hastaliklarin
ilerlemesini durdurmak veya 6énlemek mimkiandur[1].

Aort sertligi (AS), bir arterin basing degisikliklerine yanit olarak genisleme ve daralma kapasitesini
yansitir[7]. AS, arter duvarinin yapisal ve geometrik 6zellikleri ile arteriyel duvar ve basing ile yakindan
iliskilidir[2]. Ayrica vaskiler yaslanmanin 6nemli bir belirteci olan AS, kardiyovaskiler ve
serebrovaskuler mortalite ve morbiditeyi artirdigi ortaya konmustur[1]. Aort gerilimi (AG), aort
esneyebilirligi (AE), aortik sertlik indeksi (ASI) ve aortik artis indeksi ile AS arasindaki iliski cok sayida
calismada incelenmistir[8, 9]. Noninvaziv AS parametreleri olarak kullanilan AG ve AE aortun mekanik
Ozelliklerini ve elastikiyetini yansitir. AG, damar ¢apindaki ylizde degisimi gosterirken, AE damar
capindaki herhangi bir degisiklikte nabiz basincinin etkisini gosterir. Noninvaziv olarak hesaplanan ASI
ise invaziv arter sertligi 6lgiimleriyle korele oldugu gosterilmistir[10]. Ayrica AG, AE ve ASI olgimleri
ucuz ve kolay ekokardiyografik yontemlerdir. Olgiimler ek girisimsel islemlere, dzel cihazlara ve egitimli
personele ihtiya¢ duymadan rutin olarak yapilabilmektedir.
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CHA2DS2-VASc risk skoru, her biri igin 1 puan verilerek hesaplanan ucuz ve kolay bir skorlama
sistemidir; konjestif kalp yetmezligi (ejeksiyon fraksiyonu < %40), hipertansiyon, 65-74 yas arasl,
diabetes mellitus, vaskiler hastalik (miyokard enfarktlisi veya periferik arter hastaligi) ve kadin cinsiyet,
2 puan; inme veya gegici iskemik atak oykisl ve> 75 yas) CHA2DS2-VASc risk skoru, kapak digi atriyal
fibrilasyon hastalarinda tromboemboli riskini tahmin etmek i¢in kullanilir[11].

Bu calismada, CHA2DS2-VASc risk skoruna goére yuksek riskli hastalarda AS parametrelerinin yakindan
iligkili olup olmadidini belirlemeyi amacladik.

2. Materyal ve Metot

Calisma Popiilasyonu

Bu gbzlemsel ¢calismaya Mayis 2017-Adustos 2017 tarihleri arasinda Stleyman Demirel Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kardiyoloji Anabilim Dali poliklinigine bagvuran ve ekokardiyografi laboratuvarimiza kalp
hastaligi sUphesiyle bagvuran ardisik 272 hasta (116 kadin, 156 erkek, ort. yas 61.76+11.5 yil) dahil
edildi. TUm hastalarin tibbi 6ykisu, fizik muayenesi, antropometrik élgiimleri, elektrokardiyogramlari ve
ekokardiyografik degerlendirmeleri yapildi. Calisma kurumsal etik kurul tarafindan onaylandi (Onay tarih
ve sayl: 25.12.2018/72867572.050.01.04-299118) ve tum hastalardan bilgilendirilmis onam alindi.
Proseddrler, insan deneylerinden sorumlu kurumsal komitenin etik standartlarina ve 1983'te revize
edilen 1975 tarihli Helsinki Bildirgesi'ne uygundu. Hari¢ tutma kriterleri perikardiyal eftizyon, zayif
ekokardiyografik pencere ve kronik bdbrek ve karaciger hastaligi dykusu, orta ila siddetli kalp kapak
hastaligi, malignite, sistemik veya pulmoner emboli, kronik hematolojik hastaliklar, akut veya kronik
inflamatuar hastalik, otoimmin hastalik, hiperparatiroidizm, hiperkalsemi, hiperfosfatemi ve protez
kapak bulunusu idi. CHA2DS2-VASC skoruna goére hastalar iki gruba ayrildi; “0 ve 1”7 skoru dusUKk risk,
“>2” yuksek risk olarak kabul edildi.

Ekokardiyografi

Sol atriyal (LA) c¢apini, interventrikiler septum (IVS) kalinligini, sol ventrikil arka duvar (LWPW)
kalinhgini, sol ventrikiler diyastol sonu ¢apini (LVEDD), sol ventrikil sistol sonu ¢apini (LVESD), sol
ventrikll ejeksiyon fraksiyonunu (EF)ve kapak fonksiyonlarini hesaplamak ve degerlendirmek amaci ile
M modu, iki boyutlu ve Doppler ekokardiyografik incelemeler Philips iE 33 xMatrix ile yapildi. Sol atriyal
ve ventrikller boyutlar ve sol ventrikil EF, Amerikan Ekokardiyografi Dernegi M-mode teknigi
kullanilarak parasternal uzun eksen gériinimde M-mode ekokardiyografi ile dl¢ctldi[12]. Mitral ve aort
yetmezIigi varli§i Doppler renkli akim haritalamasi ile degerlendirildi. Rutin ekokardiyografik inceleme
sonrasl her hasta sol tarafina hafifce yaslanacak sekilde yatirildi. Aort ¢api élgimleri parasternal uzun
eksen gorintiide M-modu 6rnekleme hatti aort kapaginin 3 cm yukarisina yerlestirilerek elde edildi. Aort
sistol capi (AoSD) aort kapagi tam agikken ol¢lldu ve aort diyastol capi (AoDD) elektrokardiyogramda
QRS kompleksinin zirvesinde o6lguldi. AG ve AE ve diger dlgumler, aort caplari ve kan basinci
kullanilarak 6nceden tanimlanmis formdllere gére asagidaki gibi hesaplandi[13].

1) Arter ¢ap degisimi (mm) =SD-DD

2) Arter gerilimi= (SD-DD)/DD

3) Elastik modul (Em) = [Sistol kan basinci (SBP) - Diyastolik kan basinci (DBP)]/geriime
4) Arter sertligi indeksi B (ASI) = Ln (SBP/DBP)/gerilme (Ln: dogal logaritma)

5) Arteriyel esneyebilirlik = (2xgerilme)/ (SBP-DBP)

istatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler icin SPSS versiyon 16.0 paket programi kullaniimistir. Kategorik
degiskenler frekans (%) olarak ifade edildi ve x2 testi ile karsilastirildi. Sayisal deg@iskenlerin dagihmini
test etmek icin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi; normal dagihma sahip olanlar ortalama * standart
sapma olarak ifade edildi ve Student t-testi ile karsilastiriidi. Normal dagihm gdstermeyen veriler
medyan (Ceyrekler arasi aralik (IQR) %25-%75 persentil) olarak ifade edildi ve Mann-Whitney U testi
ile karsilastirildi. TUm istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
CHA2DS2-VASc risk skoru, AS parametreleri ve diger klinik, laboratuvar ve ekokardiyografik
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parametreler arasindaki korelasyonlar, uygun durumlarda Pearson veya Spearman korelasyon analizi
ile yapildi. Hangi faktorlerin ylksek tromboembolik risk ile iligkili oldugunu belirlemek igin ikili lojistik
regresyonun tek degiskenli analizi yapildi. Bu olasi karistirici faktorlerin her biri dahil edildikten sonra,
ylksek tromboembolik riskin saptanmasi igin olasilik oranini (OR) ve %95 gliven araligini (%95 CI)
tahmin etmek icin geriye donik kosullu ikili lojistik regresyon analizi yapildi. Yiksek tromboembolik riski
saptamak i¢cin AS parametrelerinin prognostik dederini analiz etmek Gzere alici galisma dzellikleri (ROC)
egrisi analizi kullanildi. C-istatistik (egrinin altindaki alan), birlesik bir duyarlilik ve 6zgilliik tahmini olarak
sunuldu.

3. Bulgular

Calisma populasyonunun temel klinik o6zellikleri Tablo 1'de o6zetlenmigtir. Yas, kadin cinsiyet,
hiperlipidemi, hipertansiyon ve diabetes mellitus, yiksek CHA2DS2-VASC skoru grubunda, disik
CHA2DS2-VASC skoru grubuna goére daha fazla gértlmastir. Calisma populasyonunun laboratuvar
bulgulari Tablo 1'de &zetlenmigtir. iki grup arasinda aclik glukoz ve kreatinin diizeyleri disinda
istatistiksel olarak anlamh fark yoktu (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Calisma populasyonunun
ekokardiyografik bulgulari Tablo 1'de 6zetlenmistir. IVS kalinligi yiksek riskli hastalarda disik riskli
deneklere gére anlamli olarak daha yUksekti (sirasiyla 1,1+0,1 ve 1,0+0,08 mm; P<0,001). LVEDD,
yuksek riskli hastalarda dusuk riskli kisilere gore anlamli olarak daha yuksekti (sirasiyla 48,7+0,4 ve
44,610,3 mm; P<0,001). LVESD, yuksek riskli hastalarda dusuk riskli deneklere gére anlamli olarak
daha yuksekti (sirasiyla 26,710,2 ve 25,1+£0,2 mm; P< 0,001). AE, yuksek riskli hastalarda dusuk riskli
kisilere gore anlamli derecede ylksekti (sirasiyla 2,8+0,1'e karsl 2,7+0,2 mm; P< 0,001). AG ve AE,
dusuk riskli deneklere goére yuksek riskli hastalarda anlamli olarak daha dusuktu (sirasiyla 8,9+3,2'ye
karsi 14,1+3,9; sirasiyla P<0,001 ve 3,4+2,3'e karsi 6,9+3,2; P<0,001). ASI ve Em, yiksek riskli
hastalarda dusuk riskli kisilere gére anlaml olarak daha yuksekti (sirasiyla 6,5+ 2,9'a karsi 3,5%1,4;
sirasiyla P<0,001 ve 766,6+374,5'e kargl 348.4+175,9; P<0,001).

Tablo 1. Galisma populasyonunun temel klinik 6zellikleri

Degiskenler Dustik CHADS- Yuksek CHADS-VASC P degeri
VASC skoru (n=119) skoru (n=153)
Yas, yil 54,1+ 8 69,0+ 10 <0,001
Kadin cinsiyet, n (%) 14 (11,8) 102 (66,7) <0,001
Hipertansiyon, n (%) 22 (18,5) 115 (75,2) <0,001
Diabetes mellitus, n (%) 13 (10,9) 80 (52,3) <0,001
Hiperlipidemi, n (%) 20 (16,8) 53 (34,6) 0,001
Sigara, n (%) 75 (63,0) 41 (26,8) <0,001
Obezite, n (%) 13 (10,9) 33 (21,6) 0,014
KAH, n (%) 24 (20,2) 73 (47,7) <0,001
inme /TIA, n (%) - 11 (6) 0,069
VKIi (kg/m?) 29+ 3,5 30+7,0 0,209
SKB (mmHg) 120,71 14,0 145,9+18,0 <0,001
DKB (mmHg) 76,9+ 7,2 87,9+10,5 <0,001
Kalp hizi (atim/dk) 43,7+ 9,0 57,9+ 11,9 <0,001
Hemoglobin, g/L 12,9+0,8 12,1+ 0,6 0,481
Trombosit sayisi (x 103 /uL) 309+24 320+ 34 0,640
Glukoz, mg/dL 98,4+32,5 168,01+88,3 <0,001
Kreatinin (mg/dl) 0,9+0,1 1,1+0,2 <0,001
HDL-kolesterol, mg/dL 41,6+7,1 42,1451 0,542
LDL-kolesterol, mg/dL 132,8+92,4 132,46+19,0 0,961
SVEF, % 48,06+7,9 38,6+11,3 <0,001
SA (mm) 39,0£3,1 42,4427 0,474
IVS (mm) 1,0+ 0,08 1,1+ 0,1 <0,001
SVPDC (mm) 0,8+ 0,06 0,9+ 0,09 <0,001
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SVSSC (mm) 25,1+0,2 26,7+ 0,2 <0,001
SVDSC (mm) 44,6+ 0,3 48,7+ 0,4 <0,001
Aortik sistolik ¢ap (mm) 3,3t 2,5 3,0£0,1 0,240

Aortik diyastolik cap (mm) 2,7+0,2 2,840,1 <0,001
Aortik gerilim 14,1+£3,9 8,943,2 <0,001
Aortik esneyebilirlik 6,9+3,2 3,4+2,3 <0,001
Aortik Sertlik indeksi 3,5¢1,4 6,5+2,9 <0,001
Elastik Modulus 348,4+175,9 766,6+£374,5 <0,001

KAH: Koroner arter hastalg, TIA: Trans iskemik atak, VKI: Viicut kitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diyastolik kan
basinci, HDL: Yuksek dansiteli lipoprotein, LDL: Dlsiik dansiteli lipoprotein, SVEF: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, SA: Sol
atriyum, IVS: interventrikiiler septum, SVPDC: Sol ventrikiiler posterior duvar ¢api, SVSSC: Sol ventrikiil sistol sonu ¢api,
SVDSGC: Sol ventrikil diyasyol sonu ¢api.

AS parametreleri ve CHA2DS2-VASC skoru ile diger klinik ve ekokardiyografik parametreler arasindaki
korelasyon analizi Tablo 2'de gdsterilmistir.

Tablo 2. Aortik sertlik parametreleri ile calisma degiskenleri arasindaki korelasyon

g c c
2| £ = ! < c S s
2185 8 | x913%5| 83| § a N | 22 3
£2| @ % g go¢ =2 | x| < 8 0 o = = - g 1258 o 2
Sc| xg =¥ | 8a| 52| 2 = o a T I = g = 2
<ao| Ee N S < n o | 2@ ] < o o X £
- = = > T c O n O v [%) © (@]
R =] 17} o3 > 1) > &=
T | < < 186 n
Ll
Aortik = r=- r= r=- r=- = r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r= r=- r=-
gerilim 0,964 | 0,943 | 0,963 | 0,588 | 0,616 | 0,789 | 0,821 | 0,512 | 0,606 | 0,389 | 0,329 | 0,709 | 0,389 | 0,387 | 0,283 | 0,384 | 0,167
Aortic r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r= r=- r=-
esneyebilirlik 0,968 | 0,998 | 0,594 | 0,638 | 0,867 | 0,932 | 0,521 | 0,607 | 0,403 | 0,310 | 0,731 | 0,414 | 0,371 | 0,283 | 0,391 | 0,150
Aortik sertlik r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r=- r= =
indeksi 0,966 | 0,543 | 0,484 | 0,756 | 0,892 | 0,524 | 0,541 | 0,385 | 0,294 | 0,669 | 0,402 | 0,352 | 0,248 | 0,385 | 0,117
Elastik r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r=- r= r=
modulus 0,598 | 0,644 | 0,872 | 0,935 | 0,530 | 0,613 | 0,397 | 0,306 | 0,737 | 0,407 | 0,369 | 0,282 | 0,398 | 0,150
Yuksek r= r= r= r= r= r= r= r= r= r= r=- r= r=
CHA2DS2- 0,557 | 0,597 | 0,547 | 0,396 | 0,525 | 0,251 | 0,433 | 0,562 | 0,200 | 0,413 | 0,435 | 0,576 | 0,551
VASc grubu

*P<0.001 tiim parametreler igin SA: Sol atriyum capl, IVS: Interventrikiiler septum, PD: posteriyor duvar, DM: Diabetes Mellitus,
HT: Hipertansiyon, SV: Sol ventrikl

ROC analizine gére 3,75 AE degeri, % 71 duyarlilik ve % 89 6zglllik ile CHA2DS2-VASC skorunun
yuksek riskini 6ngordi (C-istatistik=0,846, p<0.001, %95 CI=0,79-0,88). 531 Em degeri, %71 duyarlilik
ve %89 6zgulluk ile CHA2DS2-VASC skorunun yiiksek riskini éngérdi (C-istatistik= 0,848, p<0,001,
%95 ClI= 0,80-0,88). 4,84 ASI degeri %67 duyarlilik ve %87 6zgullik ile CHA2DS2-VASC skorunun
riski yuksek risk 6ngordl (C-istatistik= 0.816, p<0.001, %95 CI=0.79-0.88). 10.7 AG degeri %79
duyarlihk ve %79 6zgullik CHA2DS2-VASC skorunun yiksek riskini éngordi. (C-istatistik=0,842,
p<0,001, %95 GA=0,79-0,88) (Tablo 3 ve Tablo 4).
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Tablo3. Aortik sertlik parametrelerinin tek degiskenli ve cok degiskenli analizinde CHADS-VASC risk
siniflandirmasinin prediktorleri

OR (95 % CI) P degeri | OR (95 % P degeri
Cl)
Aortik gerilim (%)
0,706 0,64-0,77 <0,001
Aortik esneyebilirlik
0,630 0,55-0,71 <0,001
Aortik sertlik indeksi
1,901 1,6-2,23 0,045
Aortik elastik modulus
1,006 1,004-1,007 | <0,001 1,009 1,005- <0,001
1,013

Tablo 4. Aort sertlik parametrelerinin ROC (Receiver operating characteristics) egrisi analizi

C-istatistik 95 % glven P degeri Kestirme | Sensitivite | Spesifite
aralhgi degeri

Aortik 0,846 0,79-0,88 <0,001 <3,75 71 89
esneyhilirlik

Elastik Modulus | 0,848 0,800-0,888 <0,001 >531 71 89
Aortik sertlik 0,816 0,765-0,860 <0,001 >4,84 67 87
indeksi

Aortik gerilim 0,842 0,793-0,883 <0,001 <10,7 79 79

4. Tartisma ve Sonug

Mevcut calisma AG, AE, ASI, E (p) gibi AS parametrelerinin CHA2DS2-VASc skoruna goére yiksek
tromboembolizm riski ile iligkili oldugunu ile gostermistir. Valviler olmayan atriyal fibrilasyonu olan
hastalarda tromboemboli riskini belilemede CHA2DS2-VASC skoru Onerilmekle birlikte, bu skorun
cesitli kardiyovaskuler hastaliklarla iliskisi gosterilmistir[14-21]. Bozbay ve ark. [14] CHA2DS2-VASC
skorunun hastanede bir ay yatis ve uzun dénem mortalite ve morbidite igin gucli bir belirleyici faktor
oldugunu goéstermistir. Ek olarak, yaptigimiz calismalarda yiksek CHA2DS2-VASC skorunun
epikardiyal yag kalinh@i ve mitral anuler kalsifikasyon ile iliskili oldugunu gésterdik[22-24]. Ayrica, atriyal
fibrilasyon ve kontrast kaynakl nefropati gibi hastane i¢i morbidite ile CHA2DS2-VASC skoru arasinda
bir iligki oldugunu goésterdik [15, 16].

AS, aortun sertligini gosterir ve esas olarak hiicre disi matris, endotel hicreleri, diiz kas hicreleri ve
damar duvarinin diger fonksiyonel elemanlari dahil olmak Gzere arter duvar bilesenleri ile ilikilidir.
CHA2DS2-VASC skorunun bilesenleri olan ve bu bilesenleri etkileyen kardiyovaskuler risk faktorleri,
kardiyovaskuler hastalik (KVH) gelismeden once arteriyel sertligin artmasina yol agan yapisal
degisiklikleri indukler. Arter sertligi, aort duvarindaki en erken degisikliktir. Bozulmus AS, endotel
disfonksiyonu ve aterosklerozun ilerlemesi yoluyla kétu klinik sonuglarla iliskilendirilmistir[25]. Bu
nedenle, AS' de diizelme olan ve CHA2DS2-VASC skoru yuksek olan bireyler, olumsuz kardiyovaskiler
risk faktorlerini ve gelecekteki kardiyovaskiler olaylarin gelisimini azaltmak icin daha fazla dikkat
edilmelidir. Ek olarak, AoStiff degerlendirmesi, yuksek riskli gruplarda klinik olarak belirgin hastalik
ortaya gikmadan 6nce KVH'yi 6ngdrmek icin yararlidir, ayrica AS, yerlesik hastaligi olan hastalarda
olumsuz klinik sonuglari saptamak igin yararli parametrelerdir[26].

CHA2DS2-VASC skorunun bir bileseni olan yas ile AS arasindaki iligki iyi bilinmektedir. Belirgin KVH
olmasa bile ileri yasin aort esnekligindeki azalmaya katkida bulundugu bildirilmistir[7]. Hipertansiyon ve
metabolik sendrom prevalansi yasla birlikte artmaktadir. ileri yas ve hipertansiyon, bozulmus AS ile
iligkili en yaygin faktorlerdir[7]. Bu faktérler bozulmus AS'ye katkida bulunur[26]. Mevcut ¢alismada,
yasin AD ve AE ile ters, Em ve ASI ile korele oldugunu gdsterdik. Kardiyovaskuler saglik galismasinin
alt grup analizinde de benzer sonuglar gosterilmistir[27]. Arter sertlidi, hipertansiyon ve buna bagli inme
ve miyokard enfarktist gibi KVH' lerin birbiriyle iligkili oldugu belirtiimistir. Bu calismada AS ile
CHA2DS2-VASC skorunun bir bileseni olan hipertansiyon arasinda yasa gore daha guglu bir iligki
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saptanmistir. Hipertansiyon, arter duvarinda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol agan arteriyel
duvar stresini kétulestirebilir[28]. Diabetes mellitus, hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezIligi endotel
disfonksiyonu ile iligkilidir[29]. Calismamizda bu faktorler ile endotel disfonksiyonunun éngériiciisi olan
AS arasinda bir iligki saptadik. Ek olarak, Chan ve ark. [30], CHA2DS2-VASC skorunun vaskiler
disfonksiyonu ve yeni baglayan iskemik inmeyi 6ngordigina belirlemislerdir. Calismamizda da benzer
sekilde CHA2DS2-VASC skoru vaskiler disfonksiyonun parametreleri olan AS parametreleri ile korele
idi.

