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tesekkiir ederim.
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Ozverileriyle beni bugiine getiren ¢ok degerli annem ve babama tesekkiir ederim.
Dilegim; bu- ¢calismanin radyoterapinin olumsuz etkileriyle kargi karsiya olan hastalara
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KISALTMALAR

HBO Hiperbarik oksijen

rad Radiation absorbed dose

Gy Gray

kg Kilogram

cGy Centigrey

ATA Atmosphere absolute

psi Pounds per square inch

ml Mililitre

L Litre

UHMS Undersea and Hyperbaric Medicine Society
ESTRO European Society for Therapeutic Radiology and Oncology
ECHM European Committee for Hyperbaric Medicine
ng Mikrogram

em’ Santimetrekare

°C Derece santigrat

mmlig Milimetre civa

BradU Bromodeoksiuridin

ROS Reaktif oksijen tiirleri
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I.  OZET:

Kanser gliniimiizde hasta sagkalimimi ve vasam kalitesini 6nemli 6lgiide azaltan
hastaliklardan biridir. Kanser tedavisinde radyoterapi 6nde gelen tedavi metodlarindandir ve
tedavi sirasinda saglikli dokular da radyoaktiviteden etkilenmektedir. Radyoterapi sonrasi
olusan yan etkilerin tedavisi oldukea gii¢ olabilmektedir. Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi
atmosferik basingtan yiiksek basinglarda % 100 oksijen solunmasi esasina dayanir. HBO
tedavisinin yara iyilesmesi ve neovaskiilarizasyon tizerindeki etkileri, bu tedavi modalitesinin
radyoterapi komplikasyonlarimin tedavisinde kullanilmasi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Bu
deneysel caligmanin amaci radyoterapi uygulanan fibroblast kiltiirlerinde HBO’nun hiicre
vitalitesi ve fibroblast cofalma kapasitesi izerindeki etkilerini degerlendirmektir.

Calismada saghikli dondrden alinan cilt biyopsisinden elde edilen fibroblast kiiltiirleri 4
gruba aynloustir. Kontrol (A), HBO (B), radyoterapi (C) ve radyoterapitHBO (D)
gruplarindan C ve D grubuna 5 Gy radyoterapi uygulanmis; sonrasimnda B ve D gruplarina 7
giin stire ile 2.4 ATA basingta HBO tedavisi uygulanmustir, Kiiltiirler 1, 3 ve 7. HBO
giinlerinde hiicre vitalitesi ve proliferasyon indeksleri agisindan degerlendirilmis ve
Radyoterapi + HBO uygulanan grupta 3. ve 7. giinlerde &lglilen hiicre vitalitesi ve
proliferasyon indeksi parametrelerinin sadece radyoterapi uygulanan gruba gére anlaml
diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismanin sonuglart radyoterapi uygulanmis fibroblastiarda HBO’nun olumlu
etkileri oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler HBO tedavisinin radyoterapi sonrast

olugan yan etkilerin tedavisinde kullaniimasin 6neren klinik ¢ahsmalar desteklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Hiperbarik, oksijen, fibroblast, radyasyon, hiicre kiiltiirii
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Il. ABSTRACT
Evaluation of the Effects of Hyperbaric Oxygen on Radiated
Fibroblast Cultures

Canser is one of the diseases that seriously affect patient survival and quality of life.
Radiotherapy is used commonly among canser treatment modalities and healthy tissues might
be affected from radioactivity. Treatment of radiotherapy side effects are generally very
difficult. Hyperbaric oxygen therapy (HBOQ) is based on breathing 100 % oxygen in above
atmospheric pressures. The positive effects of hyperbaric oxygen on neovascularisation and
wound healing has rised up the idea of using HBO treatment for radiotherapy side effects. The
aim of this study is to evaluate the effects of HBO on fibroblast vitality and cell proliferation
capacity in radiated fibroblast cultures. |

In this study, fibroblasts cultured from skin biopsy of a healthy donor are divided into 4
groups: Control (A), HBO (B), radiotherapy (C), radiotherapy+HBO (D). Groups C and D are A
radiated with a dose of 5 Gy. Hyperbaric oxygen is applied on groups B and D with a pressure
of 2.4 ATA for 7 consecutive days. Cultures are evaluated for cell vitality and proliferation
index parameters on day 1, 3 and 7. Cell vitality and proliferation index were found to be
statistically higher in group D when compared to group C. |

The results of this study indicates that HBO therapy has positive impacts on radiated
fibroblast cultures. This study has similiar findings with the clinical studies that encourage the

use of HBO therapy for radiotheraphy side effects.

KEY WORDS: Hyperbaric, oxygen, fibroblast, radiation, cell culture
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II. GIRIS

Kanser giiniimiizde hasta sagkalimmi ve yasam kalitesini Snemli &lglide azaltan
hastaliklardan biri olma 6zelligini korumaktadir. Cevresel ve genetik risk fakt6rlerinin oram
ve ¢egitliligi hastalifin insidansiu artirmaktadar.

Kanser tedavisinde genel yaklasim cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi segeneklerinin
koordineli olarak kullamilmas: esasina dayanmaktadir. Deneysel ve klinik caligmalar yeni
tedavi alternatiflerini giindeme getirmekle beraber radyoterapi halen kanser tedavisinde 6nde
gelen tedavi metodlarindan biridir.  Radyoterapi alamindaki ilerlemelerle beraber kanser
mortalite ve morbiditesi bilylik oranda azaltilmugtir. Tedavi smrasinda sadece kanserli dokunun
iginlanmas:  hedef alinmakta ancak cevre doku da radyoaktiviteden etkilenmektedir.
Istenmeyen etkiler ¢ofu zaman kisa siireli ve gegici olsa da baz1 durumlarda kronik hastaliklar
gelisebilmektedir. Radyoterapi van etkilerinin {edavisi, etkilenen dokunun &zellikleri
nedeniyle oidukga giic olabilmektedir. Ge¢ donem komplikasyonlar zaman zaman primer
patolojinin kendisinden daha olumsuz sonuglara yol agabilir. Yan etkilerin tedavisindeki
yaklagimlar ¢ogu zaman konservatiftir.

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi atmosferik basingtan yiksek basmglarda % 100
oksijen solunmasi esasina dayanan bir tedavidir, Oksijen hemoglobinden bagimsiz olarak
plazmada ¢Oziintir ve dokulara tagmir. HBO tedavisinin  yara lyilesmesi ve
neovaskiilarizasyon tizerindeki etkileri, bu tedaviyi radyoterapi yan etkilerine ydnelik tedavi
yaklasimlarinda 6zel bir konuma getirmektedir.

Bu deneysel ¢aligmanin amaci radyoterapi uygulanan fibroblast kiiltiirlerinde HBO
tedavisinin hiicre vitalitesi ve fibroblast c¢ogalma kapasitesi Uzerindeki etkilerini
degerlendirmektir. Elde edilecek verilerin radyoterapinin istenmeyen etkilerinin tedavisinde

HBO tedavisinin klinik kullanimina yol gisterici olmasi beklenmektedir.

IV. GENEL BILGILER

IV.A  HIPERBARIK OKSIJEN

IV.A.1 Hiperbarik Oksijen Tanmm

HBO tedavisi kapali bir sistemde tamamen basing altina alinan hastaya 1 atmosferden
(1 atmosfer absolut= 1 ATA= 1 Bar= 760 mmHg) yiksek basing altinda % 100 oksijen
solutulmasi esasina dayanan sistemik bir tedavidir (1). 1 ATA basing normobarik basing
seviyesi olarak kabul edilmektedir. Bu basing seviyesinde uygulanan % 100 oksijen ve

viicudun izole bdlgelerine yapilan oksijen uygulamalari HBO tedavisi olarak kabul edilmez.
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HBO tedavisi tek kisilik veya cok kisilik basing odalarinda uygulanabilir (SEKIL
IV.A.1-1, SEKIL IV.A.1-2). Tek kisilik basing odalarmda ortam basmei oksijen ile artirilir ve

hasta oksijeni dogrudan solunum ortamundan alir. Cok kigilik odalar hava ile basing altina

alimir. Bu tiir basimng odalarinda oksijen; maske, baghk veya endotrakeal tiip ile hastaya

ulagtirlir (1, 2).

SEKIL IV.A.1-1 Tek kisilik basing odast

SEKIL IV.A.1-2 Cok kisilik basmg¢ odasi

Tedavi siiresi, seans sayisi ve uygulanan basing hastaya gore belirlenmekie beraber
maksimum giivenli basing degeri 3 ATA’dwr. Bu degerin tizerindeki basinglarda oksijenin
toksik etkileri goriilebilir (3).

IV.A.2 Tarihce '

Yiiksek basincin medikal olarak kullanilmasi fikri itk kez 1662 senesinde Ingiliz hekim

Henshaw tarafindan ortaya atilmugtir. Henshaw ‘Domicilium’ ismini verdigi odada korik
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gistemi yardimiyla basmd artirabiliyor ve bazi akut hastabiklart tedavi edebilecegini
 dagtiniiyordu (4).

: HBO tedavisi tarihinde onemli adimlardan birisi oksijen molekiiliiniin 1775te Priestly
tarafindan tanumlanmasi ve tedavi edici 6zelliklerinin bildirilmesidir (4,5).

1834’te Junod ve takiben Taberie ve Pravaz yiiksek basingta hastalarda fiziksel
degigiklikler oldugunu gozlemlediler ve farkl: hastaliklarda bu tedaviyi kullandilar (6).

Nehir yataklar ve deniz kenarlarinda, 6zellikle képrii ayagi insasinda kullanilmak {izere

geligtirilen basinglr tiinel teknigi Caisson hiperbarik alanda teknolojinin hizla ilerlemesini

saglad.

[1k mobil hiperbarik {inite 1879°da Fontaine tarafindan tiretildi ve bu oda ameliyathane
olarak kullanildi (4).

Bugiin bilinen anlamtyla HBO tedavisinin medikal kullantmmi 1955 yilinda. Churchill
Davidson’un ¢aligmalariyla ortaya ¢ikmustir. Davidson HBO tedavisini kanser hastalarinda
radyoterapinin etkinligini kuvvetlendirmek amaciyla kullanmstir (4).

Modermn hiperbarik tibbm babasi kabul edilen Boerema dokulardaki oksijen seviyesinin
artinlmasini amagliyordu. Hollanda Deniz Kuvvetleri ile birlikte yaptiklar: deneyler sonrasi
basing odasi igerisinde kalp ameliyatlar1 gergeklestirdi (4). 1960 senesinde Boerema’nin ses
getiren ¢alismasinda dolagindaki kam serum fizyolojikle degistirilen domuzlarn basing odasi
icerisinde yasamlarin sitirdirebildigi gozlendi (7).

Aym yil ilk kez bir CO zehirlenmesi vakas: Sharp ve Smith tarafindan tedavi edildi (8).

1961 senesinde Boerema ve Brummelkamp gazh gangren; Smith ve arkadaslari serebral
iskemi tedavisinde HBO tedavisini kulland: (4).

HBO tedavisi alanindaki hizli gelisme bilgi aligveriginin huzla gergeklesebilecegi
uluslararast bir kongre gereksinimi dogurdu. 1963°te ilk uluslararas: hiperbarik tip kongresi
Amsterdam’da gergeklesti (4). Takiben her yil gergeklesen toplantilarla tedavi esaslar ortaya
konmus ve yeni alanlar belirlenmistir.

