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Amag: Toprakla bulasan bir helmint olan Strongyloides stercoralis,
tim diinyada on milyonlarca kisiyi etkilemekte ve hayati tehlike
olusturabilecek kronik infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu
calismada, Tirkiye'den bildirilen strongiloidiyaz olgularinin yas,
cinsiyet, klinik bulgular, altta yatan hastaliklar, tani yontemleri ve
tedavi sekillerine ait verilerin havuz analizi yontemi ile incelenmesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Strongyloides stercoralis kaynakli olgulara iki
ulusal elektronik veri tabani (ULAKBIM Tip Veri Tabani ve http://
www.turkmedline.net/) ve Uc uluslararasi elektronik veri tabani
(PubMed, Web of Science Core Collection ve Google Akademik)
taranarak ulasildi.

Bulgular: Yapilan taramada 12'si ulusal, 8'i uluslararasi olmak tze-
re toplam 20 olgu sunumuna ulasiimistir. Bu olgu sunumlarinda
strongiloidiyaz tanisi olan 20 vaka tespit edilmis ve bunlarin 6'sinin
kadin, 14'Unun erkek oldugu, yas ortalamasinin ise 43,6 (yas araligi:
8-82) oldugu belirlenmistir. En sik gortlen belirtilerin abdominal
agr (n=12, %60), ishal (n=8, %40), bulanti/kusma (n=7, %35), kilo
kaybi (n=5, %25), okslrik (n=5, %25) ve ates (n=4, %20) oldugu
gOzlenmistir. Strongiloidiyaz tanisi olgularin 11‘inde sadece dis-
kinin mikroskobik incelemesi ile 2'sinde ise sadece histopatolojik
inceleme yontemi ile konulmustur. Tedavide genellikle albendazol
on plana ¢ctkmaktadir.

Sonug: Strongyloides stercoralis bagisiklik sistemi baskilanmis has-
talarda hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olabileceginden
immunsupresif tedavi alan hastalar strongiloidiyaz varligi agisin-
dan degerlendirilmelidir. Strongiloidiyaz tanili 20 olgu sunumunun
incelendigi bu analiz sonucunda elde edilen verilerin klinik farkin-
daligr arttiracagi 6ngorilmustdr.

Anahtar Kelimeler: Havuz analizi, Strongyloides stercoralis, stron-
giloidiyaz, Tirkiye

ABSTRACT

Objective: Strongyloides stercoralis, which is a soil-borne helminth,
affects tens of millions of people in the whole world, and may
cause life-threatening chronic infections. In this study, the purpose
was to examine the data of the reported strongyloidiasis cases in
Turkey on age, gender, clinical findings, underlying diseases, diag-
nostic methods and treatment modalities by using a pooling anal-
ysis method.

Material and Method: Strongyloides stercoralis cases were ac-
cessed by reviewing two national electronic databases (ULAKBIM
Medical Database and http://www.turkmedline.net/), and three
international electronic databases (PubMed, Web of Science Core
Collection and Google Scholar).

Results: In the review a total of 20 cases, 12 of which were national
and 8 of which were international, were determined. In this case
report, 20 cases that had the strongyloidiasis diagnosis were iden-
tified. Six of these patients were female, and 14 were male. The av-
erage age was 43.6 (range: 8-82). The most common symptoms de-
termined were: abdominal pain (n=12, 60%); diarrhea (n=8, 40%);
nausea/vomiting (n=7, 35%); weight loss (n=5, 25%); cough n=5,
25%); and fever (n=4, 20%). Strongyloidiasis was diagnosed in 11
cases only with a microscopic examination of the stool; and in 2
cases with an histopathological examination. Albendazole stands
out in the treatment, generally.

Conclusion: Since Strongyloides stercoralis may cause life-threaten-
ing infections in patients whose immune systems are suppressed,
the patients who receive immunosuppressive treatment must be
evaluated for the presence of strongyloidiasis. It is predicted that,
the resulting data from the analysis of the 20 patients diagnosed
with strongyloidiasis, will provide an increased awereness in the
clinical setting.

Keywords: Pooled analysis, Strongyloides stercoralis, strongyloidi-
asis, Turkey
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GiRiS

Strongiloidiyaz, toprakta bulanan intestinal bir nemotod olan
Strongyloides stercoralis'in (nadiren S. fiilleborni) neden oldugu
birinfeksiyondur (1). ihmal edilen tropikal hastaliklarin etkenle-
ri arasinda en fazla g6z ardi edileni olan bu parazit ile diinya ge-
nelinde 370 milyon kisinin infekte oldugu tahmin edilmektedir.
Ustelik bu tahmin, S. stercoralis’in rutin tanisinda kullanilan diski
incelemesinin duyarliliginin diisiik olmasindan dolay! hafife ali-
nabilir (2). S. stercoralis'in yasam dénglsi karmasiktir ve insan
konagdinin disinda sadece toprakta da evrimini tamamlayabilir.
En sik gorilen infeksiyon mekanizmasi kontamine topraktaki
filariform larvanin deriden girmesiyle baslamaktadir. Bunun
diginda otoinfeksiyon veya sindirim yoluyla larvalarin alinmasi
sonucu da ortaya ¢ikabilmektedir. Saglikli insanlarda, vakalarin
¢ogu asemptomatiktir fakat esas olarak bagirsadi, akcigerleri
veya cildi etkileyerek kronik infeksiyonlara yol acar (3).

Strongiloidiyazin kesin tanisi digki, duodenum sivisi vb. gibi kli-
nik orneklerde larvalarin gorilmesi ile konur. Bununla birlikte
degisen duyarlihk ve 6zgilliige sahip ELISA, IFAT ve Western
blot gibi ¢esitli immunolojik testlerin yani sira Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) gibi molekdiler test teknikleri de tanida kulla-
nilan yontemler arasindadir (4).

Tablo 1. Strongiloidiyazli 20 olguda en sik gorilen klinik
belirti ve bulgular ile altta yatan hastaliklar*

Altta yatan
Klinik 6zellik ~ Say1 (%) hastaliklar Sayr (%)
Steroid
Abdominalagn 12 (60) kullanimi 5 (25
Eozinofili 9 (45) Diyabet 3 (15)
Parazit
ishal 8 (40) infeksiyonu 3 (15)
Bulanti/kusma 7  (35) Astim 2 (10)
Anemi 5 (25) Alkolizm 2 (10)
Kilo kaybi 5 (25) Artrit 2 (10)
Ankilozan
Oksiiriik 5 (25) spondilit 1 (5
Ates 4  (20) Behcet hastahigr 1 (5)
Kasinti/
dokiintu 3 (15 Pso6riyazis 1 (5)
Halsizlik 3 (15 Ulseratif kolit 1 (5
B12 eksikligi 2  (10) Colyak hastaligi 1 (5)
Elektrolit
bozuklugu 2 (10) Beyin lezyonlari 1 (5)
Gogus agrisi 2 (10) Peritonit 1 (5)

*Hastalarda birden fazla semptom ve risk faktori bulunmaktadir
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Turkiye'de strongiloidiyaz ile ilgili veriler oldukca kisithidir ve
yayimlanmis makaleler genellikle olgu sunumu seklindedir.
Bu calismada, Tirkiye'de yapilmis yerli ve yabanci dergilerde
yayinlanmis strongiloidiyaz olgularinin yas, cinsiyet, klinik bul-
gular, altta yatan hastaliklar, tani yontemleri ve tedavi sekilleri
havuz analizi ydntemi ile incelenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Arastirmanin verilerine kaynak teskil eden yerli ve yabanci der-
gilerde yayimlanan strongiloidiyaz olgulari iki ulusal elektronik
veri tabani (ULAKBIM Tip Veri Tabani ve http://www.turkmed-
line.net/) ve Ug uluslararasi elektronik veri tabani (PubMed,
Web of Science Core Collection ve Google Akademik) taranarak
arastirildi. Ulusal veri tabanlan “strongiloidiyaz” ve “Strongyloi-
des stercoralis infeksiyonu” anahtar kelimeleriyle; uluslararasi
veri tabanlari ise “strongyloidiasis” ve “Strongyloides stercoralis
infection” kelimelerine “Turkey” eklenerek tarandi. Bu tarama
sirasinda bulunan yayinlarin kaynaklari da, olasi uygun baska
bir calismanin olup olmadigi agisindan gozden gecirildi. Tiirki-
ye'den bildirilen, tam metnine ulasabildigimiz olgu bazindaki
tlm yayinlar belirli bir dénem kisitlamasi yapilmadan ¢alisma-
ya dahil edildi. Tam metinlerine ulasilamayan ve bagirsak pa-
razitlerinin dagiliminin rutin diski incelemeleri ile arastirildig
makaleler calismaya dahil edilmedi.

Strongiloidiyaz olgularinda yas, cinsiyet, klinik bulgular, altta
yatan hastaliklar, tani yontemleri ve tedavileri hakkinda topla-
nan veriler bir veri havuzunda biriktirilerek incelendi.

BULGULAR

Belirtilen anahtar kelimeler kullanilarak bes veri tabaninin-
da yapilan taramada, 12'si ulusal, 8'i uluslararasi olmak Uzere
toplam 20 olgu sunumuna ulagiimistir. Bu olgu sunumlarinda
strongiloidiyaz tanisi olan 20 vaka tespit edilmis ve bunlarin
6'sinin kadin, 14'tniln erkek oldugu, yas ortalamasinin ise 43,6
(yas arahigi: 8-82) oldugu belirlenmistir.

Olgu sunumlari ilk yazarlarin kliniklerine gére degerlendirildi-
ginde, 5'inin Tibbi Mikrobiyoloji, 3'iiniin ic Hastaliklari, 2'sinin
GOgus Hastaliklar, 2'sinin Tibbi Patoloji, kalan her birinin ise
Aile Hekimligi, Beyin Cerrahisi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari,
Enfeksiyon Hastaliklari, Genel Cerrahi, Gastroenteroloji, Tibbi
Parazitoloji ve Tibbi Biyokimya bélimiinde gorevli arastiricilar
tarafindan yayimlandigi saptanmistir.

Olgularin basvuru sikayetleri siklik sirasina gore; abdominal
agr (%60), ishal (%40), bulanti/kusma (%35), kilo kaybi (%25),
Oksurik (%25) ve ates (%20)'tir. Olgularin %65'inde en az bir
adet altta yatan hastalik bulundugu gortlmustir (Tablo 1).

Strongiloidiyaz tanisi genellikle diskinin mikroskobik incele-
mesine dayaniyordu. On bir hastanin tanisi sadece nativ-lugol
ve/veya formaldehit eter ¢oktlirme yontemi ile konulurken, iki
hastanin tanisi ise sadece histopatolojik inceleme yontemi ile
konulmustur. Ayrica dort hastada histopatolojik incelemenin
pozitif bulunmasinin ardindan diskinin mikroskobik inceleme-
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Tablo 2. Strongiloidiyaz olgularinin demografik bilgi, tani ydntemi ve tedavileri agisindan degerlendirilmesi

Arastirici/Yil Demografik bilgi Tani yontemi Tedavi Goruldigii yer
Oktar ve ark. 2018 13y, Kadin HP, ELISA Albendazol izmir
Kadilar ve ark.” 2015 29y, Erkek NL Albendazol Sakarya
Iraz ve ark.2 2014 59y, Kadin NL, FEC Albendazol istanbul
Dogan ve ark.° 2014 17y, Erkek HP, NL Albendazol Erzurum
Yanik ve ark.° 2013 55y, Erkek NL, FEC Albendazol Samsun
Yilmaz ve ark." 2013 65y, Kadin NL Albendazol Ankara
Ekmekci ve ark.’?2013 82y, Erkek NL, FEC Albendazol istanbul
Dogan ve ilhan (13) 2012 8y, Kadin NL, FEC Albendazol Eskisehir
Korkmaz ve ark.™ 2012 49y, Erkek HP Albendazol Kocaeli
Oztiirk ve ark.’s 2011 37y, Kadin HP, NL Albendazol Erzurum
Altintop ve ark.'* 2010 68y, Kadin HP, NL, BDB Albendazol, ivermektin Samsun
Erséz ve ark.' 2010 78y, Erkek HP Tedavi ret Trabzon
Yaldiz ve ark.’® 2009 72y, Erkek HP, NL Mebendazol Hatay
Sav ve ark.” 2009 67y, Erkek DSDB, NL Albendazol Kayseri
Turhan ve ark.?° 2008 20y, Erkek NL Albendazol Hatay
Sonmez Tamer ve

Dundar (21) 2008 9y, Erkek NL, FEC Albendazol Kocaeli
Culha ve ark.?2 2006 38y, Erkek NL, FEC Pirvinyum pamoat, Albendazol Hatay
Dinleyici ve ark.> 2003 12y, Erkek NL Albendazol, Metronidazol Eskisehir
Hokelek ve ark.?* 1998 54y, Erkek NL Albendazol Samsun
Akoglu ve ark.> 1984 40y, Erkek HP, NL Tiabendazol Adana

HP: histopatolojik inceleme; FEC: formaldehit eter ¢coktiirme; NL: nativ-lugol, BDB: balgam direkt baki

sine gidilerek her iki yontemle de tani konulmus olup, birinde
ise bunlara ek olarak balgam 6rneginde de parazit saptanmis-
tir. Geri kalan hastalarin birinde santrifiij edilmis diyalizat sedi-
mentinin mikroskobik incelemesinde parazit gorulerek digki
incelemesine gidilerek tani konulmus olup, diger bir olguda
ise histopatolojik inceleme sonrasi bir parazit varligindan stip-
helenilerek parazitolojik konstiltasyon ve ELISA testi ile taniya
gidilmistir (Tablo 2).

Calismalarda olgulara uygulanan tedavi protokolleri incelen-
diginde, 14 (%70) olguya sadece albendazol tedavisi baslan-
mis olup; bir olguya 6nce albendazol sonrasinda ivermektin,
bir olguya ise albendazol ile birlikte metronidazol baslanmis-
tir. Ayrica bir hastada mebendazol, diger bir hastada ise tia-
bendazol tercih edilmistir. Pirvinyum pamoat tercih edilen bir
olguda tedavi yanitsizligi nedeniyle albendazola gecilmistir.
Tedaviyi reddeden bir hasta disinda tim olgularda sifa g6z-
lenmistir.

TARTISMA

S. stercoralis, akut ve kronik strongiloidiyaz olusturmakla birlik-
te konagin immdnitesine bagli olarak hiperinfeksiyon ve genis
yayihm gosteren dissemine form olmak izere genis bir hastalik
tablosuna yol acabilmektedir. Glineydogu Asya, Sahra Alti Af-
rika ve Gliney Amerika gibi tropikal bdlgelerde endemiktir ve
ozellikle immin sistemi baskilanmis hastalarda dnemli bir sag-
lik sorunudur (5). Turkiye'de ise genellikle bagisikhgr baskilan-
mis hastalarda sporadik olgular seklinde goriilmektedir (6-25).

S. stercoralis'in yasam dongusl diger parazitik nematodlarla
karsilastinldiginda olagan disidir. Biri konakta digeri ise top-
rakta olan ve mitotik partenogenezle ¢ogdalan iki yetiskin nesli
vardir. Deri yoluyla konaga giren larvalar kan dolasimi ile akci-
gerlere, oradan da trakea ve farenkse ulasarak gastrointestinal
sisteme go¢ eder (26). Konakta takip edilen bu goc¢ yolu goz
oniine alindiginda birincil belirti ve bulgular ciltte, akcigerler-
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de ve sindirim sisteminde kendini gdsterir. Semptomlar maruz
kalinan parazit sayisina, konagin immiin durumuna ve tutulum
gosteren viicut kismina bagh olarak farkhlk gosterebilir. Calis-
maya aldigimiz olgularda en sik gastrointestinal sistem yakin-
malar karsimiza ¢ikarken, pulmoner sistem ve deri belirtileri
daha az oranda idi.

insanlarda strongiloidiyaz tanisi taze diski materyalinde bulu-
nan parazitin rhabditoid larvalarinin mikroskopta gériilmesine
dayanir. Ne yazik ki yaygin olarak kullanilan bu yontem diisiik
hassasiyete sahiptir. Birden fazla 6rnegin 6zellikle konsantras-
yon teknikleri ile incelenmesi mikroskop performansini arttir-
maktadir. Strongiloidiyaz sliphesi varliginda Baermann teknidi,
Harado-Mori filtre yontemi ve Koga agar plak kultir yontemi
kullanilabilir. Tim bunlarin disinda serolojiden molekiler bi-
yolojik yontemlere kadar bircok alternatif test mevcuttur (27).
inceledigimiz olgularda taninin siklikla nativ-lugol ve/veya
formaldehit eter ¢oktlirme yontemi ile mikroskobik olarak
konuldugu gorilmektedir. Etkenin endoskopik biyopsilerden
ve cerrahi 6rneklerden histopatolojik tanisi, parazitin azligi ve
genellikle patologlarin bu parazite asina olmamalari nedeniyle
zordur. Histopatolojik inceleme sonrasi parazit varligindan stip-
helenilmesi halinde patolog ve parazitolog arasindaki iletisim
dogdru taniya hizli bir sekilde gidilmesine olanak saglayacaktir.

S. stercoralis infeksiyonunun tedavisinde ge¢miste tiabenda-
zol ilk secenek olarak karsimiza cikarken, yan etkileri sebebiyle
yerini albendazol ve ivermektine birakmistir. Albendazol ise
tedavideki etkinligi agisindan ivermektin tedavisinden sonra
kullanilabilecek ikinci secenek ilag grubunda yer almaktadir.
Strongiloidiyaz tedavisinde kullanilan diger ajanlar; pirvinium
pamoat, levamisol ve dietilkarbamazin'dir. Bununla birlikte pir-
vinium pamoat tedavisi ile gorilen %23-30'luk distk basar
orani nedeniyle S. stercoralis infeksiyonunun tedavisine iyi bir
alternatif degildir (25). Ulkemizde ivermektin olmadigi icin ol-
gularin %75'ine albendazol tedavisi planlanmis olup, bir olgu-
da albendazol tedavisinden iyi yanit alinamadigi icin ivermek-
tin temin edilerek baslanmistir. Es zamanli olarak Entamoeba
histolytica ve Giardia intestinalis parazitlerinin saptandigi bir ol-
guda albendazol ve metronidazol kombinasyonu uygulanmis,
bir olguda mebendazol, diger bir olguda ise tiabendazol bas-
lanmistir. Pirvinium pamoat tedavisi alan bir olguda literatiir
ile uyumlu olarak iyi bir klinik yanit alinamamis ve albendazol
tedavisi ile devam edilmistir. Strongiloidiyaz tedavisi, en az lic
kez tekrarlanan diskinin parazitolojik incelemesi negatiflesin-
ceye ve klinik olarak tam iyilesme saglanincaya kadar devam
edilmelidir.

Strongiloidiyaz, her ne kadar tlkemize endemik bir hastalik
olmasa da zaman zaman sporadik olgular seklinde kendisini
gostermektedir. Ustelik tanida kullanilan yéntemlerin duyar-
ihginin disik olmasi ve mikroskopta bakan cogu goéziin bu
parazite asina olmamasi nedeniyle olgu sayisinin gercekte var
olandan daha fazla oldugu séylenebilir. Diger bir yandan bagi-
siklik sistemini baskilayan steroid gibi ilaglarin romatoloji, g6z,
kulak-burun-bogaz, gégus hastaliklari, hematoloji, cildiye vb.
bircok klinikte yaygin sekilde kullanildigi g6z 6niine alindigin-
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da S. stercoralis agisindan degerlendirilmesi gereken olgu sayi-
sinin ¢ok daha fazla oldugu dusunilebilir.

Sonug olarak; tlkemizde sporadik olgular seklinde zaman
zaman bildirilen strongiloidiyaz olgularinin saglikli kisilerde
cogunlukla asemptomatik seyretmesi ve immdinsupresif kisi-
lerde 6limcil olabilmesi nedeniyle oldukca iyi degerlendiril-
mesi gerekmektedir. Ozellikle immunsiipreseler olmak lizere
hastalarda agiklanamayan anemi, eozinofili, gastrointestinal
semptomlar (abdominal agri, bulanti, kusma, ishal), solunum
semptomlari (6kstruk, hirlt, nefes darligi, hemoptizi) ve cilt
semptomlari (kasinti, dokiinti) varsa olgunun S. stercoralis agi-
sindan akla getirilmesi, uygun yontemle tetkik edilerek taninin
konulmasi ve zaman kaybetmeksizin etkin bir tedavinin basla-
tilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Etik Komite Onay:: Yazarlar calismanin World Medical Association
Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research Invol-
ving Human Subjects’, (amended in October 2013) prensiplerine uy-
gun olarak yapildigini beyan etmislerdir.

Hasta Onami: Uygulanabilir degil.

Yazar Katkilari: Fikir - S.S., T.G.T,; Tasarim - S.S.; Denetleme - S.S., T.G.T,;
Kaynaklar - S.S., T.G.T,; Veri Toplanmasi ve/veya Islemesi - S.S., TG.T;
Analiz ve/veya Yorum - S.S., T.G.T,; Literatuir Taramasi - S.S., T.G.T.; Yaziyi
Yazan - S.S.; Elestirel inceleme - T.G.T.

Cikar Catigsmasi: Yazarlarin beyan edecek cikar ¢atismasi yoktur.

Finansal Destek: Yazarlar bu calismada finansal destek almadiklarini
beyan etmislerdir.

Ethics Committee Approval: Authors declared that the research was
conducted according to the principles of the World Medical Associa-
tion Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research In-
volving Human Subjects’, (amended in October 2013).

Informed Consent: N/A.

Author Contributions: Concept - S.S., T.G.T.; Design - S.S.; Supervision
-S.S, T.G.T,; Resources - S.S., T.G.T,; Data Collection and/or Processing -
S.S., T.G.T,; Analysis and/or Interpretation - S.S., T.G.T,; Literature Search
-S.S., T.G.T.; Writing Manuscript - S.S.; Critical Review - T.G.T.

Conflict of Interest: The authors have no conflict of interest to declare.