Bu galismada AS parametrelerinin CHA2DS2-VASC skorlari ile iligkili oldugunu gdsterdik. Plak raptird,
Ulserasyon ve vaskiler hemodinamik degisikliklere bagli istenmeyen kardiyovaskdler olaylari azaltmak
icin CHA2DS2-VASC skoru yiiksek olan hastalara risk faktorii modifikasyonu dnerilmelidir.

Sonug olarak bulgularimiz, AS parametreleri dlgimunin tromboembolik olaylar gibi kardiyovaskiler
riskin degerlendiriimesinde ek bilgi sadlayabilecegini ve aortik sertlikte bozulma olan bireylerin, olumsuz
kardiyovaskuler risk faktorlerini ve gelecekteki kardiyovaskuler olaylarin gelisimini azaltmak igin daha
fazla dikkat etmesi gerektigini gdstermektedir.
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ABSTRACT

Purpose: The increase in the medical and industrial uses of radiation in the last century has caused people to
be exposed to higher doses of radiation. Although the harms of high-dose radiation on human health are known,
the effects of low-dose radiation on health have not yet been fully elucidated. In this study, we aimed to
investigate DNA damage in lymphocytes in patients with lung, pleura/thoracic wall masses planned for
percutaneous thoracic mass biopsy with computed tomography (CT).

Methods: Sixteen patients referred to the Radiology Clinic of a public institution hospital with lung,
pleura/thoracic wall masses and scheduled to undergo a CT-guided percutaneous biopsy were included in the
study. All the biopsies were performed with a 128-slice CT device (Definition AS, Siemens Medical Solutions,
Forchheim, Germany). Lymphocytes were analyzed using the comet assay in the venous blood samples taken
from the patients before and after the biopsy procedure. DNA damage was quantitatively evaluated with the
imaging analysis method.

Results: In the CT analysis data of the study group, the mean scan distance was found to be 19.92+3.60 sec,
the mean total milliampere-seconds was 807.43+304.51, and the mean dose-length product was
765.44+278.36 mGy.cm. The mean comet score was 200.50+40.54 for the cells that migrated before the
procedure and 237.37+27.85 for those migrating after the procedure. The post-procedure comet scores
significantly increased compared to the pre-procedure comet scores (p=0.038).

Conclusion: Post-procedure DNA damage was detected in patients who underwent CT-guided percutaneous
biopsy.
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Amagc: Son ylzyilda radyasyonun tibbi ve endistriyel kullanimlarindaki artis, insanlarin daha yiksek
dozlarda radyasyona maruz kalmasina neden olmustur. Yiksek doz radyasyonun insan sagligina zararlari
bilinmesine ragmen dusiik doz radyasyonun saglik Uzerindeki etkileri hentiz tam olarak aydinlatilamamistir.
Bu calismada, bilgisayarli tomografi (BT) ile perkuitan torasik kitle biyopsisi planlanan akciger, plevra/torasik
duvar kitleleri olan hastalarda lenfositlerdeki DNA hasarini arastirmayi amagladik.

Materyal Metod: Bir kamu kurumu hastanesinin Radyoloji Klinigine akciger, plevra/torasik duvar kitleleri ile
basvuran ve BT esliginde perkiitan biyopsi planlanan 16 hasta ¢alismaya dahil edildi. Tim biyopsiler 128
kesitli CT cihazi (Definition AS, Siemens Medical Solutions, Forchheim, Germany) ile yapildi. Hastalardan
biyopsi dncesi ve sonrasi alinan vendz kan drneklerinde comet assay ile lenfosit analizi yapildi. DNA hasari,
goruntileme analiz yontemi ile kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calisma grubunun BT analiz verileri degerlendirildiginde; ortalama tarama mesafesi 19,92+3,60
sn, ortalama toplam miliamper-saniye 807,43+304,51 ve ortalama doz-uzunluk ¢arpimi 765,44+278,36
mGy.cm olarak bulundu. islem éncesi gé¢ yapan hiicrelerde ortalama comet skoru 200,50+40,54 ve islem
sonrasi gé¢ yapan hiicrelerde 237,37+27,85 olarak tespit edildi. Islem sonrasi comet skorlari, islem dncesi
comet skorlarina gére anlaml olarak artti (p=0,038).

Sonugc: BT esliginde perkitan biyopsi yapilan hastalarda islem sonrasi DNA hasari saptandi.

Anahtar Kelimeler: Bilgisayarli tomografi, Comet assay, DNA hasarl, iyonlastirici radyasyon
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1. Introduction

Lonizing radiation is a type of radiation that carries enough energy to ionize atoms or molecules as it
passes through matter. Life on Earth is always exposed to ionizing radiation from natural sources, such
as radon gas. However, the increase in the medical, military and industrial uses of radiation in the last
century has resulted in people being exposed to higher doses of radiation. Although the harm of high-
dose radiation to human health is known, the effects of low-dose radiation on health have not yet been
entirely elucidated [1,2].

In recent years, developments in the computed tomography (CT) technology in the field of health and
the use of multi-slice CT have allowed for the thin-section examination to be performed in a single
breath-holding process [3,4]. The lower the theoretically known kilovolt (kV) values, the lower the
radiation dose received [5]. Accordingly, it is necessary to minimize the radiation dose received by the
patient as much as possible by applying the smallest kV value that will not affect the radiological
diagnosis.

DNA is constantly exposed to physical agents, such as ultraviolet light, ionizing radiation, and thermal
degradation; biological or reactive oxygen species, such as viruses and toxins; and chemical agents,
such as hydrolysis and alkylators [6]. DNA damage mostly occurs in the primary structure of the double
helix, and this alteration is called the base sequence. This altered sequence can disrupt the ordered
helical structure of molecules by introducing chemical bonds and bulky adducts that do not fit into the
standard double helix. These resulting structures can cause the single- or double-stranded DNA strand
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to be broken and chromosomes to be rearranged [7]. This DNA damage in various pathological and
physiological conditions can be detected using the comet assay method [8].

Comet assay is considered to be a fast, sensitive and fairly simple method for detecting DNA damage
at the level of individual cells. In the detection of DNA single-strand breaks, alkaline labile regions, and
cross-links, the comet assay combines the simplicity of biochemical techniques with a unique single cell
approach to cytogenetic analysis [9]. This method was introduced by Ostlin and Johanson [10] and
further developed by Singh et al. [11]. In brief, the comet assay depends on the principle of negatively
charged DNA fragments moving toward a positive charge in an agarose gel in response to an electric
field. DNA helixes that open after contact with alkali or endonucleases increase DNA migration. DNA is
visualized by fluorescence microscopy after staining with a DNA-binding dye [12]. Migrating DNA helixes
appear like ‘comets’. The size and shape of the comet and the distribution of DNA within the comet are
associated with the extent of DNA damage [13].

Until recently, the comet assay was mainly used as a testing method in academic and scientific studies.
However, currently, the comet assay is perceived as a potentially emerging tool for genotoxicity testing
and regulatory applications [9]. Today, clinicians request a CT-guided percutaneous thoracic mass
biopsy in patients presenting to the emergency department or followed up in an inpatient clinic for other
reasons, who have complaints of chest pain and shortness of breath and who are considered to be
eligible for this biopsy procedure after the detection of a thoracic mass on CT. Due to the high demand,
patients are exposed to further radiation in the biopsy procedure in addition to diagnostic purposes.
Therefore, in our study, we aimed to investigate the effects of radiation dose exposed during the biopsy
procedure on lymphocyte DNA in patients who underwent a percutaneous thoracic mass biopsy under
the guidance of non-contrast-enhanced CT.

2. Material and Method
Study Group

After receiving approval from the Clinical Research Ethics Committee of Suleyman Demirel University
Faculty of Medicine (date: 07.10.2020, decision number: 304), the study included a total of 16 patients
who underwent a percutaneous thoracic mass biopsy under CT guidance at Suleyman Demirel
University between February 2020 and August 2021. Before the procedure, the age and disease status
of the patients were questioned. Patients with low saturation, unstoppable cough, or bleeding diathesis
and those that could not be properly positioned for the procedure were excluded from the study. Before
the examination, all the patients were informed to increase the quality and safety of the procedure.

Venous blood samples were taken for the comet assay before and after the procedure in all patients
included in the study. For the comet assay, 500 pl of heparinized blood + 100 ul of dimethyl sulfoxide
(DMSO) + 400 ul of Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium were prepared in cryotubes
and stored at -80 °C until analysis [14].

Imaging Protocol

After the evaluation of the pre-procedure non-contrast and/or contrast-enhanced thorax CT scans of
patients with lung, pleura/thoracic wall masses, the patients were placed in the supine, prone or lateral
decubitus position in a way that would minimize complications, such as bleeding and pneumothorax
during the CT-guided percutaneous thoracic mass biopsy. All the biopsies were performed with a 128-
slice CT device (Definition AS, Siemens Medical Solutions, Forchheim, Germany). A preliminary image
was taken with a small field of view on the topogram (guide image) obtained for the preliminary
evaluation, and the plane to be biopsied was marked on each patient with a marking pen. Then, the
patient’s chest was cleaned according to the rules of asepsis, and the working area was covered in a
sterile manner. As a short-acting local anesthetic, 10 cc of lidocaine was used in each patient.
Subsequently, a 17-G coaxial needle (Geotek, Ankara, Turkey) was advanced toward the mass, and
control images were obtained without crossing the pleura. After ensuring the accuracy of the plane, the
distance between the needle tip and the lesion was measured on the image, and the pleura was passed
in a single attempt. After confirming the presence of a mass in the control image, the chuck of the coaxial
needle was removed, and an 18-G semi-automatic biopsy needle (Geotek, Ankara, Turkey) was
advanced. A 2 cm-long tissue piece was taken three times by angling the needle tip cranially or caudally
and placed in formaldehyde for the pathological examination. The semi-automatic needle was removed,
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aspiration was performed with a 20-cc injector, and the coaxial needle was withdrawn. The control image
was taken and the procedure was terminated. The stages of the percutaneous thoracic needle biopsy
performed in the supine position are shown in Figure 1.

Figure 1: Stages of the computed tomography-guided percutaneous thoracic needle biopsy performed in a 90-
year-old male patient in the supine position, showing a peripherally located lobulated contoured mass lesion (order:
left to right, top to bottom)

Radiation Dose Calculation During Biopsy

In this study, the effective radiation dose was calculated using a method recommended by the European
Working Group as part of the CT quality criteria guide. Accordingly, the effective dose was derived from
the product of the dose-length product (DLP, mGy.cm) and a conversion factor (for the examined
anatomical region (i.e., chest) (k=0.017 mSv.mGy-1.cm-1), which is indicator of the dose received by
the patient throughout the procedure [15]. DLP values used for the calculation of the effective dose were
obtained from the protocol automatically provided by the device for each CT section taken. DLP and
effective dose values determined in each CT section obtained separately during the biopsy procedure
until the needle was advanced and entered into the mass and those obtained throughout the entire
procedure were calculated separately for each patient.

Comet Assay

Lymphocyte DNA damage was analyzed using the comet assay method in the blood samples taken
before and after the biopsy procedure. First, the blood samples kept at -80 °C were allowed to dissolve
in a water bath at 37 °C. Then, 20 pl of whole blood sample was mixed with 150 pl of low melting agarose
at 37 °C, and 140 ul of this mixture was placed on a slide pre-coated with normal melting agarose. The
slides were kept at 4 °C for 5 minutes, and then placed in the lysis solution and kept in the solution for
1 hour. After lysis, the slides were placed in a tank with a cold alkaline electrophoresis buffer (1 mmol/L
EDTA and 300 mM NaOH, pH > 13) and left for 30 minutes to open up the DNA helix. Next,
electrophoresis (25 minutes at 25V, 300 mA) was performed. Following electrophoresis, the slides were
placed in a neutralization buffer with 0.4 M Tris and pH 7.4 and incubated for 5 minutes. After being
removed from the neutralization buffer, the slides were kept at room temperature for 1 hour, and 100
cells were randomly analyzed under a fluorescence microscope (Olympus BX-50, Japan) by adding
ethidium bromide. During this evaluation, the cells were classified into five categories from 0 to 4,
undamaged (no DNA migration) to severely damaged (DNA migrated) [12]. Scoring was undertaken in
accordance with the images obtained (Figure 2).
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Figure 2: Comet scoring images derived from the study findings. The cells were classified into five categories from
0 to 4, undamaged (no DNA migration) to severely damaged (DNA migrated). O: cells with no damage, 1: Less
damaged cell, 2: moderately damaged cell, 3: very damaged cell, 4: severely damaged cell

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS v. 21.0 for Windows software package w. The
precondition for the normal distribution of data was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. One-way
analysis of variance was applied to homogeneous data. The Pearson correlation test was used to
determine the relationship between the comet score and the scan distance, milliampere-seconds (mAS)
and DLP after the procedure. In the evaluation of the results, the upper limit of error margin was accepted
as 0.05.

3. Results

Gender (%), mean age, scan distance, mean total mAS and DLP amount are shown in Table 1. In
addition, only the intra-group comet score (min-max) before and after biopsy is presented in Table 1.
Sixty-five percent of the sample were male and 35% were female, with the mean age being 67.25+8.99
years, mean scan distance 19.92+3.60 sec, mean total mAS 807.43+304.51, and mean DLP
765.44+278.36 mGy.cm.

Lymphocyte DNA damage in blood samples taken from the patients before and after the procedure was
analyzed using the comet assay method. Comet scoring was performed according to the image obtained
from the study and presented in Figure 2, and the results of statistical analyses are shown in Table 2.
Damage was assessed visually, taking into account the frequency of migrating cells and the average
tail length. The mean comet score was determined as 200.50+40.54 for the cells that migrated before
the procedure and 237.37+27.85 for those that migrated after the procedure. The comet scores obtained
before and after the procedure were evaluated with the paired-samples t-test, and the difference was
found to be statistically significant (p=0.038). DNA damage was detected in all patients before and after
the procedure, but the degree of damage was found to be significantly higher after the procedure. In the
statistical analysis of the radiation dose received by the patients and the comet scores, no significant
correlation was found between the DLP dose and the comet scores. We observed that the radiation
dose received during the procedure increased DNA damage. Figure 3 presents the images of DNA
damage before and after the procedure.

The Pearson correlation test was used to analyze the correlation between the post-procedure comet

score and the scan distance, total mAS and DLP values. According to the results, there was no
statistically significant correlation.
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Table 1: Statistical analysis of the variables of the study group

Sociodemographic characteristic n (%) Mean = SD Median (min-max)
Gender
Male 13 (65%)
Female 3 (35%)
Age 67.25 + 8.99
Scan time (sn) 19.92 + 3.60
mAS 807.43 + 304.51
DLP (mGy.cm) 765.44 + 278.36
Pre-procedure comet score (intra-group) 201 (115-264)
Post-procedure comet score (intra-group) 228 (191-286)

Table 2: Pre- and post-procedure comet scores

Comet score (arbitrary unit)

Evaluation time Mean + SD P value
Pre-procedure 200.50+40.54
Post-procedure 237.37+27.85 0.038

SD: standard deviation. Values given in mean + SD. The paired-samples t-test was used in the comparison of the two groups.

Figure 3: (a) Comet image before the procedure (lymphocyte DNA damage), (b) Comet image after the procedure
(lymphocyte DNA damage)

4. Discussion and Conclusion

Itis well known that ionizing radiation can directly cause oxidative stress by accumulating energy in cells
or increase the formation of free radicals, and oxidative stress can indirectly induce DNA damage [16].
Experimental studies on cellular and molecular radiation biology have shown DNA to be a possible
candidate for radiation [17,18]. Physiological and chemical interactions between ionizing radiation and
DNA cause damage to nucleotide bases, DNA-DNA and DNA-protein cross-links, and alkali unstable
regions, as well as DNA lesions, such as single- or double-strand breaks [19]. Misrepaired double-strand
breaks are considered to be the main cause of both chromosomal lesions and gene mutations [20,21].

249




It is widely accepted that lesions in DNA caused by ionizing radiation can be detected using the comet
assay [22].

In a study investigating occupational exposure to ionizing radiation, it was reported that increased levels
of reversible DNA damage occurred in the leukocytes of nuclear medicine personnel, and the level of
DNA damage was dependent on the type and duration of work. The authors suggested that although
most DNA damage detected by the comet assay was repaired, radiation safety needed to be further
improved [23]. In a similar study in which human lymphocyte DNA was evaluated using the comet assay
among healthcare workers, it was shown that ionizing radiation caused DNA damage [24]. In another
study, the effects of 0.1 and 0.4 Gy gamma radiation on human lymphocytes were investigated using
the standard and modified comet assay analyses. The authors showed that the parameters of the
standard comet assay were significantly higher in the samples exposed to the 4 Gy radiation dose than
in those exposed to 0.1 Gy and the control sample [25].

He et al. (2000) used the comet assay and micronucleus test to determine the genotoxic effects of X-
ray radiation on human lymphocytes. The authors applied in vitro radiation doses of 0.00, 0.02, 0.05,
0.10, 0.25, 0.50, 1.00 and 2.00 Gy to the isolated human lymphocytes to compare the relationship and
sensitivity of these two detection methods. They reported that the mean comet length increased in a
dose-dependent manner, but the results of the micronucleus test were not significant, suggesting that
comet analysis was more sensitive than the micronucleus test in X-ray-induced genotoxicity [26]. Wilkins
et al. (2002) also used the comet assay to quantify apoptosis based on characteristic DNA fragmentation
patterns and stated that this method could be used to determine late phase apoptosis, while Annexin V
was effective in showing all stages of apoptosis [27].

In the current study, the experimental data of the radiation dose on peripheral blood lymphocytes
exposed to individuals who underwent a CT-guided percutaneous thoracic biopsy were investigated with
the comet assay. To this end, blood samples were taken before and after the procedure from 16 patients
who underwent a CT-guided biopsy. DNA damage was detected in all patients before and after the
procedure, but the degree of damage was found to be significantly higher after the procedure. In the
statistical analysis of the radiation dose received by the patients and the comet scores, there was no
significant correlation between the DLP dose and the comet scores. Our results suggest that the comet
assay can be a useful complement to the standard biodosimetric methods. Detection of immediate DNA
damage reflects the simultaneous exposure and actual levels of DNA damage in the peripheral blood
lymphocytes of patients undergoing CT-guided biopsy.

As a result, there was a significant difference in the comet scores before and after the CT-guided biopsy
procedure. We also observed that the radiation dose received during the procedure increased DNA
damage. Future studies that determine more specific parameters of the comet assay and/or investigate
the same parameters in larger samples can make further contributions to our results.
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ABSTRACT

Cisplatin, doxorubicin, hydroxycamptothecin, leucovorin, vincristine and 5-fluorouracil resistance of cancer cells
are associated with the activities of C-Jun N-Terminal Kinase 1 (JNK1). Inhibition of the JNK1 by
pharmacological agents could be a beneficial attempt for reversing the chemoresistance of various cancer cells.
However, there is no FDA-approved JNK inhibitor for safe use in clinics in today’s clinics. In this study, a Schiff
base 2-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)-5-methylphenol, (7S4) has been synthesized and characterized
by 'H, 13C-NMR, FT-IR and elemental analysis. The stable geometry of 7S4 has been determined by DFT
method with Gaussian09 program (B3LYP/6-311g++(d,p))). The Gibbs Free energies, stable tautomer forms,
H-bond, Mulliken charges, dipole moment, natural bond orbital (NBO), HOMO, LUMO and band gap energy
(Ecar), molecular electrostatic potential (MEP) and solvent accessibility surface areas (SASA) have been
calculated. Drug-likeness, anticancer and JNK1 inhibitory activities of 7S4 have been evaluated. Enol tautomer
form of trans 7S4 was characterized as the most stable structure. 7S4 was observed to be a reactive compound
in chemical reactions with a low Egap value. In addition, high and low electron density regions of 7S4 are
responsible for the establishment of chemical bonds in biological systems. 7S4 exhibited strong druggability
with the agreement on Lipinski, Ghose, Veber, Egan, and Muegge rules. Cytotoxicity tests and molecular
docking revealed that 7S4 poses a potential INK1 inhibitor activity.