IV.A.3 Hiperbarik Oksijen Tedavisi Etki Mekanizmasx

HBO tedavisinin etki mekanizmasimn anlasilabilmesi igin basing , sicaklik ve hacim
degisikliklerinde gazlarin davramslarini agiklayan bazi fizik kurallarinin hatirlanmast gerekir.
IV.A.3.1 Gaz Kanunian
Solunum havasinin icerigini yaklasik % 21 oraminda oksijen, % 78 oraninda nitrojen ve

% 1 oraninda diger gazlar olusturmaktadir.
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Deniz seviyesinde tiim canhlar atmosfer tarafindan olusturulan bir basmcmn etkisi
altindadir. Bu basing 1 ATA olarak kabul edilir ve 760 mmHg’ye esittir. Aym basing 14.7 psi
veya 1 kg/ cm” olarak da ifade edilebilir.

Boyle Kanunu

Gazlann basmg hacim iligkisini agiklayan kanun ‘Boyle kanunu’dur. Bu kanuna gore;
sicakhik sabit tutuldugunda bir gazin basinet ile hacmi ters orantilidir.

P X V =k (T sabit)
£1 P= Basing
3 V=Hacim
{1 T=Sicaklik
O k= Sabit

HBO tedavisini ilgilendiren patolojilerin bir kism1 ve bazi tedavi esaslari bu kanuna
dayanir. Ornegin dekompresyon hastalip1 tedavisinde basing arti;i ile kabarciklarin
kiigtiltiilmesi hedef alinmaktadir. Tedavi sirasinda gériilen barotravma gibi van etkiler de
Boyle kanunu ile agiklanabilir (9).

Dalton Kanunu

Dalton kanununa gére bir gaz karisiminin toplam basinct, karisimi olusturan gazlarin
parsiyel basinglarinin toplamina egittir.

P=P+P+P3+ P,

0 P =Basing

Bu kanuna gore hava toplam basmnct 1 ATA olan bir gaz kansmmdir ve deniz
seviyesinde bu basmem 021 ATA’st oksijen, 0.79 ATA’st nitrojen tarafindan
olugturulmaktadur (10).

Henry Kanunu

Henry kanunu sabit sicaklikta bir sivi iginde ¢bzlinen gaz miktarinin o gazin parsiyel
basinciyla dogru orantili oldugunu ifade eder. Coziinen gazin miktar1 o gaza ait ¢Gziiniirlik
 katsayist ile de degisiklik gosterir. Bu kanun HBO tedavisi etki mekanizmasinin
anlagilabilmesi acisindan ¢ok énemlidir.

Oksijen kanda biiylik oranda hemoglobin molekiilii ile baglanarak, az miktarda ise
plazmada ¢oziinmiis olarak tagimr. Tamamen sature olmusg bir hemoglobin molekiiliniin 1
grami 1.31 mililitre (ml) oksijen tagiyabilir. 37°C’ de, hava solunumu ile 100 ml kanda
yaklasik 19.5 ml oksijen, hemoglobine baglanmis olarak taginmaktadir, Ay basingta 1 litre

(L) plazmada sadece 3 ml oksijen ¢dziinmiis durumdadir. Doku diizeyinde oksijenin
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kullanilmas: sonucu bu miktar vendz uca yaklasildikea azalir. Her 100 ml kanda 5- 5.8 ml

oksijen dokular tarafindan kullanilmaktadir (10).

30

25 1 ﬁ Plazmada

Goziinmiis Oksijen

B
o
1

Kan 02 (Sovol}
&

Hemoglobine
baglanmisg
oksijen

—
L]
1

0 1 1,8 2 25 3
Kan pO2 (ATA)

SEKIL IV.A.3-1 Parsiyel oksijen basmcina gore kanda oksijen ¢oziiniirlitgii

Henry kanununa gore hiperbarik oksijen tedavisi sirasinda plazmada ¢8ziinen oksijen
miktar artmaktadir. % 100 oksijen solunumu ile 100 ml kanda, 2.8 ATA “da 6.37 ml oksijen
¢ozimiir (SEKIL IV A 3-1). Plazmada ¢oziinen oksijen miktarindaki bu artis, hic hemoglobin
bulunmasa bile dokularm ihtiyaci olan oksijeni kargilayabilmektedir (11).

IV.A.3.2 Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Dokulara Etkisi

Basmaein Mekanik Etkisi

Boyle yasasina gére basing altina alinan gazlarin hacimleri kiigiiliir. Dekompresyon
hastalig1, gaz embolisi, gazli gangren gibi doku icerisinde gaz kabarciklarmm bulundugu

hastaliklarin tedavisinde gevre basing artirilarak kabarciklarin kiictiltiilmesi hedeflenir.
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Antihipoksik Etki

Henry kanununa gdre HBO tedavisi sirasinda hemoglobin oksijene tamamen doymus
olsa bile plazmada ¢&zlinen oksijen miktar: artar. Karbonmonoksit ve siyantir zehirlenmeleri,
derin anemiler, periferik iskemiler gibi doku oksijenizagyonunun bozuldugu, hipoksiyle
seyreden durumlarda HBO tedavisinin bu §zelligi 6nem tagimaktadir (12).

Vazokonstriksiyon ve Antiodem Etki

HBO tedavisi sirasinda meydana gelen hiperoksi vazokonstriksiyona sebep olur. Doku
oksijenlenmesinin yeterli diizeyde olmasi ile bu vazokonstriksiyon &6demin azalmasini
saglar. Yamk, travma, kompartman sendromu, dekompresyon hastaligr gibi klinik tablolarin
tedavisinde HBO tedavisinin bu dzelliginden faydalamlir (12).

Antitoksik Etki

Gazlt gangren klostridial bakterilerin sebep oldugu agir bir myonekrotik infeksiyondur.
En sik karsilagilan etkeni Clostridium perfringenstir. Bu bakteriye ait alfa toksin iretimi HBO
tedavisi ile durdurulabilmektedir (13). Cerrahi debridman ve uygun antibiyoterapiye ek olarak
uygulanan HBO tedavisinin tedavi etkinligini artirdigs bazi deneysel ¢alismalarda ve olgu
sunumlarinda gosterilmistir (14, 15, 16).

Antibakteriyel Etki

HBO tedavisi sirasinda doku oksijenizasyonunun artmast bazi bakteriyel metabolik
reaksivonlari baskilayarak bakteri cogalmasini durdurmaktadir. Bu etk antioksidan savunma
sistemleri olmayan anaerob bakteriler icin dogrudan bakterisidaldir (17, 18).

Notrofiller fagositoz sonrasi bakteriyi 6ldiirebilmek igin substrat olarak oksijeni kullanir
(19). Oksijen oksidatif burst sirasinda serbest oksijen radikali olusturulmasinda kullamlir.
Superoksit radikalleri hiicre membranlarii okside ederek bakteriyr 6ldiriir. Hipoksik
durumlarda bu mekanizma ¢aligamaz. Normal oksidatif fonksiyonlarin gerceklestirilebilmesi
icin en az 30 mmHg’lik bir doku oksijen diizeyi gerekmektedir (20). HBO tedavisi hipoksik
dokularda oksijen diizeyini, bakterilerin nétrofiller tarafindan Sldiiriilebilecegi diizeye ¢ikarir
(21).

Antibakteriyel Ajanlarm EtKisinin Artirilmasi

Hiicre duvan gecisi oksijene bagmmli olarak gergeklesen aminoglikozidlerin etkinligi
hipoksik kosullarda ¢ok azalmaktadir. HBO tedavisinin bazi aminoglikozidler, trimetoprim
sulfametaksozol, siprofloksasin gibi antibakteriyel ajanlarin etkinligini artirdig1 gdsterilmistir
(21).
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Yara fyilesmesi Uzerine Etkiler

Yara fiziksel bir etki ile cilt biitinltigiiniin bozulmasidir. Yara sebebiyle cilt normal
fonksiyonunu kaybeder. Organizma biitlinligi tekrar saglamak ve dokuya eski fonksiyonunu
hizla kazandirmak amaciyla yaray! en kisa stirede kapatmayi hedefler. Yara iyilesmesi pek
ok sistemnin birarada ¢alistigs karmasik ve gok agamals bir siiregtir. Bu siirecin baz1 asamalar:
oksijene bagimlidir. Oncelikle yara iyilesmesinde yer alan hiicrelerin enerji metabolizmas:
i¢in oksijen gereklidir. Yara olusumu sirasinda meydana gelen vaskiiler hasar dokuda
hipoksiye sebep olur. Hipoksi sonucu hiicresel enerji metabolizmas: anaerobik olarak
isiemeye baglayabilir ve bu durumda asidoz gelisir. Bu ortam yaranm saglikli bir sekilde
kapanabilmesi i¢in uygun degildir. Laboratuvar ¢aligmalari pek ¢ok yara tiirlinde hiperoksinin
yara lyilesmesini destekledifi ve aksi olarak kronik hipoksinin onarimi yavaglattigim
gostermektedir (22).

Fibroblastlanin kollajen sentezi siirecinde 30-40 mmHg oksijen basmcimna ihtiyag
duyulur. Kronik yaralarda ise oksijen basinci, infeksiyon ve eslik eden vaskiiler hasar
nedeniyle genellikle 20 mmHg’ nin altindadir (23). Kollajenin iigli heliks halinde birarada
tutulmast ve fibriller halinde hiicrelerden saliverilmesi ig¢in pirolin hidroksilasyonu
gergeklesir. Kollajen stabilitesi de lizin hidroksilasyonu ile ger¢eklesir. Bu iki reaksiyonun
her ikisinde de oksijen gerekmektedir. Gelismekte olan bag dokusu kollajen képriileri
lizerinde ilerleyerek yara boslugunu dolduran graniilasyonu olugturur. Kollajen sentezi ve
¢apraz koprii olusturma aktivitesinin en yilksek oldugu yara bélgesinde parsiyel oksijen
basmcinn 20-60 mmHg oldugu tespit edilmistir (24). Yara iyilesmesinin son asamas: olan
epitelizasyonda epitel hiicrelerinin yara bélgesine gé¢ii igin de oksijen kullanilmaktadir (25).

HBO tedavisinin vazokonstriktif etkisi ile yara cevresindeki 6dem azalir. Yiiksek
oksijen diizeyi ile lokositlerin fagositoz yetenekleri i¢in uygun ortam saglanir, HBO seanslart
arasinda kalan relatif hipoksik ddnemler neovaskiilarizasyonu uyarir. HBO tedavisinin bu
ozellikleri dzellikle vaskiiler yapin bozuldugu, infeksiyonla miicadelenin defektif oldugu,
sistemik problemlerin yaraya eslik ettigi diyabetik yaralar, yamusak doku radyonekrozlari,
periferik vaskiiler hastaliklara bagli yaralar gibi problemli varalarda énem kazanmaktadir
(22).

IV.A.4 Hiperbarik Oksijen Tedavisi Endikasyonlar

Undersea and Hyperbaric Medicine Society (UHMS) tarafindan belirlenen tedavi
endikasyonlar1 TABLO 2.1-1’de &zetlenmistir (26).



21

Hava veya gaz embolisi

Karbonmonoksit intoksikasyonu / Siyaniir intoksikasyonu

Gazli gangren A

Akut travmatik iskemiler (Crush yaralanma / Kompartman sendromu)
Dekompresyon hastalifi

Secilmig problemli yaralarda yara iyilegsmesine destek

Asin kan kaybr (Anemi)

Intrakranial abse

o L R

Nekrotizan yurnugak doku infeksiyonlari

10. Osteomyelit (Direngli)

11. Geg radyasyon hasari (Yumusak doku ve kemik nekrozu)
12. Tutmasi stipheli flep ve greftler

13. Termal yaniklar

TABLO IV.A-1 UHMS tarafindan belirlenen HBO tedavisi endikasyonlari

IV.A.S Hiperbarik Oksijen Tedavisi Yan Etkileri ve Kontrendikasyonlar:

Yan Etkiler

HBO tedavisinin en sik kargilagilan yan etkisi orta kulak barotravmasidir. Artan dis
basinca ragmen orta kulak basincinin esitlenmemesinden meydana gelen negatif basmca
baghdir. Olgularm g¢ogu mindr olgulardir ve valsalva manevrasi egitimi, dalis hizmm
azaltilmasi, orta kﬁlak basincinm esitlemek lizere yapilabilecek su igme, sakiz ¢igneme gibi ek
manevralarla kolayhikla onlenebilir. Hasta orta kulak basmcim esitleyemiyorsa tedaviye
devam edilmemelidir ancak acil HBO tedavisinin endike oldugu durumlarda orta kulak
barotravmasi riski HBO tedavisine engel olmamalidir.

