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OZET

Ankaferd kanama durdurucu tlkemizde hemostatik ajan olarak kullanilan bitkisel kaynakli
bir Urindir. Ankaferd; Thymus vulgaris L., Glycyrrhiza glabra L., Vitis vinifera L., Alpinia
officinarum Hance. ve Urtica dioica L. bitkilerinin standardize karisimindan olusmaktadir.
icerigindeki bitkilerin hemostaz saglamanin yani sira antitiiméral ve antioksidan dzellikleri
de bulunmaktadir. Bu calismada, ratlarin agiz mukozasinda, kimyasal bir karsinojen olan
7,12-dimetilbenz[a]lantrasen (DMBA) kullanilarak olusturulan oral epitelyal displazi
Uzerine Ankaferd kanama durdurucunun etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
dogrultuda 36 adet Sprague Dawley cinsi rat rastgele 4 gruba ayrilmistir. Gruplardan ilkine
sadece DMBA, ikincisine hem DMBA hem Ankaferd, Uclinciisiine sadece Ankaferd
uygulanmistir. Kontrol grubu olan son gruba ise hicbir uygulama yapilmamistir. 14 haftalik
calisma siresinin sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek agiz mukozalari histopatolojik
olarak incelenmistir. Yapilan histopatolojik inceleme sonucu sadece DMBA uygulanan
grupta siddetli displazi, hem DMBA hem Ankaferd uygulanan gruptaki hayvanlarin bir
kisminda ise sadece hafif dereceli displazi gorulirken, bir kisminda hi¢ displazi
gortlmemistir. Hic uygulama yapilmayan kontrol grubu ve sadece Ankaferd uygulamasi
yapilan grupta hicbir displazik degisiklik goérilmemistir. Bu bilgiler 1siginda Ankaferd
kanama durdurucunun, ratlarda DMBA uygulanarak olusturulan oral epitelyal displazi
Uzerinde onleyici etkisi bulundugu sonucuna variimistir.

Bilim Kodu : 1003

Anahtar Kelimeler : Ankaferd kanama durdurucu, 7,12-dimetilbenz[a]antrasen
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ABSTRACT

Ankaferd BloodStopper® (ABS) is an herbal extract which has been used historically as a
haemostatic agent in traditional Turkish medicine. ABS comprises of standardized mixture of
herbs Thymus vulgaris L., Glycyrrhiza glabra L., Vitis vinifera L., Alpinia officinarum Hance. and
Urtica dioica L. In addition to its haemostatic effects, the herbs ABS contains have antioxidant and
antitumoral effects. The aim of this study is to investigate the chemopreventive effects of
Ankaferd in 7,12-dimethylbenz[a]anthracene-induced oral epithelial dysplasia. For this purpose, a
total of 36 Sprague Dawley rats were randomly divided into 4 groups. Group 1 animals received
DMBA alone and group 2 animals received both DMBA and Ankaferd. Group 3 animals received
Ankaferd Bloodstopper alone while group 4 animals served as control group and received no
treatment. All animals were sacrificed and tissue samples were analyzed histologically at the end
of the experimental period (14 weeks). Histological studies have shown that the buccal pouches
from animals treated with DMBA alone revealed severe dysplasia while only mild or no dysplasia
were noticed in DMBA + Ankaferd group. Animals administered Ankaferd alone and controls
showed no dysplasia. The results suggest that Ankaferd Bloodstopper has chemopreventive effect
against DMBA-induced oral epithelial dysplasia.
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1. GIRIS

Teknoloji ve medeniyetlerin gelismesine paralel olarak insan 6lim nedenleri degisim
gostermektedir. 19. ylzyilin baslarinda enfeksiyon ve bulasici hastaliklar baslica 6lim
nedenleri olarak gorilirken, giinimizde kalp hastaliklari ve kanser 6liime en sik neden
olan hastaliklar arasinda ilk iki sirada bulunmaktadir. insan émriiniin uzamasina karsin
sanayilesmenin artmasina paralel olarak yasanilan c¢evrede fiziksel ve kimyasal
karsinojenlere maruz kalma orani artmaktadir. Bu nedenle kanser giderek biyilyen bir

saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1].

Agiz bolgesinde gorilen malign timorler baslica 6lim nedenlerinden biri olup, Diinya
Saghk Orgiiti'niin (DSO) tespit ettigi en yiiksek mortaliteyle seyreden 8 kanser tiirii
icerisinde yer almaktadir. Diinya genelinde bas-boyun kanserleri tim kanser vakalarinin
%5’ini olugturmaktadir [2]. Agiz kanserlerinin sag kalim oranlarinda son 50 yillik dénemde
ciddi bir artis olmamistir ve sik goriilen kanser tipleri arasinda en distk sag kalim oranina
sahiptir. Yapilan ¢alismalarda 5 yillik ve 10 yillik sag kalim oranlari sirasiyla %59 ve %48
olarak bildiriimektedir [3, 4]. Bas-boyun kanserlerinin %90’in1 skuamoz hiicreli karsinom
olusturmaktadir [2]. Skuam&z hicreli karsinom ¢ok kath yassi epitelde, epitel displazisi
olarak baslayan ve displazik epitel hicrelerinin bazal membrani asarak bag dokusuna

ilerlemesi ile sonuglanan bir patolojidir [5].

DSO'niin yaptigl premalign lezyonlarin siniflamasina gére displazi ve karsinoma in situ
(carcinoma in situ — CIS), oral skuamo6z hicreli karsinomanin 6nci lezyonlari olarak
tanimlanmislardir [6]. Oral epitelyal displazinin dogru tedavisi ve takibi yapilmadigi

takdirde, bu rahatsizligin oral skuamoz hiicreli karsinomaya dontisme riski bulunmaktadir

[7].

Ankaferd kanama durdurucu, hemostaz diizenleyicisi olarak fonksiyon goren, viicut disi
yaralanmalar, travmatik kesikler, dis operasyonlari, spontan ya da cerrahi girisimler
sonrasl olusan mindr ve majér kanamalarin kontroliinde kullanilan ve uygulamayi takiben
hizli, hemostatik etki gosteren, bitkisel kaynakli tibbi bir Griindir. Ankaferd, geleneksel

olarak kullanilan bes tibbi ekstrenin standardize karisimindan olusan stabil ve steril bir



GrGndir: 100 ml’lik ekstrede 7 g Glycrrhiza glabra L. (Meyan), 8 g Vitis vinifera L. (Asma), 7
g Alpinia officinarum Hance (Havlican) kurutulmus yaprak ekstreleri, 5 g Thymus vulgaris
L. (Kekik) kurutulmus toprak Ustu ekstresi ve 6 g Urtica dioica L. (Isirgan) kurutulmus kok
ekstresi icerir. icerikteki bitkilerin hemostaz saglamaya yardimci olmalari haricinde
antifungal, antienflamatuvar, antibakteriyel, antiaterosklerotik etkileri de mevcuttur [8].
Bu oOzellikler arasinda bu calisma acisindan en onemlileri; antioksidan ve antitiimoral

etkileridir.

7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) imminsupresor bir ajan olup bolge ve organ-spesifik
karsinojen olarak 1950'li yillardan beri kanser ¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir [9,
10]. DMBA ile yapilan c¢alismalar, oral karsinojeneziste goriilen kanser ve prekanseroz
lezyonlarin anlasilmasinda 6nemli katki saglamistir. DMBA bukkal mukozada oral skuamoz
hiicreli karsinom olusturmasi, cilt ve meme dokusunda karsinogenezisi indiklemesi

sebebiyle tip literatliriinde genis bir kullanim alani bulmaktadir[11].

DMBA'nin hayvan c¢alismalarinda ¢ok sik kullaniimasinin nedeni; DMBA ile olusturulan
bukkal mukoza tlimorlerinin insan agiz boslugunda olusan tiimoérlere morfolojik,
histolojik, biyokimyasal olarak ve molekiler seviyede buylk 6lgiide benzemesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, DMBA ile olusturulan yapisal degisiklikler ve patolojik
lezyonlar insan agzinda gorilen prekanseréz ve kanser lezyonlarina ileri derecede

benzerlik gosterir [11].

Yapilan literatlr taramasinda Ankaferd’in oral epitelyal displazi Uzerine etkilerinin
incelendigi herhangi bir calisma bulunamamistir. Bu ¢alismanin amaci; Ankaferd kanama
durdurucu’nun, 7,12-dimetilbenz[a]antrasen kullanilarak ratlarin yanak mukozalarinda
olusturulan oral epitelyal displazi lizerine 6nleyici etkilerinin arastiriimasidir. Yapilan bu
galismanin  sonunda displazi mevcudiyeti ve dereceleri histopatolojik olarak

degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agiz Mukozasi

Ag1z mukozasi, agiz boslugunu alttaki zengin organ yapisindan ayiran, ¢ok katli yassi epitel
orull, ortlci tabakadir [5]. Agiz boslugunu 6rten mukozal epitel dért anatomik tabakadan

olusur [12];

a) Cok katli yassi epitel
b) Bazal membran
c) Lamina propria (bag dokusu)

d) Submukoza

Agi1z mukozasinda epitelin kaynagi, dilde endoderm; dudak, yanak, dis eti, vestibulum oris,
damak ve agiz tabaninda ise ektodermdir [13]. Agiz mukozasinin sert damak bodlgesi
ortokeratinize epitelle, dis eti, dil sirti, alveoler mukoza orto ve parakeratinize kalin
epitelle; yanak mukozasi, yanak vestibil tarafi, labial mukoza ve dudak vestibiil tarafi
kahlin, keratinize olmayan epitelle; agiz tabani, dilin alt yiizl ve yan tarafi, yumusak damak

ile dis eti aralig1 ince, keratinize olmayan epitelle doselidir [5].

Oral mukoza histolojik olarak, stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum ve
stratum corneum’dan olusmaktadir. Yapisal degisiklikler en fazla epitel tabakasinda
gorilir [13]. Epitel tabakasinin alt kisminda, bazal membrana yakin boélimde hiicreler
bollinerek ¢ogalirlar. Her hiicre bélindiginde yenisi yerinde sabit kalirken digeri ylzeye
dogru hareket eder ve yizeye ulasana kadar pek ¢ok degisiklige ugrar. Epitel tabakasinin
batinlugini ve kalinliginin devamini sirekli yenilenme hareketi saglar. Hiicrelerin bazal
tabakadan ylizeye hareketleri yaklasik 10-12 ginlik bir sire alir, yani mukoza ylizeyi
yaklagik 2 haftalik siirede kendisini yeniler. Bu nedenle mukozada olusan lezyonlar
ortalama 2 haftalik sirede iyilesmezlerse stiphe ile karsilanmali ve sebebi arastirilmalidir
[5]. Yash bireylerin agiz mukozasi klinik olarak geng bireylere kiyasla genellikle daha
yumusak, atrofik ve kuru bir ylizeye sahiptir. Bu degisikligin nedeni biyolojik yaslanma

sirecinden c¢ok, sistemik hastaliklar ve ila¢ tedavilerinin kiimilatif etkileridir. Histolojik



olarak epitel ile bag dokusunun incelmesi, dilin dorsumundaki filiform papillalarin
azalmasi ve foliat papillalarin daha baskin hale gelmesi gibi yapisal degisiklikler gozlenir

[14].

Epitel tabakasinin altinda bag dokusu bulunur. Bag dokusunun icinde kollajen lifler, bag
dokusu hicreleri olan fibroblastlar ve kiiciik kan damarlari mevcuttur. Bag dokusuna ait
papillalar epitelin icine dogru cikintilar yaparak dalgali bir gorlinim olustururlar. Lamina
propria’nin altindaki submukoza olarak isimlendirilen tabakada ise damarlar, yag hiicreleri

ve mukus salgilayarak mukozanin nemini saglayan aksesuar tiikirik bezleri bulunur [5].

Agiz mukozasi fonksiyonuna gore Uge ayrilir. Bunlar; gigneme mukozasi (dis eti ve sert
damak), 6zellesmis mukoza (dil sirt1) ve yizey ortiici mukoza (yanak, dudak, agiz tabani,

dil alti, yumusak damak ve alveol kreti hareketli mukozasi)’'dir [5, 15].

2.1.1. Agiz mukozasinin fonksiyonu

Ag1z mukozasinin en 6nemli gorevi, oral kavitede bulunan dokularin korunmasidir. Oral
mukoza agiz boslugunu kesintisiz kaplayarak bu koruyucu gorevi Ustlenir [5, 12]. En Ust
tabaka olan stratum corneumdaki pullanma ve dokiilme, bakterilerin koloni olusturmasini
engeller. Stratum corneum tabakasini gegen bakteriler stratum granulosum tabakasinda
bulunan keratohiyalin  grandlleri tarafindan  perifere atilirlar ve mukozadan
uzaklagtirilirlar. Keratohiyalin hicrelerini asan ve daha derinlere gé¢ eden bakteriler ise

lamina propria’da bulunan kan damarlarindaki hiicreler tarafindan fagosite edilirler [5].

Agiz mukozasi konusma, yutkunma ve cigneme gibi motor islevlerde pasif gorev
alirken, salgilama, duyu algilamasi, rezorpsiyon gibi islevlerde aktif rol oynar. Salgilama
gorevini bliylk ve kiglik tikirik bezleri ile yaparak, misin, amilaz gibi sindirime yardimci
maddeler ile glukoz ve bazi minerallerin salgilanmasini saglar. TikurGgin igerigindeki
immunoglobulinler lokal bagisiklikta rol oynar [5]. TukiirtGglin bikarbonat, fosfat, kalsiyum
ve florid igerigi tamponlama (pH degerini sabit tutma) kapasitesini ve remineralizasyon
potansiyelini belirler. Ayrica tukirik, akis hizi ve viskozitesine bagh olarak agiz icini

mekanik temizleme etkisi gostermektedir [16].



Mukoza sinir uglari yoluyla termal ve mekanik degisiklikleri algilar. Dildeki tat cisimcikleri

de 6nemli bir duyu organidir [5].

Agiz mukozasinin sliratli rezorpsiyon yetenegi, ila¢ kullaniminda yararh bir 6zellik saglar.
Dil alti nitrogliserin tabletlerin kullanimi ve alerjen-toksik maddelerin tiikiirtk araciligi ile

seyreltilip mukozadan emilerek uzaklastiriimasi bu 6zellige 6rnektir [5].