Keywords: Schiff bases, DFT method, JNK1 inhibitors, antitumor agents, druglikeness, molecular
docking
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Oz

Kanser hicrelerinin sisplatin, doksorubisin, hidroksikamptotesin, l6kovorin, vinkristin ve 5-fluorourasil
direnci, C-Jun N-Terminal Kinaz 1 (JNK1) aktiviteleri ile iligkilidir. JNK1'in farmakolojik ajanlar tarafindan
inhibisyonu, cesitli kanser hucrelerinin kemodirencini tersine g¢evirmek icin yararli bir yaklagim olabilir.
Ancak gunimuz kliniklerinde glvenli kullanim igin FDA onayli bir JNK inhibitdérd bulunmamaktadir. Bu
calismada, bir Schiff bazi 2-((4-(dimetilamino)benziliden)amino)-5-metilfenol, (7S4) sentezlenmis ve 1H,
13C-NMR, FT-IR ve element analizi ile karakterize edilmistir. 7S4'Un kararli geometrisi Gaussian09
programi (B3LYP/6-311g++(d,p)) ile DFT yontemi ile belirlenmistir. Gibbs Serbest enerjileri, kararli
tautomer formlari, H-bagi, Mulliken yikleri, dipol momenti, dogal bag orbital (NBO), HOMO, LUMO ve bant
bosluk enerjisi (EGAP), molekiler elektrostatik potansiyel (MEP) ve ¢ézlcu erisilebilirlik ylizey alanlar
(SASA) hesaplanmistir. 7S4'Un ilaca benzerligi, antikanser ve JNK1 inhibitoér aktiviteleri degerlendirilmistir.
Trans 7S4'Un enol tautomer formu en kararli yapi olarak nitelendirildi. 7S4'Un dugsik EGAP degeri ile
kimyasal reaksiyonlarda reaktif bir bilesik oldugu goézlendi. Ayrica 7S4'Un yiksek ve disik elektron
yogunluklu bdlgeleri biyolojik sistemlerde kimyasal baglarin kurulmasindan sorumludur. 7S4, Lipinski,
Ghose, Veber, Egan ve Muegge kurallarina iligkin anlagma ile gli¢lt uyusturulabilirlik sergiledi. Sitotoksisite
testleri ve molekiler kenetlenme, 7S4'Un potansiyel bir JNK1 inhibitor aktivitesi olusturdugunu ortaya
cikardi.

Anahtar Kelimeler: Schiff bazlari, DFT yontemi, JNK1 inhibitérleri, antitimar ajanlar, ilaca benzerlik,
molekiler kenetlenme
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1. Introduction

Cancer is at least the second substantial reason of decease in advance the age of 70 years in 112 of
183 countries [1]. Chemotherapy is a standard method of cancer treatment that relies on cytotoxic drugs
for the destruction or inhibition of the growth and metastasis of cancer cells. There has been a
considerable effort to discover anticancer agents for cancer chemotherapy [2—6]. However, cancer
chemotherapy often adversely affected from the chemoresistance which is the skill of tumor cells to
adopt the presence of cytotoxic drugs. Various factors including personal variations in medication
susceptibility, location of cancer, aggressivity of tumor, and modifications in intracellular molecules
conduce the chemoresistance of cancer cells [7]. New cytotoxic drugs which are useful for overcoming
chemoresistance hold significant value.

C-Jun N-Terminal Kinase 1 (JNK1) is a constituent of stress-activated protein kinases (SAPKSs) that are
primarily switched on in reply to cellular pressure [8]. INKL1 is involved in 5-fluorouracil and leucovorin
resistance of pancreatic ductal adenocarcinoma patients [9]; cisplatin resistance of hepatocellular
carcinoma and ovarian cancer cells [10,11]; doxorubicin resistance of breast cancer, chronic
myelogenous leukemia, hepatocellular carcinoma, small cell lung cancer, and stomach cancer cells [12—
15], vincristine resistance of epidermoid carcinoma cells [15]; hydroxycamptothecin resistance of colon
cancer cells [16]; and oxaliplatin resistance of colon cancer cells [17]. Therefore, restriction of the kinase
function of JNK1 by pharmacological agents could be a beneficial attempt for reversing the
chemoresistance of various tumor cells. Developing efficient and specified JNK inhibitors is a giute
vibrant field in distinct laboratories in the globe. In the past decade, many JNK inhibitors such as
SP600125, AS601245, JNK-IN-8 were discovered [18]. However, to the best of our knowledge, there is
no FDA-approved JNK1 inhibitor for safe use in clinics
(https://www.ppu.mrc.ac.uk/sites/default/files/2021-04/small-molecule-inhibitors.pdf). There are many
successful kinase inhibitors, such as imatinib, nilotinib for different kinase enzymes like ALK, B-Raf,
BCR-AbI, EGFR, and VEGFR [19]. So, it is possible to assume that effective and safe small molecules
can be developed to inhibit INK1.
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Schiff bases, which are small molecules, and their complexes have certain properties such as chemo
sensor [20,21], catalytic [22], optical switching devices [23], solvato chromic [24,25], fluorescent material
[24], and liquid crystal [26]. Compounds derived from aromatic ortho hydroxy Schiff bases are of
particular interest due to their nonlinear optical properties and abilities for polymerization and metal bond
formation. Moreover, various activity studies such as antifungal, antimicrobial, antimalarial, trypanocidal,
antiproliferative, anti-inflammatory, antipyretic, herbicide and antitumor activity such compounds are
available in the literature [20,21,33,34,22,26—-32].

In this study, first of all, the synthesis and characterization of the new 2-((4-
(dimethylamino)benzylidene)amino)-5-methylphenol compound (7S4) was performed. The stable
structure of the compound and possible tautomer stabilities was then determined theoretically. The utility
of 7S4 as an anticancer agent was evaluated in five different cancer and two control cell lines. Moreover,
pharmacokinetics, druglikeness and molecular docking analysis were performed comparatively between
7S4 and previously reported JNK inhibitors that are SP600125 [35], and a Pyrrolopyrimidine [36]. The
demonstration of the binding activity of the Pyrrolopyrimidine to the JNK1 by an eminent study [36]
provided the possibility to compare the JNK1 inhibitory activity of 7S4, SP600125 and the
Pyrrolopyrimidine. SP600125 is a bilateral ATP-competitive inhibitor of INK1. Some of in vitro and in
vivo studies proved the JNK1 inhibitor activity of SP600125 [37—-39]. However, toxicity induced by
SP600125 could be the major problem for the clinical utility of this small molecule [18].

2. Material and Method
Chemistry
General

All solvents and organic compounds used in the synthesis are of spectroscopic purity and were obtained
from Sigma-Aldrich. Synthesis reaction of the molecule 7S4 was given in Figure 1. Spectroscopic
analysis of the compound; *H and *C NMR spectra were performed by Agilent 400 MHz NMR Magnet
Spectrometer in deuterium dimethyl sulfoxide (DMSO-d6), FT-IR spectra were performed with KBr
pellets by Perkin EImer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer and elemental analysis was performed on
LECO-932 CHNS-O Elemental Analyzer. The original spectra (NMR and IR) of the synthesized
compound 7S4 are given in Supplementary materials_experimentall.

e NH; T
OH N
H3C/ OH
+ ethanol
= ¢N

50 °C, 120 min CH

N
H3C/ \CH3 CH3 CHs

1 2 784

Figure 1: Synthesis reaction of 2-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)-5-methylphenol (7S4).
General Procedure for the Synthesis of 7S4

0.01 mole of 4-(dimethylamino)benzaldehyde (1) and 0.01 mole of 2-amino-5-methylphenol (2)
compounds were dissolved in 10 mL of ethyl alcohol in separate containers by slightly heating. 2-amino-
5-methylphenol solution was added to the 4-(dimethylamino)benzaldehyde solution with slow stirring.
The product started to precipitate within the first 30 minutes and the mixing process was continued for
another 90 minutes. The precipitated product was filtered off, then it was recrystallized in ethanol and
dried first in the open air and then in a desiccator. The structure of the 7S4 was elucidated by
spectroscopic techniques. 2-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)-5-methylphenol (7S4): FT-IR (KBr,
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disk, v cm-1), 3436 (O-H), 3361, 3079, 3039 and 3002 (C-H, aromatic), 2915, 2893, 2860 and 2818 (C-
H, aliphatic), 1611 (C=N), 1526 and 1499 (C=C, aromatic), 1228 (C-O, aromatic). *H NMR (400 MHz,
dmso) 6 8.60 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 6.68 (s, 1H), 6.61 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.01 (s, 6H), 2.23 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, dmso) &
157.81 (s), 152.57 (s), 151.41 (s), 136.16 (s), 136.12 (s), 130.77 (s), 124.68 (s), 120.48 (s), 118.22 (s),
116.45 (s), 111.77 (s), 40.19 (s), 21.24 (s). Elemental analysis, C1sH1sN20, Calculated (Found), %: C,
75.56 (75.00); H, 7,13 (7,311); N, 11.01 (11.12).

Theoretical Calculation Procedure

Theoretical calculations were made by Gaussian09 [40] [34] and GaussView 5.0.9 [41] programs using
the DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory. Before Gaussian calculation; CS ChemBioDraw Ultra
16.0.1.4 for Microsoft Windows [42] and MarvinSketch 19.27.0 [43] programs were used as preliminary
experiments to identify possible stable molecular structures of the compound (7S4). Calculations were
made in vacuum and certain solvent phases [acetone (ACT), acetonitrile (ACCN), chloroform (CHClIs),
dichloromethane (DCM), N,N-dimethyl formamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO), ethyl alcohol
(ETOH), methyl alcohol (METOH) and vacuum (V)] using the DFT/B3LYP/6—311++G(d,p) level of theory
and CPCM model.

Biology
Cell culture

Five cancer and two cells including A549, Caco-2, HCT-116, Huh7, MCF-7, 3T3-L1, hTERT-HPNE were
used in this study. Detailed explanations for the source and cultivation of these cell lines can be found
from our previous publication [4].

Cytotoxicity

Cytotoxicity of 7S4 was assessed by neutral red uptake (NRU) assay as was described previously [4].
In brief, 10000 cells were plated to 96-well culture plate (Thermo Scientific, Germany), next incubated
for an overnight at 37 °C in 5% CO2, then 30, 15, 7.5, 3.25, 1.6, 0.8 and 0.4 pyg/mL of 7S4 were
administered to cells. After the 72h incubation medium was poored, 200 pl of 50 ug/mL neutral red dye
medium was applied to each well and cells were incubated for an extra 3h. Further, the neutral red
medium was discarded and wells were rinsed by 200 yl phosphate buffer saline (PBS), then dye was
extracted with the application of 200 uL acidic ethanol solution comprising of acetic acid-water-ethanol
(1:49:50:v:v:v). The plates were retained for 15 min at room temperature for firm extraction of the dye
on an orbital-rocking shaker GFL 3012 (Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, Germany).
Absorbance was quantified by an ELx 808 Ultra Microplate Reader (BioTek, Winooski, Vermont, USA)
decorated with a 540 nm filter. Cells applied with 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO) were used as solvent
control for assessing the viability. The IC50 quantities were estimated as the concentrations of test
compounds that were necessary to halve the number of cells and assessed by a calibration curve as
previously mentioned [44]. In the whole wells DMSO concentration was not higher than 0.1%.

In Silico Pharmacokinetics and Druglikeness
SwissADME [45] was utilized for the comparative analysis of absorption, distribution, metabolism,

excretion (ADME) and druglikeness of 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine. Chemical structures
of SP600125 and the Pyrrolopyrimidine are presented in Figure 2.
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Figure 2: Chemical structures of reference compounds, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine.
In Silico Molecular Docking

Protein Data Bank at the Research Collaboration for Structural Bioinformatics (RCSB) website
[www.rcsb.org] (PDB: 3ELJ) was used for obtaining the X-ray crystal structure of JINK1 co-crystallized
with the Pyrrolopyrimidine [36]. AutoDockTools-1.5.6 [46] was used for the definition of docking sites,
rotatable bonds and the addition of polar hydrogen atoms. Vina forcefield was used for generating affinity
maps. A selective JNK1 inhibitor, SP600125 [35] and native ligand of 3ELJ, the Pyrrolopyrimidine [36]
were used as positive controls. While INK1 was regarded as rigid, the ligands were regarded as flexible
molecules in this molecular docking procedure. The binding affinity of 7S4, SP600125 and the
Pyrrolopyrimidine to the JNK1 was calculated by AutoDock Vina [47]. The 3D structure of the JNK1-
7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine interaction was visualized and documented by using PyMOL
[48].

3. Results

The compound 7S4, commercially purchased compounds of 4-(dimethylamino)benzaldehyde (1) and 2-
amino-5-methylphenol (2), were synthesized according to the procedure outlined in experimental
section using ethyl alcohol solvent. The synthesis reaction of 7S4 is shown in Figure 1. The synthesis
took place at approximately 50 °C and a total of 120 minutes. After the purity of the 7S4 was proved by
thin layer chromatography (TLC) technique, it was characterized by 'H, **C-NMR, FT-IR and elemental
analysis. In experimental and theoretical calculations; this compound, characterized by its purity and
structure, was used.

Theoretical Calculations
Identification of the Stable Structure for the Compound (7S4)

In order to identify the stable structure of the molecule (7S4), different cis and trans structures of it were
drawn by the Chem Draw program. Firstly, the energy of each cis and trans structure was calculated by
minimizing them with MM2 in Chem3D. Then, the second calculation was performed by conformation
calculation with MarvinSketch 19.27.0 program to determine the stable structure of the 7S4. Each
structure determined by the MarvinSketch program was minimized again with MM2 in Chem3D and their
energies were calculated. It is determined that the most stable structure (the lowest energy structure of
the compound) for 7S4 was determined by the above two methods (7S4_M7_7). Different possible
stable structures were investigated by scanning calculation of the most stable structure of the 7S4
(7S4_M7_7) in Chem3D program and by using dihedral angles of imine (CH=N) and hydroxyl (O-H)
groups. The possible tautomer form was drawn by using the determined most stable trans structure of
the compound (7S4_M7_7). The drawn enol and keto tautomer forms were named as 7S4 M7_7_E
and 7S4_M7_7_K, respectively (Figure 3).
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Figure 3: Shapes and minimized energies of the most stable trans and cis structures for 7S4 (E, enol form; K,
possible) tautomer form.

Table 1: The bond angles, energies and shapes of the calculated most stable conformations of the 7S4 (using
B3LYP method and 6-311++g(d,p) basis set).

Energy
Molecule Dihedral angle Conformation
(kcal/mole)
1 7S4 M7 _7_K_opt 2C-1C-8N-9C 138 | -505412.6
3C-2C-1C-8N 41
150-10C-9C- 0.3
8N
2_7S4_M7_7_E_opt 9C-10C-150- 0.002 | -505446.8
16H
3C-2C-1C-8N -0.014
2C-1C-8N-9C 180
3 7S4_M7_7_E_scanl | 9C-10C-150- 0.004 | -505446.9
50 16H
3C-2C-1C-8N -4
2C-1C-8N-9C 178
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4_7S4_M7_7_K_scan8 | 2C-1C-8N-9c 139 | -505412.6
N
3C-2C-1C-8N 38
150-10C-9C- 02
8N
5 7S4_M7_7_E_scan8 | 9C-10C-150- 3 | -505446.9
N 16H
3C-2C-1C-8N -180
2C-1C-8N-9C 177

Optimization Calculations

First of all, the optimization calculation of the 7S4 M7 7 E and 7S4_M7_7_K conformations was
performed using the B3LYP method and the 6-311++g(d,p) basis set. We preferred this method and the
basis set since these are the most used method and basis set in the general calculations of this molecule
and similar molecules [4, 23-25]. In addition, the scan calculation of the 7S4_M7_7_E form with 9C-
10C-150-16H atoms (7S4_M7_7_E_scanl150) and 3C-2C-1C-8N (7S4_M7_7_E_scan8N) atoms were
done by the B3LYP method with 6-311++g(d,p) basis set. The scan calculation of 7S4 M7 _7 K form
with 2C-1C-8N-9C (7S4_M7_7_K_scan8N) atoms was done by the same method and basis set. The
bond angles, energies and shapes of the most stable conformations determined by this calculation are

given in Table 1 (Supplementary materialsl).

From the scan calculation of the enol form 7S4 M7 _7_E with the angle 9C-10C-150-16H, it was
determined that the most stable conformation was 3_7S4 M7_7 E scanl50 with an energy of -
505446.950 kcal/mole. This conformation was used for other enol form calculations (Supplementary
materialsl). From the scan calculation of the keto form 7S4_M7_7 K with the angle of 2C-1C-8N-9C,
the most stable conformation wasthe 1_7S4 M7_7_K_opt conformation with.an energy of -505412.646
kcal/mole. The conformation was used for other keto form calculations (Supplementary materialsl).

Tautomer
Knowledge about the probability and ratio of the tautomer form of the molecule is important in terms of
reactions, spectroscopic analyses, biological and pharmacological properties. Calculation results of

3 7S4 _M7_7_E_scanl50 molecule and its possible tautomer form in vacuum and solvent phase are
shown in Table 2.
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Table 2: SETFE energies and KT values of the enol and keto tautomer forms of the studied molecule.

Molecule Tautomer
31_7S4_M7_7_E_scanl50_freq 11 7S4 _M7_7_K freq E K

* * ok
Solvent (Sklf:-lz;llzliole) Solvent (SkEc-Ie;::/Eﬁole) ?I(Tcallmole)
ACT -505290.749 ACT -505259.665 | 31.084
ACCN -505290.928 ACCN -505259.965 | 30.963
CHCI3 -505291.234 CHCI3 -505257.446 | 33.788
DCM -505290.217 DCM -505258.778 | 31.438
DMF -505291.832 DMF -505258.023 | 33.810
DMSO -505290.985 DMSO -505260.062 | 30.924
ETOH -505290.822 ETOH -505259.787 | 31.035
METOH -505290.905 METOH | -505259.927 | 30.978

* SETFE: Sum of electronic and thermal free energies
**The Kt tautomer shows the tautomer equilibrium values between the enol form (31_7S4_M7_7_E_scan150_freq) and the keto

form (11_7S4_M7_7_K_freq). K= SETFEk-SETFEE (negative value indicates that form E is more stable)

Since the Kt tautomer has positive values in vacuum and in all solvents (approximately 30-33 kcal/mole),
it seems that the enol tautomer forms are more stable and the equilibrium is towards the enol form. This
means that the probability of formation of the Kt tautomer form in the reaction medium is very unlikely.
The most stable enol form (31_7S4 M7_7_E_scanl150 _freq) of the compound determined by tautomer
calculation was used in all other calculations.

Intramolecular H-bond

The B3LYP method and the Natural Atomic Orbital and Natural Bond Orbital (NBO) Analysis calculations
on the 6-311g++(d,p) basis set were calculated in vacuum by Gaussian NBO Version 3.1. The calculated
H-bond values are given in Figure 4.

The intramolecular H-bond affects the stability of the molecule. In the tautomer equilibrium (K7) of the
calculated enol and keto forms; the contribution of the H-bond is also inevitable for the balance to favor
the enol form. Intramolecular H-bonding is observed only in the enol form and not in the keto form. The
fact that the calculated intramolecular H-bond was 2.033 A caused the enol form to be more stable, and
due to this situation, the high Kr values in the tautomer equilibrium (30-33 kcal/mole) resulted in the
equilibrium being towards the enol form.

Dipole Moment

The dipole moment value gives information about the charge distribution in the molecule. In addition, a
high dipole moment means that the charge distribution is dense in different atoms groups or regions in
the molecule, and low means that it is less. The dipole moment also helps us to understand solvent-
solute interaction. Dipole moment values in frequency calculation in vacuum by B3LYP method and on
6-311g++(d,p) basis set are given in Table 3.
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Figure 4: Intramolecular H-bond.

It was observed that the dipole moment values were high (approximately 5-7 Debye) in the form
31_7S4_M7_7_E_scan150_freq. Since the dipole moment of the form of
31_7S4_M7_7_E_scanl50_freq is high, it is understood that the charge is polarized in certain atoms,
groups and regions (see section molecular electrostatic potential (MEP)). The higher electronegativity
of nitrogen and oxygen compared to hydrogen and carbon causes the change in the charge distribution
of the changing functional groups in the molecular structure, and therefore the dipole moment to be
higher. High dipole moment value means that the compound dissolves more easily in polar and polar
protic solvents.

Table 3: Dipole moment values.

Molecule

31 _7S4_M7_7_E_scanl50_freq
Solvent (DDigg;ee)
ACT 7.813
ACCN 7.869
CHCI3 7.399
DCM 7.646
DMF 7.506
DMSO 7.888
ETOH 7.836
METOH 7.862
\% 5.945

Natural Bond Orbital (NBO)

Electron-rich and electron-deficient centers in the molecule are determined by calculating the atomic
charges. Knowing the electron-rich or electron-deficient atoms and centers helps us to know the center
where electrophiles or nucleophiles will attack in reactions and to understand the reaction mechanism.
Another advantage of knowing the atomic charges is that it allows us to predict the solvent-solute
interaction, intramolecular or intermolecular H-bonding. Also, basic and acidic centers can be estimated.
If the molecule has a biologically active property, it can be predicted from which atom or functional group
the may be active. If the molecule is used as a ligand in complex reactions, it can be understood with
which atoms the coordinate covalent bond will be formed. NBO calculation for stable enol form was
done with B3LYP method and 6-311g++(d,p) basis set in vacuum by Gaussian NBO Version 3.1 (Table
4).
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According to the NBO calculation results, it is seen that the aromatic ring (1) with C2-C7 carbon atoms
contains more electron-rich atoms (with lower negative values) than the atomic charges in the aromatic
ring (2) with C9-C14 carbon atoms (Table 4). The higher charges of the C2-C7 carbon atoms are due
to the strong mesomeric electron repulsion to the ring with the contribution of the N18 (N(CHs)2) atom
and the methyl group attached to this atom. In the aromatic ring with C9-C14 carbon atoms, there is
weak mesomeric electron repulsion of the O15 atom and the C17 methyl group attached to the ring
(Table 4). In the compound, they are hetero atoms with the highest electron charge and their electron
charges are O15: -0.681, N8: -0.514 and N18: -0.477, respectively. The polarity and activity of the
molecule are due to these heteroatoms. Of all the hydrogens, the hydrogen with the fewest electrons,
that is, the most electron-deprived (with the higher positive value), is hydrogen H16: 0.489. Since
hydrogens with a higher positive value are usually acidic hydrogens, it can be said that hydrogen H16
is acidic hydrogen. The theoretical pKa calculation was calculated for H16 as pKa=8.582 with the PM6
method by MOPAC2016 package program.