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

KAYNAKLAR

1. World Health Organization. Intestinal worms, Strongyloidiasis.
Erisim Adresi: https://www.who.int/intestinal_worms/epidemio-
logy/strongyloidiasis/en/

2. GétazL, Castro R, Zamora P, Kramer M, Gareca N, Torrico-Espinoza
MDC, et al. Epidemiology of Strongyloides stercoralis infection in
Bolivian patients at high risk of complications. PLoS Negl Trop Dis
2019; 13: e0007028. [CrossRef]


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007028

Sirekbasan ve Gurkok Tan.
Strongyloides stercoralis Olgularinin Degerlendirilmesi

Jourdan PM, Lamberton PHL, Fenwick A, Addiss DG. Soil-transmit-
ted helminth infections. Lancet 2018; 391: 252-65. [CrossRef]
Barroso M, Salvador F, Sanchez-Montalva A, Bosch-Nicolau P, Mo-
lina I. Strongyloides stercoralis infection: A systematic review of
endemic cases in Spain. PLoS Negl Trop Dis 2019; 13: e0007230.
[CrossRef]

Luvira V, Watthanakulpanich D, Pittisuttithum P. Management of
Strongyloides stercoralis: a puzzling parasite. Int Health 2014; 6:
273-81. [CrossRef]

Oktar N, Ozer HM, Demirtas E. Central Nervous System Strongyloi-
des Stercoralis. A Case Report. Turk Neurosurg 2018; 1-4. [CrossRef]
Kadilar O, Bozkurt B, Karakece E, Kaya T, Ciftci iH, Tamer A. B12 Vi-
tamin Eksikligi Olan Nadir Strongyloides stercoralis Vakasi. Turkiye
Parazitol Derg 2015; 39: 238-40. [CrossRef]

Iraz M, Karaman U, Topukgu B, Doymaz MZ. Psériyazis ve Diyabe-
tes Mellitus Tanili Hastada Intestinal Strongyloidosis. Turkiye Para-
zitol Derg 2014; 38: 127-30. [CrossRef]

Dogan C, Gayaf M, Ozsoz A, Sahin B, Aksel N, Karasu I. et al Stron-
gyloides stercoralis infection. Respir Med Case Rep 2014; 11: 12-5.
[CrossRef]

Yanik K, Karadag A, Odabasi H, Unal N, Altintop L, Hokelek M. An-
kilozan Spondilitli Bir Hastada Strongyloides stercoralis: Olgu Su-
numu. Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 143-6. [CrossRef]

Yilmaz |, Caglar B, Akay BN, Alkiz G, Boyvat A, Akyol A. Behcet Has-
tasinda Strongyloides stercoralis Hiperenfeksiyon Sendromu. Tur-
kiye Parazitol Derg 2013; 37: 139-42. [CrossRef]

Ekmekci OO0, Tahmaz M, Altiparmak S, Giilacti G, Ergen AK, Kum-
basar AB, et al. Kronik Steroid Kullanan immunsuprese Hastada
Strongyloidoza Bagli Loeffler Sendromu. Turkiye Parazitol Derg
2013; 37: 55-7. [CrossRef]

Dogan N, ilhan H. Akciger Hidatik Kisti ve Strongyloides stercora-
lis Birlikteligi: Olgu Sunumu. Kafkas Univ Vet Fak Derg 2012; 18:
(Suppl-A): A231-A233.

Korkmaz U, Duman AE, Gurkan B, Sirin G, Topcu Y, Dindar G, et al.
Nonresponsive celiac disease due to Strongyloides stercoralis in-
festation. Intern Med 2012; 51: 881-3. [CrossRef]

Oztlirk G, Aydinli B, Celebi F, Glrsan N. Gastric perforation caused
by Strongyloides stercoralis: a case report. Ulus Travma Acil Cerra-
hi Derg 2011; 17: 90-2. [CrossRef]

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Experimed 2019; 9(2): 39-43

Altintop L, Cakar B, Hokelek M, Bektas A, Yildiz L, Karaoglanoglu M.
Strongyloides stercoralis hyperinfection in a patient with rheuma-
toid arthritis and bronchial asthma: a case report. Ann Clin Micro-
biol Antimicrob 2010; 9: 27. [CrossRef]

Ers6z S, Turgutalp H, Akdogan R, Cobanoglu U, Saygin i, Mungan S,
Ozgiir 0. Gastric Strongyloidiasis in a Diabetic Patient. Turk Patolo-
ji Derg 2010; 26: 71-3. [CrossRef]

Yaldiz M, Hakverdi S, Aslan A, Temiz M, Culha G. Gastric infection
by Strongyloides stercoralis: A case report. Turk J Gastroenterol
2009; 20: 48-51.

Sav T, Yaman O, Gunal Al, Oymak O, Utas C. Peritonitis associated
with Strongyloides stercoralis in a patient undergoing continuous
ambulatory peritoneal dialysis. NDT Plus 2009; 2: 390-1. [CrossRef]
Turhan V, Goban M, Onciil O, Gavuslu S. Kisa Siireli Steroid Kulla-
nan Bir Hastada Saptanan Strongyloidoz ve Loeffler Sendrom Tab-
losu. Turkiye Parazitol Derg 2008; 32: 48-50.

Sénmez Tamer G, Diindar D. Olgu Sunumu: Kronik Karin Agrisiyla
Seyreden Strongyloidosis. Turkiye Parazitol Derg 2008; 32: 17-3.
Gulha G, Savas L, Onlen Y. Kronik Diyare Yakinmasi Olan Bir Hasta-
da Strongyloides stercoralis. Turkiye Parazitol Derg 2006; 30: 293-
5.

Dinleyici EC, Dogan N, Ucar B, Ilhan H. Strongyloidiasis associated
with amebiasis and giardiaisis in an immunocompetent boy pre-
sented with acute abdomen. Korean J Parasitol 2003; 41: 239-42.
[CrossRef]

Hokelek M, Stinbil M, Kaya N. Ulseratif Kolitli Bir Hastada Enta-
moeba histolytica ve Strongyloides stercoralis infeksiyonu. Flora
1998; 3: 263-6.

Akoglu T, Tuncer |, Erken E, Glircay A, Ozer FL, Ozcan K. Parasitic
arthritis induced by Strongyloides stercoralis. Ann Rheum Dis
1984; 43: 523-5. [CrossRef]

Nutman TB. Human infection with Strongyloides stercoralis and
other related Strongyloides species. Parasitology 2017; 144: 263-
73.[CrossRef]

Buonfrate D, Formenti F, Perandin F, Bisoffi Z. Novel approaches to
the diagnosis of Strongyloides stercoralis infection. Clin Microbiol
Infect 2015; 21: 543-52. [CrossRef]



https://doi.org/10.1016/S0140-6736(17)31930-X
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007230
https://doi.org/10.1093/inthealth/ihu058
https://doi.org/10.5137/1019-5149.JTN.22886-18.2
https://doi.org/10.5152/tpd.2015.3712
https://doi.org/10.5152/tpd.2014.3304
https://doi.org/10.1016/j.rmcr.2013.10.004
https://doi.org/10.5152/tpd.2013.31
https://doi.org/10.5152/tpd.2013.30
https://doi.org/10.5152/tpd.2013.14
https://doi.org/10.2169/internalmedicine.51.6910
https://doi.org/10.5505/tjtes.2011.51196
https://doi.org/10.1186/1476-0711-9-27
https://doi.org/10.5146/tjpath.2010.00998
https://doi.org/10.1093/ndtplus/sfp084
https://doi.org/10.3347/kjp.2003.41.4.239
https://doi.org/10.1136/ard.43.3.523
https://doi.org/10.1017/S0031182016000834
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2015.04.001

Experimed 2019; 9(2): 44-52

ORIGINAL ARTICLE
ORIJINAL ARASTIRMA

DOI: 10.26650/experimed.2019.19009

Investigation Between MTHFR A1298C
polymorphism and Oral Squamous Cell Carcinoma

Risk in Turkish Population

TUrk Toplumunda MTHFR A1298C Polimorfizmi ile Oral Skiamoz Hicre
Karsinom Gelisim Riski Arasindaki Iliskinin Arastirimas

Ozlem Kiiciikhiiseyin'

, Kivan¢ Bektas Kayhan? ©, Meral Uniir>®, Hiilya Yilmaz Aydogan'

Department of Molecular Medicine, istanbul University, Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, istanbul, Turkey
“Department of Oral Surgery and Medicine, istanbul University School of Dentistry, istanbul, Turkey

Cite this article as: Kiictikhiiseyin O, Kayhan KB, Untir M, Yilmaz Aydogan H. Investigation Between MTHFR A1298C polymorphism and Oral
Squamous Cell Carcinoma Risk in Turkish Population. Experimed 2019; 9(2): 44-52.

ABSTRACT

Objective: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) with its poor
survival rates and rising number of incidences arises through
several etiological factors including environmental, genetic and
epigenetic alterations. Several studies have established an associ-
ation between cancer susceptibility and polymorphisms of methy-
lenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), the key enzyme involved
in folate metabolism and, therefore in DNA synthesis, methylation
and repair. The aim of the present study was to establish any as-
sociation between MTHFR A1298C variants and alcohol and/or
tobacco consumption, gender or age in respect to clinical histo-
pathological parameters, and the risk of OSCC development in the
Turkish population.

Material and Method: MTHFR A1298C genotyping in 107 OSCC
patients and 107 cancer-free healthy controls was performed us-
ing the PCR-RFLP method.

Results: The study groups were age-matched with higher frequencies
in the male gender. In the patients group, the distribution of MTHFR
A1298C variants was not significant. Smoking was not found to be a
risk factor: in non-smokers the frequency of the MTHFR A1298 allele
was higher than the 1298C allele, and the A1298 allele carriers pos-
sessed moderately or well differentiated tumors with a diameter of <4
cm. However, these associations were not detected in smokers.

Conclusion: The present study alone did not demonstrate any as-
sociation between the MTHFR A1298C polymorphism and the risk
of OSCC in the Turkish population, however the prognosis of OSCC
may be influenced by MTHFR A1298C variants.

Keywords: OSCC, MTHFR, polymorphism, gene, oral cancer

INTRODUCTION

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a common neopla-
sia of the oral cavity with a poor survival rate. The predom-

0z

Amag: Disuk yasam siresi ile karakterize olan ve cevresel fak-
torlerin yani sira genetik ve epigenetik degisimlerin katkilarinin
bulundugu oral skiiamoz hiicre karsinomu (OSHK) giin gectikce
yukselen insidansiyla dikkati cekmektedir. Giniimuze kadar, folat
metabolizmasinin énemli enzimlerinden biri olan ve dolayisiyla
DNA sentezi, metilasyonu ve tamir mekanizmalarinda rol oynayan
metilen tetrahidrofolat redliktaz (MTHFR) enzimine ait genetik var-
yantlar ile kanser yatkinhgr arasindaki iliskinin arastirildigr bircok
calisma yapilmistir. Calismamizda, Tiirk populasyonundaki MTHFR
A1298C varyantlari ile alkol ve/veya sigara kullanimi, cinsiyet, yas
veya klinik parametreler esasinda oral skiiamoz hiicre karsinomu
gelisim riskinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: MTHFR varyantlari PCR-RFLP yontemleri kulla-
nilarak ayni yas grubundaki 107 hasta ile 107 saglikli bireyde analiz
edilmistir.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR A1298C geno-
tip ve allel dagihmi bakimdan anlamli bir fark elde edilmemistir.
Sigara-igmeyen hastalarda, A1298 allel frekansi mutant allele gore
yuiksek olup, bu alleli tasiyanlarda tiimor ¢apinin 4cm'den biyiik
oldugu ve bu timorlerin orta veya iyi diferansiasyona sahip oldu-
gu tespit edilmistir. Ancak bu durum sigara icen hastalarda tespit
edilmemistir.

Sonug: Calismamiz sonucunda MTHFR A1298C polimorfizminin
hastalik gelisiminde bir risk faktori olmadigi, ancak hastaligin
prognozunda &zellikte mutant varyantin etkili olabilecegi kanaa-
tine variimistir.

Anahtar Kelimeler: OSHK, MTHFR, polimorfizm, gen, agiz kanseri

inant risk factors are alcohol and tobacco consumption,
however gender, age, viral human papillomavirus (HPV) in-
fections, chronic inflammation and dietary/lifestyle factors
such as poor oral hygiene and low intake of cereals, vege-
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tables and fruits have important contributory roles for OSCC
carcinogenesis. Moreover, epidemiological studies have shown
that genetic factors have the potential to affect individual sus-
ceptibility to OCSS (1, 2).

In a number of studies, folate metabolism and related genes -
which particularly takes place in biotransformation pathways in
particular - have been linked with cancer susceptibility by altered
intracellular S-adenosyl-methionine (SAM, the universal methyl
donor) levels that affect methylation processes, and a distorted
availability of nucleotides for DNA synthesis and DNA repair (3-7).

Itis well-known that one of the essential enzymes in folate me-
tabolism is methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), the
enzyme responsible for producing the circulating form of folate
and the carbon donor for the re-methylation of homocysteine
to methionine. MTHFR irreversibly catalyzes the reduction of
5,10-methylenetetrahydrofolate (5,10-MTHF) to 5-MTHF and
provides a methyl group for SAM biosynthesis which are all cru-
cial for DNA synthesis, methylation as well as DNA repair mech-
anisms (5, 8). Thus, polymorphisms of the MTHFR gene may
cause the dysregulation of folate metabolism which results in
abnormal cell proliferation and DNA hypo-methylation which
may all lead to a predisposition towards carcinogenesis. Fur-
thermore, while some studies have reported the association of
MTHFR polymorphisms with several cancer types (9-12), others
have indicated a reduced risk of cancer by folate intake (13, 14).

Two common polymorphisms that alter enzyme activity have
been described for the MTHFR gene: MTHFR C677T (rs1801133)
which causes alanine substitution to valine amino acid in exon
4, and MTHFR A1298C (rs1801131) in exon 7 that results in an-
other amino acid residue change from glutamate to alanine. In
our previous study, the individual effects of MTHFRC677T poly-
morphism on OSCC prognosis may not have been significant,
however, it was found that possessing the wild type T allele
in conjunction with smoking and/or alcohol consumption in-
creased the risk of OSCC (15). The aim of the present study was
to investigate the association between MTHFR A1298C variants
and alcohol and/or tobacco consumption, gender or age in re-
spect to clinical histopathological parameters, and the risk of
OSCC development in the Turkish population.

MATERIAL AND METHOD

Patient Selection and Clinical Investigation

107 OSCC patients diagnosed and recruited by the School of
Dentistry, Department of Oral Surgery and Medicine in istanbul
University and 107 healthy volunteers as controls participated
in this study. The patient groups were all newly diagnosed with
clinical-histological parameters (such as tumour classification,
invasion, differentiation and nodal status) and were scored ac-
cording to the tumour-node-metastasis (TNM) classification
system and were confirmed by pathologic examination. All
patients who had previously undergone chemotherapy, radio-
therapy, and surgery were excluded from the study. The control
group was made up of healthy subjects with no symptoms of
cancer or any kind of cancer history in their families.
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All participants in the study provided written consent prior to
their inclusion in the study. This study protocol was approved
by the Helsinki Declaration and blood samples were collected
only when written informed consent had been obtained. The
study protocol was approved by the Ethical Committee of the
istanbul School of Medicine and the Research Fund of istanbul
University and has therefore been performed in accordance
with the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of
Helsinki and its later amendments.

Polymerase Chain Reaction (PCR)-Based Detection of MTH-
FR A1298C Genotyping

Peripheral blood specimens from each participant were col-
lected in tubes containing EDTA and genomic DNA samples
were extracted from whole blood using the salting out proce-
dure (16). The DNA samples were amplificated by polymerase
chain reaction with locus-specific primers as shown in Table 1.
After amplification, MTHFRA1298C (rs1801131) polymorphism
was detected by cutting the PCR product with the restriction
endonuclease Mboll (New England BioLabs, U.K.) as previously
reported (12, 17). The PCR product and restriction pattern of
MTHFR rs1801131 locus are also shown in Table 1.

Statistical Analyses

Statistical analysis was performed using the Statistical Package
for Social Sciences software package version 11.5 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). The mean values of the clinical parameters
between the patients and control groups were compared using
the unpaired Student’s t-test and expressed as mean+SD. Dif-
ferences in the distribution of genotypes and alleles between
patients and controls were tested using the Chi-square statistic.
The Hardy-Weinberg equilibrium was tested for all polymor-
phisms. Allele frequencies were estimated using gene count-
ing methods. A univariate analysis was performed to compare
the distribution of age, sex and several independent factors
with the frequencies of MTHFR A1298C alleles and genotypes.
Values of p<0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Clinical Investigation

The general characteristics of the study groups are summarised
in Table 2. While the study groups were age-matched, the fre-
quency of the male gender was higher both in the control
and patients group. Lower levels of body mass index, BMI
(24.5314.66 versus (vs) 26.43+2.99; p=0.012) and higher fre-
quencies of first-degree family history (36.9% vs 9.8%; p=0.001)
were detected in the patients group. The smoking status was
not different between the study groups (p>0.05). 35.0% of pa-
tients smoked more than 20 cigarettes per day, and the ratio of
never smoked/consumed cases to at least one time smoked/
consumed cases were 35.9% vs 64.1% in the patient group
(p=0.063) (Table 1). The demographic characteristics of the
patients group are shown in Table 3. Moderately and well dif-
ferentiated tumors were detected in higher ratios than poorly
differentiated tumors (88.3%—11.7%). In addition, nodes were
mostly smaller than 3 cm (82.2%—17.8%). Moreover, 35.0% pa-
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Table 1. The locus-specific PCR primers and restriction pattern of MTHFR rs1801131

MTHFR rs1801131 primers PCR product Restriction pattern of Mboll
5'— AAG GAG GAG CTG CTG AAG ATG - 3’ 237 bp Aallele 182, 28,27 bp
5'— CTT TGC CAT GTC CACAGC ATG - 3’ Callele 210, 27 bp
bp: base pairs
Table 2. General characteristics of the study group

Control group (n=107) Patient group (n=107) p
Age (years) 59.02+9.57 56.11+13.75 0.216
Gender (n)

Female / Male 14/93 35/72 0.001
BMI 26.43+2.99 24.53+4.66 0.012
Smoking (%) (+/-) 26.8/73.2 63.1/36.9 p<0.001
Smoking Status (%)

> 20 /day = 35.0 0.302

Never / Consumpted + consumpting 18.2/81.8 35.9/64.1 0.063
Family history (%)

First degree (+/-) 9.8/90.2 36.9/63.1 0.001

Second degree (+/-) 5.9/94.1 20.0/80.0 0.151

BMI: body mass index; n: number of individuals; parametric results are shown as mean + SD; % results were calculated by Chi-square test.

p<0.05 denoted statistical significance

tients had mechanical trauma, 64.1% patients had a prosthesis
and 12.6% patients had an occupational risk for the develop-
ment of OSCC (Table 3).

Distribution of MTHFRA1298C Genotypes

The distributions of genotypes and alleles of MTHFRA1298C are
shown inTable 4. No significant deviation from Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE) was observed for the MTHFR A1298C poly-
morphism in the control group, while a significant deviation
from HWE was observed for this polymorphism in the patient
group. If only the genotype distribution of the patient group
shows a deviation from HWE, this may provide additional sup-
port for an association of the marker locus with the disease in
question. However, deviation from HWE can also be attributed
to the small size of the sample group (18-20) (Table 4).

Association of the MTHFRA1298C Genotypes with Clinical/
Demographic Parameters

In Table 5 the combined effect of MTHFRA1298C genotypes
and smoking or family history are presented. Interestingly, it
was found that significance was only detected in second de-
gree family history (Table 4). As seen in Table 6, no statistical
association was found between BMI and MTHFR A1298C vari-
ants in the study groups. The relation between tumor grade,

diameter, differentiation or nodal status and MTHFR A1298C
polymorphism is shown in Table 7. There were no differences
in tumor grade or nodal status. However, it was found that the
frequency of moderately and well differentiated tumors were
higher in A1298 allele carriers (AA+AC genotypes) than the
CC genotype (p=0.008). Furthermore, the frequency of tumors
possessing diameters smaller than 4 cm was higher in AA gen-
otype than in 1298C allele (CC+AC genotypes) carriers, and the
frequency of tumors possessing diameters greater than 4 cm
was higher in 1298C allele (CC+AC genotypes) carriers than in
AA genotype (p=0.054). In Table 8 the effects of both smoking
and MTHFR variants on the clinical parameters of patients are
shown, and it was detected that the frequency of moderate-
ly and well differentiated tumors were significantly higher in
A1298 allele (AA+AC genotypes) carrier non-smoker patients
than those with CC genotype carriers (90.9% vs. 9.1%; p=0.017).