2.2. Agiz Mukozasinin Prekanserdz (Premalign) Lezyonlari

Premalign lezyon terimi dokuda herhangi bir alanda ortaya ¢ikan ve latent bir donemin
ardindan ayni bolgede malign degisiklik gozlenen lezyonu tanimlar. Premalign lezyon
kansere daha fazla donisme egilimi olan morfolojik olarak farklilagsmis dokudur [5]. Agiz
mukozasinda gorilen karsinomlar ya prekanserdz bir lezyonun sonradan kanserlesmesine
baglh olarak olusur ya da dogrudan kanser olarak baslar. Prekanserdz lezyonlar 6zellikle
skuamoz hiicreli karsinomaya donlsiim gosterebildikleri icin 6nem teskil etmektedirler

[7].

Kanserlesme riski olan mukoza lezyonlari 2 ana grupta incelenmektedir. Bunlar;
mukozanin gercek premalign lezyonlari ve premalign 6zelligi olmayan fakat bazi olgularda

skuam®z hicreli karsinomaya donliisme olasiligi bulunan lezyonlardir [7].

Mukozanin gercek premalign lezyonlari

e Eritroplaki

e Lokoplaki

e Sublingual keratoz

e Tutun hiperkeratozlari
e Oral submukéz fibrozis

e Diskeratozis congenita

Kanserlesme egilimi gosterebilen mukoza degisiklikleri

e Kronik hiperplastik kandidiyazis



e Liken planus ve likenoid lezyonlar

e Lupus eritamatozus

Premalign lezyonlarin erken dénemde saptanmasi, invazyon ve metastaz olusmadan
tedavi edilebilmelerine yardimci olur. Premalign lezyonlar klinik olarak 6ncelikle
renkleriyle farkedilir. Lezyonlar beyaz veya kirmizi renktedir, bazi olgularda her iki rengi
iceren lezyonlar da saptanabilir. Premalign lezyonlarin malign dénlsiminin saptanmasi
mikroskobik inceleme o&lcltlerine dayanir. Lezyonun rengi ne olursa olsun, epitel
hlcrelerinde saptanan displazik degisimler (oral epitelyal displazi) lezyondaki kanserlesme
egiliminin tek bulgusudur. Oral epitel displazi klinikte karsimiza daha ¢ok beyaz plaklar

(Iokoplaki) veya kirmizi renkli plaklar (eritroplaki) seklinde gikmaktadir [7].

Oral epitelyal displazi modeli olusturulan bu ¢alismada premalign lezyonlardan 6zellikle
I6koplaki ve eritroplaki konusunda daha detayl bilgi verilecektir. Ayrica, ¢alisma sonunda
histopatolojik inceleme neticesinde tespit edilen hiperkeratoz, hiperplazi ve neoplazi

konularina deginilecektir.

Lokoplaki, beyaz plak anlamina gelmektedir [5]. DSO tarafindan yapilan tanimlamada ise
I6koplaki; klinik ve laboratuar ozellikleri bagka bir tani kategorisine uymayan ve silinme ile
mukozadan uzaklastirlamayan beyaz plaklara verilen isimdir [5, 17]. Lokoplaki oral
mukozada en sik gorilen prekanserdz lezyondur. Lokoplaki erkeklerde kadinlara oranla
daha fazla gorilir. ileri yaslarda (50-60) gériilme orani artmaktadir. Bukkal mukoza ve
kommissuralar en sik yerlesim alanlaridir. Bunu sirasiyla alveoler mukoza, dil, dudaklar,
sert ve yumusak damak izler. Klinik gérinumleri diiz, genis, translisent makdler
alanlardan kalin, kati, diizensiz yizeyli, fisslrlli, mukozadan vyiksek plaklara kadar
degisiklik gosterir. Lokoplaki cogu zaman asemptomatiktir ve rutin kontroller sirasinda
ortaya cikar [5]. Lezyonlar alttaki mukozaya sikica yapisik olup, silinme ile mukozadan
ayrilmazlar. Plaklara beyaz rengini veren ¢ok kath yassi epitelde meydana gelen

hiperkeratozdur [7].

Lokoplaki, DSO’niin siniflama sistemine gére homojen ve nonhomojen olarak ikiye

ayrilmaktadir. Homojen I6koplaki 4 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; diiz, kivrimli, burusuk



ve slinger benzeri I6koplakidir. Nonhomojen Iokoplaki de ayni sekilde 4 alt gruba ayrilir.
Bunlar; verriikéz, nodiler (benekli), Ulsere ve eritrolokoplakidir. Siniflandirmadaki
nonhomojen terimi lezyonun rengini ve vyizey Ozelliklerini betimlemek igin

kullanilmaktadir [17-19].

Lokoplaki tedavisi icin 6ncelikle lezyonun benzer goérintl verebilecek lezyonlardan ayirt
edilmesi gerekir. Beyaz agiz lezyonlari asiri keratin, fibrin veya kandida enfeksiyonu
nedeniyle beyaz renktedirler [20]. Ayirici tanida hiperkeratoz, akantozis, aktinik selitis,
nikotin stomatiti, termal, kimyasal yaniklar, dudaklarin, yanaklarin isirilmasi aliskanhgini
iceren reaktif lezyonlar, skuamoz hiicreli karsinoma ve verriikdz karsinoma gibi neoplazik
lezyonlar, kandida enfeksiyonlari, sifilitik mikoz lezyonlar gibi enfeksiyonlar ve liken

planus, lupus eritamatozus gibi immiuinolojik hastaliklar bulunur [5].

Tedavide 6ncelikle lezyona neden olabilecek kétl agiz hijyeni, sivri kenarli protezler veya
dental restorasyonlar gibi hazirlayici etkenler ortadan kaldirilmalidir. Etkenlerin ortadan
kaldiriimasi sonrasi klinik gériinim kandida enfeksiyonu konusunda sliphe uyandiriyorsa
antifungal tedavi uygulanip, 2-4 haftalik bekleme siliresi sonunda biyopsi yapilabilir.
Biyopsi drneginin histopatolojik tanisina goére tedavi yonlendirilir. Eger lezyon premalign
veya malign degil ise hiperplaziye neden olan lokal faktorleri ortadan kaldirmak yeterli
olabilir [5]. Eger lezyonda orta derecede veya siddetli displazi mevcutsa lezyonun tamami
5 mm cerrahi sinir ile eksize edilmelidir [5, 18]. Siddetli displazi ve karsinoma in situ
vakalarinda eksizyon derinligi submukozaya kadar uzanmalidir. Béylece invazyon olasiligi

en aza indirilmis olup, tedavi prognozu dnemli élglde iyilestirilmis olur [20].

Lazer ve kriyoterapi uygulamalari da kullanilan diger tedavi yontemleri arasindadir.
Kriyoterapi kolay uygulanan bir tedavi segenegi olmakla birlikte dondurma etkisinin
lezyonun ne kadar derinine indigi tam olarak bilinememektedir. Karbondioksit (CO,) lazer
de tedavi igin etkili bir segenektir [5]. Roodenburg ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada oral
I6koplaki tespit edilen 70 hastayr CO, lazer kullanarak tedavi etmislerdir. Ortalama 5.3
yillk takip siresi (en fazla 12 yil) sonrasi hastalarin %90’inda rekirrens gdzlenmemistir.

Ayrica hastalarin hicbirinde malign donlsiim izlenmemistir [21]. Ishii ve ark.’nin yaptiklari



benzer c¢alisma da bu sonuglari destekler niteliktedir: 97 oral l6koplaki lezyonu lazer
cerrahisi ile eksize edilmigtir ve rekirrens orani yaklasik %29 olarak bildirilmistir. 97
lezyondan sadece 4 tanesinde malign donlsim izlenmistir. Calismacilar oral I16koplakinin
lazer cerrahisi ile tedavisinin sadece reklrens ve malign donlisimi azaltmakla
kalmadigini, ayni zamanda postoperatif disfonksiyonu da azalttigl sonucuna varmislardir

[21, 22].

Eritroplaki terimi 1978 de DSO tarafindan yapilan tanimlamaya gére; klinik veya patolojik
olarak baska bir tani kategorisine uymayan, oral mukozada gorilen, parlak kirmizi renkli,
kadifemsi plaklar olarak belirtiimektedir [4]. Gorlilme sikhgl cografyalara gore farklilik
gostermekle birlikte vyaklasik %0.02 ile %0.83 arasinda degismektedir [23]. Agiz
mukozasinda eritroplaki asemptomatik, daha c¢ok yash ve cok sigara icen erkeklerde
gorilen bir lezyondur [5]. Lokoplaki kadar sik gérilmemesine karsin, eritroplaki en yiiksek
malign doénusim riski tasiyan premalign lezyondur [23]. Klinik olarak diz veya komsu
mukozadan basik olabilir. Lezyon bdlgesindeki epitel ¢cogu zaman atrofiktir ve bdlgede
keratin eksikligi gozlenir. Lezyonun kirmizi olmasinin sebebi epitelin inceliginden
kaynaklanmaktadir. Tek olarak veya |okoplaki ile birlikte (eritrolokoplaki) gorilebilir. Agiz
boslugunda daha cok agiz tabaninda, yumusak damakta, dilin yan kisminda ve tonsiller
bolgede yerlesim gosterirler. Hastalarin gogunda lezyon ile ilgili semptom goézlenmezken,
bazi hastalarda yanma ve/veya agr sikayeti olabilir [4]. Fazla alkol tiketimi ve tiitlin
Urtnleri kullanimi baslica etiyolojik faktorlerdir [4, 24, 25]. Ayirici tanisinda eritematoz
kandidiyazis, erken dénem skuamoz hiicreli karsinoma, lokal irritasyon, mukozitis, liken
planus, lupus eritamatozus, ilag reaksiyonlari ve median rhomboid glossitis bulunmaktadir
[4, 26]. Lezyon fark edildikten sonra bilinen bir sebep veya irritasyon faktori varsa
ortadan kaldirilmalidir. Etken ortadan kaldirildiktan sonra epiteldeki iltihabi durumun
ortadan kalkmasi ve epitelin yenilenmesi i¢in 2 hafta beklenir. Genellikle kronik
enflamasyon ve travmatik lezyonlar bu siire zarfinda iyilesirler. 2 hafta sonunda
diizelmeyen olgularda biyopsi yapilmasi gerekir [4, 5]. Biyopsi sonucu ciddi displazi veya
karsinoma in situ tespit edilen vakalar en az 5 mm saglam sinir ile eksize edilmelidir [18].
Lokal eksizyon sonrasi tekrarlama riski oldugu icin bu hastalarda siki takip ¢ok énemlidir

[5]. Yang ve ark. 84 hastaya eritroplaki teshisi sonrasi CO, lazer ile lokal eksizyon tedauvisi



uygulamislardir. Histopatolojik inceleme sonucu 84 biyopsi 6rneginin 20’sinde hiperplazi,

26’sinda hafif dereceli displazi, 20’sinde siddetli displazi veya karsinoma in situ, 3 6rnekte

de karsinoma tespit edilmistir. Ortalama 46 aylik takip siiresi sonrasi 84 vakadan 14’linde

(%16.7) rekiirrens tespit edilmis ve lezyon alaninin 80 mm? ve izerinde olmasinin

rekirrens riskini 5.1 kat arttirdigi belirtilmistir [23].

Eritroplaki genellikle 3 farkli klinik gériinimde karsimiza cikar;

Homojen eritroplaki: lyi sinirli, genis parlak kirmizi, kadifemsi lezyonlardir.
Lokoplaki ile gorilen eritroplaki: Eritemli sahalar diizensizdir. Homojen formdaki
kadar parlak kirmizi degildir.

Graniler veya benekli eritroplaki: Mukozadan kabarik graniler veya nodiler
kirmizi ylzeylerin Uzerinde kiiglik benekler halinde beyaz plaklar gorilir. Benekli

eritroplakinin malignite riski diger tiplere oranla daha ytksektir [5].

2.2.1. Etiyolojik faktorler

Agiz mukozasinda gorilen prekanser6z ve kanserdz lezyonlarin olusumunda etkin

(karsinojen) ve yardimci (kokarsinojen) faktorler 5 grup altinda toplanabilir [7];

ARSI A e

Fiziksel etkenler
Kimyasal etkenler
Canli etkenler
Genetik faktorler

immiinstipresyon

Fiziksel Etkenler

e Gines isinlari: Ozellikle uzun siire giines altinda calisan beyaz tenli insanlarda deri ve

alt dudakta prekanser6z lezyon veya karsinomalara sik olarak rastlanmaktadir.

e Dislerle ilgili etkenler: Kétu agiz bakimi, keskin kenarh disler, kéti uyumlu protezler

gibi faktorler prekanserdz lezyon olusumunda etkilidir.
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Yiksek Isi: Sigaranin yanan ucunun agiz igerisinde tutularak icilmesi 6zellikle
Guneydogu Asya Ulkelerinde gorilen damak ve dil sirti kanserlerinin en 6nemli
nedenlerindendir. iran ve Afganistan’da sikca sicak cay tiiketenlerde gériilen 6zafagus

kanserleri, yliksek i1sinin olumsuz etkisini gosteren bir baska 6rnektir [7].

Kimyasal Etkenler

Tutun: Agiz, larinks ve akciger kanserlerinin olusumunda birincil faktoérlerdendir.
icerigindeki kimyasallarin yani sira kullanimi sirasinda ortaya c¢ikan isi agiz
mukozasinda olumsuz etki gostermektedir.

Alkol: Uzun sireli, yiksek oranl alkol tiiketimi agiz mukozasinda karsinojen etki
gosterebilir. Ozellikle alkol tiiketimi sirasinda tiitiin kullanimi mukoza lezyonlarinin
olusma riskini 6nemli Olglide arttirir.

Betel Nut: Betel dogal bitkilerin yapraklarini ve/veya tohumlarini igeren bir karisimdir.
Cignenen bitkinin posasi agiz icinde, yanak ile alveol kreti arasindaki olukta tutularak
emilir. Genellikle Uzak Dogu ve Glineydogu Asya Ulkelerinde (6zellikle Hindistan ve
Pakistan) yaygindir. Betel kullanimi orafaringeal kanser riskini arttirir.

