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Amag: Norodejeneratif hastaliklar geri dontisii olmayan néronal ve
glial kayiplarla seyreden merkezi sinir sistemi yikilimidir. Bu hasta-
liklar her ne kadar néral hicre yikim ortak paydasinda birlesseler
de her biri farkli klinik bulgularla seyretmektedir. Bu hastaliklarda
izlenen klinik tablo spektrumunu inceleyebilmek adina cevresel
stresor olarak verilen I-metiyonin yiiklemesinin yol actigi davranis
degisikliklerinin ve bu davranis degisikliklerinin temelinde olan im-
minohistokimyasal degisimlerin incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada davranis ve imminohistokimya
testleri icin fareler 4 gruba ayrimistir: disi-kontrol (n=13), disi-meti-
yonin (n=12), erkek-kontrol (n=12), erkek-metiyonin (n=13). Kont-
rol ve deney gruplarina post-natal 6. haftadan baslayarak, 12 hafta
boyunca su veya 8.2 g/kg doza ulasacak sekilde I-metiyoninli su
verilmistir. Bu stirenin sonunda farelere anksiyete, depresyon, ha-
fiza/6grenme ve motor fonksiyon testleri uygulanmistir. Davranis
testlerinde kullanmadigimiz farelerin (her gruptan davranis testleri
oncesi rastgele secilmis 3 fare) beyin kesitlerinde immiinohisto-
kimyasal analizler yapilmistir.

Bulgular: L-metiyonin alan farelerde almayanlara kiyasla hipokam-
pls bagimli mekansal hafizada istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmustur. Depresyon ve anksiyete adina herhangi bir fark bu-
lunmamistir. Hipokamptis formasyonunun dentat girusunda yap-
tigimiz immunohistokimyasal incelemede, hem disi hem de erkek
farelerde senesan astrositlerin tiim astrositlere olan orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Sonug: Kronik yiiksek doz oral I-metiyonin alimi farelerde anlamli
hipokampts bagiml mekansal hafiza bozukluklarina yol agmistir.
Buna paralel olarak, dentat girusta senesan astrositlerin tim astro-
sitlere orani da artmistir.

Anahtar Kelimeler: L-metiyonin, kognitif yikim, hiicresel senesans

ABSTRACT

Objective: Neurodegenerative diseases are defined by irreversible
neuronal and glial loss in the central nervous system. Despite shar-
ing neural cell loss as a common denominator, they differ in their
clinical manifestations in many aspects. We aimed to analyze the
behavioral changes and underlying immunohistochemical chang-
es in mice caused by an environmental stressor, I-methionine, to
assess the spectrum of clinical findings observed in these diseases.

Material and Method: In this study, the mice are divided into
4 groups: female-control (n=13), female-methionine (n=12),
male-control (n=12), male-methionine (n=13) to perform immu-
nohistochemical and behavioral tests. Starting from post-natal
week 6, the mice were either administered water or 8.2g/kg I-me-
thionine for 12 weeks. Consequently, they underwent a series of
behavioral tests to assess anxiety, depression, memory/learning,
and motor functions. We performed immunohistochemical anal-
ysis on mice (3 randomly chosen mice from each group prior to
behavior tests) which did not undergo behavioral tests.

Results: Compared to the control group, mice who received I-me-
thionine were found to have significant hippocampus dependent
spatial memory deficits. No significant differences were found in
regards to anxiety and depression. Our immunohistochemical
analysis showed a significantly increased senescent astrocyte to all
astrocyte ratio in dentate gyrus of hippocampal formation.
Conclusion: Chronic administration of an oral high dose of |-me-
thionine results in hippocampus dependent memory decline in
mice. Parallel to this finding, the ratio of senescent astrocytes to all
astrocytes increased in dentate gyrus.

Keywords: L-methionine, cognitive decline, cellular senescence
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GiRIS

Norodejeneratif hastaliklar geri doniisii olmayan néronal ve
glial kayiplarla seyreden merkezi ve periferik sinir sistemi yi-
kimidir. Norodejeneratif hastaliklarin her biri cok farkl klinik
tablolarla kendini géstermektedir. Ornegin, Alzheimer hastaligi
(AH) hafiza bozuklugu ve diger kognitif bozukluklarla seyre-
derken, Parkinson hastaligi (PH) 6ncelikle motor bozukluklara
yol agmaktadir. Siireg icerisinde kognitif bozukluklar da tabloya
eklenebilmektedir (1). Hastalik baslangici ve seyirleri genetik
ve epigenetik farkhliklara ve cevresel stresorlere bagl olarak
degismektedir. Genel anlamda norodejeneratif hastaliklarin
prevalansi insanlarin ortalama yasam beklentisinin uzamasiyla
artmaktadir. Yapilan ¢alismalarin biyik bir cogunlugu néro-
dejeneratif hastaliklar yaslanmayla bagdastirsa da, sayilari gi-
derek artan yeni arastirmalar, bu hastaliklarin temelinde sinir
sisteminin gelisimsel bozukluklarinin yattigini da 6ne stirmek-
tedir (2). Bu agidan bakildiginda nérodejeneratif hastaliklarin
patolojisi hala tam olarak aydinlatilamamistir.

