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AIMS AND SCOPE

Experimed is an international, scientific, open access periodical published in accordance with indepen-dent, unbiased, and double-
blinded peer-review principles. The journal is the official publication of Istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine
and it is published triannually on April, August, and December. The publication languages of the journal are Turkish and English.

Experimed aims to contribute to the literature by publishing manuscripts at the highest scientific level on all fields of basic and clinical
medical sciences. The journal publishes original articles, case reports, reviews, and letters to the editor that are prepared in accordance
with ethical guidelines.

The scope of the journal includes but not limited to; experimental studies in all fields of medical sciences.

The target audience of the journal includes specialists and professionals working and interested in all disciplines of basic and clinical
medical sciences.

The editorial and publication processes of the journal are shaped in accordance with the guidelines of the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors (WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publication
Ethics (COPE), European Association of Science Editors (EASE), and National Information Standards Organization (NISO). The journal is in
conformity with the Principles of Transparency and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice).

Processing and publication are free of charge with the journal. No fees are requested from the authors at any point throughout the
evaluation and publication process. All manuscripts must be submitted via the online submission system, which is available at http://
experimed.istanbul.edu.tr/en/_ The journal guidelines, technical information, and the required forms are available on the journal’s web
pase.

All expenses of the journal are covered by the istanbul University.

$tatements or opinions expressed in the manuscripts published in the journal reflect the views of the author(s) and not the opinions of the
Istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, editors, editorial board, and/or publisher; the editors, editorial board,
and publisher disclaim any responsibility or liability for such materials.

All published content is available online, free of charge at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_
istanbul University holds the international copyright of all the content published in the journal.

Editor in Chief: Prof. Erdem Tlzln

Address: Vakif Gureba Avenue, Istanbul Medical Faculty Campus, 34093, Fatih, istanbul, Turkey
Phone: 0212-4142000-33356

Fax: 0212-5324171

E-mail: erdemtuzun@istanbul.edu.tr

Publisher: AVES

Address: Bilylikdere Avenue, 105/9 34394 Mecidiyekdy, Sisli, istanbul, Turkey
Phone: +90 212 217 17 00

Fax: +90 212 217 22 92

E-mail: info@avesyayincilik.com

Web page: avesyayincilik.com
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AMAC VE KAPSAM

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Arastirma Enstitlisi’'nun cift-kor hakemli, agik erisimli bilimsel yayin organidir. Dergi
Nisan, ASustos ve Aralik aylarinda olmak Uzere, yilda 3 sayi olarak yayinlanir. Derginin yayin dili Tirkce ve Ingilizce’dir.

Experimed, temel ve klinik tip bilimlerinin tim alanlarinda orijinal arastirma, olgu sunumu, derleme ve editére mektup turlerinde makaleler
yayinladigi ylksek bilimsel standartlara sahip makalelerle literatlire katki sunmaktadir.

Derginin hedef kitlesi, temel ve klinik tibbi bilimler ile ilgilenen ve arastirma yapan tiim uzmanlar ve arastirmacilardir.

Derginin editoryel ve yayin slrecleri International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publication Ethics (COPE),European Association of Science Editors (EASE) ve
National Information Standards Organization (NISO)organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak bicimlendirilir. Experimed, Principles of
Transparency and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkelerini benimsemistir.

Makale degerlendirme ve yayin islemleri icin yazarlardan Uicret talep edilmemektedir. TUm makaleler http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_
sayfasindaki online makale degerlendirme sistemi kullanilarak dergiye gonderilmelidir. Derginin yazim kurallarina, gerekli formlara ve dergiyle
ilgili diger bilgilere web sayfasindan erisilebilir.

Derginin tiim masraflar istanbul Universitesi tarafindan karsilanmaktadir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen bilgi, fikir ve gorisler istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti, Bas
Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincr'nin desil, yazar(lar)in bilgi ve goruslerini yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayinci, bu
gibi yazarlara ait bilgi ve gorusler icin hicbir sorumluluk ya da yukimltlik kabul etmemektedir.

Yayinlanan tim icerie http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden Ucretsiz olarak erisilebilir.
Dergide yayinlanan icerigin tim telif haklari istanbul Universitesi’ne aittir.

Bag Editor: Prof. Dr. Erdem Tiziin

Address: Vakif Gureba Caddesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Kampiisii, 34093, Fatih, istanbul, Tiirkiye
Phone: 0212-4142000-33356

Fax: 0212-5324171

E-mail: erdemtuzun@istanbul.edu.tr

Publisher: AVES

Address: Bilylikdere Avenue, 105/9 34394 Mecidiyekdy, Sisli, istanbul, Turkey
Phone: +90 212 217 17 00

Fax: +90 212 217 22 92

E-mail: info@avesyayincilik.com

Web page: avesyayincilik.com
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Experimed is an international, scientific, open access periodical
published in accordance with indepen-dent, unbiased, and dou-
ble-blinded peer-review principles. The journal is the official pub-
lication of istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental
Medicine and it is published triannually on April, August, and De-
cember. The publication languages of the journal are Turkish and
English.

Experimed aims to contribute to the literature by publishing manu-
scripts at the highest scientific level on all fields of basic and clinical
medical sciences. The journal publishes original articles, case re-
ports, reviews, and letters to the editor that are prepared in accor-
dance with ethical guidelines.

The editorial and publication processes of the journal are shaped in
accordance with the guidelines of the International Council of Med-
ical Journal Editors (ICMJE), the World Association of Medical Edi-
tors (WAME), the Council of Science Editors (CSE), the Committee
on Publication Ethics (COPE), the European Association of Science
Editors (EASE), and National Information Standards Organization
(NISO). The journal conforms to the Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice).

Originality, high scientific quality, and citation potential are the most
important criteria for a manuscript to be accepted for publication.
Manuscripts submitted for evaluation should not have been previ-
ously presented or already published in an electronic or printed
medium. The journal should be informed of manuscripts that have
been submitted to another journal for evaluation and rejected for
publication. The submission of previous reviewer reports will expe-
dite the evaluation process. Manuscripts that have been presented
in @ meeting should be submitted with detailed information on the
organization, including the name, date, and location of the orga-
nization.

Manuscripts submitted to Experimed will go through a double-blind
peer-review process. Each submission will be reviewed by at least
two external, independent peer reviewers who are experts in their
fields in order to ensure an unbiased evaluation process. The edito-
rial board will invite an external and independent editor to manage
the evaluation processes of manuscripts submitted by editors or by
the editorial board members of the journal. The Editor in Chief is the
final authority in the decision-making process for all submissions.

An approval of research protocols by the Ethics Committee in ac-
cordance with international agreements (World Medical Associa-
tion Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects,” amended in October 2013, www.wma.
net) is required for experimental, clinical, and drug studies and
for some case reports. If required, ethics committee reports or an
equivalent official document will be requested from the authors.
For manuscripts concerning experimental research on humans, a
statement should be included that shows that written informed
consent of patients and volunteers was obtained following a de-

tailed explanation of the procedures that they may undergo. For
studies carried out on animals, the measures taken to prevent pain
and suffering of the animals should be stated clearly. Information on
patient consent, the name of the ethics committee, and the ethics
committee approval number should also be stated in the Materials
and Methods section of the manuscript. It is the authors’ responsi-
bility to carefully protect the patients’ anonymity. For photographs
that may reveal the identity of the patients, signed releases of the
patient or of their legal representative should be enclosed.

All submissions are screened by a similarity detection software
(iThenticate by CrossCheck).

In the event of alleged or suspected research misconduct, e.g.,
plagiarism, citation manipulation, and data falsification/fabrication,
the Editorial Board will follow and act in accordance with COPE
guidelines.

Each individual listed as an author should fulfill the authorship crite-
ria recommended by the International Committee of Medical Jour-
nal Editors

(ICMJE - www.icmje.org). The ICMJE recommends that authorship
be based on the following 4 criteria:

1  Substantial contributions to the conception or design of the
work; or the acquisition, analysis, or interpretation of data for
the work; AND

2  Drafting the work or revising it critically for important intellec-
tual content; AND

3 Final approval of the version to be published; AND

4 Agreement to be accountable for all aspects of the work in
ensuring that questions related to the accuracy or integrity of
any part of the work are appropriately investigated and re-
solved.

In addition to being accountable for the parts of the work he/she
has done, an author should be able to identify which co-authors
are responsible for specific other parts of the work. In addition,
authors should have confidence in the integrity of the contributions
of their co-authors.

All those designated as authors should meet all four criteria for au-
thorship, and all who meet the four criteria should be identified
as authors. Those who do not meet all four criteria should be ac-
knowledsged in the title page of the manuscript.

Experimed requires corresponding authors to submit a signed and
scanned version of the authorship contribution form (available for
download through http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_) during
the initial submission process in order to act appropriately on au-
thorship rights and to prevent ghost or honorary authorship. If the
editorial board suspects a case of “gift authorship,” the submission
will be rejected without further review. As part of the submission
of the manuscript, the corresponding author should also send a
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short statement declaring that he/she accepts to undertake all the
responsibility for authorship during the submission and review stag-
es of the manuscript.

Experimed requires and encourages the authors and the individuals
involved in the evaluation process of submitted manuscripts to dis-
close any existing or potential conflicts of interests, including finan-
cial, consultant, and institutional, that might lead to potential bias
or a conflict of interest. Any financial grants or other support re-
ceived for a submitted study from individuals or institutions should
be disclosed to the Editorial Board. To disclose a potential conflict
of interest, the ICMJE Potential Conflict of Interest Disclosure Form
should be filled in and submitted by all contributing authors. Cases
of a potential conflict of interest of the editors, authors, or review-
ers are resolved by the journal’s Editorial Board within the scope of
COPE and ICMJE guidelines.

The Editorial Board of the journal handles all appeal and complaint
cases within the scope of COPE guidelines. In such cases, authors
should get in direct contact with the editorial office regarding their
appeals and complaints. When needed, an ombudsperson may be
assigned to resolve cases that cannot be resolved internally. The
Editor in Chief is the final authority in the decision-making process
for all appeals and complaints.

When submitting a manuscript to Experimed, authors accept to as-
sign the copyright of their manuscript to istanubl University. If reject-
ed for publication, the copyright of the manuscript will be assigned
back to the authors. Expeirmed requires each submission to be
accompanied by a Copyright Transfer Form (available for download
at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_). When using previously
published content, including figures, tables, or any other material in
both print and electronic formats, authors must obtain permission
from the copyright holder. Legal, financial and criminal liabilities in
this regard belong to the author(s).

Statements or opinions expressed in the manuscripts published in
Experimed reflect the views of the author(s) and not the opinions
of the editors, the editorial board, or the publisher; the editors,
the editorial board, and the publisher disclaim any responsibility or
liability for such materials. The final responsibility in regard to the
published content rests with the authors.

MANUSCRIPT PREPARATION

The manuscripts should be prepared in accordance with ICMJE-Rec-
ommendations for the Conduct, Reporting, Editing, and Publication
of Scholarly Work in Medical Journals (updated in December 2015
- http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf). Authors are
required to prepare manuscripts in accordance with the CONSORT
guidelines for randomized research studies, STROBE guidelines for
observational original research studies, STARD guidelines for studies
on diagnostic accuracy, PRISMA guidelines for systematic reviews
and meta-analysis, ARRIVE guidelines for experimental animal stud-
ies, and TREND guidelines for non-randomized public behavior.

Manuscripts can only be submitted through the journal’s online
manuscript submission and evaluation system, available at http://ex-

perimed.istanbul.edu.tr/en/_. Manuscripts submitted via any other
medium will not be evaluated.

Manuscripts submitted to the journal will first go through a technical
evaluation process where the editorial office staff will ensure that
the manuscript has been prepared and submitted in accordance
with the journal’s guidelines. Submissions that do not conform to
the journal’s guidelines will be returned to the submitting author
with technical correction requests.

Authors are required to submit the following:

e  Copyright Transfer Form,

e Author Contributions Form, and

e ICMJE Potential Conflict of Interest Disclosure Form (should be
filled in by all contributing authors)

during the initial submission. These forms are available for down-
load at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_.

Preparation of the Manuscript
Title page: A separate title page should be submitted with all sub-
missions and this page should include:

e The full title of the manuscript as well as a short title (running
head) of no more than 50 characters,

e  Name(s), affiliations, ORCID IDs and highest academic de-
gree(s) of the author(s),

e Grant information and detailed information on the other
sources of support,

o Name, address, telephone (including the mobile phone num-
ber) and fax numbers, and email address of the corresponding
author,

e  Acknowledgment of the individuals who contributed to the
preparation of the manuscript but who do not fulfill the au-
thorship criteria.

Abstract: A Turkish and an English abstract should be submitted
with all submissions except for Letters to the Editor. Submitting a
Turkish abstract is not compulsory for international authors. The ab-
stract of Original Articles should be structured with subheadings
(Objective, Material and Method, Results, and Conclusion). Please
check Table 1 below for word count specifications.

Keywords: Each submission must be accompanied by a minimum
of three to a maximum of six keywords for subject indexing at the
end of the abstract. The keywords should be listed in full without
abbreviations. The keywords should be selected from the National
Library of Medicine, Medical Subject Headings database (https://
www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html).

Manuscript Types

Original Articles: This is the most important type of article since it
provides new information based on original research. The main text
of original articles should be structured with Introduction, Material
and Method, Results, and Discussion subheadings. Please check Ta-
ble 1 for the limitations for Original Articles.
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Statistical analysis to support conclusions is usually necessary. Statis-
tical analyses must be conducted in accordance with international
statistical reporting standards (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ,
Pocock SJ. Statistical guidelines for contributors to medical jour-
nals. Br Med J 1983: 7; 1489-93). Information on statistical analyses
should be provided with a separate subheading under the Materi-
als and Methods section and the statistical software that was used
during the process must be specified.

Units should be prepared in accordance with the International Sys-
tem of Units (SI).

Editorial Comments: Editorial comments aim to provide a brief criti-
cal commentary by reviewers with expertise or with high reputation
in the topic of the research article published in the journal. Authors
are selected and invited by the journal to provide such comments.
Abstract, Keywords, and Tables, Figures, Images, and other media
are not included.

Review Articles: Reviews prepared by authors who have exten-
sive knowledge on a particular field and whose scientific back-
ground has been translated into a high volume of publications
with a high citation potential are welcomed. These authors may
even be invited by the journal. Reviews should describe, discuss,
and evaluate the current level of knowledge of a topic in clinical
practice and should guide future studies. The main text should
contain Introduction, Clinical and Research Consequences, and
Conclusion sections. Please check Table 1 for the limitations for
Review Articles.

Case Reports: There is limited space for case reports in the journal
and reports on rare cases or conditions that constitute challeng-
es in diagnosis and treatment, those offering new therapies or re-
vealing knowledge not included in the literature, and interesting
and educative case reports are accepted for publication. The text
should include Introduction, Case Presentation, Discussion, and
Conclusion subheadings. Please check Table 1 for the limitations
for Case Reports.

Letters to the Editor: This type of manuscript discusses important
parts, overlooked aspects, or lacking parts of a previously pub-
lished article. Articles on subjects within the scope of the journal
that might attract the readers’ attention, particularly educative
cases, may also be submitted in the form of a “Letter to the Edi-
tor.” Readers can also present their comments on the published
manuscripts in the form of a “Letter to the Editor.” Abstract, Key-

words, and Tables, Figures, Images, and other media should not
be included. The text should be unstructured. The manuscript
that is being commented on must be properly cited within this
manuscript.

Tables

Tables should be included in the main document, presented after
the reference list, and they should be numbered consecutively in
the order they are referred to within the main text. A descriptive
title must be placed above the tables. Abbreviations used in the
tables should be defined below the tables by footnotes (even if
they are defined within the main text). Tables should be created
using the “insert table” command of the word processing software
and they should be arranged clearly to provide easy reading. Data
presented in the tables should not be a repetition of the data pre-
sented within the main text but should be supporting the main text.
Figures and Figure Legends

Figures, graphics, and photographs should be submitted as sep-
arate files (in TIFF or JPEG format) through the submission system.
The files should not be embedded in a Word document or the main
document. When there are figure subunits, the subunits should not
be merged to form a single image. Each subunit should be submit-
ted separately through the submission system. Images should not
be labeled (a, b, ¢, etc.) to indicate figure subunits. Thick and thin
arrows, arrowheads, stars, asterisks, and similar marks can be used
on the images to support figure legends. Like the rest of the sub-
mission, the figures too should be blind. Any information within
the images that may indicate an individual or institution should be
blinded. The minimum resolution of each submitted figure should
be 300 DPI. To prevent delays in the evaluation process, all submit-
ted figures should be clear in resolution and large in size (minimum
dimensions: 100 x 100 mm). Figure legends should be listed at the
end of the main document.

All acronyms and abbreviations used in the manuscript should be
defined at first use, both in the abstract and in the main text. The
abbreviation should be provided in parentheses following the defi-
nition.

When a drug, product, hardware, or software program is men-
tioned within the main text, product information, including the
name of the product, the producer of the product, and city and
the country of the company (including the state if in USA), should
be provided in parentheses in the following format: “Discovery St
PET/CT scanner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)”

Table 1. Limitations for each manuscript type

Type of manuscript Word limit Abstract word limit  Reference limit Table limit Figure limit
Original Article 3500 250 (Structured) 30 6 7 or total of 15 images
Review Article 5000 250 50 6 10 or total of 20 images
Case Report 1000 200 15 No tables 10 or total of 20 images
Letter to the Editor 500 No abstract 5 No tables No media
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All references, tables, and figures should be referred to within the
main text, and they should be numbered consecutively in the order
they are referred to within the main text.

Limitations, drawbacks, and the shortcomings of original articles
should be mentioned in the Discussion section before the conclu-
sion paragraph.
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YAZARLARA BiLGi

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitist’niin ¢ift-kor hakemli agik erisimli bilimsel yayin organidr.
Dergi Nisan, Agustos ve Aralik aylarinda olmak Uzere, yilda 3 sayi
olarak yayinlanir. Yayin dili Tirkce ve ingilizce’dir.

Experimed, temel ve klinik tip bilimlerinin tum alanlarinda orijinal
arastirma, olgu sunumu, derleme ve editore mektup tirlerinde ma-
kaleler yayinlamaktadir.

Derginin editoryel ve yayin surecleri International Committee of Me-
dical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publicati-
on Ethics (COPE),European Association of Science Editors (EASE),
ve National Information Standards Organization (NISO) organi-
zasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak bicimlendirilmistir. Experi-
med'’in editdryel ve yayin suregleri, Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uysun olarak ydrttulmektedir.

Ozgiinliik, yiiksek bilimsel kalite ve atif potansiyeli bir makalenin yayi-
na kabulu icin en énemli kriterlerdir. Génderilen yazilarin daha énce
baska bir elektronik ya da basili dergide, kitapta veya farkli bir mecra-
da sunulmamis ya da yayinlanmamis olmasi gerekir. Daha énce baska
bir dergiye gonderilen ancak yayina kabul edilmeyen yazilar hakkinda
dergi 6nceden bilgilendiriimelidir. Bu yazilarin eski hakem raporlari-
nin Yayin Kuruluna génderilmesi degerlendirme siresinin hizlanmasini
saglayacaktir. Toplantilarda sunulan calismalar igin, sunum yapilan or-
ganizasyonun tam adl, tarihi, sehri ve Ulkesi belirtiimelidir.

Experimed’e gonderilen tum makaleler cift-kor hakem degerlendir-
me surecinden ge¢mektedir. Tarafsiz de§erlendirme surecini sagla-
mak i¢in her makale alanlarinda uzman en az iki dis-bagimsiz hakem
tarafindan degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu Uyeleri tarafindan gon-
derilecek makalelerin degerlendirme sirecleri, davet edilecek dis
bagimsiz editorler tarafindan yonetilecektir. Bitliin makalelerin karar
verme sureclerinde nihai karar yetkisi Bas Editor'dedir.

Klinik ve deneysel calismalar, ilac arastirmalari ve bazi olgu sunum-
lar icin World Medical Association Declaration of Helsinki “Ethical
Principles for Medical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) cercevesinde hazirlanmig
Etik Komisyon raporu gerekmektedir. Gerekli gorilmesi halinde Etik
Komisyon raporu veya esdegeri olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. insanlar izerinde yapilmis deneysel calismalarin sonucla-
rini bildiren yazilarda, ¢calismanin yapildig kisilere uygulanan prose-
durlerin niteligi timuyle agiklandiktan sonra, onaylarinin alindigina
iliskin bir agiklamaya metin icinde yer verilmelidir. Hayvanlar Gzerin-
de yapilan calismalarda ise agri, aci ve rahatsizlik veriimemesi igin
yapilmis olanlar acik olarak makalede belirtiimelidir. Hasta onamlari,
Etik Kurul raporun alindi§i kurumun adi, onay belgesinin numara-
si ve tarihi ana metin dosyasinda yer alan Yontemler basligi altinda
yazilmalidir. Hastalarin kimliklerinin gizliligini korumak yazarlarin so-
rumlulugundadir. Hastalarin kimligini agiga cikarabilecek fotograflar
icin hastadan ya da yasal temsilcilerinden alinan imzali izinlerin de
gonderilmesi gereklidir.

Butln makalelerin benzerlik tespiti denetimi , iThenticate yazilimi
araciligiyla yapilmaktadir.

Yayin Kurulu, dergimize gonderilen calismalar hakkindaki intihal, atif
manipulasyonu ve veri sahteciligi iddia ve stpheleri karsisinda COPE
kurallarina uygun olarak hareket edecektir.

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.org) tarafindan
Onerilen yazarlik kriterlerini karsilamasi gerekmektedir. ICMJE, yazar-
larin asagidaki 4 kriteri karsilamasini dnermektedir:

1. Calismanin konseptine/tasariming; ya da calisma icin verilerin
toplanmasina, analiz edilmesine ve yorumlanmasina &nemli
katki saglamis olmak; VE

2. Yaz taslagini hazirlamis ya da onemli fikirsel icerigin elestirel
incelemelerini yapmis olmak; VE

3. Yazinin yayindan énceki son halini gézden gecirmis ve onayla-
mis olmak; VE

4. Calismanin herhangi bir bélumunin gecerliligi ve dogruluguna
iliskin sorularin uygun sekilde sorusturuldugunun ve ¢éziimlen-
diginin garantisini vermek amaciyla ¢alismanin her yoniinden
sorumlu olmayi kabul etmek.

Bir yazar, calismada katki sagladigi kisimlarin sorumlulugunu almasina
ek olarak, diger yazarlarin calismanin hangi kisimlarindan sorumlu
oldugunu da teshis edebilmelidir. Ayrica, yazarlar birbirlerinin katki-
larinin btinlGgine glven duymalilardir.

Yazar olarak belirtilen her kisi yazarligin dort kriterini karsilamalidir
ve bu dort kriteri karsilayan her kisi yazar olarak tanimlanmalidir.
Dért kriterin hepsini karsilamayan kisilere makalenin baslik sayfasin-
da tesekkur edilmelidir.

Yazarlik haklarina uygun hareket etmek ve hayalet ya da lutuf ya-
zarligin &nlenmesini saglamak amaciyla sorumlu yazarlar makale
yukleme stirecinde http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden
erisebilinen Yazar Katki Formu’nu imzalamali ve taranmis versiyonu-
nu yaziyla birlikte géndermelidir. Yayin Kurulu’'nun génderilen bir
makalede “lutuf yazarlik” oldu§undan siUphelenmesi durumunda
s6z konusu makale degerlendirme yapilmaksizin reddedilecektir.
Makale gonderimi kapsaminda; sorumlu yazar makale génderim ve
degerlendirme surecleri boyunca yazarlik ile ilgili tim sorumlulugu
kabul ettigini bildiren kisa bir 6n yazi géndermelidir.

Experimed; gonderilen makalelerin de§erlendirme surecine da-
hil olan yazarlarin ve bireylerin, potansiyel ¢ikar catismasina ya da
onyargiya yol acabilecek finansal, kurumsal ve diger iliskiler dahil
mevcut ya da potansiyel ¢ikar ¢atismalarini beyan etmelerini talep
ve tegvik eder.

Bir calisma icin bir birey ya da kurumdan alinan her tarll finansal
destek ya da diger destekler Yayin Kurulu’na beyan edilmeli ve po-
tansiyel cikar catismalarini beyan etmek amaciyla ICMJE Potansiyel
Cikar Catismalari Formu katki saglayan tim yazarlar tarafindan ayri
ayri doldurulmalidir. Editorler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansi-
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yel ¢ikar catismasi vakalari derginin Yayin Kurulu tarafindan COPE ve
ICMJE rehberleri kapsaminda ¢ozllmektedir.

Derginin Yayin Kurulu, itiraz ve sikayet vakalarini, COPE rehberleri
kapsaminda isleme almaktadir. Yazarlar, itiraz ve sikayetleri icin dog-
rudan Editoryel Ofis ile temasa gecebilirler. ihtiyag duyuldugunda
Yayin Kurulu’nun kendi icinde ¢dézemedigi konular icin tarafsiz bir
temsilci atanmaktadir. itiraz ve sikayetler icin karar verme siireclerin-
de nihai karar Bas Editor verecektir.

Experimed’e makale génderirken yazarlar makalelerinin telif hakla-
rini istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitu-
si’ne devretmeyi kabul ederler. Reddedilen makalelerin telif haklari
yazarlarina geri iade edilecektir. Experimed her makalenin http:/
experimed.istanbul.edu.tr/tr/_  adresinden erisebileceginiz Yayin
Hakki Devir Formu ile beraber gonderilmesini talep eder. Yazarlar,
basili ya da elektronik formatta yer alan resimler, tablolar ya da diger
her turll icerik dahil daha 6nce yayinlanmis igerigi kullanirken telif
hakki sahibinden izin almalilardir. Bu konudaki yasal, mali ve cezai
sorumluluk yazarlara aittir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen gorusler ve fikirler Expe-
rimed, Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincrnin desil, yazar(lar)
In bakis acilarini yansitir. Bag Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayinci
bu gibi durumlar icin hicbir sorumluluk ya da yukimlilik kabul et-
memektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tim sorumluluk yazarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals (up-
dated in December 2015 - http://www.icmje. org/icmje-recommen-
dations.pdf) ile uyumlu olarak hazirlanmalidir. Randomize calismalar
CONSORT, gozlemsel calismalar STROBE, tanisal degerli calismalar
STARD, sistematik derleme ve meta-analizler PRISMA, hayvan deneyli
calismalar ARRIVE ve randomize olmayan davranis ve halk sagligiyla
ilgili calismalar TREND kilavuzlarina uyumlu olmalidir.

Makaleler sadece http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinde
yer alan derginin online makale ylikleme ve degerlendirme sistemi
Uizerinden goénderilebilir. Diger mecralardan gonderilen makaleler
degerlendiriimeye alinmayacaktir.

Gonderilen makalelerin dergi yazim kurallarina uygunlugu ilk olarak
Editoryel Ofis tarafindan kontrol edilecek, dergi yazim kurallarina
uysun hazirlanmamis makaleler teknik diizeltme talepleri ile birlikte
yazarlarina geri gonderilecektir.

Yazarlarin; Yayin Hakki Devir Formu, Yazar Katki Formu ve ICMJE Po-
tansiyel Cikar Catismalari Formu’nu (bu form, tim yazarlar tarafindan
doldurulmalidir) ilk génderim sirasinda online makale sistemine yuk-
lemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.istanbul.edu.
tr/tr/_ adresinden erisilebilmektedir.

Baslik sayfasi: Gonderilen tum makalelerle birlikte ayri bir baglik say-

fasi da gonderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin basligini ve 50 karakteri gegmeyen kisa bashgini,

- Yazarlarin isimlerini, kurumlarini, ORCID numaralarini ve egitim
derecelerini,

- Finansal destek bilgisi ve diger destek kaynaklari hakkinda de-
tayl bilgiyi,

- Sorumlu yazarin ismi, adresi, telefonu (cep telefonu dahil ve
e-posta adresini,

- Makale hazirlama surecine katkida bulunan ama yazarlik kriter-
lerini karsilamayan bireylerle ilgili bilgileri icermelidir.

Ozet: Editore Mektup tdrindeki yazilar disinda kalan tim makale-
lerin Turkce ve Ingilizce 6zetleri olmalidir. rijinal Arastirma makalele-

rinin &zetleri “Amac”, “Gere¢ ve Yontem”, “Bulgular” ve “Sonu¢” alt
basliklarini icerecek bicimde hazirlanmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tum makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar ke-
limeyle birlikte génderilmeli, anahtar sézclikler 6zetin hemen alti-
na yazilmaldir. Kisaltmalar anahtar sézcuk olarak kullaniimamalidir.
Anahtar sézclkler National Library of Medicine (NLM) tarafindan
hazirlanan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanindan segil-
melidir.

Makale Tirleri

Orijinal Arastirma: Ana metin “Giris”, “Gere¢ ve Yontem”, “Bulgular”
ve “Tartisma” alt basliklarini icermelidir. Ozgiin Aragtirmalarla ilgili ki-
sitlamalar icin lUtfen Tablo 1°i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek icin istatiksel analiz genellikle gereklidir. istatis-
tiksel analiz, tibbi dergilerdeki istatistik verilerini bildirme kurallarina
gore yapilmalidir (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ.
Statistical guidelines for contributors to medical journals. Br Med J
1983: 7, 1489-93). istatiksel analiz ile ilgili bilgi, Yontemler bolimu
icinde ayr bir alt baslik olarak yazilmali ve kullanilan yazilim kesin-
likle tanimlanmalidir.