Table 4: Natural Bond Orbital (NBO).

Hig——045 Has
Hss Has  Hog Hao C10—Cu1 Hay
N/ N/ 7N\
Hzz——Cyg C4—Cs Ng—Cg 2 'Cip—Cyr—Hag
N/ N _ /N
Nig—Cs 1 Co—Cy C1a—Cy3 Hso
Hss_Cé \C6=C7/ \H2| "és Ho7
/N /N
Hzs Haz  Has Hos
Atom Natural Natural
No Charge* Atom No Charge*
Cl 0.152 C20 -0.351
C2 -0.166 H21 0.149
C3 -0.134 H22 0.217
C4 -0.257 H23 0.208
C5 0.212 H24 0.208
C6 -0.276 H25 0.204
Cc7 -0.131 H26 0.211
N8 -0.514 H27 0.199
C9 0.061 H28 0.201
C10 0.337 H29 0.211
Cl1 -0.257 H30 0.204
Cl12 -0.016 H31 0.208
C13 -0.230 H32 0.199
Cl4 -0.202 H33 0.186
015 -0.681 H34 0.195
H16 0.489 H35 0.199
Cl7 -0.587 H36 0.186
N18 -0.477 H37 0.194
C19 -0.351

* Negative charge values mean electron rich and positive charge values mean electron weak.
HOMO, LUMO and Band Gap Energy (Ecar)

The HOMO and LUMO energies of the molecule and the difference between these two energies (band
gap energy, Ecap) help us to understand the chemical behavior, optical, electronic, conductivity, etc.
properties of the molecule. The HOMO, LUMO and Ecar energy values and shapes determined by the
calculation made with the DFT TD-SCF B3LYP method and the 6-311g++(d,p) basis set are given in
Figure 5. From the Exomo and ELumo calculations, it was determined that the electrons were distributed
throughout the molecule and the AEcap energy (2.366 eV) was not very high.
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Figure 5: Enomo, ELumo and Egap values of the studied molecule.
Molecular Electrostatic Potential (MEP)

Molecular electrostatic potential energy maps allow us to see the charge distributions of molecules in
three dimensions and to visually see the charged regions of the molecule. The red color represents the
region with the most electrons (electron rich) and the blue area represents the region with the least
electrons (electron weak). The MEP shape of the molecule determined by the calculation made with the
DFT B3LYP method and the 6-311g++(d,p) basis set is given in Figure 6. The electron-rich center of
the molecule is the aromatic ring containing OH and the other aromatic ring is less electron-rich (Figure
6). It is seen that the methyl groups attached to the amine are the electron weakest center, and the
hydrogens in the molecule are also electron weak.

-7.987e-2 . - 7.987e-2
)

) >-& <4

F o \'(J
.

Figure 6: Molecular electrostatic potential (MEP) shape of the molecule.

Solvent Accessible Surface Area (SASA)

SASA (Solvent accessible surface area) is an image that helps us see how a molecule dissolved or to
be dissolved in the solvent interacts with the solvent molecule. The SASA shape determined by the
calculation made with the DFT B3LYP method and the 6-311g++(d,p) basis set is given in Figure 7. In
the Figure 7, blue and red atoms represent polar centers, and gray colors represent nonpolar centers.
It means that polar and polar protic solvents will be activated with blue and red colored atoms and
nonpolar solvents will be activated with gray colored atoms.
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Figure 7: The SASA shape of the molecule.
Cytotoxicity

By using the NRU assay the cytotoxicity of 7S4 was screened on five cancer cells including A549, Caco-
2, HCT-116, Huh-7, MCF-7; and two normal cells including hTERT-HPNE and 3T3-L1. The IC50 values
that were the 7S4 concentration to halve the cell number and the selectivity indexes (SIA, SIB) that were
the division of 7S4 concentration to halve the hTERT-HPNE cells and the 7S4 concentration to halve
the 3T3-L1 cells were by the 7S4 concentration to halve the cancer cells, were calculated and presented
in Table 5. It was observed that the 7S4 concentration to halve the cell number was higher than 11.85
pg/mL and increased among the cell lines with the order of 3T3-L1, Huh-7, MCF-7, HCT-116, A549,
hTERT-HPNE, and Caco-2. Caco-2 was the most resistant and 3T3-L1 was the most sensitive cell line
for the 7S4 induced toxicity. When the SIA values were compared it was observed that Huh-7 cells were
1.9-fold MCF-7 cells were 1.67-fold sensitive to the 7S4 induced cytotoxicity than the normal hTERT-
HPNE cells. This result implies a role for the selective toxicity for 7S4 to the hepatocellular carcinoma
and breast cancer cells. However, this idea weakens when the S2 values that were 0.82 and 0.71 are
considered. Therefore, it was concluded that 7S4 was moderately toxic to both cancer and normal cells.

Table 5: IC50 values* (ug/mL) and selectivity indexes** (SIA and SIB) of 7S4 on cancer and normal cell lines.
Results from three different biological replicates were exhibited as mean + SD.

A549 Caco-2 | HCT-116 Huh-7 MCF-7 hTERT- 3T3-L1
HPNE
ICso of | 27.61%£3.37 | >30 27.4133.66 | 14.46:0.35 | 16.57+3.29 | 27.65+1.70 | 11.85+0.61
754 (SIA 1; SIB (SIA 1; SIB | (SIA 1.9, | (SIA 1.67;
0.42) 0.43) SIB0.82) | SIB0.71)

IC50*: half inhibitory concentration; NRU: neutral red uptake; SD: standard deviation. **The selectivity indexes were calculated
by the division of IC50 values of hTERT-HPNE (for SIA) and 3T3-L1 (for SIB) by the cancer cell lines.

Pharmacokinetics and druglikeness

By using the SwissADME computational tool, the pharmacokinetic characteristics and druglikeness of
test molecules can be predicted with an accuracy of 71% to 89% [35]. Thus, pharmacokinetic
characteristics and druglikeness of 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine were compared from
SwissADME and presented in Table 6. It was observed that SP600125 and 7S4 shared common
peculiarities in terms of druglikeness scores and pharmacokinetic characteristics such as
gastrointestinal absorption, blood-brain barrier access, CYP450 inhibitory activities that could be better
than the Pyrrolopyrimidine. Moreover, since 7S4 was predicted to be more soluble than SP600125 it
was suggested that 7S4 has an advantage for being used as a pharmacological agent for inhibiting
JNK1 activity.

264



Table 6: Comparative analysis of absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) between 754,
SP600125 and the Pyrrolopyrimidine.

Pecularity 754 SP600125 Pyrrolopyrimidine
Physicochemical Formula C16H20N20 C14HsN20 C29H27F2N3055
Properties Molecular 256.34 220.23 637.64 g/mole

weight g/mole g/mole

Num. heavy | 19 17 45

atoms

Num. arom. | 6 14 6

heavy atoms

Fraction Csp3 0.31 0.00 0.59

Num. rotatable | 3 0 6

bonds

Num. H-bond | 3 3 12

acceptors

Num.  H-bond | 1 1 5

donors

Molar 80.93 74.31 169.49

Refractivity

Topological 35.83 A2 44.95 A2 211.10 A2

molar  surface

area
Lipophilicity Log Po/w | 3.06 2.39 0.00

(iLOGP)

Log Po/w | 2.80 3.92 -2.12

(XLOGP3

Log Po/w | 3.08 3.67 -1.02

(WLOGP)

Log Po/w | 2.18 2.52 1.38

(MLOGP)

Log Polw | 2.37 4.30 1.16

(SILICOS-IT)

Consensus Log | 2.70 3.36 -0.12

Po/w
Water Solubility Log S (ESOL) -3.23 -4.28 -2.16

Solubility 1.51e-01 1.14e-02 4.41e+00 mg/mL ; 6.91e-
mg/mL ;| mg/mL ;| 03 mole/L
5.90e-04 5.20e-05
mole/L mole/L

Class Soluble Moderately Soluble

soluble

Log S (Ali) -3.21 -4.56 -1.78

Solubility 1.58e-01 6.02e-03 1.05e+01 mg/mL ; 1.64e-
mg/mL ; | mg/mL ;| 02 mole/L
6.18e-04 2.74e-05
mole/L mole/L

Class Soluble Moderately Very soluble

soluble

Log S | -2.69 -5.27 -5.69

(SILICOS-IT)

Solubility 5.27e-01 1.18e-03 1.31e-03 mg/mL ; 2.05e-
mg/mL ; | mg/mL ;| 06 mole/L
2.06e-03 5.37e-06
mole/L mole/L

Class Soluble Moderately Moderately soluble

soluble
Pharmacokinetics | Gl absorption High High Low

BBB permeant Yes Yes No

P-gp substrate No No Yes

CYP1A2 Yes Yes No

inhibitor

CYP2C19 No No No

inhibitor

CYP2C9 No No No

inhibitor
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Pecularity 754 SP600125 Pyrrolopyrimidine

CYP2D6 No No No
inhibitor
CYP3A4 No No No
inhibitor
Log Kp (skin | -5.88 cm/s -4.86 cm/s -11.69 cm/s
permeation)
Druglikeness Lipinski Yes; 0 | Yes; 0 | No; 2 violations:
violation violation MW>500, NorO>10
Ghose Yes Yes No; 4 violations:

MW>480, WLOGP<-0.4,
MR>130, #atoms>70

Veber Yes Yes No; 1 violation:
TPSA>140

Egan Yes Yes No; 1 violation:
TPSA>131.6

Muegge Yes Yes No; 5 violations:

MW>600, XLOGP3<-2,
TPSA>150, #rings>7, H-
acc>10

Bioavailability 0.5 0.55 0.17

Score

Molecular docking

In order to predict the JNK1 inhibitory activity of 7S4, molecular docking was performed. For the
confirmation of the AutoDock Vina protocol, and its capability to predict the right poses, a well-studied
JNKZ1 inhibitor, SP600125, and the native ligand in the structure of 3ELJ, the Pyrrolopyrimidine, were
docked into the binding site, and then the binding affinities of 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine
were compared. According to the molecular docking results presented in Table 7, the binding affinities
of 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine to the JINK1 were -7.2, -9.7and -6.4 kcal/mole, respectively.
Therefore, it was concluded that 7S4 has higher JNK1 binding affinity than the Pyrrolopyrimidine but
lesser than SP600125.

A comparative molecular visualization analysis of the 3D structure of JNK1 in complex with 754,
SP600125 and the Pyrrolopyrimidine that were docked by AutoDock Vina was performed and the results
were presented in Figure 8. N-terminal and C-terminal atoms of JNK1 were represented as spheres
colored by blue and red, respectively. In addition, polypeptide chains were colored by the secondary
structure. It was observed from Figure 8 that ASN-114 formed two different hydrogen bonds which are
in lengths of 3.1 A and 3.2 A with 7S4. MET-111 formed a hydrogen bond which is in the length of 3.3
A with SP600125. On the other hand, MET-111, GLU-109, MET-111, MET-111, ASN-114, SER-155
and ASN-156 residues formed six different hydrogen bonds which are in lengths of 3.3 A, 2.9 A, 3.0 A,
3.0A, 3.2A, 3.2 A, 3.0 A with the Pyrrolopyrimidine. By relying on these findings, it was suggested that
754 targets JNK1, likewise SP600125 and the Pyrrolopyrimidine. In addition, since 7S4 is bound to the
hydrophobic pocket of the ATP-binding site of INK1 like SP600125 [36], it was suggested that 7S4 is a
putative ATP-competitive inhibitor of INK1.
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Figure 8: 3D structure of the INK1 in complex with 7S4 (A), SP600125 (B) and the Pyrrolopyrimidine (C). Analysis
of hydrogen bonds formed 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine with JNK1.

Table 7. INK1 docking of 7S4, SP600125 and the Pyrrolopyrimidine.

PDB Ligand AG Interacting Distance (A)
Protein Code (kcal/mole) Residues
Crystal structure of | 3ELJ | 7S4 -7.2 ASN-114 3.1
JNK1 ASN-114 3.2
SP600125 -9.7 MET-111 3.3
Pyrrolopyrimidine -6.4 GLU-109 2.9
MET-111 3.0
MET-111 3.0
ASN-114 3.2
SER-155 3.2
ASN-156 3.0

4. Discussion and Conclusion

The compound 2-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)-5-methylphenol (7S4) was synthesized and
the accuracy of the structure was proved by spectroscopic technigues (Supplementary materialsl).In
order to determine the most stable structure in the theoretical calculation, first of all, the stable structures
of the possible trans and cis structures of the compound were examined. It was determined that the
stable trans structure was 7S4 _M7_7_E and the stable cis structure was 7S4_M27_27. Since the trans
structure is the more stable structure between these two structures, all calculations were made with this
stable trans structure. In addition, the possible tautomer form of the most stable trans structure
(7S4_M7_7_K) was drawn. The possible stability of the enol (7S4_M7_7_E) and keto (7S4_M7_7_K)
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forms of the stable trans structure was also investigated (Supplementary materials2, Supplementary
materials3, Supplementary materials4 and Supplementary materials5).

From the calculations, it was determined that the most stable structure was
31_7S4_M7_7_E_scanl50_freq and all calculations were made with this structure. According to the
calculation results, it was determined that the enol tautomer form was quite stable and the Kt balance
was approximately 30-33 kcal/mole for all solvents. According to this result, it was concluded that the
compound did not show keto tautomer and would only be in enol form (Table 2). All experimental and
theoretical calculations will be performed on the enol structure of the compound only in this geometry.
The compound has strong intramolecular H-bond (2.033 A) between H16-N8 atoms (Figure 4). The
presence of strong intramolecular H-bond means that this compound is highly stable in this geometry.
Experimental and theoretical studies will be carried out on this geometry. From the dipole moment
calculations, the dipole of the compound was determined to be quite high (in vacuum: 5.945, in other
solvents 7.399-7.888) (Table 3). According to the dipole moment values, it is understood that the
compound is a polar compound and will dissolve in polar and polar protic solvents. In experimental
studies, it can be concluded that the best results will be in polar and polar protic medium. From NBO
calculations, it was calculated that the most electron-rich atoms in the compound were O15 (Natural
charge: -0.681), N8: (Natural charge: -0.514 and N18: (Natural charge: -0.477) (Table 4). These centers
are active centers in electrophilic attacks. In addition, these centers play a role as active centers in
chemical reactions, solvent-solute interactions, and biological systems. It was observed that the weakest
center of the electron was the H16 atom (Natural charge: 0.489) (Table 4). The H16 atom is the most
sensitive atom to the nucleophile. H16 is acidic hydrogen (PM6 method pKa=8.582 by the MOPAC2016
package program) and reacts in a basic medium. It is concluded that the H16 atom will play a role as
an active center in chemical reactions, nucleophilic attacks, basic reactions and biological systems. In
addition, HOMO (-8.321 eV) and LUMO (-5.955 eV) energies were observed to be low (Figure 5). In
addition, the Ecap value is as low as 2.366 eV; It means that the compound is reactive in chemical
reactions, is a colored compound and has a semiconductor feature. From the molecular electrostatic
potential energy map, it was determined that the ring containing the OH group was the most electron-
dense ring, the electron density gradually decreased towards the other ring, and the least electron
density was on the N(CHs)2 group. In this compound, the red regions with high electron density are
active centers against electrophiles, polar and polar protic solvents in solvent-solute interactions, and
biological systems. Blue regions with low electron density are active centers against nucleophiles, and
against polar and polar protic solvents in solvent-solute interactions and biological systems (Figure 6).
From the solvent accessible surface area, polar and polar protic solvents are activated with blue and
red colored atoms, and apolar solvents with gray colored atoms in chemical reactions and biological
systems (Figure 7).

There are considerable efforts to design efficient drugs for the treatment of cancer. On the other hand,
the burden of cancer incidence and mortality are rapidly growing across the world. The treatments
generally fail with the effect of chemoresistance. Therefore, it is necessary to find novel cytotoxic
chemicals that could be effective for the reversal of chemoresistance. In this study, 7S4 is suggested as
a putative chemoresistance relieving agent with its affinity to INK1, pharmacokinetic characteristics, and
cytotoxic effects. The idea that 7S4 has an affinity to JNK1 relies on the observations from molecular
docking analysis. In this experiment, the affinity of a widely used JNK1 inhibitor, SP600125, and a native
ligand of JNK1, the Pyrrolopyrimidine, was compared with 7S4. It was observed that 7S4 has a better
affinity than the native ligand but weaker affinity than the canonical JNK1 inhibitor. Thus, 7S4 could be
used to develop an ATP-competitive inhibitor of JNK1. The pharmacokinetic characteristics,
druglikeness and solubility of 7S4 are also promising to develop a therapeutic agent. Therefore, further
experiments that aim to improve the therapeutic benefits of 7S4 could be promising for better therapy
of cancer.
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Amag: Bu calisma, yasli bakiminda etkin rol oynayan saglik bakim profesyonelleri olan yodun bakim
hemsirelerinin yasli ayrimcihdina iliskin tutumlarinin incelenmesi amaciyla yapilimistir.

Materyal-Metot: Yodun bakim uniteleri hemsirelerin ve yasl bireylerin bir arada oldugu 6nemli alanlardan
biridir. Aragtirmanin evrenini Bagaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Yogun Bakim Unitelerinde galigan
hemsireler (N=149); érneklem grubunu ise ¢alismaya katilmayi kabul eden ve katilma sartlarini kargilayan
136 hemsire olusturmustur. Arastirmanin verileri, arastirmacilar tarafindan hazirlanan sosyodemografik
veri formu ve Pozitif ve Negatif Yagli Ayrimciligi Olgegi (PNYAO) kullanilarak toplandi.

Bulgular: Yogun bakim Uniteleri hemsirelerin ve yash bireylerin bir arada oldugu 6nemli alanlardan biridir.
Arastirmanin evrenini Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Yogun Bakim Unitelerinde calisan
hemsireler (N=149); érneklem grubunu ise ¢alismaya katilmayi kabul eden ve katilma sartlarini kargilayan
136 hemsire olusturmustur. Arastirmanin verileri, arastirmacilar tarafindan hazirlanan sosyodemografik
veri formu ve Pozitif ve Negatif Yagh Ayrimcihgi Olgegi (PNYAQO) kullanilarak toplandi. Katilimei
hemsirelerin PYA tutum puani 42,76+5,32 iken NYA tutum puani 24,18+6,47 olarak bulunmustur. Bu veriye
dayanarak; calismadaki katiimci profesyonel sadlik ekibinin Uyesi olan hemsirelerin yasi ilerlemis bireylere
yonelik tutumlarinin olumlu oldugu ifade edilebilir.

Sonug: Yaslhlara yonelik olumlu tutumlarin gelistiriimesine yonelik bireysel ve kurumsal stratejilerin
planlanip uygulamaya aktif olarak dahil edilmesi dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Yasl ayrimciligi, yogun bakim, hemsire
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ABSTRACT

Objective: This study aims to investigate the attitudes of intensive care nurses, who play an active role in
elderly care, towards ageism.

Materials and Methods: Intensive care units are important settings where nurses and older individuals coexist.
The study population consisted of nurses (N=149) working in the Intensive Care Units of Basaksehir Cam ve
Sakura City Hospital, and the sample group comprised 136 nurses who agreed to participate and met the
inclusion criteria. Data were collected using a socio-demographic questionnaire and the Positive and Negative
Ageism Scale (PNAS). The mean attitude score towards positive ageism (PAS) was found to be 42.76+5.32,
while the mean attitude score towards negative ageism (NAS) was 24.18+6.47. Based on these data, it can be
stated that the participating nurses exhibited positive attitudes towards older adults.

Results: Intensive care units are important settings where nurses and older individuals coexist. The study
population consisted of nurses (N=149) working in the Intensive Care Units of Basaksehir Cam ve Sakura City
Hospital, and the sample group comprised 136 nurses who agreed to participate and met the inclusion criteria.
Data were collected using a socio-demographic questionnaire and the Positive and Negative Ageism Scale
(PNAS). The mean attitude score towards positive ageism (PAS) was found to be 42.76+5.32, while the mean
attitude score towards negative ageism (NAS) was 24.18+6.47. Based on these data, it can be stated that the
participating nurses exhibited positive attitudes towards older adults.