Avitaminoz: A ve B vitaminlerinin eksikligine bagh olarak prekanserdz lezyon ve
karsinoma olusumu tanimlanmustir. Ozellikle A vitamini eksikligi sonrasi gériilen epitel
atrofileri, prekanser6z ve kanser6z lezyonlar icin risk faktori olarak kabul
edilmektedir.

Esrar: Esrar kullananlarda |6koplaki ve eritroplaki olusabilmektedir [7].

Canli Etkenler

Human Papilloma Viriis (HPV): Ozellikle kadinlarda vulva, vajina ve servikste goriilen
papillamat®z olusumlarin, displazilerin ve karsinomalarin en 6nemli nedenlerinden biri
olarak gosterilen HPV, agiz mukozasinin benzer patolojilerinde de rol oynamaktadir.
Ozellikle HPV16 ve HPV18 ile enfekte insanlarda, agiz mukozasi skuamdz hiicreli
karsinomalarina yakalanma riski 3 kat fazladir.

Kandida enfeksiyonlari: Prekanserdz lezyonlarda olaya eklenmis olan Candida albicans

displazik degisiklikleri ve kanserlesme olgusunu hizlandirabilir [7].
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Genetik Faktorler

e Taniya yonelik DNA ve kromozom galismalari, ¢ogu kanser tlriinde genetik bir alt

yapinin varligini ortaya koymustur [7].

immiinsiipresyon

Bagisiklik sisteminin baskilanmasi  bazi kanser tirlerinin ve firsatgl enfeksiyon
hastaliklarinin ortaya c¢ikmasinda 6nemli rol oynar. Kanser etiyolojisinde etkili olan
imminsipresyon agiz kanserleri agisindan da énemlidir. Ornegin kemik iligi nakli icin
immunsUpresyon olusturulan, graft-versus-host tablosu gelisen hastalarda ¢ok geng yasta
olmalarina ragmen, dil, yanak, ve dudak yerlesimli eritroplakiler ile skuamoz hiicreli

karsinomalar gelisebilmektedir [7].

2.3. Oral Epitelyal Displazi

Diinya Saglik Orgiitui, displazi terimini epitelde yapisal bozulmaya eslik eden hiicresel atipi
olarak agiklamistir [27]. Oral epitelyal displazi (OED) mikroskobik bulgulara dayanan bir
kavramdir. incelenen materyallerdeki ¢ok kath yassi epiteldeki hiicrelerin bir béliimiinde
gorilen morfolojik degisikliklerin skuamoz hicreli karsinomaya doniisme egilimini agiklar.
Epitel displazilerinin klinik acidan kesin olarak belirgin nitelikleri yoktur. Kirmizi
(eritroplaki) ve beyaz (I6koplaki) renkli lezyonlara ya da bu renklerin birlikte bulunduklari
lezyonlara dikkatle yaklasilmahdir [7]. Oral epitelyal displazilerin klinik acidan énemi oral
skuamo6z hiicreli karsinomaya donisebilme potansiyellerinden kaynaklanmaktadir [28].
Amagasa ve arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada; 444 |I6koplaki olgusunun 210’unda oral
epitelyal displazi varhgl saptanmis olup, bu saylr tim vakalarin %47.3’Une denk

gelmektedir [18].

Oral epitelyal displazi tanisi histolojik incelemeler sonrasi konulabilmektedir. Normal
gortinimdeki hiicreler arasinda yer yer atipik hiicrelerin varligi, bazal tabaka hiicrelerinde
sayl artisi (hiperplazi), epitel hicrelerinde olgunlasma ve tabakalasma bozukluklari,
hiperkromatik ¢ekirdekli hiicrelerin bulunmasi, serpilmis ve garip mitozlarin saptanmasi
gibi bulgular ¢ok kath yassi epitelde gorilen displazik degisikliklerin temel bulgulandir [7,
28].
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Oral epitelyal displazi hafif, orta, veya siddetli seklinde derecelendirilebilir.
Derecelendirme yapilirken olabildigince ¢ok sayida kesit incelenir ve tanida displazinin en
ileri derecesi kullanilir. Ancak, epitel displazilerinin derecelendirilmesi ¢ok somut
bulgulara dayanmadigindan, doku kesitlerini inceleyen degisik patologlar tarafindan farkl
tanilar konulabilir. Onemli olan, olasi siddetli displazi alanlarini ve karsinoma in situ

bulgularini gozden kagirmamaktir [7, 28].

Oral epitelyal displazi tanisi koyabilmek igin 1997 yilinda Pindborg ve arkadaslari

degerlendirme olcitleri belirlemislerdir [17] (Cizelge 2.1).

Gizelge 2.1. Oral epitelyal displazide mikroskobik tani dlgutleri [7, 17]

e Su damlasi biciminde papilmatéz alan

e Cekirdeklerde hiperkromatik boyanma
e Cekirdek pleomorfizmi

e Sitoplazma/ ¢ekirdek oraninda bozulma
e Mitoz sayisinda artig

e Hucre katmanlarinda bozulma

e Diskeratoz

e Diferansiyasyon bozukluklari

e Hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi

Oral epitelyal dispazilerin tanisinda uygulanacak élgiitleri gozden geciren DSO calisanlari,
2005 yihinda mikroskobik degerlendirme ¢alismalarinin  kapsamini  daha da

genisletmislerdir [27] (Cizelge 2.2, 2.3).
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Cizelge 2.2. Oral epitelyal displazinin mikroskobik tani Olgltleri, hiicresel degisiklikler [7,
27]

Hiicresel degisiklikler

e Cekirdeklerde blyuklik farki

e Hiicrelerde biyukluk farki

e Cekirdek/sitoplazma oraninda artis

e Buyuk hicreler/ blyuk cekirdekler

e Hiperkromatik ¢ekirdek/ pleomorfik ¢cekirdek
e Mitoz sayisinda artis/ garip mitozlar

e Nikleolus sayisinda artis

Cizelge 2.3. Oral epitelyal displazinin mikroskobik tani &lgltleri, dokulara 06zgi
degisiklikler [7, 27]

Dokulara 6zgii degisiklikler

e Epitelde tabakalagma bozuklugu

e Bazal ve spinal hiicrelerde olgunlasma bozuklugu
e Diskeratoz

e Hicresel yogunlukta artis

e Bazal hiicre hiperplazisi

e Genis tabanh epitel papillalari (su damlasi)

e Epitel papillalarinda dallanmalar

Oral epitelyal displazinin dogru bir bicimde siniflandiriimasi, tedavi secenekleri, uzun
dénem takip ve bu konuda yapilan calismalar arasinda degerlendirme yapilabilmesi
acisindan énem tasir. Son birka¢ dekatta OED degerlendirilmesi icin yaklasik 20 degisik
siniflandirma sistemi 6nerilmistir [29]. Bu siniflandirmalar arasinda en ¢ok kabul gérenler:
DSO siniflandirmasi, skuaméz intraepitelyal neoplazi (SIN) siniflandirmasi ve Ljubljana

(skuamoz intraepitelyal lezyon- SIL) siniflandirmasidir [27] (Cizelge 2.4). Literatlirde [27,
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28, 30-33] en sik DSO siniflandirmasi kullanilmasi nedeniyle bizim ¢alismamizda da DSO

siniflandirmasi kullaniimistir.

DSO siniflandirmasinda displaziler hafif, orta ve siddetli olmak Uzere 3 gruba
ayrilmaktadir. Hafif dereceli displazilerde genel yapi bozuklugu alt (icte bir epitel ile
sinirhdir ve bu duruma sitolojik atipi eslik eder. Orta dereceli displazilerde genel yapi
bozuklugu epitelin orta Ugclisline kadar uzanmistir. Siddetli displazi derecelendirmesinde
ise epitel tabakasinin Ugte ikisinden ¢ogunda yapisal bozukluk goérulir ve bu duruma

sitolojik atipi eslik eder [27].

Cizelge 2.4. Oral epitelyal displazi siniflandirmalari [27]

2005 DSO Siniflandirmasi | SIN Siniflandirmasi Ljubljana Siniflandirmasi
Skuamoz hiicre Skuamoz hiicre hiperplazisi
hiperplazisi

Hafif derece displazi SIN 1 Bazal/parabazal hiicre hiperplazisi
Orta derece displazi SIN 2 Atipik hiperplazi*

Siddetli displazi SIN 3** Atipik hiperplazi*

Karsinoma in situ SIN 3** Karsinoma in situ

* Orta ve siddetli displazinin derecelendirmesi birbirine benzer olarak siniflandirilmistir.

** SIN sistemi siddetli displazi ve karsinoma in situ derecelerini birlestirmistir.

Cok kath yassi epitelde gorulen displastik degisikliklerin son asamasina karsinoma in situ
adi verilmektedir. CIS lezyonunun bulundugu alandaki epitel dokusunun tiim katmalari
atipik hticrelerden olusur, cok sayida mitoz vardir. Ancak, bazal membran bitlinlGgini
korudugu icin bag dokusuna invazyon gorilmez. Bu 6zellikleri nedeniyle “intraepitelyal
karsinom’’ veya “preinvazif karsinom’’ olarak da adlandirilir. Karsinoma in situ olgularinda
epitel bazal membraninin asilmasi invazyonun bagladigini gosterir; bu tip olgulara “invazif

karsinom’’ tanimlamasi yapihr [7].
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Ho ve ark. 2012 yilinda yayinladiklar klinik ¢alismada, oral epitelyal displazinin malign
donlisim gostermesinde etkili olan risk faktorlerini degerlendirmislerdir. Oral epitelyal
displazi tespit edilen 91 hasta ¢alismaya dahil edilmis ve ortalama 48 ay siireyle takip
edilmistir. Takip sonucu 23 hastada oral skuamoz hiicreli karsinomaya donlisim tespit
edilmistir. Yapilan detayli inceleme sonucu malign dénisim icin risk faktorleri; sigara
icmeyen oral epitelyal displazi hastasi olmak, nonhomojen lezyonlara sahip olmak ve

lezyon boyutunun 200mm?‘den biiyiik olmasi olarak bildirilmistir [28].

Ayni c¢ahsmacilar bu calismanin devami niteliginde olan, oral epitelyal displaziden
kaynaklanan oral skuamoz hiicreli karsinomlarin tedavi sonuglari ile ilgili bagka bir ¢alisma
daha yayinlamislardir. Bu c¢alismada 23 oral skuamo6z hiicreli karsinom hastasi opere
edilmis ve ortalama 24 aylik takip sonuclarinda hastaliga bagh sag kalim orani %100, genel
sag kalim orani %96 olarak bildirilmistir. Tim hastalar TINOMO evresinde opere edilmistir.
Hastaligin baslangic asamasinda yakalanmasi basari oranini artirirken, oral epitelyal

displazinin dikkatli takibinin 6nemi vurgulanmistir [30].

Yapilan baska calismalarda OED’nin malign transformasyon riskini arttiran diger faktorler;
lezyonun uzun sire tedavi edilmemesi, lezyonun dil veya agiz tabaninda yerlesim
gostermesi, idiyopatik I6koplakiler (6zellikle nonhomojen tip), yiksek dereceli displaziler,
verriikodz tip lezyonlar ve goklu lezyonlar olarak siniflandiriimaktadir [28, 31-36]. Ayrica

kadinlarda riskin daha fazla oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [31].

Epitel displazileri ve CIS, eritroplakilerde ve nonhomojen I6koplakilerde daha sik gorilen
mikroskobik bulgulardir. Hafif ve orta dereceli epitel displazilerinde regresyon
olabilmektedir. ileri dereceli epitel displazilerinin ve CIS olgularinin invaziv karsinomaya
déniisme olasiligi oldukca yiiksektir (Cizelge 2.5). ileri dereceli displazik degisiklikler ile CIS

ve CIS ile invazif karsinoma arasindaki ayirici tani oldukga 6nemlidir [7].
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Cizelge 2.5. Prekanser6z lezyonlar: Kanserlesme ve lokalizasyon [7]

Prekanserdoz lezyonlarin kanserlesme | Kanserlesme  riskinin  yiiksek  oldugu

yoniinde gosterdigi klinik degisiklikler | lokalizasyonlar

. . . e Dil (6zellikle arka kenarlari
e Kirmizi renkli alanlarin belirmesi/ ( )

artmasi o Agiz tabani

e Lezyonlar (zerinde nodiler Retromolar bdlge

yapilar olugmasi e Orofarinks
o Ulserlesmenin olusmasi,

lezyonlarin blylimesi

Epitel displazileri ve karsinoma in situ alanlarina komsu bag dokusundaki yangisal tepki,
intraepitelyal olaylar ile bagisiklik sistemi arasinda bir iletisimin basladigini gosterir.

Ornegin, CIS olgularinda lamina propria'da ¢ok sayida Russell cisimcikleri gériilebilir [7].

Epitel displazilerinin ayirici tanisindaki en onemli zorluk hafif ve orta derecelerdeki
displazilere bazi iyi huylu lezyonlarda da rastlanmasidir; protez irritasyonlarina bagl epitel
hiperplazilerinde, liken planusta ve skuamoz hiicreli papillomalarda klinikopatolojik agidan
onemsiz displaziler gorulebilir. Demir eksikligi anemisi ve kandida enfeksiyonlari, oral

epitelyal displazinin gelisimini hizlandirir[7].

OED tedavisine yonelik uygulamalardaki en 6nemli ilke etiyolojik faktorlerin ortadan
kaldiriimasidir[7]. Sadece hiperkeratoz seklinde kendini gosteren lezyonlarda devamli
takip ve neden olan etkenlerin ortadan kaldiriimasi yeterli olmaktadir. Sadece hafif
dereceli displazi gosteren lezyonlarin geri donisimli oldugu duslintilmektedir. Bu
lezyonlar hazirlayict etkenler 2 haftalik siire sonunda epitelin yenilenme dongusi
bittiginde ¢cogunlukla kendiliginden gegmektedirler. Hafif dereceli displazilerin tedavisinde

izotretinoin ve R-karoten gibi ajanlarin da olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir [20].

Orta dereceden karsinoma in situ’ya kadar derecelendirilen lezyonlarda 5 mm saglam

sinirh cerrahi eksizyon 6nerilmektedir. Eksizyon derinliginin submukozaya kadar uzanmasi,
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invazyon olusmadan lezyonun tamamen cikarilmasi tedavi basarisini arttirmaktadir [18,

20].