Birimler, uluslararasi birim sistemi olan International System of Units
(Sl)’a uygun olarak hazirlanmadir.

Editoryel Yorum: Dergide yayinlanan bir arastirmanin, o konunun
uzmani olan veya Ust diizeyde degerlendirme yapan bir hakemi ta-
rafindan kisaca yorumlanmas! amacini tasimaktadir. Yazarlar, dergi
tarafindan secilip davet edilir. Ozet, anahtar sézciik, tablo, sekil,
resim ve diger gorseller kullaniimaz.

Derleme: Yazinin konusunda birikimi olan ve bu birikimleri uluslara-
rasl literatlre yayin ve atif sayisi olarak yansimis uzmanlar tarafindan
hazirlanmis yazilar degerlendirmeye alinir. Yazarlar dergi tarafindan
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte kullaniimasi icin
vardigi son diizeyi anlatan, tartisan, degerlendiren ve gelecekte ya-
pilacak olan c¢alismalara yon veren bir formatta hazirlanmalidir. Ana
metin “Giris”, “Klinik ve Arastirma Etkileri” ve “Sonuc¢” bdlimlerini
icermelidir. Derleme turundeki yazilarla ilgili kisitlamalar icin lUtfen
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari icin sinirli sayida yer ayrilmakta ve sa-
dece ender gorulen, tani ve tedavisi gli¢ olan hastaliklarla ilgili, yeni
bir ydntem Oneren, kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansitan, ilgi
cekici ve ogretici 6zelligi olan olgular yayina kabul edilmektedir. Ana
metin; “Giris”, “Olgu Sunumu”, “Tartisma” ve “Sonu¢” alt basliklarini
icermelidir. Olgu Sunumlariyla ilgili kisitlamalar icin Iitfen Tablo 1’i
inceleyiniz.
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Editére Mektup: Dergide daha 6nce yayinlanan bir yazinin dnemini,
gozden kagan bir ayrintisini ya da eksik kisimlarini tartisabilir. Ay-
rica derginin kapsamina giren alanlarda okurlarin ilgisini ¢cekebile-
cek konular ve 6zellikle egitici olgular hakkinda da Editére Mektup
formatinda yazilar yayinlanabilir. Okuyucular da yayinlanan yazilar
hakkinda yorum iceren Editére Mektup formatinda yazilarini suna-
bilirler. Ozet, anahtar sdzciik, tablo, sekil, resim ve diger gérseller
kullanilmaz. Ana metin alt basliksiz olmalidir. Hakkinda mektup yazi-
lan yayina ait cilt, yil, sayi, sayfa numaralari, yazi bashgi ve yazarlarin
adlari agik bir sekilde belirtiimeli, kaynak listesinde yazilmali ve me-
tin icinde atifta bulunulmalidir.

Tablolar

Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasinda sunulmali,
ana metin icerisindeki gecis siralarina uygun olarak numaralandiril-
madir. Tablolarin Uzerinde tanimlayici bir baglik yer almali ve tablo
icerisinde gecen kisaltmalarin aciimlar tablo altina tanimlanmalidir.
Tablolar Microsoft Office Word dosyasi icinde “Tablo Ekle” komutu
kullanilarak hazirlanmali ve kolay okunabilir sekilde duzenlenmeli-
dir. Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin tekrar
olmamali; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte olmalilardir.

Resim ve Resim Altyazilar

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda) ayri
dosyalar halinde sisteme ytklenmelidir. Gorseller bir Word dosyasi
dokimani ya da ana dokiiman igerisinde sunulmamalidir. Alt birim-
lere ayrilan gorseller oldugunda, alt birimler tek bir gorsel icerisinde
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayri bir dosya olarak yuklen-
melidir. Resimler alt birimleri belli etme amaciyla etiketlenmemelidir
(a, b, c vb.). Resimlerde altyazilari desteklemek icin kalin ve ince
oklar, ok baslari, yildizlar, asteriksler ve benzer isaretler kullanilabilir.
Makalenin geri kalaninda oldugu gibi resimler de kér olmalidir. Bu
sebeple, resimlerde yer alan kisi ve kurum bilgileri de korlestirilmeli-
dir. Gorsellerin minimum ¢ézunurligt 300DPI olmalidir. Degerlendir-
me slrecindeki aksakliklari dnlemek icin génderilen bittin gorselle-
rin ¢6zunurligu net ve boyutu blyik (minimum boyutlar 100x100
mm) olmalidir. Resim altyazilari ana metnin sonunda yer almalidir.

Makale icerisinde gecen tum kisaltmalar, ana metin ve 6zette ayr
ayrn olmak Uzere ilk kez kullanildiklari yerde tanimlanarak kisaltma
tanimin ardindan parantez icerisinde verilmelidir.

Ana metin icerisinde cihaz, yazilim, ilac vb. Urtinlerden bahsedildi-
ginde Urunun ismi, Ureticisi, Uretildigi sehir ve Ulke bilgisini iceren
Urdn bilgisi parantez icinde verilmelidir; “Discovery St PET/CT scan-
ner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)".

Tum kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin icinde uygun olan
yerlerde sirayla numara verilerek atif yapiimaldir.

Ozgiin arastirmalarin kisitlamalari, engelleri ve yetersizliklerinden
Sonug paragrafi dncesi “Tartisma” bolimiinde bahsedilmelidir.

Kaynaklar

AtIf yapilirken en son ve en glincel yayinlar tercih edilmelidir. Atif
yapilan erken cevrimici makalelerin DOl numaralari mutlaka saglan-
malidir. Kaynaklarin dogrulugundan yazarlar sorumludur. Dergi isim-
leri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi kisaltmalari
ile uyumlu olarak kisaltilmalidir. Alti ya da daha az yazar oldugunda
tim yazar isimleri listelenmelidir. Eer 7 ya da daha fazla yazar var-
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Amag: Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) Ureten Entero-
bactericeae kokenleri ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde karba-
penemlerin siklikla kullaniimasi beraberinde karbapenem direnci
gelismesine neden olmustur. Bu nedenle calismamizda karbape-
nemlerin mutant engelleme konsantrasyonlarinin (MEK) saptan-
masi ve tedavi sirasinda gelisen dirence GSBL Uretiminin herhangi
bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismaya test grubu olarak, imipenem ve
meropenem MiK=<1mg/L olan, fenotipik ve genotipik yéntemler-
le GSBL enzimlerinden en az birine sahip olan (n=56) ve kontrol
grubu olarak aragstirilan enzimlerden higbirini icermeyen (n=19)
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae kokeni dahil edilmistir.
Kokenlerin imipenem, meropenem, ertapenem ve doripenem mi-
nimal inhibitér konsantrasyonlari (MiK) ve mutant engelleme kon-
santrasyonlari (MEK) agar dillisyon yontemiyle caligsiimistir.

Bulgular: GSBL (-) kokenlerin MEK90 degerleri duyarli sinirlarda
kalir iken, GSBL Ureten kokenlerde MEK90 degerleri 2-8ug/mLye
kadar ¢ikmistir. GSBL(+) kokenlerde karbapenem MEK degerleri
GSBL(-) kokenlere kiyasla 2-9 kat daha yliksek bulunmus ancak
GSBL enzim tirlerinin (TEM, SHV, CTX-M) bu dirence katki acisin-
dan aralarinda bir farklilik olmadigi saptanmistir. GSBL(+) kokenler-
de imipenem ve meropenem 0,015-0,06 pg/mL gibi ok diisiik MiK
degerlerinde bile yaklasik %50 oraninda mutant secimine neden
olmaktadir.

Sonug: Bu verilere gore; i) Koken karbapenem duyarli olsa da GSBL
Uretimi karbapenem direngli mutant secimine neden olabilir gibi
g0Oziikmektedir. ii) Doripenem ve ertapenem en az, imipenem ve
meropenem en fazla mutant secen karbapenemlerdir.

Anahtar Kelimeler: Mutant Engelleme Konsantrasyonu, GSBL, En-
terobacteriaceae

ABSTRACT

Objectives: The use of carbapenems for treating infections caused
by extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Entero-
bacteriaceae has increased. Consequently, this practice has result-
ed in the emergence of carbapenem resistance. In this study, we
aimed to determine mutant prevention concentrations (MPCs) of
carbapenems and the development of carbapenem resistance in
infections caused by ESBL-producing bacteria.

Material and Method: The test group included isolates of Esch-
erichia coli and Klebsiella pneumonia that produced imipenem
and meropenem minimum inhibitor concentration (MIC)=<1mg/L
and at least one of the ESBL (n=56). Negatives isolates (n=19) for
all tested enzymes comprised the control group. Carbapenems
included in the study were imipenem, meropenem, doripenem,
and ertapenem. The MIC and MPC values of these drugs were de-
termined using the agar dilution method for all tested organisms.

Results: In ESBL-negative isolates, the MPC90 values were in the sus-
ceptible range. In contrast, in the ESBL positive isolates, MPC90 value
increased to 2-8 mg/L. The MPC values were 2-to 9-fold higher in the
ESBL-producing strains compared with the non-ESBL strains. Howev-
er, the mutant selection rate was not affected by the ESBL enzymes
types (TEM, SHV, and CTX-M). In ESBL-positive strains, imipenem and
meropenem, even at very low MICs (0.015-0.06 pg/mL), showed se-
lective carbapenem-resistant mutants at a rate of 50%.

Conclusion: Our results suggest the following conclusions. i) ESBL
production seems to increase carbapenem resistance in mutant
strains, even though these are carbapenem susceptible in routine
tests. ii) Among carbapenems, doripenem and ertapenem have
the least potential for mutant selection whereas imipenem and
meropenem have the most potential.

Keywords: Mutant Prevention Concentration (MPC), ESBL, Entero-
bacteriaceae
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GiRiS

Enterobacteriaceae Uyelerinde beta laktam direncinden siklikla
sorumlu olan mekanizma genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) uretimidir. Ozellikle Klebsiella pneumoniae ve Escherichia
colikdkenlerinde goriilen ve sayilari 350'yi agsan genislemis spekt-
rumlu beta laktamazlar (GSBL) ile olusan direng tim diinyada ve
Ulkemizde hizla artarak 6nemli bir sorun haline gelmistir. Kar-
bapenemler disinda hemen hemen tiim beta laktamlara direng
gelisimine neden olan GSBL Uretimi tedavide kullanilabilecek
etkin antibiyotik sayisini kisitlamaktadir. Karbapenemler GSBL
Ureten mikroorganizmalar icin oldukgca etkili, siklikla basvurulan
birinci secenek antibiyotiklerdir. Ancak yillar icerisinde GSBL ure-
ten Enterobacteriaceae Uyelerinin neden oldudu enfeksiyonlarin
artmasina paralel olarak karbapenemlerin siklikla kullanilmasi
beraberinde karbapenem diren¢ oranlarinda artisa neden olmus-
tur (1-3). Bunun en iyi gostergesi, hastanemizde K. pneumoniae
kokenlerinde 2008 yilinda karbapenem direnci %1 iken, 2012
yili itibariyle bu oran % 5, 2016 yili itibariyle %20'ye yikseldigi
g6zlemlenmistir. Enterobacteriaceae Uyelerinde karbapenem
direncine neden olan en 6nemli mekanizma karbapenemleri
hidroliz eden bir karbapenemaz uretimidir. Ancak son yillarda
karbapenemlerle tedavi sirasinda dis membran proteinlerinde
(OMP) meydana gelen nokta mutasyonlarinin neden oldugu kar-
bapenem direncinde de artis oldugu bildirilmektedir. Ozellikle E.
coli'de OmpF ve OmpC, K. pneumoniae’de OmpK35 ve OmpK36
porinlerinde meydana gelen mutasyonlarin karbapenem diren-
cinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Buna ek olarak, yapilan
calismalarda GSBL veya AmpC beta laktamazlarin asiri Gretimine
ilaveten OMP’lerde mutasyon meydana gelmesinin ylksek diizey
karbapenem direncine yol actigi gosterilmistir (2, 4, 5). Bu sekilde
gelisen karbapenem direncinin gelecekte yol acabilecegi sorun
distindiiriiciidiir. Ulkemizde enterik bakterilerdeki GSBL pozitif
mikroorganizma oranlarinin azimsanmayacak diizeylerde olma-
si ve bunlara bagh enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemlerin
yaygin kullanimi gelecekte mutasyona bagl karbapenem direnci
ile karsi karsiya kalacagimizin gostergesi olabilir. Bu nedenle kar-
bapenemlerle tedavi sirasinda OMP mutantlarinin olusmasini en-
gelleyecek yeni stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Son yillarda arastirmacilar, mutant bakterilerin neden oldugu
antimikrobiyal direncin éniine gegilmesinde yeni bir yaklasim
olan “Mutant Engelleme Konsantrasyonu (MEK)” kavramini
glindeme getirmigslerdir. Arastiricilar spontan nokta mutas-
yonlari ile gelisen direncli mutant kokenlerin ancak yiksek
inokulim varliginda (10'°cfu/mL) saptanabileceginden bah-
setmektedirler. In vitro duyarllik testlerinde yiiksek bakteri yo-
gunlugunda birinci basamak mutant kdkenlerin inhibisyonuna
neden olan konsantrasyonun saptanmasinin enfeksiyon bol-
gesindeki gercek direnci daha iyi yansitacagi belirtiimektedir.
Geleneksel tedavi protokolleri ise antibiyotiklerin minimum
inhibitér konsantrasyonlarina (MIK) gére belirlenmektedir. An-
cak MIK sadece duyarli bakteri popiilasyonunu hedef alan ve
direncli mutant kékenler hakkinda bilgi vermeyen bir paramet-
redir. Bu nedenle tedavi sirasinda mutant bakterilerin seleksi-
yona izin vermeyen MEK, direng gelisiminin dnlenmesinde yeni
bir tedavi stratejisi olmaya adaydir (6-9).
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Karbapenemlerin gram negatif bakterilerde MEK dederlerinin
belirlenmesi, tedavide kullanilacak doz araliginin giivenli olup
olmadigini belirleyecektir. Karbapenem grubu antibiyotiklerin
etkilerini kaybetmeden, daha etkin kullanilabilmeleri icin olus-
turabilecekleri mutant seleksiyon sikliginin ve MEK'in belirlen-
mesiyle gelecekte mutasyona bagl gelisebilecek karbapenem
direncinin 6nlenmesinde 6nemli bir adim olacaktir.

GEREC ve YONTEM

Bakterilerin Se¢imi

Galismamizda, Marmara Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda cesitli klinik 6rneklerden etken olarak izole
edilen ve otomatize sistem (VITEK, BioMerieux, Fransa) ile ta-
nimlanmis; i) imipenem ve meropenem MIK degerleri <1ug/mL
i) GSBL enzimlerinden en az birini Urettigi fenotipik yontem-
lerle saptanan iii) Genotipik olarak GSBL (bla,,,, bla,,, bla_., )
genlerinden en az birini taslyan E. coli ve K. pneumoniae kdken-
leri calismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak fenotipik ve
genotipik olarak test edilen hicbir enzimi tiretmedigi saptanan
E. colive K. pneumoniae kdkenleri alinmistir.

Fenotipik Yontemler: GSBL Uretiminin fenotipik olarak dogru-
lanmasinda CLSI 6nerileri dogrultusunda seftazidim (CAZ), sefo-
taksim (CTX), seftazidim klavulanik asit (CAZ/CLA) ve sefotaksim
klavulanik asit (CTX/CLA) kullanilarak kombine disk yontemi
kullaniimistir. Sefalosporinlerin tek baslarina olusturduklari zon
capi ile klavulanik asitli bilesikleri arasinda >5mm fark olmasi
GSBL Uretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (10).

Genotipik Yontemler: Kokenlerde GSBL (bla,,,, bla,,,, bla ).
genlerinin varligi uygun primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu(PCR) ile arastirilmistir. Kokenlerin DNA'lari Uretici fir-
manin 6nerileri dogrultusunda High Pure PCR Template Prepa-
ration Kit (Roche) kullanilarak izole edilmistir. 10X PCR buffer, 2
mM dNTP, 3 pmol primer, 2,5 mM MgCl,, 1 U Tag DNA polimeraz
ve 2 pul of genomik DNA iceren 50 pl'lik PCR karisimi hazirlanip
her gen icin uygun reaksiyon kosullari kullanilarak amplifikas-
yon gerceklestirilmistir (11).

Minimum inhibitor Konsantrasyon ve Mutant Engelleme
Konsantrasyonunun Belirlenmesi: Fenotipik ve genotipik
yontemlerle GSBL enzimlerinden en az birini Urettigi saptanan
test kdkenleri ile arastirilan enzimleri Gretmedigi belirlenen E.
coli ve K. pneumoniae kontrol kékenlerinde imipenem, mero-
penem, ertapenem ve doripenem MiK'leri CLS| standartlarina
uygun olarak agar dillisyon yontemi ile belirlenmistir (10). Mu-
tant engelleme konsantrasyonunun belirlenmesi icin her bir
koken bir gece katyon eklenmis Mueller Hinton Agar'da (CA-M-
HA) inkiibe edildikten sonra Greyen tim bakteriler bir eklivyon
yardimiyla toplanarak 100 ml katyon eklenmis Mueller Hinton
Broth'da(CA-MHB) siispanse edilmistir. Stispansiyonlar calka-
layicili etiivde bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi,
spektrofotometrede 600nm dalga boyunda absorbans 1 ola-
cak sekilde bakteri stispansiyonu (>10'° cfu/mL) hazirlanmistir.
Elde edilen siispansiyon +4°C'de 5000g'de 30 dakika santrifiij
edilip sediment 4 ml CA-MHB ile tekrar siispanse edilmistir. imi-
penem (0,06-256 pg/mL) meropenem (0,008-256 pg/mL), dori-
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penem (0,015-256 pg/mL) ve ertapenemin (0,004-256 ug/mL)
belirtilen konsantrasyonlarini iceren CA-MHA besiyerleri hazir-
lanarak, >10 cfu/mL iceren bakteri stispansiyonundan 100 pl
inokule edilip ve 48 saat 35-37 °C'de inkiibe edilmistir. Hem 24.
hem de 48. saatlerde petriler kontrol edilip mutant kékenlerin
Uremesini inhibe eden en dusik konsantrasyon MEK degeri
olarak kaydedilmistir (12).

BULGULAR

Yapilan fenotipik test sonuclarina gére 56 kokenin GSBL uret-
tigi tespit edilmistir. Fenotipik olarak GSBL pozitif bulunan ko-
kenlerin 23 tanesi tek gen [TEM(n=8), SHV(n=5), CTX-M(n=10)],
23 tanesi 2 gen [ TEM+SHV(n=2), TEM+CTX-M(n=11), SHV+-
CTX-M(n=10)], 10 tanesi 3 geni(TEM+SHV+CTX-M) bir arada
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icerdigi tespit edilmistir. Arastirilan enzimlerden hicbirini icer-
meyen 9 E. coli, 10 K. pneumoniae kdkeni kontrol grubu olarak
test edilmistir.

GSBL negatif kdkenler tiim karbapenmlere duyarh bulunurken,
GSBL pozitif kokenlerde, imipenem, meropenem ve doripenem
MIK degerleri duyarlilik sinirlarinda saptanmistir. Ertapenem
MiK'leriise 1 E. coli, 2 K. pneumoniae kékeninde direnclilik siniri-
nin Gizerinde (MiK=2-4 pg/mL) bulunmustur (Tablo 1).

GSBL negatif kdkenlerin imipenem, meropenem, doripenem
ve ertapenem MiK90 degerleri 0,03-0,25 pg/mL iken MEK, de-
gerleri 0,125-1ug/mL arasinda olup duyarllk sinirlari icerisinde
bulunmustur. Ancak bu kokenlerde imipenem icin saptanan
MEK,, degerlerinin 1ug/mL olarak bulunmasi karbapenem gru-

Tablo 1. Kékenlerin MiK50 ve MiK90 degerleri

imipenem Meropenem Doripenem Ertapenem
MiK MiK MiK MiK
Kokenler Arahgi MIK, MiK, Arahg MIK, MK, Arahg MIK, MK, Arahgi MK, MiK
GSBL(-) (h=19) 0,06- 0,008- 0,015- 0,015-
0,25 0125 025 0,03 0,03 0,03 003 0015 0,03 003 0,015 0,03
GSBL(+) (n=56) 0,06- 0,008- 0,015-
0,5 0,125 0,25 025 0,015 0,06 0,06 0,03 0,06 0,015-4 0,125 0,25
CLSI Kriterlerine S | R S | R S I R S I R
gore antibiyotik
duyarliliklar <1 2 >4 <1 2 =>4 <1 2 >4 <0,5 1 >2
MIK: minimum inhibitér konsantrasyonu; GSBL: genislemis spektrumlu beta laktamaz
Tablo 2. Kékenlerin MEK50 ve MEK90 degerleri
imipenem Meropenem Doripenem Ertapenem
MEK MEK MEK MEK
Kokenler Arahgr MEK,, MEK,, Arahigi MEK, MEK, Arahgr MEK, MEK 6 Araligi MEK,, MEK,
GSBL(-)
E. coli (n=9) 0,25- 0,06- 0,06-
1 1 1 0,5 0,25 0,5 0,25 006 0125 0,925 0,125 0,125
K. pneumoniae 0,25- 0,125- 0,125-
(n=10) 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25
GSBL(+)
E. coli (n=32) 0,125-
0,5-16 2 4 0,125-8 2 4 0,125-8 05 2 16 0,5 4
K. pneumoniae
(n=24) 2-32 4 8 0,25-8 4 4 0,25-4 2 4 0,25-16 4 4
CLSI Kriterlerine S | R S I R S I R S I R
gore antibiyotik
duyarliliklan <1 2 >4 <1 2 >4 <1 2 >4 <0,5 1 >2

MEK: mutant engelleme konsantrasyonu; GSBL: genislemis spektrumlu beta laktamaz
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Sekil 1. GSBL porzitif kokenlerde imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem MK degerleri ile MEK duyarlilik etkilesimi

bu antibiyotikler icin yiksek bir konsantrasyon olarak deger-
lendirilmistir. GSBL pozitif kokenlerde ise tim karbapenemler
icin MEK,  degerleri 2-8 ug/mL olup direnglilik sinirinin Gzerine
cikmistir. GSBL negatif kdkenlerle karsilastirildiginda GSBL po-
zitif kokenlerin MEK, degerlerinin 2-9 kat daha yiiksek oldugu
go6zlemlenmistir (Tablo 2). Bu sonuglara gore, GSBL tiretiminin
mutant secimine daha fazla katki sagladigi, ancak kokenlerin
farkl tip GSBL enzimleri icermelerinin mutant seleksiyon profili
Uzerinde bir farklilik yaratmadigi gézlemlenmistir.

GSBL pozitif kokenlerde doripenem, ertapenem, meropenem
ve imipenem MEK degerlerinin duyarlilik sinirlarinda kalma
oranlari sirastyla %58,9, %32,1, %25 ve %8,9 olarak tespit edil-
mistir. MEK dederi orta kategorisinde yer alan kokenlerde dahil
edildiginde bu oranlarin sirasiyla %84, %48,2, %60 ve %50 ol-
dugu goézlemlenmistir.

GSBL pozitif kdkenlerde karbapenemlerin MIK degerlerinin
MEK'i 6ngoriip géremeyecedi analiz edildiginde imipenem
(MiK araligi: 0,06-0,5 ug/mL) icin en diisiik MiK degeri olan 0,06
pg/mLde bile %50 oraninda mutant se¢cimine neden oldugu
gériilmis, MiK 0,5 ug/mL oldugunda bu oranin %100'e ¢iktigi
go6zlemlenmistir. Yani GSBL pozitif kokenlerde imipenem MIK
degeri ne olursa olsun mutant secimine biiylik oranda katki-
da bulunmaktadir. Meropenem (MiK araligi: 0,008-0,25 pg/mL)
icin en disiik MiK degeri olan 0,008 pg/mL'de mutant secimine
neden olmazken, 20,06 pg/mL ‘de %80 gibi biyiik oranlarda
mutant secimine neden olmaktadir. Doripenem (MiK arali-

§1: 0,015-0,5 pg/mL) icin en diisiik MiK degeri olan 0,015 pg/
ml'de mutant secimine neden olmazken, 20,125 pg/mL Uze-
rindeki tim degerlerde ise %100 oraninda mutant se¢imi ger-
ceklesmektedir. Ertapenem (MIK araligi: 0,015-0,25 pg/mL) icin
ise <0,03 pg/mlLde mutant secimine neden olmazken, = 0,25
pg/mLde %80 oraninda mutant secimine neden olmaktadir
(Sekil 1).Bu sonugclar irdelendiginde doripenem ve ertapenem
mutant bakteri seciminin en az oldugu karbapenemler olarak
degerlendirilmistir. Bir diger deyisle MiK'i <0,125 pg/mL olan
degerlerde doripenem ve ertapenem tedavide sorunsuz olarak
kullanilabilecekken meropenem icin 0,015 pg/mL MIK degeri-
ne sahip kokenlerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde bile ne-
redeyse yariya yakin oranda mutant seciminin gerceklesecegi
gozlemlenmistir.

TARTISMA

Mutant engelleme konsantrasyonu, 6zellikle antibiyotik kul-
lanimi sirasinda spontan mutasyonlarla gelisen mutant bak-
terilerin Uremesini dnleyecek konsantrasyonlarin belirlenmesi
umuduyla gelistirilmis bir kavramdir. Dolayisiyla klinikte ve in
vitro ortamda gozlemlenen primer diren¢ mekanizmasinin mu-
tasyon kaynakl olmasi durumunda MEK'in etkin bir parametre
olacagindan bahsedilmektedir. Bir antibiyotigin tedavi basa-
nsi, ilacin hedef dokuda ulastigi konsantrasyonun ne kadar
stire ile MEK'in Ustiinde oldugu ile orantili olup seleksiyonun
en sik gozlemlendigi mutant seleksiyon penceresi (MSP) ara-
hidinda bu mikroorganizmanin ne kadar az siireyle kaldigi ile
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de iliskilidir (6). Geleneksel tedavi doz ayarlamalari MiK degeri
g6z oniinde bulundurularak yapiimakta ve antibiyotik konsant-
rasyonunun bu degerin (izerine ¢cikmasi saglanmaktadir. MiK
saptanmasi diinya ¢capinda kabul gérmus bir testtir ancak mu-
tant altpopulasyon hakkinda bilgi vermemektedir. Dolayisiyla
bircok antibiyotik icin uygulanan ila¢ konsantrasyonu mutant
seleksiyon penceresi icinde kalmaktadir ve direncli altpopdilas-
yonun Uremesine izin vermektedir. Glnlmuzde direng proble-
minin engellenebilmesi icin tedavide seleksiyon indeksi diistik
olan antibiyotiklerin ve MEK Ulizerindeki serum/doku konsant-
rasyonlarina ulasilabilecek antibiyotik dozlarinin kullaniimasi
gerekmektedir. Eger antibiyotik konsantrasyonlari bu pencere-
nin lzerinde tutulamiyorsa mutant bakterilerin seleksiyonunu
engellemek icin kombine tedavi tercih edilmelidir. Mutant se-
leksiyon profillerinin arastirildigi farkh antibiyotikler icin kisit-
I sayida calismalar mevcut olmakla birlikte bugtine kadar en
cok calisilan antibiyotik grubu florokinolonlar olmustur. Karba-
penemlere iliskin calisma ise yok denecek kadar azdir. Ancak
literatlirdeki karbapenem kullanimi sirasinda OMP’lerde mey-
dana gelen mutasyonlar sonucu gelisen karbapenem direnci
ile iligkili saptamalar, karbapenemlerin mutant seleksiyonuna
katkilarinin arastiriimasini dnemli hale getirmistir (1, 8, 13, 14).

Karbapenem direncinden her ne kadar ¢cogunlukla bir karba-
penemaz Uretimi sorumlu olsa da son yillarda porin kaybi ile
iliskili karbapenem direnci bircok tilkede 6nemli hale gelmistir.
Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki karbapenem tedavisi sira-
sinda gelisen porin mutasyonlari sonucu karbapenem direncli
olgular giderek artmaktadir (15-18).

GSBL negatif kokenlerde MEK, degerleri irdelendiginde, me-
ropenem, ertapenem ve doripenemin duyarlilik sinirlarin-
da kalarak mutant gelistirmedigi gézlemlenmistir. Ancak bu
kokenlerde imipenem icin saptanan MEK, degerinin 1 pg/
mL olmasi karbapenem grubu bir antibiyotik icin yuksek bir
konsantrasyon olarak degerlendirilmistir. Bu sonug¢ imipenem
tedavisi sirasinda GSBL negatif kokenlerde dahi mutant gelis-
tirme olasihgini akla getirmekle birlikte bu kokenlerin karbape-
nemlerle tedavilerinde herhangi bir sorun s6z konusu degildir.
Ancak, GSBL Ureten kokenlerin MEK, degerleri (2-8 pg/mL) bu
kokenlerle gelisen enfeksiyonlarin karbapenemlerle tedavisin-
de sorunla karsilasilabilecedini distindiirmektedir. GSBL pozitif
kokenlerde MEK degerleri GSBL negatif kokenlere kiyasla 2-9
kat daha yiiksek saptanmistir. Dolayistyla, GSBL Giretimi mutant
seleksiyonuna daha fazla katki saglamaktadir.