DISCUSSION

Oral squamous cell carcinoma, the most common form of
head and neck cancers, has unsatisfactory survival rates of five
years - even when targeted with new treatment strategies. As
previously described, there are many risk factors that affect
development, prognosis, survival and even tendency of OSCC
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including genetic polymorphisms such as MTHFRA1298C and
C677T. In our previous study, any individual effect of MTHFR
Tumor Grade (%) C677T polymorphism was detected on OSCC prognosis, how-
ever with smoking and/or alcohol consumption the OSCC risk
was increased by T allele (15). In addition, Cao et al. (8) reported
Late (Grade 3+4) 53.5 that the interaction between the 677TT genotype and 1298AC

Table 3. Demographic profile of the patients group

Early (Grade 1+2) 46.5

. . n
Plifisiendeilon St () Table 4. The distribution of MTHFR A1298C polymorphism

Moderately+Well 88.3 between the study groups
Poorly 11.7 Control group Patient group
MTHFR A12987C (n=107) (n=107)

Tumor diameter (%)

Genotypes (n,%)

<4cm 62.4
AA genotype 44 (411 51(47.7
>4cm 376 St G tosh
AC genotype 45 (42.1 38(35.5
Node metastasis (%) 9 P ( ) ( )
CC genotype 18 (16.8 18 (16.8
Presence 34.7 9 P ( ) ( )
Alleles (n,%)
Absence 65.3
Aallele 133 (62.15) 140 (65.42)
Node status (%)
Callele 81 (37.85) 74 (34.58)
>3 cm (n2 +n3) 17.8
HWE p 0.2721 0.026
<3cm (n0+n1) 82.2
Mechanical t (%) 350 p > 0.05 <0.05
chanical tratma {7 ’ (Matches with (Unmatches with
Occupational risk (%) 12.6 HWE) HWE)
Prothesis (%) 64.1 Chi-square test was used to compare genotypes in the whole study
group. For determining allelic frequencies, gene count method
Chi-square test was used to compare the related variants in OSCC was used. n: number of individuals. p<0.05 denoted statistical
patients group. p<0.05 denoted statistical significance significance

Table 5. The combined effect of MTHFR A1298C polymorphism and certain risk factors on the development of OSCC

AA Callele ccC A allele
genotype (AC+CC genotype) p genotype (AA+AC genotype) p

Smoking

Absence 421 57.9 15.8 84.2

Presence 50.8 49.2 0.396 16.9 83.1 0.881
Cigarette consumption

< 20/ day 41.8 58.2 16.4 83.6

> 20/ day 58.3 41.7 0.109 16.7 833 0.974
First degree family history

Absence 53.8 46.2 18.5 81.5

Presence 36.8 63.2 0.095 13.2 86.8 0.484
Second degree family history

Absence 60.7 39.3 3.6 96.4

Presence 14.3 85.7 0.041 429 57.1 0.019

Chi-square test was used to compare the related variants in OSCC patients group. p<0.05 denoted statistical significance
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or 1298CC genotypes and heavy smoking status increased the
risk of nasophayngeal carcinoma. In the present study, classic
risk factors such as male gender and first-degree family histo-
ry were individually found to be associated with OSCC. Inter-
estingly, a smoking status of either mild or heavy smoker did
not seem to be a risk factor in our study groups, like the study
by Taghavi et al. (21), however, this situation can be caused by
lacking dietary behaviour for example, having a lack of vitamin
or folate which was also a limitation of our study. Nevertheless,
it was found that people who never smoked or mild smokers
were a little more protected from OSCC development.

Skiloba et al. (12) reported a decreased risk of acute lymphocyt-
ic leukemia (ALL) in adults with 1298AC and 1298CC genotypes
but no association with acute myeloid leukemia and suggested
a link between folate inadequacy and the development of ALL.
On the other hand, Blank et al. (9) investigated the prognostic
significance of MTHFR gene polymorphisms in gastric cancer
patients treated with neo-adjuvant chemotherapy in which
it was formerly reported that the efficacy of these therapies,
especially 5-fluorouracil treatment could be affected by folate
metabolism and MTHFR function as well. However, they re-
ported no effect of MTHFRA1298C and C677T polymorphisms
on the prognostic impact of gastric cancer. A meta-analysis by
Tan et al. (11) suggested an increased risk of esophageal cancer
in Asian or Caucasion 1298CC genotype carriers. In addition,
despite the findings of a rare distribution of 1298CC genotype
in Chinese esophageal cancer patients and healthy controls,
Song et al. (17), reported that possessing the 1298CC geno-
type increases esophageal cancer risk versus the AA1298 gen-
otype. As for head and neck cancer (HNC) the results are still
controversial. Galbiati et al. (5) reported an increased risk of
HNC with 1298AC/CC genotypes in contrast with Neumann et
al. (22) who showed a lower risk with the same genotypes. On
the other hand, Suzuki et al. (23), Kruszyna et al. (24) and two
meta-analyses by Boccia et al. (4) and Niu et al. (25) reported
no association with the development of HNC. In line with all
these previous studies, our results are somehow compatible
with them. We also found no association between the distri-
bution of MTHFR A1298C genotypes and the risk of OSCC de-
velopment independently. However, and interestingly, it was
found that while differentiation status was triggered by A1298
allele (AA+AC genotypes), >4 cm tumors were seen in 1298C
allele (CC+AC genotypes) carriers. This result may be because
of gene-nutrient interaction e.g. the level of folate intake. Un-
fortunately, our study lacks folate intake data which is one of
the limitations in correlating such an association. Indeed, folate
data may be a direct risk factor for evaluating the interaction
of MTHFR variants and several cancers as a deficiency of folate
causes several deleterious effects including an imbalance in
DNA precursors and modified DNA, synthesis and repair which
was re-improved by supplementation. On the other hand, it is
well-known that the key enzyme in folate metabolism is MTH-
FR, the product of the MTHFR gene which has two common
polymorphisms, C677T and A1298C, resulting in a looseness of
enzyme activity, in different ratios. Independently from folate

Experimed 2019; 9(2): 44-52

data it was seen that reduced enzyme activity by the variant
MTHFR genotype did not affect the development of OSCC,
however as seen in the effects on differentiation status and tu-
mor size, MTHFR polymorphism may contribute to OSCC prog-
nosis via DNA hypo-methylation through the variant MTHFR
allele.

In conclusion, while our study did not individually demonstrate
any association between MTHFR A1298C polymorphism and
the risk of OSCC in the Turkish population, the prognosis of
OSCC may be influenced by MTHFRA1298C variants. The lim-
itation of our study is the size of study groups, and the lack of
dietary behaviours. Therefore, the results obtained here should
be supported by further studies.
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Amag: Karbon tabanli nanomalzemelerin en 6nemlilerinden biri
olan karbon nanotiipler (CNT) 6zellikle biyoloji ve tip alaninda
kullanilmaya baslanmistir. ilag salimi, kanser tedavisi, biyosensér,
biyomedikal goriintileme ve doku mihendisliginde kompozit
materyaller olarak kullanimlari biyomedikal uygulamalarindan
bazilaridir. Ancak, yaygin olarak kullanilmalari, bu yapilarin cevre-
ye salinmasi riskini dogurmustur. Bu nedenle bu calismada, farkh
ozellikteki karbon nanotiplerin arpanin (Hordeum vulgare L. Zey-
nelaga’) cimlenmesi Gzerindeki etkileri arastirimistir.

Gereg ve Yontem: Ticari tek tabakali karbon nanotiip (SWCNT),
cok tabakali karbon nanottiplere (MVWCNT) ek olarak, laboratu-
var kosullarinda karboksillenmis cok tabakall karbon nanotiipler
(CCNT) sentezlenmis ve FTIR spektrokopisi ile karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra, farkli konsantrasyonlardaki (50
ve 100 mg/L) karbon nanotiiplerin arpa tohumlarinin ¢cimlenmesi
Uzerindeki etkisi arastirilmistir.

Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 3 karbon nanoti-
pun kullanilan konsantrasyonlarda arpa bitkisinin ¢cimlenmesi tize-
rinde bir etki yaratmamustir.

Sonug: Denenen farkl karbon nanotiiplerin arpa ¢cimlenmesi tize-
rinde dogrudan bir toksik etki yaratmadigi belirlenmistir. Elde edi-
len bu verilere ek olarak, gen ekspresyonu diizeyinde bir farkhlik
olup olmadiginin arastirilmasi da bu materyallerin gercek etkisinin
anlasiimasi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Tek ve cok tabakali karbon nanotupler, kar-
boksillenmis karbon nanotipler, arpa, biyomedikal uygulama

GiRiS

GUnlmiizde nanobilim, modern bilimdeki en 6nemli aras-
tirma ve gelistirme alanlarindan birisi haline gelmistir. Nano
kelimesi, Yunancada bir milyarinci anlamina gelmekte olup,
en basit anlamda ise nanobilim kii¢lk partikalli malzeme-

lerin bilimi olarak tanimlanmaktadir (1). Gercekte nano-
materyaller dogada insanlarin nano 6lcek seviyesinde bu

ABSTRACT

Objective: Carbon nanotubes (CNT), one of the most important
carbon-based nanomaterials, have started to be used in the fields
of biology and medicine. Drug delivery, cancer treatment, biosen-
sors, biomedical imaging and their use as composite materials in
tissue engineering are some of the biomedical applications. How-
ever, their extensive applications may increase the risk of their be-
ing released into the environment. Thus, in this study, we investi-
gated the effects of different carbon on barley (Hordeum vulgare L.
‘Zeynelaga’) germination.

Material and Method: In addition to usage of commercial sin-
gle-walled carbon nanotubes (SWCNT) and multi-walled carbon
nanotubes (MWCNT), carboxylated multi-walled carbon nanotubes
(CCNT) have also synthesized carboxylated multi-walled carbon
nanotubes and characterized them with FTIR spectroscopy. Later,
we investigated the effect of different concentrations (50 and 100
mg/L) of carbon nanotubes on the germination of barley seeds.

Results: Compared to control groups, treatment of barley seeds
with different concentrations of three carbon nanotubes had no
effect on barley germination.

Conclusion: It was observed that tested carbon nanotubes have
no toxic effect on barley germination. In addition to these data, it
is also important to investigate whether there is a difference in the
gene expression level in order to understand the actual effect of
these materials.

Keywords: Single- and multi-walled carbon nanotubes, carboxyl-
ated carbon nanotubes, barley, biomedical applications

maddeleri tanimlayabilmelerinden ¢ok énce var olmalari-
na karsin, sentetik kimyadaki ilerlemeler 6zellikle biyolojik
nanoteknolojinin gelismesinde itici glic olmustur. Boyle-
sine kuclk partikdllerin glinimuzde temel bilimin ilgisini
cekmeyi basarmasindaki en énemli neden, bir maddenin
erime noktasl, elektriksel ya da optik 6zelliklerinin bu mad-
denin boyutu nanoskobik olacak kadar kiictildiglinde de-
gismesinden kaynaklanmaktadir (1). Nanopartikillerin yeni
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ozelliklerinin belirlenmesi ile teknolojik / ticari gelisim ve uygu-
lamalarinda, mikroelekronikten kaplamaya, boyalardan biyo-
teknolojiye kadar bircok farkli alanda yeni firsatlar aciga ¢cikmis-
tir (1). Ticari piyasadaki uygulamalarina érnek olarak, recetesiz
tibbi tani kitlerinde goriinur bir belirtec olarak kullanilan altin
nanopartikdller verilebilir (2). Bu uygulama, tek bir nanoparti-
kalln essiz bir 6zelliginin nasil teknolojik imkana doniisebile-
ceginin guizel bir 6rnegidir. Saf altinin makroskobik numuneleri
tek bir altin rengini yansitirken, nanopartikulin biyukliga ve
sekline bagli olarak, altin nanopartikiilleri gékkusaginin belli
bash tim renklerini g6sterebilir (3). Altin nanopartikdllerinin
optik absorbsiyon yodunluklari asiri derecede gui¢lu olup, bir
ylizeyde ¢oktirulirse ya da bir ¢ozeltide stispanse edilirse, bu
partikillerin ¢ok kicuk bir miktar bile ¢iplak gozle saptanabi-
lir ve bu ozellikleri ile altin nanopartiklleri gorinir belirteg
olarak kullanimda ideal hale gelir (1). Biyomedikal ve biyo-
teknolojide mikro ve nanopartikiillerin diger uygulamalarina;
enzim enkapsilasyonu, DNA transfeksiyonu, biyosensoérler ve
ilac uygulamalar &rnek verilebilir. Ornegin, ilaclar biyobozunur
polimerlerden olusan nanosferler ile birlestirilip uygulanirsa,
bu nanosferlerin ayrismasi ile ilacin uygun zamanda ortama
salinmasi saglanir. Bu partikiliin parcalanmasina neden olan
durum, partiklliin icinde bulunan kimyasal badin dogasinin
degismesiyle kontrol edilir. Ornegin, asitte bozunur baglar kul-
lanildiginda, bu partikiiller timor hicreleri ya da iltihap bol-
gesinin etrafinda var olan asidik mikrocevrelerde parcalanirlar
ve bu durum bdlgeye 6zgi ilag tedavisini mimkin kilar (4).
Bir baska calismada ise dextran kapl siiperparamagnetik na-
nopartikuller ile kok hiice ve badisiklik hireleri gibi farli hiicre
turleri spesifik olarak, yan etkiler olmadan hedeflenebilmis ve
MR goriintiileme ile gorintulenebilmisti (5). Aktif yuzeyli bu
nanopartikiller ayni zamanda bir genetik materyalin baska bir
hiicreye aktarimini saglayan transfeksiyon isleminde de kullani-
labilirler. Ornegin, demir oksit magnetik nanopartikiiller araci-
ligi ile insan metastatik siit bezi hiicre hattina RNA aktarimi ve
EGFP susturmasi saglanmistir (6).

ince icecek pipetlerine benzeyen mikro ve nanotiip yapilari ise,
kiresel nanopartikiillere gérece baz ilging Ustlnlikleri nede-
niyle biyoteknolojik uygulamalarda, kiresel olanlara alterna-
tif olarak kullanilirlar (1). Ornegin, nanotiipiin boyutuna gére
degerlendirildiginde nanotipler buyik i¢ hacme sahip olup,
bu o6zellikleri sayesinde bu tiiplerin icine kiiclik molekdllerden
proteinlere kadar degisen boyutlarda olmak tzere istenilen
kimyasal ya da biyokimyasal gruplar doldurulabilir (7). Dahasi,
nanotiplerin i¢ ve dis ylzeyleri farkli oldugundan, bu iki kisim
kimyasal ya da biyokimyasal olarak farkli sekillerde islevsel hale
getirilebilir. Bu da 6rnegin, nanotiptin icini belirli bir biyokim-
yasal ile doldururken, dis ylizeyin kimyasal 6zelliklerinin de
biyo-uyumlu olacak sekilde diizenlenebilme ihtimalini ortaya
cikarir. Sonucta, nanottipler uglari acik yapilar olup, bu durum
tlp icine ulasimi ve tiip icine madde eklenmesini cok kolay hale
getirir (1).

Bununla birlikte, farkl 6zellikteki bu nanomateryallerin yaygin
kullanimi, bu materyallerin geri donlsim proseslerinde ya da
atik olarak cevreye salinabilmesine neden olup, insan ve diger
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canhlar icin tehdit olusturabilecegine dair kaygilari arttirmistir.
Literatlrde yer alan ilk calismalarda, bu nanomateryallerin ce-
sitli konsantrasyonlarda insan ve hayvanlar nasil etkileyebile-
cegini anlamak icin farkli nanomateryallerin hiicre morfolojisi,
davranisi ve fonksiyonu ile secici 61imu tizerindeki etkileri aras-
tinlmistir (8). Daha sonra yapilan sinirli sayidaki calismalarda,
bitki hlicre ve dokularinda bu nanomateryallerin olasi pozitif ve
yan etkileri arastirilmis ancak yapilan calismalarda kimi zaman
celiskili sonuclar elde edilmistir (9).

Karbon tabanli nanomalzemeler, benzersiz 6zellikleri nede-
niyle her gecen giin bircok uygulama alanlarinda kullaniimak-
tadir (10). Bu malzemeler, fulleren, nano-onion, nano-cone,
nano-horn, karbon dot, karbon nanotipler, nano-bead, na-
no-fiber, nanodiamond ve graphenleri icerir ve boyutlarinin
yani sira yapisal olarak da cok buyuk farkliliklar gosterirler (10).
Karbon nanottip (CNT) temelli ilag salimi, in vitro ve in vivo kan-
ser terapileri gibi hastalik tedavisindeki uygulamalar icin kticik
ilac molekdllerinin, DNA plazmitlerinin, siRNA ve proteinle-
rin hicre ici salinimi icin umut vadetmektedir (11). CNT'lerin
benzersiz optik ve elektriksel 6zellikleri onlari ¢esitli biyolojik
molekdilleri tespit etmek icin dikkat cekici platformlar haline
getirmektedir (12). Tek tabakali karbon nanotiplerin, giiclii re-
zonans Raman sacilmasinin yani sira yakin kizil 6tesi bélgede
(NIR) optik absorpsiyon ve fotoluminesans gibi bir cok 6zglin
optik ozellik gosterip, bu 6zellikleriyle farkl biyolojik gorin-
tileme yontemlerinde kullanilabilirler (13). Ayrica, Gstlin me-
kanik 6zelliklere sahip CNT'ler, potansiyel doku muhendisligi
iskele malzemeleri olarak da uygulama alani bulmuglardir (14).
CNT-bazli nanomalzemeler bu &zellikleriyle Gmit verici olup,
gelecekte hastalik tanisi ve tedavisi icin yeni firsatlar getirebi-
lecektir (11). Tip alanindaki bu potansiyelinin yani sira yine kar-
bon nanotiiplerin pestisitler icin de potansiyel tasiyici sistemler
olarak ya da Urlin verimini arttirmadaki etkileri ile ilgili cesitli
calismalar yapilmaktadir (15). Karbon nanottiplerin bitkiler Gize-
rindeki etkilerinin incelendigi bir calismada, tek tabakal kar-
bon nanotiiplerin (SWCNT, single-walled carbon nanotubes),
tatlin hiicre zari ve duvarini asarak, hiicre icine alinabildigini
gostermistir. Cok tabakali karbon nanottiplerle (MWCNT, mul-
ti-walled carbon nanotubes) yapilan baska bir ¢alismada ise,
bunlarin bitki protoplastlari tarafindan boyutlarina bagl olarak,
nikleus ve plastitler de olmak tizere 6nemli hiicresel yapilara
translokasyonunu kanitlamistir (16). Yine MWCNT'lerin tohum
kabuguna niifuz edebildigi ve bitkilerde su kanallarini diizenle-
yebildigi distnilmektedir.

Bununla birlikte, hem SWCNT hem de MWCNT lerin bitki geli-
simsel biyolojisi ve bitki fizyolojisi tizerindeki etkileri tam ola-
rak anlasilamamistir. Karbon nanottpler, Sorghum bicolor ve
Panicum virgatum gibi iki dnemli enerji bitkisi cimlenmesi ve
biyokdtlesi Gizerinde olumlu etkiler yapmis (17), kabak biyokdit-
lesi MWCNT'lerle muamele edildiginde azalmis (18), piringte
ise bitki bluylmesi Gzerinde toksik etki yaratmistir (19). Karbon
nanotuplerin farkli bitkilerin cimlenmesi izerinde etkisi kismen
arastirilmis ve gerek olumlu gerekse toksik etkileri belirlenmis-
tir.
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Bu calisma kapsaminda, hem diinya hem Turkiye ekonomi-
si acisindan dnemli bir yere sahip olan arpa bitkisi eksplant
kaynagi olarak secilmistir. Arpa, hem Turkiye hem de diin-
yada yetistirilen 6nemli bir bitkidir. Arpa Uretiminin ¢cogu,
hayvan yemi ve malthk olarak ve nadiren de insan besini
olarak tiiketime sunulmaktadir. Bu calismada, Tiirk malthk
arpa cesidinin (Hordeum vulgare L. 'Zeynelada’) cimlenmesi
Uzerinde 3 farkh karbon nanotlipin [SWCNT, MWCNT, kar-
boksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (CCNT)] etkileri
arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM

Bitki Materyali ve Hazirlanmasi

Cahisma kapsaminda kullanilan ‘Zeynelaga’ cesidine ait arpa
tohumlari, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisi MidurlG-
gi'nden (Ankara) temin edilmistir. Bu ¢alismada, etik komite
iznine gerek duyulacak bir materyal ya da deney hayvani kulla-
nilmamistir. Bu nedenle, etik komite iznine gerek duyulmamis-
tir. Tohumlarin ¢imlendirilmeden 6nce, yaklasik 24 saat cesme
suyu kullanilarak imbibisyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra
arpa tohumlari, yiuizey sterilizasyonu icin; %70'lik etil alkolde 1
dk calkalanip, steril distile su ile 3 kere 2'ser dk durulandiktan
sonra, %2,5'luk ticari sodyum hipoklorit (Merck) ¢ézeltisinde 15
dk inkiibe edildikten sonra steril distile su ile en az 3 kere 5'er
dk durulanmustir.

%T

3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 1. SWCNT, MWCNT ve CCNT'nin FTIR spektrumlarinin
karsilastiriimasi
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»
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Sekil 2. a-c MWCNT (A), SWCNT (B) ve CCNT (C) SEM gériintiileri

Experimed 2019; 9(2): 53-9

Karbon Nanotiiplerin Hazirlanmasi

Denemelerde, ticari karbon nanotiipler; SWCNT (Sigma 704148)
ve MWCNT (Sigma 406074) kullanilmistir. Karboksillenmis cok
duvarli karbon nanottipler (CCNT), ticari MWCNT'ler kullanila-
rak asagidaki sekilde sentezlenmistir: 2 g MWCNT, 1 saat 100 mL
H,SO,:HNO; (3:1) icerisinde ultrasonik su banyosunda (WiseClean)
soniklenmistir. Daha sonra, karboksillenme icin 75°C'ta, 12 saat
300 rpm'de inkiibe edilmistir. ilgili cézelti, 24°C'ta, 5000 rom'de 30
dk santrifij ile cokturildiikten sonra, pH nétrlenene kadar saf su
ile yikanmis ve gece boyu 55°C'de etiivde kurutulmustur.

FTIR Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
Elde edilen CCNT'de karboksillenmenin gerceklestiginin kont-
rolii, FTIR (Nicolet™ iS™ 50 FT-IR Spectrometer, Thermo Scienti-
fic) ile karakterize edilmistir. Ayrica, hem SWCNT ve MWCNT 'de-
ki titresim gecisleri de FTIR ile karakterize edilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Hem ticari karbon nanotiipler (SWCNT ve MWCNT) hem de
sentezlenen CCNT'ye ait SEM gorintileri alinmistir. Analiz icin
alinan 6rnek karbon disk tizerine yerlestirilmis ve vakum orta-
minda Ar (argon) atmosferinde altin tabakasi ile kaplanmistir
(Baltec SDC 005 sputter-kaplayici). SEM gérintuleri yuksek va-
kum ve yiiksek potansiyel altinda Carl Zeis Evo-40 cihazi kulla-
nilarak alinmigtir. SEM potansiyel arttirma voltaji 10kV, | prob
100-50 arasi degistirilerek ayarlanmistir.