Boyle kanununa gore basing degisikliginden etkilenebilecek bir baska anatomik bolge
paranazal siniislerdir. Paranasal siniisler valsalva manevrasi sirasinda  kendiliginden
esitlenmekle beraber eger siniis ostiumu mukoza ile titkanmissa bu esitleme gerceklesemez.
Meydana gelen negatif basing siniis igerisinde mukoza hasar1 ve kanamaya sebep olabilir, Her
iki barotravma tiirtinde de mukozal konjesyonun mevcut oldugu tist solunum yolu
enfeksiyonlar ve allerjik rinit gibi durumlarin varliginda tedaviye ara verilmelidir.

Dogru teknikle yapilmamig ve igerisinde hava boslugu olan dental dolgular da basing

degisikligi sirasinda agriya sebep olabilir.
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HBO tedavisinin en ciddi yan etkisi pulmoner barotravmadir. Tedavi derinligine
ulagildiktan sonra cikis sirasinda kapali bir glottis, brongial obstruksiyon veya akcigerde hava
hapsine sebep olan bir lezyon varlifinda genigleyen akcifer hacmi alveoler riiptiire sebep
olabilir. Acil tedavi gerektiren bir tablodur.

Oksijen 3 ATA tizerinde merkezi sinir sistemi tizerine toksik etkiye sahiptir. Standart
HBO tedavisi prosediiriinde, bu basingta tedavi yapilmamakla beraber, epilepsi yatkmligi olan
hastalarda normal tedavi basinglarinda da grand mal epileptik nébetler goriilebilir. Bu
durumda hastamin maskesi ¢ikarilarak oksijen solunumu kesilmelidir (27).

Dekompresyon hastalig: tedavisi gibi uzun siireli tedavilerde yogun oksijen maruziyeti
pulmoner toksisiteye de sebep olabilir. Substernal agri, Gksiiriik ve solunum sikmntisi
semptomlar1 pulmoner toksisiteyi diisiindiirmelidir (27). Bu yan etki tedavi sirasinda hava
molalary verilerek énlenebilir.

HBO tedavisi bazi hastalarda geri doniigtimlii miyopiye sebep olabilir. Mekanizmasi
tam acgiklanamamugtir ancak problemin lens proteinlerinin oksidasyonuna bagli oldugu
diistintilmektedir (28). Tedavinin sonlandirilmasindan sonra haftalar i¢inde gerileyen bir yan
etkidir.

Kontrendikasyonlar

Tedavi edilmemis pnémotoraks veya akcigerde hava hapsi yaratan lezyon varlifn, afir
kardiak yetmezlik, gebelik, yiiksek ates, klostrofobi, epilepsi, kondiiktif tip isitme kaybina
yonelik cerrahi miidahale hikayesi HBO tedavisi i¢in kontrendikasyon yaratan klinik
durumlardir.

Aktif malignite varligi ve devam etmekte olan adriamisin tedavisi, HBO tedavisi i¢in
kontrendikasyonlar sinifinda yer alan klinik durumlar olarak gosterilse de son dénemde
yapilan ¢alismalarda HBO tedavisinin bu klinik durumiarda kontrendikasyon yaratabilecek
olumsuz etkilerinin olmadig (29, 30) hatta kemoterapotik ekstravazasyonu tedavisinde
kullanmilabilecegi sonucuna ulasiimistir (31).

IV.B RADYASYON

IV.B.1 Radyasyon Tarihgesi

Radyasyon tarihi 1895 tarihinde x 1sinlarinin alman fizikgi Wilhelm Conrad Rontgen
tarafindan bulunmasi ile baglar. Rdntgen x isimlarinmin kanser tedavisinde kullanilabilecek
etkin ve gliclii bir enerji oldugunu da farketti. Ayn1 yil ilk tedavi denemesi Emil Grubbe
tarafindan bir meme kanseri olgusunun lokal relapsmna uygulandi.1900” lii yillarin baslarinda
radyasyonun kanser tedavisi alamnda kullamlmas: ile ilgili ¢alismalar giderek hizland:.

1940’1arm sonlarinda lineer akseleratérler; kobalt ve sezyum tiniteleri gelistirildi.
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Bilgisayarl: tomografinin kesfiyle 3 boyutlu radyoterapi uygulamasi basladi. Bu sayede
aksiyel imajlardan yapilan hesaplarla daha etkin tedavi yapilabiliyordu. Yakin gecmiste MR
ve PET’in klinik uygulamaya girmesiyle daha olumlu tedavi sonuglar1 daha az yan etkiyle
elde edilebilmektedir (32).

1V.B.2 Radyasyon Fizigi

Radyasyonun bir veya daha fazla elektronu atom veya nﬁolekﬁlden uzaklagtirmasina
iyonizasyon denir. Biyolojik ortamlarda radyasyonla alinan enerji doku elektronlarim
uyararak dokularda iyonizasyona sebep olabilir. A¢iga ¢ikan yiiksek enerji cevre hiicrelerde
lokal hasar meydana getirir. Bu etkilesim kanser hiicresinde olursa tedavi edici, saglikh
hiicrede ise zararli etki sz konusudur (33).

Radyasyon tiirleri iki grupta siniflandirilabilir:

1. Elektromanyetik radyasyonlar: Elektromanyetik dalga prensipleri iginde yol alan,
“foton” olarak adlandirilan enerji paketlerinden meydana gelirler. Hizlandirilmis
elektronlarin, bir maddeye girdiklerinde ani yavaglamalar1 sonucu olusan X 1smlar ve
radyoaktif maddelerin ¢ekirdeklerinin dezentegrasyonu sonucu acia cikan gamma
ismlar bu gruba girerler.

2. Pargacik radyasyonlar: Belirlenmis kiitleleri olan, huzlandimlms atomik partikiillerden
meydana gelir. Elektron, nétron, proton, alfa partikiilleri bu smiftadir.

Klinikte X ve gamma 1sinlart ve elektron partikiilleri kullarulr (33).

Dokularda radyasyon tarafindan olugturulan etki ‘radiation absorbed dose’ (rad) olarak
ifade edilir. Absorbe edilen doz ‘Gray® (Gy) olarak da ifade edilebilir. 1 Gy 1 kilogram (kg)
dokuya 1 Joule enerji veren radyasyon dozudur. 1 Gy; 100 Centigrey (cGy) ve 100 rad’a
esittir (33).

Klinikte radyasyon bolinerek uygulanr; Toplam doz fraksiyonlar halinde hastaya
verilir. Radyoterapi teleterapi yoluyla, sistemik yolla veya brakiterapi seklinde uygulanabilir.
Brakiterapi radyoaktif kaynagin direk tiimor igine veya tizerine konularak kullaniimasidir. Bu
yOntemin avantaji c¢evre normal dokularin gereksiz yiiksek dozlardan korunmasidir.
Teleterapide radyoaktif kaynak tiim&re uzaktan yonlendirilir ve 1sinlarm farkls dzelliklerinden
yararlanilarak téimore $zgii radyoterapi tiirii segilebilir (33, 34).

IV.B.3 Radyasyonun Dokular Uzerindeki Etkileri

Isiimin  enerjisi yeterince yitksek oldugunda hiicre igerisindeki su ve oksijen
molekiilleri ile etkilesime girer. Bu etkilesim sonucu ortaya gikan serbest radikaller
¢evresindeki organik maddelerin yapisim degistirerek hiicreyi iyonize eder. Iyonizasyon

strasinda agifa cikan enerji hiicreye zarar verir. Bu etkinin hedef yapist DNA’dir. Sonugcta;
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anatomik ve fonksiyonel bozukluga yol acmayan yapisal degisikliklerden, hiicre &liimiine
varabilen farkblikta hasarlanmalar goriilebilir (35). Dokularda olusan etkinin siddeti
uygulanan doza, uygulama teknigine ve fraksiyon arahifina bagh olarak degisim gésterir,
Sistemik etkiler radyasyon hastalifi, pnémoni, hematopoetik sendrom, gastrointestinal
sendrom, ndrovaskiiler sendrom olarak gériilebilir (35). Cilt dokusu tizerindeki etkiler akut ve
kronik etkiler olmak iizere iki ana grupta smmflandinlir. |
a. Akut etkiler:
i, Eritem
il.  Kuru deskuamasyon
ifii.  Islak deskuamasyon
b. Kronik etkiler

Eritem

En erken goriilen yan etkidir. Isimm alanma simrhdir. Tek doz radyasyonu takip eden
24 saat i¢inde belirir ve genellikle 2-3 gtin igerisinde kaybolur. Diisiik dozlarda pigmentasyon
kalmaz ancak 8 Gy uzeri tek dozluk radyasyon uygulamalarinda eritem daha geg ortaya
¢ikabilir ve genellikle pigmentasyon kalir (36).

Kuru deskuamasyon

Ttim béliinen hiicreler gibi epidermisin bazal hiicreleri de radyasyona oldukga hassastir.
Orta dereceli radyasyon uygulamas: sonrast canliliini koruyan hiicreler epidermisi tekrar
olugturabilirse 3-4 hafta icerisinde kuru deskuamasyon olusur (36). Radyasyon nedeniyle
melanosit aktivitesinin artmasina bagli olarak bu deskuamasyon genellikle koyu renklidir.

Islak deskuamasyon

Yiiksek dozlarda uygulanan radyoterapi sonrasi bazal hiicrelerin hemen hemen tamami
olir (36). Yaklasik 4 haftalik siire igerisinde skuaméz hiicrelerin tiimii stratum korneuma
ulasarak dokiilmiis olacagindan dermis agia ¢ikar ve yiizeyde seréz bir sizint: meydana gelir.

Radyasyonun ciit {izerindeki ge¢ donem etkileri hipopigmentasyon, hiperpigmentasyon,
cilt ve ciltalt1 dokularda fibrozis, atrofi, telenjiektazi, ter ve yag bezlerinin disfonksiyonu,
nekroz ve ttimor gelisimidir (36).

Radyoterapi melanositleri stimule ederek cilt renginde koyulasmaya sebep olabilir.
Yiksek dozda radyasyon maruziyeti ile melanositler hasar goriirse ciltte depigmentasyon
gozlenir. Kronik radyasyon hasari olan bir ciltte hipo ve hiperpigmente alanlar birarada

gozlenir (36).
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Bag dokusunun radyasyona yamti gectir ve genellikle diisiik duyarlilik gosterir. 200
¢QGy lizerindeki dozlarda atrofi ve fibrozis gdzlenir. Radyasyonun dermal bag dokusunun
baglica hiicresi fibroblastlar tizerinde direkt inhibitor etkisi oldugu gésterilmistir (37).

Dermiste gozienen ilk degisiklik kollajen demetlerindeki 8dem ve inflamasyondur.
Histopatolojik degisiklikler zamanla hyalinizasyon ve kollajen liflerinde gismeye doniisiir.
Dermis boyunca yeni kollajen olusumu klinige fibrozis olarak vansir.

Erken evrede kapiller bazal membranda gelisen dejenerasyon ve konjesyon eriteme yol
acar. Ge¢ donemde vaskiiler tromboz ve ilerleyen damar kaybi hipoksik, fibrotik bir doku
gelismesine sebep olur (33, 38, 39).