Direngli mutant seleksiyonu hakkinda bilgi veren MEK'in sap-
tanmasi mikrobiyoloji laboratuvari icin 5nemlidir. Ancak MEK'in
saptanmasinin olduk¢a zahmetli olmasi ve 96 saat gibi uzun
zaman gerektirmesi mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak
calisiimasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle arastiricilar MiK'e
g6re MEK'in yorumlanabilirligini 6zellikle de florokinolonlarda
degerlendirmisler ancak konuyu tam agikliga kavusturamamis-
lardir (5, 19, 20). Calismamizda karbapenemlerin MIK ile MEK
degerleri arasinda tam bir korelasyon bulunmamasina ragmen
MEK'in 6ngériilmesine yardimci olacak 6nemli veriler elde edil-
mistir. imipenemin test edilen en diisiik konsantrasyonlarda
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bile %50 oraninda mutant secimine neden olmasi mutant se-
leksiyonunu minimuma indirebilmek icin imipenemin mutlaka
farkli ilag gruplari ile kombine kullaniimasi gerekliligini vurgu-
lamaktadir. Meropenem 0,008 pg/mL gibi diisiik MiK degerle-
rinde giivenli bir sekilde kullanilabilecekken, MiK degeri 0,03
pg/mLde mutant secimine bilyuk oranda katki saglamaktadir.
Doripenem ve ertapenem icin ise MiK degeri 20,125 pg/mLnin
Uzerindeki konsantrasyonlarda blyik oranda mutant secimi
gerceklesmektedir. Bu veriler, geleneksel karbapenem dozlari
ile duyarl bakteri popilasyonunun yok edebilecegini ancak
ozellikle imipenem ve meropenemin tedavide kullanimi sira-
sinda mutant kdkenlerin gelisebilecedini gostermektedir. Ayri-
ca, tedavi sirasinda bu mutant kokenlerin seleksiyona ugramasi
klinik basarisizliga ya da tedavinin sonlandiriimasindan kisa bir
stre sonra direncli mutant alt kdkenlerle relapslara neden ola-
bilecegini akla getirmektedir ki bu da imipenem ve meropene-
min miimkin oldugunca tek baglarina kullanilmamasi gerekti-
gini bir kez daha vurgulamaktadir.

Tedavide mutant engelleme konsantrasyonlari géz 6niinde
bulundurularak yeni doz ayarlamalari yapilabilir. Yapilan calis-
malarda karbapenemlerin uzamis inflizyon sirelerinin mutant
seleksiyonunun 6nlenmesinde 6nemli oldugunu da vurgu-
lanmaktadir (21). Gorlinen o ki, antibiyotik tedavisi sirasinda
gelisebilecek direncin sinirlandiriimasinda etkili olabilecek en
onemli parametre MEK'tir. Yaptigimiz calisma ile karbapenem-
lerin MEK ve mutant seleksiyon sikliklari hakkinda énemli bil-
giler edinilmistir. Ancak karbapenemlerin MEK'leri konusunda
yapilan ¢alismalar oldukga kisith sayida olup in vitro ¢alismalar-
dan ibarettir (22). Dolayisiyla MEK'in klinik &nemini ortaya ko-
yacak hayvan modelleri ve klinik calismalara ihtiyag vardir.
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Amag: SWAP-70 antikorlari yakin zaman énce multipl skleroz (MS)
olgularinda gésterilmis ve hastaligin prognozu ile iliskili olduklari
bulunmustur. Bu antikorlarin sinir sistemi izerine olan olasi etkile-
rinin aydinlatiimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: SWAP-70 antikoru pozitif ve negatif olan dor-
der MS olgusunun ve 5 saglikli olgunun serum havuzlarindan IgG
saflastirildi ve farelerin yan ventrikullerine uygulandi (her grup igin
n=10).

Bulgular: Tedavi gruplar arasinda motor aktivite testi ile deger-
lendirilen kas glicti agisindan fark saptanmadi. Benzer sekilde farkli
IgG gruplar arasinda beyin immunohistokimya 6zellikleri agisin-
dan fark bulunamadi.

Sonug: Bu pasif transferle olusturulan MS hayvan modelinde MS
IgG'sinin belirgin bir nérotoksik veya nérokoruyucu etkisi gosteri-
lemedi.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, 1gG, lokomotor aktivite, sant-
ral sinir sistemi, histoloji

GiRiS

Multipl skleroz (MS) santral sinir sisteminin kronik demye-
linizan ve norodejeneratif bir hastaligidir. Myelin protein-
lerini taniyan T hicreleri MS patogenezinin en 6nemli fak-
torleri olarak gosterilmekle beraber B hiicrelerinin ve iliskili
humoral faktorlerin de hastalik patogenezinde 6nemli rol
oynadigi artik bilinmektedir (1, 2). intratekal IgG Uretimi-
nin varlidi, MS lezyonlarinda IgG birikintilerinin olusmasi
ve antikor temizleyici tedavi yontemlerinin bazi MS olgu-

ABSTRACT

Objectives: Antibodies directed against SWAP-70 have been re-
cently identified in multiple sclerosis (MS) patients and found to
be associated with disease prognosis. Our aim was to find out the
potential actions of these antibodies on the nervous system.

Material and Method: Purified IgG was obtained from pooled
sera from 4 each MS patients with and without SWAP-70 antibod-
ies and 5 healthy controls and administered into lateral ventricles
of mice (n=10 for each group).

Results: There were no significant differences among treatment
groups by means of muscle strength, which was evaluated by mo-
tor activity test. Similarly, no significant differences could be found
in brain immunohistochemistry examinations among different IgG
groups.

Conclusion: Our results argue against a profound neurotoxic or
neuroprotective action of MS IgG on neurons in this passive trans-
fer animal model of MS.

Keywords: Multiple sclerosis, IgG, locomotor activity, central ner-
vous system, histology

larinda iyilestirici oldugunun gosterilmesi antikorlarin MS
hastaliginin klinik ilerleyisini kontrol ettigini dustindlren
faktorlerdir (1, 2).

Beyin cDNA ekspresyon kiitliphanelerinin kullanildigi protein
makroarray tarama ¢alismalari “switch-associated protein 70”
(SWAP-70) antikorlarinin MS olgularinin serum 6rneklerinde
yaygin olarak bulundugunu goésterdi (3). Daha da 6nemlisi
bu antikorlar MS ataklari sirasinda daha ytiksek oranda pozi-
tif bulunuyor ve daha dusiik 6zirlilik skorlu hastalarda bu-
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lunma egilimi gosteriyordu (4-6). SWAP-70, bir protein komplek-
sinin parcasi olup immunoglobulin adir zincir geninin doniisim
bolgeleri arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (3). Ayri-
ca SWAP70Q'in sinyal ileti proteinlerinin 6zelliklerine sahip oldugu,
huicre ici yolaklarini aktive edebilecedi ve bazi durumlarda hiicre
membraninda ifade edilerek hiicre ici yolak sinyalizasyonunda
da yer aldigi distintilmektedir (7). SWAP-70 molekilini néron
islevlerine olan katkisi iyi bilinmemektedir.

Bu calismada MS olgularinda iyi prognozla iliskisi gosterilen
SWAP-70 antikorlarinin intratekal uygulamasinin santral sinir
sistemi islevleri (zerine olan olasi etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Bu amaca uygun olarak SWAP-70 antikoru pozitif
ve negatif olan MS olgularinin serum antikorlari saflastirilarak
yabanil tip farelerin ventrikullerine uygulandi. Farkli antikorlar-
la muamele edilen farelerin motor aktiviteleri ve santral sinir
sistemi histolojik 6zellikleri karsilastirildi.

GEREC ve YONTEM

Olgular ve SWAP-70 Antikor Olgiimii

Revize 2017 McDonald kriterlerini dolduran ve heniiz progresif
evreye girmemis 8 MS olgusunun serum 6rnegi kullanildi. Kon-
trol grubu olarak yas ve cinsiyet olarak MS olgularina benzer
ozellikler tastyan 5 olgunun serumlari kullanildi (Tablo 1).

SWAP-70 antikorlari E.coli tarafindan Uretilen rekombinan
SWAP-70 proteininin kullanildi§i indirekt ELISA y&ntemiyle
onceki yayinlarda belirtildigi sekilde yapildi (4-6). SWAP-70 an-
tikoru pozitif olgularin serum antikor diizeylerinin (OD cinsin-
den) saglikh olgularin ve seronegatif MS olgularinin ortalama
OD degerlerinin iki standart sapma Uizerinde oldugu gozlendi.

Serum Ornekleri deney anina kadar —80°C derin dondurucu-
da saklandi. Calisma icin gerekli etik kurullardan onay alindi
ve calismaya dahil edilen hasta ve sagliklilardan imzali onam
belgesi elde edildi.

IgG Saflastiriimasi
IgG ornekleri saghkh ve MS olgularindan protein-A-sefaroz
CL-4B kolonu (Sigma, St. Louis, MO) ile dnceki ¢alismalarda

Tablo 1. Calismaya dahil edilen MS ve saglikli olgularin
demografik ve klinik 6zellikleri

Saghkh
MS (n=8) (n=4)

Cinsiyet (kadin/erkek) 6/2 3/1
Yas (ortalamazstandart sapma) 37,379 39,216,2
EDSS (ortalamazstandart sapma) 3,2+1,1 -
Hastalik stresi
(y1l; ortalamazstandart sapma) 6,3+1,7 -
BOS oligoklonal bant pozitifligi 6 -

EDSS: expanded disability status scale; BOS: beyin-omurilik sivisi
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belirtildigi sekilde saflastirildi (8, 9). 1 mL serum 0.5 ml protein
A-sefaroz ile 2 saat oda isisinda inkiibe edildi. Serumun uzak-
lastinlmasinin ardindan IgG 0.05 M pH 3.0 sitrat tamponu ile
ekstrakte edildi ve pH 8.8 1.5 M Tris-tamponu ile nétralize edil-
di. IgG iceren soliisyon PBS icinde diyalizden gegirilerek filtre
ile sterilize edildi. IgG varligi jel elektroforezinde 45-55 kDa
agir zincir ve 25-35 kDa hafif zincir IgG bantlarinin gosterilmesi
ile dogrulandi. IgG soliisyonlarinin protein konsantrasyonlari
Bradford yontemi ile 6lcuildu. Uygulanacak IgG konsantrasyonu
10 pg/plL olacak sekilde sollsyonlar steril PBS ile sulandirildi.

Fareler ve intraventrikiiler IgG Uygulamasi

Yabanil tip erkek C57BL6 (B6) fareleri (6-8 hafta yasinda) kul-
lanildi. Deneylerin baslamasindan 1 hafta 6nce fareler deney
odasinda bekletildi ve ortama alismalari saglandi.

Antikor pozitif MS grubu, antikor negatif MS grubu ve saghkh
kontrol grubu olmak (lizere 3 deney grubu icin grup basina 10
erkek fare kullanildi. Her uygulamada 10 pL IgG sollisyonu en-
jekte edildi. Farelere uygulama 6ncesinde intraperitoneal en-
jeksiyon yoluyla ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)
ile derin anestezi verildi ve sonra fareler stereotaksik cerceveye
yerlestirildi. Sag lateral ventrikiile yerlestirilen bir kaniile bagla-
nan Hamilton siringasi ile IgG 6rnekleri uygulandi.

Kanuliin yerlestirilme isleminden sonraki altinci giinde bazal
motor aktivite testi degerlendirmeleri yapildi. Ardindan 24 giin
boyunca ug¢ glinde bir IgG enjeksiyonu yapildi. Uygulamalarin
sonrasinda motor aktivite testi tekrar yapildi. Tim motor deger-
lendirmeler sabah 9.00 ile 11.00 arasinda gerceklestirildi.

Motor Aktivite Testi

Farelerin motor aktivitesi motor aktivite monitorizasyon cihazi
ile 6lculdu. Bilgisayara bagli olan kare seklindeki alanin (45x45
cm) tabani dokunma sensorli olup farenin hareketlerini bil-
gisayara bir yazilim araciligiyla aktarmaktadir. Bilgisayar pro-
grami tarafindan, bu bilgi, alanin hangi taraflarinda, ne kadar
sire boyunca, ka¢ cm yiridigini ve hareket ve dinlenme
ylizdelerini kullaniciya sunmaktadir. Deneye baslamadan dnce
tim deney hayvanlan 2 hafta siireyle motor aktivite alanina
alistirildi. Deney sirasinda fareler bu alan icinde 5 dakika kadar
tutulup hareketleri program araciligiyla kayit altina alindi.

immiinhistokimya

IgG uygulama ve motor aktivite testlerinin ardindan farelerin
beyin 6rnekleri parafin bloklara gémuldi ve 10 um kalinligin-
da kesitler alindi. Deparafinizasyon ve antijen aciga ¢ikarma
islemlerinin ardindan beyin kesitleri hematoksilen-eozin boyasi
ile degerlendirildi. Glial aktivite ve kompleman aktivasyonu,
sirasiyla anti-glial fibriler asitik protein (GFAP) (1:400 diliisyon,
Abcam, Cambridge, ingiltere) ve C3b (1:100 diliisyon, Biorbyt,
Cambridge, ingiltere) antikorlarinin kullanildigi immiinhis-
tokimya caligmalari ile incelendi. GFAP ve C3b antikorlarinin
%10 kegi serumu icinde hazirlanan sollsyonlari ile kesitler gece
boyunca 4°C sicaklikta inkiibe edildi. Ertesi glin PBS ile yika-
manin ardindan uygun biyotinli ikincil antikorlar (Abcam) ile
inklibe edilen kesitlerde immiin reaksiyon avidin-biyotin-per-
oksidaz yontemi ile elde edildi (9).
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BULGULAR

Hastalarin Ozellikleri

Biitlin calismalarda 8 MS olgusunun (6 kadin, 2 erkek; ortalama
yaststandart sapma, 37,3£7,9) ve 4 saglkh kontrol olgusunun
(3 kadin, 1 erkek; ortalama yaststandart sapma, 39,2+6,2)
serumlar kullanildi. MS ve saglikli kontrol olgularinin yas ve
cinsiyet 6zellikleri arasinda anlamli fark yoktu. MS olgularinin
ortalama o6zurlulik skoru 3,2+1,1, hastalk siresi 6,3+1,7 idi.
Alti olgunun BOS incelemesinde patern 2 olikoglonal bant
saptandi. Serum alinmasi sirasinda MS hastalari remisyonda idi
ve imminsupresan ila¢ kullanmiyorlardi.

Motor Aktivite Sonuclari

Motor aktivite testinde SWAP-70 antikoru pozitif serum, antikor
negatif serum ve saglkl serum IgG uygulanan farelerin hareket
ylizdesi ve test siiresince kat ettikleri mesafe 6l¢tldi. Antikor
pozitif IgG uygulanan grubun, antikor negatif IgG uygulanan
grubun ve saglikli IgG uygulanan grubun hareket yiizdeleri
sirastyla %42,5+4,7,%39,443,1 ve %41,4+5,2 idi. ANOVA testi ile
gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi (p>0,05). Kat edilen
mesafeler ise antikor pozitif IgG uygulanan, antikor negatif IgG
uygulanan ve saglikh IgG uygulanan gruplarda 5,2+0,8, 5,4+0,3
ve 4,9+0,5 cm olarak 6l¢lldi. Bu parametre icin de ANOVA testi
ile gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi (p>0,05).

Beyin Doku Calismalari

IgG uygulanan farelerin beyinlerinin her iki hemisferi ayrintili
olarak hematoksilen-eozin boyamasi ile incelendi ve néronal
yikimin ve imm{nolojik infiltratlarin varhgi arastirldi. Farkh olgu
gruplarina ait IgG orneklerine maruz birakilan farelerin beyin
dokularinda herhangi bir patolojik degisiklik saptanamadi. Tim
gruplarda kanillerin beyin dokusuna girdigi bolgede korteks
alanlarinda minimal hiicresel infiltrasyon goézlendi. Glial hiicre
aktivitesi tiim beyin bdlgelerinde birbirine benzerdi. Bu bulgu
MS serum antikorlarinin glial aktivite artisina sebep olmadigini
gosterdi. Benzer sekilde aktif C3 faktoru yikim Griinii olan C3b
depozitleri de incelenen beyin dokularinda gézlenemedi. Bu
bulgu da SWAP-70 antikorunun kompleman sistemini aktive
etmedigini distindirdu.

TARTISMA

MS olgularinda B hiicre temelli hastalik mekanizmalarinin
onemi giderek artan bir sekilde anlasiimaktadir. B hiicrelerini
hedef alan tedavi yontemlerinin klinik progresyonu engelleme-
si B lenfositlerin MS patogenezindeki 6nemini daha da belirgin
bir sekilde 6n plana cikarmistir. MS olgularinda tanimlanan se-
rum antikorlarinin sayisi da giin gectikce artmaktadir (10). Bu
antikorlardan neurofascin antikorlarinin intraventrikiler uygu-
lamasinin deney hayvanlarinda aksonal dejenerasyon ve kom-
pleman aktivasyonuna yol actigi bilinmektedir.

SWAP-70 antikoru cesitli calismalarda iyi prognozla iliskilendi-
rilmis ve bu antikora sahip MS hastalarinin 6zirlilik dizeyler-
inin dustik kalma egiliminde oldugu ve SWAP-70 antikorunun
MS gelisimini sinirlayan anti-inflamatuar sitokin tretimine kat-
kida bulundugu bildirilmistir (4-6). SWAP-70 antikoru eklenen
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periferik kan monontkleer hiicre kiltirlerinde islevsel degisik-
likler saptanmasi SWAP-70 antikorunun hedef molekiiliine
baglanabildigini ve anti-inflamatuar etkilerini bu sekilde
gerceklestirdigini dusiindiirmektedir. SWAP-70 molekilinin
santral sinir sisteminde de anlatiminin bulundugu ve néron
gelisimi ve myelin yapimina etkileri oldugu bilinmektedir (11).

Bu bilgiler 1s1ginda SWAP-70 antikorlarinin bagisiklik sistemi
hiicrelerinin yani sira sinir sistemi hiicreleri Gizerine de etkile-
rde bulunarak MS progresyonuna katkida bulunabilecegini
distindik. Bu varsayimi sinamak amaciyla serum antikorlarinin
pasif transferi temeline dayanan bir deneysel MS hayvan mod-
eli gelistirdik. Bu model ge¢misteki calismalarda néro-Behget
hastalarinin serum antikorlarinin motor aktivite ve beyin
histolojisine olan etkilerinin arastiriimasi icin kullaniimistir
(9). Bununla beraber calismamizda SWAP-70 antikoru iceren
veya icermeyen MS serum antikorlarinin farelerde klinik veya
histolojik bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir. Bulgu-
larimiz SWAP-70 antikorlarinin MS hastaligi tGizerine olan etkil-
erinin sinir sistemi hlcrelerinden bagimsiz olarak gelistigini
distindlrmustir. Bununla beraber SWAP-70 antikorlarinin
motor sistem disindaki norolojik belirtilerle iligkisinin olmasi
ve farkh néronal-glial islevlerde goérev almasi mimkiinddr.
Bu sebeple SWAP-70 antikorlarinin gercek potansiyelinin an-
lasilabilmesi icin primer néron kdltir hicrelerinin kullanildig
ileri calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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Amag: Bu calismada replasman tedavisi alan ve almayan kronik
bdbrek yetmezligi (KBY) hastalarinin kan protein oksidasyon uriin-
lerinin diizeylerini degerlendirmek ve hasta kisiler ile saglikli kisileri
karsilastirmak icin kontrol grubu (n=35) ve hasta gruplari olustu-
ruldu.

Gereg ve Yontem: Hasta gruplari replasman tedavisi almayan KBY
hasta grubu (n=36), hemodiyaliz (HD) tedavisi géren hasta grubu
(n=64) ve periton diyaliz (PD) tedavisi géren hasta grubu (n=21)
olmak Uzere sekillendirildi. Daha sonra ileri diizey okside protein
Urlinleri (AOPP) ve ileri glikasyon son drinleri (AGE)in duzeyleri
bakimindan bu gruplar degerlendirildi.

Bulgular: Sonug olarak, replasman tedavisi almayan KBY hasta
grubunun AGE diizeyleri haricinde, diger tim gruplarin AOPP ve
AGE dugzeylerinin kontrol grubuna gore artmis oldugu saptandi.
istatistiksel olarak en &nemli artisin ise HD hasta grubunda oldugu
tespit edildi. Grup ici degerlendirmeler sonucunda hicbir grupta
AOPP ve AGE duzeyleri arasinda iliski saptanmadi.

Sonug: Bu sonuglara gore KBY'nin oksidatif stresle birlikte seyret-
tigi, replasman tedavisi goéren KBY hastalarinda ve 6zellikle de HD
tedavisi goren hastalarda oksidatif stresin cok daha siddetli oldugu
gozlemlendi. Son olarak, HD tedavisi géren gruptaki hastalarin di-
yabet olup olmamasinin sonuglari etkilemedigi gorilda.

Anahtar Kelimeler: Kronik bébrek yetmezligi, hemodiyaliz, peri-
ton diyalizi, ileri diizey okside protein Grtinleri, ileri glikasyon son
Urunleri

GiRiS

Normal metabolik stirecte siirekli olarak reaktif tlrler mey-
dana gelmesine ve cesitli fizyolojik stireclerde goérev al-
malarina ragmen, oksidatif Grlnlerin asin Gretimi pek ¢ok

ABSTRACT

Objective: In this study, control (n=35) and groups were formed
to evaluate the levels of blood protein oxidation products in pa-
tients with chronic renal failure (CRF) who did and did not receive
replacement therapy and to compare the patients with healthy
subjects.

Material and Method: The groups were the CRF (n=36) group that
did not receive replacement therapy, patients who were undergo-
ing hemodialysis (HD) (n=64), and patients who were undergoing
peritoneal dialysis (PD) (n=21). These groups were evaluated for
the production of advanced oxidation protein product (AOPP) and
advanced glycated end product (AGE) levels.

Results: As results, the AOPP and AGE values of all groups in-
creased compared to the control group, except for the AGE levels
of the patients with CRF who did not receive replacement therapy.
The most significant increase was found in the HD patient group.
No relationship was detected between the AOPP and AGE values
in any group.

Conclusion: According to these results, CRF is accompanied by
oxidative stress, and the oxidative stress is much more severe in
patients with CRF receiving replacement therapy, particularly in
patients undergoing HD. Is unknown if the results of patients un-
dergoing HD were affected by the presence of diabetes.

Keywords: Advanced glycated end products, advanced oxidation
protein products, chronic renal failure, hemodialysis, peritoneal
dialysis

hastalikta oldugu gibi kronik bébrek yetmezligi (KBY)'nin
etyolojisinde de yer almaktadir. KBY'deki ilerleyici fonksi-
yon kaybini aciklamak lizere 6ne siiriilen mekanizmalardan
biri de oksidatif strestir. Ozellikle nétrofil, miyeloperoksidaz
(MPO) ve hipoklorik asit (HOCI) aracili reaksiyonlar, KBY'de
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goOzlenen oksidatif stresin baslica kaynagi olarak kabul edil-
mekte ve bu oksidatif reaksiyonlar, dogrudan enflamasyonla
iliskili gériinmektedir (1, 2). Uremik hastalarda serbest radikal-
lerin asiri Uretimi ya da yetersiz antioksidan kapasite nedeniyle
oksidatif dengenin bozulduguna dair gorusler giderek énem
kazanmakta, hatta diyaliz ortami oksidatif stres icin bir model
olarak dustinilmektedir (3). Yapilan ¢calismalar sonucunda, ida-
me hemodiyaliz (HD) tedavisi gdren hastalarda yiiksek diizeyde
enflamasyon ve oksidatif stresin meydana geldigini gosteren
giclii kanitlar elde edilmistir (4). Ozellikle bu hastalarda kanin,
kullanilan biyo-uyumlu olmayan diyaliz membrani ile etkilegimi
sonucunda noétrofil aktivasyonunun tetiklenmesi ile stiperoksit
anyonu (0,7, hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikaller (OH)
ve HOClI gibi reaktif oksijen tirleri (ROT)'nin yapiminin arttidi (5)
bildirilmektedir. Ayni zamanda in vivo olarak aktif nétrofillerce
Uretilen HOCI'nin, ileri diizey okside protein Urlinleri (AOPP)
olarak adlandirilan bir oksidatif stres belirteci olusturdugu bil-
dirilmistir (6). Bunun yani sira, diyalizattan endotoksin parcacik-
larinin akisi, kateterler ve arteriyo-vendz greftler ile etkilesim,
kronik enfeksiyonlar, asin demir yliklenmesi ve diyaliz hastala-
rinda ki Gremik toksinlerin yeterince uzaklastirlamamasi da KBY
hastalarindaki oksidatif stresi arttiran diger etkenlerdir. Ayrica
diyabet hastaligi (DM)'nin, KBY hastalarindaki oksidatif stresi ag-
reve ettigi iddia edilmektedir (7). Ayni zamanda, periton diyalizi
(PD) hastalarinda peritonun hiperosmolar, disik pH'li ve yik-
sek glukoz icerikli diyalizat ile stirekli olarak maruziyeti, diisik
dereceli bir enflamasyona neden olmaktadir (8). Isitma ile steri-
lizasyon ve uzun sureli saklama sonucunda ise, peritoneal diya-
liz sivisinda glukoz yikim Uriinlerinin olustugu ve bu Griinlerin
glikasyon reaksiyonlariyla ileri glikasyon son uriinleri (AGE) gibi
oksidatif stres belirteclerinin olusumunu hizlandirdigi ve perito-
neal membran Ulzerinde olumsuz etkiler ortaya cikarttigr diisu-
nilmektedir (9, 10). Diger taraftan PD hastalarinda yiksek ge-
cirgenlige sahip peritonun diyalizer gérevi yapmasi ve rezidiel
renal fonksiyonun daha iyi olmasi nedeniyle, Gremik toksinlerin
peritondan daha etkili bir sekilde temizlendigi ve HD hastalarina
gore PD hastalarinda plazma ve doku diizeylerinin daha diisiik
oldugu bildirilmistir (11).

Calismamizda, diyaliz tedavisi gérmeyen KBY hastalari ile HD ve
PD tedavisi géren hasta gruplar arasinda, AOPP ve AGE olarak
tanimlanan protein oksidasyon riinlerinin kan dizeyleri baki-
mindan fark olup olmadiginin tespit edilmesi amaclandi. Ayni
zamanda hasta gruplarindan elde edilen AOPP ve AGE degerleri,
kontrol grubu ile karsilastirnldi. HD hastalarinin hem diyaliz 6n-
cesi hem de diyaliz sonrasi AOPP ve AGE diizeyleri karsilastirma-
larda dikkate alindi. Son olarak, hasta gruplarinda DM'nin olup
olmamasinin protein oksidasyon Urlinleri Uzerine etkisi arasti-
rildi. Ancak HD grubu haricindeki hasta gruplarinda istatistiksel
degerlendirme agisindan yeterli sayida DM'li hasta bulunmadi-
gindan, bu degerlendirme sadece HD hasta grubunda yapildi.

GEREC VE YONTEM

Calisma Gruplari
Calisma grubu HD tedavisi alan 64 hasta (36 erkek; 28 kadin),
PD tedavisi goren 21 hasta (13 erkek; 8 kadin) ve simdiye kadar
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diyaliz tedavisi olmayan 36 KBY'li hasta (20 erkek, 16 kadin) ile
35 saglkh birey (11 erkek; 24 kadin) iceren kontrol grubundan
olusturuldu. Bu ¢alisma Helsinki Deklarasyonuna uygun olarak
yapildi. Tum hastalardan hasta onami alindi. HD tedavisi alan
hastalarin yas ortalamasi 56,3+14,6 idi ve 6zel iki hastanenin di-
yaliz Ginitesinde haftada U¢ kez 4 saat bikarbonatli HD tedavisi
goruyorlardi. Hastalar ortalama 36 aydir HD’ye girmekteydiler.
Numunelerin toplandidi iki diyaliz merkezinde de diyaliz isle-
minde sentetik membranli diyalizerler kullaniimaktaydi. Haf-
ta ortasi seansindan hemen 6nce ve diyaliz bittikten yaklasik
30 dakika sonra hastalardan uygun 6rnekler alindi. PD hasta
grubuna ait kan ornekleri, Haseki Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi Periton Diyalizi Poliklinigi'nden elde edildi. Yas ortalama-
s1 46,7+15,5 olan hastalarin 15 (%71)'i suirekli ayaktan periton
diyalizi (SAPD) ve 6 (%29)'si otomatik periton diyalizi (APD)
programinda idi ve hastalara ortalama 18+7 aydir diyaliz uygu-
lanmaktaydi. Hastalarin hepsi diistk glukoz icerikli standart PD
soliisyonlari kullaniyordu. Onceden herhangi bir diyaliz teda-
visi gérmemis KBY hasta grubu ise, Haseki Egitim ve Arastirma
Hastanesi Nefroloji Poliklinigi tarafindan takipleri yapilan ve
tedavileri programlanan hastalardi. Bu grubun yas ortalamasi
57,1+ 15,41idi. 35 saglikl birey ise kontrol grubu olarak ¢alisma-
ya dahil edildi. Bu grubun yas ortalamasi 34,3+7,8 idi. Calisma-
ya dahil olanlardan gondilli katilim i¢in onaylar alindi.