Cimlenme Ortaminin Hazirlanmasi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi icin farkli konsantrasyonlarda kar-
bon nanottip iceren (50 mg/L veya 100 mg/L) ya da icermeyen
(kontrol grubu) ortamlar hazirlandi. Bu amacla, pH't 5.8'e ayarla-
nan distile su, %0.5 agar ve istenilen oranda karbon nanotiip ile
karistirilarak otoklav 6ncesinde, ultrasonik su banyosunda hid-
rofobik yapidaki karbon nanotiplerin kiimelenmesini 6nlemek
icin 30 dk sonike edildi ve daha sonra 121°C'ta 20 dk otaklav
edildi. Hazirlanan ortamlar otoklav sonrasi tekrar 30 dk sonike
edildikten sonra, her birinde 50 mL olacak sekilde magenta
kaplarina dagitildi.

Tohumlarin Cimlendirilmesi

imbibisyonu ve yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen tohumlar,
cimlendirilmeleri icin aseptik sartlar altinda, karbon nanotiip
iceren ya da icermeyen ortamlara aktarilarak, bitki biylime ka-
bininde 22°C'ta karanlikta inkiibe edilmistir.

Verilerin Analizi

Her bir uygulama icin en az 20 tohum kullanilmis ve 2 tekrar
yapilmistir. Cimlenmenin 3. ve 5. gliniinde her bir uygulamaya
ait, cimlenme ylzdeleri, gévde uzunlugu ve kok sayisi alinmis-
tir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde, tek yonli ANOVA
testi kullanilmis ve ortalamalari karsilastirmak icin anlamli en az
farkhlik (LSD) testi (p<0.05) kullanilmistir (20).

BULGULAR

Hem ticari karbon nanotiipler hem de laboratuvar kosullarinda
sentezlenen karboksillenmis nanotiiplere ait FTIR spektrosko-
pisi sonuclari Sekil 1'de sunulmustur. Bu spektrumlarda 1710
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cm™ C=0, 2360 cm™ CO, molekiilu titresimlerini, ayrica 1520
cm™ C=0 badgi elastik vibrasyonunu gdstermektedir (21). 2920
cm’ ve 2960 cm ise CH, gruplarinin simetrik vibrasyonuna isa-
ret etmektedir. Sonug olarak, CCNT spektrumundaki 1710 cm™
bandi karboksillemenin gerceklestigine isaret etmektedir.

SWCNT, MWCNT ve CCNT'nin SEM gorintileri Sekil 2'de sunul-
mustur. Bu nano malzemeler oldukca kiiglik boyutlarda olduk-
larindan goriintl ¢ozinurlikleri oldukga azdir.

Bunun yani sira, hidrofobik karakterde olduklarindan kiimelen-
mis ve birbirine yapisik olarak goriintiilenmislerdir. Denemeler
stresince, kiimelenmenin dnlenmesi icin ¢cimlenme ortamlari
hem otoklav dncesi hem sonrasi sonike edilerek, kiimelenme-
nin minimuma indirilmesi saglanmistir.

Bu karbon nanotiiplerin cimlenme Uzerindeki etkileri incelen-
diginde, kontrol grubunda 3.giinlin sonunda tohumlarin yari-
sindan fazlasi (%53,3), 5. glinde ise %80'i cimlenmeye baslamis-
tir (Tablo 1). Kontrol grubu ile karsilastirldiginda SWCNT'nin

Tablo 1. Farkli karbon nanotlp iceren ¢cimlenme
ortamlarinda, arpa bitkisinin cimlenme ylizdeleri

50 mg/L 100 mg/L
Karbon 3.giin 5. giin 3.giin 5.giin
nanotiipler % %
Kontrol* 533 80,0 53,3 80,0
SWCNT 50,0 533 46,6 46,6
MWCNT 66,6 90,0 46,6 75,0
CNNT 64,1 72,4 30,8 85,2

*Kontrol grubu, karbon nanotip icermeyen ortamda ¢imlenmeye
alinmistir
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c¢imlenme Uizerinde cok disuik de olsa negatif bir etkisi oldugu
gorilmustir. Dustk derisimlerde (50 mg/L) kullanildiginda
MWCNT'nin arpa cimlenmesi Uzerinde olumlu etki gosterdigi
ve ¢imlenmeyi gorece arttirdigi gérilmustir (Tablo 1). Bununla
birlikte, MWCNT'nin artan konsantrasyonlarinin kontrol gru-
buyla karsilastirldiginda cimlenmeyi azalttigi belirlenmistir.

Tablo 2. Farkli karbon nanotuplerin, kok sayisi ve gévde
uzunlugu lzerindeki etkisi

Kok sayisr* Govde uzunlugu*(mm)
3.glin 5.giin 3.glin 5.giin

Kontrol ~ 4,94+0,95% 5,08+0,192 29,144,292 82,9+4,64"
50 mg/L
SWCNT  5,14+0,21° 5,50+0,37* 33,0+4,31® 99,3+7,97°
100 mg/L
SWCNT  5,14+0,272 5,18+0,462 26,2+3,472 73,0+11,9
Kontrol ~ 4,94+0,95° 5,08+0,19° 29,1+4,29° 82,9+4,64°
50 mg/L
MWCNT 5,530,312 5,42+0,25* 23,3+0,88° 85,2+4,85°
100 mg/L
MWCNT  4,71+0,38% 5,20+0,25% 10,9+2,75° 83,244,332
Kontrol ~ 4,95+0,26° 4,33+0,242 21,5+3,40° 71,1+7,24%
50 mg/L
CNNT 5,130,182 4,78+0,24° 33,0+3,36°® 76,3+8,50°
100 mg/L
CNNT 5,00+0,252 4,84+0,172 24,3+3,14° 81,8+6,80°

Her bir sutunda yer alan birbirinden farkli harfler (a, b, ¢) LSD testine
gore kontrol grubu ve nanotiip uygulamalari arasinda belirgin bir fark
(p=<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir

Komntrol SWOCNT

MWCNT

CCNT

(bar: 2,22 cm)

Sekil 3. Kontrol grubu ve 100 mg/L konsantrasyonda farkli nanottipler iceren ortamlarda arpa bitkisinin 5.glin sonundaki cimlenmesi
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CCNT disik konsantrasyonda kullanildiginda, 3.glinde ¢im-
lenmeyi hizlandirmisken, 5. gliniin sonunda bu oran kontrol
grubunu gecememistir. CCNT'nin yliksek konsantrasyonda kul-
lanildiginda ¢imlenme Gzerinde 3. giin hizli bir disiise neden
olurken, 5. glinin sonunda bu oran diger nanotiipler ve kont-
rol grubuyla karsilastinldiginda en yiiksek seviyeye ulasmistir
(Tablo 1).

Cimlenme oranlari farkh olsa da, diger cimlenme verileri kont-
rol grubuyla karsilastirildiginda denemeler arasinda istatistiksel
olarak ¢ok buyik farkhliklar gézlenmemistir (Tablo 2, Sekil 3).
Farkli konsantrasyonlarda SWCNT uygulandiginda kok sayisin-
da belirgin bir degisiklik meydana gelmezken, gévde uzunlu-
gu ¢cimlenmenin besinci gtiniinde 50 mg/L SWCNT varhiginda
kontrol grubuna gorece artmistir. Ancak SWCNT'nin artan kon-
santrasyonlarinin kontrol grubundan gérece daha kisa gévde-
ler olusturdugu belirlenmistir (Tablo 2). MWCNT'nin etkisi in-
celendiginde, yine kok sayilarinda bir degisiklik gozlenmezken,
sadece govde uzunlugu 100 mg/L MWCNT varliginda ¢imlen-
menin 3.glinli biraz diismis gibi goriinse de, son verinin alindi-
g1 5. glinde bu oran istatistiksel olarak kontrol ile ayni uzunluga
ulagmistir. Son olarak, karboksillenmis karbon nanotiip varli-
ginda (CNNT), yine kok sayisinda belirgin bir fark gérinmez-
ken, 50 mg/L CNNT varhiginda ¢imlenmenin 3. giinl biraz daha
uzamis govdeler elde edilse de bu oran yine 5. glin sonunda
kontrol ile ayni seviyede kalmistir (Tablo 3). Elde edilen bu veri-
ler, kullanilan karbon nanotiplerin denenen konsantrasyonla-
rinda arpa ¢imlenmesi tizerinde herhangi bir toksik etkisi olma-
digini gostermektedir.

TARTISMA

Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler, tiptan uzaya, elekt-
ronik biliminden savunma sanayiine, bircok farkh alandaki uy-
gulamalari ile bilim ve teknolojik platformlarda ilerleme sagla-
mistir (22, 23). Son zamanlarda, tasarlanan nanomateryaller ile
cesitli biyolojik sistemler arasindaki etkilesimin anlasiimasina
duyulan ihtiyac, tarim ve gida alanlarinda nanoteknoloji temelli
yaklasimlarin kullanimini icin 6nemli bir arastirma alani gelis-
tirmistir.Nano boyuttaki materyallerin, kiiglik hacimleri, yliksek
biyokimyasal reaktiviteleri, hiicrelere girebilme 6zellikleri ve or-
ganizmaicinde hizli dagilabilmeleri gibi 6zellikleri, bitkisel Grtin
isletim teknikleri acisindan ilgi ¢cekici bir arag haline getirmekte-
dir (23). Bu baglamda, nanopartikillerin biyolojik molekdllerin
bitki hiicrelerine aktariminda ya da hastaliklarin énlenmesinde
herbisit uygulamalarinda yararli bulunabilecegi gdsterilmistir
(16). Tum bu ozelliklerine ragmen, ilgili materyallerin cevreye
salinma riskinin bu yararlardan daha ziyade zarar getirecegi en-
disesi glinden gline artmaktadir (10).

Bu nedenle ilgili calisma kapsaminda, artan nanomateryal kul-
lanimina karsi karbon nanottplerin (SWCNT, MWCNT ve CCNT)
arpa ¢imlenmesi Gzerinde olasi etkileri arastirilmistir. Calisma
kapsaminda degerlendirilen karbon nanotdplerin fizikokimya-
sal 6zelliklerinin, bu yapilarin bulunduklari ortamdaki hareket-
lerini etkiledigi, ortam kosullarina verdikleri cevabi degistirdi-
gi yapilan calismalar ile goézlenmistir (24). Literatiirde karbon
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nanotuplerin farkl fonksiyonel kimyasal gruplar ile (karboksi-
lasyon, oksidasyon, amidasyon, polietilen glikol ile modifikas-
yon, fenil-SO,H, fenil-(COOH), gruplar ile modifikasyon vb.)
modifikasyonu bildirilmistir. Bu eklenen fonksiyonel gruplar
karbon nanotiiplerin kimyasal 6zelliklerini degistirmis ve cogu
durumda suda ¢ozinurliklerini arttirmistir. Karboksillenme
modifikasyonu da karbon nanottiplerin suda ¢6zUnUrlGgini
arttirmanin yani sira, farkli molekiiller ile birlesmesini kolaylas-
tirabilmektedir (25). Memeli hiicreleri ile yapilan calismalarda
karboksillenmenin karbon nanotiplerin sitotoksisitesini azalt-
t1d1, in vivo calismalar icin daha guivenilir hale getirdigi gézlen-
mistir (25).

Bununla birlikte, literatiirde yapilan calismalarda karbon nano-
materyallerin tipi, konsantrasyonu, bitki tiirii ve biylime kosul-
larina bagli olarak hem negatif hem de pozitif yonleri oldugu
gosterilmistir. Lolium perenne bitkisine 2000 mg/L MWCNT
uygulandiginda, yaklasik %17 oraninda kok uzunlugunda artis
gOrulmastir (26). Bugdayda, suda ¢6ziiniir karbon nano-dotla-
rin (150 mg/L) 10 glin boyunca uygulanmasi kok biytimesini
arttirmistir (27). Suda ¢6zlinir nano-onionlarin, 10, 20 ve 30
mg/L konsantrasyonlarda nohut bitkisine uygulanmasi buyu-
meyi arttirmistir (28). Tutlin hicre kiiltlrlerine karbon-nano
hornlarin 25, 50 ve 100 mg/mL uygulanmasi, hiicrelerin biyi-
mesini %78 oraninda arttirmistir (29). MWCNT lerin 50, 100 ve
200 mg/L oraninda 10-11 glin boyunca arpa, soya fastlyesi ve
misir bitkisindeki etkileri incelendiginde; arpa ve soyada %50
oraninda, misirda ise %90 oraninda ¢imlenme artisi gercekles-
mistir (9). Arpa bitkisinde elde edilen bu oran, ilgili nanotlpin
jelimsi ortam da degil de hava puskurteci (airbrush) ile uygu-
lanmasindan kaynaklanabilir. Bu durumda, ilgili nanottplerin
dogrudan tohum kabuguna yapistiklari ve cimlenme tizerinde
daha etkin rol oynadiklari distinilmektedir. Kullanilan yénte-
min farkliligin yani sira, farkli uygulamalar farkli bitki tirleri ve
hatta ayni tiire ait ¢esitlerde de farkliliklar gosterebilmektedir.
Karbon nanomateryallerinin bitkiler Gzerindeki bu olumlu etki-
lerinin yani sira, ayni zamanda negatif etkilerinin oldugu da ka-
nitlanmistir. Giris kisminda da belirtildigi Gizere, 15 glin boyunca
1000 mg/L MWCNT uygulanan kabak bitkilerinin biyokdtlesin-
de %60 oraninda azalma meydana gelmistir (18). Graphen oksit
uygulamasi (1600 mg/L), Vicia faba bitkisinde blylimenin azal-
masi ve antioksidan enzim aktivitesinin diismesiyle sonuclan-
mistir (30). Tum bu olumlu ya da olumsuz etkilerinin yani sira,
calismamizda kullanilan karbon nanotiplerin arpa cimlenmesi
Uzerinde degerlendirilen veriler agisindan olumsuz bir etkisinin
olmadigi anlasiimistir.

SONUC

Karbon nanomateryaller, benzersiz optik, elektriksel, meka-
nik ve termal 6zellikleri nedeniyle her gecen giin biyoloji ve
tip alaninda daha fazla kullaniimaktadir. Bu nedenle, nu ma-
teryallerin insan saghgi ve dogaya etkileri Gzerinde ayrintih
calismalarin yapilmasi ve olasi toksik etkilerine karsin 6nlem
alinmasi gerekmektedir. Karbon nanomateryallerin etkileri
farkh bitki turleri, cesitleri ve ilgili nanomateryallerin uygulan-
masina bagli olarak degismektedir. Bu calisma kapsaminda
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elde edilen sonuclar, farkli karbon nanotiplerin tGlkemize ait
‘Zeynelaga’ arpa cesidinin ¢cimlenmesi lizerinde olumsuz bir
etkisinin olmadigini gdstermistir. Elde edilen bu verilere ek
olarak, cimlenme Uzerinde belirgin bir farklilik olmasa da ilgili
materyallerde gen ekspresyonu diizeyinde bir farklilk olup
olmadiginin arastirilmasi, bu materyallerin gercek etkisinin
anlasilmasi acisindan énemlidir.

Etik Komite Onayi: Bu calismada, etik komite iznine gerek duyulacak
bir materyal ya da deney hayvani kullanilmamustir.
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Amag: Kan dolasimi infeksiyonlari (KDi) morbidite ve mortalitenin
dnemli nedenlerindendir. Escherichia coli (E. coli), KDi gibi cesitli ve
ciddi hastaliklara neden olmaktadir. E. coli'de ¢oklu ilag direncinin
ortaya ¢ikmasi kiiresel bir endise haline gelmistir. E. coli, farkli yu-
zeylere kolonize olma ve biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bu
calismanin amaci kan kiilttirlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
biyofilm olusumunun antibiyotik direnci ile iliskisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpa-
sa Tip Fakiltesi Hastanesinin yogun bakim ve diger servislerinde
yatan bakteriyemili hastalardan laboratuvarimiza gonderilen kan
kaltart 6rnekleri BACTEC 9120 kan kdltir sistemi ile analiz edil-
mistir. izole edilen 62 E. coli'nin tanimlanmasi ve antimikrobiyal
direnci, PHOENIX - Otomatik Bakteri identifikasyon ve Antibiyotik
Duyarlilik Test Sistem ile belirlendi ve stpheli direncler E-Test ile
dogrulanmistir. Antibiyotik duyarliliklari European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)'a ve Clinical and La-
boratory Standard Institute (CLSI)'ye gore degerlendirilmistir. Biyo-
film olusumu Congo red agar yontemi ile tespit edilmistir.

Bulgular: Altmis iki E.coliizolatinin 42'sinde (%67,7) biyofilm olusu-
mu tespit edilmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
Uretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz uretiminin 12 (%19,3) ol-
dugu bulunmustur. Biyofilm pozitif izolatlarin 28 (%66,6)'st GSBL
pozitif ve 10 (%23,8)'i karbapenemaz pozitif bulunmustur. Dokuz
izolat hem GSBL hem de karbapenemaz pozitif bulunmustur. On
izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapenemaz licu birlikte pozitif bu-
lunmustur.

Sonug: Cerrahpasa Tip Fakiltesi Hastanesinde kan kilturlerinden
izole edilen E. coli izolatlarinda gesitli antibiyotiklere karsi direng
oranlari biyofilm pozitif suslarda, negatif suslara gére daha ylksek
bulunmustur. Bu sonuglarla biyofilm olusturan izolatlarin antibiyo-
tiklere karsi daha yuksek oranda diren¢ gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, biyofilm, GSBL, karbapene-
maz, antibiyotik direnci, kan kaltara

ABSTRACT

Objective: Bloodstream infections (BSIs) appear to be important
causes of morbidity and mortality. Escherichia coli (E. coli) causes
various serious diseases such as BSls. The emergence of multidrug
resistance in E. coli has become a global concern. E. coli has the
capability to colonize and survive on several surfaces in different
time periods. This is achieved by adhering to inert and cellular
substrates and forming a biyofilm layer. The aim of this study is
to investigate the relationship of biyofilm formation to antibiotic
resistance in E. coli isolates which are isolated from hemocultures.

Material and Method: E. coli strains were isolated from blood
samples of patients with bacteremia who were hospitalized in
intensive care units and in other departments of Istanbul Univer-
sity-Cerrahpasa, Cerrahpasa School of Medicine Hospital. Blood
cultures were analyzed with the Bactec 9120 system (Becton Dick-
inson, USA). The identification and antimicrobial resistance of 62
E. coli strains were determined by the Phoenix automated system
(BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and
the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Biofilm for-
mation was determined by the Congo red agar method.

Results: Biofilm formation was detected in 42 (67.7%) of the six-
ty-two E. coli isolates. Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
production was 38 (61.2%) and carbapenemase production was 12
(19.3%). 28 (66.6%) of the biofilm-positive isolates were ESBL-pos-
itives and 10 (23.8%) were carbapenemase-positives. Nine isolates
were both ESBL and carbapenemase positives. Ten isolates were
biofilm, ESBL and carbapenemase were positive at all.

Conclusion: Resistance rates against various antibiotics in E. coli
strains isolated from blood cultures were found higher in biyofilm
positive strains than in negative strains at Istanbul University-Cer-
rahpasa, Cerrahpasa School of Medicine Hospital.

Keywords: Escherichia coli, biofilm, ESBL, carbapenemase, antibi-
otic resistance, hemoculture
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GiRiS

Kan dolasimi infeksiyonlari tim diinyada yiksek morbidite ve
mortalite oranlari ile nde gelen saglik sorunlarindandir. Esc-
herichia coli (E. coli), farkl cevrelere kolonize olma ve buralarda
varhigini strdirebilme yetenegine sahiptir. Bunu biyofilm olus-
turarak saglamaktadir. Biyofilm dretimi ve biyofilm olusumu
patojenite faktorlerindendir. Biyofilm olusumu mikroorganiz-
malari opsonofagositoz, antibakteriyellerden ve dezenfektan-
lardan koruyarak infeksiyon olusumunu kolaylastirir (1-6).

Escherichia coli normal barsak florasinda yer alan bir bakteri
tdridur. Cok sayida susunun zararsiz olmasinin yanisira bazi
suslarinin ise ciddi zehirlenmelere ve 6liimcil enfeksiyonlara
yol actigi bilinmektedir (3). Bircok E. coli serotipi bagirsaklarda
kommensal bir yasam surer ve diskida 106-109 Kob/g diizey-
lerindedir. Diger Enterobactericeae lyeleriyle birlikte bagirsak-
taki zararli mikroorganizmalara karsi bagirsagin ve viicudun
imm{n sisteminin dlizenlenmesinde rol oynar. E. coli suslarinin
¢ogu normal bagirsak florasinda apatojen olmasina karsin, in-
san ve hayvanlardan cevreye yayilan E. coli'nin degisik vasitalar-
la viicuda alinmasi halinde immuin sistemi baskilanmis konak-
larda veya bakterinin gastrointestinal bariyeri asmasi halinde
bu suslar da infeksiyona neden olabilirler (4). Diger gram-ne-
gatif bakterilerde oldugu gibi E. colide de en sik saptanan di-
renc mekanizmalari; i) Antibiyotikleri parcalayan enzimlerin
Uretimi, ii)Antibiyotik baglanma bodlgelerinde mutasyon, iii)
Antibiyotige gecirgenligin azalmasi (dis membran proteinlerin-
de degisiklikler), iv) Efluks pompasidir (5). E. coli, farkli cevrelere
kolonize olma ve buralarda varligini siirdiirebilme yetenegine
sahiptir. Bunu atil ve hiicresel substratlara yapisarak ve biyofilm
olusturarak saglamaktadir. Biyofilm olusumu patojenite faktor-
lerindendir. Mikroorganizmalari opsonofagositoz, antibakteri-
yellerden ve dezenfektanlardan koruyarak infeksiyon olusumu-
nu kolaylastirirlar.

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL); sefalospo-
rin grubundaki oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen
ve genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi
betalaktamaz inhibitorleri ile inhibe olan enzimlerdir. GSBLler
Klebsiella spp. ve E. coli tirlerinde daha sik olmakla birlikte,
Salmonella spp. ve Shigella flexnerimin de dahil oldugu enterik
bakterilerde de bildirilmistir (6).

E.coli ve Klebsiella pneumoniae’ya bagli septisemi olgularinda,
GSBL ve karbapenemazlarin birlikte bulunmasinin, hasta 6lim
oranlarini daha da yikseltmesi bilinen bir gercektir (7). Yogun
bir sekilde tercih edilen genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
ve siklikla 6nerilen karbapenem tirrevi antibiyotiklerin tiiketi-
mi karbapenem direncli Enterobacteriaceae Uyelerinin baskin
hale gelmesine neden olmaktadir (7-14).