Norodejeneratif stireclerde hastaligin hedefini olugturan hiicre-
lerin sitoiskeletinde parcalanma, alt bélmelerinde sitoplazmik
organellerin balonlasmasi, yikilmasi (mitokondriyal balonlasma,
genislemis lizozomal vakioller), nérodejeneratif hastaliklara
6zg inkliizyon cisimciklerinin belirmesi, (TDP-43 proteinini ice-
ren (3) ve Lewy inkllizyon cisimcikleri vb.), sitoplazma ve nukle-
oplazmada islenememis artiklarin cogalmasi ve membranlarin
bitlnliginin bozulmasiyla seyreden ¢ok cesitli degisiklikler
gOrilur. Buna paralel olarak hiicre néron ve glial baglantilarinda
kesiklikler, noéronlar arasi sinapslarda yikilma ve hiicreler arasi
matriks materyelinde de yine islenememis artiklarin (amiloid,
norofibriler yumak) cogaldigr gordlir (4). Bu sayilan hiicre ici ve
disi degisiklikler streg icerisinde hiicre 6limdi ile sonuglanmak-
tadir. Her ne kadar néronlar merkezi sinir sisteminin yapi taslari
olsalar da, astrositler ve oligodendrositlerde de dejeneratif degi-
siklikler gorilmektedir. Ayrica astrositler ve sinir sisteminde yer
alan diger bir hiicre grubunu olusturan mikroglialar, inflamatu-
var yanit olusturarak nérodejenerasyonu hizlandirmaktadir (5).

Norodejeneratif hastaliklar etkiledikleri bélgelere gére néroa-
natomik farkhliklar géstermektedir (6). Kolinerjik néronlarin bi-
rincil hedef oldugu gosterilmis AH'de biitlin kolinerjik néronlar
etkilenmemektedir. Oncelikle Meynert'in bazal nukleusundaki
blyuk kolinerjik projeksiyon noéronlari dejenerasyona ugra-
maktadir. Bazal nukleustaki bu kolinerjik néronlarin fonksiyon-
larinin bozulmasiyla birlikte bu néronlarin uzantilariyla sinaps
yapan kortikal ve hipokampal noronlarin fonksiyonlarinin
da hiicresel yikim merkezi sinir sisteminin diger alanlarina da
yayllmaktadir. PH'de ise 6ncelikli hedef substantia nigra pars
kompaktadaki dopaminerjik néronlardir (8). Benzer bir sekil-
de Huntington hastaliginda hiicre dejenerasyonu ve 6limleri
oncelikle striatumdaki dopaminerjik orta spinal néronlarda
izlenmektedir (9). Spinoserebellar atakside ise dncelikli yikim
Purkinje hiicrelerini etkiler (10). ilging bir sekilde bunca farkli
norodejeneratif hastalikta neden bu 6zel bolgelerin ve hiicre
gruplarinin hedef secildigi henliz agiklanamamustir (11,12).

Altun ve ark.
L-Metiyonin ve Norokognitif Yikilma

Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de
klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindan énce hiicreleri etkileyen
patolojik degisikliklerin dekatlar boyu sessiz bir sekilde ilerle-
meleridir. Kognitif ve diger nérolojik fonksiyonlarin klinik tab-
lonun ortaya ¢iktigi doneme kadar nasil olup da korunabildigi
heniiz aydinlatilamamistir. Bu konuda bir ¢ok hipotez ortaya
atilmis olsa da cevresel etmenlerin, klinik dncesi latent done-
min uzunlugunu belirledigi distntlmektedir (13). Bu ylizden
klinik 6ncesi donemde sinir sisteminde siire giden fizyopatolo-
jik degisikliklerin tanisinin konulmasini saglayacak biyomarker-
larin ve psikometrik testlerin bulunmasi cok 6nem kazanmistir.
Bdylece 6n tanisi konacak hastalarin ¢cevresel zararl etmenler-
den kendilerini koruyabilmeleri ve hastaligin klinik tablosunun
ortaya ¢tkmasinin miimkiin oldugunca geciktirilmesi hedeflen-
mektedir. Ornegin otozomal dominant bir hastalik olarak bili-
nen Huntington hastaligina yakalanacagi belirlenen kisilerin,
hastalik tablosunun baslamasindan 20-30 yil dncesinde kontrol
grubundakilere gore anlamli derecede artmis konusma bozuk-
luklari (parafazi) sergiledigi gosterilmistir (14).

Norodejeneratif hastaliklarin etiyopatogenezleri genetik, epi-
genetik ve cevresel pek ¢ok faktoriin etkilesimiyle agiklanmak-
tadir. Yukarida saydigimiz klasik ailevi nérodejeneratif hasta-
liklarin yani sira beslenme (B12 eksikligi) (15), metabolizma
bozukluklarina (hipotiroidizm, Wilson hastaligi, glikojen depo
hastaliklari vb.) ve cesitli cevresel toksinlerin (kursun ve arsenik
zehirlenmesi vb.) etkisine bagl sinir sistemiyle sinirli olmayan
bircok dejeneratif hastalik daha tanimlanmistir. Son olarak bu
cok zengin klinik ve patolojik tabloya genetik ve cevresel fak-
torlerin nasil etkili oldugu tam olarak heniiz agiklanamayan
multipl skleroz hastaligi da eklenmelidir.