Orneklerin Alimi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

AOPP calismasi icin kan numuneleri kiibital venden, EDTA'l tiipe
(Becton Dickinson, New Jersey, ABD) alindi. 1660 x g'de 4 °C'de
10 dakika santrifiij edildikten sonra, porsiyonlara ayrilarak epen-
dorf tlpleri icinde -20°C'de saklandi. AGE ¢alismasi icin ise kan
numuneleri kibital venden antikoagilansiz jelli tiipe (Becton
Dickinson, New Jersey, ABD) alindi. 1450 x g'de 4 °C'de 10 daki-
ka santriflij edildi, porsiyonlara ayrilarak ependorf tiipleri icinde
-20°C'de saklandi. Tiim 6rnekler ortalama 30 giin icinde calisildi.
AOPP diizeyi Olympus AU 2700 otoanalizér (Beckman Coulter
Inc, ABD)'de, AGE diizeyi ise Biorad marka spektroflorometre
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, ABD)'de calisildi.

istatistiksel Degerlendirmeler

Veriler “Statistical Package for Social Sciences for Windows
12.0” (SPSS Inc,; Chicago, IL, ABD) programi ile degerlendirildi.
Gruplarin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Smirnov*,
varyanslarin homojenligi “Levene” testi ile degerlendirildi. Ka-
tegorik verilerin karsilastiriimasi “Ki-kare” testi ile yapildi. Grup-
lar arasi karsilastirmalarda “Oneway ANOVA” ve “Kruskal Wallis”
testleri kullanildi. ikili karsilastirmalarda coklu karsilastirma
testleri (post-hoc) olarak “Bonferroni” ve “Dunn”testleri kullanil-
di. HD grubundaki hastalarin AOPP ve AGE diizeyleri yonlinden
diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonrasi 6l¢iimleri arasinda fark olup ol-
madigini test etmek icin “Eslestirilmis T” testi kullanildi. Kontrol
ve hasta gruplarinin grup i¢ci AOPP ve AGE diizeyleri arasindaki
iliskiler “Pearson” ve “Spearman” korelasyon analizleri ile deger-
lendirildi. istatistiksel anlamlilik icin p<0,05 esas alind.

AOPP Calisma Prosediirii

Calisma 6ncesinde oda isisina getirilen 6rnekler ve standart-
lar daha 6nceden Olympus AU 2700 cihazina uyarlanmis olan
programda calisildi. Bunun igin:
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+ 40 pL standart veya plazma Uzerine 160 pL PBS eklenip
kanistinlarak 25 sn inkiibe edildi. Karisimin absorbansi
340 nm'de okutuldu.

+ Sonra 20 pL asetik asit eklenip, 25 sn inkiibe edildi.

« Son olarak 10 pL Kl ¢ozeltisi eklendi ve tekrar 25 sn inki-
be edilip absorbans yeniden okutuldu.

«  Tim basamaklar 37°C'de tek kiivette gerceklestirildi ve
zaman araliklari her basamak icin kullanilan analizériin
program karakteristiklerine gére 25 sn veya daha uzun
olacak sekilde ayarlandi (12).

5 standardin konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans (A)
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.

AGE Calisma Prosediirii
Calisma 6ncesinde oda isisina getirilen 6rnekler Biorad marka
spektroflorometre’'de calisildi. Asagida tanimlanmis olan calis-
ma prosediirii uygulandr:

« Hasta ve kontrol grubuna ait serumlar PBS ile (pH 7,4)
1/50 oraninda seyreltildi.

« Biorad marka spektroflorometrede maksimum eksitas-
yon 350 nm, maksimum emisyon 440 nm dalga boyla-
rindaki floresans yogunlugu “Arbitrary Units” (AU) olarak
kaydedildi. Sonrasinda AU/gram protein oranlari bulun-
du (13). Ancak calisma icinde sonuglar AU olarak verildi.

BULGULAR

Gruplar yas agisindan karsilastirildiginda kontrol grubu ile HD
ve KBY grubu arasinda ¢ok ileri diizeyde fark var iken (p=0,000),
kontrol grubu ile PD grubu arasinda ileri diizeyde (p<0,01) fark
bulundu. Gruplar cinsiyet acisindan karsilastirildiginda ise,
kontrol grubu ile hasta gruplari arasinda anlamli fark bulundu
(p<0,001, her biri i¢in). Bununla birlikte hasta gruplari arasinda
anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05, her biri icin). AOPP diizey-
leri bakimindan KBY ve PD grup ortalama degerleri kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti (p<0,05, her biri icin).
AOPP’nin hemodiyaliz &ncesi (HDO) ve hemodiyaliz sonra-
si (HDS) diizeyleri de kontrol grubuna gore anlamh derecede
yiiksek bulundu (p<0.001, her biri icin). KBY ile PD gruplarinin
AOPP diizeyleri arasinda fark bulunmazken (p>0,05), HD gru-
bunun HDO ve HDS'ye ait AOPP diizeyleri, hem KBY grubunun
(p<0,001, her biri icin) hem de PD grubunun AOPP diizeyle-
rinden anlamli derecede yuksekti (sirasiyla p<0,05, p<0,001).
Benzer sekilde, HD grubundaki hastalarin diyaliz 6ncesi AOPP
dizeyleri de, diyaliz sonrasina gére anlaml derecede yiiksek
bulundu (p<0,001).

ileri glikasyon son (riinleri dizeyleri bakimindan gruplar
karsilastirildiginda aralarinda anlamh fark oldugu gorilda
(p<0,001). ikili karsilastirmalarda sadece kontrol ile KBY grup-
lar arasinda fark bulunmazken (p>0,05), kontrol grubunun
ortalama AGE diizeyi, hem PD grubununkinden (p<0,05) hem
de HD hastalarinin diyaliz 6ncesi ve sonrasina ait AGE diizey-
lerinden anlamli derecede disliktl (p<0,000, her biri icin).
Hasta gruplari AGE diizeyleri bakimindan ikili olarak karsilasti-
rildiginda KBY grubunun ortalamasi, PD grubuna gore dusiik-
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Tablo 1. Calisma gruplarinin ortalama AOPP ve AGE
duzeyleri

Kontrol ve hasta AOPP (pmol/L) AGE (AU)
gruplari Ortalama+SD  Ortalama+SD
Kontrol grubu (n=35) 33,04+6,90 3,35+£1,36
KBY grubu (n=36) 38,52+8,42 3,29+1,35
PD grubu (n=21) 39,14+7,71 5,56%3,01
HDO grup (n=64) 46,26+£10,53 12,75+4,76
HDS grup (n=64) 57,03+13,38 10,50+4,59

AOPP: ileri diizey okside protein Urtinleri; AGE: ileri glikasyon son Uriinleri; KBY:
kronik bébrek yetmezligi; PD: periton diyalizi; HDO: hemodiyaliz éncesi; HDS:
hemodiyaliz sonrasi; AU arbitrary units, SD standart sapma

57,03x13,38
462641053 [
38,52+8,42 39,14+7,71

33,04+6,90

HDO

Kontrol KBY PD HDS

Sekil 1. Gruplarin AOPP dizeylerini gésteren sutun grafigi
AOPP: ileri diizey okside protein Uriinleri; KBY: kronik bébrek yetmezligi;
PD: periton diyalizi; HDO: diyaliz dncesi; HDS: diyaliz sonrasi

12,75+4,76
T 10,5+4,59
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T
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HDO

Kontrol  KBY PD HDS

Sekil 2. Gruplarin AGE diizeylerini gosteren siitun grafigi

AGE: ileri glikasyon son urtinleri KBY kronik bobrek yetmezligi; PD: peri-
ton diyalizi; HDO: diyaliz 8ncesi; HDS: diyaliz sonrasi

tl (p<0,05). KBY ve PD gruplarinin AGE diizeyleri ise, HD gru-
bunun diyaliz 6ncesi ve sonrasi AGE diizeylerine gore belirgin
sekilde dusikti (p<0,001 her biri icin). HD grubunun diyaliz
oncesi ve sonrasi AGE diizeyleri karsilastirildigi zaman, diyaliz
islemi sonrasinda AGE diizeylerinin ciddi derecede diistigu
gozlemlendi (p<0,001) (Tablo 1).

Tum gruplara ait olan AOPP ve AGE diizeylerinin stitun grafikle-
ri Sekil 1 ve 2'de gosterilmistir.

Hemodiyaliz tedavisi géren hasta grubunun diyaliz 6ncesi
AOPP ve AGE diizeyleri hastalarin DM hastaligi olup olmama-
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Tablo 2. Hemodiyaliz hasta grubunun diyabetli ve diyabetli
olmayan alt gruplarinin AOPP ve AGE diizeyleri

Diyaliz Oncesi Diyaliz sonrasi

Hasta gruplari Ortalama+SD Ortalama+SD

Diyabetli grup (n=25)

(AOPP, pmol/L) 47,36+9,99 60,03+£12,96
Diyabet olmayan grup

(n=39) (AOPP, umol/L) 45,55+10,94 55,11+13,46
Diyabetli grup (n=25)

(AGE, AU) 12,19+4,39 9,32+3,81
Diyabet olmayan grup

(n=39) (AGE, AU) 13,11£5,00 11,26+4,92

AOPP: ileri diizey okside protein Urtinleri; AGE: ileri glikasyon son Urtinleri

80
55,11+13,46
60,03+£12,96

70

47.36%9,99

60 —‘— 45,55+10,94

50

40 1

30 Non-DM

AOPP (umol/L)

20 A

Diyaliz 6ncesi

Diyaliz sonrasi

Sekil 3. Hemodiyaliz grubunun diyaliz 6ncesi ve sonrasindaki
AOPP duzeylerini diyabet mevcudiyetine gore karsilastirmali
gosteren slitun grafik

DM: diabetes mellitus; Non-DM: diyabet hastaligi olmayanlar

20
8 13,1125,00
12,19+4,39 11,26+4,92
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Diyaliz 6ncesi Diyaliz sonrasi

Sekil 4. Hemodiyaliz grubunun diyaliz 6ncesi ve sonrasinda-
ki AGE diizeylerini diyabet mevcudiyetine gore karsilastirmali
gosteren sltun grafik

DM: diabetes mellitus; Non-DM: diyabet hastaligi olmayanlar
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sina gore alt gruplara ayrilarak karsilastirildiginda, DM olan
hasta grubunun diyaliz 6ncesi AOPP duizeyi, DM olmayan hasta
grubunkinden daha yiiksek olmasina ragmen aralarinda istatis-
tiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05). DM olan ve ol-
mayan hastalarin diyaliz sonrasi AOPP diizeyleri karsilastirildi-
ginda da benzer sonuclar elde edildi (p>0,05). HD hastalarinin
diyaliz 6ncesi AGE degerleri karsilastinldiginda ise AOPP’nin
aksine, AGE duzeyleri DM olan hastalarda daha disukti ancak
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Diyaliz sonrasi AGE
diizeyleri karsilastirildigi zaman da benzer sonuglar elde edildi
(p>0,05 her biri icin) (Tablo 2).

HD grubunun DM olan ve olmayan alt gruplarinin diyaliz 6ncesi
ve diyaliz sonrasi AOPP ve AGE diizeylerini gosteren siitun gra-
fikler sekil 3 ve 4'te gosterilmistir.

Kontrol ve hasta gruplarinin grup ici AOPP ve AGE diizeyleri ara-
sinda bir iliski bulunup bulunmadigi korelasyon analizi ile deger-
lendirildi. Bu degerlendirme sonucunda grup i¢i AOPP ve AGE
diizeyleri arasinda bir iliski yoktu (r<0,250, p>0,05 her biri icin).

TARTISMA

Ureminin artmis oksidatif stres ile iliskili oldugu ve ézellikle
HD ve PD tedavisinin oksidatif stresi arttirdigi ve antioksidan
kapasiteyi azalttigina dair kuvvetli kanitlar ortaya konmustur
(14, 15). Ozellikle KBY siirecindeki oksidatif stresin ortaya kon-
masinda guvenilir bir belirtec olarak kabul edilen AOPP (2), ilk
kez 1996'da, kronik Uremik hastalarin plazmasinda, yeni bir
oksidatif stres belirteci olarak bildirilmistir (5). Yaptigimiz calis-
ma sonucunda KBY ve PD gruplarinin AOPP dlizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulamaz iken, her iki grubun AOPP diizeyleri,
kontrol grubununkinden anlamli derecede yiiksekti. Replas-
man tedavisi alan/almayan tiim son dénem bobrek yetmezli-
gi olan hastalar baslica kaynagi MPO olan artmis bir oksidatif
stresle karsi karstyadir. Yapilan calismalarda plazma AOPP di-
zeylerinin en ¢ok HD hastalarinda (5, 16) olmak Uzere, PD (5)
ve diyaliz tedavisi almayan KBY hastalarinda (5, 17) yiiksek bu-
lundugu ortaya konmustur. Uremik toksinlerin yani sira, diyali-
zin dolagimdaki nétrofil ve monositleri serbest oksijen radikali
(SOR) olusturmak Uizere tetiklemesi ile, diyaliz hastalarinda ok-
sidatif stresin indlklendigi varsayllmaktadir (18). HD esnasinda
ortaya ¢ikan SOR'nin en 6nemli kaynagi kullanilan membranlar
ve diyalizat sivilarinin aktive ettigi polimorfonikleer lenfosit-
lerdir (PMNL) (19, 20). PMNLnin aktive olmasi ile ortaya cikan
solunum patlamasinda rol alan NADPH oksidaz, stiperoksit
dismutaz ve MPO gibi enzimler, 0,7, H,0, ve HOCI gibi reaktif
drlinlerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Benzer sekilde ¢alismamiz-
da HD hastalarindaki diyaliz 6ncesi ve sonrasinda tespit edilen
AOPP diizeyleri, diger tim gruplardakinden yiksek bulundu.
Ayrica calismamizda, HD hastalarindaki AOPP diizeylerinin di-
yaliz islemi sonrasinda daha da arttigi tespit edildi. Benzer se-
kilde Witko-Sarsat ve arkadaslari da ¢alismalarinda HD islemi
sonrasinda AOPP diizeylerinin arttigini bildirmislerdir (5). AOPP
molekiliinin kendi klirensini dnleyebilen yiiksek molekl agir-
igina sahip oldugu, disiilfid koprileri ve/veya tirozin ¢apraz
baglanmalarini iceren albiimin agregatlarindan olustugu ve
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in vitro sartlarda H,O,'den cok HOCl'ye maruz kalan saf/plaz-
ma alblimin 6rneklerinde olustugu belirlendiginden, in vivo
olarak aktif notrofillerce Uretilen HOCI'nin, AOPP olusturabi-
lecegi distinilmektedir (6, 18). HD islemi sirasinda kullanilan
membranlar da, kan-membran etkilesimi nedeniyle immin
hicrelerin tekrarlayan aktivasyonuna ve prooksidan durumun
daha da koétlilesmesine neden olmaktadir (21). Ayrica, kullani-
lan membranlar ve diyalizat sivilari alternatif kompleman yolu-
nun aktivasyonuna neden olarak hiicre hasarinin ilerlemesine
yol agmaktadir (21-23). Diyaliz sirasinda muhtemelen IgG ve
kompleman komponentlerinin diyaliz membranina baglana-
rak granilositler icin biyoaktif bir ylizey olusturdugu (24) ve
membranla temas eden nétrofillerde degraniilasyonun ve ak-
tivasyonun indlklendigi de bildirilmistir (25).

Oksidatif stresin erken asamasinda olusan ve diger oksidatif
stres belirteclerine gére dolasimda daha uzun sure ve kararli
kalabilen AGE gibi protein karbonil bilesikleri (PCC) oksidan
durumun degerlendirilmesinde givenilir bir belirte¢ olarak
bildirilmektedir (6, 26). Yaptigimiz calismada kontrol ve KBY
gruplarinin AGE diizeyleri arasinda fark bulamadik. Yapilan bir
calismada Uremik hastalardaki PCC'nin bdbrek yetmezliginin
derecesine bagli olarak giderek yiikseldigi ve plazma kreatinin
seviyeleriyle pozitif iliskili oldugu ortaya konmustur (27). Bir
baska calismada ise, AGE gibi Urlinlerin Gremide artisini agik-
layan iki mekanizma ileri siiriilmistir. ilk olarak bu Griinlerin
renal klirensteki azalmaya bagh olarak viicutta birikebilecegi
ikincisi ise, artan oksidatif stres nedeniyle lipid ve karbonhid-
rat kaynakli reaktif karbonil bilesiklerinin olusumunun daha
da artmasidir (28). Sonug olarak calismamizdaki KBY grubu-
nun hafif bobrek yetmezligine sahip olmasi sebebi ile renal
klirensteki hafif azalma, bu Urinlerin viicutta yeterince birik-
memesi sonucu AGE diizeylerinin anlamli derecede yikselme-
sine engel olmus olabilir. Ayni zamanda oksidatif stresi arttirici
etkilerinden bircok ¢alismada bahsedilen HD (2, 19-24, 29, 30)
ve PD (2, 29, 30) gibi diyaliz islemlerinin bu hasta grubunda
uygulanmamis olmasi da bir diger etken olarak diistindlebilir.
Calismamizdaki KBY grubunun aksine, PD grubunun AGE du-
zeyleri kontrol grubuna goére anlaml derecede yuksekti. HD
oncesi AGE diizeyleri ise, hem kontrol grubunun hem de PD
grubunun AGE diizeylerinden ciddi anlamda yiiksek bulundu.
Donate ve arkadaslari yaptiklari bir calismada benzer sonuglar
elde etmisleridir (31). PD hastalarinda okside/rediikte albimin
oraninda ki artis, oksidatif strese baglanmakta (32) ve diya-
lizatin ylksek glukoz iceriginin karbonil ve oksidatif stres ile
iliskili olabilecegi 6ne surilmektedir. Otooksidasyon ve/veya
Isitma ile sterilizasyon sirasinda glukoz yikim Grinlerinin art-
tig1 ve glikasyon reaksiyonlariyla AGE olusumunun hizlandigi
dustinilmektedir (33). Diger taraftan PD hastalarinda yiksek
gecirgenlige sahip peritonun diyalizer gérevi yapmasi ve re-
zidtel renal fonksiyonun daha iyi olmasi nedeniyle tremik
toksinlerin peritondan daha etkili bir sekilde temizlendigi ve
HD hastalarina gore PD hastalarinda plazma ve doku diizeyle-
rinin daha disiik oldugu bildirilmistir (11). Calismamizdaki HD
hastalarinin AGE diizeyleri diyaliz sonrasinda azalma gosterse
de, bu konu ile ilgili yapilan calismalarda farkh sonuglar elde
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edilmistir. Ornegin, Ward ve arkadaglan diyaliz sonrasi AGE
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yiikselme
gozler iken, Himmelfarb ve arkadaslari, seans sirasinda, sonun-
da ve hatta seanstan 30 ve 60 dakika sonra bile degismeyen
PCC diizeylerini, diyaliz boyunca oksidasyon olmadigdi seklinde
yorumlamiglardir (34).

Calismamizda HD grubundaki DM olan ve olmayan gruplar ara-
sinda diyaliz 6ncesi ve sonrasi AOPP ve AGE diizeyleri bakimin-
dan fark bulamadik. Bu konu hakkinda AOPP ile ilgili bir calisma
bulunmasa da, AGE diizeyleri ile ilgili yapilan bir calismada DM
olan ve olmayan Uremik hastalar arasinda fark olmadigi bildi-
rilmistir (33).

Calismamizdaki her bir gruptaki AOPP ile AGE diizeylerini de-
gerlendirdigimizde aralarinda herhangi bir iliski bulamadik. Bu
konu ile ilgili yapilan calismalarda farkli sonuglar elde edilmis-
tir. Ornegin Kalousov ve arkadaslari DM hastalarindaki AOPP
ve AGE diizeyleri arasinda iliski bulurken (35), HD hastalarinda
yapmis olduklari bir baska calismada diyaliz 6ncesi AOPP ve
AGE dizeyleri arasinda gozlemledikleri iliskiyi, diyaliz islemi
sonrasinda elde edememislerdir (36). Oysaki bazi ¢alismalar-
da hem diyaliz tedavisi alan hem de almayan KBY hastalarinin
AOPP ve AGE dlzeyleri arasinda iliski bulunmustur (18, 28).
Ayrica, calismamizdaki kontrol ve hasta gruplarinin yaslari ile
protein oksidasyon Urilinlerinin dlzeyleri arasinda iliski sap-
tanmadi. Kalousov ve arkadaslarn da yaptiklan ¢alismada HD
hastalarindaki AOPP ve AGE diizeyleri ile yas arasinda iliski ol-
madigini bildirmislerdir (36). Farkli olarak E. Matteucci ve ark.
(37) yas ile birlikte serum albiimin ve total protein diizeylerinin
azalmasina paralel olacak sekilde, protein oksidasyon Griinleri
ile yas arasinda negatif iliski oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak, AOPP ve AGE diizeylerinin 6zellikle HD ve PD
hastalarinda belirgin bir sekilde yiikseldigini tespit ettik. Ista-
tistiksel olarak en 6nemli artisin ise HD hasta grubunda oldu-
gu tespit edildi. Sonug olarak, replasman tedavisi géren KBY
hastalarinda ve 6zellikle de HD tedavisi géren hastalarda ok-
sidatif stresin cok daha siddetli oldugu gézlemlendi. Protein
oksidasyon drinlerinin kandaki dizeylerinin kreatinin klirens
degerleri (28), yas (37), cinsiyet (12), serum trigliserit (35, 37),
Ure (37) ve ferritin diizeyleri, intraven6z demir tedavisi alinma-
s1 (38) gibi bircok faktorden etkilendigi bildirildiginden dolayi
replasman tedavisi alan ya da almayan tiim KBY hastalarinda
oksidatif stres olusumunun ¢ok yonli olarak degerlendirilmesi
gerektigi ve bu mekanizmalarin multifaktoriyel nedenli oldugu
dislincesindeyiz.

Etik Komite Onayr: Yazarlar calismanin World Medical Association
Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research Invol-
ving Human Subjects’, (Ekim 2013'te gbzden gecirilmis) prensiplerine
uygun olarak yapildigini beyan etmislerdir.

Hasta Onami: Yazili hasta onami bu calismaya katilan hastalardan alin-
migtir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.
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ABSTRACT

Objectives: In many studies, blood brain barrier has been shown
to be compromised in multiple sclerosis patients. Pericytes play
an active role in ensuring the continuity of the blood brain barrier
along with a series of cells. In this study, the effect of pericytic dys-
function on the development of demyelinating plaques in patients
with multiple sclerosis was investigated.

Material and Method: Concentrations of pericyte dysfunction
mediators (PDGFbb, MMP9, TIMP3 and ADAM17) in cerebrospinal
fluid of patients with clinically isolated syndrome (CIS), relapsing
remitting multiple sclerosis (RRMS) and healthy control group
were measured by ELISA and oligoclonal bands (OCB) were investi-
gated. We aimed to determine whether the concentration of these
mediators differed between groups and whether they correlated
with lesion load, number of attacks, and EDSS scores.

Results: Concentrations of all four mediators were similar in pa-
tients with CIS and RRMS. However, both groups were found to
be higher than the healthy group. In the CIS and RRMS groups,
the levels of the mediators were not correlated with any param-
eters examined. However, the levels of PDGFbb (p=0.045), MMP9
(p=0.037), and TIMP3 (p=0.033) were higher in OCB positive
patients than in those without OCB, whereas ADAM17 levels re-
mained unchanged.

Conclusion: This study shows that pericytes may play a role in the
pathogenesis of MS from early stages of the disease. The presence
of higher levels in patients with OCB suggests that pericyte dys-
function may be associated with OCB formation.

Keywords: Multiple sclerosis, clinically isolated syndrome, peri-
cyte, cerebrospinal fluid, neuroinflammation

0z

Amag: Multipl skleroz'da kan beyin bariyerinin bozuldugu pek ¢ok
calismada gosterilmistir. Perisitler bir dizi hiicre yaninda kan beyin
bariyerinin devamliliginin saglanmasinda aktif rol tistlenir. Bu calis-
mada multipl skleroz hastalarinda perisit disfonksiyonunun dem-
yelinizan plaklarin gelisimindeki etkisi aragtirimistir.

Gereg ve Yontem: Klinik izole sendrom (KiS), relapsing remitting
multipl skleroz (RRMS) ve saglikli kontrol grubundan alinan beyin
omurilik sivilarinda perisit disfonksiyon mediatorlerinin (PDGFbb,
MMP9, TIMP3 ve ADAM17) konsantrasyonlari ELISA ile dl¢uldu ve
oligoklonal bantlar (OKB) arastirildi. Bu mediyatorlerin, gruplar
arasindaki farkliliklari lezyon yiikd, atak sayisi ve EDSS skorlari ile
korelasyon gosterip gostermedigi belirlendi.

Bulgular: Her dért mediyatériin konsantrasyonlari KiS ve RRMS
hastalarinda benzer bulundu. Bununla beraber her iki grupta sag-
Ikl kontollerden yiiksek bulundu. KiS ve RRMS grubunda, medi-
yatorlerin seviyelerinin bakilan hicbir parametre ile korelasyon
gostermedigi saptandi. Buna karsin, beyin omurilik sivilarinda OKB
bulunan hastalarda PDGFbb (p=0,045), MMP9 (p=0,037) ve TIMP3
(p=0,033) diizeylerinin OKB bulunmayanlara gore daha yuksek ol-
dugu, ADAM17 seviyelerinin ise degismedigi gorilda.

Sonug: Bu calisma perisit disfonksiyon mediyatorlerinin MS'in pa-
togenezinde hastaligin erken dénemlerinden itibaren rol alabile-
cegini gostermektedir. Oligoklonal band bulunan hastalarda daha
yiksek seviyelerdeki mevcudiyeti, perisit disfonksiyonunun OKB
olusumu ile bir ilgisi olabilecegini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, klinik izole sendrom, perisit,
beyin omurilik sivisi, néroinflamasyon
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INTRODUCTION

Disruption of the blood-brain barrier (BBB) is an important
physiopathological aspect of multiple sclerosis (MS), which en-
ables hazardous humoral and cellularimmunological elements
to gain access into the central nervous system (1). BBB integri-
ty is maintained by the neurovascular unit, which is made up
of astrocytes, endothelial cells and pericytes (2). Although in-
volvement of glial cells and endothelial inflammation in BBB
disruption and MS pathogenesis has been extensively studied
(1), little is known about the contribution of pericytes to the for-
mation of active demyelinating lesions. Pericyte dysfunction is
known to lead to the release of various mediators of inflamma-
tion (e.g. matrix metalloproteinase 9; MMP9), which lead to the
disruption of the BBB (2). Platelet-derived growth factor (PDGF)
bb-PDGF receptor {3 signaling pathway in pericytes is crucial
for BBB functioning (3). Interaction of metalloproteinases (e.g.
MMP9 and a disintegrin and metalloproteinase-17; ADAM17)
with their inhibitors (e.g. tissue inhibitor of metalloproteinas-
es-3; TIMP3) modulate pericyte functions and thus BBB perme-
ability (4, 5). Notably, mice with inborn pericyte dysfunction
show defective remyelination in response to the experimental
MS model induced by lysolecithin (6). Moreover, several medi-
ators released by pericytes and/or endothelial cells (e.g. PDG-
Fbb, MMP9, TIMP3, and ADAM17) have been shown to be asso-
ciated with MS physiopathology (7-9). These findings suggest a
link between pericyte dysfunction, onset of BBB disruption and
formation of demyelinating lesions and bring forward the no-
tion of using pericytic mediators as biomarkers or therapeutic
targets of MS.

METHODS

To investigate the significance of pericytic mediators, cerebro-
spinal fluid (CSF) samples were collected from 18 patients with
clinically isolated syndrome (CIS) and 19 patients with relaps-
ing remitting MS (RRMS). All samples were collected during the
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remission period. CSF samples of CIS patients were collected
after the cessation of steroid treatment within the first two
months of the first clinical episode. None of the patients were
under immunosuppressive or immunomodulating treatment
during sampling. RRMS patients had higher number of relaps-
es, MRl lesions and EDSS scores than CIS patients, as expected
(Table 1). Oligoclonal bands (OCB) were investigated in all pa-
tients. Twenty age/gender-matched healthy individuals, whose
CSF samples had been collected for differential diagnosis of
acute-onset headache, were used as controls. These individuals
did not have any disorders, had normal neurological and sys-
temic examination, brain MR imaging, CSF cell count, protein
and glucose content, total blood count and blood chemistry
findings. They also gave prompt response to non-steroidal an-
ti-inflammatory drugs and remained healthy for a follow-up
period of six months. CSF samples were kept at —80°C until use
and thawed at the same time prior to experiments. CSF levels
of PDGFbb, MMP9, TIMP3, and ADAM17 were measured by ELI-
SA as per manufacturer’s instructions (Abcam, Cambridge, UK).
A standard curve was constructed based on a range of stan-
dard concentrations. The unknown concentrations in the sam-
ples were calculated from the standard curve and results were
expressed as pg/ml or ng/L. p<0.05 was considered as signifi-
cant in statistical tests. Ethics committee approval was received
for this study from the ethics committee of istanbul University
(11.01.2016 - 2015/KK/96).