Kurtman ve arkadaglarmmn yaptign calismada 1x200 cGy/giin'den toplam 10 giin 2000
cGy ve 2x120 ¢Gy giin'den toplam 10 giin 2400 ¢Gy alan fare gruplari, radyoterapi gérmeyen
kontrol gruplari ile tansiyometrede doku dayanakhlig: lgiilerek karsilastinlmistir. Cerrahiden
7 giin sonra radyoterapi alan gruplarda radyoterapi gérmeyen gruba gore belirgin olarak doku
dayanuiklihifinda azalma saptandi. Ancak giinlitk tek fraksiyon yerine 2 fraksiyon uygulanan
gruplar arasinda doku dayamklihgi agisindan fark saptanmadi (40).

IV.B.4 Radyasyonun Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkileri

Terapotik radyasyon yara iyilesmesinin ¢esitli basamaklarim etkiler. Radyasyonun yara
iyilesmesi {izerinde azalmmg vaskiilarite, hipoksi, dokularin proliferasyon kapasitesinin
azalmasi gibi bircok olumsuz etkisi vardur.

Iyonizan radyasyonun bazal membranda yarattigi dejeneratif degisiklikler vaskiiler
okliizyona sebep olur. Dokunun hipoksik olmast neoanjiogenez icin uyarici bir etmen olsa da,
endotelyal hiicrelerin proliferatif yeteneklerini kaybetmelerinden dolayt damar kaybi ve
dokudaki iskemi artmaya devam eder. Ortaya ¢ikan hipoksi yara iyilesmesinin diger
basamaklarini da etkiler. Nétrofil aktivasyonu, kollajen sentezi, epitelizasyon basamaklari
durur veya gok yavas ilerler. Radyonekrotik bir yarada yara merkezi ve ¢evre doku arasmdaki
oksijen gradienti yara iyilegmesini saglayabilecek bir kemotaktik hareketi baslatmak i¢in ¢ok
diistiktiir (41).
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SEKIL. IV.B4-] Meme medialinde
tadyonekroza bagl iyilesmeyen yara,
Cevre dokuda hipo ve hiperpigmente
sahalar dikkat ¢ekmekte

Bag dokusunun radyasyon duyarlilifi az olsa da dermal fibroblastlarin etkilenmesi
dermisin iyilesme kapasitesinde simrlanmaya sebep olur. Bu klinife yara iyilesmesinde
gecikme, atrofi ve fibrozis olarak yansir (42, 43).

IV.B.5 Hiperbarik Oksijen ve Radyoterapi

Radyasyon tedavisinin amaci normal dokuya zarar vermeden tiimoral dokuyu yok
etmektir. Koruma 6nlemleri ne kadar yogun olursa olsun normal dokuda radyasyonun sebep
oldugu kalici hasarlar gelisebilir. HBO tedavisinin radyasyon kaynakli degisikliklerin yol
agtifi kronik doku hipoksisini ve ilerleyici mikrovaskiiler yapt kaybiu geri cevirdigi
diiglintilmektedir. Ardigtk HBO tedavilerinin kademeli olarak bag dokusu, kapiller ve epitel
olugumunu artirdi131 gosterilmistir (41, 44).

Radyasyon hasarlt dokuda HBO kullamm: itk kez 1973’te yapilan iki temel ¢alismayla
ortaya atilmustic (45, 46). Bu caligmalarda mandibula osteoradyonekrozlu olgular ele
alimmugtir, Takiben osteoradyonekroz tedavisinde HBO kullanimu ile ilgili klinik ¢alismalar
vaygmlasmistir. HBO tedavisinin zayif perfiizyonu olan dokularda fibroblastik aktivite ve
kollajen tiretimini saglayabilecek diizeyde yeterli oksijen parsiyel basiner olusturdugu bsylece
kapiller tomucuklanma ve neovaskiilarizasyona uygun ortam hazirladids gosterilmistir (44).
Marx ve arkadaglarimn calismasinda HBO tarafindan saglanan anjiogenezin 8§ HBO
seansindan itibaren 6lgiilebilir diizeye geldigini g6stermigstir (47). HBO tedavisi larynks
kondronekrozu, pelvik radyonekrozlar, radyasyon proktiti, radyasyon sistiti, yumusak doku
radyonekrozlarinin tedavisinde kullamlmugtir. Klinik tecriibelerin azlhifn 2001 yihinda

Lizbon’da, ESTRO ( European Society for Therapeutic Radiology and Oncology) ve
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ECHM’yi (European Committee for Hyperbaric Medicine) bir araya getirmis ve konferans
sonucunda- ortaya ¢ikan konsensus metni ile birlikte mandibuler osteoradyonekroz digindaki
anatomik lokalizasyonlar i¢in de arastirma ve olgu ¢caligmalarina gereksinim oldugu sonucuna

. varilmgtr (48).

IV.C HUCRE KULTURU VE FIBROBLASTLAR
IV.C.1 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli mekanik veya enzimatik parcalanma ile dokudan ayrilan hiicrenin bir
besiyeri igerisinde doku baglantist olmadan in vitro olarak firetilmesidir. Hiicre kiiltiirii ile
ilgili ilk deneysel ¢alismalar 20. yiizy1l baslarinda yapilmustir. Harrison 1907°de model
hayvan olarak kurbagay: secerek hiicre kiiltiirli yapmay1 bagarmustir. Earle ve arkadaslan
1943’te fare timér hiicrelerini izole etmeyi bagarmugtir. 1952 yihinda Gey ve -arkadaslary
tarafindan insan tiimdr hiicrelerinin devamli hiicre hatlarn verebildiginin bulunmas: hiicre
kiiltlirlerine olan ilgiyi artirmugtir. Bu ¢ahsmadaki tliimor hiicreleri serviks kanserinden
yasamini yitiren Henrietta Lack’e ait tiimér hiicrelerinden pasajlanarak elde edilmis ve
hiicreler Hela hiicreleri olarak adlandiriimistir. Bu hiicre hattindan elde edilen Slimsiiz
hiicreler halen gesitli calismalarda kullamiimaktadir (49).

Fibroblastlarin dokudan izolasyonu ve kiiltiirlerinin elde edilmesi diger birgok hiicre
tiirline gbre daha kolay oldugundan ¢ok ¢esitli deneylerde tercih edilmistir. Fibroblastlarin
vara lyilesmesi modellerinin vazgecilmez elemant olmasi sebebiyle fibroblast kiiltiirleri bu
alanda yapilan ¢alismalar i¢in de Gnemli bir in vitro gdzlem imkan: saglamistir (50, 51).

IV.C.2 Fibroblast Histolojisi

Fibroblastlar bag dokusunun en énemli hiicresel bilesenidir ve yapisal biitiinliigii
saglamakta 6nemli bir rol oynar. Cok ¢esitli ekstraselliler proteinleri ve aym zamanda
proteinazlar sentezleyip salgilayarak dokularin biyokimyasal biitiinliiglini ve remodelingi
saglar. Bu hiicrede aktif ve durgun olmak iizere iki safha vardir. Yogun sentez halinde
bulunan hiicre morfolojik olarak sentezledigi matriks iginde dagilms olarak bulunur (52).
Fibroblastlarin sitoplazmalarinda hiicrelerarast madde yapimi durgunlasmis olanlarma fibrosit
denir. Bu tanum farkh bir hiicre olmayip fibroblastin inaktif evresini simgeler. Fibroblastlar
diizensiz hiicrelerdir. Uzantilar1 diizensiz dallanmalar yapar (SEKIL IV.C.2-1). Cekirdekleri
oval yapida ve merkezi yerlesimlidir; bir veya iki nitkleolus, az miktarda graniiler krorﬁatin
gbzlenebilir (53). Okromatik olarak boyanirlar. Sitoplazma iginde iyi gelismis granillii

endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi gozlenir. Fibrositlerin sitoplazmik uzantilart daha
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azdwr. Isik mikroskobu altinda aktif fibroblastlarin sitoplazmalarinin baz boyalarla daha koyu
boyandigi gdzlemlenir (54). Bunun sebebi sitoplazmadaki yogun granillii endoplazmik

retikulum varligidir.

SEKIL IV.C.2-1 Fibroblast hiicrelerinin
mikroskobik  goriintimid.  Diizensiz
dallanmalar gosteren sitoplazma yapisi
dikkat cekmektedir,

Fibrositler uyar aldifinda fibroblast durumuna gecerek sentez aktivitelerini yeniden
baglatabilir. Yara iyilesmesinde bu olay gézlemlenir. Fibroblastlar kollajen, retikiiler ve
elastik lifler ile amorf hiicrelerarast maddenin glikozaminoglikanlarim ve glikoproteinlerini
sentezler. Erigkinlerde bag dokusundaki fibroblastlar, bag dokusu hasann gibi ek

fibroblastlara gereksinim oldugu durumlarda béliinerek ¢ogalabilirler (52).

V. GEREC VE YONTEM

V.A  FIBROBLAST KULTURLERININ HAZIRLANMASI

Caligma protokolii, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Dekanlify Yerel Etik
Kuyrulu tarafindan onayland1 ve Helsinki Bildirgesine uygun olarak gerceklestirildi.

(alismada kullanilacak fibroblast kiiltiirlerinin hazirlanmas: icin bir adet dondrden cilt
biyopsisi alindi. Donére ¢aligmayla ilgili sozlii ve yazili bilgi verildi ve bilgilendirilmis
onam alindi.

Kiiltiirler daha 6nce tanimlandify sekilde hazirlandi (55).

Biyopsi materyali steril kosullar saglanarak aym giin icerisinde Istanbul Universitesi

Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali hiicre kuilttiris laboratuarina
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getirildi (SEKIL V.A-1). Laminar akim cihazi (Tezsan) (SEKIL V.A-3) altinda saglanan
steril kosullarda, biyopsi materyali uygun konsantrasyonda antibiyotik iceren serum
fizyolojik ile yikandi ve bistiiri ile parcalara bolindi (SEKIL V.A-2). Bu pargalar, 10 ml.
kiiltiir medyumu [% 10 Fetal dana serumu (Gibeo) ve 25 pg/ml Gentamycin iceren DMEM-
F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)] ierisinde siispanse edilerek, 80 cm? lik
kiltiir siselerine ekildi (SEKIL V.A-5). Kiiltiir plaklar, 37 °C sicakhkta ve % 5
karbondioksit, % 95 oda havasi igeren inkiibator (Sanyo) igerisinde sakland: (SEKIL V.A-
4). Ekimi takiben yaklagik 4-5. giinde fibroblastlarin tabana yapistifi ve plaga migrasyonu
gozlendi (SEKIL V.A-6).