Conclusion: Individual and organizational strategies should be planned and actively implemented to enhance
the development of positive attitudes towards older adults.

Keywords: Ageism, intensive care, nurse
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1. Giris

Yaslanma tim canlilarda ortaya ¢ikan, fonksiyonlarda gerilemeye neden olan, kalitsal ve gevresel
faktorlerden etkilenen ve déllenmeden baslayip yasamin sonuna kadar devam eden bir siregtir [1, 2].
Tip alanindaki gelismeler, ilerleyen teknoloji, erken tani ve tedavi yontemlerinin uygulanmasi, koruyucu
saglik bakimlarindaki ilerlemeler [3] ile yasam kalitesinin degismesi, dogurganlik oraninin azalmasina
bagli olarak toplumlarin giderek yaslanmasina yani yash niufusunda artisa neden olmustur [4, 5]. Dinya
Saghk Orguti (DSO)nin son tanimlamalarina gore yaslilik dénemi “65 yas ve Uzeri” olarak
adlandiriimaktadir. Tim dinyada ve hatta Glkemizde yash birey sayisi her gecen giin artmaktadir.
Diinya Saglik Orgiti'ne gore dinya nifusunun %11' 60 yasin Gzerindedir ve bu sayinin 2050 yilina
kadar yaklasik 2 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir [6]. Bu duruma paralel olarak Turkiye'nin niifusu
da hizla yaslanmaktadir. 2019 yilinda 65 yas ve Usti kisilerin Japonya'nin toplam nufusu igindeki orani
%9,1 iken, 2050 yilinda bu oranin %20,8'e ulasacagi tahmin edilmektedir. Ayrica TUIK verilerine gére
2019-2021 hayat tablolari incelendiginde beklenen yasam suresi 77,7 yil olarak belirlenmistir [7].
Ortalama yasam suresinin artmasina ek olarak yaslilik; saglik, givenlik, egitim, is olanaklari, kiltirel
faaliyetler, aile ve yasal alanlarin hepsini tim yonleri ile etkilemektedir [8]. Yash niifusun artigi ile birlikte
toplumlar da yaglilar icin barinma, yeterli gelir elde etme, saglik harcamalarinin karsilanmasi ve is
olanaklari gibi konularda sorunlar yasanmaya baslamaktadir [9]. NiUfusun yaslanmasi, halk saghgr ve
refah sistemleri lzerinde dogrudan etkileri olan, gelismis toplumlarin karsi karsiya oldugu en zor
sorunlardan biridir. Hizla artan yash nifus, saglik hizmetlerine erisimde, saglikla ilgili masraflarin
6denmesinde, sosyal guvenlik kurumlarinin o6rgutlenmesinde, hizmet ihtiyaglarinin ve istihdam
olanaklarinin karsilanmasinda zorluklar yaratmaktadir. Ayrica ailelerin kiglUlmesi, tiketim ¢ilginhgi,
uzun édmarlalige bagh kronik hastaliklar ve sanayilesmenin etkisiyle artan bakim ihtiyaci yaslilarda aile
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baglarinin zayiflamasina ve yaslanmaya bagli sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur [10, 11, 12].
Genellikle bireyler yaslandikga gli¢ ve verimin azalmasi, artan saglik sorunlari nedeniyle yasadiklari
toplumlar tarafindan bagimli ve topluma yuk olarak degerlendiriimektedirler [13,14]. Yaslilarin saghgini
korumak ve gelistirmek icin tibbi ve kurumsal hizmetlerin etkin bir sekilde uygulanabilmesi i¢in bu
alanlarda c¢alisan tim saglik calisanlarinin  onyargilari, tutumlari, degerleri ve inanglari
degerlendirilmelidir [15]. Bunun nedeni, saglik bakim sistemlerinin ve saglik ¢alisanlarinin tutumlarinin
yas gruplarina gore farklilik géstermesi ve yasli insanlara yénelik bu tutumlarin agirlikli olarak olumsuz
Ozellikler gostermesidir [13]. TUm bunlarin sonucunda toplumun yaslanmaya bakis agisi degisiyor.
Bakis acisindaki degisiklikler, yaslilari ilgilendiren tim sureclerde tutum ve davraniglara yansir [9]. Bu
konulardan biri de yas ayrimciligidir [10, 12, 15]. Yas ayrimciligi genellikle saglik hizmetlerinde, sosyal
yasamda ve ailede ortaya ¢ikar [9,10,16].

Yasclilik/yas ayrimciligi, ilk kez 1969 yilinda Robert Butler tarafindan tanimlanmigtir. Bir kisinin sadece
yas! nedeniyle sergiledigi olumsuz davraniglar, 6n yargilar, farkli tutum ve davraniglara atifta bulunan
¢ok Ozel bir terimdir [10, 17]. Bu, yalnizca yaslari, dnyargilari, tutumlari ve davraniglari nedeniyle
insanlara kars! farkli tutumlari ifade eden hem olumlu hem de olumsuz tutumlari icerir. Olumlu davranis;
merhamet, bilgelik, glvenilirlik, siyasi gi¢, 6zgurlik, mutluluk gibi unsurlari kapsarken, olumsuz tutumlar
ise hastalik, iktidarsizlik, cirkinlik, zihinsel gerileme, delilik, ise yaramazlik, izolasyon, yoksulluk ve
depresyon gibi yonleri icerir [18]. Toplumun sosyo-kiltirel yapisi, tutum ve davranislardaki degisimler,
bireysel ve toplumsal yaslanmaya bakis acilarinin yaslilara sunulan hizmetlere yansimasi, geriatri
bakimini birgok klinik alanda saglik agisindan cazip hale getirmektedir. Ancak hala alanla ilgili yeterli
calisma bulunmamaktadir [10, 15, 16]. Saglik calisanlarinin yaslhlara yonelik tutumlari, toplumun
yaslilara ve yaslanmaya yonelik tutumlari kadar énemlidir. Yasam beklentisinin artmasi, kronik
hastaliklarin tedavisi, saglik hizmetlerine erisimin artmasi ve toplumlarda egitim seviyesinin ylikselmesi
ile yashlarin saglik hizmetlerinden yararlanma oranlari artmaktadir [14, 16, 17,19]. Bununla birlikte saglik
calisanlari tarafindan yaslhlar, sadlik yardimi verenlerden yeterli bakim almadiklari i¢in, hizmetlerde
tercih edilen grup gengler oldugu icin, bilgi toplanmadidi icin ve asagidaki nedenlerle ayrimciliga
ugrayabilirler. ileri yaslarda, genclere kiyasla hastalik tedavisinin ihmal edilmesi ile iliskilendirimektedir
[20, 21, 22]. Saglik ¢alisanlarinin yaslh insanlara karsi tutumlari, yasli insanlara nasil davranildigini
etkileyen temel faktorlerden biridir [2]. Saglik ¢alisanlarinda toplumdaki yaslilarin saglik sorunlarinin
normal yaslanma slrecinin bir pargasi oldugu disiincesini hakim olabilmekte ve bu durum yaslilarin
etkisiz tedavi edilmesiyle sonuclanabilmektedir [23].

Bakimda o6nemli role sahip olan hemsireler yasl insanlarla pek ¢ok alanda etkilesim halinde
olduklarindan, onlarin saglik ihtiyaclarinin degerlendiriimesi ve planlanmasinda ve ayrica sagliklarinin
strdurtlmesinde ve gelistiriimesinde énemli bir rol oynarlar. Yogun bakim Uniteleri, bakim verenler ve
yaslilar icin en 6nemli birliktelik alanlarindan biridir. Tip alaninda hemsirelerin yaslanmaya ve yasli
bakimina yonelik tutumlari genis ¢apta tartisilsa da, bu ¢alismalar genel olarak hemsirelik 6grencileri ve
genel hemsirelik alani distnulerek yapilmistir. Naldan, Kara ve ark. arastirmasi yogun bakimda c¢alisan
saglik galisanlari ile yapilmis ancak 6zel bir grup olan yogun bakimda galisan hemsireler ile ¢alisma
yapilmamistir. Bu g¢alisma, yash bakiminda etkin rol oynayan saglik bakim profesyonelleri olan yodun
bakim hemsirelerinin yash ayrimciligina iligkin tutumlarinin incelenmesi amaciyla yapiimigtir.

2. Materyal ve Metot

Tanimlayici nitelikteki arastirmanin verileri 15.12.2021 tarihinden itibaren 1 aylik sure iginde
toplanmistir.  Arastirmanin evrenini Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Yodun Bakim
Unitelerinde galisan hemsireler olusturmaktadir (N=149). Evren icinde galismaya katilmayi kabul eden
ve katilma sartlarini karsilayan 136 hemsire érneklem grubunu olusturmustur. Calismaya katiimayi
kabul etmeyen, calismanin yapildigi tarihlerde izin, rapor, vb. nedenlerle ulagilamayan ve anketin
tamamini doldurmayanlar ¢alisma disinda birakildi. Arastirmanin verileri, arastirmacilar tarafindan
hazirlanan sosyodemografik veri formu ve Pozitif ve Negatif Yasli Ayrimcihdi Olgegi (PNYAO)
kullanilarak toplandi.

Sosyodemografik Veri Formu; Arastirmacilar tarafindan hazirlanan formda hemsirelerin
sosyodemografik 6zelliklerinin (yas, cinsiyet, medeni durum gibi) yani sira; ¢alisilan klinik (¢alistigi klinik,
klinikteki yasl hasta orani) ile ilgili sorular bulunmaktadir.

Pozitif ve Negatif Yag Ayrimciligi Olgegi (PNYAQ): Bu galismada yas ayrimciligini degerlendirmeye
yardimci olmasi igin Yurttas ve Sarikoca'nin Gegerlik ve Givenilirligini yaptigr (2018) [17], iki alt boyutu
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olan Pozitif ve Negatif Yas Ayrimcihg Olgedi' (PNYAO) secilmistir. Olgekte 23 farkl terim bulunmakta
ve Olgekteki her soruya 1'den 5'e kadar likert derecelendirmesi verilmektedir. Olgegdin genel Cronbach
alfa katsayisi (0.801) dlgegin oldukga guvenilir oldugunu géstermektedir. Yapisal gegerlik galismasinda
iki faktorlii bir dlgek olarak belirlenmistir. Analizden elde edilen bulgular (0,062 RMSEA, 0,90 NNFI ve
0,91 CFI) alt faktorler ve élgekler arasinda iyi bir uyum oldugunu géstermektedir. Bu élgedin uygulamasi
icin alabileceginiz en ylksek puan 65, en dusuk puan ise 13'tir. Toplam puana goére elde edilebilecek
yuksek puan, yaslilara yoénelik olumlu tutumun yuksek oldugunu géstermektedir. Olumsuz alt sorular,
artan puanlarla (10'dan 50'ye) ters olarak puanlanmakta ve yasli yetiskinlere karsi daha az olumsuz
tutum oldugunu géstermektedir.

Calismamizda istatistiksel analiz SPSS 29.0 programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagihm
gOsterip géstermedigi Kolmogorov-Smirnov Z testi ile belirlendi. Veriler normal dagildidi igin analiz igin
parametrik testler kullanildi. iki stirekli degisken grubunu kargilastirmak igin Student t testi kullanildi ve
iki veya daha fazla grubu karsilastirmak igin gok yonlii ANOVA kullanildi. p<0,05 istatistiksel anlamlilik
kabul edildi.

Calismanin yapilabilmesi Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik
kurulundan klinik arastirmalar icin izin alinmistir. .(Sayi: 2021.11.265). Ayrica ¢alismanin yapilacagi
kurumdan yazili onam ve ¢alismaya dahil edilen hemsirelerden de bilgilendirilmis onam alinarak ¢alisma
tamamlandi.

3. Bulgular

Calismada toplanan veriler degerlendirilmig, sosyodemografik veriler gore elde edilen bulgular tablo
halinde sunulmustur (Tablo 1).

Buna gore katilimcilarin ortalama 26,45+3.11 yasinda oldugu ve 2,40 £1,20 yildir galismakta olduklari
gorulmektedir. Ylzdelik olarak incelendiginde ¢ogunlugu kadin (%56,60), bekar (%69,10) gelir- gideri
esit (%56,60), blylk sehirde yagsamakta (%71,30), ¢alisma suresi 2 yil (%39,70), calisma yeri genel
yogun bakim (%47,80) olarak bulunmustur. Tabloda yer veriimemis olmakla birlikte calismaya dahil olan
hemsirelerin tamami lisans egitimini tamamlamistir. Kullanilan yash ayrimcihdi élgegi ile calismaya
katilan hemsirelerin PYA ve NYA tutum puanlari degerlendiriimis (Tablo 2) ve PYA tutum puani
42,76+5,32 iken NYA tutum puani 24,18+6,47 olarak bulunmustur.

Tablo 1:Sosyo-Demografik Ozellikler

Degiskenler Min-Max Ort+ SS
Yas 20-42 26,45+3,11
Degiskenler n %
Cinsivet Kadin 77 56,60
Y Erkek 59 43,40
. Bekar 94 69,10
Medeni d :
edent durum Evii 42 30,90
. Cekirdek 107 78,70
Aile yapisi Genis 29 21,30
Gelirim giderimden az 44 32,40
Gelir Diizeyi Gel!r!m g!der!me denk 77 56,60
Gelirim giderimden 15 11,00
fazla
Buyuksehir 97 71,30
Yasanilan yerlesim birimi | Sehir 21 15,40
Koy / Kasaba 18 13,20
1yl 32 23,50
Caligilan Siire (Yil) 2 yil 54 39,70
3yil 25 18,40

276



4 yil 13 9,60
5 ve Uzeri 12 8,80
Yaglilar yaridan az 28 20,60
Hasta profili En az yarisi yasl 35 25,70
Yaridan fazlasi yasl 73 53,70
Genel yodun bakim 65 47,80
Koroner yogdun bakim 17 12,50
Nakil yodun bakim 19 14,00
Calisilan birim Post-op yogun bakim 7 5,10
KVC yogun bakim 10 7,40
Pandemi yodun bakim 8 5,90
Noroloji yogun bakim 10 7,40

Tablo 2: Pozitif ve Negatif Yasli Ayrimcih@i Olgedi Toplam Puanlar

Degiskenler Min-Max Ort+ SS Cronbach Alfa
PYA toplam puani 24-57 42,76+5,32 0,499
NYA toplam puani 11-39 24,18+6,47

Pozitif ve Negatif Yasl Ayrimciligi Olgegi toplam puanlari ankete katilan hemsirelerin sosyo-demografik
Ozellikleri ile karsilastinimigtir (Tablo 3). Bu karsilastirmanin sonuglarina gore cinsiyet, aile tipi, caligilan
sure ve c¢alisilan birim ile NYA tutum puanlan arasinda anlamli istatistiksel iliski bulunmustur (p<0,05).

Tablo 3. Pozitif ve Negatif Yasli Ayrmciligi Olgegi Toplam Puanlarinin Hemsirelerin
Sosyo-Demografik Ozellikleri Karsilastirimasi (N=137)

. - Negatif Yash
3 Pozitif Yagh Ayrimcilig Ayrimcihigi Toplam
Degiskenler Toplam Puan Puan
Min-Max Ort£SS Min-Max Ort£SS
Kadin 33-57 43,71+4,92 11-36 22,50+5,73
Cinsiyet Erkek 24-55 41,52+5,60 14—29000 26t,3716,76
— — p=0, =-
p=0,017 t=2,418 3.602
Bekar 24-57 42,75+5,62 11-36 23,50+6,08
Medeni Evli 34-54 42,78+4,66 15-39 25,71+7,10
durum - -
_ _ p= 0,065 t=-
p= 0,976 t=-0,031 1,860
Cekirdek 24-57 42,96+5,57 11-39 23,4916,02
Aile tipi Genis 39-50 42,03+4,31 10-39 26,72+7,49
_ _ p= 0,017 t=-
p= 0,407 t=0,832 2,425
Gelir giderden az | 33-47 40,80+4,36 15-36 25,80+6,95
Gelir gidere denk | 24-55 42,62+5,30 11-39 23,18+46,31
Gelir Gelir giderden
Diizeyi fazla 32-57 43,68+5,56 14-36 25,3816,40
— _ p=0,116 F=
p=0,183 F=1,719 2,187
Yasganilan | Bjjyiiksehir 24-57 42,61+5,65 11-36 23,5916,06
yerlesim
birimi Sehir 37-52 44,14+3,75 15-39 24,66+7,20
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Kasaba/kdy 36-55 41,94+4,96 15-36 26,77+7,38
_ _ p=0,150 F=
p= 0,388  F=0,953 vt
1 yil 24-48 41,84+5,04 16-35 25,43+6,12
2 yil 31-55 42,61+5,48 14-39 25,09+6,72
Caligilan | 3yl 33-57 43,68+5,69 11-33 20,64+5,85
Siire (YIl) | 4 yi| 38-50 43,00+3,89 16-34 24,30+6,58
5 ve Uzeri 32-52 43,75+6,18 17-36 23,2545 44
p=0,709 F =0,537 p=0,034 F=2,681
Genel yogun 35-57 43,87+5,06 14-35 23.89+5.91
bakim
Koroner yogun 31-53 40,82+5,86 11-39 28,00+7,98
bakim
Nakil yogun 36-48 42,36+3,71 15-34 23.42+5,74
bakim
Meslekte Eglflt%p yogun 38-51 43,14+4.67 16-32 20,71+6,77
Calisilan KVC vodun
Alan bakmg’Og“ 24-55 40,90+8,19 16-34 26,00%6,61
Pandemi yogun | 55 ¢ 41,62+5,85 14-28 19,75+4,89
bakim
Noroloji yogun 34-47 42,10+4,86 14-34 25,20+6,77
bakim
~ ~ p= 0,037
p= 0,325 F=1,173 P11

4. Tartigsma ve Sonug

Hemsirelerin geriatrik yas grubundaki hastalara yoénelik tutumlari ve bunlari etkileyen faktorleri
belirlemek amaciyla yapmis oldugumuz ¢alismamizin bulgulari yorumlandiginda, hemsirelerin yasliya
yonelik tutumlarinin genel manada olumlu oldugu ifade edilebilir. Pozitif tutum puani degerlendirildiginde
yalnizca cinsiyet agisindan (kadinlar) anlaml istatistiksel farkhlik gézlenmis olup diger parametrelerin
yasliya yonelik pozitif ayrimcilik puani lGzerine istatistiksel anlamli etkisinin olmadigini géstermektedir.
Negatif Yash Ayrimciigi Toplam Puanlarin sosyodemografik verilerden etkilenme durumlari
incelendiginde ise; erkeklerde, genis aileye sahip olanlarda, evlilerde, koroner yogun bakimda
calisanlarda Negatif Yasl Ayrimciligi Toplam Puani daha yiksek bulunmustur. Ek olarak 3 yildir
hemsire olarak galisanlar ve pandemi yogun bakimda calisanlarda ise Negatif Yagh Ayrimciligi Toplam
Puani daha distk bulunmustur. Calisan tim hemsirelerin en az lisans mezunu olmasi nedeni ile egitim
dizeyinin yagli ayrimciligina etkisi degerlendirilememistir.

Saglik g¢alisanlarinin yaslanan nifus hakkindaki tutumlari, ézellikle davranislari, etkilesimleri ve saglik
hizmetleri ve diger hizmetler sunmalari agisindan yasli insanlara sunduklari tedaviyi etkileyebilir [24].
Bundan dolayi, yas ayrimciliginin incelenmesi 6nemlidir, ¢linki olumsuz bir tutum taninin tedavisini ve
daha sonra yagli hastanin tedavisini etkileyebilir. Birgok anormal hastalik sirecini yaslanmanin normal
bir pargasi olarak reddetme egilimi literatlirde sikga tanimlanmistir. Buna ek olarak, hemsirelerin
tutumlari yagli insanlarla ¢alisma tercihini ve onlara sunulan bakim kalitesini etkilemektedir [24, 25, 26].