Hastalarin tedavi sonrasi ilk 2 yil icinde 4 ayda bir kontroli 6nerilmektedir. Bu sire
zarfinda lezyon boélgesinde herhangi bir degisiklik gbzlenmez ise takip siresi 6 aya kadar

¢ikarilabilir [20].

2.4. Hiperplazi

Gok hiicreli canlilara yonelik farkh etkiler hiperplazi, hipertrofi, atrofi, displazi gibi degisik
nitelikler iceren adaptasyon mekanizmalarinin uyarilmasina yol agar. Hiperplazi organ ya

da dokuda hiicre sayisinda artisi ifade eder [7, 37].

Hiperplazi fizyolojik ya da patolojik nedenlere bagh olarak gelisebilir [37]. insanlarda
gorilen hiperplazilerin biyik bolimd hormonlarin etkisiyle ortaya cikar; bunu kronik
irritasyonlar ve canh etkenler gibi faktorler izler. Bazi hiperplazilerin nedeni ise

bilinmemektedir[7].

Sindirim kanalinin baslangic bolimind olusturan agiz mukozasi hormonal, fiziksel ve
kimyasal uyaranlar ile c¢esitli mikroorganizmalarin etkisi altindadir. Hiperplazi agiz
boslugunda gorilen en yaygin adaptasyon tiridir. Yumusak dokudaki hiicre
proliferasyonlari saf epitelyal ya da mezenkimal koékenli olabilecegi gibi her iki doku

tlrdnd de ilgilendirebilir [7].

2.5. Hiperkeratoz

Hiperkeratoz keratin tabakasinin hiperplazisi olarak tanimlanir. Genellikle keratinin
kalitatif olarak anormalligi bu duruma eslik eder [37]. Agiz mukozasi kronik irritasyona
maruz kaldigl zaman bu duruma c¢ogu zaman hiperkeratoz ile yanit verir. Kronik
irritasyonlarin yogun oldugu dil kenarlar, dudak ve yanak mukozasi ile dissiz hastalarda

alveol kretlerde goriilme sikhg! diger bolgelere oranla daha siktir. Bu bolgelerden yapilan
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biyopsi érneklerinin mikroskobik incelemesinde, diizenli bir epitel sirasinin Gizerinde glicli

hiperkeratoz bulunur. Ayrica lamina propria'da az sayida lenfosit varligi gézlenebilir [7].

2.6. Neoplazi

Neoplazinin kelime anlami “yeni blyime”dir. Willis, neoplaziyi “normal dokuyu asan ve
onunla koordine olmayan, degisime yol agan, uyari durduktan sonra bile ayni sekilde
biiyimeye devam eden anormal doku kitlesi” olarak tanimlar. Temel olarak bdtin
neoplazilerin koékeni, normal blylime kontrollerine verilen cevabin kaybidir [1, 37].
Neoplazik hicreler belirgin sekilde normal hiicre bliylimesini kontrol eden diizenleyici
etkilerden bagimsiz olarak ¢ogalmaya devam etmektedir. Ayrica neoplaziler parazitlere
benzer sekilde davranarak metabolik ihtiyaclari icin normal hiicreler ile yarisirlar.
Neoplaziler lokal gevreleri ve konakginin beslenme durumuna bakmaksizin az ya da ¢ok

bluyuklagina arttirirlar [1, 37].

Genel tip terminolojisinde neoplaziler siklikla timor olarak ve timor konusu da onkoloji
(onkos, timor ve logos, c¢alisma) olarak isimlendirilir. Aslinda timoér dokuda 6dem,
kanama veya diger nedenlerle olusan sislik anlamindadir. Bir timoér mikroskobik ve
makroskobik 6zellikleri ile nispeten sessiz kabul edildiginde, yani lokalize kalacagi, komsu
veya uzak bolgelere yayillmayacagi ve bu nedenle lokal cerrahi eksizyon ile hastanin sag

kalacagi distinulirse, benign oldugu soylenir [37].

Malign timor terimi ise komsu yapilara invaze olup onlarin yikimina yol acan ve uzak
bolgelere yayilim gostererek (metastaz) 6lime yol acabilen timoral yapiyr ifade eder.
Malign timorler topluca “kanser” olarak adlandinlir. Latincede yenge¢ kelimesinden
gelen kanser, viicudun herhangi bir bolimiine yengeg gibi inatgl sekilde yapismayi
tanimlamak icin kullanilmistir. Bitin kanserler 6liimle sonuglanmasa da dikkatli sekilde

tedavi ve takip gerektirdigi aciktir [1, 37].
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2.6.1. Reaktif oksijen liriinlerinin biyolojik sistemler lizerine etkileri

Serbest radikaller, daha genel adiyla reaktif oksijen Urlinleri (Reactive oxygen species-
ROS) dis yoringelerinde ciftlesmemis tek bir elektron bulunan kimyasal tilrevlerdir.
Serbest radikallerin kimyasal durumlari son derece degisken olup, kolayca inorganik veya
organik kimyasallar ile reaksiyona girebilirler. Hlicrelerde olustugu zaman 6zellikle nikleik
asitler ve bunlarin yani sira cesitli membran molekiilleri ile etkilesime girerek onlarin
parcalanmasina neden olurlar. Buna ek olarak serbest radikaller kolayca otokatalitik
reaksiyon baslatirlar. Serbest radikaller ile reaksiyona giren molekiiller zamanla serbest
radikallere doniserek zincirleme reaksiyona neden olur ve hasar zincirini ileterek yayarlar

[37].

Serbest radikaller hiicre igerisinde (g sekilde olusabilirler [37];

1. Radyant enerjinin absorbsiyonu ile (ultraviyole 1sig1, x-isinlar gibi). Ornegin;
iyonize radyasyon, suyu hidroksil (OH') ve hidrojen (H) serbest radikallerine
hidrolize edebilir.

2. Normal fizyolojik olaylar sirasinda olusan rediksiyon-oksidasyon (redoks)
reaksiyonlarinda, ornegin normal solunum siiresince molekiler oksijen su
olusturmak icin dort elektronun ilavesiyle birbiri ardina indirgenir. Bu olayda az
miktarda toksik ara tlrev meydana gelir. Bunlar stperoksit radikalleri, hidrojen
peroksit ve OH" kapsar.

3. Ekzojen kimyasallar maddelerin enzimatik metabolizmalari ile olusabilirler.

Canli hiicreler surekli olarak endojen ya da ekzojen kaynaklardan cesitli reaktif oksijen
tlrevlerine maruz kalmaktadirlar. Bu serbest radikaller yiksek oranda reaktiftir ve
hiicrelere zarar verme potansiyelindedir [38]. ROS’un organizma igerisinde ¢ok fazla
miktarda Uretilmesi kanser, kardiyovaskiler ve norodejeneratif hastaliklar ile erken

yaslanma gibi pek ¢ok dejeneratif stiregte dGnemli rol oynamaktadir [38-42].

Yiksek derecede reaktif olan serbest radikaller, organizmalarda hiicre membranindaki

lipit, protein ve karbonhidratlar gibi hayati 6nemi olan molekiillerden ve bu molekiillerin
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teskil ettigi organellerden elektron alabilmektedirler [43, 44]. Hiicre icinde veya disinda
olusan bir radikal molekil kendi elektron eksikligini tamamlamaya calisirken elektronunu
radikale kaptiran molekil veya organel de, kaybettigi elektronu karsilamak icin, kendisi bir
radikal gibi davranma egilimine girmekte ve bodylece hiicrede radikaller tarafindan

yonlendirilen zincirleme bir reaksiyon serisi baslamaktadir [45].

Eger ROS olusumu biyolojik sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa oksidatif stres
olusmaktadir. ROS’lar aerobik organizmalarin elektron tagsima zinciri ve aktif fagositoz gibi
metabolik yollarinda devaml olarak olusmakta ve DNA, protein ve lipit gibi
makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden olmaktadirlar [46]. Bazi kanser
turleri, oksijen merkezli serbest radikallerden ve diger reaktif oksijen tirevlerinden
kaynaklanmaktadir. Clnki bu tiir serbest radikallerin normalden fazla sentezlenmesi,
biyomolekiillerde (lipitler, proteinler ve DNA) oksidatif hasara neden olmaktadir. insan
vicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde 103 kez oksidatif hasara maruz kaldigi 6ne

sirlmustir [40].

Normal olarak ROS’lar spesifik enzim sistemleri (sliperoksit dismutaz ve katalaz) ile suda
ve lipitte ¢ozlinebilen bazi protein yapisinda olmayan bilesikler (lirik asit ve tokoferol)
tarafindan engellenmektedirler [46]. Ancak organizma igerisinde endojen veya ekzojen
kaynaklar tarafindan ¢ok fazla miktarda Uretildiklerinde antioksidan 6zelligi bulunan
Urlinlere ihtiya¢ duyulabilmektedir. Bu Grtinler cogunlukla bitkisel kaynaklidir. Ankaferd
de igerigindeki bitki ekstrelerinin ylksek antioksidan 6zelligi yapilan arastirmalarla

kanitlanmis olan bitkisel bir karisimdir [38, 47, 48].

2.6.2. Kimyasal karsinojenler

Karsinojenezis mekanizmasinin temelinde genetik hasar bulunmaktadir. Bu hasara yol
acan karsinojenik ajanlar U¢ grupta toplanabilir. Bunlar; kimyasal karsinojenler, radyasyon
enerjisi ve onkojenik viriislerdir. Kimyasal karsinojenlerin tarihcesine bakildiginda ingiliz
cerrah, Sir Pervical Pott’'un kronik kuruma maruz kalan baca temizleyicilerinin deri kanseri

oldugunu bildirmesinin tzerinden 200 yila yakin bir siirenin gegtigi gorilir. O zamandan



21

glinimuze dek pek ¢ok karsinojen madde arastirilmasi yapilmis olup, ylzlerce kimyasal

maddenin karsinojen 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir [37].

Kimyasal karsinojenlerin incelenmesi sonucu asagidaki gozlemler elde edilmistir [37];

1. Oldukca farkli yapida olduklari, hem dogal hem sentetik Urinler icerebildikleri
tespit edilmistir.

2. Bazi ajanlar dogrudan reaksiyona girerler ve karsinojenik etki icin kimyasal
degisime gerek duymazlar. Ancak cogu indirekt reaksiyona girer ve sadece
metabolik dontsiimden sonra aktiflesirler. Bu c¢alismada kullanilan 7,12-
dimetilbenz[a]antrasen de bu tir karsinojenlere 6rnek teskil etmektedir. Boyle
Urlinlere “prokarsinojen” denir ve aktif son Grtnleri, “nihai karsinojen’ adini alir.

3. Hem dogrudan reaksiyona giren, hem de nihai karsinojen olan tiim kimyasal
karsinojenler oldukga reaktif elektrofillerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle RNA, hiicresel
protein ve 6zellikle DNA’daki elektrondan zengin atomlarla reaksiyona girerler.

4. Bazi kimyasal maddelerin karsinojen 6zelligi, tek baslarina ¢ok az aktivite gosteren
veya hic aktivite gostermeyen ajanlarla gliclendirilebilir. Boyle gii¢lendirici ajanlara
“promoter (yonlendirici)” adi verilir. Ancak karsinojenlerin blyik bir kismi
yonlendiricilere ihtiya¢ duymaz.

5. Cok sayida kimyasal karsinojen neoplazi olusturmak igin birlikte etki gosterir veya

virls, radyasyon gibi diger karsinojen tiplerinin etkilerine ihtiyac¢ duyarlar.

Kimyasal maddelerin karsinojenik-mutajenik etkilerinin incelenmesi amaciyla gesitli test
yontemleri gelistirilmistir. Bu testlerden biri de Ames testidir. 1972’de Dr. Bruce Ames
tarafindan gelistirilmis olan ve kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemek
amaciyla tarama testi olarak uygulanan Ames testi, ¢cok yaygin ve giivenilir bir kisa zamanli
bakteriyel test sistemi olarak kullanilmaktadir [49]. Bu test, 6zellikle ilagc ham maddesi
olarak kullaniimak istenen test maddelerinin toksik, mutajenik-karsinojenik etkilerini

incelemek icin glivenilir ydontemler arasinda kabul edilmektedir[50].
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7,12-dimetilbenz[alantrasen (DMBA)

DMBA immdiinsiipresor bir ajan olup bolge ve organ-spesifik karsinojen olarak 1950'li
yillardan beri kanser c¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir [9, 10]. DMBA ile yapilan
calismalar, oral karsinojenezisde gorilen kanser ve prekanseréz lezyonlarin
anlasilmasinda onemli katki saglamistir. DMBA bukkal mukozada [1, 51-55] oral skuamoéz
hiicreli karsinom olusturmasi, cilt [56] ve meme [57] dokusunda karsinojenezisi

induklemesi sebebiyle tip literatiriinde genis bir kullanim alani bulmaktadir.

DMBA sari renkli toz formunda, kati kimyasal bir bilesiktir. Agiz i¢i uygulama icin likit
forma gevrilmesi gerekmektedir. Bu amagla likit parafin ¢alismalarda siklikla kullaniimig ve
basarili sonuclar alinmistir. Oral lezyonlarin olusturulmasi icin cogunlukla likit parafinde
¢Ozlilmis %0.5'lik DMBA firca yardimiyla bukkal mukozaya uygulanir. Oral lezyonlarin

olusmasi icin 14 hafta boyunca, haftada 3 kere uygulama yapilmasi gerekmektedir [51].

DMBA'nin karsinojenik etkisi hedef organda DNA formasyonunda degisiklik, kronik
enflamasyonun indiklenmesi, reaktif oksijen Urlinlerinin fazla Gretimi ve oksidatif DNA
hasari olusturmasi sonucu olusur. Oral karsinojenezis 3 ayri safhada ilerler. Bunlar;
baslama, gelisme ve ilerleme safhalaridir [1]. ROS karsinojenezisin ilk 2 safhasinda rol
oynar [57]. ROS’un artisina bagh olarak lipit peroksidasyonunda da artis olur. Serbest
radikaller aracihgl ile gergeklesen zincirleme bir reaksiyon olan lipit peroksidasyonu,
yaglarin ozellikle de ¢coklu doymamis yag asitlerinin bozulmasina yol agmaktadir. Fizyolojik
konsantrasyonda lipit peroksitleri hiicre boliinmesinin kontroliinde énemli rol oynar. Lipit
peroksidasyonu ile hlicre ¢cogalmasi orani arasinda ters oranti bulunmaktadir. ROS’un
fazla Gretimi sonucu lipit peroksidasyonunun artisi DNA, protein ve yaglarin oksidatif

hasari ile sonuglanmaktadir [11].