[lk medyum degigimi birinci haftada, takip eden degisimler ise her 3 ginde bir
gerceklestirildi. Pasajlama islemi igin, sise igerisindeki medyumun aspire edilmesini
takiben, hiicrelerin tizerine 5 ml. % 0.25 (1:250) trypsin soliisyonu (Gibco) eklendi. On
dakika stireyle 37 °C sicaklikta inktibasyonu takiben tabandan ayrilan hiicreler pipet yardim
ile 50 cc’lik steril tiipe toplandi ve {izerine 10 ml. kiiltiir medyumu eklendi. Bir kez bu
medyum icerisinde, bir kez de aym miktarda %10 serum igeren DMEM-F12 soliisyonu
icerisinde santrifiigasyonu (300 g, 15 dk.) (SEKIL V.A-7) takjbén, hiicreler 10 ml. taze
kiiltlir medyumunda stispanse edildi ve uygun sayidaki plaga aktarildi. Deney; literatiirde
Onerildigi tizere 3 ve 6. pasajlar arasinda yapildi (55, 56). Hiicreler son pasajdan sonra
deneysel uygulama icin icerlerine 0.9 cm ¢apindaki steril yuvarlak lameller yerlestirilmis 24
kuyucuklu, gaz gecisine olanak taniyan multiwell plaga aktarildi (SEKIL V.A-10). Esit
dagilim igin santrifiij agamasindan sonra hiicreler hemositometri kamarasinda sayildi ve 5 x
10* hiicre/ml olacak sekilde dagilim gergeklestirildi (SEKIL V.A-8, SEKIL V.A-9)



SEKIL V.A-1 Steril kogullarda laboratuara SEKIL V.A-2 Biyopsi materyalinin steril

getirilen biyopsi materyali olarak parcalara ayriimasi

SEKIL V.A-3 Laminar akim cihazt (Tezsan) SEKIL V.A-4 Inkiibator (Sanyo)

SEKIL V.A-5 Kiiltiir flaski igerisinde medium ile SEKIL V.A-6 Kiiltiir flaskinin zeminine tutunma

siispanse edilmis doku gsteren fibroblastlar



SEKIL V.A-7 Santrifiij cihazi (Niive NF 815)

$EKIL V.A-8 Hemositometrede sayilan SEKIL V.A-9 Hiicrelerin sayim sonrasi esit olarak

fibroblast hiicreleri gruplara dagitilmas:

SEKIL V.A-10 Multiwell plaga aktarilmis hilcre
kuittrleri
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Deney gruplar: :

A- Kontrol

B- HBO

C- Radyoterapi ,

D- Radyoterapi + HBO olarak belirlendi

V.B  KULTURLERE RADYOTERAPI UYGULANMASI

Hazirlanan kiilttirler, hiicrelerin son pasajdan sonra multiwell plaga tutunabilmesi i¢in
48 saat inkiibattrde bekletildi. Radyoterapi uygulamas: Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Radyasyon Ounkolojisi Anabilim Dali’'nda gergeklestirildi. C ve D grubundaki
kiilttirlere Cobalt 60 cihazi ile yaklagik 80 c¢m mesafeden toplam 500 c¢Gy 1s1n uyguland:
(SEKIL V.B-1). Doz hiz1 49.28 cGy/dk olarak belirlendi. Kiiltiirler isinlamadan hemen

sonra inkitbatore alinarak 18 saat bekletildi.

:

SEKIL V.B-1 Hiicre kiiltitrlerine radyoterapi uygulanmasi, Uygulama ITF Radyasyon Onkolojisi Anabilim

Dali’nda gergeklestiriimistir.



33

V.C KULTURLERE HIPERBARIK OKSIJEN UYGULANMASI

HBO tedavisi igin Silver Elektromekanik firmasinda Test basmer 15 bar ve galisma
basinct 10 bar olarak dizayn edilen ve Uretilen 2 L hacimli deney basing odasi kullamid:
(SEKIL V.C-1). Tedavi derinligi olan 2.4 ATA kalibrasyonu ise % 0.25 hassasiyetli mekanik
basing geyci ile yapilmustir,

B ve D grubundaki kiiltiir plaklarma radyoterapi uygulamasmdan 18 saat sonra
baglamak iizere, 7 glin stiresince, 2.4 ATA’da, giinde 90 dakika HBO uygulandi. Diger
gruplara ait plaklar aym siire boyunca inkiibatér disinda birakildi. Basme odasi, kapag:
kapatildiktan sonra, 2 dakika stireyle % 100 oksijenle ventile edildikten sonra 5 dakika

siirede tedavi basincina getirildi ve ¢ikis stiresi de 5 dakika olarak belirlendi.

SEKIL V.C-1 Deney basing odast

V.D CANLILIK ANALiZi

Tiim gruplara HBO tedavisinin 1, 3 ve 7. giinlerinde canliik analizi yapildi. Vitalite
analizi i¢in multiwell plak kuyucugundaki DMEM soliisyonu aspire edildikten sonra 5 ml.
% 0.25 (1:250) tripsin ¢ozeltisi (Gibco) eklendi. On dakika siireyle 37 °C sicaklikta

inkiibasyonu takiben invert mikroskop altinda incelenen hiicrelerin tabandan aynldiy
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gozlendi. Yiizeyden aynlan hiicreler steril pipet ile toplanarak santrifiij kabina alindi
Medyum igerisinde 5 dakika santrifiije edilen hiicreler medyumdan aynldiktan sonra 0.1 ml
tripan mavisi soliisyonu (% 1) ile ‘iﬁoyandi. Bu boya hiicre zar gecirgenlifi nedeniyle cansiz
hiicrelerin zarlarint gegebilitken canli hiicrelerin zarlarmi gecemez. Hemositometre ile 151k
mikroskobu altinda birim hacimdeki hiicrelerin sayim: yapildigmnda (SEKIL V.D-1)
boyanmayan hiicreler bize soliisyondaki canli hiicre sayisnn verecektir. Tripan mavisi ile

koyu mavi boyanan hiicreler 6lii hiicre olarak kabul edilmistir,

_ Hiicre SUspansiyonu

Derinfik: 0.1mm

10X objektifile
gériilen nat

SEKIL V.D-1 Hemositometrede hiicre sayim teknigi

V.E PROLIFERASYON INDEKSI ANALIZi

Hiicre siklusunun S fazindaki

yani

DNA  sentezi

yapmakta olan hiicreler

Bromodeoksiuridin (BrdU) ile igaretlenerek saptanabilirler. Tiim gruplar icin HBO
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tedavisinin 1, 3 ve 7. giinlerinde BrdU (Zymed, mouse monoclonal BrdU boyama kiti)
isaretlemesi yapildi. Proliferasyon indeksi analizi i¢in hiicrelerin bulundugu her multiwell
plak kuyucugrmai ml BrdU eklenerek 37 °C ‘de 1 saat inkiibatsrde bekletildi. Daha sonra
kuyucuk igerisindeki lam steril yontemle ¢ikarilds, % 70 etanol soliisyonuna alinarak fikse
edildi ve -20 °C’de kurutuldu. Immiinohistokimyasal boyamada antikor olarak BrdU
kullanildi. Preparatlar 131k mikroskobunda (Olympus CX21) degerlendirilerek sentez
fazindaki hiicrelerin BrdU ile igaretlenme oranlan belirlendi. Parlak kirmmzi boyanan

hiicreler DNA sentez safhasinda kabul edildi.

VI. ISTATISTIK

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel analizler i¢in SPSS for
Windows 14.0 programi kullanilmistir. Deney gruplan viabilite analizi sonuglar ve
proliferatif indeksleri Kruskal Wallis varyans analizi ile karsilagtirilmis, deney gruplar: arast
vitalite karsilagtirmalarmda Manon Whitney U testi kullamlmigtir. Normal dagilim gésteren
deney gruplan aras: proliferatif indeks analizi i¢in One way Anova ve Tukey testi
kullamlmistir.  Sonuclar % 95°lik giiven araliginda, anlamhk p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmisgtir.

VIL BULGULAR
VILA  KONTROL GRUBU

A grubundaki vitalite degerlendirmesinde toplam hiicre sayismnda deney giinleri
sliresince azalma goézlendi (TABLO VILA-1). Toplam hiicre sayisindaki azalma 1. ve 3.
glinler arasinda (p<0.001) ve 1. ve 7. glinler arasinda (p<0.001) anlaml farkitlik olusturdu. 3.
ve 7. giinler arasinda toplam hiicre sayist bakimindan anlamli farklihik saptanmadi.

A grubunda 1. ve 3. giinler arasinda 6lii hiicre sayisimda anlamh fark tespit edilirken
vitalite agisindan anlamh fark saptanmadi (p=0.287). 1. ve 7. giinler (p<0.001) ve 3. ve 7.
glinler arasinda (p<0.001) ise vitalite oraninda anlamh farkhilik gozlendi.

Proliferasyon indeksi analizlerinde analiz giinleri arasmda BrdU (+) hiicrelerin oramnda
anlamli bir farkhilik gozlenmedi (p=0.606) (TABLO VILA-2).
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oran vitalite

Analiz gini Toplam hiicre say1s1 610t hilcre sayisi

1.gtin Ortalama 63,125 3,750 0,0590  0,9410
Minimum 40,000 1,000 0,02 0,89
Maksimum 102,000 5,000 0,11 0,98
Arabk 62,000 4,000 0,08 0,08
Standart Sapma

15,418 1,483 0,02284 0,02284

3.giin Ortalama 40,937 2,062 0,8495 00,9505
Minimum 26,000 1,000 0,02 0,91
Maksimum 70,000 5,000 0,09 0,98
Aralik 44,000 4,000 0,07 0,07
Standart Sapma

11,468 1,236 0,02386 0,2386

7.glin Ortalama ’ 38,562 3,812 0,0994  0,9006
Minimum 27,000 2,000 0,06 0,85
Maksimum 30,000 6,000 0,15 0,94
Aralik 23,000 4,000 0,09 0,09
Standart Sapma 7,192 1,046 0,02279  0,2279

Toplam Ortalama 47,541 3,208 0,693 00,9307
Minimum 26,000 1,600 0,02 0,85
Maksimum 102,000 6,000 0,15 0,98
Aralik 76,000 5,000 0,13 0,13
Standart Sapma 16,103 1,486 0,03151 0,3151

TABLO VILA-1 A grubu 1, 3 ve 7. giinlerdeki vitalite analizi sonuglari.

Brdu {+)
Brdu(+) toplam hilere
Analiz glini Toplam hiicre hiicre oran |
1. giin Ortalama 60,344 2,724 0,0454
Standart
22,231 1,925 ,03083
sapma
3. gin Ortalama 27,862 1,344 0,0494
Standart
12,403 0,856 ,03313
sapma
7. giin . Ortalama 39,034 1,896 0,0554
Standart
16,358 1,263 ,04037
sapma

TABLO VILA-2 A grubu 1, 3 ve 7. giinlerde proliferasyon indeksi analizi sonuglar
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VILB HBO GRUBU
- B grubundaki vitalite analizinde toplam hiicre sayisinda deney giinleri siiresince azalma
gozlendi (TABLO VILB-1). Toplam hiicre sayisindaki azalma ve vitalite 1. ve 3. giinler
arasmda anlaml farkhlik gostermedi ancak 1. ve 7. giinler arasinda toplam hiicre (p= 0.002)
ve vitalite (p=0.024) agisindan anlamh farklilik saptandi. 3. ve 7. giinler arasinda toplam
hiicre sayis1 bakimmdan farkliik saptanmazken vitalitede anlamh farklihk tespit edildi
(p=0.004).

Analiz Toplam
glindl hiicre 6lt hiicre oran vitalite
1.giin Ortalama 54,812 3,312 0,0647 (,9353
Minimum 28,000 0,00 0,00 0,82
‘Maksimum 98,000 5,000 0,18 1,00
Arahk 70,000 3,000 0,18 0,18
Standart sapma 18,122 1,447 0,03946 0,03946
3.glin Ortalama 42,625 2,250 0,0536 0,9464
Minimum 19,000 0,00 0,00 0,90
Maksimum 70,000 5,000 0,10 1,00
Aralik 51,000 5,000 0,10 0,10
Standart sapma 16,157 1,437 0,02759 0,02759
7.giin Ortalama 34,562 3,437 0,1043 0,8957
Minimuin 20,000 1,000 0,04 0,76
Maksimum 58,000 6,000 0,24 0,96
Arahk 38,000 5,000 (0,20 0,20
Standart sapma 10,639 1,547 0,05636 0,05636
Total Ortalama 44,000 3,000 0,0742 0,9258
Minimum 19,000 0,00 0,00 0,76
Maximum 98,000 6,000 0,24 1,060
Aralik 79,000 . 6,000 0,24 0,24
Standart sapma 17,176 1,543 0,04731 0,04731

TABLO VILB-1 B grubu 1,3 ve 7. giinlerdeki vitalite analizi sonuglar
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Proliferasyon indeksi analizlerinde analiz giinlerinde BrdU (+) hiicrelerin oraminda 1
ve 3. saym giinleri arasinda anlamh farklihk tespit edilirken (p=0.003) diger giinler
arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamh farklilik olmadig gériildii (TABLO VILB-2).