Bu hastaliklarin ¢cogu teshis konuldugunda tedavi edilemeye-
cek kadar ileri bir klinik tabloya ulasmis olmaktadirlar. Bununla
birlikte B12 eksikliginin neden oldugu subakut kombine de-
jenerasyon, yine hem B12 hem de eriskin hipotiroidizminin
neden oldugu gecici demansiyel tablolarin, bu besinsel ve
endokrin eksikligin telafi edilmesiyle tedavi edilebiliyor olmasi
ndrodejeneratif sureclerin mutlak geri dénlsiimsiiz olmadig
umudunu vermektedir. Bu ylizden sayilari giderek artan temel
bilim ve klinik arastirmalar ortalama insan 6mriiniin artmasiy-
la cagimizin en biiyik hastaliklari haline gelen nérodejeneratif
tablolarin erken teshisi ve tedavisine odaklanmistir.

Yukarida saydigimiz cevresel faktorler disinda B12 eksikligine
de neden olabilen yiiksek I-metiyonin alimmin hiperhomo-
sisteinemiye yol acarak (16) nérodejenerasyona neden olabi-
lecegi gosterilmistir (17). Bu tablo genetik mutasyon sonucu
sistatiyonin beta sentaz enziminin calisamadigi durumlarda
ortaya ¢ikmakla birlikte, homosistein siklusunun 6n maddesi
olan metiyonin amino asitinin asiri yiiklemesiyle de ortaya ¢I-
kabilmektedir (Sekil 1). Alinan metiyonini metabolize etmeye
yetisemeyen homosistein siklusu viicutta yan riin olarak ho-
mosistein artisina neden olmaktadir. Bu durum gorece folik
asit, B12 veya B6 vitamini eksikligi yaratip cesitli hematolojik
(18), noérodejeneratif tablolara (17) ve hatta inmelere (19) yol
acmaktadir (20). Hiperhomosisteinemi ayrica damar cidarinda
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endotelyal hiicrelerin membran bitlinlagini bozup, yaygin
oksidatif stresle (21) bircok homeostatik mekanizmanin bozul-
masina neden oldugunu aciklayan calismalar da vardir (17,22).
Biz bu calismamizda 6ncelikle homosistein metabolizmasinin
dekompansasyonuyla ortaya ¢iktigi gosterilen nérodejeneratif
tabloyu hazirlayan (17) ve sonucunda néroanatomik alanlari ve
buralardaki hiicre tiplerini selektif olarak etkileyebilecek hiicre
yikim sirecini incelemek istedik. Ozellikle bu degisikliklerin,
ndrodejeneratif siireclerin baslamasinda roli olabilecedi yakin
zaman once 6ne surlilmis senesans savunma mekanizmasiy-
la olan ilgisini arastirdik. Bu 6zel molekiler savunma yoladi
oncelikle hiicrenin kanserlesmeye karsi gelistirdigi bir direng
mekanizmasi olarak tanimlanmistir. immiinohistokimyasal
calismalarda, senesans mekanizmasina giren hiicreler, 6zel
senesansla alakali beta-galaktozidaz (SA B-Gal) boyamasiyla
belirlenmistir. Bu hiicrelerde SA B-Gal boyasi, kanserlesmeyi
tetikleyen cevresel strese bagli olarak aktive olan lizozomlarda
B-galaktozidaz enziminin arttigini gdstermektedir (23). Ancak
bu artis sonucunda tetiklenen kanser, hiicre 6limu ve nérode-
jeneratif sirecleri baslatan molekdler yolaklardaki degisiklik-
lerin incelenmesi hala devam etmektedir. Ozellikle senesansin
hedef hiicrede nérodejenerasyonu baslatan mi, yoksa ona karsi
olusan molekiiler bir savunma mekanizmasi mi oldugu bilin-
memektedir. Bu amagla ¢alismamizda, daha 6nce nérodejene-
rasyona neden oldugu gosterilmis cevresel bir faktori (organ
yetmezligi dozu alti I-metiyonin yiiklemesi) kullanarak akut d6-
nemde farelerde gelisebilecek bilissel, duygudurum, motor ve
denge bozukluklari ve bu siirecin altinda yatabilecek hiicresel
degisiklikler cesitli davranis testleri ve immuinohistokimyasal
yontemlerle analiz edilmistir.

Experimed 2020; 10(2): 59-66

GEREC VE YONTEM

Kontrol ve Deney Grubu Fareler ve L-metiyonin Yiiklemesi
T.C. istanbul Universitesi Rektérliigii Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Baskanhgrnin 2018/07 nolu etik kurul onayinca
hayvan deneyleri yuritilmustiir. Deneylerimizde hem disi
hem de erkek C57BL6 fareler kullaniimistir. Deney ve kontrol
grubu fareleri, dogumdan itibaren 6 hafta boyunca kontrolli
bir ortamda tutulmus ve hicbir dis degiskene maruz kalma-
mislardir. Diyetleri normal devam etmistir. ilk 4 hafta boyunca
anne fare tarafindan emzirilmislerdir. 4. haftanin sonunda cin-
siyetlerine gore ayrilmis ve her kafeste 5 fare olacak sekilde ge-
lisimlerini tamamlamislardir. Daha 6nce Tapia-Rojas ve ark. (17)
tarafindan standardize edildigi lizere, 12 hafta boyunca icme
suyu aracihdiyla I-metiyonin (doz: 8.2 g/kg) almiglardir. Bu siire
zarfinda farelerin su veya I-metiyonin tiiketimleri ve kilo degi-
simleri takip edilmistir. Veteriner hekim takibinde herhangi bir
klinik dlisklinliik tablosu gézlenmemistir.