DMBA metabolik aktivasyon sonucu esas karsinojen madde olan dihidrodiol epokside
donusir. Metabolik aktivasyon sonucu olusan dihidrodiol epoksit ve diger toksik reaktif
oksijen Urdnleri DNA'nin adenin rezidilerine baglanarak mutagenez ve karsinojeneze yol

acarlar [57].
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En 6nemli timor baskilayici genlerden biri olan p53, hiicre siklusunun dizenlenmesinde,
apoptozis mekanizmasinda, DNA tamirinde, hiicre diferensiyasyonunda ve DNA
rekombinasyonunda rol oynamaktadir. Baskaran ve arkadaslari ratlar Gzerinde yaptiklari
calismada, DMBA kullanarak olusturduklari meme kanseri modellerinde p53 geninin
mutasyona ugradigini belirtmislerdir. Ayni c¢alismacilar kontrolli hlicre o6limini
durdurarak timorogenezise yardimci olan bcl-2 onkojeninin, DMBA ile olusturulan kanser
modellerinde ¢ok fazla miktarda bulundugunu bildirmislerdir. Bu etkilerin sonucu olarak

anormal hiicre cogalmasi ve kontrolll hiicre 6limUinin engellendigi tespit edilmistir [57].

Hayvan g¢alismalarinda DMBA'nin ¢ok sik kullanilmasinin nedeni, DMBA ile olusturulan
bukkal mukoza timorlerinin, insan agiz boslugunda olusan timorlere morfolojik,
histolojik, biyokimyasal olarak ve molekiiler seviyede oldukca benzemesidir. Ayrica, DMBA
ile olusturulan patolojik lezyonlar ve yapisal degisiklikler insan agzinda gorilen

prekanserdz ve kanser lezyonlarina ileri derecede benzerlik gostermektedir [11].

2.7. Ankaferd Kanama Durdurucu (Ankaferd Blood Stopper - ABS)

Ankaferd kanama durdurucu, hemostaz diizenleyicisi olarak fonksiyon goren, viicut disi
yaralanmalar, travmatik kesikler, dis operasyonlari, spontan ya da cerrahi girisimler
sonrasi olusan minor ve major kanamalarin kontroliinde kullanilan ve uygulamayi takiben
siratle, hemostatik etki elde edilen, standart bitkisel icerikte, stabil ve steril tibbi bir
Grtindar. Saghk Bakanligi’'ndan ruhsatl ilk Tlirk kanama durdurucu Grinadur [8, 58]. Saghk
Bakanhg ila¢ ve Eczacilik Genel Miidiirligi tarafindan eksternal kanamalarin kontroliinde
kullanilmak Uzere ara Urin olarak ruhsatlandirilmis ve Acil Servis ve 112 ilk yardim

ambulanslarinda rutin kullanimi baslamistir [59].

Ankaferd isminin kokeni anka kusu ile Osmanlicada tek, esi benzeri olmayan anlamina
gelen ferd kelimesinin birlesiminden gelmektedir [59]. iceriginde cesitli oranlarda,
Glycrrhiza glabra L., Vitis vinifera L., Alphina officinarum Hance, Urtica dioica L. ve Thymus
vulgaris L. bulunmaktadir. Bu bitkisel karisimin damar endoteli, kan hiicreleri, anjiogenez
ve hiicre proliferasyonu Uizerine etkileri vardir [8]. Ankaferd bu bitkilerden alinan

ekstrelerin standardize karisimindan olusmaktadir. 100 ml’lik ekstrede 7 g G. glabra, 8 g V.



24

vinifera, 7 g A. officinarum kurutulmus yaprak ekstreleri, 5 g T. vulgaris kurutulmus toprak
st ekstresi ve 6 g U. dioica kurutulmus kok ekstresi icerir. Buradaki her bir bitkinin etkisi

farkhdir [8].

2.7.1. Ankaferd kanama durdurucunun igerigindeki bitkiler ve 6zellikleri

Glycyrrhiza glabra L.

Bitkinin tibbi olarak kullanilan kisimlari soyulmamig kurutulmus kok ve sagaklari, soyulmus
kurutulmus kok ve kokli rizomlaridir. Bu bitkinin antianjiyojenik aktivite gosterdigi ve
vaskiler endotelyal buyime faktori (VEGF) olusumunu azalttig bildirilmistir [60]. Meyan
icerisindeki bazi bilesiklerin metisiline direncli ve duyarli Staphylococcus aureus tirleri
Uzerinde antibakteriyel etkileri oldugu, yapraklarinin antifungal ve antibakteriyel etkili
bilesikler icerdigi, koklerinden elde edilen ekstrenin antiprotozoal bir ilacin temel yapisini
olusturdugu bildirilmistir [59, 61, 62]. Cesitli arastirmalarda bu bitkinin antienflamatuvar,
antitrombotik, antioksidan ve antiaterosklerotik etkileri gosterilmistir [63, 64]. Ayrica
meyan kokiiniin, mineralokortikoid etki nedeniyle kan basincini yikselttigi bildirilmistir
[65]. Chin ve ark. yaptiklari galismada G. glabra’dan elde edilen fenol bilesiklerinin gligli
antioksidan etki gosterdikleri ve fareler Uzerinde yapilan deneyde tiimoér olusumunu

onledigi gosterilmislerdir [47].

Thymus vulgaris L.

Taze cicek, kurutulmus yapraklar veya dilimlenmis kuru yapraklardan elde edilen yag tibbi
amagla kullanilir. Antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antiprotozoan 6zelliklere sahiptir
[59]. Aterosklerozla iliskili lipit peroksidasyonu gibi canlidaki oksidatif hasari azaltic

antioksidan etki gostermektedir [66].
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Vitis vinifera L.

Bitkinin tibbi olarak kullanilan kismi yapraklar, meyve ve meyvenin suyudur. Uziim
cekirdegi ekstresi bazi kanser hicrelerine karsi sitotoksisite gosterirken, intestinal
adenom olusumunu engelleyici oldugu da bildirilmistir [59, 67]. V. vinifera’nin farkl
molekiler mekanizmalar yardimiyla insan kanser hiicrelerine karsi koruyucu etkilerinin
bulundugu, bununla beraber hayvan modellerinde timor biylimesini engelledigi yapilan
calismalarda gosterilmistir [66, 68, 69]. Bu mekanizmalara 0Ornek olarak; hicre
donglsiiniin dizenlenmesi sayesinde apoptozisin indiiklenmesi, hiicre proliferasyonunda
etkili olan enzimlerin inhibisyonu ve anjiyogenezisin inhibisyonu gosterilebilir [48, 70, 71].
Bilesigin gicli antioksidan etkilerine bagh olan antitiimoral aktivitesi deneysel hayvan
modelleri ve hicre kdlturleri Uzerinde yapilan calismalarda gosterilmistir [72, 73].
Giovannelli ve ark. hiicre kiltirleri Gzerinde yaptiklari ¢alismada V. vinifera’nin kanser
hiicreleri Gzerinde antiproliferatif etki gosterdigi ve kanser hiicreleri Uzerine sitotoksik
etkiyi indukledigi belirtilmistir. Ayni ¢alismada V. vinifera’nin kanser hiicreleri lizerine
antitimoral etki gosterirken, normal hiicreler Gzerinde sitotoksik etki gostermedigi tespit
edilmistir [73]. Aghbali ve ark. yaptiklari galismada Gzim c¢ekirdegi ekstresinin oral
skuam6z hiicreli karsinom tedavisi icin potansiyel biyoaktif bilesikler icerdigini

bildirmislerdir [74].

V. vinifera’nin glicli antioksidan etkisi bulunmakta ve bu antioksidan 6zelliklerinin 6nemli
bir kismi igerigindeki polifenollerden kaynaklanmaktadir. Stagos ve ark. yaptiklari
¢alismada V. vinifera’nin igerigindeki polifenoller sayesinde yilksek antioksidan etki
gosterdigini ve boylece serbest oksijen (rlnleri nedeniyle olusan DNA hasarini

engelledigini gostermislerdir [48].

Antioksidan antitiimoéral ve Ozelliklerine ek olarak Gzim cekirdegi ekstresinin karaciger
hiicrelerinin apoptotik ve nekrotik hiicre 6limiini ve DNA hasarini anlamli olarak azalttgi
ve bacaklardaki vendz problemler gibi semptomlar azalttgr [59, 75]; ayrica

antiaterosklerotik etkiye sahip oldugu da bildirilmistir [66].
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Alpinia officinarum Hance.

Tibbi olarak kullanilan kismi rizomudur. Bitkinin antispazmodik ve antibakteriyel
Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Matsuda ve ark. yaptiklari calismada bitkinin
lipopolisakkaritlerle (LPS) aktive edilmis fare peritoneal makrofajinda nitrik oksit (NO)

Uretimini inhibe ettigi saptanmistir [76].

Urtica dioica L.

Tibbi kismi, taze, kurutulmus, cicek agcmis bitki ve kokleridir. Isirgan yapragi ekstresi
osteoartrit, romatoid artrit ve gut ile iliskili eklem agrisinda diklofenak ile sinerjik etki
gostermektedir. Isirgan kokinin idrar hacminde artis, maksimum Uriner akim artisi ve
rezidlel idrar azalmasini sagladigl, sivi kok ekstresinin benign prostat hiperplazisi
tedavisinde etkili oldugu, antifungal ve antiviral etkiler gosterdigi tespit edilmistir [59].
NO’nun serbest birakilmasi, potasyum kanallarinin agilmasi ve kasilma gilicliniin azalmasi
sonucu meydana gelen vazodilator  etki aracihigiyla endotelyal hipotansif etki

olusturabilmektedir [77].

2.7.2. Ankaferd kanama durdurucu’nun hemostatik etki mekanizmasi

ABS icerigindeki bu bitkiler higbir pihtilasma faktoriniin etkisini bozmadan doku
oksijenasyonunu ve fizyolojik hemostatik siireci saglamaktadir. Ankaferd’in etkisini,
fibrinojen basta olmak (izere kan proteinleri ve eritrositlerin plazma ve serumda “protein
ag” meydana getirmesi suretiyle gosterdigi bildirilmektedir. Ankaferd kanama
durdurucunun etkisi ¢ok hizli baslamakta, eritrosit ve kan proteinlerinin birlesmesiyle

meydana gelen enkapsiile protein ag formasyonu 1 saniyeden daha kisa bir siirede

olusmaktadir [58, 78].

ABS’nin hemostaz lizerine etki mekanizmasinin pihtilagsma faktdérlerinden bagimsiz olmasi

sebebiyle, kanama diyatezi olan hastalarda da etkin oldugu goésterilmistir. Pihtilasma
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faktorleri ABS’den etkilenmese de, protein agregasyonu sayesinde anti-hemorajik sireg
baslamaktadir [59]. ABS’nin temel hemostatik etki mekanizmasi, canli eritrosit
agregasyonu icin enkapsile protein agi olusumu sayesinde gerceklesmektedir [79]. ABS
kullanimini takiben plazma fibrinojen aktivitesinde ve fibrinojen miktarinda azalma
oldugu, buna bagli olarak trombin zamaninin uzadig bildirilmektedir. Ayrica bu tikag etkisi
gosteren protein agl olusumu sirasinda plazmada; total protein, globulin ve albumin
seviyelerinin de anlaml dlgude distugu gorilmistir. Bu ylzden, ABS, fibrinojen-eritrosit
aglitinasyon iliskisini etkilemekte ve sonucta eritrosit agregasyonunu stimiile eden bir

protein agi olusturmaktadir [58, 78].

2.7.3. Ankaferd kanama durdurucu’nun giivenilirligi ve yan etkileri

ABS, sterilitesi ve biyouyumlulugunu belirten glvenilirlik ve etkinlik raporlarina dayanarak
eksternal hemoraji kontroliinde ve dental kanamalarda topikal kullanimi resmi olarak
Turkiye’de onaylandigindan beri tedavi protokoliine alinmistir [58, 80]. Ankaferd’in
topikal hemostatik etkinligi hayvanlar tizerinde normal ve defektif hemostaz modellerinde
denenmistir. Bircok klinikopatolojik durumda, kanamayi 6nlemek veya kontrol etmek
amaciyla topikal ABS uygulanmis ve kanama klinik olarak kontrol altina alinabilmistir [79,
81]. Solisyon formundaki bircok hemostatik ajanin kolayca c¢ekim soketindeki sinir
demetlerine rahatga temas etmesine ragmen ABS’nin noéral dokularla etkilesimi ¢ok az

bilinmektedir [82].

ABS’nin deneysel veya klinik topikal uygulamalarinda ne lokal ne de sistemik olarak
herhangi bir yan etki ve/veya toksisiteye rastlanmamistir. ABS’nin neoplazik ve enfeksiyoz
hastaliklar, erken yaslanma, ateroskleroz ve diyabet gibi bircok patolojik durumdaki

potansiyel roliine karar verebilmek icin ileri calismalar yapilmasina ihtiyac¢ vardir [79, 81].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya, Gazi Universitesi Rektdrligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanligi’nin 10.12.2012 tarih ve B.30.2.GUN.0.05.06.00/165-24522 sayili izni alinarak
baslanmistir. Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne Doktora tez projesi

olarak sunulmus ve onay alinmistir (02/2013-01).