RESULTS

Both CIS and MS patients had significantly higher PDGFbb
(p=0.022), MMP9 (p=0.039), TIMP3 (p=0.010), and ADAM17
(p=0.018) levels than healthy controls. However, no significant
differences could be found between CIS and MS patients by
Tukey’s post-hoc test (Figure 1). Spearman tests, performed to
seek a correlation between CSF levels of pericytic mediators
and age, disease duration, number of relapses, number of brain
MRI lesions and EDSS scores failed to identify a significant cor-

Table 1. Clinical and demographic features of clinically isolated syndrome (CIS) patients, multiple sclerosis (MS) patients and

healthy controls (HC)

CIS (n=18) MS (n=19) HC (n=20) p
Gender (women/men) 10/8 12/7 11/9 0.850*
Age 26.4+7.9 29.9+7.1 28.616.3 0.512**
Disease duration (years) = 59+1.3 = =
Number of relapses 1.0+ 0.0 6.4+3.1 - NA
Number of MRI lesions 1.8£1.0 7.1+1.9 - <0.001***
Number of patients with CSF OCB 10 13 - 0.640*
EDSS score 1.7£0.7 3.1£1.0 - <0.001"

CSF: cerebrospinal fluid; OCB: oligoclonal bands; EDSS: expanded disability status scale; NA: not applicable

Numerical values are signified in the form of average + standard deviation.
*Chi-square test; **ANOVA; ***Student’s t-test; ‘Mann-Whitney U test
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Figure 1. Cerebrospinal fluid PDGFbb, TIMP3, ADAM15, and MMP9 levels of clinically isolated syndrome (CIS) patients, relapsing remit-
ting multiple sclerosis (MS) patients and healthy controls (HC). Horizontal lines indicate mean values.
*p<0.05 by ANOVA

relation. CSF levels of PDGFbb (p=0.045), MMP9 (p=0.037) and
TIMP3 (p=0.033) were higher in MS patients with pattern 2 or
3 OCB than those without CSF OCB. By contrast, ADAM17 lev-
els were comparable among OCB positive and negative groups
(p=0.499) (Figure 2).

DISCUSSION

Cerebrospinal fluid levels of pericytic mediators are higher
in MS patients compared to healthy controls, starting shortly
after the first clinical episode during the CIS stage indicating
altered pericytic activity in early stages of MS. Absence of a
significant difference between CIS and RRMS patients imply
that CSF levels of pericytic mediators are unlikely to be used
as biomarkers to predict conversion from CIS to MS. Addi-
tionally, MMP9 levels have been found comparable among
MS and CIS patients (10). By contrast, OCB positive RRMS pa-
tients display elevated levels of PDGFbb, MMP9 and TIMP3,
all of which participate in the BBB functions. MMP9 is a well-
known mediator of BBB dysfunction (7). Although PDGFbb
is required for pericyte generation, high levels of PDGFbb

may lead to pericyte loss (3). Thus a likely hypothesis is that
pericyte dysfunction emerges during the progression of MS
further increasing the BBB permeability and ultimately lead-
ing to increased B cell access and enhanced OCB formation.
TIMP3 is required for the BBB integrity and has previously
been shown to be overexpressed in MS lesions (9). This medi-
ator is possibly released in increasing amounts as a compen-
sating factor to avert the BBB dysfunction in MS.

Pathogenic differences between OCB positive and negative MS
patients have been scarcely investigated. OCB positivity has
been associated with increased lesion load and disability in
some studies (11). Our results suggest that pericytic dysfunc-
tion, and ensuing BBB dysfunction might be one of the under-
lying causes of OCB formation.

Many other pericytic mediators such as chemokines, cytokines
and adhesion molecules were not investigated since they are
produced by a variety of cell types and therefore are not use-
ful in dissecting specific involvement of pericytes (2). Evident-
ly, mediators involved in this study may also be produced by
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endothelial cells and even glial cells to a certain degree and
finding a factor exclusively produced by pericytes is a major
challenge.

Our preliminary study gives a hint on involvement of pericytes
in MS pathogenesis in early stages and indicates that pericytes
are probably not innocent bystanders. Increased levels of peri-
cytic dysfunction mediators in OCB positive patients compared
to OCB negative patients suggests the need for further investi-
gations. Novel methods for specific assessment of pericytes are
also required for better characterization of the neurovascular
unitin MS.
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Cikar Catismasi: Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini bil-
dirmislerdir.

Finansal Destek: Bu calisma istanbul Universitesi Arastirma Fonu tara-
findan desteklenmistir, Proje no: 23979).
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6z

Proteomik calismalar, kitle spektrometresi ve kromatografi alanin-
daki teknolojik gelismeler sayesinde patolojik ya da fizyolojik olay-
lari daha detayli olarak degerlendirebilmemize imkan saglamak-
tadir. Kitle spektrometresi tabanli proteomik calismalarin 6nemli
bir arastirma alani olan protein fosforilasyonlari, hiicresel isleyisin
patolojik degisiminde molekdiler aktivitenin dinamik belirtecleri
olarak etkin rol oynar. Bu nedenle hastaliklarin molekiler meka-
nizmalarinin aydinlatiimasinda ve etkin tani-tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde fosfoproteomik calismalar artan 6neme sahiptir.
Fosfoproteinlerin tanimlanmasi ve miktar analizlerinin yapilabil-
mesi oldukga verimli tekrarlanabilir yontemlerin kullaniimasini ge-
rektirir. Bu amagla fosfoproteomik uygulamalardaki verimliligin en
Ust diizeye cikariimasinda mevcut yontemler gelistirilmeye devam
etmektedir. Kiitle spektrometresi tabanl fosfoproteomik arastirma-
larin temel metodolojisinin anlatildigi ve uygulamalarda karsilasilan
zorluklarin tartisildigi bu calismanin, MS tabanli fosfoproteomik ala-
nina ilgi duyan arastirmacilara yardimci olacagini umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Fosfoproteomik, 6rnek hazirligi, zenginlestir-
me, niceliksel fosfoproteomik, kiitle spetrometresi

GiRiS

insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte - protein
kodlayan yaklasik 20.000 gen ortaya ¢ikarilmis, bu genlere
ait mutasyonlar ve ekspresyon farkliliklar ortaya konulmus-
tur (1). insan genomunun haritalanmasi hastaliklarin mole-
kiler mekanizmasinin anlasiimasinda, erken tespitinde ve
tedavisinde buylik umut kaynagi olmustur. Kapsamli geno-
mik calismalarla tespit edilen mutasyonlar ve ekspresyon
farkliliklar gesitli hastaliklarda rol oynayan sinyal yolakla-
rina olan bakis acimizin gelismesini saglarken kanser gibi
molekiler mekanizmasi kompleks olan heterojen hastalik-
larin arastirilmasinda sadece genomik analizlerin yeterli ol-
madigi da anlasiimistir. Bununla birlikte yasanan genomik

ABSTRACT

Proteomic studies permit the evaluation of pathological or physio-
logical events in more detail through technological developments
in the fields of mass spectrometry and chromatography. Protein
phosphorylation, an important research area of mass spectrom-
etry-based proteomic studies, plays an active role as a dynamic
marker of molecular activity in the pathological alteration of cel-
lular processes. Therefore, phosphoproteomic studies are gaining
importance in the elucidation of molecular mechanisms of dis-
eases and the development of effective diagnostic and treatment
methods. Identification and quantitative analysis of phosphopro-
teins requires the use of highly efficient and reproducible meth-
ods. The development of existing methods is ongoing in order to
maximize the efficiency of phosphoproteomic applications. We
hope that this study, which explains the basic methodology of
mass spectrometry-based phosphoproteomic research and dis-
cusses its practical challenges, will be useful for researchers inter-
ested in MS-based phosphoproteomics.

Keywords: Phosphoproteomics, sample preparation, enrichment,
quantitative phosphoproteomics, mass spectrometry

devrim; protein, transkript, metabolit veya lipid profillerinin
biyoniformatik destekle topluca degerlendirildigi genom
sonrasl “omik” platformlarinin gelismesine zemin hazirla-
mistir (2, 3). Hiicrenin fonksiyonel makromolekiilleri olan
proteinlerin; fizyolojik ve patolojik siireclerdeki roliinii daha
iyi anlamaya yonelik yapilan proteomik calismalar son on-
bes yil icerisinde 6zellikle kanser arastirmalarinda 6nem ka-
zanmistir (4, 5). Post translasyonel degisiklikler (PTM'ler) ve
izoform varyasyon nedeniyle genomun aksine ¢cok daha ce-
sitli olan proteom ayni zamanda dinamik yapidadir. Genel-
likle geri donusiimli modifikasyonlar olan fosforilasyonlar,
proteinleri aktif ya da inaktif formlarina donustirirler. Buna
baglh olarak sinyal iletimi, biiylime ve apoptoz gibi hiicresel
streclerin diizenlenmesinde rol oynayan fosforilasyonlar,
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en sik calisilan modifikasyonlar arasinda yer alir. Ancak belirli
bir protein poptilasyonunda yalnizca kii¢tik bir bélim, belirli bir
zaman araliginda ve kisa siireli olarak fosforile olur. Bu nedenle
fosfoproteinler, bir hiicre lizati icinde bulunan tiim proteinlerin
kicuk bir bolimind temsil eder. Bu durum ise fosfoproteomik
analizleri zorlastiran ¢ok hassas ve spesifik stratejiler gerektirir
(6-8). Guniimuzde gergeklestirilen fosfoproteomik ¢alismalarin
is akisl; kiitle spektrometresi tabanli analizler igin kritik bir adim
olarak kabul edilen zenginlestirme basamaginin uygulandigi
ornek hazirligr asamasi, MS analizi ve informatik analiz olmak
Uzere U¢ ana baglikta toplanir (9).

FOSFOPROTEOMIK

Hucrenin baslica fonksiyonel makromolekdilleri olan proteinler
bulunduklari doku, hiicre ve hiicresel kompartmanlara gore
farkhliklar gostermekle birlikte organizmanin fizyolojik ya da
patolojik olan faaliyetleri boyunca dinamik bir profil sergile-
mektedir. Proteinlerin fonksiyonlarinin, ifade farkliliklarinin ya
da etkilesimlerinin bir bitiun halinde incelendigi proteomik
cahismalar; bu dinamik profili, stirekli olarak gelisen MS taban-
I teknolojiler ve preperasyon yontemleri sayesinde her gegen
glin daha net ve daha detayl bir sekilde aciga ¢ikarmaktadir.
Glnimuzde tek bir 6rnekte binlerce proteini profilleme kabili-
yeti olan bu gti¢li teknoloji, fosforile proteinlerin karakterizas-
yonunda buyik 6lcekli calismalarin énlint agmistir (8, 10).

MS tabanh fosfoproteomik calismalar icin zorunlu bir adim
olarak kabul edilen zenginlestirme teknikleri ile 6n fraksiyon-
lama yontemlerinin kombinasyonel kullanimi; fosfoproteomun
kapsaml profillerinin elde edilmesini saglayarak proliferasyon,
migrasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel sirec-
lerdeki fosforilasyonlarin kritik rollerinin ortaya c¢ikariimasini
kolaylastirmaktadir. Ancak diisiik stokiyometri, genis dinamik
aralik ve fosforile proteinlerin cesitli izoformlari nedeniyle ge-
nis Olcekli bir fosfoproteomik calismanin farkli basamaklarinda
asiimasi gereken cesitli zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (11-13).

Genis olcekli fosfoproteomik stratejilerde genellikle, ters faz
sivi kromatografisi ile birlestirilmis elektrosprey iyonizasyonu
(ESI) ve tandem MS kullanimi tercih edilmektedir (14-16). Kit-
le spektrometresi tabanli bir cok ¢alismadaki fosfoproteomik
is akisi, genellikle kompleks biyolojik 6rneklerin hazirlanmasi,
ornek icindeki ilgili bazi bilesenlerin zenginlestiriimesi ve kon-
santre edilmesi, LC-MS/MS analizi ve biyoinformatik basamak-
larindan olusur (Sekil 1). Ornek hazirhgi ve uygulama adimlari,
deneyin sonraki tiim basamaklarini telafi edilemez bir sekilde
etkiledigi icin tanimlama, dogrulama ve miktar analizlerinin net
bir sekilde yapilabilmesinde kritik Gneme sahiptir. Bu nedenle
asagida belirtilen protein ekstraksiyonu, enzim kesimi, fraksi-
yonlama (istege bagl), zenginlestirme ve temizleme (clean up,
desalting vb.) basamaklari 6rnek hazirhdr bashd altinda daha
detayl olarak incelenecektir.

Ornek Hazirhg:

Proteomik calismalarin yillar icerisindeki gelisim sirecinde
amaca yonelik olarak Bottom-up ve Top-down yaklasimlari
benimsenmistir. Bu yaklasimlar is akisi ve 6rnek hazirligi siireg-
lerinde temel farkliliklar gosterir. MS tabanli fosfoproteomik ca-
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Sekil 1. Bottom-up Fosfoproteomik Is Akisi. Ornek hazirhig:
“In solution digestion” ile triptik peptitler elde edilir, TiO2 /
IMAC vb yontemlerle fosfopeptitler zenginlestirilir. Tuzsuzlastir-
ma sonrasinda liyofilizator ya da speedvac ile kurutma islemi
yapihr. Fraksiyonlama tercihen yapilir (a), sivi kromatografisi ile
birlestirilmis ESI-QTOF MS/MS (b), biyoinformatik analiz (c)

lismalarda 6zellikle Bottom-up yaklasimina ait is akisi uygulanir
(Sekil 1). Fosfopeptitlerin MS analizi stirecine katildigi ve bunun
icin proteolitik sindirimin yapildigi Bottom-up yaklasimda, trip-
tik peptitler 3 farkh sekilde elde edilir. Bunlar: proteolitik sindi-
rimin ve protein ayriminin jelde gerceklestirildigi “in gel diges-
tion”, triptik peptitlerin sivi ortamda elde edildigi “in solution
ve filtre destekli 6rnek hazirligi olarak bilinen FASP (Filter-aided

sample preparation) yontemleridir (17-20).

”

Ornek Toplama ve Protein Ekstraksiyonu
Fosfoproteinlerin incelenmesindeki ilk adim numunenin dog-
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Sekil 2. TiO, Zenginlestirme is Akisi. a) TiO, boncuklari ile ze-
nginlestirme: TFA-Asetonitril-Glikolik asit iceren TiO, yikleme
tamponuna triptik peptitler ve TiO, boncuklar alinir. 5-10
dk inkiibasyondan sonra santriflij yapilir. Slipernatant temiz
bir tipe alinarak daha az miktarda TiO, boncuklaryla tekrar
inklibasyon ve santrifiij yapilir. Bu islem istenirse birka¢ kez
tekrarlanabilir. Stipernatant atilarak tim TiO, boncuklan to-
planir. TFA ve asetonitrilden olusan yikama tamponu ile 2 kez
yikama yapilir. TiO, boncuklar kisa bir stre kurutulur ve son
olarak amonyum hidroksit ile eltisyon yapilir (39).

ru sekilde toplanmasi ve tim hiicre lizatindan veya 6zel olarak
hiicresel alt birimlerden proteinlerin izolasyonunun gercek-
lestirilmesidir. Burada dikkat edilmesi gereken ¢ok énemli bir
nokta, biyolojik sistemdeki orijinal durumun korunmasi icin
enzimatik aktivitenin durdurulmasidir. Bu nedenle toplanan
numune, gerekli islemler yapilarak hizh bir sekilde dondurulur
ve -80°C'de saklanir. Protein ekstraksiyonu asamasi ise istenme-
yen protein degredasyonlarinin dnlenmesi icin enzimatik akti-
vitenin minimum oldugu +4°C'lik bir ortamda ya da buz Ulze-
rinde gerceklestirilir. Clinkli huicrenin lizis asamasinda proteaz
ve fosfatazlar aktiflesir ve gerekli dnlemler alinmadig taktirde
proteinler bozulabilir ve degisen pH’la birlikte fosfoproteinler
Uzerindeki fosfat gruplari kaybolabilir (21). Bununla birlikte en
iyi korumanin saglanmasi icin 6rnegin ¢ézlindirilmesinde ve
ektraksiyonun ilk adimlarinda, kullanilan tamponlara proteaz
ve fosfataz inhibitorleri eklenir (22). Hem proteaz hem de fos-
fataz inhibitorlerini uygun oranlarda iceren hepsi bir arada kok-
teyller ticari olarak satilmaktadir.

Triptik Peptit Eldesi

Rastgele degredasyonun dnlenmesi MS analizinde elde edilen
sonuglara net bir sekilde yansimaktadir. Enzim kesiminin yeterli
verimlilikte gerceklesmemesi durumunda MS spektrumundan
yeterli Grlin bilgisi elde edilemez. Proteaz enziminin kesim bol-
gesine ulasabilmesi icin polipeptit zincir primer hale getirilir.
Polipeptit zincirindeki arjinin ve lizin kalintilarini kesen tripsin,
bu siirecte en sik kullanilan proteazdir. Bunlarin digsinda Asp-N,
Glu-C ve Lys-C olarak adlandirilan cesitli proteazlar da kullanil-
maktadir (23).

Tuzsuzlastirma-Konsantre Etme
Lizis asamasinda protein disi makromolekiiller ve iyonlar, pro-
teinlerle ayni ortami paylasir. Ayrica homojenizasyon ve triptik
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peptidin elde edilmesinde kullanilan cesitli kimyasallar da kir-
lilige neden olur. Sonuglarin verimliligini etkileyen bu konta-
minant molekiller analiz dncesinde dogru bir sekilde uzaklas-
tinlmahdir. Bu amagla, farkli uygulama yollari olan temizleme,
tuzsuzlastirma ve konsantre etme islemleri zenginlestirme 6n-
cesinde ya da zenginlestirme sonrasinda yapilabilmektedir. Bu
islemlerin bir arada ya da ayri ayr yapildigi C18 materyal iceren
cesitli yontemler ve ticari Girinler mevcuttur (24, 25). Kontami-
nantlar uzaklastirmak Uzere zenginlestirme sonrasinda grafit
kolonlari kullanilabildigi gibi 6rnek, analiz cihazina verildikten
sonra analitik kolon oncesi trapping kolonu ve metodu kulla-
nilarak da uzaklastirma yapilabilmektedir (26). MS analizi dnce-
sinde fosfopeptitlerin uzun siire saklanabilmesi ve konsantre
edilmesi icin genellikle liyofilizatér ya da vakum konsantrator
(speedvac) cihazlari kullanilir. Liyofilizasyon sonrasinda drnek-
ler -80°C'de analiz slirecine kadar saklanabilir.

Zenginlestirme Stratejileri

Kompleks biyolojik numunelerde ¢ok diisiik ve cok yliksek mik-
tarda bulunan proteinlerin MS analiz stirecine birlikte katilmasi,
protein profilinin dogru bir sekilde olusturulmasinda 6nemli bir
sorun teskil eder. Cok diisiik miktarda bulunan fosfoproteinle-
rin genellikle peptit seviyesinde zenginlestirildigi bu basamak
bu nedenle kritik 6neme sahiptir. Fosfat grubunun kimyasal
ozellikleri temel alinarak gelistirilen cesitli zenginlestirme stra-
tejileri; immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), metal
oksit afinite kromatografisi (MOAC), immun afinite ve kimyasal
tirevlendirme seklinde gruplandirilir (27-33). En eski zengin-
lestirme stratejilerinden olan IMAC yonteminde, genellikle Fe*3,
Al ve Ga** metal iyonlar bir matriks ortaminda (kromatografik
kolon, MALDI plate ya da manyetik boncuklar gibi) selatlanmig
olarak bulunur ve pozitif yikli bu metal iyonlarinin, negatif
yUkli fosfat gruplarini yakalamasi esasina dayanir. Kuvvetli
asidik tamponlarin kullanildigi MOAC ydnteminde de benzer
prensipden faydalanilir ancak TiO,, ZrO,, Fe,O, gibi metal oksit-
ler fosfopeptitlere kovalent baglanir. Farkh asit turleri ve farkli
pH'da tamponlar kullanilarak IMAC ve MOAC yéntemlerinin ¢cok
sayida modifiye formu gelistirilmistir (34-38). Sekil 2'de temel
adimlan anlatilan TiO, ile zenginlestirme global fosfoproteomik
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki fosfopep-
tid zenginlestirme yontemiyle ilgili temel sorunlardan birisi,
negatif yukli karboksil gruplari ile pozitif ylkli metal iyonlari
arasindaki zayif afiniteden dolayi fosforile olmamis asidik pep-
tidlerin spesifik olmayan tutunmasidir (39). Fosforile serin ve
treonin kalintilarina kimyasal grubun eklendigi tiireviendirme
yontemlerinin hassasiyeti ise IMAC ve MOAC yontemlerinden
cok daha dusliktur. TUrevlendirme basamaklarinda olusabile-
cek yan reaksiyonlar ve disuk hassasiyet nedeniyle bu yontem
fosfoproteomik calismalarda ¢ok az tercih edilmektedir (39, 40).
Literatlrde reseptor tirozin kinazlarin hedef alindigi cok sayida
fosfoproteomik ¢alisma mevcuttur. Bu tiir calismalarda serin ve
treonin kalintilarindaki fosforilasyona gére ¢ok daha az goriilen
tirozin fosforilasyonu icin spesifik antikorlarin gelistirildigi im-
mun afinite zenginlestirme yontemi kullanilir (27, 41).

Bu temel ydontemler daha verimli bir zenginlestirme protokolu-
niin gelistirilmesi amaciyla cesitli fraksiyonlama yontemleriyle
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kombine edilmistir. Ayrica SIMAC, PolyMAC ve Phostag gibi ge-
listirilen farkli yontemler de bulunmaktadir (42-44).

Fraksiyonlama

Ters faz, SAX (Glglu Anyon Degisimi), HILIC (Hidrofilik Etki-
lesim Kromatografisi), SCX (Gui¢lii Katyon Degisimi) ve ERLIC
(Elektrostatik itme Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi) gibi
tercihen kullanilan kromatografik yontemler zenginlestirme
basamaginin verimliligini arttirmaktadir. Ozgiinliikleri farklilk
gosteren bu yontemler, biyolojik drnegin karmasik iceriginin
sadelestirilmesinde farkl avantajlar sunar. Bu nedenle kullani-
lacak 6n-fraksiyonlama yontemi, calismanin amacina ve tercih
edilecek diger uygulama tekniklerine gore degiskenlik gosterir
(45-50).

Kiitle Spektrometresi Analizi

iyonizasyon: Binlerce fosfopeptidin ya da fosforilasyon bélgesi-
nin tanimlanmasi, yiiksek ¢ézinirlikli kiitle spektrometreleri-
nin yine yiiksek basingli sivi kromatografileriyle birlestirilmesiy-
le saglanir. Zenginlestirme sonrasi analize hazir hale getirilen
fosfopeptit preparatlari, kromatografi sistemlerinde polaritele-
rine gore ayrimlanir. Daha sonra yumusak iyonizasyon saglayan
bir iyonizasyon kaynagi ile gaz faz iyonlar elde edilir. Fosfopro-
teomik calismalarda genellikle ESI kullaniimakla birlikte MALDI
ve DESI gibi farkli iyonizasyon kaynaklari da vardir.

Elektrosprey iyonizasyonu, sivi kromatografisinden gelen fazile
ornek enjeksiyonundan olusan karisimin, MS cihazi 6ncesinde
iyonizasyon kaynagina alinarak, pozitif veya negatif ytklu iyon-
lar elde etmek Uzere sartlandirilmasi esasina dayanir. Sivi fazi
spreyleyecek olan igne, izole bélmenin duvarlarina ve sprey
iceriginin dagilimini yonlendirmeye yardimci olan genis silindi-
rik elektrota karsi yiiksek voltajla yiiklenmis olarak uzanir. igne
ucunda olusan elektriksel alan, spreylenen sivinin yiiklenme-
sini saglar. Elektrik alana maruz kalan damlaciklarin ¢api, igne
etrafindan bdlme icine verilen basingli sicak gazin yardimiyla
giderek kuguliir. Damlaciklar belirli bir stire sonra bir patlama
seklinde ¢ok daha kiicuk taneciklere ayrilarak iyonik molekdil-
lerden olusan bir buhar haline gelirler ve yayilan iyonlar ince
bir hattan (cone) gegerek MS cihazinin i¢ kisimlarina yonlendi-
rilirler. iyonlar daha sonra kiitle analizériinden gecerek, kiitle/
yuk (m/z) oranina gore dedektore ulasir. Olusan sinyaller m/z
oranina bagli olarak goéreceli bolluklarini temsil eden bir kiitle
spektrumu grafigi seklinde goriuntilenir. Elektrosprey iyoni-
zasyon teknigi, karmasik biyolojik 6rnekleri oldukca etkin bir
sekilde analiz edilebilecek forma getirerek MS sistemlerinin
klinik calismalarda kullaniimasina biyik katki saglamistir (51,
52). Ancak ESI kaynaginin bazi sinirlamalari vardir. Kontaminant
madde iceren ve goreceli olarak diisiik konsantrasyonda olan
orneklerin iyonizasyon verimliligi disuk olur ve buna bagli ola-
rak analiz sonrasi sekans bilgisinin ve dolayisiyla tanimlanacak
protein sayisinin da diistik olmasina neden olur. Analiz gliciin-
deki yetersizligin tstesinden gelmek lzere triptik peptit karisi-
mi halindeki 6rneklerde fosfopeptitlerin zenginlestirmesi ama-
ayla zaman icinde bircok yeni metot gelistirilmis ya da metot
iyilestirmeleri yapilmistir. Bu baglamda ilgili olmayan peptitler
blyuk olclide ortamdan uzaklastinlmis ve sinyal glgleri artan
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fosfopeptitlerin daha fazla sayida ve daha dogru bir sekilde ta-
nimlanmasi hedeflenmistir (53-55).

Yaklasik 30 yil 6nce biyolojik 6rneklerin analizinde kullanilmaya
baslanan MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)
teknolojisi, yapilan cesitli iyilestirmelerle fosfoproteomik calis-
malar dahil olmak lzere glinimiizde de kullanilmaya devam
etmektedir (56, 57). MALDI-TOF kiitle spektrometresi, analit
molekdillerini icinde barindiran ve iyonizasyonu saglayan kim-
yasal bir matriksin lazerle vurulmasi yoluyla gaz fazina ge¢mis
iyonik molekiillerin MS analizérlerine yonlendirilmesi esasina
gore cahsir (58). MALDI calismalarinda fosforile peptidlerin
iyonizasyon verimliligini arttirmak amaciyla cesitli kimyasal-
lardan olusan kombinasyonlarla yeni matriksler olusturulmaya
cahsiimistir. Matriks kombinasyonu olarak metandifosfonik asit
ve 2,5-dihidroksibenzoik asitin uygulandigi bir ¢calismada hem
fosfopeptit sinyallerinin anlamli bir sekilde yikseltildigi hem
de ortamdaki baska iyonik Grtinlere dair siynal grultilerinin
temizlendigi bildirilmistir (59, 60).

Yontemlerin verimliligini artirmak ve 6rnek hazirligi sirasindaki
uzun ve zahmetli stirecleri kisaltmak icin farkli zamanlarda iyon
kaynadyla ilgili cesitli alternatif calismalar yapilmistir. Karmasik
matrislerden cok cesitli molekdillerin analizine imkan saglayan
DESI-MS (Desorption Electrospray lonization Mass Spectro-
metry) metotlarinda elektrospray voltaji, solvent inflizyon ora-
ni ve kompozisyonu gibi enstriimental degerler analiz glicini
etkilemektedir (61). 2013 yilinda yayinlanan bir calismada fos-
fopeptidlerin etkili bir sekilde iyonlastirimasinda nispeten hizh
bir metot gelistirilmistir. Calismada peptit zincirleri tizerindeki
fosfat gruplarinin deprotonasyonunu baskilamak amaciyla,
hazirlanan 6rnek preparatinin pH degeri oldukca diistiriimis
ve desorpsiyon elektrosprey iyonlastirma kitle spektrometresi
kullanilarak dogrudan analiz yapilmistir (62). Biyolojik 6rnek-
lerin analizinde DESI kullanimina olan ilgi son yillarda yapilan
calismalarda da gorilmektedir (63, 64).

Fragment iyonlarin elde edilmesi: iyonize olan peptitler 6nce
analizore ardindan da parcalanma hiicresine gonderilirler.
Peptitler, enerji yiiklenmis inert gaz yardimiyla spektrumlari
verecek fragmentlere parcalanirlar. Peptit iskeletinin parca-
lanmasinda carpisma kaynakli ayrismanin (Collision-induced
dissociation; CID) kullanimi fosfat gruplarinin kaybina neden
olabilir. Buna bagli olarak olusan nétr kayiplar, parcalanma ve-
rimliligini dusirlir ve peptit dizisinin dogru bir sekilde yorum-
lanmasini zorlastinr. Alternatif olarak daha az notr kayiplarin
go6zlendigi elektron transfer ayrimi (electron transfer dissocia-
tion; ETD), elektron yakalama ayrimi (electron capture dissoci-
ation; ECD) ve 1sin tipi CID (beam-type CID veya high-energy
collision dissociation; HCD) gibi farkli parcalanma turleri de
kullanilmaktadir. Birbirini tamamlayan iki teknik olarak ETD ve
CID'in birlikte kullanimi, parcalanma verimliligini arttirabilmek-
tedir (65-68).