Kas-iskelet Bozuklugu Testi

Acik Alan Testi: Her ne kadar standardize edilmis davranis test-
leriyle bilissel ve duygudurum bozukluklarini él¢lyor olsak da,
bu bozuklugun altta yatan temeli bazen inme veya merkezi
sinir sistemi (MSS) timori vb. fokal striktirel bozukluklar ola-
bilmektedir. Bu tarz hastaliklar bilissel bozuklugun yani sira pek
cok diger nérolojik bozukluga neden olup testlerin sonuclarini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ayrica cesitli kas-iskelet
bozukluklari da MSS motor fonksiyon testlerinde yanhs pozi-
tiflik ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu durum daha sonraki testleri
yanlis yonlendirebilmektedir. Bu amacla agik alan testi ile be-
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lirgin bozuklugu olan fareleri deney ve kontrol gruplarindan
cikarmak amaclanmistir. Bu test ile fareler 40 cm x 40 cm lik
yukaridan aydinlatiimig Gsti acik kutuya konularak belirgin bir
lokal motor bozuklugun olup olmadigi incelenmistir.

Anksiyete Testi

Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (YALT): Farelerde anksiyete diize-
yini 6lcmeye yarayan testlerden biridir. YALT yerden bir metre
yikseltilerek “+" seklinde tasarlanmis bir platformdur. Bu ar-
tinin iki kolu kapali ve diger iki kolu ise aciktir. Test stiresince
farenin acik ya da kapali kollarda ne kadar hareket ettigi ve ne
kadar sire kaldigi kamera ile kaydedildikten sonra ANY-Maze
yazilimi araciligi ile degerlendirilmektedir. Kapal kollarda geci-
rilen zamanin dncelikli artisi anksiyeteye isaret etmektedir.

Depresyon Testi

Zorunlu Yiizme Testi: Depresyon benzeri davranisi lgmek icin
Porsolt’'un zorunlu ylizme testi kullaniimistir. Bu testte 4 Llik be-
her kaplarina oda sicakliginda su konulduktan sonra fareler tek
tek suya birakilir ve 10 dakika boyunca farelerin sudaki hare-
ketli ve hareketsiz kalma streleri izlenir. Farelerin su ylizeyinde
hareketsiz kalmayi tercih etmesi depresyona isaret etmektedir.

Hafiza ve Ogrenme Testleri

Nesne-mekan testi: Farelerin yalnizca hipokampuse bagimh
hafizalarini test etmek icin nesne tanima testi kullaniimistir.
Bu test icin iki adet ayni nesne (kemirgenler icin ilgi cekici)
test kutusu icinde farkl yerlere yerlestirilir. Farelerin nesne-
lerin yerlerini hatirlayabilmeleri icin davranis testi alaninin
duvarlarina gorsel ipuclar eklenir. Boylelikle fareler uzaysal
olarak her iki objeyi 4 dakika boyunca inceleyebilmektedir.
Daha sonra nesnelerden biri farkli bir konuma yerlestirilir ve
farenin bu degisiklikten sonra her iki nesneyi izledigi stireler
not edilir. Ogrenim ve test arasindaki siire testten teste de-
gisebilmektedir. Bu yilizden standart olarak bu testler 40 ya
da 70 dakikalik araliklarla yapilir. Farenin ilgisi dagildigindan
daha uzun sire verilmemektedir. Calismamizda testlerimiz
icin 70 dakikalik stre uygulanmistir.

Nesne Tanima Testi: Farelerin hipokamptsten bagimsiz hafiza-
larini test etmek icin nesne tanima testi kullaniimistir. Yapilan
arastirmalara gore bu test hipokampis ve kortikal néronal si-
nir aglarinin ortak katilimini gerektirmektedir (24). Bu test icin
birbirine tipatip benzeyen iki objeyi incelemeleri icin fareler
40 cm x 40 cm'lik davranig alanina yerlestirilmistir. Test alaninda
herhangi baska bir gorsel ipucu olmamasina 6zen goésterilmis-
tir. Daha sonra fareler bu iki nesneyi incelemek icin 10 dakika
test alaninda birakilmistir. inceleme sonrasinda fareler kafesle-
rine konup hayvan odasina geri gétirilmuslerdir. Bir glin son-
ra, ayni test alaninda nesnelerden bir tanesini degistirip fare-
lerin verdigi tepki ANY-Maze Behavioral Tracking Software ile
kaydedilmis ve incelenmistir.

Motor Fonksiyon Testi

Denge Kirisi Testi: Denge Kkiris testi icin 1 cm kalinliginda ve 1
metre uzunlugunda pleksiglastan yapilmis bir kiris yerden 1
metre yikseklikte iki tahta ayak tizerine sabitlenmistir. Farelerin
ilk iki giin glinde l¢ defa olmak tizere denge kirisinde yuritile-
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rek ortama alismalari saglanmistir. Sonraki iki glin yine giinde
¢ deneme yaparak farelerin denge kirisindeki ytrtirken 6n ya
da arka ayaklarinin kayma sayisi takip edilmistir. Toplamda elde
edilen kayma (denge kaybi) sayilari istatistiksel olarak incelen-
mistir.