Yapilan calismalar, bu suslarda ylksek oranda (%68-74) biyo-
film olusumuna da isaret etmektedir (15-17). Biyofilm taba-
ka; bakteriyel glikokaliks, Tamm-Horsfall proteini ve tuzlardan
meydana gelen, ekstraseliiler polimerlerden olustugu bilinen
bir yapidir. Bakterilerin ylizeye sikica tutunmalarina olanak
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veren bu yapi ayni zamanda bakterilerin antiseptik ajanlardan
ve viicudun savunma sisteminden korunmasini saglar (18, 19).
Biyofilmin biylk bir bolimiini olusturan ekzopolisakkaritler
(EPS) savunmada 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Ekzopoli-
sakkaritler bulundugu bakteriyi enflamatuar hiicrelerin fagosi-
tozundan ve antibiyotik etkisinden korurlar. Sistemin yapisina,
mikroorganizmanin tiriine ve cevresel faktorlere bagh olarak
olgun bir biyofilmin olusmasi birkag saat ile birkac giin arasin-
da degismektedir (20).

Bu calismanin amaci kan kilturlerinden izole edilen E. coli izo-
latlarinda biyofilm olusumunun antibiyotik direnci ile iliskisini
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Kan Kiiltiirii

istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Hastanesinin yogun bakim ve diger servislerinde yatan bak-
teriyemili hastalardan laboratuvarimiza goénderilen kan kiil-
tlrt BACTEC 9120 (Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, USA) otomasyon sistemi ile analiz edilmistir. Takip
edilen kan kultlr siselerinden “pozitif uyan” verenlerden 62 E.
coli izolati Kanli Agar, Cikolatamsi Agar ve Mac Conkey Agar
besiyerlerine pasajlari yapilmistir. Bakteri morfolojisi yoniinden
Gram boyama ile degerlendirilmistir. izole edilen 62 E. coli'nin
tanimlanmasi, PHOENIX - Otomatik Bakteri Identifikasyon sis-
temi (BD Phoenix™ automated identification and susceptibility
testing system) ile belirlenmistir.

GSBL ve Karbapenemaz Olusumu

Altmis iki E. coli izolatinda genislemis spektrumlu beta laktamaz
ve karbapenemaz ireten suslar PHOENIX - Otomatik Bakteri
Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarllik Test Sistemi ile belir-
lenmis ve slipheli direncler E-test® (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) ile dogrulanmistir.

Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu Kongo red agar yontemiyle tespit edilmistir
(Sekil 1). Kongo red agar yonteminde; biyofilm olusumu incele-
necek bakterinin, icinde sukroz, beyin-kalp infiizyon buyyonu,
kongo kirmizisi ve agar bulunan besiyerine tek koloni yonte-
miyle ekimleri yapilir. 37°C'de 24 saat olacak sekilde uygulanan
inklibasyon sonunda, kolonilerde olusan renk degisimine gore
degerlendirme yapilmaktadir. Siyah koyu kirmizi renkli koloni
olusumu goriilen suslar biyofilm tretimi acisindan pozitif olarak,
pembe-kirmizi renkli koloni olusumu goriilenler ise biyofilm tre-
timi acisindan negatif suslar olarak degerlendirilmektedir (21, 22).

E. coli’ nin 24 saat ve 48 saat icerisindeki zon olusturma durum-
larina bakilmistir. Zon olusumu; pozitif ve negatif olarak deger-
lendirilmistir.

Antimikrobiyallere Karsi Direnclerin Belirlenmesi

E. coli olarak identifiye edilen 62 susun antimikrobiyallere kar-
si direnclerine bakilmistir. Bu suslarda Amikasin, Gentamisin,
Netilmisin, imipenem, Meropenem, Ertapenem, Sefepim, Sefo-
taksim, Seftazidim, Ampisilin, Piperasillin/Tazobaktam, Siprof-




62
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loksasin, Trimetoprim-Sulfametoksazol duyarliliklarr PHOENIX
- Otomatik Bakteri Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlilik Test
Sistemi (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile tespit edilmis-
tir. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting (EUCAST)'a ve Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI)'ye gore degerlendirilmistir (23, 24).

BULGULAR

Altmis iki E. coli izolatinin 42'sinde (%67,7) biyofilm olusumu
tespit edilmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
Uretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz Uretiminin 12 (%19,3)
oldugu bulunmustur (Sekil 2). Biyofilm pozitif izolatlarin 28
(%66,6)'st GSBL pozitif ve 10 (%23,8)'i karbapenemaz pozitif
bulunmustur. Dokuz izolat hem GSBL hem de karbapenemaz
pozitif bulunmustur. On izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapene-
maz Ucl birlikte pozitif bulunmustur.

Biyofilm olusturan 42 izolatin antibiyotik direng¢ oranlari si-
rasiyla amikasin icin %25,2, gentamisin icin %26, netilmisin

Sekil 1. Kongo red agarda biyofilm olusumu

%19,3

%67,7

Sekil 2. E. coli izolatlarinda biyofilm, GSBL ve karbapenemaz

olusumlarinin dagilimi
Mavi: biyofilm olusumu; Turuncu: GSBL olusumu; Yesil: karbapenemaz olusumu
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icin %21,4, imipenem, meropenem, ertapenem igin 23,8%,
sefepim icin %69, sefotaksim ve seftazidime icin %73,8,
ampisillin icin %80,9, piperasillin/tazobaktam icin 9%28,5,
siprofloksasin icin %69 ve trimetoprim+sulfametoksazol
icin %78,8 olarak belirlenmistir. Tigesikline direnc tespit edil-
memistir.

Biyofilm, GSBL ve karbapenemaz negatif olan 9 izolat sadece
%77,7 ampisilline, %22 siprofloksasine ve %22 trimetoprim+-
sulfametoksazole direncli bulunmustur (Sekil 3).

TARTISMA

Sepsis, supheli ya da dogrulanmis infeksiyona karsi konagin
sistemik inflamatuvar yanitindan kaynaklanan klinik tablodur.
Sepsis klinik tanisinin mikrobiyolojik dogrulamasinda, kan
kaltarleri anahtar role sahiptir. Kiltlr sonrasi pozitif sonuglar
elde edildiginde, patojenin antimikrobiyal duyarliligi belir-
lenir; rasyonel antibiyotik kullanimi saglanir. Pozitif sonuclar
stipheli sepsisin kanita dayali tani ve tedavisini miimkiin ki-
lar (2). Saglik hizmetleri ile iliskili infeksiyonlarda klinik dnemi
olan gram-negatif bakteriler; Enterobacteriaceae (6zellikle
Klebsiella tirleri ve Escherichia coli), Pseudomonas aeruginosa
ve Acinetobacter baumannii'dir. Bu bakterilerin yiksek diizey-
de direncli suslari diinyanin her yerinde dikkat cekici siklikta
saptanmaktadir (4). Yapilan calismalar, E. coli ve K. pneumoni-
ae'ya bagh septisemi olgularinda karbapenemaz varhginin,
hastanin morbidite ve mortalitesini artiran sonuglara neden
oldugunu ve bu tip izolatlarda GSBL ve karbapenemazlarin
birlikte bulunmasinin, hasta 6lim oranlarini daha da yukselt-
tigini gostermektedir (7).

AK GN NET IMP MEM ERP FEP CTX CAZ AMP TZP cp SKT

Sekil 3. E. coli izolatlarinin antibakteriyel ajanlara direnc ylizdel-
erinin dagihmi

Mavi: biyofilm olusumu; Turuncu: GSBL olusumu; Yesil: karbapenemaz olusumu
AK (Amikasin), GN (Gentamisin), NET (Netilmisin), IMP (imipenem), MEM
(Meropenem), ERP (Ertapenem), FEP (Sefepim), CTX (Sefotaksim), CAZ ( Seftazi-
dim), AMP (Ampisilin), TZP (Piperasillin/Tazobaktam), CIP (Siprofloksasin), SXT
(Trimetoprim-Sulfametoksazol)
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Gelecekte dlinyada karbapenemaz treten mikroorganizmalar
ile iki blyuk epidemi beklenmekte; bunlardan birinin toplum
kaynakl E. coli suslari, digerinin ise hastane kaynakli K. pneumo-
niae suslari ile gerceklesmesi 6ngoriilmektedir (9). Bu nedenle,
karbapenemaz Ureten mikroorganizmalarin erken tanimlan-
masi hastane salginlarinin énlenmesi acisindan zorunludur.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 2007-2009 yillari arasinda
SENTRY calismasi kapsaminda 42 merkezden toplanan hastane
infeksiyonu etkeni 2049 K. pneumoniae izolatinda karbapenem
direnci %6,1 olarak tespit edilmistir (10). COMPACT calismasi
kapsaminda Tirkiye'den dahil edilen 10 merkezden 2008 yili
icinde toplanan 240 Enterobacteriaceae izolatinda doripenem,
imipenem ve meropenem direng oranlari %1.3 olarak saptanir-
ken, doripenem ve meropenem 0.12 ug/mL MIK90 degeri ile
imipenemden (MIK90=0.5 pg/mL) dért kat daha aktif bulun-
mustur (11, 12). Tium bunlara dayanarak, yaygin olarak goriilen
ve coklu ilag direncine sahip Enterobacteriaceae ailesinin tye-
lerinin etkin bir nozokomiyal infeksiyon tedavi uygulamasi igin
yapilan bircok yonteme karsi meydan okuduklari bilinen bir
gercektir (13).

Artan direng oranlarina kiyasla gelistirilen yeni bilesiklerin sayisi
oldukca az ve kisithdir. Planktonik bakterilerin antibiyotik diren-
cinin yani sira hem konak immiin sistemi hem de antimikrobi-
yal ajanlar agisindan énemli bir bariyer olan biyofilm yapisinin
yol actigi direng, biyofilm enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da
zor hale getirmektedir (25, 26). Yapilan calismalarla, biyofilmde
yer alan mikroorganizmalarin planktonik formalarina kiyasla
antibiyotiklere 100 ila 1000 kat arasinda daha direncli oldugu
gosterilmistir. Oyle ki dezenfektanlarin etkinligi acisindan ba-
kildiginda da ayni sekilde biyofilm yapisi icerisinde bakterilerin
dezenfektanlara karsi 10-100 kat daha direncli olabildikleri sap-
tanmistir (27, 28).

GSBL aracil direncin plazmidler araciliiyla tirler arasinda ak-
tanldigi, hastanelerde salginlar olusturdugu ve mortalite oran-
larini arttirdidi bilinmektedir. GSBL direncini bakteriler arasinda
tasilyan plazmidler, cogunlukla diger antibiyotiklere karsi di-
renci de tasimaktadir (14). GSBLler, 6zellikle Klebsiella tirleri, E.
coli ve Proteus mirabilis olmak Uzere; Enterobacteriaceae ailesi
gram-negatif basillerde saptanir. Ancak, Citrobacter freundii,
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia mar-
cescens ve Enterobacter spp. gibi diger gram-negatif bakteriler-
de de saptanmistir.

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi trettik-
leri polisakkarid bir matriks icine gémull halde yasayan mik-
roorganizmalarin olusturdugu topluluktur. Degisik mikrobial
tirlerin, kendilerini cevresel etkenlerden korumak ve besin
kaynagini daha verimli kullanmak icin olusturduklari mikro-e-
kosistem olarak da tanimlanirlar (15). Biyofilmler; kateterler,
eklem ve kalp protezleri gibi kalici ya da kalici olmayan tib-
bi araclar veya kistik fibrozis gibi bazi hastaliklarda solunum
yollarini kolonize eden bakterilerin olusturdugu bir mikroor-
ganizma toplulugudur (20, 29). Tim bu bilgilerle ayni dogrul-
tuda; E. coli izolatlarinda ortaya ¢ikarilan bulgular sonucunda,
patojeniteyi arttiran biyofilm olusumunun bakteride GSBL
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Uretme oranini arttirdidi ve diren¢ mekanizmasiyla birebir ilis-
kili oldugu saptanmustir.

GSBL-pozitif mikroorganizmalarla meydana gelen infeksiyon-
larin tedavisi glinimiizde ¢ok ciddi saglik sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Etkili kabul edilen antibiyotiklerin koruyucu
dozlar bu mikroorganizmalari kontrol ettigi halde biyofilmi
etkileyemez. Tibbi cihazlar lzerinde gelisen kalici biyofilmler
stirekli bir infeksiyon odagdi olusturarak infeksiyonun hemato-
jen yolla yayihmi agisindan da her zaman bir risk kaynagi olus-
turabilmektedir.

Cahismada kan kulturlerinden izole edilen GSBL olusturan E.
coliizolatlarin %73,6 (28/38)’s1 biyofilm olusturmaktadir. Biyo-
film olusturan E. coli izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlari
biyofilm pozitif suslarda, negatif suslara oranla daha yiksek
oldugu gozlenmistir. Bu sonuclarla biyofilm olusturan izolat-
larin degisen oranlarda GSBL ve karbapenemaz olusturdugu
ve antibiyotiklere daha yiiksek oranda diren¢ gosterdigi tespit
edilmistir.

Etik Komite Onayi: Yazarlar calismanin World Medical Association
Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research Invol-
ving Human Subjects’, (amended in October 2013) ilkelerine uygun
olarak yapildigini beyan etmislerdir.

Hasta Onamiu: Yazili hasta onami ¢alismaya katilan hastalardan alinmis-
tir.

Yazar Katkilan: Fikir - HN.H.T, O.A,, S.0,, FK.C,; Tasarim - H.N.H.T,,
0., S.0., FK.C,; Denetleme - FK.C.; Veri Toplanmasi ve/veya isleme-
si - 0.A,, S.0.; Analiz ve/veya Yorum - O.A,, S.0.; Literatiir Taramasi -
H.N.H.T,, FK.C; Yaziyi Yazan - HN.H.T,, O.A,, FK.C.; Elestirel inceleme
-0A, FK.C.

Cikar Catismast: Yazarlarin beyan edecek ¢ikar catismasi yoktur.

Finansal Destek: Yazarlar bu calismada finansal destek almadiklarini
beyan etmislerdir.

Ethics Committee Approval: The authors declared that the research
was conducted according to the principles of the World Medical Asso-
ciation Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects’, (amended in October 2013).

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

Author Contributions: Concept - HN.H.T,, O.A,, S.0., FK.C.; Design -
HN.H.T, O.A, S.0., FK.C.; Supervision - FK.C.; Data Collection and/or
Processing - O.A,, S.0.; Analysis and/or Interpretation - O.A,, S.0; Lite-
rature Search - HN.H.T,, FK.C.; Writing Manuscript - H.IN.H.T.,, O.A., FK.C.;
Critical Review - O.A., FK.C.

Conflict of Interest: The authors have no conflict of interest to declare.

Financial Disclosure: The authors declared that this study has recei-
ved no financial support.




Experimed 2019; 9(2): 60-4

KAYNAKLAR

1.

Aygiin, G. Sepsis tanisi. .U. Cerrahpasa Tip Fakailtesi Stirekli Tip Egi-
timi Etkinlikleri, Sempozyum Dizisi 2006; 51: 51-60.

Karakog, AE. Giincel Rehberler Isiginda Sepsis, Klasik ve Hizl Tani
Yontemleri Ulusal Hemokdltiir Rehberi, Ankem 2014; 28 (Ek 2): 46-
51.

Erol I. Gida Hijyeni ve Mikrobiyolojisi. 1. Baski, Ankara: Pozitif Mat-
baacilik 2007, p. 392-3.

Meng J, Schroeder CM. Escherichia coli in Foodborne Disea-
ses. editors. Simjee, S. New Jersey Humana Press 2007, p.1-16.
[CrossRef]

Besirbellioglu, B. Direncli Gram-Negatif Bakteri Sorunu. Yogun Ba-
kim Dergisi (Online) 2010. Available from: http://www.yogunba-
kimdergisi.org/managete/fu_folder/2010-04/html/2010-9-4-173-
181.htm

Gur D. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar. Ulusoy S. (Editor).
Beta-laktamazlar ve Klinik Onemi. 1. Baski. Ankara: Bilimsel Tip Ya-
yinevi 2005, p. 70-88.

GuptaV, Bansal N, Singla N, Chander J. Occurence and phenotypic
detection of class A carbapenemases among Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae blood isolates at a tertiary care center. J
Microbiol Immunol Infect 2013; 46: 104-8. [CrossRef]

DOH 420-097. Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae. Repor-
ting and Surveillance Guidelines. Washington State Department
of Health. Last Revised: April 2015 10s.

Nordmann P, Naas T, Poirel L. Global spread of carbapenema-
se-producing Enterobacteriaceae. Emerg Infect Dis 2011; 17:
1791-8. [CrossRef]

Kaiser DM, Castanheira M, Jones RN, Tenover F, Lynfield R. Trends
in Klebsiella pneumoniae carbapenemase-positive K.pneumoni-
ae in US hospitals: report from the 2007-2009 SENTRY Antimic-
robial Surveillance Program. Diagn Microbiol Infect Dis 2013; 76:
356-60. [CrossRef]

Leblebicioglu H, Cakir N, Celen M, Kurt H, Baris H, Laeuffer J; Tur-
kish COMPACT Study Group. Comparative activity of carbapenem
testing (the COMPACT study) in Turkey. BMC Infect Dis 2012; 12:
42-50. [CrossRef]

Esen S. GSBL ve IBL yapan enterik bakteriler; klinik &nemi, tedavi.
ANKEM Derg 2008; 22(Ek2): 28-35.

Tang HJ, Ku YH, Lee MF, Chuang YC, Yu WL. In Vitro Activity of Imi-
penem and Colistin against a Carbapenem-Resistant Klebsiella
pneumoniae Isolate Coproducing SHV-31, CMY-2, and DHA-1.
BioMed Res Int 2015; http://dx.doi.org/10.1155/2015/568079.
[CrossRef]

Demir N. Gram negatif bakterilerde genislemis spektrumlu be-
ta-laktamaz (GSBL) Uretimine katkida bulunan cesitli risk faktor-
lerinin arastirlmasi. Uzmanlik Tezi, Dr. Lutfi Kirdar Kartal Egitim ve
Arastirma Hastanesi, infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
Klinigi 2006.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Halipci Topsakal ve ark.
E. coli Biyofilm Olusumu ve Antibiyotik Direnci

Ives BR, Tohumoglu E, Atike G, Kogak NC, Tas O, Bagcaz DS. Ge-
nislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Olusturan Escherichia Coli
Suslarinda iki Farkl Yéntemle Biyofilm Aragtirilmasi 2011. Baskent
Universitesi Tip Fakiiltesi Sempozyumu 2011; 13: 6-13.

Beloin C, Roux A, Ghigo JM. Escherichia coli biofilms. Curr Top Mic-
robiol Immunol 2008; 322: 249-89. [CrossRef]

Sharma G, Sharma S, Sharma P, Chandola D, Dang S, Gupta S, et al.
Escherichia coli biofilm: development and therapeutic strategies.
J Appl Microbiol 2016; 121: 309-19. [CrossRef]

Darouiche RO. Device-associated infections; a macroproblem
that starts with microadherence. Clin Infect Dis 2001; 33: 1567-72.
[CrossRef]

Donlan RM, Costerton JW. Biofilms; survival mechanisms of clini-
cally relevant microorganisms. Clin Microbiol Rev 2002; 15: 167-
93. [CrossRef]

Olson ME, Ceri H, Douglas WM, Buret AG, Read RR. Biofilm bacte-
ria: formation and comparative susceptibility to antibiotics. Can J
Vet Res 2002; 66: 86-92.

Atshan SS, Shamsudin MN, Lung LT, Sekawi Z, Ghaznavi-Rad E, Pei
CP. Comparative characterisation of genotypically different clones
of MRSA in the production of biofilms. J Biomed Biotechnol 2012;
https://doi.org/10.1155/2012/417247 [CrossRef]

Kart Yasar K, Aybar Bilir Y, Pehlivanoglu F, Sengoz G. Stafilokok
suslarinda slaym faktor pozitifligi, metisilin ve antibiyotik direnci.
ANKEM Derg 2011; 25: 89-93. [CrossRef]

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; 20th Informa-
tional Supplement. CLSI document M100-520. CLSI, Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standard Institute, 2011.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters.
Version 8.1, valid from 2018-05-15 [internet]. Basel, Switzerland:
EUCAST [erisim 1 Haziran 2018]. http://www.eucast.org/filead-
min/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_8.1_Bre-
akpoint_Tables.pdf.

Romling U, Balsalobre C. Biofilm infections, their resilience to the-
rapy and innovative treatment strategies. J Intern Med 2012; 272:
541-61. [CrossRef]

de la Fuente-Nu-ez C, Reffuveille F, Fernandez L, Hancock REW.
Bacterial biofilm development as a multicellular adaptation: Anti-
biotic resistance and new therapeutic strategies. Curr Opin Micro-
biol 2013; 16: 580-9. [CrossRef]

Omar A, Wright J, Schultz G, Burrell R, Nadworny P. Microbial bio-
films and chronic wounds. Microorganisms 2017; 5: 9. [CrossRef]
Russell AD. Bacterial adaptation and resistance to antiseptics, di-
sinfectants and preservatives is not a new phenomenon. J Hosp
Infect 2004; 57: 97-104. [CrossRef]

Dumaru R, Baral R, Shrestha BR. Study of biofilm formation and
antibiotic resistance pattern of gram-negative Bacilli among the
clinical isolates at BPKIHS, Dharan. BMC Res Notes 2019; 12: 38.
[CrossRef]


https://doi.org/10.1007/978-1-59745-501-5_1
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2012.01.004
https://doi.org/10.3201/eid1710.110655
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2013.03.032
https://doi.org/10.1186/1471-2334-12-42
https://doi.org/10.1155/2015/568079
https://doi.org/10.1007/978-3-540-75418-3_12
https://doi.org/10.1111/jam.13078
https://doi.org/10.1086/323130
https://doi.org/10.1128/CMR.15.2.167-193.2002
https://doi.org/10.1155/2012/417247
https://doi.org/10.5222/ankem.2011.089
https://doi.org/10.1111/joim.12004
https://doi.org/10.1016/j.mib.2013.06.013
https://doi.org/10.3390/microorganisms5010009
https://doi.org/10.1016/j.jhin.2004.01.004
https://doi.org/10.1186/s13104-019-4084-8

Experimed 2019; 9(2): 65-8

REVIEW
DERLEME

DOI: 10.26650/experimed.2019.19014

Association of Neopterin and Wound Healing

Process

Neopterin ve Yara lyilesme Streci iliskisi

Ceylan Hepokur' @, Sema Misir’

, Ali ihsan Hepokur? ©, ilhan Yaylim?

'Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Division of Biochemistry, Sivas Cumhuriyet University School of Pharmacy, Sivas, Turkey

2Sivas Numune Hospital, Sivas, Turkey

3Department of Molecular Medicine, istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, istanbul, Turkey

Cite this article as: Hepokur C, Misir S, Hepokur Al, Yaylim I. Association of Neopterin and Wound Healing Process. Experimed 2019; 9(2): 65-8.

ABSTRACT

Human monocytes/macrophages produce neopterin when stim-
ulated by the cytokine interferon-y. The concentration of neopter-
in in body fluids such as serum, cerebrospinal fluid and urine can
be measured and increased concentrations of neopterin provides
information about infections states. Nowadays, neopterin is as a
marker in neurological and cardiovascular diseases during cellular
immune activation.

Keywords: Antioxidant, immune system activation, neopterin,
wound healing

INTRODUCTION

Neopterin is a derivative of pyrazine-pyrimidine, 2-ami-
no-4-hydroxy-6-(D-erythro-1,23'-trihydroxypropyl)-pteri-
dine, and is synthesized from guanosine triphosphate
(GTP) through the reaction catalyzed by GTP cyclohydro-
lase | (GTPCH, EC.3.5.4.16) enzyme (1-8). The biosynthesis
of neopterin is shown in Figure 1. Monocyte-derived mac-
rophages and dendritic cells produce neopterin, which is
known as an indicator of immune activation (9-18).

Neopterin is also produced in cell types such as human en-
dothelial cells and B-lymphocytes (19). Neopterin is a stable
molecule, relatively polar, molecular sizes 253 Da, which is
inert in human body and its half-life (t/2) is only affected by
renal elimination (20).

Neopterin was first isolated in 1967 from human urine. In
1979, Wachter et al. have shown that neopterin found in the
urine of cancer patients is one of the molecules responsible
for fluorescence (19). Thus, it is possible to easily determine
the concentration of neopterin at certain wavelengths. Ne-
opterin can be detected in the majority of body fluids such
as blood, urine, and cerebrospinal fluid (1). Increased neop-
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insan monositleri/makrofajlari, sitokin interferon-y tarafindan uya-
rildiginda neopterin Uretir. Serum, beyin omurilik sivisi ve idrar gibi
vicut sivilarinda neopterinin konsantrasyonu olcilebilir ve artan
neopterin konsantrasyonlari enfeksiyon durumlari hakkinda bilgi
saglar. Giniimlzde neopterin, hiicresel immin aktivasyonu sira-
sindaki norolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda bir belirte¢ ola-
rak kullanilir.

Anahtar Kelimeler: Neopterin, yara iyilesmesi, antioksidan, im-
mun sistem aktivasyonu

terin concentration is related to different diseases including
immune disorders, inflammation, and coronary artery dis-
eases, and associated with strong monocyte macrophage
activity (21). In different studies it has been observed that
the neopterin level of were increased (22-26). Moreover, it
was reported that the increase of neopterin level are relat-
ed to endothelial damage, organ dysfunction, rheumatoid
arthritis, and coronary artery disease (27-29).

It is suggested that using neopterin as the diagnostic and
prognostic criteria for macrophage and immune activation
because of neopterin is detected in blood, cerebrospinal
fluid, and urine (30-33). Moreover, it was reported that in-
creased level of neopterin serum was used as a biomarker
in the diagnosis of acute atherothrombotic plaque inflam-
mation and coronary artery disease (34). Neopterin excre-
tion begins before the onset of clinical symptoms and the
level is used as an indicator of the clinical severity of the
disease (31). It was reported that neopterin levels may be
useful in determining the grade of the disease, and in as-
sessing therapeutic response (35).

It is thought that there is a relationship between the wound
healing process and neopterin, because the high neopterin
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level indicates the presence of inflammation. Wound healing is
the repair process occurring after a trauma or surgical procedure.
Wound healing consists of inflammation, proliferation, matrix
deposition, and remodeling phases. Wound healing is the repair
process occurring after a trauma or surgical procedure. Wound
healing includes coagulation, inflammation, granulation tissue
formation, epithelization, neovascularization collagen synthesis
and remodeling phases. Vasoconstriction occurs in the early stag-
es of injury, in the first twenty minutes, followed by the devel-
opment of vasodilation via serotonin, histamine, and prostaglan-
dins. The factors released from platelets, the products formed
in the coagulation chain, and the factors inflicted as a result of
necrosis resulting from tissue damage change the endothelial
permeability in the vicinity of the wound. Alteration of endothe-
lial permeability casuses the passage of plasma into the extravas-
cular space, which is manifested by generalized edema. Primary
suture applied surgical incisions also fills the wound with the clot
and creates endurance in the wound. When the clot is dehydrat-

P—P—P —
O—| GTP

OH OH
GTP cylohydrolase |

OH OH

]
Phosphatases N CH,0 —P—P—p
- HN ‘ g u
s,

HN N rld H 7 8-Dihydroneopterin triphosphate
H

J o OH OH
N

T

o M oHoH /k\ =

CH,OH

H.M N N

Neopterin

5,6,7 8-Tetrahydrobiopterin

Figure 1. The biosynthesis of neopterin
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ed, the wound turns into a scab, which protect the wound from
infection and prevent secondary bleeding. The first cell of in-
flammation is neutrophils which come from leukocytes through
blood circulation first in clotting (35-37). Neutrophils reach its
peak intensity at 24 and 48 h (27,30), and work in the defense
system to remove cell destruction products, bacteria and other
foreign bodies entering the body (38). In addition, reactive oxy-
gen species are released from neutrophils granules with prote-
ases such as gelatinase, elastase, collagenase. If there is no infec-
tion in the wound, neutrophils decrease rapidly after the 3rd day
of the wound. Neutrophils complete their tasks leave that area
with macrophages (39). Macrophages that come to the wound
area are involved in wound healing by proinflammatory peptides
such as interleukin-1 (IL-1) and interleukin-8 (IL-8) and release
of tumor necrosis factor (TNF). The major cytokines released by
macrophages are TNF-a, PDGF, IGF-1, TGF-3 and IL-1. These cyto-
kines rapid the wound healing process. Wound repair is initiated
by clotting and neutrophils and continued by macrophages (4).

Maximal stimulation of macrophages in infected wounds can
cause scar tissue formation. Macrophages involved in wound
healing cause an increase in neopterin level. Neopterin is im-
portant in immune dysfunction as well as oxidative stress. Oxi-
dative stress is known to act an important role in the pathogen-
esis of autoimmune, chronic diseases and cancer (9). Neopterin
oxidation shows accelerator (pro-oxidant) property and leads
to an increase in reactive oxygen species (40). It was also found
that neopterin inhibited the activity of xanthine oxidase and
NADPH-oxidase. Therefore, neopterin is directly associated
with oxidative stress (26). The biochemical effects of neopterin
and their derivatives are shown in Figure 2

In order to prevent the formation of reactive oxygen species
and their damage, many defense mechanisms, which is called
antioxidant defense systems have been developed in the body.

Antioxidants protect cells against the unwanted effects of free
radical reactions, both directly and indirectly. Increased oxida-
tive stress caused by disruption of antioxidant and oxidant bal-
ance causes cell damage and this damage affects the healing
process. As a result of inflammation that occurs in the wound
area, endothelial cells create superoxide radical (O-) and H,0..
Free radicals and oxidants delay the wound healing process.
The presence of high level of ROS indicates that there is a
strong inflammation in the wound and the presence of oxida-
tive stress. The maximum amount of ROS in wound healing isin
the inflammatory phase. Therefore, ROS should be prevented
in the wound area (41).

CONCLUSION

As a result, neopterin increases in viral and bacterial infec-
tions, transplantation complications, some malignant diseas-
es, burns, wound sites and autoimmune diseases related to
immune activation. Neopterin may be useful in determining
the degree of these diseases. Although it is clear that neopterin
is of interest to researchers in recent years, further studies are
needed on neopterin and wound healing.
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1948 yilinda, kan plazmasinda Mandel ve Metais tarafindan kesfe-
dilen hiicre disi DNA'lar (hdDNA), tiim biyolojik sivilar ve hiicre kiil-
tlr medyasinda var oldugu bilinen kisa DNA parcalaridir. Bu hdD-
NA'lar agirlikli olarak endojen kokenli olup lipid ve protein iceren
komplekslerde veya membranli partikiillerin icinde bulunabilirler.
Saghkh bireylerde periferik dolagimda, mono-nikleozomlar sek-
linde az miktarda hdDNA bulunur. hdDNA, hiicre ylzeylerindeki
baglayici proteinlere veya fosfolipitlere tutunabilir. Bu mekanizma
hdDNA emilimi veya salinimiyla iliskilendirilebilir. Deoksiribontik-
leaz (DNaz) gibi enzimler araciligiyla hiicreye tutunmus olan hdD-
NA'larin yiizeyden ayirip sirkiilasyona geri salinimi saglanabilir.

Kanda serbest halde dolasan hdDNA'nin kesfedilmesi ile farkl kli-
nik alanlarda tani amach kullanimlarina iliskin calismalar da basla-
mistir. Ozellikle prenatal tanida, anne dolasiminda bulunan fetiise
ait hdDNA analizleri halihazirda uygulanmaktadir. Bunun yaninda,
kanser, organ nakli, otoimmiin hastaliklar, travma, miyokardial
infarktls ve sepsis gibi diger klinik alanlar icin de kullanilabildigi
bilinmektedir. hdDNA analizi, cesitli patolojiler ve spesifik fizyolojik
durumlarin arastirilmasi ve tanisinda yararh gorilse de, fragman
boyutlari dahil olmak tizere, kbkenleri ve dogasi hakkinda kesin bir
bilgi yoktur.

Bu derlemede, muhtemel hdDNA orjini hakkinda literatir bilgileri
bir araya getirilerek bir sentez olusturulmaya calisilmis bunun ya-
ninda genometestazdaki roli de irdelenmistir. Son yillarda hizla
artan tani amach kullanimina 6zellikle de prenatal tanidaki avan-
tajlan ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre disi DNA, Genometastaz, Huicre disi fe-
tal DNA

GiRiS

1948 yilinda, kan plazmasinda Mandel ve Metais tarafin-
dan kesfedilen hiicre disi DNA'lar (hdDNA), tim biyolojik
sivilarda ve huicre kiltir medyasinda var oldugu bilinen
kisa DNA parcalaridir (1). Bu hdDNA'lar agirlikli olarak en-

dojen kokenli olup lipid ve protein iceren komplekslerde
veya membranl partikillerin icinde bulunabilirler (2).

ABSTRACT

Cell free DNAs (cfDNA) are short DNA fragments which are present
in all biological fluids and cell culture medium. They were first de-
tected in blood plasma by Mandel and Metais in 1948. cfDNAs are
mostly endogenous-derived fragments that are determined in lip-
id/protein rich complexes or particles with membranes. In healthy
individuals, there are small amounts of mono-nucleosome forms
of cfDNA in the peripheral circulation. cfDNA can bind to proteins
and phospholipids on cell surfaces. This mechanism may related
to absorbance and release of cfDNA. Different enzymes such as
deoxyribonuclease (DNase) may facilitate the unbounding and re-
circulation of membrane bound cfDNAs.

The investigation of cfDNA that circulates freely in the blood ini-
tiated its application in clinical research including diagnosis. Es-
pecially, cfDNA in mother’s blood, which originated in fetus, has
been in widely used in prenatal diagnosis already. Moreover, cfD-
NA has been applied in much clinical research, including cancer,
organ transplantation, auto-immune diseases, trauma, myocardial
infarcts, and sepsis. Although it is extremely useful to analyze cfD-
NA for certain pathologies and physiological conditions, there is
no definite information about their fragment dimensions, origins
nor their character.

In this review, the possible origins of ¢fDNA are explored with an
overview of the literature regarding cfDNA and also, its role in ge-
nometastasis has been investigated.

In addition, the rapidly increasing diagnostic use in recent years,
especially its advantages in prenatal diagnosis are discussed.

Keywords: Cell free DNA, genometastasis, Cell free fetal DNA

Saglikli bireylerde periferik dolasimda, mono-niikleozom-
lar seklinde az miktarda hdDNA bulunur. hdDNA, hiicre
yuzeylerindeki baglayici proteinlere veya fosfolipitlere tu-
tunabilir. Bu mekanizma hdDNA emilimi veya salinimiyla
iliskilendirilebilir. Deoksiribontikleaz (DNaz) gibi enzimler
araciligiyla hiicreye tutunmus olan hdDNA'larin ylizeyden
ayirip sirktlasyona geri salinimi saglanabilir.
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Kanda serbest halde dolasan hdDNA'nin kesfedilmesi ile birlik-
te farkh klinik alanlarda tani amach kullanilmak tizere ¢alismalar
da baslamistir. Ozellikle prenatal tanida, anne dolasiminda bu-
lunan fetlse ait hdDNA analizleri halihazirda uygulanmaktadir
(3). Bunun yaninda, kanser, organ nakli, otoimmin hastaliklar,
travma, miyokardial infarktls ve sepsis gibi diger klinik alanlar
icin de kullanilabildigi bilinmektedir (4). hdDNA analizi, gesitli
patolojiler ve spesifik fizyolojik durumlarin arastiriimasi ve ta-
nisinda yararli gorilse de, fragman boyutlari dahil olmak tizere,
kokenleri ve dogasi hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Ancak, yapi-
lan calismalarda histonlarla aralarinda bir baglanti oldugu go6s-

*” nekrotik hiicre

——» canl hicre

apoptotik hiicre

ekzozom

Nikleozom DNA fragmani

Sekil 1. Dolasimda bulunan hdDNA formlari ve bunlarin kay-
naklari. Hiicrelerden salinan hdDNA'lar dolagsimda serbest DNA
fragmanlari, nikleozom veya ekzozom gibi vezikiiller icerisinde
yer alarak serbest halde dolasirlar.

Kanser hiicreleri Normal hacreler

Sekil 2. Genometastaz olusumu gosterilmistir. Dolagsim yoluyla
uzak kanserli hiicrelerden kéken alan mutasyon tasiyyan hdDNA
parcalari saglkh hiicrelere entegre olarak onlari kanserli hiicre
haline getirmektedir
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terilmistir (5). hdDNA yapisi ve bilyikligu, hiicrelerdeki hdDNA
salinim mekanizmalarina baghdir. hdDNA fragmanlari ~10 bg
ile 150 kbg arasinda degisen uzunluklara sahip olduklari g6z-
lemlenmistir (6). 150 b¢'i ve katlari olan fragmanlar, inter-nik-
leozomal parcalara ayrilan kromatin DNA'nin endojen boliin-
mesinden kaynaklanir (7). Olusan bu fragmanlarin, apoptoz
sonucu ortaya ciktiklar distintlmektedir (8). Bunun yani sira,
10 kbg'lik fragmanlardan daha buyiik olan parcalarin da nekro-
tik islemlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

hdDNA Orijini

Biyolojik sivilarda hdDNA belirgin bir sekilde bulunmasina rag-
men nereden kdken aldiklari hala tartisma konusudur. Dig kay-
nakl DNA (6rnegin, bakteriyel, viral ve parazitik) harig, birkag
olasi kaynak ve es zamanl mekanizma distintimistir (9). ilk
olarak, hdDNA'nin, timor bolgesi ile dolasim sinirinda bulunan
hicrelerin parcalanmasi sonucu kana karistigr distnalmastdir.
Ancak, kanser hastasinin dolagimindaki hdDNA konsantrasyo-
nunun, bu sinirda bulunan hicrelerden salinabilecek hdDNA
miktarindan daha fazla oldugu gosterildigi icin bu fikirden vaz-
gecilmistir (10). ikinci olarak, hdDNA'nin tiimér mikrometastazi
ve dolasimdaki kanser hiicre tahribatindan kaynaklanabilecegi
disunulmistir. Ancak bu bilgilere dayanarak olusturulan hi-
potezlerin hatali oldugu da gésterilmistir (11). Oyleyse, hdDNA
olusumunun apoptoz, nekroz ve aktif hiicresel salgilardan kay-
naklandigi olasidir (12).

DNA fragmanlarinin boyutlari énemli biyolojik bilgilere ulas-
may! saglamaktadir. Bir hiicre ¢ekirdeginde histonlarin cevre-
sinin 146 b¢'lik DNA ile sarilmasiyla niikkleozomlar olusur. Hiic-
reler apoptoz veya nekroz gecirdiginde, bu niikleozomlar kan
dolasimina salinir ve plazmada serbestce dolasir. Yapilan calis-
malarda, hdDNA'nin 6nemli bir kisminin eksozomlar, apoptotik
kabarciklar, salinan vezikdller, virtozomlar ve mikropartikiller
gibi aktif hiicresel sekresyonlardan elde edildigi gosterilmistir
(13).

Apoptoz sirasinda DNA, ilk dnce bilylk parcalara (50-300 kb)
ve daha sonra nikleozomal birimlerin katlarina (180-200 bg)
parcalanir. Dolasimdaki hdDNA buyikluginun siklikla diizgiin
bicimde kesilmis fragmanlar oldugu ve bunlarin apoptotik ve-
zikillerde de siklikla saptandiginin gézlemlenmesi ile birlikte,
hdDNA ana kaynagi olarak apoptoz gdsterilebilir. Apoptoz
sonucu olusan hdDNA, jel gériintisiinde karakteristik merdi-
ven (ladder) diizeni gosterir ve hdDNA'y1 serbest birakan aktif
hiicresel islemler de benzer bir bantlama deseni gdsterir (14).
Diger yandan, nekroz ise genomun daha rastgele bir sekilde
bozunmasina neden olur ve 6nemli 6l¢tide daha blyik hdDNA
fragmanlarinin (~10 kbg) olusmasina yol acar (15). Kanserli has-
ta plazmasinda gozlenen uzun hdDNA fragman varliginin bas-
langigta nekroz, mitotik yikim, otofaji veya mitokondriyal yikim
yoluyla malign hiicrelerden kaynaklandigi diistintimastir (16).

In vivo ¢ahsmalarin ¢ogunda, hdDNA olusumunun apoptoz
veya nekroz ile iliskili oldugunu bildirilmistir. Yapilan in vitro
calismalarda ise, hdDNA saliniminin apoptoz, nekroz veya bir
DNA replikasyonu sonucu dedil esas olarak aktif salinim sonucu
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oldugu gosterilmistir (17). Literatdr, aktif salinan hdDNA'nin bir
cesit hiicreler arasi haberci olarak hareket ettigini belirtmek-
tedir. hdDNA hedef hiicrelere girerek, konak¢inin genomuna
entegre olarak veya gecici biyolojik bir etki ortaya ¢ikararak
bu olayl gerceklestirir. Simdiye kadar tanimlanan en belirgin
etkileri, farkli hiicreler arasinda hdDNA transferinin zararli mad-
delere, immiinomodiilasyona ve metastaz gelisimine karsi to-
leransin indiklenmesini saglamasidir. Ek olarak, Bergsmedh ve
ark. (18) hdDNA lateral transferinin sadece metastaza aracilik
etmedigini, ayni zamanda malignite icin gerekli olan genetik
kararsizhgi da Uretebilecegini 6ne stirmustir.

Normalde homeostas icersinde genom ve kromozomlar stabil
yapilar degildir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte genomun ve
kromozomlarin yeniden diizenlenebildigi bulunmus ve bunla-
rin olusum mekanizmalari ile ilgili yeni yaklagimlar ortaya atil-
mistir. Buradaki mekanizmalar kromoanagenez terimi altinda
¢ farkli yaklasimdan olusmaktadir: kromotripsis, kromoana-
sentez ve kromopleksi (19).

Kromoanasentez, replikasyon catali durmasi ve kalip degistir-
me (FoSTeS) veya mikrohomoloji aracili kirik tetikli replikasyon
(MMBIR) mekanizmalarini iceren replikasyon temelli karma-
sik yeniden diizenlenme stirecidir (20). Endojen veya ekzojen
ajanlar replikasyon stresi olusturabilir. Bu durumda replikasyon
catal durabilir ve replikasyon, alternatif DNA tamir mekaniz-
malarinin devreye girmesine sebep olabilir. Bu mekanizmalar
sonucu karmasik yapisal degisiklikler ve kopya sayisinda var-
yasyon olusabilir. FoSTeS ve MMBIR modellerinde kolaylikla
kalip zincir degisebilmektedir ve DNA baska bir aktif replikas-
yon cataliyla kopyalanabilmektedir (21). Kromopleksi, ¢ift zin-
cir kinklar (DSB) sonucu, ¢coklu kromozom ici ve kromozomlar
arasi translokasyonlar ve delesyonlarin birbirine bagimli ola-
rak gerceklesmesiyle karakterize edilmistir. Tek bir olay zinciri
7 kromozoma kadar etki gosterebilmektedir ve en az 3 olmak
Uzere 40'dan fazla degisimden olusabilmektedir. Kromozomal
diizenlenmeler, kopya sayisinda artis olusturmamaktadir veya
cok az olusturur (22). Kromoanagenez grubundailk olarak orta-
ya atilan yaklagim olan kromotripsis, tek bir olay icinde gercek-
lesen ¢oklu DSB sonucu olusan DNA fragmanlarinin rastgele
diizende ve yonde tekrar birlesmesi seklinde tanimlanmakta-
dir (23). Kimelenmis kromozomal kirik noktalarinin olusumu,
az miktarda DNA kopya sayisi degisimleri ve heterozigositenin
yeniden diizenlenmis bolgeler icin korunmasi gibi kromotripsis
icin ortak olan farkli 6zellikler, kromotripsisin diger kompleks
kromozomal yeniden diizenlemelerden ayirt edilmesini sagla-
maktadir (24-26).