Spektrumlarin elde edilmesi: Parcalanma sonrasinda peptit
fragmentleri kitle ve iyonik yiklerine gore belirli bir hizla yol
alarak detektoriin 6niindeki plakaya carparlar ve elektrovolt
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cinsinden bir enerji Giretiimesine sebep olurlar. MS analizi sonu-
cunda fragmentlerden, kiitle/ytuk (m/z) oranlarina gére spekt-
rumlar olusturulur (69-71).

Diger proteomik calismalarda oldugu gibi fosfoproteomik ca-
lismalarda da cihazin ¢ézlindrlik gict, kitle dogrulugu, dina-
mik aralik, hassasiyet ve parcalanma teknikleri gibi 6zellikler,
elde edilecek sonugclari dolayisiyla da MS analizlerini de icine
alan biitln bir calismanin gidisatini dogrudan etkileyen 6nemli
parametrelerdir (72).

Biyoinformatik

MS analizi stirecinde elde edilen spektrumlardan olusan ham
verilerin analizi, glicli yazilimlarla yapiimaktadir. PLGS (Waters
Corp., Milford, MA), Progenesis (Nonlinear Dynamics, Newcast-
le, UK), Mascot (Matrix Science, London, UK), Proteome Discove-
rer (ThermoScientific, Bremen, Germany) ve MaxQuant (http://
www.maxquant.org) gibi programlar, ham verilerin dijital ola-
rak belirli filtrelere gore degerlendirilmesini saglamaktadir (73,
74). Phospho.ELM (http://phospho.elm.eu.org/), PhosidaPHO-
SIDA (http://www.phosida.com/) UniprotKB/Swiss-Prot (http://
www.uniprot.org) ise fosfoproteomik calismalarda veritabani
olarak en ¢ok kullanilan araglardandir. Genel olarak internet
Uzerinden erisilebilen veri tabanlarindan yola ¢ikarak tanimla-
nan proteinlerin etkilesimlerini, hangi yolakta bulunduklarini
ve ne tlr gorevlere sahip olduklarini belirlemek icin Reactome
(http://www.reactome.org/), IPA (IPA, QIAGEN, Redwood City,
CA, USA, www.giagen.com/ingenuity), Cytoscape (http://www.
cytoscape.org/) ve KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) gibi
programlar kullanilabilmektedir (75-78).

NiCELIKSEL FOSFOPROTEOMIK

Niceliksel fosfoproteomik calismalar, protein ya da peptit sevi-
yesinde olabilir. Protein seviyesinde yapilan miktar tayinlerinde
jelli sistemler kullanilir. Geleneksel proteomik olarak adlandiri-
lan 1D (Tek boyutlu jel elektroforezi), 2D-PAGE (iki boyutlu po-
liakrilamid jel elektroforezi) ve 2D-DIGE (diferansiyel jel elekt-
roforezi) gibi jelli sistemlerde proteinler polarite ve molekiiler
blyukliklerine gore ayrnlir. 2D yaklasimda fosfoproteinler 6n-
celikle pozitif ya da negatif yiiklerine gore belirli bir pH yonln-
de hareket eder. Her bir fosfoproteinin net ylkuinin sifir oldugu
izoelektrik noktasinda (pl) gé¢ tamamlanir. ikinci boyutta ise
proteinler, SDS gibi denatiire eden ajan iceren bir tampon iceri-
sinde molekdler buytikltklerine gére ayrilir. Daha sonra comas-
sie mavisi ve giimUs nitrat gibi cesitli boyalarin kullaniimasiyla
proteinlerin spotlar halinde gériintiilenmesi saglanir. Floresan
boyamanin yapildigi 2D-DIGE yontemiyle tek bir jelde daha faz-
la sayida proteinin daha hassas miktar analizi yapilabilmektedir
(78-81). Bununla birlikte miktar analizi icin western-blot gibi an-
tikor tabanli yontemler de kullaniimaktadir. MS tabanli bir fos-
foproteomik calismanin sonucunda bulunan belirli proteinlerin
dogrulamasi bu yontemlerle yapilabilir (82).

Uzun yillar boyunca protein kantifikasyonu calismalarinda
kullanilan temel yontemler, proteinleri izoelektrik degerlerine
ve molekiiler agirliklarina gore ayiran jelli sistemler olmustur.
Ancak jel tabanli yontemler; belirli molekil agirhigina veya pl
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degerlerine sahip proteinlerin tespitinin zorlugu, bir tek nokta
Uzerinde farkli proteinlerin bulunabilmesi ve gorece az sayida
ornegin calisilabilmesi gibi sinirliliklara sahiptir (83, 84).

MS yéntem ve teknolojilerindeki gelismelere bagli olarak bu-
yik 6lcekli protein ekspresyonu ve karakterizasyonu calisma-
larini gerceklestirme imkani sunan “shotgun” proteomik tek-
nikleri jelli yontemlerin yerini almaya baglamistir. MS tabanli
kantitatif proteomik uygulamalari icerisinde yer alan kararli
izotop etiketli yontemler, izotoplarin kitle disindaki 6zellik-
lerinin ortak olmasi nedeniyle gelismis kiitle dedektorlerinin
kullanildigi MS tabanh kantitatif calismalarda buyiik avantaj
saglamistir. Ancak etiketli kantifikasyon calismalarinda da, kul-
lanilan tekniklere gore degdisen bazi zorluklar s6z konusudur.
Etiketlemenin tam olarak gerceklesmemesi, metabolik olaylar
ile etiketli molekullin baska bir molekiile dénisebilmesi, bazi
yontemlerde etiketlemenin gerceklesmesi icin 6rnek materya-
linin metabolik olarak aktif olmasi gerekliligi, sadece az sayida
ornedin bir arada calisilabiliyor olmasi, preparasyon sirecinin
¢ok uzun siirmesi, maliyetlerin yiiksek olmasi ve informatik
yazilimlarinin yeteri kadar giivenilir olmamasi gibi zorluklar,
etiketli ydntemlere dair sinirliliklarin dnemli bir kismini olustur-
maktadir (85, 86).

Bu baglamda hasta-kontrol eslestirmesi yapilarak ¢ok sayida
numunenin analiz edildigi biyobelirte¢ calismalarinda etiketsiz
yéntemlerin tercih edildigi goriilmektedir. Ornek hazirhgr asa-
masindaki bir takim kolayliklar, gelismis hesaplama araglariyla
informatik programlarinin daha gliclii hale gelmesi, 6zellikle
global protein ekpresyon farkhliklarinin arastirildigi cok sayida
numune iceren calismalarda etiketsiz yontemlerin tercih edil-
mesini saglamistir (87).

Etiketli Yontemler

Etiketlemeler metabolik, enzimatik ve kimyasal olarak gercek-
lestirilebilir. Fosfoproteomik caligmalarda, en ¢ok metabolik eti-
ketlemenin yapildig SILAC (stable isotope labeling with amino
acids in cell culture) yontemi kullanilir (88). Bu yontemde etiket-
leme, hiicrelerin iki farkli hiicre kiiltiirG ortaminda bayuttalmesiy-
le gerceklestirilir (89). Hiicre populasyonlarindan birinin besiye-
rine hafif diger bir degisle dogal '>C, *N atomlarina sahip arjinin
ve lizin aminoasitleri eklenirken digerine agir izotop ("*C, *N)
etiketli arginin ve lizin aminoasitleri eklenir. Hiicre ortamlarindan
biri 5-6 pasaj sonrasinda, adir izotoplu aminoasitlerle etiketlen-
mis olur. Etiketleme siirecinin tamamlanmasindan sonra her iki
ortamdaki hiicreler birlestirilerek kesim ve zenginlestirme basa-
maklari uygulanir. Etiketli peptit ciftleri arasindaki pik yogunluk-
larinin (intensity) orani, fosfoproteinlerin miktar degisimlerinin
goreceli olarak belirlenmesini saglar. Yiiksek etiketleme oranina
sahip SILAC yonteminin en énemli avantajlarindan biri, etiketli
orneklerin is akisinin ilk basamaklarinda birlestirilmesiyle yapilan
hatalarin en aza indirgenmesidir. Bu nedenle givenilir, dogru
ve tekrarlanabilir bir miktar tayini icin oldukga sik tercih edilen
kolay uygulanabilir kantitasyon yontemidir. SILAC uygulamala-
rinda genellikle iki farkl hiicresel durumun karsilagtirmasi yapilir.
Bununla birlikte Ug farkl izotop formlarinin kullanildigi 3-pleks
ya da 5-pleks SILAC ile tek bir deneyle ikiden fazla hiicresel du-
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Tablo 1. Fosfoproteomik calismalarda kullanilan yontem, teknik ve yaklagimlar

Sindirim islemi

Swviicinde (In-solution) kesim, Jelde kesim, Filtre-destekli 6rnek hazirhgr (FASP)

Zenginlestirme Yontemleri

IMAC, MOAGC, SIMAC, Antikor tabanli Immiinoafinite, Kimyasal tiirevlendirme, PolyMAC, PhosTag

Tuzsuzlastirma (Desalting)

ZipTip, Kati-Faz Ekstraksiyon (SPE), Spin-tip kolon, Trapping kolon

Fraksiyonlama

SCX, SAX, HILIC, ERLIC, Ters faz sivi kromatografisi

Niceliksel Analiz

Etiketli (SILAC, ITRAQ, TMT) , Etiketsiz

iyonizasyon Kaynag: ESI, MALDI, DESI

Parcalanma Turi CID/CAD, ETD, ECD, HCD

Analiz Programlari

Mascot, Progenesis, PLGS, XITANDEM, MaxQuant

Veri tabanlari

PHOSIDA, Phospho.ELM, NetworKIN, Motif-X, KEGG, IPA, DAVID, STRING, Cytoscape

IMAC: immobilized metal affinity chromatography; MOAC: metal-oxide affinity chromatography; SIMAC: sequential elution from IMAC; SCX: strong cationic
ion-exchange chromatography; SAX: strong anionic ion-exchange chromatography; HILIC: hydrophilic interaction liquid chromatography; ERLIC: electrostatic
repulsion-hydrophilic interaction chromatography; SILAC: stable 1sotope labeling with amino acids in cell culture; ITRAQ: 1sobaric tags for absolute and relative
quantification; TMT: tandem mass tag; ESI: electrospray lonization; MALDI: matrix-associated laser desorption/ionization; DESI: desorption electrospray ionization
mass spectrometry; CID/CAD: collision-induced dissociation; ETD: electron transfer dissociation; ECD: electron capture dissociation; HCD: high-energy collision

dissociation

rum karsilastinlabilmektedir (90, 91). SILAC ydnteminin, hicre
hatlar disinda zebrafish, drosophila, nematod ve fare gibi orga-
nizmalarda da uygulamasi yapilmistir (92-95). Ancak bu organiz-
malardaki metabolik hizin dusiik olmasi nedeniyle etiketleme
verimliligi azdir. Sinirh sayida hiicresel durumun karsilastirildig
SILAC y6nteminin bu nedenle en biyik dezavantaji doku ya da
biyolojik sivilar icin uygulanabilirliginin disik olmasidir. Dahili
standartlarin kullanildigi Pulsed-SILAC ve Super-SILAC teknikle-
rinin gelistirilmesiyle bu dezavantajlarin 6niine gegilmeye cali-
silmaktadir (92, 96).

Fosfoproteomik calismalarda kullanilan diger etiketli yontem-
ler ise ITRAQ (Isobaric tags for absolute and relative quantifica-
tion) ve TMT (tandem mass tag)‘dir. SILAC yontemine alternatif
olarak ITRAQ ve TMT yontemleri daha fazla sayida 6rnegi etiket-
leme imkani sunar (88, 97). Bununla birlikte doku ve biyolojik
sivilar gibi farkli biyolojik numunelerde uygulanabilir olmasi
onemli bir avantaj sagdlar. SILAC ve diger etiketli yontemler ilag
hedeflerinin, ila¢ direncinin, hiicre déngisu gelisiminin ya da
sinyal yolaklarinin arastirildigi calismalarda kullanilabilmekte-
dir (6, 98).

Etiketsiz Yontemler

Etiketli yontemlerin aksine etiketsiz kantitatif yontemlerde nu-
munelerin preparasyonu ayri ayri yapilir ve preparatlar tek tek
MS analizine tabi tutulurlar. Protein kuantifikasyonunda kroma-
tografideki pik yuksekligi veya peptit pik alanlari gibi bollugu
ifade eden parametrelerin degisimi tizerinden hesaplama yapi-
labilmektedir. Kantifikasyonun diger bir araci ise MS analizi son-
rasinda tanimlanan proteinlerin spektral sayimidir. Bu araglarin
kullanimi ile belirli bir biyolojik 6rnek icindeki her bir proteinin
bollugu, diger 6rneklerdekine gore etiketsiz olarak tespit edi-
lebilmektedir (99). Etiketsiz kantifikasyon; preparasyon asama-
sinin nispeten daha ucuz, kolay, hizli olmasi ve analiz sirasinda

etiketleme verimliligine bagh varyasyonlarin gériilmemesi ne-
deniyle ciddi avantajlar saglamaktadir (100).

Pik Yogunlugu ve Spektral Sayim

MS analizi sonucu elde edilen kromatogramlardaki bellirli bir
analite ait nispi yogunluk ile ayni analitin 6rnek preparatindaki
konsantrasyonu arasinda dogrusal bir dl¢iitiin bulunmasi, pik
yogunlugu hesabi ile yapilan rolatif kantifikasyonun temelini
olusturmaktadir. Protein bollugundaki bir artis dogal olarak
preparatta bulunan ilgili proteinin triptik peptitlerinin artisina
ve MS/MS spektrumlarinin artisina neden olacaktir (101). Temel
olarak drnek icerisinde daha bol bulunan proteinin, daha faz-
la peptit ile ifade edilecegi prensibine dayanan spektral sayim
teknigi; protein abundance index (PAl ve emPAl), absolute pro-
tein expression (APEX), normalized spectral index (SIN) gibi he-
saplama arag ve stratejilerinin gelistirilmesiyle hem rélatif hem
de mutlak kantifikasyonun ayni érneklere uygulanabilmesine
imkan verir. Spektral sayima dayali kantifikasyon, pik yogun-
lugu hesaplamasina gore genis 6lcekli proteomik calismalara
daha uygun ve daha tekrarlanabilir 6zelliktedir (102, 103).

SONUC

Fosfoproteinlere ait ifade farkhliklarinin, fonksiyonel 6zellikle-
rin ya da etkilesimlerin yiiksek verimlilikle degerlendirilmesin-
de kiitle spektrometreleri popiler araglar haline gelmistir. Ca-
lismalarin hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi icin numune se¢imi,
toplama siireci ve kullanilan yontemler dikkat edilmesi gereken
dnemli unsurlardir. Ornek hazirliginin her bir asamasi farkl yén-
temler kullanilarak yapilabilse de genel egilim belirli teknikleri
dne cikarmaktadir. Ornegin; cok sayida zenginlestirme yéntemi
olmasina ragmen fosfopeptitler genellikle TiO2 ile zenginlesti-
rilmektedir. Diger fosfopeptitlere nazaran diisiik miktarda bulu-
nan fosfotirozin iceren peptitler icin de immiinoafinite zengin-
lestirme yontemi kullaniimaktadir.
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Farkli hiicresel kosullarin bilgisini tasiyan her bir 6rnegin pro-
tein cesitliligini dogru nicel degerlendirmelerle ortaya koya-
bilmek molekdler olaylarin aydinlatiimasinda, hastaliklara dair
biyobelirteclerin tespit edilmesinde veya gelistirilecek ila¢ he-
deflerini bulmada biyiik 5nem tasimaktadir. Proteomik alanin-
da istenilen bu dogru nicel degerlendirmeleri elde edebilmek
icin etiketsiz yontemlerin yanisira cesitli etiketleme teknikleri
halen gelistiriimeye devam etmektedir. Etiketsiz yontemler
buyik olcekli kantitatif proteomik calismalarda avantaj sagla-
sa da ozellikle numune hazirligi sirasinda meydana gelebilecek
olumsuzluklar analiz giiciini etkileyebilen bazi sinirlamalara
sebep olmaktadir. Agir ve hafif etiketli numunelerle goreceli
kantifikasyonun gerceklestirildigi kararli izotop etiketleme ise
yaygin bir yontem haline gelmistir. Calismalarda hiicre hatlar-
nin kullanilmasi, hem verilerin daha dogru yorumlanmasinda
hem de daha 6ncesinde bahsettigimiz fosfoproteomik drnek
hazirligi asamasinda buiyilk avantajlar saglamaktadir. Bu ne-
denle calismalarin blyik ¢cogunlugunda 6zellikle kantifikas-
yonda kolaylik saglamasi agisindan hiicre hatlari kullaniimakta-
dir. Hiicre kiltiir cahsmalarinda protein ekspresyon farkliliklari
genellikle SILAC ile degerlendirilirken doku ve serum gibi biyo-
lojik 6rneklerin kullanildigi calismalarda TMT, ITRAQ ve etiketsiz
yontemler avantaj saglamaktadir (Tablo 1).

Son on yilda yapilan yogun arastirmalar, fosfoproteomik calis-
malarda 6zellikle fosfopeptit zenginlestirme icin daha spesifik
tekniklerin gelistiriimesine katki saglamistir. Ancak gelistirilen
cok sayida yonteme ve ekipmana ragmen kompleks numune-
lerle yapilan genis 6lcekli calismalardaki birinci sinirlayici faktor,
oldukga spesifik ve tekrarlanabilir bir fosfoproteomik is akisinin
olmamasidir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilari: Fikir - M.G.S., S.S.; Tasarim - M.G.S., S.S.; Denetleme -
S.P; Kaynaklar - M.G.S., S.S.; Veri Toplanmasi ve/veya islemesi - M.G.S.,
S.S.; Analiz ve/veya Yorum - S.P, M.G.S., S.S.; Literatlir Taramasi - M.G.S.,
S.S.; Yaziyi Yazan - M.G.S,, S.S.; Elestirel inceleme - S.P.

Tesekkiir: Yazarlar, destekleri icin Prof. Dr. Nesrin Emekli'ye tesekkiir
ederler.

Cikar Catigsmasi: Yazarlar ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu calisma icin finansal destek almadiklarini
beyan etmislerdir.

Peer-review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - M.G.S., S.S.; Design - M.G.S., S.S.; Su-
pervision - S.P; Resource - M.G.S., S.S.; Data Collection and/or Process-
ing - M.G.S,, S.S.; Analysis and/or Interpretation - S.P, M.G.S., S.S; Liter-
ature Search - M.G.S.,, S.S.; Writing - M.G.S., S.S.; Critical Reviews — S.P.

Acknowledgements: The authors would like to thank Prof. Dr. Nesrin
Emekli for her supports.

Conflict of Interest: Authors have no conflict of interest to declare.

Experimed 2018; 8(1): 23-32

Financial Disclosure: The authors declared that this study has re-
ceived no financial support.

KAYNAKLAR

1. International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing
the euchromatic sequence of the human genome. Nature 2004;
431:931-45. [CrossRef]

2. Ram PT, Mendelsohn J, Mills GB. Bioinformatics and systems biol-
ogy. Mol Oncol 2012; 6 : 147-54. [CrossRef]

3. LiL, WeiY, To G, et al. Integrated omic analysis of lung cancer re-
veals metabolism proteome signatures with prognostic impact.
Nat Commun 2014; 5: 5469. [CrossRef]

4. Kisluk J, Ciborowski M, Niemira M, Kretowski A, Niklinski J. Pro-
teomics biomarkers for non-small cell lung cancer. J Pharm
Biomed Anal 2014; 101: 40-9. [CrossRef]

5. Shukla HD, Vaitiekunas P, Cotter RJ. Advances in membrane pro-
teomics and cancer biomarker discovery: current status and fu-
ture perspective. Proteomics 2012; 12: 3085-104. [CrossRef]

6. Harsha HC, Pandey A. Phosphoproteomics in cancer. Mol Oncol
2010; 4: 482-95. [CrossRef]

7.  Zhang Z, Wu S, Stenoien DL, Pasa-Toli¢ L. High-throughput pro-
teomics. Annu Rev Anal Chem (Palo Alto Calif) 2014; 7: 427-54.
[CrossRef]

8.  Aebersold R, Mann M. Mass-spectrometric exploration of proteome
structure and function. Nature. 2016; 537: 347-55. [CrossRef]

9. Leitner A. Enrichment strategies in phosphoproteomics. Methods
Mol Biol 2016; 1355: 105-21. [CrossRef]

10. de Hoog CL, Mann M. Proteomics. Annu Rev Genomics Hum Gen-
et 2004; 5: 267-93. [CrossRef]

11. Piersma SR, Knol JC, de Reus |, et al. Feasibility of label-free
phosphoproteomics and application to base-line signaling of col-
orectal cancer cell lines. J Proteomics 2015; 127(Pt B): 247-58.

12. Herring LE, Grant KG, Blackburn K, Haugh JM, Goshe MB. Develop-
ment of a tandem affinity phosphoproteomic method with motif
selectivity and its application in analysis of signal transduction
networks. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2015;
988: 166-74. [CrossRef]

13. Macek B, Mann M, Olsen JV. Global and site-specific quantitative
phosphoproteomics: principles and applications. Annu Rev Phar-
macol Toxicol 2009; 49: 199-221. [CrossRef]

14. ZhangY, Zhang Y, Yu Y. Global Phosphoproteomic Analysis of in-
sulin/Akt/mTORC1/S6K Signaling in Rat Hepatocytes. J Proteome
Res 2017; 16: 2825-35. [CrossRef]

15. Rolland D, Basrur V, Conlon K, et al. Global phosphoproteomic
profiling reveals distinct signatures in B-cell non-Hodgkin lym-
phomas. Am J Pathol 2014; 184: 1331-42. [CrossRef]

16. Zahari MS, Wu X, Pinto SM, et al. Phosphoproteomic profiling of
tumor tissues identifies HSP27 Ser82 phosphorylation as a robust
marker of early ischemia. Sci Rep 2015; 5: 13660. [CrossRef]

17. Han C, Yang P. Two dimensional gel electrophoresis-based plant
phosphoproteomics. Methods Mol Biol 2016; 1355: 213-23.
[CrossRef]

18. Grandjean M, Sermeus A, Branders S, et al. Hypoxia integration in
the serological proteome analysis unmasks tumor antigens and
fosters the identification of anti-phospho-eEF2 antibodies as po-
tential cancer biomarkers. PLoS One 2013; 8: e76508. [CrossRef]

19. Zawadzka AM, Schilling B, Cusack MP, et al. Phosphoprotein se-
cretome of tumor cells as a source of candidates for breast can-
cer biomarkers in plasma. Mol Cell Proteomics 2014; 13: 1034-49.
[CrossRef]

29



https://doi.org/10.1038/nature03001
https://doi.org/10.1016/j.molonc.2012.01.008
https://doi.org/10.1038/ncomms6469
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2014.07.038
https://doi.org/10.1002/pmic.201100519
https://doi.org/10.1016/j.molonc.2010.09.004
https://doi.org/10.1146/annurev-anchem-071213-020216
https://doi.org/10.1038/nature19949
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_7
https://doi.org/10.1146/annurev.genom.4.070802.110305
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2015.02.017
https://doi.org/10.1146/annurev.pharmtox.011008.145606
https://doi.org/10.1021/acs.jproteome.7b00140
https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2014.01.036
https://doi.org/10.1038/srep13660
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_14
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0076508
https://doi.org/10.1074/mcp.M113.035485

30

Experimed 2018; 8(1): 23-32

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Zhang H, Xu Y, Filipovic A, et al. SILAC-based phosphoproteomics
reveals an inhibitory role of KSR1 in p53 transcriptional activity via
modulation of DBC1. Br J Cancer 2013; 109: 2675-84. [CrossRef]
Espina V, Edmiston KH, Heiby M, et al. A portrait of tissue
phosphoprotein stability in the clinical tissue procurement pro-
cess. Mol Cell Proteomics 2008; 7: 1998-2018. [CrossRef]
Rothenberg DA, Gordon EA, White FM, Lourido S. Identification of
direct kinase substrates using analogue-sensitive alleles. Methods
Mol Biol 2016; 1355: 71-84. [CrossRef]

Wisniewski JR, Mann M. Consecutive proteolytic digestion in an
enzyme reactor increases depth of proteomic and phosphopro-
teomic analysis. Anal Chem 2012 20; 84: 2631-7. [CrossRef]

Batth TS, Olsen JV. Offline High pH reversed-phase peptide frac-
tionation for deep phosphoproteome coverage. Methods Mol
Biol 2016; 1355: 179-92. [CrossRef]

Jersie-Christensen RR, Sultan A, Olsen JV. Simple and reproducible
sample preparation for single-shot phosphoproteomics with high
sensitivity. Methods Mol Biol 2016; 1355: 251-60. [CrossRef]
Premsler T, Lewandrowski U, Sickmann A, Zahedi RP. Phosphopro-
teome analysis of the platelet plasma membrane. Methods Mol
Biol 2011; 728: 279-90. [CrossRef]

Rush J, Moritz A, Lee KA, et al. Immunoaffinity profiling of tyrosine
phosphorylation in cancer cells. Nat Biotechnol 2005; 23: 94-101.
[CrossRef]

Boersema PJ, Foong LY, Ding VM, et al. In-depth qualitative and
quantitative profiling of tyrosine phosphorylation using a combi-
nation of phosphopeptide immunoaffinity purification and stable
isotope dimethyl labeling. Mol Cell Proteomics 2010; 9: 84-99.
[CrossRef]

Thaler F, Valsasina B, Baldi R, et al. A new approach to phosphoser-
ine and phosphothreonine analysis in peptides and proteins:
chemical modification, enrichment via solid-phase reversible
binding, and analysis by mass spectrometry. Anal Bioanal Chem
2003; 376: 366-73. [CrossRef]

Tsumoto H, Ra M, Samejima K, Taguchi R, Kohda K. Chemical deri-
vatization of peptides containing phosphorylated serine/thre-
onine for efficient ionization and quantification in matrix-assist-
ed laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry.
Rapid Commun Mass Spectrom 2008; 22: 965-72. [CrossRef]
Negroni L, Claverol S, Rosenbaum J, Chevet E, Bonneu M, Schmit-
ter JM. Comparison of IMAC and MOAC for phosphopeptide en-
richment by column chromatography. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci 2012; 891-892: 109-12. [CrossRef]

Aryal UK, Ross AR. Enrichment and analysis of phosphopeptides
under different experimental conditions using titanium dioxide
affinity chromatography and mass spectrometry. Rapid Commun
Mass Spectrom 2010; 24: 219-31. [CrossRef]

Ruprecht B, Koch H, Medard G, Mundt M, Kuster B, Lemeer S. Com-
prehensive and reproducible phosphopeptide enrichment using
iron immobilized metal ion affinity chromatography (Fe-IMAC)
columns. Mol Cell Proteomics 2015; 14: 205-15. [CrossRef]

Tsai CF, Hsu CC, Hung JN, et al. Sequential phosphoproteomic en-
richment through complementary metal-directed immobilized
metal ion affinity chromatography. Anal Chem 2014; 86: 685-93.
[CrossRef]

Larsen MR, Thingholm TE, Jensen ON, Roepstorff P, Jargensen TJ.
Highly selective enrichment of phosphorylated peptides from
peptide mixtures using titanium dioxide microcolumns. Mol Cell
Proteomics 2005; 4: 873-86. [CrossRef]

Wan H, Yan J, Yu L, et al. Zirconia layer coated mesoporous silica
microspheres used for highly specific phosphopeptide enrich-
ment. Talanta 2010; 82: 1701-7. [CrossRef]

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Srmen ve ark.
Fosfoproteomikte Uygulama Basamaklari

Blacken GR, Volny M, Diener M, et al. Reactive landing of gas-
phase ions as a tool for the fabrication of metal oxide surfaces
for in situ phosphopeptide enrichment. J Am Soc Mass Spectrom
2009; 20: 915-26. [CrossRef]

Chen SY, Juang YM, Chien MW, Li K, Yu CS, Lai CC. Magnetic iron
oxide nanoparticle enrichment of phosphopeptides on a radiate
microstructure MALDI chip. Analyst 2011; 136: 4454-9. [CrossRef]
Thingholm TE, Jensen ON, Larsen MR. Analytical strategies for
phosphoproteomics. Proteomics 2009; 9: 1451-68. [CrossRef]
McLachlin DT, Chait BT. Improved beta-elimination-based affini-
ty purification strategy for enrichment of phosphopeptides. Anal
Chem 2003; 75: 6826-36. [CrossRef]

van der Mijn JC, Labots M, Piersma SR, et al. Evaluation of different
phospho-tyrosine antibodies for label-free phosphoproteomics. J
Proteomics 2015; 127(Pt B): 259-63.