3,3’-Diaminobenzidine Boyamasi

3,3'- Diaminobenzidine (DAB) boyamasi icin ise dokular endo-
jen peroksidaz enzimi aktivitesini bertaraf etmek icin oncelikle
10 dakikalik H,0, sollisyonuna tabi tutuldu. Daha sonra uygun
hayvan serumu ile sabitlenen beyin kesitleri uygun antikorlarla
isaretlendi. Akabinde ikincil biyotinlenmis antikorlar, DAB kok-
teyli ve ABC kiti sollisyonlariyla kesit mikroskopik incelemeye
hazir hale getirildi.

Senesansla Alakali B-Galaktozidaz Boyamasi

SA B-Gal yukarida belirtilen immuinolojik boyamaya ek olarak
yapilan ve senesans savunma mekanizmasini olusturmus hiic-
relerin ek olarak boyanmasini saglayan bir metottur. Buna gore
daha 6nceki reaksiyonlara ek olarak, dokular CBA-230 Cellular
Senescence Assay Kit sollisyonlari ile fikse edildi ve ek olarak
X-Gal soliisyonu ile birlikte +37°C'de 24 saat inkibe edildi.

istatistiksel Analiz

Davranis testlerindeki degisimler istatistiksel olarak ki-kare
testi, iki yonlii ANOVA ve post-hoc analiz olarak Tukey'in coklu
karsilastirmasi kullanilarak hesaplandi ve p<0.05 degeri anlamli
kabul edildi. Grafiklerde su ve metiyonin alanlar arasindaki is-
tatistiksel anlamlilik* (asterisk) ile, metiyonin alan erkek ve disi
fareler arasindaki istatistiksel anlamli farklilik is A (delta) ile gos-
terildi (p<0.05 icin *; p<0.01 icin **; p<0.001 icin ***; p<0.0001
icin **** sembolleri kullanildi). istatistiksel analiz icin Graphpad
Prism 8.4.3 programi kullanildi.

BULGULAR

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Klinik Acidan
Karsilastiriimasi

Davranis testleri baslamadan 6nce farelerin herhangi bariz kli-
nik norolojik defisitlerinin olmadigi acik alan testi ile teyit edil-
mistir. Deneylerimizde tiim fareler birbirine benzer davranislar
sergilediginden hicbir fare deney disinda birakilmamistir.

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Anksiyete Diizeyleri
Acisindan Karsilastirilmasi

L-metiyonin aliminin hemen ardindan yapilan yikseltilmis la-
birent testinin sonuglari iki yonlti ANOVA ile analiz edildiginde
I-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek gruplar arasinda
anlamli bir istatistiksel farkliik gézlenmemistir (F(; 35=0.2778;
p=0.6015) (Sekil 2-A).

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Depresyon Diizeyleri
Acisindan Karsilastiriimasi

Farelerin ylizme davranislarina gére depresyon paternlerini in-
celedik. Zorunlu yiizme testinin sonuclari iki yonlii ANOVA ile
analiz edildiginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek
gruplari arasinda anlamli bir istatistiksel farklilik gézlenmemis-
tir (Fy,15=1.317; p=0.2690) (Sekil 2-B).
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Sekil 2. A: Anksiyete diizeyleri B: Depresyon diizeyleri C: Motor fonksiyon bozuklugu diizeyleri D: Hipokampokortikal aglara
bagl hafiza ve 6grenme fonksiyonlari.

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Motor Fonksiyonlari
Agisindan Karsilagtirilmasi

ayri ki-kare testine tabi tutulmustur. Disilerin su alanlar ile
I-metiyonin alanlar arasinda anlamh bir fark gorilmektedir.

Denge kirisi testinin sonuglari iki yonli ANOVA ile analiz edil-
diginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek gruplari ara-
sinda anlamli bir istatistiksel bir farklihk gézlenmemistir (F;,
25=0.3036; p=0.5865) (Sekil 2-C).

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Hipokampokortikal
Aglara Bagh Hafiza ve Ogrenme Fonksiyonlari Agisindan
Karsilastiriimasi

Bu test ile farelerin bir glin arayla yeni objeyi taniyarak onu in-
celeme istegini analiz ettik. Bu test ile yalnizca hipokampuise
degil hafizanin islenmesine katilan diger kortikal yapilan da
(entorinal, peririnal korteks ve parahipokampal bélge) test
etmis olduk. Nesne tanima testinin sonuglari iki yonli ANOVA
ile analiz edildiginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek
gruplar arasinda anlaml bir istatistiksel bir farklilik gézlenme-
mistir (F; 34=2.147; p=0.1521) (Sekil 2-D).

Kontrol ve Deney grubu farelerinin hipokampiise bagli me-
kansal hafiza fonksiyonlari agisindan karsilastirilmasi
Nesne-mekan testinin sonugclar disiler ve erkekler olarak ayri

(x2(1)=24.72; p<0.0001) Buna ek olarak su alan erkek fareler ile
I-metiyonin alan erkek fareler arasinda da anlamli bir istatistik-
sel fark gorilmektedir (x2(1)=13.79; p=0.0002) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hipokampdise bagli mekansal hafiza fonksiyonlari.
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Sekil 4. CA1, CA3 ve dentat girusta (DG) senesan astrositlerin tiim astrositlere orani.