Kanser durumunda ise yapilan calismalarda solid timorlerin
%70'inde, tiim kanserlerin ise %60-80'inde hiicre bolinmesi
sirasinda meydana gelen hatalar sonucunda kromozom karar-
lihginin bozuldugu godsterilmistir (27). Kromozomlarda meyda-
na gelen kararsizlik genom bitinliglni negatif yonde etkile-
yerek agresif timor olusumunu desteklemektedir. Kromozom
kararsizh@inin kanser metastazi ile olan iliskisi irdelendiginde
kanser hicrelerinden sitozole sizinti yapan DNA'nin 6ncelikle
mikro-cekirdek olusturdugu, daha sonra bu yapidan kurtula-
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rak bagisiklik sistemi yolagi aracihgi ile uzak dokulara gog et-
tigi gosterilmistir (28). Kronik sizinti yapan DNA incelendiginde
cekirdekte bulunan genomik materyalin tamaminin sitozolde
bulunan DNAda var oldugu tespit edilmistir (28). Bu durum,
kanserogenez stirecinde olusan artmis hdDNA miktarini acikla-
makta yardimci olmaktadir. Ayrica bu siireg, hdDNA kaynagini
da aciklamaktadir.

Genomik kararsizlik ise, genomda yiiksek mutasyon frekansi
anlamina gelmektedir. Kanser hiicreleri incelendigi zaman ge-
netik mutasyonlar gériilmektedir. Kanser olusumu 6ncesinde
kicik genetik mutasyonlar goriilse de belli bir noktadan sonra
bu hiz artar. Olusumda iki farkl mutasyon sekli vardir; bunlar-
dan biri stirlicii mutasyonlar olarak adlandirilir ve bu mutasyon-
lar kendi baslarina hiicreye kanser 6zellikleri katabilir. Digeri ise
yolcu mutasyonlardir; bu mutasyonlar hiicreye kanser 6zellik-
lerini tek baslarina katamazlar ancak strlicii mutasyonlara eslik
ederek kanserin olusumunu hizlandirirlar. Stirlici mutasyonlar
iki tip genin mutasyonunu igerir: protoonkogenler ve timor
baskilayici genler. Protoonkogenler, hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasinda veya apoptozun baskilanmasinda etkisi olan
genlerdir. Mutasyonlar bu genlerin islevlerinde artisa sebep
olabilir ve boylece genler onkogenlere donusebilirler. TUmor
baskilayici genler ise apoptozu indikleme ve hiicre prolife-
rasyonunu baskilama gibi olaylarda etkilidir. Mutasyonlar bu
genleri susturabilir ve bodylece kanser olusumu baslayabilir.
Genellikle, proto-onkogenler tizerinde monoallelik mutasyon
yeterliyken timor baskilayici genlerde iki allelin de mutasyonla
islevsiz hale gelmesi gerekir. Timor baskilayici genlerdeki bu
durum 1971 yilinda Knudson tarafindan ortaya atilan cift vu-
rus hipotezi (diger adiyla Knudson hipotezi) ile agiklanmaktadir
(29). Genetik mutasyonlar disinda translokasyonlar, insersiyon-
lar/delesyonlar ve amplifikasyonlar gibi kromozomal mutas-
yonlar da kanserde goriilmektedir.

Genometastaz ve hdDNA

Yapilan calismalarda, metile olmayan hdDNA'nin 6 saatte or-
tadan kayboldugu, metillenmis hdDNA'nin 24 saatten daha
uzun slrede bile tespit edilebildigi, timorli hayvanlarda ise
hem metillenmis hem de metillenmemis hdDNA'nin 24 saatten
daha uzun sirede tespit edilebildigi gosterilmistir (30). Viicut-
ta uzun sire kalabilen bu serbestce dolasan DNA parcalarinin
farkh hucreleri transfekte edip edemeyecegi ve metastazi ko-
laylastirip kolaylastiramayacagdi arastiriimaya baslanmistir. 1999
yilinda Garcia-Olmo ve ark. (31) tarafindan yayinlanan calisma,
kanda serbest dolasan bir onkogenin uzak bir bélgedeki hiic-
reyi transfekte ederek ona kanser &zellikleri kazandiracagini
One slrdl ve buna genometastaz adi verildi. Literatirde farkli
solid timorler Gzerine ¢alismalar yapildi (32-34). Bu ¢alismalar-
da kanser hastalarindan veya kanser modeli deney hayvanla-
rindan serumlar alinarak in vitro ortamda onkogen tagimayan
hiicre hatlarina veya in vivo olarak kanser bulunmayan deney
hayvanlarina uygulandi. Sonug olarak serumlu ortamda inkiibe
edilen hicrelerde onkogen tespit edildi veya saglikli hayvan-
larda tiimdor olusumu gézlemlendi. Genometastaz calismala-
rindan biri olarak Abdouh ve dig. kanser hastalarinin kanlarin-
dan serumlarini ve bu serumlardan eksozomlari izole ettiler.
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BRCA1 knock-out fibroblast hiicrelerini elde edilen serum ve
eksozomlarla in vitro ortamda muamele edip bu hiicreleri NOD-
SCID farelere enjekte ettiler. Sonuc olarak bu hiicrelerin malign
transformasyon gecirdiklerini ve farelerde timér dokusu olus-
turdugunu belirlediler (35).

Sonraki calismada Leon ve ark. (36) 1977 yilinda, radyoimmiino-
kimya kullanarak kanser hastalarinin kanlarindaki hdDNA seviye-
sinin normal bireylerin kanlarindaki hdDNA seviyesinden daha
yuksek oldugunu gostediler. Teknolojik sinirlamalar nedeniyle,
ilk deneysel kanitin bu durumu desteklemesi 12 yil daha uzun
surdii. insan Genom Projesi’nin tamamlanmasiyla hdDNA'nin bi-
yobelirte¢ olarak kullanimi gelisti ve kanser hastalarinda timor
belirteclerinin sorgulanmasina olanak sagladi. Ayrica bazi kanser
hastalarinin hdDNA'larinin  tiimdrlerden kdkenli olduklari gos-
terildi. 1994'te iki grup, hdDNA' nin tiimdre 6zgli mutasyonlari
tasidigini bildirdi. Her iki grup da, sirasiyla, pankreatik adenokar-
sinom ve akut miyelojendz I6semi (AML) hastalarinin plazma
orneklerinde timore spesifik (N-RAS) mutasyonlarin tespiti icin
mutasyona 0zgl primerler kullandi (37, 38). hdDNA'da 6nceden
bilinen belirli bir mutasyonun saptanmasina yonelik bu yaklasim,
tercih edilen bir ydntem haline gelmistir. Bu dncii calismalarda,
dolasimdaki timor DNA (ctDNA)'sinin saptanmasinin “tani, teda-
vi yanitini belirleme ve prognozu 6ngérmek” gibi klinik uygula-
malar icin heyecan verici etkileri oldugu kabul edilmistir (37). Bu
erken gozlemler, ctDNA'y1 timdr genomlarini analiz etmek icin
invazif olmayan bir yaklagim olarak kullanmanin bircok olasiligini
vurgularken, bu potansiyeli tam olarak kullanmak icin yeterince
hassas ve spesifik laboratuvar tekniklerinin heniiz gelistirilmedi-
gi belirtilmistir.

cfDNA analizi farkli 6rneklerden alinarak ve farkl yontemler
kullanilarak yapilabilmektedir. Calisma sirasinda éncelikle han-
gi 6rnek kullanilacagr belirlenmelidir. Bu 6rnek icin uygun tiip
ve kosullar belirlenmelidir. hdDNA izolasyonu icin ise fenol
kloroform, alkol presipitasyonu veya tuzla ¢oktlirme metotlari
kullanilabilir ya da ticari olarak satilan hdDNA izolasyon kitle-
ri kullanilabilir (39). Geleneksel yontemler daha fazla miktarda
hdDNA izolasyonunu saglayabilmekle birlikte kirlilik orani daha
yiiksek olabilir ve uzun stirmektedir. Ticari kitler daha hizli ve
daha saf izolasyon saglamakla birlikte Gcretlerinin yiiksek ol-
masi dezavantajidir.

Kanser tedavisindeki en buyiik problemlerden biri olan hete-
rojenlik, hastadan alinan biyopsi 6rnegdinde fark edilememekte
ve bu durum hastaligin tekrarina veya tedavinin yanitsiz kal-
masina sebep olabilmektedir (40-46). hdDNA analizi ile farkh
alt gruplar yakalanabilmektedir ve bu da tedavi siirecinin daha
verimli ge¢cmesini saglayabilmektedir (41, 42, 46).

Tani Amach hdDNA Kullanimi

Kanser hastalarinda hdDNA artisi oldugunun gozlemlenmesinin
disinda plazma genotiplemesinin yapilabilir hale gelmesi onkoloji
icin buytik 6nem tasimaktadir. Sivi biyopsi sayesinde hastalardan
invazif yaklagsima gerek kalmadan veya invazif biyopsi yapilama-
yacak hastalardan timérle iliskilendirilebilecek DNA dizileri analiz
edilebilir hale gelmistir. Buna en iyi 6rnek 2016 yilinda FDA onayi
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alan Roche firmasinin tretmis oldugu “Cobas Epidermal Bliyime
Faktor Reseptorii Mutasyon Testi“dir (47). Bu, doku biyopsisi alina-
mayan akciger kanseri hastalari icin nasil bir tedavi uygulanmasi
gerektigi konusunda rehberlik yapacak bir testtir. Ayrica hdD-
NA'nin erken teshis amacli kullanilmasi arastinlmaktadir. Phallen
ve ark. (48) tarafindan yapilan calismada farkl evrelerdeki farkl
kanserlerde evrenin ilerlemesiyle hdDNA artisi oldugu ve ilk evre
hastalarda da hdDNA tespit edildigini gosterdi.

Tum bunlara ek olarak hiicre digi fetal DNA (hdfDNA)'nin tanida
kullanimi ise glin gectikce artmaktadir. hdfDNA, maternal dola-
simda serbest halde bulunan fetiis kaynakli kisa DNA parcalari-
dir. 1997 yilinda Lo ve dig. hdfDNA'y1 kesfetmesiyle hdfDNA'ya
dayanan girisimsel olmayan prenatal tani icin cesitli metotlar
gelistirilmistir (49). ilk klinik uygulamalarda konjenital adrenal
hiperplazi ve X'e bagl hastaliklarda fetal cinsiyet belirlenme-
sinde ve yenidogan hemolitik hastaligr icin Rh(-) kadinlarda
fetal Rhin belirlenmesinde kullanildi (50). Sonraki ¢alismalarda
NIPT (girisimsel olmayan prenatal test) olarak nitelendirilmis
ve tek gen hastaliklarinin tanimlanmasi igin de kullanilmaya
baslanmistir (3). Bunlarin disinda, Duchenne muskiiler distrofi
ve hemofili icin sonuglarin kullanisli olabilecedi dusulmekte-
dir. Tek gen bozukluklarinin tespit edilmesinde kullanilan fetal
DNA'lar akondroplazi, hemoglobinopatiler, konjenital adrenal
hiperplazi, kistik fibroz, Huntington hastaligi, miyotonik distrofi
gibi giderek artan cesitlilikte kalitsal hastaliklarin test edilme-
sinde kullaniimaktadir (51). Gebeligin en erken 32. giiniinde
gorilmeye baslayan hdfDNA gebelik sirasinda maternal plaz-
manin  %3-6'sini olusturdugu gosterilmistir (51). Gebeligin
ilerlemesiyle birlikte hdfDNA miktarinda %21 oraninda bir artis
gozlemlenmektedir (52). hdfDNA fragmanlari genellikle 300
bc¢'den daha kisadir, sadece %20'inin 300 b¢'den daha uzun
oldugu saptanmistir (53). hdfDNA'nin dogumdan 2 saat sonra,
abortustan ise 24 saat sonra maternal dolasimdan kayboldugu
gosterilmistir. Bu durumun prenatal tani icin dnceki gebelikten
olusabilecek kontaminasyonlari engelledigi goralmustir (54).
Fetal cinsiyetin belirlenmesinde gebeligin 7. haftasinda %70,9.
haftasindan sonra ise %100 basari saglanmistir. Hiicre disi fe-
tal DNA, gebeligin degisen sartlarindan etkilenebilecegi icin
preeklampsi ve anéploidi distiniilen durumlarda hdfDNA'nin
miktarinin artmasi bu durumlarin tespitinde kullaniimistir (55).
Embriyonik gelisim sirasinda dokunun yapisal durumu ve sek-
linin saglanmasi icin apoptoz ve nekroz olaylarinin gercekles-
mesi sonucu olusan hdfDNA'nin plasentadan gecerek maternal
dolasima katilabilecegi gosterilmistir (56). Ayrica, son zaman-
lardaki calismalarda hdfDNA'nin eksozomlar yoluyla da mater-
nal sirkiilasyona katilabilecegi ortaya konulmustur (57).

Ote yandan, hdDNA ‘nin tedavide kullanim alanlari da yavas
yavas belirlenmektedir. Garcia-olmo ve dig. yakin zamanda b6-
[inmemis saglikli hiicrelerden elde edilen hdDNA>nin timor
blylmesini durdurabilecegini gdstermistir (58). Bu bulgular,
hdDNA'nin fonksiyonel cesitliligini daha iyi gostermektedir. Isin
ile strese maruz birakilmis hiicrelerde olusan apoptotik 6limu-
niin, okside olmus hdDNA'larin dolasima salinmasina neden ol-
dugu bulunmustur. Bu, stres durumunun tespitinde hdDNA'nin
biyobelirtec olarak kullanilmasini saglayabilir. Ek olarak, okside



Kocana ve ark.
Hucre Disi DNA ve Genometastaz

olmus hdDNA molekdillerinin radyasyon terapisine karsi diren-
cini arttirarak diger malign hicrelere hayatta kalma kabiliyeti
saglayabildigi gosterilmistir (59).

Tum bu calismalar yakin gelecekte gliniimiiz tani ve tedavi yak-
lasimlarinin temelden degisecegini haber vermektedir.
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intramiskdiler (IM) enjeksiyon riskli oldugundan, enjeksiyon saglik
egitimi almis ve insan anatomisinin bilen saglik personeli tarafin-
dan yapilmalidir. Siklikla gorilen IM enjeksiyon komplikasyonla-
rinin bircogu; saglk personeli olmayan, egitimsiz ve enjeksiyon
teknigini bilmeyen insanlar tarafindan yapilmasindan kaynaklan-
maktadir.

A.O. 48 yasinda erkek hastaya, 5 ay 6nce gut hastaligi nedeniile ag-
risi oldugundan evde annesi tarafindan diklofenak sodyum ampul
enjeksiyonu yapilmis ve sonrasinda bu bolgede yara olusmustur.
Hastaya trimetoprim-+sulfametoksazol ampul intravenéz (iV) 2*1
ve klasik yara tedavileri uygulanmasina ragmen yara gittikce biyu-
mus ve derinlesmistir.

Hasta 24.03.2017 tarihinde poliklinigimize basvurdugunda sag kal-
¢a ¥ alt dis kadraninda 8x5x2 ¢cm Olgllerinde, enfekte ve pirdlan
bir yarasi vardi. Yaradan materyal alinarak Tibbi Mikrobiyoloji labo-
ratuvarina génderilmistir. Yaranin byukligiine ve derinligine gore
500-600 adet Lucilia sericata sinek tiirline ait |. evre larvalar yaranin
tizerine konulmustur. ilk yara kiiltiriinde Pseudomonas aerugino-
sa (P. aeruginosa) Gremistir. 4. seanstan once alinan materyalde ise
Gram pozitif difteroid comaklar Gremis, P. aeruginosa tirememistir.
Hastanin yarasi 2 ayda 12 seans larva tedavisi ile iyilesmistir.

Sonug olarak; L. sericata larvalari ile yapilan Larva Debridman Te-
davisi (LDT) antibiyotiklere direncli bakteriler ile enfekte olan her
tlrl iyilesmeyen yaranin tedavisi icin segenek olabilir.

Anahtar Kelimeler: Enjeksiyon, Lucilia sericata, tedavi, yara
GiRisS

ilac uygulama yéntemlerinden bir olan intramiskiiler (iM)
enjeksiyon, ilacin kas icerisine verilmesi islemidir. Ancak iM
enjeksiyon uygulamasi; uygun arag ile, hijyenik kosularda,

yeterli bilgi ve beceriye sahip saglik personeli tarafindan
yapilmalidir. IM enjeksiyon teknik kurallara uyulmadiginda

ABSTRACT

Because of the risk of intramuscular (IM) injection, the healthcare
staff who will be injecting should know the anatomy of the region
to be treated well and should do well in choosing the region. Most
of the common IM injection complications are due to the lack of
information and the use of inappropriate technique.

A.O. who is 48-year old male with gout disease, had a pain so the
injection of a diclofenac sodium bulb was done by his mother at
his home 5 months ago and a wound was formed in this region
afterwards. The patient was given a trimetoprim-+sulfametoksazol
intravenous vial (V) 2*1, and the wound has grown and deepened
although conventional wound treatments have been applied. When
the patient applied to our policlinic on 24.03.2017, the patient had
a 8x5x2 cm, infected, and purulent wound on his right hip ¥ in the
lower outer quadrant. A sample was taken from the wound and sent
to the medical microbiology laboratory. According to the wound
size and depth, 500-600 first stage sterile larvae of Lucilia sericata
were placed directly on the wound. Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) was proliferated in first wound culture. Gram positive
difteroid rods were proliferated in the material taken before the 4t
session, P. aeruginosa was not proliferated. The wound of the patient
was healing with 12 sessions larvae treatment in 2 months.

As a result; Larval Debridement Therapy (LDT) with L. sericata lar-
vae may be an option for the treatment of any non-healing wound
that is infected with antibiotic-resistant bacteria.

Keywords: Injection, Lucilia sericata, treatment, wound

veya egitimli saglik personeli tarafindan yapilmadiginda
beklenmedik bir cok komplikasyona yol acabilir. Eger iM
enjeksiyon, dogru ve saglik personeli tarafindan yapilma-
mis ise enjeksiyonun yapildigi yerde; apse, nekroz, doku
tahrisi, kontraktir, hematom, kronik agri, periostit, enfek-
siyon, kemik ve damar yaralanmalari olabilir. Yanhshkla
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periferik sinire yakin yapilan ilag enjeksiyonlarinda sinirin de-
vamliligini bozabilen yaralanmalar olabilmektedir. Bu tir yara-
lanmalara en fazla siyatik sinirin bulundugu kalcanin alt ve i¢
bélgelerinde rastlanmaktadir. Yanlislikla yapilan iM enjeksiyon
sonucu olusan kitlesel lezyon ve skarlar da sinir zedelenmesi ve
sakatlik gibi komplikasyonlara yol acabilir (1-6).

intramiskdiler (IM) enjeksiyon sonucu olusan lezyonlarin iyi-
lesmesi de oldukca zor olup zaman almaktadir. Hastaya iM
enjeksiyon yapildiktan sonra, enjeksiyon boélgesinde acilan
yaraya alti aydir bilinen klasik tedavilerin uygulanmasina
ragmen yara iyilesmemis, gittikce bliylimus ve derinlesmistir.
Bunun tzerine poliklinigimize miracaat eden hastanin yara-
sini Lucilia sericata (L. sericata)'nin larvalari ile tedavi etmeyi
planladik. Calliphoridae ailesinde yer alan L. sericata tiru
sinek larvalari sadece 6lu dokular ile beslenirler (7-11). Bu
ozeliklerinden dolayi L. sericata sinek tiiriine ait larvalar 2007
yilindan beri; antibiyotik, hiperbarik oksijen, vakum, klasik te-
davi ve cerrahi debridman ile iyilesmeyen yaralarin tedavisin-
de kullanilmaktadir (12). Larvalar salgilarindaki birtakim pro-
teolitik enzimler ile; nekrotik dokulari, yarada kolonize olmus
veya enfeksiyon olusturan mikroorganizmalari erittiginden
ve yediginden dolayi yaralari kolayca iyilestirirler. Tamamen

L 'R

Resim 2. Nekrotik dokunun derinliklerine giren larva
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dogal olan tedavi ydonteminin calisanlara ya da cevreye her-
hangi bir yan etkisi yoktur (13-16).

OLGU SUNUMU

A.0. 48 yasinda erkek hastaya 5 ay 6nce gut hastaligi nedeniyle
agrisi oldugundan evde annesi tarafindan diklofenak sodyum
ampul enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyon sonrasinda hastanin
sag kalca % alt dis kadraninda yara olusmustur. Poliklinigimize
basvurmadan 6nce hastaya trimetoprim+sulfametoksazol am-
pul IV 2*1 enjeksiyonu, cerrahi debridman ve islak pansuman
gibi ydntemler uygulanarak yara tedavi edilmeye calisiimis an-
cak yara gittikce buylimis ve derinlesmistir.

Hasta 24.03.2017 tarihinde poliklinigimize bagvurdugunda sag
kalga ¥4 alt dis alaninda 8x5x2 cm Ol¢llerinde, enfekte ve plri-
lan bir yarasi vardi (Resim 1). Hastaya larva tedavisi hakkinda
bilgi verilmis, tedaviyi kabul eden hastaya onam formu doldu-
rulmus ve imzalatiimistir. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tara-
findan 2006 yilinda onayi alinmis olan larva tedavisinin uygu-
lanmasi planlanmistir. Hastanin yarasi steril serum fizyolojik ile

Resim 3. Nekrotik doku larvalar tarafindan tamamen temizlenmis

Resim 4. Larva tedavisi ile tamamen kapanmis




Polat ve ark.
lyilesmeyen Yaranin Larvalar ile Tedavisi

temizlenmis; bakteriyolojik kiltliri ve antibiyotik duyarliligini
belirlenmek icin materyal alinarak Tibbi Mikrobiyoloji laboratu-
varina gonderilmistir. Yaranin biyukligiine ve derinligine gore
500 - 600 adet L. sericata sinek turline ait |. evre larvalar yaranin
Uzerine konmustur. Yara Gizerine serbest olarak konan hareketli
larvalar, nekrotik alanlara tutunur ve nekrotik dokunun derin-
liklerine girerek yaranin oksijenlenmesini saglar. Yaranin duru-
munu gérmemize yardimci olurlar (Resim 2, 3).