Thingholm TE, Jensen ON, Robinson PJ, Larsen MR. SIMAC (se-
quential elution from IMAC), a phosphoproteomics strategy
for the rapid separation of monophosphorylated from multiply
phosphorylated peptides. Mol Cell Proteomics 2008; 7: 661-71.
[CrossRef]

lliuk A, Jayasundera K, Schluttenhofer R, Tao WA. Functionalized
soluble nanopolymers for phosphoproteome analysis. Methods
Mol Biol 2011; 790: 277-85. [CrossRef]

Kinoshita-Kikuta E, Kinoshita E, Koike T. Phosphopeptide detec-
tion with biotin-labeled phos-tag. Methods Mol Biol 2016; 1355:
17-29. [CrossRef]

Boersema PJ, Mohammed S, Heck AJ. Hydrophilic interaction lig-
uid chromatography (HILIC) in proteomics. Anal Bioanal Chem
2008; 391: 151-9. [CrossRef]

Edelmann MJ. Strong cation exchange chromatography in anal-
ysis of posttranslational modifications: innovations and perspec-
tives. J Biomed Biotechnol 2011; 2011: 936508. [CrossRef]

Han G, Ye M, Zhou H, et al. Large-scale phosphoproteome anal-
ysis of human liver tissue by enrichment and fractionation of
phosphopeptides with strong anion exchange chromatography.
Proteomics 2008; 8: 1346-61. [CrossRef]

Zarei M, Sprenger A, Metzger F, Gretzmeier C, Dengjel J. Com-
parison of ERLIC-TiO2, HILIC-TiO2, and SCX-TiO2 for global
phosphoproteomics approaches. J Proteome Res 2011; 10: 3474-
83. [CrossRef]

Zarei M, Sprenger A, Gretzmeier C, Dengjel J. Rapid combinatorial
ERLIC-SCX solid-phase extraction for in-depth phosphoproteome
analysis. J Proteome Res 2013; 12: 5989-95. [CrossRef]

Zarei M, Sprenger A, Rackiewicz M, Dengjel J. Fast and easy
phosphopeptide fractionation by combinatorial ERLIC-SCX sol-
id-phase extraction for in-depth phosphoproteome analysis. Nat
Protoc 2016; 11: 37-45. [CrossRef]

Fenn JB, Mann M, Meng CK, Wong SF, Whitehouse CM. Electro-
spray ionization for mass spectrometry of large biomolecules.
Science 1989; 246: 64-71. [CrossRef]

Ho CS, Lam CW, Chan MH, et al. Electrospray ionisation mass spec-
trometry: principles and clinical applications. Clin Biochem Rev
2003; 24: 3-12.

Dunn JD, Reid GE, Bruening ML. Techniques for phosphopeptide
enrichment prior to analysis by mass spectrometry. Mass Spec-
trom Rev 2010; 29: 29-54.

Beltran L, Cutillas PR. Advances in phosphopeptide enrichment
techniques for phosphoproteomics. Amino Acids 2012; 43: 1009-
24. [CrossRef]

Carruthers NJ, Rosenspire AJ, Caruso JA, Stemmer PM. Low level
Hg(2+) exposure modulates the B-cell cytoskeletal phosphopro-
teome. J Proteomics 2018; 173: 107-14. [CrossRef]


https://doi.org/10.1038/bjc.2013.628
https://doi.org/10.1074/mcp.M700596-MCP200
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_5
https://doi.org/10.1021/ac300006b
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_12
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_17
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-068-3_19
https://doi.org/10.1038/nbt1046
https://doi.org/10.1074/mcp.M900291-MCP200
https://doi.org/10.1007/s00216-003-1919-9
https://doi.org/10.1002/rcm.3451
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.02.028
https://doi.org/10.1002/rcm.4377
https://doi.org/10.1074/mcp.M114.043109
https://doi.org/10.1021/ac4031175
https://doi.org/10.1074/mcp.T500007-MCP200
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2010.07.050
https://doi.org/10.1016/j.jasms.2009.01.006
https://doi.org/10.1039/c1an15334j
https://doi.org/10.1002/pmic.200800454
https://doi.org/10.1021/ac034989u
https://doi.org/10.1074/mcp.M700362-MCP200
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-319-6_21
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_2
https://doi.org/10.1007/s00216-008-1865-7
https://doi.org/10.1155/2011/936508
https://doi.org/10.1002/pmic.200700884
https://doi.org/10.1021/pr200092z
https://doi.org/10.1021/pr4007969
https://doi.org/10.1038/nprot.2015.134
https://doi.org/10.1126/science.2675315
https://doi.org/10.1007/s00726-012-1288-9
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2017.11.026

Sdrmen ve ark.
Fosfoproteomikte Uygulama Basamaklari

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Caprioli RM, Farmer TB, Gile J. Molecular imaging of biological
samples: localization of peptides and proteins using MALDI-TOF
MS. Anal Chem 1997; 69: 4751-60. [CrossRef]

Jiang J, Sun X, Li Y, Deng C, Duan G. Facile synthesis of Fe(3)0(4)@
PDA core-shell microspheres functionalized with various metal
ions: A systematic comparison of commonly-used metal ions for
IMAC enrichment. Talanta 2018; 178: 600-7. [CrossRef]

Karas M, Kriiger R. lon formation in MALDI: the cluster ionization
mechanism. Chem Rev 2003; 103: 427-40. [CrossRef]

Stensballe A, Jensen ON. Phosphoric acid enhances the perfor-
mance of Fe(lll) affinity chromatography and matrix-assisted laser
desorption/ionization tandem mass spectrometry for recovery,
detection and sequencing of phosphopeptides. Rapid Commun
Mass Spectrom 2004; 18: 1721-30. [CrossRef]

Kuyama H, Sonomura K, Nishimura O. Sensitive detection of
phosphopeptides by matrix-assisted laser desorption/ionization
mass spectrometry: use of alkylphosphonic acids as matrix addi-
tives. Rapid Commun Mass Spectrom 2008; 22: 1109-16. [CrossRef]
Chen H, Talaty NN, Takats Z, Cooks RG. Desorption electrospray
ionization mass spectrometry for high-throughput analysis of
pharmaceutical samples in the ambient environment. Anal Chem
2005; 77:6915-27. [CrossRef]

Pan N, Liu P, Cui W, Tang B, Shi J, Chen H. Highly efficient ionization
of phosphopeptides at low pH by desorption electrospray ioniza-
tion mass spectrometry. Analyst 2013; 138: 1321-24. [CrossRef]
Carson RH, Lewis CR, Erickson MN, et al. Imaging regiospecific lip-
id turnover in mouse brain with desorption electrospray ioniza-
tion mass spectrometry. J Lipid Res 2017; 58: 1884-92. [CrossRef]
Honarvar E, Venter AR. Ammonium bicarbonate addition im-
proves the detection of proteins by desorption electrospray
lonization mass spectrometry. J Am Soc Mass Spectrom 2017; 28:
1109-17. [CrossRef]

Olsen JV, Macek B, Lange O, Makarov A, Horning S, Mann M. High-
er-energy C-trap dissociation for peptide modification analysis.
Nat Methods 2007; 4: 709-12. [CrossRef]

Zubarev RA. Electron-capture dissociation tandem mass spec-
trometry. Curr Opin Biotechnol 2004; 15: 12-6. [CrossRef]

Qi Y, Volmer DA. Electron-based fragmentation methods in mass
spectrometry: An overview. Mass Spectrom Rev 2017; 36: 4-15.
[CrossRef]

Nardiello D, Palermo C, Natale A, Quinto M, Centonze D. Strategies
in protein sequencing and characterization: multi-enzyme diges-
tion coupled with alternate CID/ETD tandem mass spectrometry.
Anal Chim Acta 2015; 854: 106-17. [CrossRef]

Choudhary C, Mann M. Decoding signalling networks by mass
spectrometry-based proteomics. Nat Rev Mol Cell Biol 2010; 11:
427-39. [CrossRef]

Mann M, Hendrickson RC, Pandey A. Analysis of proteins and pro-
teomes by mass spectrometry. Annu Rev Biochem 2001; 70: 437-
73. [CrossRef]

Aebersold R, Mann M. Mass spectrometry-based proteomics. Na-
ture 2003; 422: 198-207. [CrossRef]

Silva AM, Vitorino R, Domingues MR, Spickett CM, Domingues P.
Post-translational modifications and mass spectrometry detec-
tion. Free Radic Biol Med 2013; 65: 925-41. [CrossRef]

Ravikumar V, Macek B, Mijakovic |. Resources for assignment of
phosphorylation sites on peptides and proteins. Methods Mol Biol
2016; 1355:293-306. [CrossRef]

Hoos MD, Richardson BM, Foster MW, et al. Longitudinal study of
differential protein expression in an Alzheimer’s Mouse model
lacking inducible nitric oxide synthase. J Proteome Res 2013; 12:
4462-77. [CrossRef]

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Experimed 2018; 8(1): 23-32

Song L, Wang F, Dong Z, Hua X, Xia Q. Label-free quantitative
phosphoproteomic profiling of cellular response induced by an
insect cytokine paralytic peptide. J Proteomics 2017; 154: 49-58.
[CrossRef]

Kanshin E, Giguére S, Jing C, Tyers M, Thibault P. Machine learning
of global phosphoproteomic profiles enables discrimination of
direct versus indirect kinase substrates. Mol Cell Proteomics 2017;
16: 786-98. [CrossRef]

Junger MA, Aebersold R. Mass spectrometry-driven phosphopro-
teomics: patterning the systems biology mosaic. Wiley Interdiscip
Rev Dev Biol 2014; 3: 83-112. [CrossRef]

Croft D, Mundo AF, Haw R, et al. The Reactome pathway knowl-
edgebase. Nucleic Acids Res 2014; 42: D472-7. [CrossRef]

May C, Brosseron F, Chartowski P, Meyer HE, Marcus K. Differential
proteome analysis using 2D-DIGE. Methods Mol Biol 2012; 893:
75-82. [CrossRef]

May C, Brosseron F, Pfeiffer K, Meyer HE, Marcus K. Proteome anal-
ysis with classical 2D-PAGE. Methods Mol Biol 2012; 893: 37-46.
[CrossRef]

Dyballa N, Metzger S. Fast and sensitive coomassie staining in
quantitative proteomics. Methods Mol Biol 2012; 893: 47-59.
[CrossRef]

Li R, Liao G, Nirujogi RS, et al. phosphoproteomic profiling reveals Ep-
stein-Barr virus protein kinase integration of DNA damage response
and mitotic signaling. PLoS Pathog 2015; 11: €1005346. [CrossRef]
Wang G, Wu WW, Zeng W, Chou CL, Shen RF. Label-free protein
quantification using LC-coupled ion trap or FT mass spectrome-
try: Reproducibility, linearity,and application with complex pro-
teomes. J Proteome Res 2006; 5: 1214-23. [CrossRef]

Abdallah C, Dumas-Gaudot E, Renaut J, Sergeant K. Gel-based
and gel-free quantitative proteomics approaches at a glance. Int J
Plant Genomics 2012; 2012: 494572. [CrossRef]

Gouw JW, Krijgsveld J, Heck AJ. Quantitative proteomics by met-
abolic labeling of model organisms. Mol Cell Proteomics 2010; 9:
11-24. [CrossRef]

van der Wal L, Demmers JAA. Quantitative Mass Spectrome-
try-based Proteomics. Mahdeldin S (ed). Recent Advances in Pro-
teomics Research. London: InTech Open; 2015.

Zhao Z, Wu F, Ding S, et al. Label-free quantitative proteomic anal-
ysis reveals potential biomarkers and pathways in renal cell carci-
noma. Tumour Biol 2015; 36: 939-51. [CrossRef]

Bantscheff M, Lemeer S, Savitski MM, Kuster B. Quantitative mass
spectrometry in proteomics: critical review update from 2007 to
the present. Anal Bioanal Chem 2012; 404: 939-65. [CrossRef]
Ong SE, Blagoev B, Kratchmarova |, et al. Stable isotope labeling
by amino acids in cell culture, SILAC, as a simple and accurate
approach to expression proteomics. Mol Cell Proteomics 2002; 1:
376-86. [CrossRef]

Ong SE, Mann M. Mass spectrometry-based proteomics turns
quantitative. Nat Chem Biol 2005; 1: 252-62. [CrossRef]

Chen X, Wei S, Ji Y, Guo X, Yang F. Quantitative proteomics using
SILAC: Principles, applications, and developments. Proteomics
2015; 15:3175-92. [CrossRef]

Nolte H, Holper S, Housley MP, et al. Dynamics of zebrafish fin re-
generation using a pulsed SILAC approach. Proteomics 2015; 15:
739-51. [CrossRef]

Sury MD, Chen JX, Selbach M. In vivo stable isotope labeling by
amino acids in Drosophila melanogaster. Methods Mol Biol 2014;
1188: 85-93. [CrossRef]

Fredens J, Feergeman NJ. Quantitative proteomics by amino acid
labeling identifies novel NHR-49 regulated proteins in C. elegans.
Worm 2012; 1: 66-71. [CrossRef]

31



https://doi.org/10.1021/ac970888i
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.09.071
https://doi.org/10.1021/cr010376a
https://doi.org/10.1002/rcm.1542
https://doi.org/10.1002/rcm.3482
https://doi.org/10.1021/ac050989d
https://doi.org/10.1039/c3an36737a
https://doi.org/10.1194/jlr.M078170
https://doi.org/10.1007/s13361-017-1628-9
https://doi.org/10.1038/nmeth1060
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2003.12.002
https://doi.org/10.1002/mas.21482
https://doi.org/10.1016/j.aca.2014.10.053
https://doi.org/10.1038/nrm2900
https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.70.1.437
https://doi.org/10.1038/nature01511
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.08.184
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3049-4_20
https://doi.org/10.1021/pr4005103
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2016.11.018
https://doi.org/10.1074/mcp.M116.066233
https://doi.org/10.1002/wdev.121
https://doi.org/10.1093/nar/gkt1102
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-885-6_6
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-885-6_3
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-885-6_4
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005346
https://doi.org/10.1021/pr050406g
https://doi.org/10.1155/2012/494572
https://doi.org/10.1074/mcp.R900001-MCP200
https://doi.org/10.1007/s13277-014-2694-2
https://doi.org/10.1007/s00216-012-6261-7
https://doi.org/10.1074/mcp.M200025-MCP200
https://doi.org/10.1038/nchembio736
https://doi.org/10.1002/pmic.201500108
https://doi.org/10.1002/pmic.201400316
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1142-4_7
https://doi.org/10.4161/worm.19044

32

Experimed 2018; 8(1): 23-32

95.

96.

97.

98.

99.

GeigerT, Velic A, Macek B, et al. Initial quantitative proteomic map
of 28 mouse tissues using the SILAC mouse. Mol Cell Proteomics
2013; 12: 1709-22. [CrossRef]

Shenoy A, Geiger T. Super-SILAC: current trends and future per-
spectives. Expert Rev Proteomics 2015; 12: 13-9. [CrossRef]

Wang J, Gao L, Lee YM, et al. Target identification of natural and
traditional medicines with quantitative chemical proteomics ap-
proaches. Pharmacol Ther 2016; 162: 10-22. [CrossRef]

Harsha HC, Pinto SM, Pandey A. Proteomic strategies to charac-
terize signaling pathways. Methods Mol Biol 2013; 1007: 359-77.
[CrossRef]

Yu F, F. Qiu, and J. Meza. Design and statistical analysis of
mass-spectrometry-based quantitative proteomics data. Ci-
borowski P, Silberring J (eds). Proteomic Profiling and Analytical

100.

101.

102.

103.

Srmen ve ark.
Fosfoproteomikte Uygulama Basamaklari

Chemistry: The Crossroads. New York: Elsevier Inc; 2016: p.211.
[CrossRef]

Drabovich APPavlou MPBatruch |, Diamandis EP. Proteomic and
mass spectrometry technologies for biomarker discovery. Issaq HJ,
Veenstra TD (eds). Proteomic and metabolomic approaches to bio-
marker discovery. Boston: Elsevier/AP; 2013: pp.17-37. [CrossRef]
Ishihama Y, Oda Y, Tabata T, et al. Exponentially modified protein
abundance index (emPAl) for estimation of absolute protein
amount in proteomics by the number of sequenced peptides per
protein. Mol Cell Proteomics 2005; 4: 1265-72. [CrossRef]
Martins-de-Souza D, ed. Shotgun Proteomics. Methods in Molec-
ular Biology 1156. Berlin: Springer; 2014.

Silberring JA, Ciborowski P. Proteomic Profiling and Analytical
Chemistry: The Crossroads New York: Elsevier Inc; 2016: p.145.


https://doi.org/10.1074/mcp.M112.024919
https://doi.org/10.1586/14789450.2015.982538
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2016.01.010
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-392-3_16
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-63688-1.00012-4
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-394446-7.00002-9
https://doi.org/10.1074/mcp.M500061-MCP200

Experimed 2018; 8(1): 33-6

OLGU SUNUMU
CASE REPORT

DOI: 10.26650/experimed.2018.4305¢

Agir Malnutrisyon Nadir Bir Sebebi Olarak Smith

Lemli Opitz Sendromu

Smith—Lemli-Opitz Syndrome: A Rare Cause of Severe Malnutrition

Isil Ozer

Department of Pediatric Metabolism, Ondokuz Mayis University School of Medicine, Samsun, Turkey

Cite this article as: I5il O. Smith-Lemli-Opitz syndrome: a rare cause of severe malnutrition. Experimed 2018; 8(1): 33-6.

0z

Agir malnutrisyon etiolojisinde kolesterol sentez bozukluklarindan
biri olan Smith Lemli Opitz (SLOS) klasik ayirici tani semalarinda yer
almamaktadir. Dikkatli fizik muayene ile ipuglar yakalanabilen bu
hastaliga malnutrisyon etiolojisinde dikkat cekmek icin bu olgu se-
cilmistir. Akrabaligr olmayan ailenin ilki abortus 2. gebeliginden ya-
sayan tek cocuk olan kiz hasta kilo alamama sikayeti ile 4 aylik agir
akut malnutrisyon tanisi ile poliklinigimize yonlendirilmisti. Fizik
muayenede tarti, boy, bas ¢evresi 3. persentil ve altinda olup, ayak
2-3. parmak arasi sindaktilisi, dismorfik yliz gérinimi mevcuttu.
Noromotor gelisimi yasina uygundu. Fenotipten sliphelenilerek
istenen lipid analizinde hipolipidemi oldugu goriildi. SLOS ayirici
tanida distnulip biyomarkeri 7 dehidrokolesterol (7DHK) istendi.
7DHK duizeyi 1772 ( n<10 mmol/L) yiiksek saptanip; molekuiler tet-
kikle p.Tyr432cys (c.1295 A>G) htr p.Arg446Trp(c.1336C>T) hetero-
zigot mutasyonu tespit edildi. Hastanin steriod hormonlar, safra
asidi sentezi, yagda eriyen vitamin emilimi, merkezi sinir sistemi ge-
lisimi etkilenebilecegi icin ayrintili degerlendirildi. Patent foramen
ovale disinda patoloji saptanmadi. Tedavide safra asidleri (ursode-
oksikolik asid 15-25 mg/kg/gun), kolesterol (50-100 mg/kg/giin)
yerine koyma tedavisi baslandi. Diyet kolesterolden zengin olarak
diizenlendi. 1 ay sonra Tarti: 5935 g, boy: 69 cm, bas cevresi: 38 cm,
total kolesterol: 83mg/dL, HDL: 30mg/dL, LDL: 32mg/dL, bulundu.
Hastanin besin tiiketiminin yeterli olmadigr 6grenildi. Perkiitan en-
doskopik gastrostomi enteral beslenmeye gecildikten sonra kilo ve
kolesterol diizeyleri diizeldi. Smith Lemli Opitz tanisi icin tam fizik
muayene yapilarak, coraplar ¢ikarmak parmak yapisina bakmak,
uvulayi kontrol edip bifid uvula aramak gibi ayrintiya dikkat etmek
gerekir. Malnutrisyon rutin tetkikleri arasinda trigliserid, kolesterol
kontrolu yoktur. Dismorfik malnutrisyonlu hastalarda lipid profili
kontrolG unutulmamaldir.

Anahtar Kelimeler: Smith Lemli Opitz, dislipidemi, malnutrisyon,
dismorfi, sindaktili

ABSTRACT

Smith-Lemli-Opitz syndrome (SLOS) is a cholesterol synthesis disorder,
with an etiology of severe malnutrition, which is often excluded from
typical differential diagnostic strategies. However, SLOS can be detect-
ed during a careful physical examination; thus, it was selected to draw
attention to the malnutrition etiology.lt was selected to exemplify how
an inborn error in cholesterol metabolism can induce malnutrition. A
four month old girl was referred to our polyclinic with a diagnosis of se-
vere acute malnutrition since 4 months. She was the only child from a
second pregnancy; the first child of her non-consanguineous parents
was lost due to an abortion. Physical examination involving weight,
height, and head circumference were at third centimeter persentile
and below; additionally, dysmorphic facial appearance and syndactyly
between the second and third finger of the foot feet was noted. Neuro-
motor development was normal for her age. Suspecting a phenotype
suggesting a congenital problem, a lipid analysis was performed that
revealed hypolipidemia. SLOS was considered as a differential diagno-
sis. Accordingly, the level of biomarker 7 dehydrocholesterol was as-
sessed controlled and was found to be 1772, which was considerably
higher than normal (normal < 10 mmol/L). Subsequently, molecular
assay revealed pTyr432Cys (c.1295A> G) htr pArg446Trp (c.1336C> T)
heterozygous mutation. Steroid hormone levels, bile acid synthesis,
fat-soluble vitamin absorption, and central nervous system develop-
ment may be negatively affected because they were evaluated in detail.
No other pathology was detected except for a patent foramen ovale.
A replacement therapy comprising of bile acids (ursodeoxycholic acid
15-25 mg/kg/day) and cholesterol (50-100 mg/kg/day) was initiated,
along with a cholesterol-rich diet. After 1 month, the patient weighed
5935 g, with a height of 69 cm, head circumference of 38 cm, total cho-
lesterol level of 83 mg/dL, High density lipoprotein (HDL) level of 30 mg/
dL, and Low density lipoprotein (LDL) level of 32 mg/dL. However, the
patient’s nutrient intake was not adequate, and percutaneous endo-
scopic gastrostomy was initiated, following which the patient’s weight
and cholesterol levels improved. To reach SLOS diagnosis, it is necessary
to conduct full physical examination, including taking out the socks;
looking at toe finger structure; evaluating head size, palate, uvula, and
external genitals; and observing signs of mental retardation. In routine
tests for assessing malnutrition, triglyceride and cholesterol control are
not performedassesed. The evaluation of the serum lipid profile should
not be overlooked in patients with dysmorphic malnutrition.

Keywords: Smith-Lemli-Opitz Syndrome, dyslipidemia, malnutri-
tion, dysmorphic, syndactyly
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GiRiS

Malnutrisyon etiolojisinde bir cok farkli etken rol alabilir. ilk akla
gelen nutrisyonel eksiklikler olmakla birlikte, dikkatli ve ayrintil
fizik muayene ile nadir etkenler farkedilebilir. A§ir malnutrisyon
etiolojisinde kolesterol sentez bozukluklarindan biri olan Smith
Lemli Opitz (SLOS) klasik ayirici tani semalarinda yer almamak-
tadir (1). SLOS'a 6zgui fenotipik bulgular erkek hastalarda 6zel-
likle genital bulgular nedeniyle daha belirgindir (2, 3). Ancak kiz

Resim 1. Smith Lemli Opitz tipik yliz gérinimi olan uzun fil-
trum, kiictik cene, yukari kalkik burun, diistik geride kulaklar
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cocuklarda ayrintili fizik muayene ile dismorfi varligi arastirilip
hayati tehdit edebilecek, sekel birakabilecek bu sendrom atlan-
mamis olur.

OLGU SUNUMU

Akrabaligi olmayan ailenin ilki abortus ikinci gebeliginden
yasayan tek cocuk olan kiz hasta kilo alamama sikayeti ile 4
aylik agir akut malnutrisyon tanisi ile poliklinigimize yonlendi-
rilmisti. Fizik muayenede tarti 4210 g (<3p), boy 59,5cm (3p),
bas cevresi 37 cm (< 3p). Fizik muayenede mikrosefali, dustik,

Resim 2. Simith Lemli Opitz icin tipik ayak 2-3. parmaklar
arasinda sindaktili
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geride dis kulak yapisi, mikrognatti, yanlardan basik kafa yapisi,
ptozis, yukari kalkik burun, genis burun kokd, uzun filtrum (Re-
sim 1) ve ayak 2-3. parmak arasi sindaktili vardi (Resim 2), uvula
normaldi. Néromotor gelisimi yasina uygundu. Hastanin intra-
uterin gelisim geriligi nedeniyle sezeryan ile 2790 g dogdugu,

Tablo 1. Tedavi 6ncesi ve sonrasi hastalinin nutrisyonel ve
lipid diizey degerlendirmesi sonuglari

Tedavi zamani Relatif Tarti Total Kolesterol LDL HDL
ilk % 60 86 33,8 31
2.ay % 73 123 70 29

LDL: low density lipoprotein; HDL: high density lipoprotein

Experimed 2018; 8(1): 33-6

post natal sorunu olmadigi, 2 ve 3 aylik 2 kez ingliinal herni
operasyon yapildigi 6grenildi. Fenotipten stiphelenilerek iste-
nen total kolesterol 86 mg/dl, HDL: 31 mg/dL, LDL: 33,8 mg/dL,
TG: 106 mg/dL bulunup, SLOS 6n tanisi ile ileri tetkikler istendi.
Laboratuvar spesifik degerlendirmesi icin sonraki yollar blokaja
ugradigi icin diizeyinin artmasi beklenen serum 7dehidrokoles-
terol (7DHK) diizeyi 1772(n<10mmol/L) olarak yiiksek bulundu.
SLOS tanisi p.Tyr432cys (c.1295 A>Q); p.Arg446Trp (c.1336C>T)
birlesik heterozigot mutasyonu gosterilerek molekiiler olarak
da kanitlanmis oldu.

Hastanin steriod hormonlari, safra asidleri sentezi, yagda eriyen
vitamin emilimi, merkezi sinir sistemi gelisimi etkilenebilecegi
icin kontrol edildi. Patent foramen ovale disinda patoloji sap-

Tablo 2. Smith Lemli Opitz klinik ve laboratuvar agisindan tanitici bulgular ve hastamizda bulunanlar (OMIM 270400)

Etkilenen sistem Hastamizda bulunan

Hastamizda bulunmayan

Blyume Boy kisaligi, duisiik dogum agirhigy, kilo
almada duraklama
Bas - Boyun Mikrosefali, dustik, geride dis kulak yapisi, katarakt, epikantal kivrimlar, hipertelorizm, strabismus,

mikrognatti, yanlardan basik kafa yapisi,

yarik damak, orta hatta buyuk disler, blyuk dis

ptozis, yukari kalkik burun, genis burun koku, alveolleri, hipoplastik dil

uzun filtrum

Kalp damar sistemi Patent duktus arteriosus

Atrial septal defekt, ventrikiiler septal defekt, Aort
koaktasyonu

Solunum sistemi

Kucuk, lob sayisi anomalili akcigerler

Mide barsak sistemi Emme gli¢ligu, kusma, kabizlik

Malrotasyon, pilor sitenozu

Genitolriner sistem

Erkek cocuk icin

Hipospadias, ambigius genitalia, mikropenis,
hipoplastik skrotum, bifid skrotum, mikrolretra,
kriptoorsidizm

Her iki cinste
Renal agenezi, hidronefroz, tek bobrek, kistik bobrek,
Ureteropelvik bileske darligi

iskelet Sistemi Ayakta 2-3. parmak arasi sindaktili

Epifizde yapisal bozukluk, kalca displazisi, kisa
ekstremiteler, kisa el- ayak bagparmadgi, yukarda
yerlesen ayak basparmaklari, polidaktili, pes
kalkaneovarus, Ustiiste binmis ayak parmaklari,
kisa metatarslar

Deri, tirnaklar, saglar Ciddi 1siga duyarlilik, egzama

Sari sag, yuzde kapiller hemanjiom

Norolojik bulgular Noéromotor gerilik, hipotoni (erken

cocuklukta), uyku bozuklugu, hirginlik

Konvulsiyon, hipertoni (cocukluk dénemi), hidrosefali,
frontal lob hipoplazisi, periventrikiler gri cevher
heterotopisi, kendine zarar verme, tiz ¢iglik, otizm
benzeri davraniglar

Perinatal bulgular

Az hareketli fetis, kalca prezentasyonu gelis

Laboratuvar bulgular

Kolesterol diistikliigu, 7-dehidrokolesterol

artisi, Delta-7-dehidrokolesterol rediiktaz

gen mutasyonu (DHCR7, 602858.0001)
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tanmadi. Tedavide safra asidi ursodeoksikolik asid (Ursofalk; Ali
Raif ilag Sanayi, istanbul, Tirkiye) 15-25 mg/kg/giin, kolesterol:
(Cholesterol modiile; Nutricia, italya) 50-100 mg/kg/giin bas-
landi, diyet kolesterolden zengin olarak diizenlendi. 1 ay sonra
kontrolde tarti alimi yetersizligi tespit edilip perkiitan endosko-
pik gastrostomi (PEG) ile enteral beslenme &nerildi ve aile ikna
edilerek dnce nazoenteral, sonra PEG ile beslenme baslandi.
Uygun tedavi ile nutrisyonel ve lipid diizeylerinde iyilesme sap-
tandi (Tablo 1). Hasta klinik tanitici 6zellikleri nedeniyle yayin-
lanmaya karar verilip, bu konuda ailenin onayi alindi.