Hipokampal Boblgelerde Senesan Hiicre Oranlarindaki
Degisikliklerin Karsilastiriimasi

Yaptigimiz immiinohistokimyasal 6n taramalar, hipokampis-
te noéron, mikroglia ve oligodendrositlerin yogunlugunda ve
bu hiicrelerin senesan olanlarinin yogunlugunda belirgin bir
degisiklik gostermemistir (veriler gosterilmedi). Her (¢ alanda
(dentat girus, CA1, CA3) senesan astrositlerin tiim astrositlere
olan oranini inceledigimizde, bu oranin I-metiyonin alan disi
ve erkek farelerin su alanlara kiyasla trend olarak daha yiksek
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4). CA1'de senesan astrositlerin
tim astrositlere oranini cinsiyet ve I-metiyonin iki degiskeni-
ne bagh olarak iki yonli ANOVA testi inceledigimizde anlamli
istatistiksel fark saptanmamistir (F;; g=0.5000; p=0.4996). Bu
orani CA3'te yine ayni degiskenler agisindan iki yonli ANO-
VA testi ile inceledigimizde yine istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorilmemistir (F; =1.071; p=0.3309). Son olarak dentat
girusta, senesan astrositlerin tim astrositlere orani adina I-me-
tiyonin alma ve cinsiyet degiskenleri dahilinde iki yonli ANOVA
testinde istatistiksel olarak anlaml bir fark gérilmektedir (F;,
8=16.33; p=0.0037). Akabinde yaptigimiz Tukey ¢oklu analizin-
de, sualan (n=3,1.667+0.5774, 95% Cl [0.234, 3.101]) ve |-me-
tiyonin alan (n=3, 6.333+£0.5774, 95% Cl [4.899, 7.768)) disi fa-
reler arasinda (p<0.0001), su alan (n=3, 2.000+0, 95% Cl [2.000,
2.000]) ve I-metiyonin alan (n=3, 4.333+0.5774 , 95% Cl [2.899,
5.768]) erkek fareler arasinda (p=0.0037) ve son olarak I-metiyo-
nin alan disi (n=3, 6.333+0.5774,95% CI [4.899, 7.768]) ve erkek
fareler (n=3, 4.333+£0.5774 , 95% Cl [2.899, 5.768]) arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli (p=0.0052) farkhliklar saptanmistir. Bu
on ¢alisma sonucunda MSS'deki diger hiicrelerden farkli olarak
astrositlerde senesans yolaginin 6ncelikli olarak aktive edildigi-
ni disinmekteyiz. Bu hicresel degisikligin akut bir reaksiyon
mu, yoksa uzun donemde nérodejenerasyon ve hiicre kaybiyla
sonlanacak kronik bir stirecin baslangici mi oldugu sorusuna
cevaplar daha sonraki calismalarimizda incelenecektir.

TARTISMA

Hiperhomosisteinemi kemirgen modelleri uzun yillardir ¢ok
farkli hastaliklarin etiyopatogenezinin arastiriimasi icin kullanil-
maktadir (25,26). Kardiyovaskiler, nérodejeneratif hastaliklardan

retinal inflamasyona kadar bircok patolojinin arastirilmasinda
hiperhomosisteinemi modelleri kullanilmistir (27,28). Hiperho-
mosisteineminin nérodejenerasyondaki rollintin, vaskler yapi-
ya olan direk hasardan mi, neden oldugu oksidatif stresten mi,
yoksa bunlarin kombinasyonunun tetikledigi baska molekiiler
yolaklarin islev degistirmesinden dolayr mi oldugu heniiz tam
anlamiyla netlestirilememistir (29). Homosistein, bulundugu or-
tamda sahip oldugu stilfiir bagi nedeniyle ¢evresindeki molekdil-
lerle artmis elektron alisverisinde bulunarak Red/Ox dengesini
bozmaktadir (30). Bu durum bu aminoasitin ¢ok farkl patofizyo-
lojik yolaklarda etkili olmasina neden olmaktadir (31).

Calismamizda her ne kadar biyokimyasal testlerle dinamik plaz-
ma homosistein konsantrasyonunu incelememis olsak da, daha
once yuksek doz I-metiyoninin alimmnin hiperhomosisteinemiye
yol actigini kanitlayan bir calismadan (32) daha yuksek bir doz
kullanilmistir. Kronik I-metiyonin yiiklemesine tabi tutulmus fa-
relerde hiperhomosisteinemi modeli olusturmaya calsiimis ve
bu negatif etkinin beyinde hangi hiicre gruplarini etkiledigi aras-
tinlmistir. L-metiyonin alip almamalarina ve cinsiyetlerine gore
karsilastirlabilir gruplara ayrilmis fareler, standardize edilmis
cesitli davranis testleriyle incelenmistir. Bu ¢alismalarda secilen
I-metiyonin yiikleme dozunun organ yetmezligine neden olabi-
lecek esigin altinda olmasina dikkat edilmistir. (33). Bu yiikleme
sonucunda beklemedigimiz bir sekilde hem disi hem de erkek
farelerde sadece hipokamplse bagh mekansal hafizaya bagh
bir bozulma oldugu gozlenmistir. Ayrica erkek farelerin disilere
kiyasla nesne-mekan testinde istatistiki olarak anlamli olmasa
da farkhlik gosterdigi saptanmistir (17,34) (Sekil 2-C). Bu farklilk
bize, disi ve erkek fare cinslerinin I-metiyonin yliklemesine karsi
degisik dirence sahip oldugunu distundirmustr. Cinsiyet farkli-
hginin davranis paternleri lizerine etkisi ile ilgili bir cok yayin ya-
pilmis olmasina ragmen (35), bu farklligin alt yapisini olusturan
noroanatomik alanlarin cinsiyete gore islevselligi ve stresor has-
sasiyetleri hentiz tam anlamiyla anlasilamamistir.