Test materyallerinin deney hayvanlarina uygulanmasi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesinde, histopatolojik incelemeler ise Afyon

Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dal’nda yapilmistir.
3.1. Deney Gruplari

Galismada ortalama 200-250 gram agirhiginda, 3-4 haftalik, 36 adet, Sprague Dawley cinsi
eriskin, erkek rat kullanilmistir. Deney hayvanlari, Kobay Deney Hayvanlari Anonim
Sirketinden temin edilmistir. Calisma siiresince bakimlari Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesi’nde yapilmistir. Calisma ortamina
alismalari agisindan hayvanlar 1 hafta siireyle herhangi bir isleme tabi tutulmadan
bekletilmislerdir. Biitliin deney hayvanlarinin bakimlari ayni oda igerisinde, her kafese 3
adet rat yerlestirilerek yapilmistir. Ratlar polikarbonattan yapilmis kafeslerde, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde, 21-24 0C'de, %40-45 oraninda nemli odada

tutulmuslardir. Calisma siresince ratlar, standart kuru pelet yem ve su ile beslenmistir.
3.2. Kullanilan Malzemeler

Bu calismada agiz ici patoloji olusturmasi amaci ile DMBA (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI,
USA) kullaniimigtir (Resim 1). Daha 6nce yapilan benzer hayvan c¢alismalari baz alinarak
DMBA %0.5 oraninda likit parafin ile seyreltilmistir. DMBA 4°C sicaklikta, 1sik gérmeyen

raflarda saklanmistir. Her uygulama dncesi DMBA karisimi taze olarak hazirlanmistir.
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Resim 3.1. 7, 12-dimetilbenz[a]antrasen

Deney hayvanlarinda olusturulan oral patolojilerin tedavisi amaciyla Ankaferd (Ankaferd

ilag Kozmetik A.S, istanbul, Tiirkiye) (Resim 3.2) uygulanmustir.

Resim 3.2. Ankaferd kanama durdurucu

3.3. Deneysel Calisma Gruplari

1 haftalik alisma siresinin sonunda ratlar rastgele secilerek, her grupta 10 adet rat olacak
sekilde 3 deney grubuna ayrilmistir. Kontrol grubunda 6 adet rat bulunmaktadir (Cizelge
3.1).
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Cizelge 3.1. Deney ve kontrol grubundaki hayvan sayisi ve yapilan uygulamalar

Hayvan Sayisi Uygulama
Grup A 10 Ankaferd
Grup B 10 Ankaferd + DMBA
Grup C 10 DMBA
Grup D 6 Kontrol

Deney grubunda toplam 30 adet rat bulunmaktadir. Ratlar rastgele segilerek 10
hayvandan olusan, 3 esit gruba ayrilmislardir. Birinci gruptaki hayvanlara gilin asiri olacak
sekilde haftada 3 kere DMBA uygulanmustir. ikinci gruptaki hayvanlara haftada 3 kere, giin
asirt DMBA uygulanirken, DMBA uygulamasinin ertesi glinii Ankaferd kanama durdurucu
uygulamasi yapilmistir. Boylece hayvanlara haftada 3 giin Ankaferd, 3 giin DMBA
uygulanmistir. Uglincli gruptaki hayvanlara ise giin asiri olacak sekilde haftada 3 kere
sadece Ankaferd kanama durdurucu uygulanmistir. Toplam c¢alisma siiresi 14 hafta olarak

belirlenmistir.

Kontrol grubundaki 6 adet hayvana herhangi bir uygulama yapilmamistir. Hayvanlar her

kafeste 3 hayvan olacak sekilde kuru pelet yem ve su ile 14 hafta boyunca beslenmislerdir.

3.4. DMBA ve Ankaferd Kanama Durdurucunun Uygulanmasi

Uygulamalar sirasinda deneklere herhangi bir anestezi yapilmamistir. Alisma siresinin
sonunda hayvanlarin sag yanak i¢i mukozalarina uygulama yapmak amaci ile 2 adet metal
ekartor kullanilarak ratlarin agzi agilmigtir. DMBA likit parafin kullanilarak seyreltilmis ve
%0.5’lik DMBA ¢ozeltisi elde edilmistir. Her uygulamada 0.4 mg DMBA ¢6zeltisi 4 numara

firca kullanilarak hayvanlarin sag yanaklarina stirilmdistir [52, 83, 84] (Resim 3.3).

DMBA grubu ile ayni sekilde ratlara Ankaferd kanama durdurucu, her bir plskirtmesi
sonucu 0.2 cc olacak sekilde sprey ile puskirtilerek uygulanmistir (Resim 3.4). Her

uygulama guiniinde, her bir hayvana 0.4 cc Ankaferd puskurtilmustar.
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DMBA ve Ankaferd’in birlikte uygulandigi gruba uygulamalar yukarida anlatilan yontem
kullanilarak yapilmistir. Hayvanlara haftada 3 kere giinasiri DMBA uygulanmis, DMBA

uygulamasinin ertesi giinii Ankaferd uygulamasi yapilmistir.

Hayvanlara toplam 14 hafta boyunca uygulama yapilmistir. DMBA ve Ankaferd grubuna
toplam 42 ve DMBA’nin Ankaferd ile beraber uygulandigi gruba toplam 84 uygulama

yapimistir.

Resim 3.4. Ankaferd kanama durdurucunun sprey yardimiyla yanak icine uygulanmasi
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3.5. Sakrifikasyon

14 haftalik deney siresinin sonunda hayvanlara fetal dozda Ketamin %10 (100 mg/kg
Ketasol, interhas, Ankara, Tirkiye) ve Ksilazin %2 (16mg/kg, Alfazyne, Egevet, izmir,

Tlrkiye) intraperitonel olarak enjekte edilerek 6tenazi uygulanmistir.

3.6. Histopatolojik Yontem

Sakrifiye edilen hayvanlara sistemik nekropsi uygulanmistir. Deney hayvanlarinda baslica,
sag yanak mukozasi, alt cene alt sinirindan orbita tabanina kadar cerrahi makas yardimi ile
eksize edilerek gikartilmis ve %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilmistir (Resim

3.5, 3.6).

Resim 3.5. Sag bukkal mukoza ve cilt dokusunun histopatolojik inceleme amaci ile
eksizyonu
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Resim 3.6. Formaldehit sollisyonu icerisinde sag bukkal mukoza ve cilt dokusu

Numuneler 24-72 saat formaldehit fiksasyonunun ardindan 6rneklenerek doku takip
kasetlerine alinmistir. Otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1020) rutin doku takip
prosediriine uygun olarak dereceli alkol serilerinde (%70’den - %100’e kadar) dehidre
edilen dokular ksilolde seffaflastirilarak parafin bloklara gdmiilmistir. Parafin bloklardan
rotary mikrotom (Leica RM 2155) yardimi ile alinan 5 um kalinhgindaki kesitler doku
banyosu yardimi ile lama transfer edilmistir. Lama transfer edilen dokular 65°C’'de, 45
dakika stireyle etiivlenerek stabilize edildikten sonra ksilolde deparafinize edilmis,
ardindan dereceli alkolde rehidre edilerek hematoksilen-eozin (H.E.) ile boyanip, solvent
bazl bir yapistirici yardimiyla lamel ile kapatiimistir. Hematoksilen-eozin ile boyanan
kesitler 15tk mikroskobuyla (Nikon Eclipse Ci ve Kameram® Dijital imaj Analiz Sistemi)

incelenmistir.

Histopatolojik degerlendirmelerde; hiperkeratoz, hiperplazi, displazi ve neoplazi varligi ve
siddeti arastirilmis; displazi derecelendirmesi DSO siniflamasina uygun olarak yapilmistir

[27]:
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e 0:Saglikh / Herhangi bir patoloji gbzlenmeyen epitel
e 1: Hafif dereceli displazi gbzlenen epitel
e 2:Orta dereceli displazi gozlenen epitel

o 3:Siddetli displazi gbzlenen epitel

3.7. istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada elde edilen veriler SPSS 20 paket programi ile analiz edilmistir.

Gruplar arasindaki farkhliklar incelenirken degiskenlerin normal dagilimdan gelmemesi

durumunda Kruskal Wallis-H Testlerinden yararlaniimistir.

Kruskal Wallis-H Testinde anlamli farkliliklarin gorilmesi durumunda Pos-Hoc Coklu

Karsilastirma Testi ile aralarinda farkhilik olan gruplar belirlenmistir.

Nominal degiskenlerin gruplari arasindaki iliskiler incelenirken Ki-Kare analizi
uygulanmistir. RxC tablolarda gozelerdeki beklenen degerlerin yeterli hacime sahip
olmamasi nedeniyle Monte Carlo Similasyonu yardimiyla Pearson Ki-Kare analizi

uygulanmistir.

Sonuglar yorumlanirken anlamlilik dizeyi olarak 0.05 kullaniimis olup; p<0.05 olmasi
durumunda anlamli bir farkliligin/iliskinin oldugu, p>0.05 olmasi durumunda ise anlamli

bir farkliigin/iliskinin olmadigi belirtilmistir.
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4. BULGULAR

Deney siresinin tamamlanmasinin ardindan deney hayvanlari sakrifiye edilip, nekropsi
uygulamasi yapilmistir. Nekropsi sirasinda ratlarin sag yanak mukozalari g¢ikarilarak

histopatolojik incelemeye alinmistir.

4.1. Histopatolojik inceleme Bulgulari

Ratlarin yanak i¢i mukozalarinda olusan neoplazi, displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz igin
yapilan derecelendirme calisma gruplarina gore asagida cizelgelerle desteklenerek

gosterilmistir.

4.1.1. Kontrol grubu histopatolojik inceleme bulgulari

Hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde bukkal mukozadan alinan biyopsi érneklerinin
histopatolojik incelemelerinde; basta bazal membran olmak Uzere epitel tabakalari ile
lamina propria ve submukozal vyapilarin normal histolojik karakterler sergiledigi

gozlenmistir (Resim 4.1). Bulgular Cizelge 4.1'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol grubuna ait histopatolojik inceleme sonuglari

OLGU NEOPLAZI DiSPLAZI HIPERPLAZI | HIPERKERATOZ
Kontrol-1 0 0 0 0
Kontrol-2 0 0 0 0
Kontrol-3 0 0 0 0
Kontrol-4 0 0 0 0
Kontrol-5 0 0 0 0
Kontrol-6 0 0 0 0
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Resim 4.1. Kontrol grubu: Matir ¢ok katli yassi epitel (H.E.x4)

4.1.2. Ankaferd grubu histopatolojik inceleme bulgulari

Cizelge 4.2’de gosterildigi gibi, Ankaferd grubuna iliskin biyopsi 6rneklerinin histopatolojik
incelemelerinde kontrol grubuna yakin sonuglar gortilmus olup, biylik oranda keratinize,

matur, cok kath yassi epitel gozlenmistir (Resim 4.2).
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Cizelge 4.2. Ankaferd kanama durdurucu uygulanan gruba ait histopatolojik inceleme

sonuglari

OoLGU

NEOPLAZI

DiSPLAZI

HIPERPLAZI

HIPERKERATOZ

ABS-1

0

0

0

0

ABS-2

ABS-3

ABS-4

ABS-5

ABS-6

ABS-7

ABS-8

ABS-9

ABS-10

o O |0 o |lo| o |o |o o

O o || o|lo|o|o |o o

o |o|lo|lo|lo|o |o o o

o O | 0O 0o |lo| o |o |o o

Resim 4.2. Ankaferd grubu: Normal histolojik sinirlar icerisindeki ¢ok katli yassi epitel

(H.E.x10).
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4.1.3. DMBA grubu histopatolojik inceleme bulgulari

DMBA uygulanan gruba ait o6rneklerin histopatolojik
alindiginda ve diger gruplar ile kiyaslandiginda bu grupta, oldukca siddetli lezyonlarin
olustugu belirlenmistir. (Cizelge 4.3). Biyopsi 6rneklerinde siddetli displazik gorinimli
epitel kisimlarinin hemen altindaki graniilasyon dokusunda artis gorildigu dikkat

cekmistir (Resim 4.3). Ayrica bu gruba ait 2 6rnekte epitelyal kokenli neoplazik olusumlar

gelistigi tespit edilmistir.

inceleme sonuglari

Gizelge 4.3. Sadece DMBA uygulanan gruba ait histopatolojik inceleme sonuglari

OLGU NEOPLAZI DiSPLAZI HIPERPLAZI HIPERKERATOZ
DMBA-1 0 3 2 2
DMBA-2 Var 3
DMBA-3 Var 3 3 3
DMBA-4 0 3 2 2
DMBA-5 0 3 3 3
DMBA-6 0 2 2 2
DMBA-7 0 3 3 3
DMBA-8 0 3 2 2
DMBA-9 0 3 2 2

DMBA-10 0 3 2 2

dikkate
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Resim 4.3. DMBA grubu: Hiperkeratoz ve siddetli displazik degisiklikler ile birlikte lamina
propriaya invaze olmus neoplazik hiicre gruplari (H.E.x10).

4.1.4. DMBA ile beraber Ankaferd uygulanan grubun histopatolojik inceleme sonuglari

DMBA ile ABS uygulanan hayvanlara ait 6rneklerde sadece DMBA uygulanan hayvanlara
oranla daha anlaml bir gizelge ile karsilasilmistir (Cizelge 4.4). Bu gruptaki hayvanlarda
basta displazik lezyonlar olmak lzere lezyonlarin siddetinde belirgin bir azalma oldugu

kaydedilmistir (Resim 4.4.).
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Cizelge 4.4. DMBA ile beraber Ankaferd kanama durdurucu uygulanan gruba ait
histopatolojik inceleme sonuglari

OLGU NEOPLAZI DiSPLAZI HIPERPLAZI HIPERKERATOZ
DMBA+ABS-1 0 1 1 1
DMBA+ABS-2 0 1 1 1
DMBA+ABS-3 0 0 1 1
DMBA+ABS-4 0 1 1 0
DMBA+ABS-5 0 1 0 1
DMBA+ABS-6 0 0 0 0
DMBA+ABS-7 0 0 0 0
DMBA+ABS-8 0 0 0 0
DMBA+ABS-9 0 1 0 0

DMBA+ABS-10 0 0 1 1

Resim 4.4. DMBA ile beraber Ankaferd kanama durdurucu uygulanan grup: Hafif siddette
hiperkeratoz ve displazik degisiklikler (H.E.x10).
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4.2 istatistiksel inceleme Bulgulan

4.2.1 Displazi Bulgulari

Kontrol ve deney gruplarina ait epitelyal displazi olusumunun istatistiksel degerlendirme

sonuclari Cizelge 4.5.'de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Deneklerin displazi degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkhliklara
iliskin Kruskal Wallis-H Testi sonuglari

Kruskal Wallis-H Coklu
n | Mean | Median | Min | Max | SS |
Sira Ort. H p Karsilastirma
Kontrol (1) 6 0 0 0 0 0 11,00
Ankaferd (2) 10| © 0 0 0 0 11,00 1-3
29,885 | 0,001 2-3
Displazi | DMBA (3) 10| 2,9 3 2 3 10,32| 31,50 4-3
DMBA+Ankaferd (4) 10| 0,5 0,5 0 1 [0,53 17,50
Toplam 36| 0,94 0 0 3 11,29

Deneklerin displazi degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
farkhlik gorulmugstir (p<0,05). DMBA grubundaki deneklerin displazi degerleri, diger

gruplardaki deneklerin degerlerine kiyasla anlamli derecede ylksek bulunmustur.