Gunumuzde yasli bakim hizmetlerinin kalitesinin iyilestirimesi konusu ve buna yonelik yaklasimlar
gindemi mesgul etmektedir [27]. Bu konularin dnceligini saglik hizmetlerinin sunumunda yaslilara
yonelik tutum gelmektedir [28, 29]. Genel olarak yaslilar, saglik bakim destegi veren kurumlar ve saglik
personelleri tarafindan “yatak isgal eden, hastanede uzun sire kalmayi gerektiren, hastane ve bakim
etkinligini azaltan” bir grup olarak tanimlanmakta, saglik kurumlarinin ve saglik personelinin onlari tedavi
edememesi nedeniyle de saglik sisteminin basarisizligi olarak tanimlanmaktadir [27, 30]. Saghk
profesyonellerine gbre, bu donemde ortaya ¢ikan hastaliklar yasa baglh ortaya ¢ikan hastaliklar olarak
kabul edilebilir ve bu nedenle yash bakimi ile ilgilenmek onlar igin “alt sinif- diiglik statlli” bir meslek
olarak kabul edilir [31].
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Saglik profesyonelleri ekibinde yer alan hemsirelerin temel amaclarindan biri bireysel, ailevi ve
toplumsal ihtiyaglar konusunda egitim ve danismanlik hizmeti vermektir [2]. Saglik bakim hizmeti
saglayicilari, yagl insanlardaki kronik sorunlari ele almaktansa genclerdeki akut saglik sorunlarina
odaklanmay tercih edebilir. Yapilan ¢alismalarda saglik galisanlarinda 6zellikle hemsireler igin yasli
bakimi, beceri dizeyi, palyatif bakim ve yaslilarda adri yénetimi gibi temel konular ve etik anlayis
hakkinda daha genis egitimin gerekliligi ortaya konulmustur [5]. Sagdlik personellerine yeterli seviyede
geriatrik egitim veriimemesi, klinik bakimda esitsizliklere yol agabilecek bir unsurdur. bunun nedeni
saglik calisanlarinin yagli insanlarin 6zel bakim gereksinimleri hakkinda ¢ok az bilgiye sahip olmalaridir
[32]. Bir diger galismanin sonuglarinda, Turkiye'de yaslilara yonelik tutumlarda kaltirel, dini ve sosyal
degerlerin 6nemli bir belirleyici oldugu ve bu faktorlerin yaslilara yonelik tutumu egitimden daha fazla
etkiledigi ortaya konulmustur [33]. Bizim ¢alismamizda hemsirelerin tamaminin lisans mezunu olmasi
nedeni ile egditim dizeyi farkhliginin yasli ayrimciliina etkisi net olarak ortaya konulamamistir.
Yapilacak diger calismalar igin; hemsirelik lisans egitimi slresince yasli bakimina dair ders alip
almadiklari sorusu sosyodemografik veri formuna eklenebilir.

iranda yaplan niteliksel bir calismanin sonuglarinda yogun bakimlarda yaglilarla ilgili kararlarin
alinmasinda ahlaki ikilemleri ve manevi sikintilari ¢ok fazla yasadiklari vurgulanmistir [11, 30].
Hemgirelerin ahlaki duyarliligini gelistirmenin, hemsirelerde yash ayrimciligini énlemek ve bunlarla
micadele etmek icin umut verici yeni bir yol olabilecegini vurgulamistir. Bakimla ilgili stres, yagli
ayrimciligina ve istismara yol agabilecek diger bir faktordir. Huzurevleri gibi bakim hizmetlerinin verildigi
kurumlarda yasl istismari evde oldugundan daha yaygindir [10, 34]. Calismamizdaki sorularin igerigi
Uzerinden degerlendirdigimizde bizde yogun bakim unitelerinde is yukinin fazlalidi, personel sayisinin
azligi gibi bircok sebebin yasli ayrimciligini tetikleyebilecedini, ancak ahlaki duyarlilikla ilgili yapilacak
egitimlerin bu konuda destekleyici olabilecegdini disunduk. Calisilan birimlerdeki negatif tutum puaninin
koroner yogun bakimda en ylksek ve pandemi yodun bakimda en dislk olarak bulunmasi; g¢alisilan
yogun bakimlarda hastanin iyilesme beklentisindeki artisin da pozitif ayrimciligi artirabilecegini
gOrasinu destekleyen bir veridir.

Yapilan c¢alismalarin ¢gogunda hem hemsireler hem de hemsirelik égrencilerinin, yash yetiskinlerin
bakiminda gorev almayi tercih etmemekle birlikte; yasliya yénelik olumlu tutumlar ve pozitif ayrimcilik
bildirirken, yasli bakimina yénelik yanilgilari da bulunmaktadir. Bu odak temelinde yasli bireylere yonelik
olumlu tutumlar tegvik edecek stratejiler aktif olarak planlanmali ve uygulanmalidir ( gerontoloji egitimi,
bakim veren hemsirelerin yaslanma konusundaki sahsi goruslerinin degerlendiriimesi, egitimciler ve
uygulama alanlarinda gérev alan rol modellerin olumlu tutumlar destekler tutum sergilemesi, ise yeni
baslayan hemsirelere ve 6grencilere yasli bireylerle ¢alisabilme imkanlarinin saglanarak etkin 6grenme
deneyiminin sunulmasi, planh arastirmalarin yurGtilmesi)[15, 24, 29, 35].

Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde hasta bakimindan birinci derecede sorumlu olan hemsirelerin
yaslilara karsl olumlu tutumlari olmasina ragmen, bilgi, beceri, deneyim eksikliklerinin yasli bireylere
bakim vermelerini zorlastirdigi unutulmamalidir. Bu noktada bizi net olarak kargilayan temel sonug
bakim ihtiyaci olan yaslilara etkin gerontolojik dederlendirmeyi ve uygulamalarini iceren genis 6lgekli bir
egitimin planlanip hemsirelere verilmesi gerekliligidir. Ayrica kurumlardaki yonetim anlayisi ve personel
yetersizligi gibi nedenlerle hastanelerde geriatrik bireyler icin ayri bir geriatri kliniginin bulunmamasinin,
yasl hastalarda sunulan bakim sirasinda zaman yetersizligine yol actigi ve bakim vermeyi olumsuz
etkiledigi saptanmistir [29].

Etik Beyani

Bu galismada, “Yiiksekégretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Ybénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen ybénergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigine
Aykini Eylemler” baghgi altinda belirtilen eylemlerden hicbirinin gerceklestiriimedigini taahhiit ederiz.

Kaynakca

1. [Goger S. 2012. Hacllar ilge merkezinde yashlarla yasayan bireylerin yaslilik ve yasli ayrimciligina iliskin
tutumlarinin belirlenmesi. Yiiksek Lisans tezi, Erciyes Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Halk Saghg
Anabilim Dali, Kayseri, 2012. ]

279



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

[Vefikulugay D. 2008. Universitede égrenim géren égrencilerin yagl ayrimciligina iliskin tutumlari. Doktora
tezi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Dogum ve Kadin Hastaliklari Hemsireligi Programi,
Ankara, 2008]

[Giiven SD, Muz GU, Ertiik NE. 2012. Universite égrencilerinin yagh ayrimciligina iligkin tutumlari ve bu
tutumlarin bazi degiskenlerle iligkisi. Anadolu Hemsirelik ve Saglik Bilimleri Dergisi 15(2); 99-105.

[Sevil U, Bayram Deger V. 2019. Geriatriye Disipliner Arasi Yaklagim. Giiven Plus Grup A.S. Yayinlari:
Aralik 35 /2019 istanbul]

[Rees j, King L, Schmitz K. 2009. Nurses' perceptions of ethical issues in the care of older people Nurs
Ethics.16(4); 436-52. ]

[Oztiirk Bagol, R. 2019. The Appearance of Elderly Population in Turkey and EU Countries. KOSBED, 37;
35-46.]

[www.tuik.gov.tr. 2023. Tiirkiye Istatistik Kurumu Haber Biilteni. Sayi:45592. 26. nisan 2023.
https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Hayat-Tablolari-2019-2021-45592]

[Komgsu UC. 2014. Yaslilik, yasl nlifusun sorunlari ve yetiskin egitimi, Akademik Sosyal Arastirmalar
Dergisi, 2(1);370-89. ]

[Bulut E, Cilingir D, Hintistan S. 2017. Hemsirelik Bélimi Ogrencilerinin Yasl Ayrimciligina iligkin
Tutumlari. Dokuz Eylil Universitesi Hemsirelik Fakiiltesi Elektronik Dergisi, 10(3); 137-143. ]

[Akdemir N, Cinar Fi, Gorgiili U. 2007.Yaslligin algilanmasi ve yash ayrimciligi. Turkish Journal of
Geriatrics,10(4); 215- 222. ]

[Arhiri L, Gherman MA, Holman AC. 2022. Ageism against older patients in nursing: conceptual
differentiations and the role of moral sensitivity. J Elder Abuse Negl. 34(3);198-221.

[Ersin F, Bahar Z. (2014). Kiresellesmenin hemsirelige etkisi. Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi,
11(3). ]

[Gething L, Fethney J, McKee K, Persson LO, Goff M, Churchward M, Matthews S, Halvarsson M,
Johannsson |. 2004. Validation of the Reactions to Ageing Questionnaire: assessing similarities across
several countries. Journal of gerontological nursing, 30(9); 47-54. ]

[Van Wicklin SA. 2020. Ageism in Nursing. Plastic surgical nursing : official journal of the American Society
of Plastic and Reconstructive Surgical Nurses, 40(1); 20-24. ]

[Abudu-Birresborn D, McCleary L, Puts M, Yakong V, Cranley L. 2019 Preparing nurses and nursing
students to care for older adults in lower and middle-income countries: A scoping review. Int J Nurs Stud,
92;121-134.]

[Rababa M, Hammouri AM, Hweidi IM & Ellis JL. 2020. Association of nurses' level of knowledge and
attitudes to ageism toward older adults: Cross-sectional study. Nursing & health sciences, 22(3), 593—601.]
[Yurttas S, Sarikoca E. 2018. Pozitif ve Negatif Yagh Ayrimciligi Olgegi (PNYAOQ) gegerlilik ve giivenirlik
calismasi. Atatiirk Universitesi Sosyal Bilimler Enstitiisii Dergisi. 22(Ozel Say 2);1977-1991. ]

[Boz H, Gokge N, Oziistiin Kiral A, Mutlu E, Selvi N, Unlii D, Yiimaz G. 2017. Saglik Bilimleri Fakiiltesi ve
iktisadi ve idari Bilimler Fakiiltesi égrencilerinin yash aynmciligina iliskin tutumlari. Kastamonu Saglik
Akademisi Dergisi, 2(1); 32- 54. ]

[Kalinkara V, Kalayci I. 2017. Yasliya evde bakim hizmeti veren bireylerde yasam doyumu, bakim yiiki ve
tukenmislik. Yash Sorunlar Arastirma Dergisi. 10(2):19-39. ]

[Ozbek-Yazici S, Kalayc! |, Kaya E, Tekin A. 2015. Yagh bakim programi 6grencilerinin yasli ayrimciligina
iliskin tutumlari. Yash Sorunlarini Arastirma Dergisi. (2): 77-87. ]

[Hwang EH, & Kim KH. 2021. Quality of Gerontological Nursing and Ageism: What Factors Influence on
Nurses' Ageism in South Korea?. International journal of environmental research and public health, 18(8);
4091. ]

280


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rees+J&cauthor_id=19528101
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schmitz+K&cauthor_id=19528101
https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Hayat-Tablolari-2019-2021-45592
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arhiri+L&cauthor_id=35686299
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gherman+MA&cauthor_id=35686299
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Holman+AC&cauthor_id=35686299
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abudu-Birresborn+D&cauthor_id=30807890
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McCleary+L&cauthor_id=30807890
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Puts+M&cauthor_id=30807890
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yakong+V&cauthor_id=30807890
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cranley+L&cauthor_id=30807890

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

[Liu YE, Norman 1J, While AE. 2013. Nurses' attitudes towards older people: a systematic
review. International journal of nursing studies, 50(9); 1271-1282. ]

[Ozdemir O, Bilgili N. 2014. Saglik hizmetlerinde yasli ayrimciligi. Giilhane Tip Derg, 56(2);128-31]
[Dahlke S, Davidson S, Kalogirou MR, Swoboda NL, Hunter KF, Fox MT, Pollard C, Baumbusch J, Salyers
V. 2020. Nursing faculty and students' perspectives of how students learn to work with older people. Nurse
Educ Today. 93;104537. ]

[Pehlivan S, Vatansever N. 2019. Hemsirelerin Yasliya Tutumlari ve Etkileyen Faktérler. Uludag
Universitesi Tip Fakdiltesi Dergisi. 45 (1); 47-53 . ]

[Olak A, Timer A. 2018. Hemsirelik 1. ve 4. Sinif Ogrencilerinin Yasl Ayrimciligina iliskin Tutumlari. OPUS
Uluslararasi Toplum Arastirmalari Dergisi. 8 (14); 53-67. ]

[Erdem O, Sari E. 2018. Klinik Hemsirelerinin Yaglilara iliskin Diistince ve Tutumlari. Ankara Tip Dergisi.
18 (4):1]

[Karadag E, Vardar inkaya B, Karatay G. 2012. Hemsirelik dgrencilerinin yash ayrnmciligina iligkin tutumlari.
Ege Universitesi Hemsirelik Fakiiltesi Dergisi. 28; 31-40. |

[Adibelli D, Tirkoglu N, Kilig D. 2013. Ogrenci hemsirelerin yaslliga iligkin gorigleri ve yaghlara kargi
tutumlari. Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Yiksekokulu Elektronik Dergisi. 6 (1); 2-8. ]

[Nikbakht Nasrabadi A, Wibisono AH, Allen KA, Yaghoobzadeh A, Bit-Lian Y. 2021. Exploring the
experiences of nurses' moral distress in long-term care of older adults: a phenomenological study. BMC
Nurs. 31;20(1):156. ]

[Kulakgi H. 2010. Hemsirelik Lisans Programi Birinci ve Dérdinci Sinif Ogrencilerinin Yaslilik ve
Yaslanmaya lliskin Diisiincelerinin ve Gériislerinin Degerlendiriimesi. DEUHYO ED. 3(1); 15-22
[Ozitirker M. 2021. Yagl Ayrimciligi. OPUS Uluslararasi Toplum Arastirmalari Dergisi, 17 (36); 3043-
3056. ]

[Tufan F, Ylrtyen M, Kizilarslanoglu MC. et. al. 2015. Geriatrics Education is Associated with Positive
Attitudes toward Older People in Internal Medicine Residents: A Multicenter Study. Arch Gerontol Geriatr.
60(2); 307-310. ]

[Duru-Asiret G, Tirten-Kaymaz T, Canbolat O, Kapucu S. 2015. Hemsirelerin yasliya iliskin tutumlari.
Hemsirelikte Arastirma Gelistirme Dergisi. 17(1); 10-20. ]

[Cozort RW. Student nurses’ attitudes regarding older adults: Strategies for fostering improvement through
academia. Teaching and Learning in Nursing. 2008;3:21-5.]

281


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32717698/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34465316/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34465316/

Suleyman Demirel University
Journal of Health Sciences
Volume 14, Issue 2, 282 - 291, 2023

Siileyman Demirel Universitesi
Saglik Bilimleri Dergisi
Cilt 14, Sayi 2, 282- 291, 2023

—— e’

insan idrarinda Valasiklovirin Tayini icin RPLC Yéntemin Gelistirilmesi ve
Validasyonu

Y. Dogan DALDAL +®

! Kahramanmaras Istiklal Universitesi, Elbistan Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, Kahramanmaras, Tiirkiye

COUFVON VAN
A A A A AV

0z

Sunulan galismada, herpes ve megalovirtslerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercihli olarak
kullanilan ilaglardan valasiklovirin katkilandiriimis idrarda ters faz sivi kromatografik yontemle tayini igin
yontem gelistirilmistir. Yontem gelistirmede, valasiklovirin sistematik olarak pH-kapasite faktora iligkisini
degerlendirilip, mobil faz optimizasyonu gergeklestirilmistir. inceleme sonunda, optimum ayirma kosulu %4
asetonitril-su (h/h), pH 5,0 ve 37°C kolon sicakhdi olarak belirlenmistir. Sonrasinda, belirlenen optimum
kosulun Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu (ICH) ydnergelerine gore validasyonu gergeklestirilmistir.
Gelistirilen yontem 2-12 pg/mL derisim araliginda muhtesem dogrusallik géstermistir ve idrar ortaminda
gerceklestirilen geri kazanma sonuglari (%) valasiklovirin iki farkli derisimi icin 100,147+0,800 ve
100,208+0,604 olarak bulunmustur. Ayrica, gelistirilen yonteme saglamlik testleri de uygulanmistir ve elde
edilen sonuclar t-testiyle degerlendiriimistir. Elde edilen validasyon ve saglamlik testleri sonucunda,
gelistirilen yontemin hassas, tekrar edilebilir, dogru, kesin ve saglam oldugu bulunmustur. Bundan dolayi,
gelistirilen yontemin rutin analizler i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

In the present study, a method has been developed for the determination of valaciclovir, one of the preferred
drugs for the treatment of infections caused by herpes and megaloviruses, in spiked urine by reversed-phase
liquid chromatographic method. In developing the method, the pH-capacity factor relationship of valaciclovir
was systematically evaluated and mobile phase optimization was performed. At the end of the examination, the
optimum separation condition was determined as 4% acetonitrile-water (v/v), pH 5.0, and 37°C column
temperature. Subsequently, the determined optimum condition was validated according to the guidelines of the
International Conference on Harmonization (ICH). The developed method showed excellent linearity in the
concentration range of 2-12 ug/mL, and the recovery results (%) performed in urine were found to be
100.147+0.800 and 100.208+0.604 for two different concentrations of valaciclovir. In addition, robustness tests
were also performed for the developed method and the results were evaluated using the t-test. The results of
the validation and robustness tests showed that the developed method is sensitive, reproducible, accurate,
precise and robust. Therefore, the developed method was found to be suitable for routine analysis.

Keywords: Antiherpes, Valaciclovir, method development, pKa, RPLC
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1. Giris

Asiklik guanin nikleozitinin bir analogu olan valasiklovir, asiklovirin L- valil ester 6n ilacidir [1-3]. Bu
bilesik ve diger antiherpes ajanlari, 1990’lardan beri herpesviriis ve megalovirlisiin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yayginca kullanilan ilaglardir [1,2]. Bu nedenle, bu bilesiklerin tayini igin
analitik ydntemlerin gelistiriimesi cok dnem arz etmektedir.

ilaglarin tayininde kullanilan analitik metotlar icerisinde, gelistirilen yontemin dogrulugu, kesinligi,
kullanim kolayhdi ve tekrarlanabilen sonuglar gibi sahip oldugu bir¢cok avantajdan dolayi, ters faz sivi
kromatografi (RPLC) ydntemi, analiz laboratuvarlarinda ve ila¢ endistrisinde en ¢ok tercih edilen
yontemdir [5]. Bu yontemde ana tanimlayici parametre, bilesigin sivi kromatografik kolonda elde edilen
alikonma zamanidir ve bu parametre, cesitli deneysel degiskenler ve cgalisilan kolonun kimyasal
yapisina gore farklilagsmaktadir [6-8]. Secilen kolonun ¢alisma boyunca sabit kalacagdi dustinuldiginde,
bilesiklerin alikonma degerleri Uzerine etkisi oldugu bilinen en 6énemli parametreler, mobil faz organik
modifiyer derisimi, mobil faz pH’si ve kolon sicakhigidir [5-9].

RPLC yontemle gerceklestirilen bilesiklerin es zamanh tayinlerinde, bilesiklerin alikonma degerleri
Uzerine etkisi olan deneysel degiskenlerin ¢esitli kombinasyonlarina goére, belli kurallar dahilinde elde
edilen bilesiklerin alikonma degerlerinin kontrol altina alinarak, onlarin birbirinden ayrilmasini saglamak
ve analizi mimkun olan en kisa surede gerceklestirmek amacglanmaktadir [6,8]. Bu amag i¢in birgok
arastirmaci, bilesiklerin es zamanli sivi kromatografik tayinde optimum ayirma kosulunu elde etmeye
calisirken, genellikle alikonma Uzerine etkisi oldugu bilinen deneysel degiskenleri tek tek ve rastgele bir
sekilde degistirerek optimum ayirma kosulunu elde etmeye calismaktadir [6,8,9]. Deneme — yaniima
adi verilen bu yaklasim, herhangi bir sistematik temele dayanmadigi i¢in birgcok deneysel kombinasyonu
icermektedir ve 6zellikle polar bilesiklerin tayini olmak lzere, optimum ayirma kosulunu belirlemek
oldukga zorlagsmaktadir [6-10]. Literatiirde valasiklovir tayininde de deneme-yanilma yaklagiminin tercih
edildigi gorulmektedir [11-21]. Valasiklovir i¢in literattirde bulunan ¢alismalarin gogu RPLC yéntemle ve
izokratik modda gerceklestiriimesiyle beraber, bilesigin tablet formilasyonunda [11-17] ve biyolojik
sivilardaki tayiniyle alakaldir [18-21]. Valasiklovirin tayini igin literatiirdeki ¢alismalarin gogunda mobil
fazda organik modifiyer olarak asetonitril (ACN)-su ikili karisimi tercih edilmistir [13,14,17,20,21].
Literatirde valasiklovir tayini icin metanol (MeOH)-su [11,12,16] ve ACN-MeOH-su [18] karigimlarinin
kullanildidi1 calismalar da mevcuttur. Son olarak, bu ¢alisma boyunca literatirde valasiklovir tayini igin
rastlanan en giincel galisma, Morgan ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismadir [17]. Bu galismada
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arastirmacilar, valasiklovirin analizi igin ince tabaka sivi kromatografi ve RPLC yéntemlerinden olusan
kromatografik yontemler ile kolorimetrik yontemin segiciliklerini kiyaslamak amaciyla bir ¢alisma
gergeklestirmiglerdir ve sonug olarak galisilan metotlarin benzer sonuglar verdigini ifade etmislerdir.
Kolorimetrik yontem, valasiklovirin ferri hidroksamat ile renkli kompleksi olusturularak gerceklestirilmistir.
Kolorimetrik yontemle valasiklovirin tayini igin gelistirilen yontem 0,20-1,60 mg.mL* araliginda dogrusal
iken, RPLC yontem igin gelistirilen yontem 2,00-5,00 mg.mLYde, ince tabaka sivi kromatografisi igin
geligtirilen yontem ise 10,00-900,00 ng/band araliginda dogrusaldir. Calismada gelistirilen yontemler,
ICH parametrelerine goére valide edilmistir.