Brdu (+) Brdu(+)/Toplam

Analiz giint Toplam hiicre hiicre hilere oram

1. giin Ortalama 33,620 2,793 0,0825
Standart. sapma 9,213 2,242 0,05953

3. giin Ortalama 40,689 1,896 0,0397
Standart sapma 15,727 1,397 0,02754

7. glin Ortalama 62,724 3241 0,058%

' Standart sapma 22,892 1,503 " 0,03645

TABLO VILB-2 B grubu 1, 3 ve 7. giinlerde proliferasyon indeksi analizi sonuclar

VILC RADYOTERAPI GRUBU
Radyoterapi uygulanan hiicre kiiltiirli grubunda vitalite analizinde toplam hiicre

sayisinin 7. giinde azalma gosterdigi goézlendi (TABLO VIL.C-1).

Vitalite analizinde 1. ve 3. giinler arasinda anlamh farkhlik bulunmazken; 1. ve 7.
giinler arasinda (p=0.14) ve 3. ve 7. glinler arasinda (p=0.10) toplam hiicre sayis: bakimmdan
anlaml: farkhlik tespit edildi. Grup icinde tiim analiz giinlerinde vitalite oranlarinda anlaml

farklilik tespit edilmedi.

Proliferasyon indeksi analizinde C grubunda analiz giinleri arasinda anlamli farklilik
tespit edilmedi (TABLO VIL.C-2).
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Analiz Toplam
glintl ‘ hilere 6l hiicre oran vitalite
1.glin Ortalama 36,875 6,312 0,2017 0,7983
Minimum 18,000 4,000 0,05 0,61
Maksimum 73,000 9,000 0,39 (.95
Aralik 55,000 5,000 0,33 0,33
Standart sapma 15,836 1,579 0,09216 0,09216
3.giin Ortalama 34,250 6,562 0,2056 0,7944
Minimum 8,000 1,000 0,11 0,70
Maksimum 70,000 9,000 0,30 0,89
Aralik 62,000 8,000 0,19 0,19
Satandart sapma 15,788 2,159 0,06628 0,06628
7.giin Ortafama 23,750 5,062 0.2107 0,7893
Minimum 18,000 1,000 0,05 0,68
Maksimum 38,000 10,000 0,32 0,95
Arahk 20,000 9,000 0,27 0,27
Standart sapma 3,927 2,351 0,07368 0,07368
Total Ortalama 31,625 5,979 0,2060 0,7940
Minimum 8,000 1,000 0,05 0,61
Maksimum 73,000 16,000 0,39 0,95
Aralik 65,000 9,000 (3,34 0,34
Standart sapma 14,270 2,118 Q07655 0,07653

TABLO VIL.C-1 C grubu 1, 3 ve 7. gin vitalite analizi sonuglari

Brdu(+}  Brdu(+Ytoplam

Analiz ginix Topiam hitcre hitere hitcre orany

1. giin Ortalama 23,655 345 0,0020
Standart saptna 8,134 1857 0,01092

3. giin Ortalama 36,000 1379 0,0029
Standart sapma 15,95977 3509 0,00777

7. giin Ortalama 24,517 2069 0,0068
Standart sapma 8,117 4122 0,61391

TABLO VILC-2 Radyoterapi grubu 1, 3 ve 7. giinlerde proliferasyon indeksi analizi sonuglar
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VILD RADYOTERAPI + HBO GRUBU

D -grubunun vitalite analizinde analiz giinleri arasinda toplam hiicre sayisi ve vitalite
orani agisindan belirgin bir degisikiik saptanmadi (TABLO VILD-1).
' Radyoterapi + HBO uygulanan grupta proliferasyon indeksinde 1. ve 3. giinler ve 1. ve
7. giinler arasmda ileri diizeyde anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001) (TABLO VIL.D-2).

Analiz Toplam
gitni hiicre 6lit hiiere oran vitalite
1.giin Ortalama 44,937 6,812 0,1556 0,8444
Minimum 17,000 2,000 0,11 0,75
Maksimum 75,000 12,000 0,25 0,89
Arahk 58,000 10,0600 0,14 0,14
Standart sapma 17,387 2,400 0,03541 0,03541
3.giin Ortalama 33,812 3,625 0,1138 0,8862
Minimum 20,000 1,000 0,03 0,78
Malcsimum 55,000 6,000 0,22 0,97
Aralik 35,000 5,000 0,20 0,20
Standart. sapma 10,264 1,500 0,05535 0,05533
7.z8n Ortalama 34,312 4,750 0,1344 0,8656
Minimum 22,000 0,00 0,00 0,77
Maksimum 50,000 9,000 0,23 1,00
Aralik 28,000 9,000 0,23 0,23
Standart sapma 8,300 2,594 0,06444 0,06444
Total Ortalama 37,6875 5,062 0,1346 0,8654
Minimum 17,000 0,00 0,00 0,75
Maksimum 75,000 12,000 0,25 1,00
Aralik 58,000 12,000 0,25 0,25
Standart sapma 13,378 2,546 0,05478 0,05478

TABLO VILD-1 D grubn 1, 3 ve 7. giin vitalite analizi sonuglan
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Brdu (+) Brdu(+)/toplam

Analiz giinit Toplam hiicre hitere hilcre oram

1. giin Ortalama 22,413 0,0690 -~ 0,0044
Standart sapma 6,173 25788 0,01720

3. giin Ortalama 43,103 . 0,9655 0,0282
Standart sapma 15,140 0,944 0,05276

7. giin Orfalama 31,793 1,172 0,0384
Standart. sapma 10,942 1,104 0,03911

TABLO VIL.D-2 D grubu 1, 3 ve 7. giin proliferasyon indeksi analizi sonuglar

VILE GRAFIK VE ANALIZLER

HBO tedavisinin 1. giinii sonunda yapilan vitalite analizinde toplam hiicre sayist ve
vitalite oram bakimindan A ve B gruplari arasinda anlamli fark saptanamazken A ve C
gruplan arasinda her iki parametrede de ileri derecede anlamli farklilik tespit edildi (Toplam
hiicre: p<0.001, vitalite: p<0.001). Benzer sekilde A ve D gruplart arasinda da her iki
parametrede ileri derecede anlamli farklilik belirlendi (Toplam hiicre: p= 0.008, vitalite:
p<0.001).

1. giin yapilan vitalite analizinde B ve C gruplar arasinda toplam hiicre sayis: ve vitalite
oramt parametrelerinde ileri diizeyde anlamlilik tespit edildi ( Toplam hiicre: p= 0.005,
vitalite: p<0.001). B ve D gruplan arasinda toplam hiicre sayist bakimindan anlambi fark
bulunmazken vitalite parametresinde ileri diizeyde antamh farklilik tespit edildi (p<0.001).

1. giin yapilan vitalite analizinde C ve D gruplar arasinda toplam hitcre sayisi ve vitalite
agisindan anlamh farklilik tespit edilemedi.

HBO tedavisinin 3. giinit yapilan vitalite analizinde A ve B gruplan arasmnda anlamh
farklilik tespit edilmedi. A grubu ile C grubu ve A grubu ile D grubu karsilastinldiginda
toplam hiicre sayist arasinda anlambi fark bulunmazken vitalite agisindan her iki grupla
arasinda ileri diizeyde anlamlilik tespit edildi (p<0.001). B grubu ile C grubu ve B grubu ile D
grubu karsilastirmasinda da aym farklilik tespit edildi.

3. giin yapilan vitalite analizinde C ve D grubu karsilagtirildiginda toplam hiicre sayist
bakimindan fark bulunmazken vitalitenin D grubunda anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit
edildi (p<0.001).

HBO tedavisinin 7. giinlinde yapilan vitalite analizinde A ve B gruplar arasinda toplam
hiicre sayis1 ve vitalite orani parametereleri agismdan anlaml farklilik tespit edilmedi. A ve C

grubu kargilastirldiginda her iki parametrede de ileri derecede anlamh farklihik tespit edildi (
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Toplam hiicre: p<0,001, vitalite: p<0,001). A ve D gruplar: arasinda toplam hiicre sayisi ve
vitalite parametreleri agisindan anlamiy farklilik tespit edilmedi.

7. glin vitalite analizinde B ve C gruiﬁu arasinda toplam hiicre sayist ve vitalite
agisindan ileri diizeyde anlamlilik tespit edilirken (Toplam hiicre: p= 0.001, vitalite:
p<0.001) B ve D gruplanmun karstlagtirmasmda bu iki parametre acisindan anlamb
farkhilik tespit edilmedi.

HBO tedavisinin 7. giiniinde yapilan vitalite analizinde C ve D gruplart arasmda toplam
hiicre sayis1 ve vitalitede ileri derecede anlaml farklilik tespit edildi ( Toplam hiicre: p<0.001,
vitalite: p=0.004).
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SEKIL VILE-3

gore karsilagtirmast. Toplam hiicre sayisinm radyoterapi grubunda daha ¢ok azaldig ve vitalitenin,

radyoterapi sonrast HBO uygulanan grupla karsilastinldiginda, daha diisiik oldugnu dikkat gekmektedir.
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HBO tedavisinin 1. giiniinde yapilan proliferasyon indeksi analizinde (SEKIL VILE-
4) BrdU (+) boyanan hiicrelerin toplam hiicre sayisina oramt A ve B gruplari arasinda
karsilastinldiginda anlamli farklihik tespit edildi (p=0.001). A grubu C ve D gruplan ile
karsilastinldiginda bu parametrede ileri derecede anlamhlik tespit edildi (p<0.001). B grubu
ile C ve D gruplan karsilastinldifinda yine ileri diizeyde anlamh farklilik oldugn goriildi
(p<0.001). HBO tedavisinin 1. giiniinde C ve D gruplarn arasmda'p_rbiiferasyon indeksi

acisindan anlaml farklilik tespit edilmedi.

SEKIL VILE-4 HBO tedavisinio 1. giiniinde deney gruplarinda BrdU uygulanan hiicrelerin goriintimii.
Fotograflarn sag alt kisesinde grup harfi belirtilmigtir.

HBO tedavisinin 3. giiniinde yapilan prbiiferasyon indeksi analizinde (SEKIL VILE-
5) BrdU (+) boyanan hiicrelerin toplam hiicre sayisina orant A ve B gruplarinda arasinda, A

ve D gruplan arasinda ve B ve D gruplar: arasinda anlamls farklilik gostermedi. Fakat A ve
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B gruplart C grubu ile karsilastirildiginda ileri derecede anlamli (p<0.0'01): 'vé_ D grubu
grubu ile karsilastinldiginda anlamli farkhibk tespit edildi (p=0.03). RSB

SEKII. VILE-5 HBO tedavisinin 3. giiniinde deney gruplarmda BrdU uygulanan hiicrelerin goriinfimii.
Fotograflarin sad alt kisesinde grup harfi belirtilmigtir.

HBO tedavisinin 7. giiniinde yapilan proliferasyon indeksi analizinde (SEKIL VILE-

6) BrdU (+) boyanan hiicrelerin toplam hiicre sayisina orani A, B ve D gruplar arasinda

anlamh farkhilik gdstermedi. Gruplarn tamaminda C grubu ile yapilan kargilagtirmalarda

proliferasyon indeksi bakumindan ileri derecede anlamh farkhitk tespit edildi (p<0.01).
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VIII. TARTISMA VE SONUC

Radyoterapi giintimiizde kanser tedavisinin vazge¢ilmez unsurlanndan biri olma’
Szelligini korumaktadir. Radyoterapinin kanserli hiicrelerle beraber komsu dokulardaki
saglikls hiicreleri de etkilemesi klinige yan etkiler olarak yansir. Bu yan etkilerin tedavisinde
farkli tedavi modaliteleri denenmektedir ve HBO tedavisi de bu yaklagimlardan biridir. HBO
tedavisinin klinik kullammuyla ilgili UHMS tarafindan belirlenen alanlar oldukg¢a genis olsa
da HBO tedavisinin radyoterapi uygulanmis dokulardaki etkisi hiicresel diizeyde
degerlendirilmemistir. Bu 6zelliginden dolay1 bu ¢alisma 6zgiin degere sahiptir.