4.2.2 Hiperplazi

Kontrol ve deney gruplarina ait hiperplazi olusumunun istatistiksel degerlendirme

sonuglari Cizelge 4.6.’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Deneklerin hiperplazi degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkhliklara
iliskin Kruskal Wallis-H testi sonuglari

Kruskal Wallis-H Goklu
n | Mean | Median | Min | Max | SS
Sira Ort. H p Karsilagtirma
Kontrol 6 0 0 0 0 0 11,00
1-3
Ankaferd 10 0 0 0 0 0 11,00
29,521 | 0,001 2-3
Hiperplazi | DMBA 10| 2,4 2 2 3 0,52 31,50 43
DMBA+Ankaferd | 10 | 0,5 0,5 0 1 0,53 17,50
Toplam 36 | 0,81 0 0 3 1,09

Deneklerin hiperplazi degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk gorGlmustir (p<0,05). DMBA grubundaki deneklerin hiperplazi degerleri, diger

gruplardaki deneklerin degerlerine kiyasla anlaml derecede yiksek bulunmustur.

4.2.3 Hiperkeratoz

Kontrol ve deney gruplarinda hiperkeratoz olusumunun istatistiksel degerlendirme

sonuclari Cizelge 4.7.'de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Deneklerin hiperkeratoz degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkhliklara
iliskin Kruskal Wallis-H testi sonuglari

Kruskal Wallis-H
n | Mean | Median | Min | Max | SS K CIOkItu
Sira Ort. H p argilagtirma
Kontrol 6 0 0 0 0 0 11,00
1-3
Ankaferd 10 0 0 0 0 0 11,00
29,521 | 0,001 2-3
Hiperkeratoz | DMBA 10 2,4 2 2 3 10,52 31,50 43
DMBA+Ankaferd | 10 | 0,5 0,5 0 1 (053] 17,50
Toplam 36 | 0,81 0 0 3 (1,09

Deneklerin hiperkeratoz degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir farkhlik gorilmustiir (p<0,05). DMBA grubundaki deneklerin hiperkeratoz degerleri,

diger gruplardaki deneklerin degerlerinden anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
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4.2.4 Neoplazi

Kontrol ve deney gruplarina ait neoplazi olusumunun istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Cizelge 4.8.'de gosterilmistir.

Gizelge 4.8. Deneklerin neoplazi degerleri ile gruplar arasindaki iligskilere iliskin Ki-Kare
analizi sonuglari

Neoplazi
Ki-Kare Analizi
Yok Var Toplam
n % n % n % Ki-Kare p
Kontrol 6 17,6 0 0,0 6 16,7
Ankaferd 10 29,4 0 0,0 10 27,8
* 0,241
DMBA 8 23,5 2 100,0 10 27,8
DMBA+Ankaferd 10 29,4 0 0,0 10 27,8
Toplam 34 100,0 2 100,0 36 100,0

* Bazl gozelerdeki beklenen degerlerin yeterli hacime sahip olmamasi nedeniyle Monte
Carlo Simulasyonu yardimiyla Pearson Ki-Kare Analizi uygulanmistir.

Deneklerin neoplazi durumlari ile gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki

bulunmamistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

insan 8lim nedenleri teknoloji ve medeniyetlerin gelismesine paralel olarak degisim
gostermektedir. 19. ylzyilin baslarinda 6lim nedenlerinin basinda enfeksiyon ve bulasici
hastaliklar gelirken, glinimizde kalp hastaliklari ve kanser en sik 6lime neden olan
hastaliklar arasinda ilk iki sirada yer almaktadir. Antibiyotiklerin bulunmasi ile bulasic
hastaliklar ve enfeksiyonlar 6nemli oranda kontrol altina alinmistir. Antibiyotiklerin yani
sira astlarin gelistirilmesi, halk saghgi hizmetlerindeki gelismeler, egitim dizeyinin artmasi
sonucu kisisel hijyene daha fazla dikkat edilmesi, dogru beslenme ve tip alanindaki
gelismeler sonucu ortalama insan émrii uzamistir. insan dmriiniin uzamasina karsin
sanayilesmenin artmasina paralel olarak yasadigimiz g¢evrede fiziksel ve kimyasal
karsinojenlere maruz kalma orani artmaktadir. Bu nedenle kanser giderek biylyen bir
saglk sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser yuzyilin basinda 6liime neden olan
hastaliklar arasinda yedinci-sekizinci sirada yer alirken giinimizde dinyanin pek cok
Ulkesinde ve Turkiye’de kalp hastaliklarinin arkasindan ikinci sirada yer almaktadir [1].
Diinya Saglik Orgiiti’niin verilerine gére kiiresel kanser yiikii gectigimiz 30 yil icinde iki
kattan daha fazla artmistir. 2008’de 12 milyon yeni kanser vakasinin teshis edildigi,
kanserden kaynaklanan 7 milyon 6limin gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen
hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya niifusunun devam eden artisi ve yaslanmasi
kanser yliku Gzerinde de blylk degisikliklere yol agacaktir. 2030’a gelindiginde 27 milyon
kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon 6lim ve son bes yil icinde kanser
tanisi konmus 75 milyon kisi rakamlarina ulasiimasi beklenebilir [85]. Turkiye Halk Sagligi
Kurumu- Kanser Daire Baskanhgi’nin verilerine gore Tirkiye’de 2009 yilinda kanser hizi
erkeklerde 100.000 kiside 269,7, kadinlarda ise 173,3’dlir. 2009 yili kanser istatistiklerine

gore Ulkemizde her yil yaklasik 98 bin erkek ve 63 bin kadin kansere yakalanmaktadir [86].

Agiz bolgesinde gorilen malign timorler baslica 6lim nedenlerinden biri olup, Diinya
Saghk Orgiti'niin tespit ettigi en yiiksek mortaliteyle seyreden 8 kanser tiirii icerisinde
yver almaktadir. Bas ve boyun kanserleri; agiz boslugu, farinks ve larinksi kapsayan,
birbirleriyle iliskili bir grup kanserdir. DSO’niin 2008 yilinda yayinladigi diinya kanser
raporuna gore her yil yaklasik 400.000 agiz boslugu ve farinks kanseri ile 160.000 larinks
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kanseri vakasi ortaya c¢lkmakta ve bunlardan vyaklastk 300.000'i olimle
sonuclanmaktadir[85]. Diinya genelinde bas-boyun kanserleri tim kanser vakalarinin
%5’ini olugsturmaktadir [2]. Amerika Birlesik Devletlerinde agiz boslugu ve orafaringeal
kanser insidansi yillik 30000 yeni vaka civarinda olup, her yil yaklasik 7000 kisi bas-boyun
kanserleri nedeniyle hayatini kaybetmektedir [87]. Bas-boyun kanseri prevelansi
cografyalara bagl olarak degisiklik gostermektedir. Hindistan’da agiz kanserleri en yiiksek
mortalite oranina sahip ilk U¢ kanser arasindadir. Hindistan’da, 2012 yilinda yaklasik
52000 kisi agiz kanseri nedeniyle hayatini kaybetmistir[88]. Ayni yil icinde Avrupa’da agiz
kanseri nedeniyle 6len kisi sayisi yaklasik 43000 olarak rapor edilmistir. Rusya
Federasyonunda 2012 yilinda toplam 9000, Birlesik Kralliklarda 2250, Almanya’da ise 4000
kisinin agiz kanseri nedeniyle 6ldigu rapor edilmistir [89]. Amerika Birlesik Devletlerinde
2015 yilinda yaklasik 45780 yeni agiz kanseri vakasinin goriilecegi ve ayni yil icerisinde
8650 kisinin agiz kanseri nedeniyle Olecegi tahmin edilmektedir[90]. Cografyalar arasi
prevelans degisikliklerinin goérilmesi; etnik, sosyoekonomik, genetik farkliliklarin yani sira
tuttn, alkol tuketimi, karsinojenik kimyasallar, enfeksiy6z hastaliklar, radyasyon,

beslenme aliskanliklarindaki farkliiga baglanabilir [87].

Bas-boyun kanserlerinin %90’1 skuamo6z hicreli karsinomdur [2]. Skuamo6z hicreli
karsinom c¢ok kath yassi epitelde, epitel displazisi olarak baslayan ve displazik epitel
hiicrelerinin bazal membrani asarak bag dokusuna ilerlemesi ile sonuglanan bir
patolojidir[5]. Agiz kanseri olan hastalarin sag kalim oranlarinda son 50 yillik dénemde
ciddi bir artis olmamistir ve sik karsilasilan kanser tipleri arasinda en duisik sag kalim
oranina sahiptir. Yapilan ¢alismalarda 5 yillik ve 10 yillik sag kalim oranlari sirasiyla %59 ve

%48 olarak bildiriimektedir [3, 4].

DSO’niin yaptigl premalign lezyonlarin siniflamasina gére displazi ve karsinoma in situ,
oral skuamoz hicreli karsinomanin 6ncl lezyonlari olarak tanimlanmiglardir[6]. Ho ve
arkadaslari yaptiklar bir calismada, oral epitelyal displazi tespit edilen 91 hastanin 5 yillik
takip sonrasi %22’sinde lezyonlarin oral skuaméz hicreli karsinomaya donisim
gosterdigini  bildirmislerdir[28]. Oral epitelyal displazinin dogru tedavi ve takibi

yapiimadig takdirde oral skuaméz hicreli karsinomaya doniisme riski bulunmaktadir [7].
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GunlUmuzde agiz kanserlerinin yliksek mortalite ile seyreden kanser tipleri arasinda
siniflandiriimasi ve oral epiteyal displazinin malign donlisim gosterme riskinin fazla
olmasi nedeniyle bu tez ¢alismasinda deneysel olarak olusturulan oral epitelyal displazi

modeli Gzerinde ¢alisiimistir.

Deneysel kanser ve prekanser6z lezyon ¢alismalari gerek karsinojenezis siirecinin, gerekse
de bu silirecte etkili olan karsinojen ve antikarsinojen sistemlerin incelenmesinde biyuk
katki saglamaktadir. Arastirmacilar bu modeller sayesinde hem karsinojenezis siirecini
ayrintili olarak gozlemleme firsati bulmakta hem de kullandiklari cesitli materyallerin
antikarsinojenik 6zelliklerini inceleyebilmektedirler. Bu deney modelleri arasinda en gok
kullanilanlarindan biri de 7,12-dimetilbenz[a]antrasen uygulanarak olusturulan yanak

mukozasi kanser modelleridir [55, 91, 92].

Bu calismada Sprague Dawley cinsi ratlarda oral epitelyal dispazi modeli olusturabilmek
amaciyla 7,12-dimetilbenz[a]antrasen kullaniimistir. DMBA immiinsipresif bir ajan
olmakla beraber organ-spesifik karsinojen olarak uzun vyillardir ¢alismalarda
kullanilmaktadir [10,52,53,93]. DMBA’nin vapilan c¢alismalarda etkili olmasi ve
tekrarlanabilir sonuglar vermesi bu c¢alismada da DMBA’nin tercih edilme nedeni
olmustur. Ayrica DMBA kullanilarak olusturulan bukkal mukoza timorleri, insan agiz
boslugunda olusan tiimorlere morfolojik, histolojik, biyokimyasal olarak ve molekdler
seviyede oldukca benzemektedirler [11]. DMBA kullanilarak olusturulan patolojik
lezyonlarin ve yapisal degisikliklerin insan agzinda gorilen prekanserdz lezyonlara ve
kanser lezyonlarina ileri derecede yakinlik géstermesi de bu ¢alismada oral patolojilerin

olusturulmasinda DMBA kullaniminin tercih edilmesinin bir baska sebebidir.

Tip ve dishekimligi literatlri incelendiginde agiz mukozasinda kanser modeli olusturmak
icin en sik kullanilan deney hayvaninin Suriye hamsterlari (Mesocricetus auratus) oldugu
gorilmektedir. Suriye hamsterlarinin sik kullanilmasinin sebepleri; yanak mukozalarinin
genis olmasi sayesinde kolay uygulama ve gozlem yapilabilmesi ve DMBA kullanilarak
kolayca kanser modeli olusturulabilmesidir. Ancak tlkemizde bu deney hayvaninin yeterli

sayida bulunmamasi nedeniyle bu ¢alismada Suriye hamsteri kullanilamamistir. Calismada
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Uzerinde farkl kanser modelleri olusturulabilen Sprague Dawley cinsi rat tercih edilmistir
[94-101]. Sprague Dawley ratlarin calismalarda kullanim avantajlari; Glkemizde cok sayida
bulunabilmesi, kolay (Uretilebilmesi, ucuz sekilde temin edilebilmesi ve bagisiklik
sistemlerinin  glcli olmasi sayesinde deney tamamlanmadan hayvanlarin 6lme

olasiliklarinin az olmasidir. Nitekim bu ¢alisma stresi boyunca hayvan kaybi olmamistir.

Literatir taramalarina gére DMBA kullanilarak olusturulan modellerde lezyonlarin
olgunlagmasi igin 14 haftalik bir streye ihtiya¢ duyulmaktadir [51-54, 93, 102-104]. Bu

nedenle bu calismada da deney siiresi 14 hafta olarak planlanmistir.