Daha once yapilan calismalarda hafiza fonksiyonlarinin tes-
te tabi tutulan 6znenin duygu durumundan etkilenebilecegi
go6sterilmistir (36). Bununla birlikte calismamizda kullandigimiz
yiksek doz |-metiyonin uygulanmis fare modelinde ne disi,
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ne de erkek farelerde anksiyete ve depresyon goriilmemistir..
Boylelikle duygudurum degisikliklerinin hafiza testlerinin so-
nuclarini etkileme ihtimali ortadan kalkmaktadir. Bu agidan
bakildiginda kullandigimiz modelin salt hafiza bozuklugunu
incelemek acisindan avantajli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda ndérodejenerasyonun sinir sisteminde etkiledigi
alanlarin yayginhdini incelemek acisindan bilissel ve duygudu-
rum testlerinin yani sira motor ve denge testleri de kullaniimis-
tir. Ne disi, ne de erkek farelerde herhangi bir motor ya da denge
kusuruna rastlanmamistir. Dolayisiyla yaptigimiz ¢alismada ytik-
sek doz I-metiyoninin olumsuz etkisine en fazla duyarli norolojik
alanin hipokampal bélgeler oldugu distinilmektedir. Bununla
birlikte uzun dénemde I-metiyonin yiiklemesinin etkileri sinir
sisteminde yaygin hasara da neden olabilir. Ote yandan hipo-
kampokortikal devrelere bagh hafiza lizerinde anlamli bir fark-
lilik bulamamis olmamiz, ya bu bélgelerin I-metiyonin etkisine
daha direncli oldugunu, ya da bu devreleri olusturan diger
noéroanatomik alanlarda (striatum, substantia nigra, entorinal
korteks vb.) bilissel islevleri negatif etkileyebilecek nérodejene-
rasyonun heniiz olusmadigini diistindtirmektedir. Bu s6z konu-
su anatomik ve hiicresel degisiklikleri daha sonra yapacagimiz
calismalarda daha derinlemesine arastirmayi planlamaktayiz.

Gulnlimize kadar nérodejenerasyonu agiklayan molekdler yolak-
lar icinde oksidatif stres (37), apoptozis (38), badirsak disbiyozu
(39,40), hiicresel senesans (41) vb. pek cok mekanizma 6ne suril-
mustiir. Bu calismamiz I-metiyonin yiiklemesinin akabinde hippo-
kampste hiicre kaybi olmaksizin, hiicresel senesans mekanizma-
sinin Ozellikle astrositlerde artmig oldugunu géstrmektedir. Ancak
bu hiicresel yanitin akut bir cevap mi oldugunu, yoksa giderek
norodejenerasyon ve hiicre kaybiyla seyredecek bir stirecin bas-
langici mi oldugu konusunda calismalarimiz devam etmektedir.

Hiicresel senesans ilk tanimlandiginda cesitli stresérlere maruz
kalan hucrenin kanserlesmeyi 6nlemek adina gelistirdigi bir
savunma yontemi olarak tanimlanmistir. Bu teori senesansi,
kanserlesme ve apoptozis arasinda se¢cim yapmak durumun-
da kalan hiicrenin, hiicre siklusundan c¢ikip, apoptotik yolakla-
r gecici olarak inhibe edip on yillar boyunca temel islevlerini
idame ettirebildigi bir ddnem olarak tanimlanmistir (42). Ancak
bu savunma mekanizmasi hiicreyi ilelebet koruyamamaktadir.
Senesansa giren hiicreler, daha dnce de belirttigimiz gibi im-
munohistokimyasal yontemlerle SA 3-Gal boyasi ile belirlenir.
Ancak son yillarda yapilan immiinohistokimyasal calismalar bu
SA 3-Gal boyamasinin, kanser disindaki sinir sisteminin embri-
yonik gelisiminde programli hiicre 6limiinden ¢ok cesitli néro-
dejeneratif sitireclere varan ortamlarda senesansa girmis hiic-
relerin varligini gostermistir (43-45). Bu baglamda embriyonik
gelisim ya da nérodejenerasyon surecinde hiicresel senesansin
kanserde oldugu gibi genetik, epigenetik ve cevresel stresler
tarafindan islevselligi bozulmus hiicrelerin ayiklanmasini tetik-
leyen bir stire¢ mi oldugu, yoksa bu 6zel hiicresel konumlarda
nérodejenerasyonu engellemek icin gelistirilmis bir savunma
mekanizmasi mi oldugu, ya da tam tersine nérodejenerasyonu
baslatan molekiiler yolaklari aktive mi ettigi bilinmemektedir.
Son olarak hiicresel senesans, butlin bu fizyolojik gelisimsel ve
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patolojik stireclerden bagimsiz olarak, molekdiler yolaklarda or-
taya ¢ikan epifenomenolojik degisiklikleri de yansitiyor olabilir.
Bu sorulari cevaplayabilmek i¢in daha sonraki calismalarimizda
I-metiyonin ytklemesi yapilmis farelerde uzun dénemde hipo-
kampdiste ve hafizay destekleyen diger noroanatomik alanlar-
da ortaya cikabilecek immuinohistokimyasal ve ultrastrikturel
degisimleri incelemeyi amacliyoruz. Boylece hiicresel senesans
mekanizmasinin tek basina nérodejenerasyonu baslatmaya ye-
terli olup olmadigi konusunda aciklik getirilecektir.
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ABSTRACT

Objective: In this study, the main aim was to research whether
decreased antioxidant activity was manifesting the intervertebral
disc degeneration in a population in which the degeneration could
be compatible with their ages.