Constable ve arkadaslart ¢caligmalarinda (57) tenon fibroblast kiiltiirlerine tek doz 0, 2.5,
3, 7.5, 10 ve 20 Gy radyasyon uygulayarak hiicre vitalitesindeki ve proliferasyon indeksindeki
farkliliklar: 0, 3, 7, 14 ve 28. giinlerde incelemislerdir. Bu galismada 2.5 Gy iizerinde
radyasyon dozu uygulanan tiim gruplarda proliferasyon indeksinin anlamh diizeyde azaldig:
tespit edilmistir. Degerlendirme giinlerinde, boliinebilen hiicre sayisimn anlamh diizeyde
azalmasina ragmen, vitalite oranmiun anlamli farklilk gostermedigi  belirlenmistir.
Caligmamizda da benzer gekilde radyoterapi uygulanmis grupta radyoterapi sonrasi
proliferasyon indeksinin kontrol grubuna gore belirgin olarak azaldigi ve vitalite oranimn
ilerleyen giinler igerisinde degisiklik gostermedigi tespit edilmistir.

Oksijenin hiicresel diizeydeki etkilerini degerlendiren calismalarda farkli sonuglar elde
edilmigtir. Farkli diizeydeki oksidatif streslerin fibroblast fenotipi {izerindeki etkilerini
degerlendirmek iizere yapilan bir galismada fibroblast kiiltiir plaklan 2 hafta stireyle % 4 ve %
20 oksijen igeren inkiibatSrlerde bekletilmigtir (58). Hiicre morfolojisi, kolonizasyonlarina
gore 3 gruba aynlarak (1- yliksek proliferasyon fenotipi gosteren hiicreler 2- Orta diizeyde
proliferasyon fenotipi gésteren kiiltiir hiicreleri 3- Cok diisiik proliferasyon fenotipi gésteren
kiiltiir hiicreleri) degerlendirme yapilmustir. Caligma sonuglart % 4 oksijen diizeyine sahip
inkiibatordeki hiicrelerin diger gruba gore daha yiiksek proliferatif fenotip 6zelligine sahip
oldugunu gostermistir. Fenotipteki farkliliga ragmen plaktaki canli hiicre sayis1 bakimindan
gruplar arasinda anlamh farklilik tespit edilmemistir. Bu ¢alismada artan oksijen oraninin
fibroblast kiiltiirler1 tizerinde yarattifn oksidatif stresin fibroblast morfolojisindeki bu
farkliiBa sebep oldugu one slriilmigtir.  Caligmamizda ise morfolojik inceleme
yapimamistir ancak radyoterapi uygulanmamis hiicre gruplarindan daha yitksek oksijen
oranina maruz kalan B grubu ile deney siiresince normal atmosferik oksijene maruz kalmg A
grubu karsilagtiridldifinda;  yliksek oksijene maruz kalan grubun proliferasyon indeksinde

belirgin azalma izlenmis, gruplar arasinda vitalite agisindan anlamh farklihk tespit
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edilmemigtir. Yiksek oksijene maruz kalan grubun proliferasyon indeksindeki azalma Alaluf
ve arkadaglarinin ¢alismasinda (58) bahsedildigi gibi artan oksidatif strese bagh olabilir.

Uyar ve arkadaslar tarafindan 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada (5 9) benzer sekilde L-
strain fibroblast kiilttirleri farkli parsiyel oksijen basinci diizeylerinde hiicre saymm, vitalite ve
proliferatif indeks parametreleri agismdan degerlendirilmigtir. Calismada hiicrelerin
47.8+4.33 mmHg parsiyel oksijen basincina maruz birakalmasinin normoksik gruba kiyasla
(161£3.05 mmHg) proliferasyon hizim azalttifi ve apoptoza yol agtigy; 73.6+11.5 mmHg
parsiyel oksijen basmca maruz birakilmasiun ise normoksik grupla karsilastirildiginda
proliferasyon hizini artirdign tespit edilmigtir. Bu galigmanm sonuglar belirli diizeydeki
hipokisinin fibroblast proliferasyonunu artirdigmm gostermektedir. Calismamizda hipoksiye
maruz birakilan bir deney grubu olmamasmna ragmen radyoterapi uygulanmams fibroblast
gruplanindan r6latif olarak hipoksik olan A grubunda 1. giin proliferasyon indeksinin yiiksek
olmas: bu ¢alismayla benzer bir 6zellik gdstermektedir.

Normal mitotik hiicrelerin boliinmesinin kiiltiir ortaminda geri déniistimsiiz olarak
durmasi kavram olarak nitelendirilen ‘replikatif yaglanma’ min incelendigi bir calisma
Poulios ve arkadaglar: tarafindan yapilmustir (60). Bu ¢alismada fibroblastlarm normoksik ve
hipoksik kosullarda proliferatif kapasiteleri, viabiliteleri, oksidatif kogsullari ve protein
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaglanmig; % 1.5 ve % 3 oksijen konsantrasyonlarma
maruz brrakilan hiicrelerin replikatif yaglanma siirecine % 20 oksijen konsantrasyonuna
maruz kalan hiicrelere gore daha geg girdigi gosterilmigtir. Bu galismada , diger caligmalar ve
¢alismamizin sonuglariyla benzer olarak, hiicre viabilitesinde bir farkhlik tespit edilemenistir.
Replikatif yaglanma siirecinin yitksek oksijen konsantrasyonunda inkiibe edilen gruplarda
daha erken goriilmesinin sebebi oksidatif strese bagli olabilir.

Parsiyel oksijen basincinin fibroblast fizyolojisi izerindeki etkilerini inceleyen bir baska
calisma oksidatif stresin hiicre siklusunun hangi asamalarinda etki gosterdigini incelemistir
(61). Sitospektrofotometrik yontemle yapilan degerlendirmede viiksek parsivel oksijen
basinglarina maruz birakilan hiicrelerde G, (erken profaz) fazinda en yiiksek olmak iizere; G,
Gp fazlarmm ve DNA’da timidin tutulumunun gergeklestigi safhalarin oksidatif strese daha
yiiksek duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Mitotik hiicrelerin radyoterapi hassasiyetinin en
yiiksek oldugu mitotik faz Go-M fazidir. Bu ¢aligmaya gore oksidatif stres ve radyoterapi
etkilerinin en yitksek oldugu mitotik fazlar ortiigmektedir, Bu sonuca gére calismamizda
radyoterapi+HBO uygulanan yani oksidatif stres ve radyoterapi etkilerine aym anda maruz
kalan D grubunda proliferatif indeksin sadece radyoterapi uygulanmis C grubuna gére diisiik

olmas: beklenirdi. Ancak alman sonuglar D grubunda proliferasyon' indeksinin HBO
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tedavisinin 3. ve 7. giininde C grubuna gore anlamh diizeyde yﬁksek'. oldugun
gostermektedir. Bu sebeple caligmamizin bulgular Balin ve arkadaslarinin ¢alismasi (61) :illé-_-’
ortiismemektedir. i

Balin A. Ve Pratt L. Tarafindan yapilan bir ¢alismada % 0, 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
75 ve 95°lik oksijen diizeylerinde ve farkh hiicre yogunluklarinda ekilmis hiicre kiiltiirlexi
hiicre sayis1 ve vitalite agisindan degerlendirilmistir (62). Yiiksek oksijen seviyesinde inkiibe
edilen tiim hiicre kiltiirlerinde hiicre biiylimesinin yavagladifi gosterilmigtir. Balin ve
arkadaglarinin yaptif1 iki calismada (61, 62) hiicre kiiltiirleri inkiibasyon ortaminda 24 saat
araliksiz olarak hiperoksive maruz birakilitken ¢aligmamizda hiperoksi siirelerinin giinde 90
dakika ile smurlandirilarak; r6latif hipoksi donemleri birakilmasi bu farkli sonucun sebebi
olabilir. Calismamizda aralikli hiperoksi uygulanrmg D grubu fibroblastlarinda hiicre
¢ogalmasinda hizlanma gézlenmigtir.

Oksijen maruziyetinin siiresi fibroblast vitalitesini ve proliferasyon indeksini
etkileyebilir. Optimal tedavi edici etkiyi elde etmek i¢in gereken hiperoksi diizeyiyle ilgili
fazla veri bulunmamaktadmr, Fibroblast kiiltirlerinin aralikh hiperoksiye maruz birakildig:
farkli galismalarda da benzer sonuglar elde edilmigstir. Bu ¢alismada 2.4 ATA’lik basincin
tercih edilmesinin sebebi klinik pratikte sik olarak kullamlan bu basing diizeyinde, radyoterapi
uygulanms hiicrelere HBO tedavisinin etkilerinin hticresel diizeyde 6lgilebilmesidir.

Farkh basmglarda ve tedavi stirelerinde fibroblast proliferasyon hizi, apoptotik iz,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi ve klonal biiylime etkinlifinin degerlendirildifi bir
calismada fibroblast kiiltiirlerine 1 ve 2.5 ATA’lik basinglarda farkli seans siirelerinde HBO
uygulanmistir (63).. 15, 30, 60 veya 120 dakika HBO uygulanan kiiltiirlerde, 1 ATA ‘da tlim
tedavi slirelerinde kontrol grubu ile karsilastirildifinda proliferasyon hizimm ve klonal
biiyiime etkinliginin arttig1 gdzlenmistir. 2.5 ATA’da 15 dakikahk tedavinin etkisiz oldugu,
30 ve 60 dakikalik tedavilerin proliferasyon hizinin ve klonal biiylime etkinliginin arttigy; 120
dakikalik tedavinin ise parametreleri anlamli olarak azalthgy goralmistiir. 120 dakikalik
tedavi sliresinde apoptoz oramumn da arttii izlenmistir. Bizim ¢aligmarmizda da 90 dakikalik
HBO stiresinin radyoterapi uygulanmis fibroblastlarda proliferasonu artirdigs gézlenmistir.

Piepmeier HBO ve huzlhi dekompresyonun fibroblast kiiltiirlerine etkilerini inceledigi
caligmasmda tek seans HBO veya HBO ile beraber hizli dekompresyon uyguladigi kiiltlirleri
1 ve 3. giinlerde kontrol grubu ile kargilastirmustir (64). Kuyucuk zeminindeki total hiicre
proteini, hiicre yoguntugu ve proliferatif indeks degerlendirmesinde total proteinin hizh
dekompresyon ile arttift fakat HBO’dan etkilenmedigi, proliferatif indeksin HBO ile artis

gdsterdigi ancak hizh dekompresyon ile azaldig: ve hiicre sayismnin hizli dekompresyon ve
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HBO gruplarinda kontrole gére daha yilksek oldugu sonuglan elde edilmistir (64). Bu
calismada proliferasyon indeksinin l.glinde HBO tedavisi ile artis gbstermesi caligmamiz
sonuglar ile paralellik gostermektedir ancak bizim caligmamizda 3. giinde proliferasyon
- indeksinde kontrol grubu ile anlaml farklilik izlenmemistir.