Larva Debridman Tedavisi (LDT) yaradaki nekrotik doku ve
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)'dan dolayi baslangicta
haftada 2 kez uygulanmis ve larvalar yara lzerinde 72 saat tu-
tulduktan sonra uzaklastinlmistir. Bu isleme yaradaki nekrotik
doku ve P. aeruginosa tamamen temizlenene kadar devam edil-
mistir. Nekrotik doku gdrsel olarak tamamen temizlendikten
sonra hastanin takipleri yaranin durumuna ve iyilesme hizina
gore iki haftada bir yapilmistir. Kontrollerde yara kapanmamis-
sa larva tedavisine devam edilmistir (13-15). Ik yara kiiltiiriinde
P. aeruginosa Uremis 3 seans larva tedavisi uygulandiktan sonra
4. seans uygulanmadan dnce alinan materyalde ise Gram pozi-
tif difteroid comaklarin Giremis, ancak P. aeruginosa Grememis-
tir. Hastanin yarasi, 2 ayda toplamda 12 seans larva tedavisi ile
tamamen iyilesmistir (Resim 4).

TARTISMA

intramiskdiler enjeksiyonlarda gériilen komplikasyonlarin ne-
denlerine bakildiginda; bilgi eksiklidi, hijyen kurallarina uyulma-
masl, enjeksiyonun saglik egitimi almamis personeller tarafindan
yapilmasi ve buna bagli olarak da kullanilan yanhs teknikten kay-
naklandigi gériilmektedir. Yanlis yapilan IM enjeksiyonlar dolayi-
siile olusan komplikasyonlar enjeksiyon ve teknikleri konusunda
verilebilecek egitim ile nlenebilir. Enjeksiyonun yanlis yapilma-
sindan kaynaklanan milyonlarca vaka olup, bu vakalar maddi ve
manevi kayiplara ugramaktadirlar (17).

Hastanin ev hanimi olan annesi, ilkokul mezunu olup enjek-
siyon yapmayi ebe olan komsusundan 6grenmistir. Hasta
enjeksiyonun yapildigi bélgede acilan yarayi bes aydir tedavi
ettirmek icin degisik hastanelere gitmistir. Verilen antibiyotik
tedavisine ve uygulanan klasik yara tedavi yontemlerine rag-
men yara iyilesmemis gittikce blytmdis ve derinlesmistir. Hasta
bu sire zarfinda isini yapamadigi gibi, tedavi icin gittigi hasta-
nelerde harcadigi para dolayisi ile maddi ve manevi kayiplara
ugramistir.

Sherman in-vitro olarak yaptigi calismada; L. sericata larvalarin
Staphylococcus aureus (S. aureus), A ve B grubu streptokok gibi
patojen bakteriler lizerine bakteriyostatik ve bakterisid etkisi-
nin oldugunu belirlemistir (15). Calismalarimizda larvalarin ve
salgisinin P. aeruginosa, Metisiline direncli S. aureus, Metisiline
duyarh S. aureus, Metisiline direncli plazma koagiilaz negatif
stafilokoklar, Streptococcus agalactiae, 8 hemolitik streptokok-
lar ve Gram pozitif comak gibi bakterileriler Gizerine 48 saat son-
ra bakteriostatik ve bakterisid etki gosterdigi gortlmustr (18).
Larvalarin salgiladigi; proteolitik enzimler ve anti-bakteriyel ak-
tiviteye sahip maddeler yaradaki bakterileri eriterek, 6ldtrerek
veya Uremesini durdurarak yarayi dezenfekte ederler (19, 20).
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Hastanin yarasindan alinan ilk materyalde trimetoprim+sulfa-
metoksazole direncli P. aeruginosa Gremistir. Ancak bu antibiyo-
tige devam edilmis ve bittikten sonrada hastaya tekrar antibi-
yotik verilmemistir. Hastanin yarasini tedavi etmek icin sadece
L. sericata sinek tlrune ait I. evre larvalar kullaniimistir. Yara
Uzerine serbest olarak konan hareketli larvalar, nekrotik alan-
lara tutunur ve nekrotik dokunun derinliklerine girerek yaranin
oksijenlenmesini saglar. Larvalar salgilarindaki birtakim pro-
teolitik enzimler ile; nekrotik dokulari, yarada kolonize olmus
veya enfeksiyon olusturan mikroorganizmalari erittiginden ve
yediginden dolayi yaray1 dezenfekte ederler. Uc seans larva
tedavisi uygulandiktan sonra dordiinci seans uygulanmadan
once alinan materyalde ise normal deri florasinda bulunabilen
Gram pozitif difteroid comaklarin tremis, ancak P. aeruginosa
Urememistir.

SONUC

Hatal enjeksiyon uygulamasi birtakim hastaliklarin ve sakatlik-
larin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Enjeksiyon dogru
bir sekilde hemsire ve doktorlar gibi insan anatomisini bilen sag-
Ik personeli tarafindan uygun teknikle yapilmalidir. Uzun siire
uygulanan vakum tedavisi, cerrahi debridman ve klasik tedavi
yontemleri ile iyilesmeyen enjeksiyon yarasi 12 seans uygulanan
LDT'si ile iki ayda tamamen iyilesmistir. LDT, klasik tedavilere ve
cerrahi debridman ile iyilesmeyen yaralarin tedavisinde kullani-
labilecek etkili ve ucuz bir ydntemdir.
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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.
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All those designated as authors should meet all four criterias for
authorship, and all who meet the four criteria should be identified
as authors. Those who do not meet all four criterias 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
short statement declaring that he/she accepts to undertake all the
responsibility for authorship during the submission and review stag-
es of the manuscript.

Conflict of Interest

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.

Copyright and Licensing

Experimed requires each submission to be accompanied by a
Copyright License Agreement (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). By signing the Copyright License Agree-
ment, authors agree that the article, if accepted for publication by
the Experimed, will be licensed under a Creative Commons Attribu-
tion-NonCommercial 4.0 International License (CC-BY-NC).

Disclaimer

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 ICM-
JE-Recommendations 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 guide-
lines for experimental animal studies, 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 Agreement Form,

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,

e Name, address, telephone (including the mobile phone number)
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



E)dDERIMED

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.

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 extensive
knowledge on a particular field and whose scientific background
has been translated into a high volume of publications with a high
citation potential are welcomed. These authors may even be invit-
ed 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 Introduc-
tion, 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 cas-
es, may also be submitted in the form of a “Letter to the Editor.”
Readers can also present their comments on the published manu-
scripts in the form of a “Letter to the Editor.” Abstract, Keywords,
and Tables, Figures, Images, and other media should not be includ-
ed. 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.

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 acronyms and abbreviations used in the manuscript should be de-
fined at first use, both in the abstract and in the main text. The abbre-
viation should be provided in parentheses following the definition.

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)”

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.

References

While citing publications, preference should be given to the lat-
est, most up-to-date publications. Authors are responsible for the
accuracy of references. References should be prepared according
to Vancouver reference style. If an ahead-of-print publication is cit-
ed, the DOI number should be provided. Journal titles should be
abbreviated in accordance with the journal abbreviations in Index
Medicus/ MEDLINE/PubMed. When there are six or fewer authors,
all authors should be listed. If there are seven or more authors,
the first six authors should be listed followed by “et al.” In the main
text of the manuscript, references should be cited using Arabic
numbers in parentheses. The reference styles for different types of
publications are presented in the following examples.
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YAZARLARA BiLGi

Icerik

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstittst’niin cift-kor hakemli, elektronik, acik erisimli bilimsel yayin
organidir. Dergi Nisan, Agustos ve Aralik aylarinda olmak Uizere, yilda
3 sayl olarak yayinlanir. Yayin dili Tiirkge ve ingilizce’dir.

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

Yayin Politikasi

Derginin editdryel 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 surecleri, Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uysun olarak yuruttlmektedir.

Ozgiinliik, yiksek bilimsel kalite ve atif potansiyeli bir makalenin
yayina kabull i¢in en énemli kriterlerdir. Gonderilen yazilarin daha
dnce baska bir elektronik ya da basili dergide, kitapta veya farkli
bir mecrada sunulmamis ya da yayinlanmamis olmasi gerekir. Daha
dnce baska bir dergiye gdénderilen ancak yayina kabul edilmeyen
yazilar hakkinda dergi dnceden bilgilendirilmelidir. Bu yazilarin eski
hakem raporlarinin Yayin Kuruluna gonderilmesi degerlendirme su-
resinin hizlanmasini saglayacaktir. Toplantilarda sunulan calismalar
icin, sunum yapilan organizasyonun tam adl, tarihi, sehri ve Ulkesi
belirtilmelidir.

Degerlendirme Siireci

Experimed’e gonderilen tum makaleler cift-kor hakem degerlendir-
me surecinden gecmektedir. Tarafsiz degerlendirme siirecini sagla-
mak icin her makale alanlarinda uzman en az iki dis-bagimsiz hakem
tarafindan degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu Uyeleri tarafindan gén-
derilecek makalelerin degerlendirme surecleri, davet edilecek dis
bagimsiz editorler tarafindan yonetilecektir. Butlin makalelerin karar
verme sureclerinde nihai karar yetkisi Bag Editor'dedir.

Etik ilkeler

Klinik ve deneysel calismalar, ilag arastirmalari ve bazi olgu sunum-
lan 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 gortlmesi halinde Etik
Komisyon raporu veya esdegeri olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. insanlar tizerinde yapilmis deneysel calismalarin sonucla-
rini bildiren yazilarda, calismanin yapildi§i kisilere uygulanan prose-
durlerin niteligi tumuyle agiklandiktan sonra, onaylarinin alindi§ina
iliskin bir agiklamaya metin icinde yer verilmelidir. Hayvanlar lzerin-
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-
rumlulu§undadir. Hastalarin kimligini agiSa cikarabilecek fotograflar
icin hastadan ya da yasal temsilcilerinden alinan imzal izinlerin de
gonderilmesi gereklidir.

Dergiye gonderilen makaleler, hakem degerlendirme surecinde ya
da yayina hazirlik asamasinda herhangi bir noktada bir benzerlik
tespit yazilimi (CrossCheck, iThenticate) tarafindan taranmaktadir.
Cumleler ve ifadeler yazar olarak size ait olsa dahi, metnin daha
dnce yayinlanan verilerle kabul edilemez bir benzerligi olmalidir.

Bagskalarinin 6nceki galismalarini (veya kendi calismalarinizi) tartisir-
ken, lutfen materyali her durumda dogru bir sekilde alintiladi§iniz-
dan emin olunuz.

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

Yazarlhik

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 c¢alisma icin verilerin
toplanmasina, analiz edilmesine ve yorumlanmasina Snemli
katkr saglamis olmak; VE

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

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

4. Calismanin herhangi bir boéliminin gegerliligi ve dogruluguna
iliskin sorularin uygun sekilde sorusturuldugunun ve ¢éziimlen-
diginin garantisini vermek amaciyla calismanin 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 blttinltgune gliven 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 onlenmesini saglamak amaciyla sorumlu yazarlar makale
ylukleme stirecinde http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden
erisebilinen Yazar Katki Formu’nu imzalamali ve taranmis versiyonu-
nu yaziyla birlikte gondermelidir. Yayin Kurulu’'nun génderilen bir
makalede “lituf yazarlik” oldu§undan siuphelenmesi durumunda
s6z konusu makale degerlendirme yapilmaksizin reddedilecektir.
Makale gonderimi kapsaminda; sorumlu yazar makale génderim ve
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degerlendirme surecleri boyunca yazarlik ile ilgili tim sorumlulugu
kabul ettigini bildiren kisa bir 6n yazi géndermelidir.

Cikar Catismasi
Experimed; gonderilen makalelerin degerlendirme slrecine da-
hil olan yazarlarin ve bireylerin, potansiyel ¢ikar ¢atismasina ya da
onyargiya yol acabilecek finansal, kurumsal ve diger iligkiler dahil
mevcut ya da potansiyel ¢ikar catismalarini beyan etmelerini talep
ve tegvik eder.

Bir calisma icin bir birey ya da kurumdan alinan her tirll finansal
destek ya da dier destekler Yayin Kurulu’na beyan edilmeli ve po-
tansiyel cikar catismalarini beyan etmek amaciyla ICMJE Potansiyel
Cikar Catismalari Formu katki saglayan tim yazarlar tarafindan ayr
ayri doldurulmalidir. Editérler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansi-
yel ¢ikar ¢atismasi vakalari derginin Yayin Kurulu tarafindan COPE ve
ICMJE rehberleri kapsaminda ¢6zilmektedir.

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

Telif ve Lisans

Experimed, ilk gdnderim sirasinda http://experimed.istanbul.edu.
tr/tr/_adresinden indirilebilen Telif Hakki Lisans Soézlesmesinin
imzalanarak makale ile birlikte derginin ¢evrimici degerlendirme
sistemine yuUklenmesini zorunlu tutar. Yazarlar, Telif Hakki Lisans
SAzlesmesini imzalayarak, makalenin Experimed tarafindan ya-
yinlanmak Uzere kabul edilmesi durumunda Creative Commons
Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi Lisansi (CC BY-NC) kapsaminda li-
sanslanacagini kabul ederler.

Yazarlar, basili ya da elektronik formatta yer alan resimler, tablolar
ya da diger her turlu igerik dahil daha dnce yayinlanmis icerigi kulla-
nirken telif hakki sahibinden izin almalilardir. Bu konudaki yasal, mali
ve cezai sorumluluk yazarlara aittir.

Sorumluluk Reddi

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen gorusler ve fikirler
Experimed, Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincrnin desil,
yazar(lar)in bakis acilarini yansitir. Bag Editér, Editérler, Yayin Kurulu
ve Yayinci bu gibi durumlar igin hicbir sorumluluk ya da yuktmlalik
kabul etmemektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tum sorumluluk ya-
zarlara 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
Uzerinden gonderilebilir. DiSer mecralardan génderilen makaleler
degerlendiriimeye alinmayacaktir.

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

Yazarlarin; Yayin Hakki Sézlesmesi Formu, Yazar Katki Formu ve IC-
MJE Potansiyel Cikar Catismalari Formu’nu (bu form, tUm yazarlar
tarafindan doldurulmalidir) ilk génderim sirasinda online makale
sistemine ylklemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.
istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden erisilebilmektedir.

Baslik sayfasi: Gonderilen tim makalelerle birlikte ayrn bir bashk
sayfasl da gonderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin bashgini ve 50 karakteri gegmeyen kisa basligini,

- 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 slirecine katkida bulunan ama yazarlik kriter-
lerini karsilamayan bireylerle ilgili bilgileri icermelidir.

Ozet: Editére Mektup tiirlindeki yazilar disinda kalan tiim makale-
lerin Turkce ve Ingilizce dzetleri olmalidir. rijinal Arastirma makalele-
rinin &zetleri “Amag”, “Gerec ve Yontem”, “Bulgular” ve “Sonug” alt
basliklarini icerecek bicimde hazirlanmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tum makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar keli-
meyle birlikte génderilmeli, anahtar sdzcukler ézetin hemen altina
yazilmalidir. Kisaltmalar anahtar sézctik olarak kullaniimamalidir. Anah-
tar s6zcukler National Library of Medicine (NLM) tarafindan hazirla-
nan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanindan secilmelidir.

Makale Tiirleri

Orijinal Arastirma: Ana metin “Giris”, “Gerec ve Yontem”, “Bulgular”
ve “Tartisma” alt bagliklarini 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 bAlumu
icinde ayn 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-
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rafindan kisaca yorumlanmasi 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-
ras! literatlire 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¢” bdélUmlerini
icermelidir. Derleme turundeki yazilarla ilgili kisitlamalar icin lUtfen
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari icin sinirli sayida yer ayrilmakta ve
sadece ender gorilen, tani ve tedavisi gli¢ olan hastaliklarla ilgili,
yeni bir ydntem 6neren, kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansitan,
ilgi cekici ve 68retici 6zelligi olan olgular yayina kabul edilmektedir.
Ana metin; “Girig”, “Olgu Sunumu”, “Tartisma” ve “Sonu¢” alt baslik-
larini icermelidir. Olgu Sunumlariyla ilgili kisitlamalar icin litfen Tablo
1’i inceleyiniz.

Editore Mektup: Dergide daha énce 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 tzerinde tanimlayici bir baslk yer almall ve tablo
icerisinde gecen kisaltmalarin acilimlarn 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 Altyazilari
Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda) ayri

dosyalar halinde sisteme yuklenmelidir. Gorseller bir Word dosyasi
dokimani ya da ana dokiiman icerisinde sunulmamalidir. Alt birim-
lere ayrilan gorseller oldu§unda, 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 kor olmalidir. Bu
sebeple, resimlerde yer alan kisi ve kurum bilgileri de korlestirilmeli-
dir. Gorsellerin minimum ¢ézunurligt 300DPI olmalidir. Degerlendir-
me surecindeki aksakliklari dnlemek icin génderilen butlin gorselle-
rin ¢6zuUnurligu net ve boyutu blyik (minimum boyutlar 100x100
mm) olmalidir. Resim altyazilari ana metnin sonunda yer almalidir.

Makale icerisinde gecen tim kisaltmalar, ana metin ve ozette ayri
ayri olmak Uzere ilk kez kullanildiklar 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
Urtin 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 yapilmalidir.

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

Kaynaklar

Atif yapilirken en son ve en giincel yayinlar tercih edilmelidir. Kay-
naklarin dogrulugundan yazarlar sorumludur. Kaynaklar Vancouver
referans stiline uygun olarak hazirlanmalidir. Atif yapilan erken
cevrimici makalelerin DOl numaralari mutlaka saglanmalidir. Dergi
isimleri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dersi kisaltma-
lan ile uyumlu olarak kisaltiimalidir. Alti ya da daha az yazar oldu-
gunda tum yazar isimleri listelenmelidir. ESer 7 ya da daha fazla
yazar varsa ilk 6 yazar yazildiktan sonra “et al” konulmalidir. Ana
metinde kaynaklara atif yapilirken parantez icinde Arabik numa-
ralar kullaniimalidir. Farkl yayin turleri icin kaynak stilleri asagidaki
orneklerde sunulmustur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini F, Zieleskiewicz L,
Nafati C, Albanése J, et al. Long-term outcome in kidney recipients
from donors treated with hydroxyethylstarch 130/0.4 and hydrox-
yethylstarch 200/0.6. Br J Anaesth 2015; 115: 797-8.

Tablo 1. Makale tirleri icin kisitlamalar

Makale tiirii Sozciik limiti  Ozet sézciik limiti  Kaynak limiti  Tablo limiti Resim limiti

Ozgiin Arastirma 3500 250 (Alt baslikli) 30 6 7 ya da toplamda 15 resim
Derleme 5000 250 50 6 10 ya da toplamda 20 resim
Olgu Sunumu 1000 200 15 Tablo yok 10 ya da toplamda 20 resim
Editére Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Resim yok




A-XIV

E)d:’ERIMED

Kitap boliimii: Sherry S. Detection of thrombi. In: Strauss HE, Pitt
B, James AE, editors. Cardiovascular Medicine. St Louis: Mosby;
1974.p.273-85.

Tek yazarh kitap: Cohn PF. Silent myocardial ischemia and infarcti-
on. 3rd ed. New York: Marcel Dekker; 1993.

Yazar olarak editor(ler): Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental he-
alth care for elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

Toplantida sunulan yazi: Bengisson S. Sothemin BG. Enforcement
of data protection, privacy and security in medical informatics. In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92.
Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics;
1992 Sept 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland;
1992.p.1561-5.

Bilimsel veya teknik rapor: Smith P. Golladay K. Payment for du-
rable medical equipment billed during skilled nursing facility stays.
Final report. Dallas (TX) Dept. of Health and Human Services (US).
Office of Evaluation and Inspections: 1994 Oct. Report No: HHSI-
GOE 169200860.

Tez: Kaplan SI. Post-hospital home health care: the elderly access
and utilization (dissertation). St. Louis (MO): Washington Univ.
1995.

Yayina kabul edilmis ancak heniiz basiimamis yazilar: Leshner Al.
Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med In press
1997.

Erken Cevrimici Yayin: Aksu HU, Ertirk M, Gul M, Uslu N. Succes-
sful treatment of a patient with pulmonary embolism and biatri-
al thrombus. Anadolu Kardiyol Derg 2012 Dec 26. doi: 10.5152/
akd.2013.062. [Epub ahead of print]

Elektronik formatta yayinlanan yazi: Morse SS. Factors in the emer-
gence of infectious diseases. Emerg Infect Dis (serial online) 1995

Jan-Mar (cited 1996 June 5): 1(1): (24 screens). Available from:
URL: http:/ www.cdc.gov/ncidodIEID/cid.htm.

REVIiZYONLAR

Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarini génderirken, ana metin
Uzerinde yaptiklari degisiklikleri isaretlemeli, ek olarak, hakemler
tarafindan one surtlen onerilerle ilgili notlarini “Hakemlere Cevap”
dosyasinda géndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasinda her hake-
min yorumunun ardindan yazarin cevabi gelmeli ve degisikliklerin
yapildig satir numaralari da ayrica belirtiimelidir. Revize makaleler
karar mektubunu takip eden 30 gin igerisinde dergiye gonderil-
melidir. Makalenin revize versiyonu belirtilen sure icerisinde ytklen-
mezse, revizyon secenesi iptal olabilir. Yazarlarin revizyon igin ek
sureye ihtiyag duymalari durumunda uzatma taleplerini ilk 30 gln
sona ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayina kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve bigim agisin-
dan kontrol edilir. Yayin stireci tamamlanan makaleler, yayin planina
dahil edildikleri sayiyla birlikte yayinlanmadan 6nce erken ¢evrimici
formatinda dergi web sitesinde yayina alinir. Kabul edilen makale-
lerin baskiya hazir PDF dosyalar sorumlu yazarlara iletilir ve yayin
onaylarinin 2 guin icerisinde dergiye iletiimesi istenir.
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