Gerceklestirilen bu galismada, yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup bulunduran valasiklovir ve i¢
standart madde olarak kullanilan valgansiklovirin, sabit organik modifiyer derisimi ve kolon sicakliginda,
mobil faz pH’sl ve kapasite faktort (k) iliskisini degerlendirerek optimum sivi kromatografik ayirma
yontemi geligtiriimis ve bu yontemin, Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu (ICH)'nin ydnergelerine
gore validasyonu ve saglamlik testleri gergeklestirilmigtir. Valasiklovir icin gelistirilen yéntemin geri
kazanma calismalari insan idrarinda gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan valgansiklovir hidroklortr ve valasiklovir hidroklorir, Sigma Aldrich'ten (Almanya)
satin alinmistir. Valasiklovir hidroklorir (2-[(2-amino-6-okso-1H-purin-9-il)metoksiletil (2S)-2-amino-3-
metilbutanoat;hidroklortir) ve valgansiklovir hidroklorir ([2-[(2-amino-6-okso-1H-purin-9-il)metoksi]-3-
hidroksipropil](2S)-2-amino-3-metilbutanoat;hidroklorir), sirasiyla, 124832-27-5 ve 175865-59-5 CAS
numarasina sahip bilesiklerdir. Valasiklovir hidrokloriiriin molekil agirhg 360,80 g.mol?; valgansiklovir
hidrokloriirin molekdl agirh@ 390,82 g.mol’dlr. Valasiklovir hidrokloriir ve valgansiklovir hidroklorir,
sirasiyla, -0,41 ve -0,72 log P degerleriyle oldukga polar ve sudaki ¢ézinurlikleri yiksek bilesiklerdir.
Organik modifiyer olarak kullanilan asetonitril (ACN) ve pH metre kalibrasyonu igin kullanilan potasyum
hidrojen ftalat, Merck (Darmstadt, Almanya)’den tedarik edilmistir. Mobil faz tamponunu hazirlamak igin
kullanilan o-fosforik asit ve sodyum hidroksit, Sigma Aldrich'ten (Almanya) satin alinmistir. Deneylerde
kullanilan bitlin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.

Kullanilan Cihazlar

Sivi kromatografik calismada, gaz giderme Unitesi, kolon firini, UV Visible dedektér ve bir pompadan
olusan Shimadzu yiksek performans sivi kromatografi (HPLC) sistemi kullaniimistir. Calismada
kullanilan mobil fazlarin pH ayarlamalarinda, Mettler Toledo MA pH/iyon analiz cihazi ve Mettler Toledo
InLab 413 Ag/AgCl kombine cam elektrot (Schwerzenbach, isvigre) kullaniimistir. incelenen bilesiklerin
¢oOzeltilerinin ve mobil fazlarin hazirlanmasinda kullanilan ultra saf su, Millipore Direct Q3-UV (Merck)
su saflastirma sistemiyle elde edilmistir.

Kromatografik Galisma

Bu calismada, valasiklovir ve i¢ standart madde (1.S) olarak kullanilan valgansiklovir i¢in optimum ayirma
kosulunu gelistirmede igerisinde 30 mM o-fosforik asiticeren ve ACN derisimi %4 (h/h) olan ACN-su ikili
karisiminda calisiimistir. Hazirlanan mobil fazlarin ¢alisma pH araligi 5,0-8,0'dir. TUm kromatografik
calismalar YMC Triart C18 (3um, 150 x 4.6mm 1.D.) kolonda, 37°C'de, 1 mL.dak? akis hizinda
gercgeklestiriimistir. Bilesiklerin analizi igin UV dedektor 254 nm’ye ayarlanmistir.

Standart Cozeltilerin ve Mobil Fazin Hazirlanmasi

Sivi kromatografik ¢alisma igin valasiklovir ve valgansiklovir 0,0010 g tartilmis, 10 mL calisilan mobil
fazda g¢bzllmistir. Boylece, bilegiklerin 100 ug.mL™? 'lik standart g6zeltileri hazirlanmigtir. Sonrasinda,
bilesiklerin kalibrasyon dogrusunda belirtilen derisimleri, bu standart c¢ozeltilerin mobil fazla
seyreltiimesiyle elde edilmistir. Mobil fazlarin hazirlanmasinda, 100 mL’ lik stok ortam i¢in 96 mL saf su
alinmis ve Uzerine 4 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak, asetonitril-su ikili
karisimlarinda hacim buzllmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. pH 5,0-8,0 araliginda
hazirlanacak her bir mobil faza 30 mM derisimde olacak sekilde o-fosforik asit (0- HsPOg) ilave edilmistir.
Mobil fazlarin pH degerleri galisilacak degerlere, mobil fazlara 1 M NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek
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getirilmistir. Hazirlanan her mobil faz, ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra kullanilmistir.
Calismada kullanilan tim gozeltiler giinliik taze hazirlanip, kullanimina kadar 4 °C'de saklanmistir.

idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Saglikh ve herhangi bir ilag kullanmayan gonulli bir bireyden alinan idrar érnekleri, 1:20 oraninda
seyreltiimis ve 2 mL seyreltiimis idrar 6rnegi alinmistir. Sonrasinda, alinan idrar érneklerinin Gzerine
idrar proteinlerini ¢okturebilmek icin 3 mL ACN ilave edilmigtir. Hazirlanan bu 5 mL idrar-ACN
karigiminin (izerine, valgansiklovir (1.S) ¢ozeltide sabit 1 ug.mL? derisimde, valasiklovir ise kalibrasyon
noktalarindaki derisim degerlerinde olacak sekilde katkilandirilip ¢ozelti 10 mL’ye tamamlanmigtir. En
son olarak hazirlanan 10 mL ¢ozeltiler, 0,45 um boyutundaki filtreden gegirildikten sonra HPLC cihazina
enjekte edilmigstir [22].

Kalibrasyon Dogrusu

Bu calismada valasiklovir icin kalibrasyon verileri, idrar ¢ozeltilerine valgansiklovir (1.S) sabit derisimde
(1 ng.mLY) ve Valasiklovir degisen derisimlerde (2,0; 4,0; 6,0; 8,0;10,0 ve 12,0 ug.mL™) olacak sekilde
hazirlanan kalibrasyon c¢dzeltilerinden elde edilmistir. Valasiklovirin kalibrasyon dogrusu ise,
valasiklovirin derigimine karsi, valasiklovirin alaninin 1.S'in alanina oraninin isaretlenmesiyle elde
edilmistir.

Geri Kazanim Galigmasi

Geri kazanim galismalari, valasiklovir tayini icin gelistirilen sivi kromatografik yontemin dogrulugunu ve
glvenilirligini test etmek icin gercgeklestiriimistir. Bu ¢alismada, 1.S’'nin sabit derisimi i¢in valasiklovirin
4,0 ve 8,0 pg.mL? olmak Uzere 2 iki farkli derisimine uygulanmigtir. Geri kazanim galismalari,
valasiklovirin idrardaki gercek derisimi Uzerine eklenen standart derisimin kiyaslanmasiyla
hesaplanmistir.

Saglamlik Testi

Yontemin saglamhgi, ¢alisilan bilesiklerin akis hizi (x 0,2), organik modifiyer iceridi (£ % 3), mobil fazin
pH'si (£ 0,5) ve kolon sicakhgi (x 2 °C) degistirildikten sonra analiz edilerek, optimum ayirma kosulunda
elde edilen verilere gore t-testi uygulanarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular

Valasiklovir ve valgansiklovir (1.S) guanin halkasindan turetilmis bilesiklerdir (Sekil 1). Bundan dolayi da
bu bilesikler oldukga polardir (Valasiklovir: logP -0,41; log S -1.28, valgansiklovir: logP -0,72; logS -0.98)
[10,24,25]. Polar yapidaki bilesiklerin RPLC analizi, bilesiklerin geleneksel C18 kolonlarda ¢ok erken
elue olmasindan dolayi zordur. Bu zorluklar, yiksek karbon yiklemesine sahip, yeni nesil kolonlarin
kullaniimasiyla asiimaktadir. Bu nedenle, yiksek karbon yuklemesiyle polar bilesiklerle ¢alismak igin
uygun, genis pH ¢alisma araligina sahip kolon olan YMC Triart C18 (15 x 0,46 cm |.D., 3 ym), bu ¢calisma
icin tercih edilmistir. Elde edilen simetrik pik sekilleri ve teorik tabaka sayilari, segilen kolonun dogru
secim oldugunu goéstermektedir [26].
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Sekil 1: Caligilan bilesiklerin kimyasal yapisi
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Bu g¢alismada, valasiklovirin kantitatif tayini RPLC yontemle gergeklegtiriimistir ve yontem
gelistirimesinde, sistematik olarak mobil faz optimizasyonu uygulanmistir. Bunun igin, sabit mobil faz
derisimi ve kolon sicakliginda, yapisinda iyonlasabilen fonksiyonel grup bulunduran valasiklovir ve
valgansiklovirin (1.S), degisen mobil faz pH degerlerine karsi kapasite faktori (k) degerlerindeki degisim
incelenmistir. Mobil faz pH c¢alisma aralidi olarak bilesiklerin molekdler ve iyonik formlarda oldugu pH
araligi olan pH 5,0 ve pH 8,0 araligi belilenmistir. Bu aralidin belirenmesinde bilesiklerin pKa
degerlerinden yararlaniimistir. Bu degerin yaklasik 1,5 pH birimi alti bilesidin iyonik formunu ifade
ederken, 1,5 pH birim Gstl bilesigin molekdler halde oldugu formu ifade etmektedir [7].

Calismada 6n deneme olarak bilesiklerin k degerleri, bilesiklerin molekuler ve iyonik tirde oldugu pH
degerlerinde, 37°C kolon sicakliginda, yapisinda %4, %6 ve %8 ACN-su (h/h) iceren mobil fazlarda
hesaplanmistir. Bilesiklerin k degerleri, %4 ACN-su (h/h) ikili karisiminda, %6 ACN-su (h/h) ikili
karisimindakilerden daha buyuktur. Ayrica %8 ACN-su (h/h) ikili karisiminda, valgansiklovirin k degerleri
1’in altina dugmustir. Bundan dolayi, valasiklovirin optimum ayirma kosulu icin mobil faz organik
modifiyer derisimi %4 ACN-su (h/h) ikili kansimi olarak belirenmistir. Bu oranda ACN-su iceren ikili
karigimlarda ve pH 5-8 aralijinda sistematik olarak degisen pH’larda, bilesiklerin alikonma degerleri (tr)
ve kolonda tutulmayan tir olan urasil ¢bzeltisinin alikonma degeri (o) elde edilmis ve bu degerler
kullanarak, valasiklovirin ve valgansiklovirin k degerleri hesaplanmigtir [5,7]. Bilesiklerin %4 ACN-su ikili
karisimlarinda, farkli pH degerlerine karsi hesaplanan k degerleri grafige gegcirildiginde, bir sigmoidal
davranis elde edilmektedir (Sekil 2). Bu sigmoidal davranig, bilesiklerin yapilarinda bulunan metil
bitanoat kismina bagli amino grubuna ait azotun protonasyonundan kaynaklanmaktadir.

—— Valasiklovir
—*= Valgansiklovir (1.8)
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Sekil 2: Calisilan bilesiklerin %4 ACN-su (h/h) ortaminda elde edilen pH-k iligkisi

Sekil 2'de gosterilen sigmoidal grafiklerin yaklasik olarak orta noktalari, ¢alisilan %4 ACN-su ikili
karisimi igin bilegiklerin pKa degerlerinin oldugu bdlgeyi belirtmektedir. Bir bilesigin pKa degeri, onun
%50’sinin iyonlasip %50’sinin iyonlasmadan kaldigi andaki pH degeri olarak ifade edilir. RPLC yéntemle
bilesiklerin es zamanli tayinlerinde, bilesiklerin yaklasik olarak pKa degerlerinin oldugu pH bdlgesi, kiguk
pH degdisimlerinden bilesigin alikonma degerlerinin ¢ok fazla etkilendigi bir bolgedir. Ayrica, bilesigin
iyonik ya da molekiler formunun birbirlerine baskin olmadigi bu bdlgede, bilesiklerin
kromatogramlarinda kantitatif tayinlerde istenmeyen kuyruklanma goérilmektedir [5,7]. Bu nedenle
bilesiklerin ayrilmasi igin optimum kosulu belirlerken bilesigin tamamen iyonik ya da molekuler formda
oldugu pH degerleri tercih edilir [5,7]. Ayrica, bilesiklerin tayini icin optimum kosulun belilenmesinde,
bilesiklerin k degerlerinin 1 ila 10 arasinda (1= k <10) olmasi, iki pik arasindaki segicilik faktori (o)
degerinin 1,15 veya bu degerden buyuk olmasi ve iki pik arasindaki ayirma guicti (Rs) degerlerinin
1,5den blylk olmasi gerekmektedir. Bu sartlari saglayan ve mimkin olan en kisa zamanda
gergeklesen sivi kromatografik kosul, optimum kosul olarak belirlenir. Bu galismada, bu sartlar saglayan
kosul, yapisinda %4 ACN-su iceren ve pH degeri 5,0 olan ACN-su ikili karisimi olarak belirlenmisgtir.
Calismanin vicut sicakhdinda gercgeklestiriimesi istendiginden, tim kromatografik analizler 37°C’de
yapiimistir. Purnell bagintisiyla hesaplanan kromatografik parametrelere gére belirlenen optimum kosul,
istenilen kromatografik sartlari saglamaktadir (Valgansiklovir igin k: 2,162; Valasiklovir igin k: 3,283;
valgansiklovir/Valasiklovir igin o: 1,519, Rs: 6,072'dir.) Belirlenen optimum kosula gore elde edilmis
bilesiklerin standart kromatogrami Sekil 3'de, verilmistir.
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Sekil 3: Calisilan bilesiklerin optimum kogula gére elde edilmis standart kromatogrami

Geligtirilen Analitik Metodun Validasyonu

Valasiklovir tayini icin optimum ayirma kosulu belirlendikten sonra, gelistiriien metodun dogrusallik,
hassaslik, kesinlik, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik testlerinden olusan ICH yoOnergelerindeki
parametrelere gore validasyonu gerceklestiriimistir [27]. Valasiklovirin kantitatif tayini gerceklestirilirken,
i¢c standart (1.S) metodundan faydalaniimistir. Bu metot, bilesiklerin enjeksiyonlarinda meydana gelen
rastgele ve sistematik hatalarin bertaraf edilmesi igin tercih edilen bir metottur.

Yapilan analiz i¢gin kromatografik sistemin tekrarlanabilirligi, sistem kararlilik parametreleriyle test
edilmistir. Sistem kararlilik testleri, tekrarlanan enjeksiyonlar i¢in alikonma suresi (tr), kapasite faktorl
(k), teorik tabaka sayisi (N) ve % Bagdil start sapma (% BSS) (pik alani ve tr igin)’dan olusur. Bu
calismada belirlenen optimal kosulda, valasiklovir ve valgansiklovir (1.S) icin sistem uygunluk testleri
yapilmistir [6]. Valgansiklovir (IS) ve valasiklovir ve igin alikonma zamanlari sirasiyla 4,935 ve 6,231
olarak belirlenmistir. Valgansiklovir icin teorik tabaka sayilari (N) 6421; valasiklovir icin 8700 olarak
hesaplanmistir. Secicilik faktorleri valgansiklovir (IS)/valasiklovir icin 1,518, ayirma gucu (Rs) 6,096
olarak belirlenmistir. Taze hazirlanmis ¢ozeltiler belirli konsantrasyonlarda sisteme ¢ kez enjekte
edildikten alikonma zamanlarinin (tr) bagil standart sapma degerleri sirasiyla valgansiklovir (IS) i¢in
%0,060, Valasiklovir icin %0,044 olarak hesaplanmistir. Valgansiklovir ve valasiklovir icin kuyruklanma
faktorl (tr) degerleri sirasiyla, 0,940 ve 0,947 olarak belirlenmigtir. Sistem kararlilik testine gére elde
edilen sonuglar, sistem kararlilik sonuglarinin énerilen deger araliklari icinde oldugunu gostermektedir.
Bu da gelistirlen RPLC ydnteminin, rutin farmasoétik uygulamalarda kullanilabilecegini géstermektedir
[27].

Geligtirilen metodun dogrusalliini tayin etmek igin kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Olusturulan
kalibrasyon egrisi 2 ng.mLve 14 pg.mL*? araliginda dogrusaldir. Kalibrasyon dogrusu, derisime kargi
valasiklovirin alaninin |.S olarak kullanilan valgansiklovirin alanina oranlanmasiyla elde edilen degerin
isaretlenmesiyle olusturulmustur. Elde edilen dogrusal regresyon sonuglari Tablo 1'de verilmistir. Tablo
3'de verilen tayin limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ) degerleri, sirasiyla, 3,3:1 ve 10:1
sinyal/gurdlta oranlarina gére hesaplanmistir [27].

Tablo 1: Valasiklovirin kalibrasyon egrisi verileri

Parametreler Valasiklovir
Dogrusallik araligi (ug.mL?) 2-12
Regresyon Denklemi y= 0,906x+0,018
Egimin standart Hatasi 0,003
Kesimin Standart Hatasi 0,023
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999
Tayin limiti (LOD) (ug.mL?) 0,083
Kantitatif tayin limiti (LOQ) (ug.mL?) 0,251
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Geligtirilen sivi kromatografik metodun dogrulugunu ve kesinligini test etmek igin glin igi-gUnler arasi
galismalar gergeklestiriimistir. Gin igi galismalari ayni gun, iki farkli konsantrasyon ve i¢ bagimsiz
valasiklovir c¢ozeltisiyle gergeklestirilirken, ginler arasi galismalari, lg¢ farkli ginde ve iki farkli
konsantrasyonda, valasiklovirin ¢ badimsiz coOzeltisiyle gerceklestiriimistir. Valasiklovir tayininin
kesinligi ve dogruluguna iliskin giin igi ve gunler arasi galismalarinin sonuglari, Tablo 2'de verilmigtir.
Tablo 2'de sunulan sonuglar, gelistirlen RPLC ydnteminin yeterli hassasiyete ve dogruluga sahip
oldugunu gdstermektedir.

Tablo 2: Valasiklovirin gun igi-gunler arasi

Bilesik Teorik Giin igi % Glinler Arasi %
Konsantrasyon Konsantrasyon BSS Konsantrasyon BSS
(ug.mL™?) Ortalamasi (ug.mL™) Ortalamasi (ug.mL™?)
Valasiklovir 4,0 4,009 0,388 4,026 0,608
10,0 10,008 0,126 10,030 0,350

Geligtirilen yontemin dogrulugunu ve kesinligini dogrulamak ve idrar drnegindeki proteinlerin gelistirilen
yontemle etkilesime girip girmedigini anlamak igin O6nerilen ydntem geri kazanim testleri ile
degerlendirilmistir. Valasiklovir igin dnerilen yontemin dogrulugu, katkilandinimig insan idrarinda geri
kazanim testleri ile belirlenmistir. Geri kazanim c¢alismalari, valasiklovir icin 3 tekrar ile
gerceklestiriimistir. Valasiklovir icin geri kazanim sonuglari Tablo 3'de verilmigtir. Ayrica, optimum
ayirma kosulunda valasiklovirin ve valgansiklovirin (1.S) idrar ortaminda gergeklestirilen geri kazanim
calismasina goére elde edilen kromatogramlar Sekil 4'de verilmistir. Sekil 4'de A ile belirtilen
kromatogram ortamda valasiklovir ve valgansiklovirin olmadig idrar kromatogramini; B ile belirtilen
kromatogram ise idrar ortaminda valasiklovir ve valgansiklovirin oldugu kromatogrami géstermektedir.