Hehenberger ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada (65) diyabetik hasta
dokusundan {retilen fibroblastlarin ve saglikli dokudan tretilen fibroblastlarin farkll basing
diizeylerinde hiperbarik oksijene yamtlar: degerlendirilmistir. 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 ATA’da tek
seans hiperbarik oksijen tedavisi uygulanan hiicrelere ek olarak bir gruba 2.5 ATA basing
altinda hava uygulanarak basmcin direkt etkisi de degerlendirmeye alinmustir. Tedavi éncesi
diyabetik hastadan hazirlanan kiltiirdeki hiicre sayisi normal fibroblastlara gére anlamh
diizeyde diigiik bulunurken hiperbarik oksijenin uygulamasmm dozla oranuh‘ olarak her iki
fibroblast grubunda toplam- hiicre “sayisini, normobarik ve hiperbarik hava uygulanns
hiicrelere gore anlamli diizeyde artirdigt belirlenmigstir. Diyabetik hastadan hazirlanan
fibroblast kiiltirtindeki hiicre sayisimin 2 ATA” da uygulanan tek doz HBO tedavisinden sonra
kontrol grubundaki hiicre sayisina ulagtifn gézlenmistir. Bizim c¢alismamizda tek doz HBO
sonrast vitalite ve toplam hiicre sayisinda farklilik izlenmemis ancak ilerleyen giinlerde
radyoterapi+HBO grubunda vitalitenin radyoterapi sonrast HBO uygulanmayan gruba gore
anlamh diizeyde yiiksek oldugu gézlenmistir.

Hiperbarik oksijenin dermal cilt esdegerleri, fibroblastlar, melanositler ve keratinositler
tizerine etkilerinin degerlendirildigi bir calismada (66) deney gruplarina 1, 2, 2.5 ve 3 ATA
basme degerlerinin her birinde, ardisik olarak 10 giin stire ile HBO uygulanmugtir, Béylece
hiicrelerin farkl: basing degerlerindeki HBO’ya yanitlari degerlendirilmeye c¢alisilmustir. Bu
¢alismada total fibroblast sayisindaki artisin , 3 ATA hari¢ tiim tedavi basinglarinda, 5. HBO
tedavisi giintinden itibaren anlamlt diizeye ulagtifi ve giderek artarak 10. giinde pik yaptifi
gézlenmistir. 3 ATA’lik tedavi basincinda ise tedavi giinlerinin hi¢birinde anlamli farkhihk
gozlenmemistir. Benzer sonuca kerationosit sayisinda da ulasdmugtir.  Ancak Hollander ve
arkadaglanimn HBO’nun keratinosit kiiltiirlerine etkisini degerlendirdigi ¢alismalarninda (67)
HBO grubunda, kontrol grubu ile kargilastuildifinda, hiicre proliferasyonu ve viabilite
agisindan farklilik izlenmemistir. Bu ¢alismada ilging olarak keratinosit diferansiasyon hizinm
HBO tedavisi ile arttifn tespit edilmigtir. Calismamizda HBO nun sadece fibroblast kiiltiirleri
tzerindeki etkileri deferlendirilmistir ve 2.4 ATA ile yapilan HBO uygulamasinda
radyoterapi uygulanmamig gruplarda total hiicre sayisinda anlamh farklihk  tespit
edilmemistir. Kisa siire uygulanan HBO tedavisinin etkilerinin degerlendirildigi caligmalarda

HBO tedavisi ile fibroblast proliferasyonunda artiy elde edildigi gosterilse de fibroblast
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aktivasyonu igin daha uzun tedavi siireleri gerekebilir. Bu ¢alismanin radyoterapi
uygulanmamig gruplarindan elde edilen sonuglarimin Dimitrijevich ve  arkadaglarmin
calismasindan (66) farkl olmasmin sebebi HBO tedavisinin 7 giin siire ile uygulanmasma

bagli olabilir.

Benzer bulgulara Kang ve arkadaglarinm c¢aligmasinda da ulasilmistir (68). Calismada
fibroblast kiiltiirleri 1, 1.5, 2, 2.5, ve 3 ATA basing degerlerinin her birinde ardisik 7’ser giin
stire ile HBO tedavisine alinarak hiicre proliferasyon indeksi; fibroblast growth faktor,
vaskiiler endotelyal growth faktdr ve transforming growth faktér Bl dizeyleri
degerlendirilmistir. Caligmada 1. giin yapilan degerlendirmede kontrol grubu hiicrelerinin
deney stiresince lineer bir cogalma grafigi cizdigi ve HBO uygulanan gruplarda hiicre
sayilarimin, ozellikle 2 ve 2.5 ATA’da  distiigi gozlenmistir. 3. giin degerlendirmesinde
Hiicre sayis1 3 ATA basing uygulanan grupta azalmaya devam ederken diger gruplarda
kontrol ile karsilagtirildiginda anlamh farklilik tespit edilmemigtir, 7. giinde ise 2 ATA basing
uygulanan grupta hiicre sayisindaki artiy devam ederken dier gruplar ile kontrol grubu
arasinda anlamh farklilk goézlenmemistir. Bu bulgular HBO tedavisine gecikmis bir
adaptasyon olabilecegini diislindiirmektedir ve c¢alismamizda radyoterapi uygulanmams
gruplarda HBO’nun deney siiresince toplam hiicre sayisinda anlamli fark yaratmamus
olmasim agiklayabilir.

Fibroblastlar hizla bdliinebilen hiicrelerdir. Fibroblast kiiltiirii protokollerine gore
pasajlanan hiicrelerin takip eden giinlerde, 24-72 saat icerisinde toplam hiicre sayis1 2 katina
cikacak gekilde cogalarak yaklagik 7. ginde kararl: safhaya gegmeleri beklenmektedir. Bu
calismada deney protokoliinden 6nce yapilan son pasaj sonrasi 50000 hiicre/ml yogunlugunda
ekilen ve 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin HBO tedavisinin 1. giiniinde yaplan
degerlendirmesinde radyoterapi uygulanmamis gruplarin her birindeki toplam hiicre sayisimn
70000 hiicre/ml oldugu gozlenmistir. Diger deney giinlerinde de bu gruplarda toplam hiicre
sayis1 ve vitalite agisindan anlamb farklilk izlenmedigi gibi her iki gruptaki hiicre sayisi
deney giinleri stiresince azalmistir. Calismadaki bu sonuglar hiicre kiiltlirlerinin, alindig:
dokuya ait proliferatif kapasitesine veya hiicrelerin HBO tedavisi siiresi boyunca inkiibator

ortamindan ayrilmig olmasina bagli olabilir.

Fibroblast kiiltiirleri farkli fiziksel etkilerin hiicresel diizeyde degerlendirilmesi igin
uygun deneysel ortamlar yaratsa da in vivo mekanizmay: tam olarak agiklamayabilir. Ornegin

HBO tedavisinin vaskiiler endotelyal growth faktsr diizeyine etkisinin degerlendirildigi bir
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hayvan deneyi modelinde, HBO tedavisi uygulanan grupta 5. giin yara growth faktor o

diizeyinin kontrol grubundan % 42 daha fazla oldugu belirlenmistir (69). -Kang  ve
arkédaglanmn caligmasinda (68) ise HBO uygulamasinmin in fibroblast kiiltiirlerinde I.gﬂndé |
growth faktdr diizeyini artirirken takip eden giinlerde kontrol grubu ile karsilastirldiginda
anlamh farklibk yaratmadigi gdsterilmistir. Irradiye fibroblast kiltiirlerinde growth faktor
diizeylerinin incelendigi bir ¢alismada radyoterapi uygulamasi sonrasi 0, 1, 3, 5 ve 7. gimlerde
Oleiilen fibroblast growth faktdr ve trahsforming growth faktor beta diizeylerinin irradiye
hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diigtik oldugu tespit edilmistir (70).
Bu c¢alismalann sonuglart HBO’nun in vivo olarak degerlendirildiginde farkli etki

mekanizmalarma sahip olabilecegini diistindiirmektedir.

Radyasyon uygulanan dokular, vaskiiler ve hlicresel yapimn ilerleyici kaybi nedeniyle
hipoksik dokulardir. lyilesme stirecinde oksijenin anjiogenez, hiicre proliferasyonu ve
ekstraselliiler matriks firetimi agisindan terapdtik bir rolii vardir. Marx ve arkadaslarinin
¢alismasinda HBO tarafindan uyarilan anjiogenezin 8 HBO seansindan sonra &lgiilebilir
diizeye geldigi ve doku vaskiilaritesinin 20 seans sonunda radyasyon uygulanmamis dokunun
% 80-85°1 diizeyine ulastifn gézlenmistir (71). Proliferasyon siireciyle ilgili benzer bir sonug
calismamizda da elde edilmis ve radyoterapi ile beraber HBO uygulanan grupta sadece
radyoterapi uygulanmig gruba gore daha belirgin bir ¢ogalma kapasitesi oldugu gézlenmistir,

Radyasyon hasani tedavisinde HBO tedavisinin etkilerinin degerlendirildigi klinik
caligmalarin tarandify bir yaymda (72) ge¢ radyasyon hasan tedavisinde HBO tedavisinin
kullanildigr 6 kontrollii ¢alisma HBO kullanimayan klinik caligmalarla karsilagtirilmisgtir.
Sonuclar bag-boyun, aniis ve rektumda ge¢ radyasyon sekeli izlenen hastalarin tedavisine
HBO eklenmesinin sonuglart anlaml: diizeyde iyilestirdigini ve HBO tedavisinin irradiye
bolgede dis cekimi gibi cerrahi miidahaleler sonrasi osteoradyonekroz gelisimi riskini
azalttifim gdstermistir.

Calismamizda temel olarak HBO tedavisinin akut radyasyon hasart sonrasi
fibroblastlarda olusan degisikliklere etkisi karsilagtrilmistir. Radyoterapi hasarinda vaskiiler
yikim ve doku hiicre igeriginin ilerleyici kaybi stz konusu oldugu igin uzun dénem etkileri
degerlendirmek amact ile farkh deneysel modeller kullanilmalidir. Ancak erken dnemde
gozlenen degisiklikler de iierieyici hiicre kaybinin azaltilabilecefini disiindiirmektedir.
Radyasyonun etkisini, temel olarak, giliclii serbest radikaller araciligiyla gosterdigi
diigiintildiiginde erken donemde hiperoksinin serbest oksijen radikali yiikiind artiraca

beklenebilir. Ancak organizmammn oksidatif strese antioksidan mekanizmalari aractlifiyla
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gosterdigi bir adaptasyon mekanizmasi mevcuttur. HBO tedavisinin serbest radikal
olusumundaki etkilerini deferlendiren bazi galigmalarda bu sonuca ulasilmustir (73, 74)..
Demmog ve arkadaglart HBO sonrast DNA hasanmn ik 24 saatte gozlendigini fakat
sonrasinda tespit edilmedigini bildirmistir (75). Akut radyasyon hasarinin tedavisinde HBO
kullanim ile ilgili olgu sunumlarinda da HBO tedavisinin olumlu etkileri bildirilmistir (76,
77).

Sonu¢ olarak bu deneysel caligmadan elde edilen veriler HBO tedavisinin
radyoterapiden etkilenen fibroblastlar iizerinde canli hiicre orant ve hiicre ¢oZalma kapasitesi
yonlerinden olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Hipoksik, hiposelliiler, hipovaskiiler
yapiyla karakterize radyonekrotik dokuda canli ve proliferasyon yetenegine sahip
fibroblastlarin artmasmnmm klinige katkisi olmast bekleneceginden bu bilgiler, daba &nce
radyonekroz tedavisinde HBO tedavisinin kullanimunin yararlarini bildiren klinik ¢ahsmalar
desteklemektedir. Caligmamizin verileri ayrica fibroblastlanm hiperoksik siirece zaman
igerisinde adaptasyon gosterdigini diigtindiirmiistiir. Bu nedenle daha fazla HBO seans
sayisim, farklt seans siireleri ve farkli HBO basing diizeylerini igeren deneysel ¢alismalarla

bu bilgiler desteklenmelidir.
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