Ankaferd, standardize edilmis bitki ekstrelerinden olusan stabil ve steril bir Grindur.
Ankaferd’in icerigi; 100 ml’'lik ekstrede 7 g G. glabra, 8 g V. vinifera, 7 g A. officinarum
kurutulmus yaprak ekstreleri, 5 g T. vulgaris kurutulmus toprak Ustli ekstresi ve 6 g U.
dioica kurutulmus kok ekstresinden olusmaktadir. Ankaferd’in icerigindeki bu bitkilerin
antifungal, antienflamatuvar, antibakteriyel, antiaterosklerotik 06zelliklere sahip
olmalarinin yaninda, ozellikle V. vinifera, G. glabra ve T. vulgaris’in antioksidan ve
antitimoral etkileri bulunur [8]. V. vinifera kullanilarak, hiicre kiltirleri Gzerinde yapilan
bir ¢calismada, V. vinifera’nin kanser hicrelerine antiproliferatif etki gosterdigi ve kanser
hiicreleri Uzerine sitotoksik etkiyi indlkledikledigi tespit edilmistir. Ayni calismada V.
vinifera’nin kanser hicreleri (zerine antitimoral etki gosterirken, normal hicreler
Gzerinde sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir [73]. Aghbali ve ark. yaptiklari baska bir
calismada da Gzim cekirdek ekstresinin oral skuamoz hiicreli karsinom tedavisi icin
potansiyel biyoaktif bilesikler icerdigini tespit edilmistir [74]. G. glabra kullanilarak yapilan
baska bir calismada G. glabra’dan elde edilen fenol bilesiklerinin giicli antioksidan etki
gosterdikleri ve G. glabra’nin fareler izerinde yapilan deneyde timor olusumunu 6nledigi
gosterilmistir [47]. Ayrica Matsuda ve ark. yaptiklari calismada A. officinarum’un
lipopolisakkaridlerle aktive edilmis fare peritoneal makrofajinda nitrik oksit Gretimini
inhibe ettigi saptanmistir [76]. Bu ¢calismada antioksidan ve antitimoral etkileri bulunan
bitkiler iceren Ankaferd’in oral epitelyal displazi Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Tlirk patentli bir Griin olmasi da bu c¢alisma icin secilmesinde 6nem teskil

etmistir.
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Calismada 36 adet rat kullanilmistir. Kontrol grubunda 6 adet hayvan kullanilirken, deney
gruplarinda toplam 30 adet hayvan bulunmaktadir. Hayvan calismalarinda istatistiksel
olarak anlamli veri elde edilebilmesi icin her bir grupta en az 6 hayvan olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak en az sayi
olan 6 adet hayvan kullanilmistir. Deney gruplarinda her alt grup 10 hayvan icermektedir.
Deney gruplarinin 10’ar hayvandan olusturulmasinin nedeni; 14 haftalik stirenin deneysel
hayvan c¢alismasi igin uzun bir siire olmasi ve bu sire zarfinda yasanabilecek hayvan

Olimlerinin ¢calisma programini bozmamasidir.

Calismada oral epitelyal displazinin derecelendirilmesi amaciyla DSO’niin siniflandirmasi
kullanilmistir. DSO siniflandirmasinin tercih edilmesinin nedenleri; kolay anlasilir olmasi,
literatirde bu siniflama kullanilarak yapilmis cok sayida calisma [27, 28, 105-108]

bulunmasi ve boylece calismalar arasinda karsilastirma yapma olanaginin bulunmasidir.

Toplam calisma siresi olan 14 hafta boyunca, hayvanlara deneyler sirasinda anestezi
uygulamasi yapilmamistir. Hayvanlara herhangi bir cerrahi midahalede bulunulmamasi ve
ciddi fiziksel travma olusturulmamasi nedeniyle anestezi uygulamasina ihtiyac

duyulmamistir.

Deneyler sirasinda hayvanlar veteriner hekim gozetiminde, deneyimli personel tarafindan
tutularak, sabitlenmistir. Keser dislerinin arka tarafina yerlestirilen 2 adet pens yardimiyla
hayvanlarin agzi actirilmis ve uygulamalar yapilmistir. DMBA grubunda hayvanlarin sag
bukkal mukozalarina 14 hafta boyunca, haftada lc¢ kere, giin asiri olacak sekilde firca
yardimiyla DMBA surilmustir. Ganlik uygulanan DMBA dozu, DMBA kullanilarak yapilan
benzer c¢alismalarda kullanildigi gibi 0.4 mg'dir [52, 83, 84] Ankaferd grubundaki
hayvanlara da 14 hafta boyunca, haftada g kere, glin asiri olacak sekilde puskirtme
yontemi ile uygulama yapilmistir. Her bir piskiirtmede 0.2 cc Ankaferd aciga cikmaktadir.
Her uygulama sirasinda hayvanlara yaklasik 0.4 cc Ankaferd tatbik edilmistir. Hem DMBA
hem Ankaferd uygulanan gruptaki hayvanlara DMBA uygulanan giniin ertesi gini

Ankaferd uygulamasi yapilmistir. Ayni giin igerisinde ard arda uygulama yapilmasinin
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kullanilan materyallerin etkinligini azaltabilme olasiligl bulundugu i¢in uygulamalar bir gln

DMBA, ertesi glin Ankaferd olacak sekilde planlanmistir.

Deney siresinin bitiminde hayvanlara fetal dozda Ketamin Hidroklorid %10 (100 mg/kg
Ketasol, interhas, Ankara, Tiirkiye) ve Ksilazin Hidroklorid %2 (16mg/kg, Alfazyne, Egevet,
izmir, Tirkiye) intraperitonel olarak enjekte edilerek &tenazi uygulanmistir. Bu yéntem
hizli sonug veren, etkili bir uygulama olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Otenazi islemi
sonrasinda histopatolojik inceleme amaciyla hayvanlarin uygulama yapilan sag yanak
mukozalari eksize edilerek, dokular histolojik 6zelliklerini koruyabilmeleri amaciyla

%10’luk formalin igerisinde saklanmistir.

Histopatolojik inceleme sonucu elde edilen bulgulara goére herhangi bir uygulama
yapiimayan kontrol grubunda hicbir bir patolojik olusum goézlenmezken, sadece saglkh
epitel varhgi izlenmistir. Benzer sekilde sadece Ankaferd uygulanan grupta da patoloji
gozlenmeyip, sadece saglikh epitel tespit edilmistir. Sadece DMBA uygulanan grupta
siddetli displazi tespit edilmis olup, 2 hayvanda epitelyal karsinoma varligi gézlenmistir.
Bu bulgulara ek olarak DMBA grubunda siddetli derecede hiperplazi ve hiperkeratoz
gozlenmistir. Hem DMBA hem Ankaferd uygulanan grupta ise hayvanlarin bir kisminda
(%50) saghkl epitel izlenirken, 5 ratda sadece hafif siddette displazi tespit edilmistir. 4
hayvanda hafif dereceli hiperplazi gozlenirken, 5 hayvanda hafif dereceli hiperkeratoz

tespit edilmistir.

Epitelyal displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz derecelerinin gruplar arasinda istatistiksel
olarak degerlendirilmeleri sonucu; DMBA grubundaki deneklerin, diger gruplardaki
deneklere kiyasla displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz dereceleri istatistiksel olarak anlamli

sekilde yuksek bulunmustur. (p< 0.05)

DMBA grubundaki 2 hayvanda neoplazi goriilmesi bu grupta olusturulan patolojilerin
siddetinin ¢ok yliksek oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak neoplazinin sadece iki denekte
gozlenmesi diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir iliski ortaya

koymamaktadir. (p> 0.05)
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DMBA'nin tek basina uygulandigl gruptaki tim hayvanlarda gozlenen siddetli displazi,
hiperplazi ve hiperkeratoz olusumunda rol oynayan faktorler arasinda; DMBA’nin
uygulanan alanda DNA formasyonunda degisiklik yapmasi, kronik enflamasyonu
indiklenmesi, reaktif oksijen Grlinlerinin fazla tretimi ve oksidatif DNA hasari olusturmasi
siralanabilir. Reaktif oksijen Urinlerinin artisina bagl olarak lipit peroksidasyonunda da
artis olmakta ve bu artis DNA, protein ve yaglarin hasar gormesi ile sonuglanmaktadir.
Ayrica DMBA’nin en 6nemli timor baskilayici genlerden biri olan p53’i ve kontrolll hiicre
Olimini durdurarak timorogenezise yardimci olan bcl-2 onkojeninin  mutasyona
ugrattigl, bu etkilerin sonucu olarak da hicre siklusunun diizenlenmesinde, apoptozis
mekanizmasinda, DNA tamirinde, hiicre diferensiyasyonunda ve DNA rekombinasyonunda
bozukluklara yol actigl, anormal hiicre cogalmasi ve kontrolli hiicre Oliminin
engellendigi yapilan calismalarda [57, 84, 109] gosterilmistir. Hiperplazi ve hiperkeratoz
olusumunda kronik irritasyon en dnemli etiyolojik faktorlerden biridir [7]. Bu ¢alismada da
hiperplazi ve hiperkeratoz olusumunda DMBA’nin olumsuz kimyasal etkilerinin yani sira
firca kullanilarak yapilan uygulamalar sirasinda olusturulan kronik travmanin etkili oldugu

disindlmektedir.

DMBA ve Ankaferd’in beraber uygulandigi grupta, hayvanlarin hicbirinde siddetli displazi,
hiperplazi, hiperkeratoz veya neoplazi gozlenmemesi, sadece deneklerin bir kisminda
hafif derecede displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz gbzlenmesi Ankaferd kanama
durdurucu’nun icindeki bitki ekstrelerinin sahip oldugu antioksidan ve antitimoral
Ozelliklerine baglanabilir. Bu grupta Ankaferd’in, DMBA’nin karsinojen etkisini 6nledigi
acitkca gorulmektedir. Ankaferd’in igerigindeki T. vulgaris, V. vinifera ve G. glabra’nin
antioksidan ozellikleri sayesinde DMBA’nin reaktif oksijen Urlinlerini fazla Gretmesini
engelledikleri, boylece serbest radikaller araciligi ile gerceklesen zincirleme bir reaksiyon
olan lipit peroksidasyonunu o&nledikleri duslinitlmektedir. Ayrica G. glabra’nin
antienflamatuvar etkisinin de kronik enflamasyonun gelisimini azaltmis olabilecegi
disunilmektedir. V. vinifera’nin igindeki Gzim g¢ekirdegi ekstresinin bazi kanser tirleri
Uzerinde sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir [59, 67]. V. vinifera’nin bu ozelligi
sayesinde neoplazi olusumunu oOnledigi sonucuna varilmistir. Ankaferd kanama

durdurucu’nun igindeki G. glabra, T. vulgaris, V. vinifera’nin antioksidan ve ayrica V.
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vinifera’nin antitimaoral 6zellikleri yapilan ¢esitli calismalarla da kanitlanmistir [63, 64, 66,
72]. Ankaferd kanama durdurucunun igerigindeki bitki ekstrelerinin bu etki mekanizmalari

yoluyla DMBA’niIn karsinojen etkisini 6nlemeye yardimci oldugu distinilmektedir.

Bu bilgiler isiginda Ankaferd kanama durdurucunun, ratlarda DMBA kullanilarak

olusturulan oral epitelyal displazi lizerinde 6nleyici etkisi bulundugu sonucuna varilmistir.
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6. SONUC

Bu calismada; Ankaferd kanama durdurucunun kimyasal bir karsinojen olan 7,12-
dimetilbenz[a]antrasen kullanilarak ratlarda deneysel olarak olusturulan oral epitelyal
displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz lizerine onleyici etkileri arastiriimistir. Ankaferd’in
icerigindeki bitkilerin antioksidan ve antitimoral etkilerinin oldugu yapilan baska
¢alismalar sayesinde bilinmekle birlikte agiz mukozasinda olusturulan epitelyal displazi

modeli Gzerindeki etkileri daha 6nce herhangi bir calismada incelenmemistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda;

1. Deneklere DMBA'nin tek basina uygulanmasinin dokuda histopatolojik olarak
siddetli epitelyal displazi, hiperplazi ve hiperkertoz olusumuna sebep oldugu
gozlenmistir.

2. Deneklere DMBA’nin tek basina uygulanmasinin deneklerin bir kisminda epitelyal
neoplaziye yol actigi tespit edilmistir.

3. Deneklere DMBA ile birlikte Ankaferd kanama durdurucunun uygulanmasi sonucu
deneklerin sadece bir kisminda hafif siddette epitelyal displazi, hiperplazi ve
hiperkeratoz olusumu gozlenmistir. Epitelyal displazi, hiperplazi ve hiperkeratoz
dereceleri Ankaferd kanama durdurucu ile DMBA’nin birlikte uygulandigl grupta
DMBA’nin tek basina uygulandigl gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamh sekilde
daha distk oldugu tespit edilmistir.

4. DMBA’nin tek basina uygulandigl grupta 2 hayvanda epitelyal neoplazi olusumu
tespit edilmistir. Sadece DMBA uygulanan gruptaki bu deneklerde histopatolojik
olarak siddetli displazik degisiklikler ile birlikte lamina propria'ya invaze olmus
neoplazik hicre gruplar tespit edilirken, DMBA ile birlikte Ankaferd kanama
durdurucu uygulanan grupta hicbir hayvanda neoplazi olusumu gézlenmemistir.

5. Ankaferd kanama durdurucunun tek basina uygulandigi grupta, hicbir uygulama
yapiimayan kontrol grubuna benzer sekilde normal histolojik sinirlar icerisindeki
cok kath yassi epitel gozlenmis olup, herhangi bir patolojik degisimin olmadigi

kaydedilmistir.
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6. Literatlirde antioksidan ve antitimoral 6zelliklerinin bulundugu belirtilen Ankaferd
kanama durdurucu’nun bu Ozellikleri sayesinde deneysel olarak olusturulan oral

epitelyal displazi tGizerinde Onleyici etkisi bulundugu sonucuna varilmistir.

Bu calismada, klinikte esas olarak hemostaz saglamak amaciyla kullanilan bir bitkisel
karisim olan Ankaferd kanama durdurucu’nun deneysel olarak olusturulan oral epitelyal
displazi Uzerine onleyici etkisi bulundugu gozlenmistir. Ankaferd kanama durdurucu’nun
yapilan baska galismalar sonucu ortaya konan pek ¢ok faydali 6zelliginin yani sira 6zellikle
antioksidan ve antitimoral etkisinin bulunmasi, kolay temin edilebilmesi, sadece dogal,
bitkisel bir karisim olmasi, bilinen herhangi bir yan etkisinin bulunmamasi ve uygulamasi
pratik bir materyal olmasi sayesinde yapilacak daha ileri klinik ve deneysel ¢alismalarin
sonuclarina gore gelecekte oral epitelyal displazi tedavisinde etkin bir sekilde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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