Tablo 3: Idrarda valasiklovirin RPLC analizi igin geri kazanma sonuglari

Teorik Bulunan
konsantrasvon | N ortalama Standart | BSS | Geri Kazanim | Standart | BSS
(ug mL'lgl konsantrasyon Hata (%) (%) Hata (%)
) (pg.mL™)
4 3 4,006+0,032 0,013 0,322 | 100,147+0,800 0,323 0,322
8 8,017+0,048 0,019 0,243 | 100,208+0,604 0,244 0,243
mix 10}
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Sekil 4: Geri kazanma calismasindan elde edilen kromatogramlar: (A) Calisilan bilesiklerin olmadig! idrar
kromatogrami, (B) Valgansiklovir (1.S) (1 yg.mL™?) ve valasiklovir (4 ug.mL™?) iceren kromatogram

Geri kazanim sonuglarina gore, 6nerilen yontemin yeterli dogruluk ve kesinlige sahip oldugu ve ayrica
idrar proteinlerinin dnerilen yontemle etkilesime girmedigi bulunmustur.
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Geligtirilen optimum ayirma kosulunun saglamhgini belirlemek igin saglamlik testleri gergeklestirilmigtir.
Bir analitik yontemin saglamligi, ydntemden elde edilen kantitatif sonuglarin metot parametrelerindeki
kiiclk degisikliklerden etkilenmeyip dedismeden kalabilmesi olarak ifade edilmektedir [6]. Bu ¢alisma
icin optimum kosula gére kurulan deney seti ve sonuglari Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: Gelistirilen metodun saglamlik testi sonuglari

Parametreler Valasiklovir
Pik Alani (8ug.mL™) | Kuyruklanma Faktori
Optimum Kosul (%4 ACN; pH 5; 37°C) 74874 0,947
Artirnimis Organik Modifiyer (7:93) 74636 0,950
Azaltilmis Organik Modifiyer (1:99) 74860 0,949
Arttirimig Mobil Faz pH’si (pH: 5,5) 74707 0,944
Azaltilmis Mobil Faz pH’si (pH: 4,5) 74857 0,968
Azaltilmis Akis Hizi (0,8 mL/dakika) 74788 0,955
Arttiriimig Sicaklik (39°C) 74815 0,950
Azaltilmis Sicaklik (35 °C) 74796 0,940

Bu galismada, kantitatif tayinler icin cok dnemli olan kuyruklanma faktoru ve sistem kararlilik testlerinde
de kullanilan 8 pg.mL™* derisimdeki valasiklovirin pik alani degerleri saglamlik testleri igin incelenmistir.
Elde edilen verilerin optimum kosulda elde edilen verilerle uyumu Minitab 17 programi aracilidiyla tek
ornek t-testi uygulanarak belilenmistir. Gergeklestirilen inceleme neticesinde, pik alani i¢in ortalama
alan 74770; Trdegeri icin ortalama trdegeri 0,953 olarak belirlenmisgtir. t testi sonucunda pik alani igin -
2,4; trigin 1,520 degeri elde edilmistir. Minitab 17 programiyla gerceklestirilen t-testinde p degerleri
0,05’'den blylk bulunmustur. p degerlerinin 0,05'den buyik olmasi, optimum kosulda elde edilen
verilerle, saglamlik testi sonucu elde edilen veriler arasindaki farklarin énemsiz oldugu seklinde
yorumlanir. TUm bu verilere gére, optimum ayirma kosulunu olusturan deneysel parametrelerdeki kigiik
degisiklikler, valasiklovirin kantitatif sonuglarinda herhangi bir degisiklige sebep olmamaktadir. Boylece,
gelistirilen yontemin saglamligr kanitlanmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu calismada, valasiklovirin idrarda ters faz sivi kromatografik olarak tayini gerceklestirilmistir. Bu tayin
icin optimum ayirma kosulunun belirlenmesinde, valasiklovirin pH-k iliskileri degerlendirilerek sistematik
olarak mobil faz optimizasyonu gerceklestiriimistir. Mobil faz optimizasyonu gerceklestirilirken
bilesiklerin pKa degerleri dikkate alinmistir. Valasiklovir ve diger antiherpes grubu ilaglar igin literatiirde
mevcut olan sivi kromatografik tayin c¢alismalarinin ¢ogunda deneme-yaniima yaklagsimindan
yararlanildigi goérulmektedir [11-21]. Antiherpes grubu ilaglar yapilarindaki guanin halkasindan
kaynaklanan yuksek polarliklarindan dolayi, deneme-yanilma yaklasimiyla bu bilesiklerin tayinleri ¢ok
ugras gerektiren galismalardir ve bundan dolayi gergeklestirilen ¢alismalarin gogunda, tek bir bilesigin
kantitatif tayini gergeklestiriimistir. Bu calismalarda da bilesiklerin ¢ozlcu pikinden tamamen ayrildigi k
= 1 kriterinin dikkate alinmadigi gérilmektedir.

Sunulan bu galismada tim kriterleri saglayacak sekilde belirlenen optimum ayirma kosulunun
validasyonu, ICH ydnergesindeki kriterlere gore gergeklestiriimistir. Validasyon sonuglarina gore
gelistirilen yontemin hassas, dogrusal, dogru ve kesin oldugu belirlenmistir. Ayrica, gelistirilen yénteme
saglamhk testleri de uygulanmistir. Elde edilen sonuglar t-testiyle degerlendiriimis, degerlendirme
sonunda optimum kosulda elde edilen veriler ile saglamlik testine gore elde edilen sonuglarin uyumlu
oldugu gorulmustir. Bundan dolayi, gelistirilen yontem saglamdir. Geligtirilen yontem icin tim elde
edilen validasyon ve saglamlik testi sonuglarina gore, gelistirilen yontemin rutin analizler igin uygun
oldugu goérilmektedir.

Tesekkur

Bu calisma Kahramanmaras istiklal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: 2021/3-1 BAP).
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ABSTRACT

The formulation of drugs requires active pharmaceutical ingredients (API), which can be combined with
some excipients, which are not considered pharmacologically active and could have different roles in a drug
formulation. Glukofen, a generic nhame as a biguanide antidiabetic, is used for treating type 2 Diabetes
Mellitus, mainly in overweight patients when dietary management and exercise do not help in adequate
glycemic control. In Glukofen formulation, metformin-HCI as an API and some excipients such as povidone,
magnesium stearate, hypromellose, and titanium dioxide are combined. The goal of this study is in vitro
investigation of the effects of Glukofen and metformin-HCI on the human bronchial epithelial cell line (Beas-
2b). To observe and compare their toxic effects and uptake into cells, cytotoxicity assay and flow cytometry
experiments were carried out. The obtained results from this study showed that any toxic effects of both
Glukofen and metformin-HCI on Beas-2b cells were not obtained. In addition, uptake of Glukofen into cells
was observed more than metformin-HCI. It is evident that the incorporation of excipients to metformin-HCI
results in a significant rise in cell proliferation and uptaking into cells.
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ilaclarin formiilasyonu, farmakolojik olarak aktif kabul edilmeyen ve bir ilag formiilasyonunda farkli rollere sahip
olabilecek bazi eksipiyanlarla birlestirilebilen aktif farmasétik bilesenler (API) gerektirir. Bir biguanid
antidiyabetik olarak jenerik bir isim olan Glukofen, diyet yonetimi ve egzersiz yeterli glisemik kontrole yardimci
olmadiginda, o6zellikle asirn kilolu hastalarda tip 2 Diabetes Mellitus tedavisinde kullanilir. Glukofen
formilasyonunda, bir API olarak metformin-HCl ve povidon, magnezyum stearat, hipromelloz ve titanyum
dioksit gibi bazi yardimci maddeler birlestirilir. Bu ¢alismanin amaci, Glukofen ve metformin-HCI'nin insan
bronsiyal epitel hiicre dizisi (Beas-2b) Uzerindeki etkilerinin in vitro arastiriimasidir. Toksik etkilerini ve hiicrelere
alimlarini gézlemlemek ve karsilastirmak icin sitotoksisite testi ve akis sitometrisi deneyleri yapildi. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, hem Glukofen hem de metformin-HCI'nin Beas-2b hiicreleri Uizerinde herhangi
bir toksik etkisinin elde edilmedigini gdstermistir. Ayrica Glukofen'in hicrelere alimi, metformin-HCl'den daha
fazla gdzlendi. Yardimci maddelerin metformin-HCl'ye dahil edilmesinin, hiicre ¢ogalmasinda ve hicrelere
alinmasinda 6nemli bir artiga yol agtigi aciktir.

Anahtar Kelimeler: Glukofen, metformin, in vitro, Beas-2b, yardimci maddeler, toksisite
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1. Introduction

In pharmaceutical industry, drug formulations are created with utmost precision, ensuring that active
pharmaceutical ingredients (API) and other essential components are included in optimal concentrations
to achieve maximum efficacy [1]. Maintaining the safety and efficacy of drugs is crucial in drug therapy,
as both the APIs and impurities play a significant role in determining the drug's safety. The
pharmacological-toxicological profile of APIs and impurities determines the drug’s overall safety. In order
to achieve this, the pharmaceutical industry adheres to strict safety standards while treating diseases to
protect public health.

A drug's chemical properties can significantly affect its pharmacokinetics and pharmacodynamics
properties [2]. For a drug to be absorbed and distributed to its intended site of action or elimination, it
must be able to dissolve in aqueous solutions, be released from its formulation, and cross several
hydrophobic and hydrophilic barriers [3]. However, most APIs are not well water-soluble, so excipients
are added to help increase solubility. Additionally, excipients play a crucial role in maintaining the drug's
stability, shelf-life, and dosage uniformity, ensuring maximum therapeutic efficacy by providing
reproducibility of absorption, dissolution, and bioavailability [4]. Although excipients were traditionally
not considered pharmaceutically active, they are now crucial in improving the drug’s performance [5].
Various excipients, including diluents, binders, disintegrates, glidants, lubricants, tablet coatings, films,
and coloring agents, are incorporated into the dosage form to ensure the drug's safety and efficiency

6.

Figure 1 shows the chemical structure of metformin hydrochloride (HCI), the active ingredient of
Glukofen, produced by Sandoz drug company. Its IUPAC name is 3-(diamino methylidene)-1,1-
dimethylguanidine hydrochloride. Metformin, a type of guanidine from the biguanide class, contains two
methyl substituents at position 1. Glukofen treats type 2 diabetes mellitus and can be used with another
oral antihyperglycemic agent or insulin. Glukofen works through three active pathways, namely, i)
reducing hepatic glucose production by inhibiting gluconeogenesis, ii) improving peripheral glucose
uptake and usage by increasing insulin sensitivity in muscle, and iii) retarding intestinal glucose
absorption [7].
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Figure 1. Chemical structure of metformin-HCI

The tablet form of Glukofen includes the excipients listed in Table 1, which shows the specific properties
of the formulation.

Table 1. Excipients in Glukofen and their properties in the formulation

Excipients IUPAC name Functions Mechanism References
Hypromellose Cellulose Film coating- | The grades of hypromellose differ in the | [8]
hydroxypropyl Tablet extent of substitution and viscosity. In
methyl ether binder capsules and tablets, high-viscosity

grades can be utilized to delay the
release of drugs from the matrix.
Titanium Dioxide | Dioxotitanium Film coating | White pigment in film-coating | [9]
suspensions, gelatin capsules, and
sugar-coated tablets

Povidone (1-Ethenyl-2- Solubilizer- Not absorbed by mucous membranes or | [10]
pyrrolidinone Tablet core the gastrointestinal tract, it might be
homopolymer) considered substantially nontoxic when
consumed orally.
Magnesium Octadecanoic Lubricant- Due to the hydrophobicity, it might delay | [11, 12]
stearate acid magnesium | Tablet core the dissolution of the drug from a solid-
salt dosage form. When administered orally,

it is usually considered nontoxic.

Studies suggest that long-term use of metformin is linked to decreased levels of serum vitamin B12.
This factor can impact respiratory muscle function and increase the likelihood of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease exacerbation and hospitalization [13]. In light of this information, an investigation of
the effects of metformin on lung cells is a vital issue. This study aims to explore how the tablet version
of metformin-HCI affects Beas-2b cells. The absorbance of Glukofen was measured to compare to the
absorbance of metformin-HCI by using Ultraviolet-visible (UV-vis) spectrophotometry. Next, we
conducted studies on the cell viability and uptake of Glukofen and metformin-HCI in Beas-2b cells and
observed the morphological changes through white light images. Based on the findings, one can
conclude that while metformin does not exhibit any toxicity towards Beas-2b cells, the presence of
excipients causes increased cell proliferation.

2. Materials and Methods
Materials

Human Bronchial Epithelial cells (Beas-2b) were purchased from ATCC. Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, D6421-500 mL), Fetal Bovine Serum (FBS), Phosphate Buffered Saline (10X PBS
with calcium-magnesium), and 0.25% Trypsin-EDTA (1X) were purchased from Gibco, USA. The well
plates (Corning™ Costar™, Sweden), serological pipettes (SPL Life Science, Korea), Hemocytometer
(Bright Line, Germany), T-flask, automatic pipette (IsoLab, Germany), falcon tubes and Eppendorf tubes
(Isolab) were obtained. Glukofen 850 mg retard (Sandoz, Switzerland) contains Polyvinylpyrrolidone
(K90), magnesium stearate, polyethylene glycol, hydroxypropyl methylcellulose, and opadry Il white as
excipients, was obtained from the pharmacy to test in the study. Metformin-HCI and Dimethyl sulfoxide
(DMSO) were supplied from Sigma Aldrich. Guava easyCyte™, a Microplate reader from BIO-TEK
ELx800, USA, with the software program of KCjunior (Winooski, VT), UV-vis spectrophotometry was
used.
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Methods

Five technical and three biological replicates were conducted for each experiment. 10% DMSO was
used as a positive control. Whereas the cells in the media were used as a negative control, the media
was used as a blank. Figure 2 shows a schematic representation of in vitro experimental models.

Preparation of standard stock solutions: Increasing concentrations of (0.5, 1, 2.5, 5,10, and 20 pM)
Glukofen and metformin-HCI in DMEM-High glucose were prepared by diluting each drug from stock
solutions in a sufficient quantity of media in separate. First, ten tablets of 850 mg Glukofen were ground
up by a mortar and pestle to obtain the powder, mixed to homogenize, and weighed. Stock solution (100
UM, 25 mL) as a concentrate for each was prepared to be diluted and stored in 2 mL Eppendorf tubes
at -20°C to keep it stable.

Addition of 5% WST-8 reagent
/ Measurement of absorbance at

___Jy’( ) ) 3, £ 450 nm
y 2 h incubation % 7

24 h incubation

Glukofen and metformin-HCl
treatment

(05,1,25, 5,10, 20 uM)_~
<o <. R A Flow cytometry analysis
: : o

24 h incubation

Cell seeding on culture plate

| 24 hincubation

> 5 =
=
ﬁ' w Brightfield microscope image

et
Figure 2. Schematic representation of the in vitro experimental procedure

Cell viability: WST-8 Assay was conducted according to the supplier’s protocol to test the viability of
cells. Initially, 12x10° Beas-2b cells/well were cultured in DMEM-High Glucose medium with 5% FBS
and incubated at 37°C and 5% CO: conditions by reaching a confluence of 80%. Afterward, the prepared
six doses (0.5, 1, 2.5, 5, 10, and 20 uM) of Glukofen and metformin-HCI by dilution from stock solutions
were exposed to the cells. After 24 hours of incubation, 5% WST-8 reagent with completed media was
exposed to the cells and left incubator for 2 hours, and then 96 well-plates were analyzed at 450 nm by
ELISA reader.

Uptake Studies: Beas-2b was seeded as 4.2x10* cells/well in 24 well plates. After 24h, increasing
concentrations of Glukofen and metformin-HCI, like in the cell viability study, were applied to the cells
for 24 hours. After incubation of cells with Glukofen and metformin-HCI, each well was washed with
PBS, and then, the cells were treated with 0.25% trypsin-EDTA. Afterward, 400 uL complete DMEM-
High was added to each well, and these mixtures were transferred into Eppendorf tubes separately.
They were centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes. The supernatants were discarded, and the pellets
were dissolved with 200 uL PBS. The samples were analyzed by flow cytometer.

Brightfield Microscope Image: The cells were seeded as 4.2x10* cells/well on 24 well plates. After
one day of the cultured cells on the wells, six doses (0.5, 1, 2.5, 5, 10, and 20 uM) of both Glukofen,
metformin-HCI were prepared. The plates were placed in the incubator and kept for 24 hours. After
incubation of cells for 24 hours, the media on each well were discarded, and 500 pL PBS was added
into each well. Then, their images were taken for both Glukofen and metformin-HCI treatments at 40X
objective by brightfield microscope.

Statistical Analysis: The two-paired Student’s t-test was used, and P-values are calculated and given
by asterisks, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001. * and ** were given on the graph to avoid redundancy.
(n=5, meantSD).
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3. Results and Discussion

Figure 3 shows the UV/Vis spectra of Glukofen and Metformin-HCI, and, as seen, Amax is 236 nm,
confirming the literature value [14]. From the spectra, it is clear that Glukofen spectrum is dominated by
metformin.

0,25 A Glukofen
Metformin-HCI

Absorbance
o
N
o

T T T - !
200 250 300 350 400
Wavelengt (nm)

Figure 3. Absorbance of Glukofen and metformin-HCI in diH20

In vitro, cytotoxicity assays conducted can aid in identifying cell proliferation or direct cytotoxic effects
resulting in cell death when treated with external substances such as drugs [15]. WST-8 reagent was
used to determine the percentage of metabolically active cells. Figure 4 shows the viability percentage
of Beas-2b cells exposed to Glukofen and metformin-HCI at increasing concentrations. The graph shows
that neither Glukofen nor metformin-HCI was toxic on Beas-2b cells. A recent study has also shown that
metformin can protect against the acute effects of radiation by reducing the senescence of bronchial-
epithelial cells [16]. Glukofen has also influenced the proliferation of cells positively. It can be explained
that its combination with excipients may metabolically activate the cells.

a) b)
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Figure 4: Results of Beas-2b cells cytotoxicity assay for a) Glukofen and b) metformin-HCI

Substances such as drugs can only pass through cell membranes through specific transporters or
carriers in the plasma membrane. This is due to their inability to diffuse across the membrane
independently. When a substance is taken up by a cell, it increases the cell content/granularity.
Metformin, for example, is transported into cells by various organic cation transporters, which have been
shown to facilitate the cellular uptake of metformin [17, 18]. In this study, flow cytometry was utilized to
monitor the uptake of Glukofen and metformin-HCI into cells comparatively. The laser in flow cytometry
has two paths, one along the axis and the other at a 90° angle. The scattered light at two different angles
is collected and referred to as forward angle light scattering (FCS) and side angle light scattering (SSC).
While the FCS provides information about the cell size, the SSC gives information about the cell
granularity (Internal complexity) by comparing it to the control. Therefore, the increasing SSC value on
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the histogram means that the cells have higher granularity. Figure 5a shows an SSC shift in the Glukofen
treatment with increasing doses. The highest SSC shifts were observed at 10 and 20 pM concentrations,
which is a significant finding compared to the control. This indicates that as the Glukofen concentration
increased, the cells' granularity also increased. On the Beas-2b cell line, it was observed that the
molecules/organelles in the cells also increased with the uptake of Glukofen at increased doses.
Therefore, it can be concluded that Glukofen uptake was successfully achieved with these doses on
Beas-2b cells. However, in contrast, metformin-HCI uptake by cells was unsuccessful based on the data
obtained in this study. As seen in Figure 5b, the SSC shift of metformin-HCl decreases as the
concentration increases, in contrast to its drug form, Glukofen. However, no significant difference is
observed compared to the control indicating no granularity increase. This observation could be due to
the positive charge of metformin at the physiological pH resulting in its strong binding to the proteins in
the culture media and preventing them from easily uptaken by the cells. However, when metformin is in
the drug formulation, several expedients help it to remain stable and uptaken by cells easily [19].
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Figure 5. Uptake of a) Glukofen and b) metformin-HCI into Beas-2b cells

Cell morphology is another significant issue for the investigation of the effects of a drug. The
morphologies of Beas-2b exposed with Glukofen and metformin-HCI were visualized via brightfield
microscopy equipped with a 40X objective after 24 hours of treatment with Glukofen and metformin-HCI.
Figure 6 shows adherent Beas-2b cells have a more regular shape, like polygonal. In the control group,
the cells are left only in the culture medium without any exposure. When comparing Glukofen and
metformin-HCI, it is apparent that as the dose of Glukofen increases, the cells' content expands more
than the control group. However, with metformin-HCI, the expansion of cell content is not dependent on
the dose increment. Moreover, upon examining the morphology of cells in the control group, it was
observed that their shape was altered upon treatment with Glukofen and metformin-HCI. Although the
cells remained connected and retained a polygonal shape, they appeared swollen and irregular. As the
concentration of the treatments increased, the irregularities in the cell morphology became more
pronounced. It can be inferred that the presence of excipients influences the action mechanism of
metformin hydrochloride. This is possibly due to the binding of metformin to other excipients influencing
the ionization status to help it to be uptaken easier by the cells. However, it is challenging easy to
elaborate on how and to what degree metformin interacts with the molecular and ionic species in the
tablet (see the experimental section). One can easily realize the role of the other molecular and ionic
species present in the formulation for cell uptake.
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Figure 6. The brightfield microscope images of Glukofen, metformin-HCI, and controls by 40X
objective
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4. Conclusions

This study is aimed to compare the effects of Glukofen and metformin-HCI on Beas-2b cells in vitro.
Beas-2b cells were exposed to Glukofen and metformin-HCI at increasing concentrations to determine
comparatively which from had a more significant impact on cell viability and uptake. The WST-8 assay
and flow cytometry were used for evaluation. While we found that both treatments positively impacted
cell viability, Glukofen significantly increased cell proliferation. Both Glukofen uptake and cell viability
were raised with the increasing concentration. The metformin-HCl uptake was less with increasing
concentration compared to Glukofen. Therefore, it can be concluded that the combination of Metformin-
HCI and excipients in Glukofen increases cell viability and its cellular uptake in Beas-2b cells. Further
studies on the influence of tablet formulation content on other cellular processes, such as cell cycle and
apoptosis, should be investigated to clarify the role of expedients in metformin-based drugs.
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