TARTISMA

Smith Lemli Opitz otozomal resesif gecisli diisiik veya normal
kolesterol; ylksek 7 ve 8DHK diizeyi ile karakterize, koleste-
rol sentezi son basamagindaki enzim olan dehidrokolesterol
A7-redlktaz eksikligi nedeniyle olusan hastaliktir (Sekil 1) (7).
Kolesterol eksikligi nedeniyle ondan sentezlenen steroid hor-
monlarin, safra asidlerinin eksikligi, sinir sistemi miyelin kiliflari
gibi kolesterolden zengin dokularda anormallikler seklinde
patolojik bulgulari ve bunlarin farkli siddette klinik yansima-
larini olusturur (Tablo 2) (3-5). Eksik kolesterol, safra asidleri
ve hormonlari yerine koyma, sinir doku miyelin kilif eksikligi
nedeniyle olusan néromotor gerilik ve davranis bozukluklari
tedavisi gereklidir. 7DHK birikimini dnlemek icin &nerilen 3hid-
roksi-3-metilglutaril (HMG) Koenzim A rediiktaz inhibitorleri
iskelet kasi, kalp kasi ve karaciger tizerine yan etkileri nedeniy-
le hastamiz yas grubunda uygulanamamistir (2). SLOS otizm
bulgularina sebep olabilmesine ragmen yasi kiiclik hastamizda
davranis sorunlari tespit edilmemistir. Ancak klinik izlemde yasi
blyudikge kullanilan oral kolesterol preparati hormonal den-
gesizligi ve nutrisyonel yetersizligi duizeltmesine ragmen kan
beyin bariyerini gecemedigi icin muhtemelen yasanabilecek
noropsikyatrik bulgular diizeltmek icin HMG Koenzim A redik-
taz inhibitorleri baslanmasi gerekecek. Ancak klinik degiskenlik
nedeniyle tedavinin intrauterin dénemden itibaren olusacak
dismorfik fenotipi diizeltmek icin planlanmasi gerektigi konu-
sunda goris belirten yazarlar da mevcuttur (6).

SONUC

Erkek ¢ocuklarda hipospadias vb genital anomaliler ile SLOS
erken fark edilebilir. Ancak kiz bebeklerde bu sans yoktur. Tam
fizik muayene yapilarak, ¢oraplar ¢ikarmak parmak yapisina
bakmak, uvulayi kontrol edip bifid uvula aramak gibi ayrintiya
dikkat etmek gerekir.

Malnutrisyon rutin tetkikleri arasinda trigliserid, kolesterol
kontrolu yoktur. Dismorfik hastalarda lipid profili kontroli unu-
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tulmamalidir. Klinik izlemde hiperlipidemiler dikkati cekmekte,
dustik lipid diizeylerinin dnemi g6z ardi edilmektedir. Biyokim-
ya sonuclarinda alt sinir degerleri yazilmasi bile ihmal edilmek-
tedir. Kolesterol sentez bozukluklari, yagda emilen vitaminlerin
eksiklikleri, steroid hormonlarin ve safra asitlerinin yetersizlik
bulgulari, demiyelinizasyona bagh norolojik gelisim geriligi
gibi bircok sistemi etkileyen ciddi sonuclara sebep olabilir.

Hasta Onamu: Yazili hasta onami bu ¢alismaya katilan hastanin ailesin-
den alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.
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ABSTRACT

According to the literature on cases of toe walking, neural tube
defects generally refer to orthopedic and neurologic case reports.
The case of toe walking has been selected to present the informa-
tion obtained from our patient group monitored for 6 years and to
draw attention to Methylene Tetra Hydro Folate Reductase (MTH-
FR) polymorphisms. A 10 year-old female patient has was applied
for toe walking and mild neurologic retardation. Her family history
was unremarkable, except for family history of stroke in her grand-
father. Her prominent clinical findings were obesity, sacral dimple
and toe walking. The laboratory assessment showed that moder-
ately high lipid levels and MTHFR A1298C heterozygote mutation.
A hypoplasic disc, spondylolisthesis and filar lipoma were detect-
ed in a spinal MRI. The final diagnoses of 20/8000 patients (11 fe-
male, 9 male) monitored in our clinic due to the symptoms of toe
walking were as follows: 3 late diagnosed phenylketonuria (PKU),
2 metachromatic leuko-dystrophy (MLD), 1L (OH) glutaric aciduria,
3fatty acids oxidation defect (FAO), 1 mitochondrial disease and 10
MTHFR. A problem was detected in medium chain fatty acids in
the patients with FAO. The complaint was considered to be mus-
cle cramp due to increased muscle enzymes and aches through-
out the complaint period. Considering neurological findings, the
difficulties in walking were apparent in PKU and MLD patients. A
short Achilles tendon was included in neurological findings in the
patients diagnosed with L2 glutaric aciduria and mitochondrial
diseases. From MTHFR patients, syringomyelia was found in one
patient with sacral central line asymmetry and filar lipoma was
detected in the remaining patients with deep sacral center lines
whereas spondylolisthesis was observed in 2 patients and the
presence of tethered cord was found in 1 patient. Toe walking re-
fers to a finding defined as an early symptom of autism. MTHFR has
been associated with autism. The autism like symptom was found
only in one patient. The treatment of walking on the tip of the toe
is not as simple as achieving success with local Achilles tendon sur-
gery alone. It would be vital to find out the underlying cause.

Keywords: Toe walking, congenital metabolic diseases, autism,
MTHFR
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Parmak ucunda ylriime ve noral tiip defektleri, genellikle nérolo-
jik ve ortopedik olgu sunumlari olarak yayinlarda sunulmaktadir.
Alti yillik poliklinik tecriibemiz nedeniyle parmak ucunda yirime-
de Metilen Tetra Hidro Folat Redlktaz (MTHFR) polimorfizmlerine
dikkat cekmek icin bu olgu secildi. On yasindaki kiz hasta parmak
ucunda yiirlime ve hafif nérolojik gerilikle bagvurdu. Aile 6ykisun-
de anneannede inme disinda énemli bulgu yoktu. One cikan klinik
bulgulari obezite, sakral gamze ve parmak ucunda yuriimeydi. La-
boratuvar degerlendirmesinde orta derecede lipid yiiksekligi, MT-
HFR A1298C heterozigot mutasyonu gorilmekteydi. Spinal man-
yetik rezonans goriintiileme (MRI) ile incelemede hipoplazik disk,
spondilolistezis ve filar lipom tespit edildi. Klinik hasta izlemimiz
sirasinda 8000 hastanin 11 kiz 9 erkek cinsiyette olan toplam 20
hastada parmak ucunda yurime tespit edildi. Bunlarin hastaliklara
gore dagilimi 3 geg tani fenilketoniri (PKU), 2 metakromatik |6ko-
distrofi (MLD), 1 L (OH) glutarik asidiri, 3 yag aside oksidasyon bo-
zuklugu (FAO), 1 mitokondriyal hastalik ve 10 MTHFR seklindeydi.
FAO grubunda agrili kas kramp ataklari ve kas enzim artislar sirasin-
da parmak ucunda yuriime gozlenmisti. PKU ve MLD'li hastalarda
kalict nérolojik sorunlarla parmak ucunda yiriime iliskisi goriilmek-
teydi. Kisa Asil tendonu L2 (OH) Glutarik asiduri hastasi parmaku-
cunda yiriime nedeniydi. MTHFR'li hastalarda noral tiip defektleri
on plandaydi (1 sirengomiyeli, 1 filar lipom, 2 spondilolistezis ve 1
gergin kord). Erken déneminde parmak ucunda yiiriime tanimla-
nan otizm etiolojisinde MTHFR de yer almaktadir. Hastalarimizdan
birinde otizm tanisi vardi. Parmak ucunda yiirlime sadece Asil ten-
don ameliyati ile diizeltilebilecek kadar basit bir sorun degildir. Altta
yatan sorunun arastiriimasi gerekir.

Anahtar Kelimeler: Parmak ucunda ylriime, kalitsal metabolik
hastaliklar, Otizm, MTHFR

Corresponding Author/Sorumlu Yazar: Isil Ozer E-mail: isil.ozer@yahoo.com; isil.ozer@omu.edu.tr
Gelis Tarihi/Received Date: 07.06.2018 Kabul Tarihi/Accepted Date: 07.06.2018

© Copyright 2018 by The Istanbul University Faculty of Science - Available online at http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_
©Telif Hakki 2018 istanbul Universitesi Fen Fakultesi - Makale metnine http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_sayfasindan ulasilabilir.



https://orcid.org/0000-0002-3144-2915

Experimed 2018; 8(1): 37-40

INTRODUCTION

In the medical literature, the causes of toe walking are thought
to be storage diseases leading to neuromuscular involvement,
mitochondrial diseases and urea cycle disorders (1). Further-
more, toe walking is also reported as an early symptom of au-
tism (2, 3). According to the literature on cases of toe walking,
neural tube defects generally refer to orthopedic and neuro-
logic case reports affiliated with spinal deformities or case se-
ries considered as atypical due to the lack of definition in such
reports (1, 4-9). However, signs of Methylene Tetra Hydro Fo-
late Reductase (MTHFR) polymorphisms in etiologies of autism
and neural tube defects fail to be found in congenital metabo-
lism diseases and neurology-oriented journals. The case of toe
walking has been selected to present the information obtained
from our patient group, who were monitored for 6 years, and to
draw attention to MTHFR polymorphisms as the primary cause
found by searching similar complaints from the patients moni-
tored in our clinic for neuro-motor deficiencies.

CASE PRESENTATION

A 10-year-old woman was admitted due to walking on her
finger tip and poor schooling. The patient born prematurely
(27th gestational week) with neonatal jaundice and a history of
exchange transfusion had walked on her tiptoes since her first

Figure 1. Toe walking

Ozer .
Toe Walking Caused by Congenital Metabolic Diseases

steps, however, the patient’s neurological development com-
plied with her age. As the patient had been unable to stand at
school, she was sent to our polyclinic for metabolic assessment.

The patient with healthy parents from unrelated families and
healthy brothers aged 11 and 7 has a family history of stroke
in her grandfather but symptoms were not found in neonatal
screening. The weight-for-height rate was measured as 45 kg to
136 cm whereas relevant characteristics were not available in
other systems excluding the cases of apple type obesity, strias,
sacral dimple and toe walking (Figure 1) in physical examina-
tion.

Hemogram levels were found to be normal in laboratory as-
sessment as well as blood glucose rate, electrolytes, liver and
kidney functions, muscle enzymes, B12 level and folate, homo-
cysteine and insulin levels. The cholesterol level was 238 mg/dl
whereas the triglyceride level is 211 mg/dl. In tandem screen-
ing, it was observed that C8, C10 and C10:1 levels were high.
Neuroradiologic reexamination of the patient revealed normal
results from cranial MRI, lumbar spinal MRl and EMG processes
12 years ago, hypoplasic disc and spondylolisthesis were de-
tected in an entire spinal MRI at the filarlipoma rate (1.7 mm)
between T9 and T10 (Figure 2). In addition, MTHFR 1298 c Het-
erozygote mutation was detected during a genetic examina-

Figure 2. Hypoplasic discs, spondylolisthesis and filar lipoma is
showed in spinal Magnetic Resonance Imaging
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Table 1. Clinical ethiologic disturbition of the patients with toe walking

Disease Groups N:20 N (%) Special note
Methylenetetra hydro reductase deficiency 10 (50) No vetrebral pathology 4 patients
polymorphysims Spondylolisthesis 2 patients

Syrengomyelia 1 patient

Filar lipoma 1 patient

Tethered cord 1 patient

Autism 1 patient
Phenylketonuria 3(15) Late diagnosed patient (Neurologic pathology)
Fatty Acid Oxidation defects 3(15) During acute symptomatic period
Methocromatic Leucodystrophy 2(10) Short Achilles tendon and neuromotor pathology

Mitocondrial Diasease

Neuromotor pathology

LOH Glutaric Aciduria

Short Achilles tendon and neuromotor pathologyv

tion required for sacral dimple. The carnitine (Carnitene; Santa
Farma Medical, Istanbul, Turkey) was loaded to the patient at
the rate of 100 mg/kg/day together with folate (Folbiol; ibra-
him Ethem Ulugay Medical, istanbul, Turkey) at the rate of 2.5
g/day. In tandem screening performed during medical control
after 2 weeks, free and acyl carnitine profile and urinary organ-
ic acid analysis were found normal. L-Carnitine (Carnitene;San-
ta Farma medical, Istanbul, Turkey) loading was ceased while
folate application continued. The patient was also directed to
neurosurgical monitoring.

DISCUSSION

The final diagnoses of 8000 patients monitored in our clinic
for 6 years for symptoms of toe walking were as follows: from
the 20 patients (11 females and 9 males) late diagnosed phe-
nylketonuria was found in 3 patients (PKU), 2 had metachro-
matic leuko-dystrophy (MLD), 1 had L (OH) glutaricaciduria,
3 had fatty acids oxidation defect (FAO), 1 had mitochondrial
disease and 10 had methylene tetra hydro folatereductase
(MTHFR) (Table 1). A sacral dimple was present in only one
person among all the MTHFR patients although any finding
related to the spiral channel was not found on examination of
the remaining patients. A mutation check was required for the
patients due to MTHFR suggestive symptoms in family medical
history including stroke, early MI, abortus in mother and epi-
lepsy. A problem was detected in medium chain fatty acids in
the patients with fatty acid oxidation. The case of toe walking
was only defined during the attacks. The complaint was con-
sidered to be muscle cramp due to increased muscle enzymes
and aches throughout the complaint period. Considering neu-
rological findings, the difficulties in walking were apparent in
PKU and MLD patients. A short Achilles tendon was included in
neurological findings in the patients diagnosed with L2 glutar-
icaciduria and mitochondrial diseases. From MTHFR patients,
syringomyelia was found in one patient with sacral central line
asymmetry and filarlipoma was detected in the remaining pa-
tients with deep sacral center lines and spondylolisthesis was

observed in 2 patients and the presence of a tethered cord was
found in 1 patient. Since toe walking refers to a finding defined
as early symptom of autism in literature and MTHFR was asso-
ciated with autism, the patients were examined in respect to
autism. Autism like symptoms were found only in one patient.

The case of toe walking could be affiliated with metabolic
diseases. Especially of MTHFR with its standing in neural tube
etiology and its relatively increased frequency among society
in comparison to other diseases due to hereditary risks and
the exposure to more than one system, it is also required to
consider fatty acid oxidation defects, mitochondrial diseases,
storage disorders leading to neuro-motor involvement, organ-
ic academia and late diagnosed classical phenylketonuria with
neurological sequels.

The treatment for toe walking is not a simple case to be recov-
ered locally (by means of Achilles tendon surgery). It is vital to
find out the underlying cause.

Informed Consent: Written informed consent was obtained from the
parents of the patient who participated in this study.

Peer-review: Externally peer-reviewed.
Conflict of Interest: The author declared no conflict of interest.

Financial Disclosure: The author declared that this study has received
no financial support.

Hasta Onamu: Yazili hasta onami bu ¢alismaya katilan hastanin ailesin-
den alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Cikar Catismasi: Yazar herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini
bildirmistir.

Finansal Destek: Yazar bu calisma icin hicbir finansal destek alin-
madigini beyan etmistir.
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Gen¢ Sporadik Prolaktinoma Hasta Kohortunda AIP Gen Mutasyonlarinin Tespit Edilmesi

Yeliz Ekici’, Sema Yarman?, Feyza N. Tuncer'
listanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye
?istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Endokrinoloji Ve Metabolizma Hastaliklari Bilim Dali, istanbul, Tiirkiye

Amag: Prolaktinoma, en yaygin hipofiz adenomudur. Genellikle iyi huylu timorler olmalarina karsin, timor buyukligiyle orantih
olarak kandaki prolaktin miktarinin artmasi cesitli metabolik sorunlara neden olmaktadir. Prolaktinoma cesitli genetik sendrom-
larin bir komponenti olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sendromlardan en yaygin olani ¢oklu endokrin neoplazi tip 1 (MEN1)'dir.
Prolaktinoma MEN1 vakalarinin %20'sinde hastaligin ilk manifestasyonu olarak gézlemlenmistir. Yakin zamanlarda hipofiz mak-
roadenomlu ve ailede MEN1 dykistuinden yoksun geng hastalarda aril hidrokarbon reseptor etkilesimli protein (AIP) genindeki
mutasyonlarin hastalik olusumunda etkili oldugu bulunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda, klinik takipte olan 31 sporadik prolak-
tinoma hastasinda AIP gen mutasyon incelemesi gerceklestirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Hastalara ait genomik materyal periferik kandan izole edilmistir. AIP geninin tim ekzonlari, ekzon-intron
araliklari ile translasyona ugramayan bolgeleri (UTR) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltiimis ve Sanger dizilemesine tabi
tutularak olasi mutasyon tespiti agisindan incelenmistir. Elde edilen ham dizi verileri CLC_Main Workbench programi kullanilarak
NM_003977.3 referans dizisi ile karsilastiriimistir. Varyant analizi ClinVar veri tabani ile literatlir taramasi yapilarak gerceklestirilm-
istir.

Bulgular: AIP mutasyonu taramasi gerceklestirilen 31 hastadan yalnizca 1 tanesinde heterozigot c.911G>A (p.R304Q; rs104894190)
klinik mutasyonu tespit edilmistir. Ayrica 12 hastada homozigot c.682C>A (p.Q228K; rs641081; MAF=0,15 (C)) ve 2 hastada da ho-
mozigot c.920A>G (p.Q307R; rs4930199; MAF<0,01 (A)) SNP'leri tespit edilmistir.

Tartisma: Tespit edilen iki SNP de toplum sikliklari yiiksek oldugundan hastaliga dogrudan etki ettigi diisiinilmemektedir. Ote
yandan p.R304Q klinik mutasyonu tespit edilen makroprolaktinomlu hastanin ila¢ tedavisine intolerans gosterdigi tespit edilmistir.
2012'de yapilan bir calismada ise ayni mutasyon mikroprolaktinomali bir hastada rapor edilmis ve bu hastanin ila¢ tedavisine yanit
verdigi belirtilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prolaktinoma, AIP, R304Q, rs104894190, rs4930199

PCSK9 Geni Y142X Mutasyonu Statin Tedavisinin Serum Kolesterol Diizeylerindeki Etkisini Art-
tirnyor Mu?

Basak Akadam Teker'?, Ozlem Kiiciikhiiseyin', Giilcin Ozkara’, Ezgi I. Aslan’, Zahra Javadova', Zehra Bugra3, Oguz
Oztiirk', Hiilya Yilmaz Aydogan'

listanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

2Giresun Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Giresun, Tiirkiye

3istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim Dali, Kardiyoloji Bilim Daly, istanbul, Tiirkiye

Amag: Proprotein konvertaz subtilisin/keksin tip 9 (PCSK9)enzimi LDL reseptor (LDLR)degradasyonunda fonksiyon gordiigiinden
hiicre yuizeyinde bulunan reseptor sayisini beliryen baslica faktérlerden biridir. PCSK9'un diyetsel ve hiicresel kolesterol tarafindan
gucli bir sekilde asagi diizenlendigi (down-regiile), asagi diizenlenme siirecinin proteozom ve lizozomlardan bagimsiz oldugu
bilinmektedir. Bu calismanin amaci PCSK9 fonksiyon kaybettiren mutasyonun statin tedavisi alan ve almayan erkek koroner arter
hastalarinda (KAH) ve saglikli erkek kontrollerdeki etkilerinin ve KAH riskindeki etkilerinin aragtirlmasidir.

Gereg ve Yontem: Calisma gruplar 202 erkek KAH hastasi (119'u statin tedavisi alan, 83U statin tedavisi almayan) ve 75 saglkh
erkek kontrolden olusmustur. PCSK9 geni Y142X varyasyonu PCR-RFLP yéntemiyle calisilmistir. istatistik analiz SPSS 20.0 programi
ile yapiimistir.

Bulgular: Statin tedavisi alan ve PCSK9 142-X alleli tasiyan hastalarda serum total kolesterol (p=0.05) ve LDL-kolesterol (p=0.07)
diizeylerinin normal 142-YY genotipi tasiyanlara gore daha diistk oldugu gézlenmistir.
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Tartisma: Sonuglarimiz PCSK9 142-X allelinin erkek koroner arter hastalarinda statin tedavisinde serum kolesterol diizeylerinde
daha etkin azalma ve dolayisi ile hiperkolesterolemi riskine karsi protektif rolline isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: PCSK9, fonksiyon kaybi mutasyonu, Y142X, hiperkolesterolemi, KAH

HNF1A Geni rs1169288 (A>C) Mutasyonunun MODY3 Alt-Tipi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Deniz Kanca Demirci'?, Nurdan Giil3, Yildiz Tiitlincii?, Hiilya Yilmaz Aydogan?, Oguz Oztiirk?, ilhan Satman?
'Hali¢ Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B8limij, istanbul

%istanbul Universitesi, ASDETAE, Molekdiler Tip Anabilim Dali, istanbul

3istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim Dali Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Bilim Dall, istanbul

Amag: Genglerin Eriskin Baslangi¢h Diyabeti (MODY) otozomal dominant kalitimli ve monogenik bir diyabet formu olmasina
ragmen klinigi oldukca heterojendir. Glinimiizde artan sedanter yasam ve beslenme aliskanlklarindaki degisimle birlikte diyabet
vakalari giderek artmaktadir. Cogunlukla baslangig yast ile tip 1 ve klinik profiliile tip 2 diyabet olarak yanlis tani alan MODY hasta-
larinin dogru tani ile uygun tedavi protokollerine yonlendirilmesi énemlidir. Bu amacla, projemizde HNF1A gen mutasyonlari ile
gelisen MODY3'te etken rs1169288 (p.I127L) yanhs anlamli mutasyonunun hastaligin klinik ve biyokimyasal parametreleri {izerine
etkisi incelenmesi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 79 kontrol ve 75 MODY 6n tanili hasta alinmis olup HNF1A geni rs1169288 (A>C) mutasyonu yeni
nesil dizileme (NGS) ile yapilmis, s6zkonusu mutasyonun klinik ve laboratuvar parametreleriyle iliskisi SPSS(20.0) istatistik pro-
gramiyla arastirimistir.

Bulgular: MODY3 alt tipinden sorumlu HNF1A geni rs1169288 (A>C) mutasyonu genotiplerinin kontrol grubundaki etkileri ince-
lendiginde mutant-CC genotipi tasiyan bireylerde A alleli tasiyanlara kiyasla Gama glutamil transferaz (GGT) ve Hemoglobin (Hb)
diizeylerinin (p=0.014; p=0.027) yiiksek; hasta grubunda ise, CC genotipi tasiyanlarda normal A alleli tasiyanlara kiyasla basvuru
kan sekerinin (BKS) yiiksek (p=0,016) ve ire diizeyinin disik (p=0,022) oldugu gézlenmistir (307,86+28,11 vs 175,65+25,59). An-
cak bu genotipin diger klinik ve biyokimyasal parametreler tzerine anlamli bir etkisi gézlenmemistir (p>0.05).

Tartisma: HNF1A-MODY yaygin MODY formlarindan biri olup literatiir calismalari hastaligin klinik tanisini kolaylastiracak yeterli
ayirt edici parametre olmadigi yoniindedir. Bu anlamda ¢alismamiz hastaligin klinik ve biyokimyasal bulgularinin anlamlandiril-
masina katki saglamakta ve MODY kliniginde HNF1A geni rs1169288 (A>C) mutasyonunun serum GGT, Hb, BKS ve lre diizey-
lerinde etkili olabilecegine dikkat cekmektedir.

Anahtar Kelimeler: MODY, HNF1A, rs1169288 (c.79A>C; p.I127L), NGS

Primer immiin Yetersizliklerde Genetik Alt Yapinin Yeni Nesil Dizilme Yontemi ile Belirlenmesi

Sinem FIRTINA', Yuk Yin NG, Ozden Hatirnaz NG', Tugce SUDUTAN', Ugur OZBEK3, Miige SAYITOGLU'
'istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali,

istanbul, Tuirkiye

?istanbul Bilgi Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik ve Genetik Bélimdj, istanbul, Tiirkiye

3Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

Amag: Primer immiin yetersizlikler (PiY), 100'den fazla hastali§i kapsayan ve immiin sistem Uyelerinin yoklugu ya da fonksiyon
kaybi ile karakterize nadir hastaliklar grubudur. PiY’lerin Avrupa sikhigi 1/10.000 olarak kabul edilirken tilkemizde yapilan calismalar
mevcut akraba evlilikleri nedeniyle sikhiginin beklenenden fazla oldugunu géstermektedir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma ile PiYlerin en yaygin grubu olan primer antikor yetersizlikleri (PAY) ve en agir seyirli grubu agir
kombine immiin yetersizliklerde (AKIY) hastalik ile iliskili oldugu bilinen genleri kapsayan genetik tani panelleri gelistirilmis ve
toplam 112 hasta (PAY:64, AKiY:48) yeni nesil dizileme (YND) panelleri ile dizilenmistir. Tespit edilen varyantlar Sanger dizileme ile
dogrulanmis ve ailesel kalitimlari incelenmistir.

Bulgular: AKiY hastalarinin %58'inde ve PAY hastalarinin %14,2’sinde hastalik ile iliskili varyantlar tespit edilmistir. Bulunan varyant-
larin 11 tanesi ilk defa bu calisma ile gésterilmistir. AKIY panelinde en sik varyant tespit edilen genler RAG1, RAG2 ve ADA genleri,
PAY panelinde ise BTK geni olmustur. Hastalar alt gruplarina gére incelendiginde, NK (natural killer) lenfopenisi ile seyreden AKiY
hastalarinda panel ile tani koyma basarisi %90 iken, NK eksikligi goriilmeyen grupta tani basarisi %39,3'tir. PAY hasta grubunda
ise en yiuksek varyant belirleme basarisi agammaglobulinemilerde (%31,5) olmustur. Tasarlanan amplikon panelleri ile tani ko-
yulamayan 1 hasta ekzom dizilemeye yonlendirilmis ve hastada ATM geninde daha 6nce tanimlanmamis patojenik bir varyant
(p.Y2036*) belirlenmistir.



Tartisma: Bu calisma ile YND teknolojisinin primer immiin yetersizlik gibi heterojen hastaliklarda hizl, 6zgiin ve diistik maliyetli bir
tani ydontemi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica elde edilen sonuglar ile Glkemizdeki varyant ve gen dagilimlari genis bir
hasta grubunda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Primer immuin yetersizlikler, yeni nesil dizileme, amplikon dizileme, ekzom dizileme

Anti-Noronal Antikoru Pozitif Hastalarda Prognostik Faktorler

Cagla Aydin, Erdem Tiiziin

istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisd, Sinirbilim Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

Amag: Anti-ndronal antikorlar (ANA), paraneoplastik sendrom ve otoimmiin ensefalit olgularinda bulunur. Calismamizda ANA se-
ropozitifligi ile iliskili prognostik faktorlerin saptanmasi amacglanmistir.

Gerec ve Yontem: ANA seropozitifligi saptanan ardisik 27 olgu calismaya dahil edildi. ANA, imminofloresan boyama, immiinoblot
ve hticre temelli test yontemleri ile saptandi. TUm olgular standart bir tedavi protokoli ile izlendi. Hastalarin klinik sendromlari,
timor turleri, modifiye Rankin skorlari, kranyal MR ve oligoklonal bant (OKB) bulgular kaydedildi. Klinik-laboratuvar 6zelliklerine
ve ANA tiirlerine gore alt gruplara ayrilan olgularin iyi prognoz, tedaviye yanit ve sagkalim oranlari karsilastirildi.

Bulgular: PNS olgularinda N-metil-D-aspartat reseptori (NMDAR) (6 olgu), Hu (6 olgu), Ma2 (5 olgu), glutamik asit dekarboksilaz
(GAD) (3 olgu), Yo (3 olgu), amfifizin (1 olgu), gama-amino bitirik asit B reseptdri (GABABR) (1 olgu), Ri (1 olgu) ve Zic4 (1 olgu)
saptand.. iliskili nérolojik sendromlar limbik ensefalit (8 olgu), serebellar dejenerasyon (7 olgu), beyin sapi ensefaliti (5 olgu), saf
duysal néronopati (4 olgu), stiff-person sendromu (2 olgu) ve opsoklonus-myoklonus (1 olgu) idi. Alti olguda, ilk basvuru sirasinda
timor (duktal meme ve kiicik hiicreli akciger kanseri) saptandi. Ortalama 1,0+1,5 yillik takip stiresinde 6 olgu kaybedildi. Klinige
ilk bagvuru sirasinda tiimér, kranyal MR lezyonu ve OKB varliginin prognoza etkisi olmadigy, ekstraselliler veya sinaptik hedef anti-
jenli ANA pozitifliginin ise iyi prognozla ve tedaviye yanitla iliskili oldugu saptandi.

Tartisma: Turk hastalarinda yapilan bu ilk antikor tarama ¢alismasinda en sik saptanan antikorlarin NMDAR, Hu ve Ma2 oldugu
belirlendi. ANA seropozitifligi olan olgularda temel prognostik faktoriin antikor tiirli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Paraneoplastik, antikor, sagkalim, prognoz, kanser