Material and Method: The study group consisted of 39 patients
with lumbar disc degeneration (LDD) and 37 healthy controls.
Patient data including age, symptoms, neurological examination
findings, lumbar MRI findings, Oswestry Disability Index (ODI)
scores, and Visual Analogue Scale of pain (VAS) were used. Human
Glutathione peroxidase (GSH-Px) level was determined using the
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method.

Results: Serum GSH-Px levels were significantly lower in the pa-
tients with LDD when compared to the healthy controls (p=0.011).

Conclusions: In the present study, we demonstrated that, in addi-
tion to environmental factors, there is a correlation between GSH-
Px enzyme deficiency and lumbar disc degeneration.

Keywords: Glutathione peroxidase, lumbar degenerative disc dis-
ease, ELISA

0z

Amag: Bu calismanin temel amaci, yas nedeniyle disk dejenerasyo-
nu potansiyeli olan bir popllasyonda, azalmis antioksidan aktivi-
tesinin intervertebral disk dejenerasyonu ile iliskisini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Calismaya lomber disk dejenerasyonu (LDD) ta-
nist almis 39 hasta ve 37 saghkh gondllu dahil edildi. Hasta verileri
yas, semptomlar, norolojik muayene bulgulari, lomber MRG bul-
gulari, Oswestry Skala (ODI) skorlari ve Vistiel Analog Skala (VAS)
kullanildi. insan Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyeleri Enzime
Baglh immiinosorbent Olciim (ELISA) ydntemi ile tespit edildi.

Bulgular: Serum GSH-Px diizeylerinin LDD tanisi almis hasta gru-
bunda saglikh kontrollere gore anlamli olarak diistik oldugu belir-
lendi (p=0,011).

Sonug: Calismamizda cevresel faktorlere ek olarak GSH-Px enzim
eksikligi ile lomber disk dejenerasyonu arasinda bir korelasyon ol-
dugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon peroksidaz, lomber dejeneratif disk
hastaligi, ELISA
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INTRODUCTION

Intervertebral disc tissue is one of the earliest tissues in the
human body to degenerate (1,2) and is one of the major
pathological causes of chronic pain and debility, especially in
the elderly population. The decrease of hydration in disc con-
tent, loss in the height of disc space, thinning, microfractures,
ossification, and Modic changes in endplates and neighbor-
ing vertebral bodies are essential indicators of intervertebral
disc degeneration (3-8). Such a degeneration evolves in every
human being’s intervertebral disc during the aging process,
but, in some cases, it starts earlier and seems more like a
pathological degenerative disease than an indication of ag-
ing (9-13).

Genetic predisposition, trauma, environmental factors, and
smoking are other predisposing factors apart from aging in
intervertebral disc degeneration (11,14-17). Glutathione, a
substantial antioxidant peptide in the human cytoplasm, plays
a crucial role in protecting cells from oxidative damage (18).
Glutathione peroxidase (GSH-Px) belongs to an antioxidant
enzyme family that has peroxidase properties. GSH-Px has
the essential biological role of protecting the organism from
oxidative damage. Lifelong reduction in GSH-Px was shown to
increase lifespan and decrease age-related effects on patholo-
gy and increase tissues’ sensitivity to oxidative stress-induced
apoptosis (19).

In the present study, the main aim was to research whether the
decreased antioxidant activity manifested the intervertebral
disc degeneration in a population that the degeneration could
be compatible with their ages.

MATERIAL AND METHOD

Study Population

In a total of 76 cases, our study group consisted of 39 lumbar
disc degeneration (LDD) patients and 37 healthy controls. The
study’s patient population was composed of operated LDD
patients who were admitted to the Neurosurgery Department
of Yeditepe University. Patient data included: age, symptoms,
neurological examination, lumbar MRI examination, Oswestry
disability index (ODI) scores, and Visual Analogue Scale (VAS)
of pain (20). The same neuroradiologist reported the lumber
MRI results of patients and control groups. The Medical Facul-
ty Ethics Committee approved the present study protocol at
Yeditepe University. Informed consent was obtained from all
participants included in the study.
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The inclusion criteria for patients in the present study were
having lower back pain and radiculopathy and identification of
lumbar disc herniation in the lumbar MRI. The exclusion criteria
for patients were history or radiodiagnosis of infection, verte-
bral fractures or spinal deformities, spondylolisthesis, onco-
logic diseases, congenital anomalies, and osteoporosis. Eryth-
rocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP)
were checked to exclude inflammatory diseases. In the patient
group, the severity of pain was analyzed using the Visual An-
alogue Scale (VAS) of pain scores and the Oswestry Disability
Index (ODI) (20).

In the control group, the individuals who had lumbar MRI scans
reported as normal for nonspecific low back pain. They also
had laboratory analysis included CRP and ESR results as normal
levels. The demographic data information of the patients was
evaluated using the patient data system (Table 1).

In the patient group, the blood samples were collected before
the surgery. After the centrifugation process, separated serum
samples were frozen and stored at -80°C. The collected samples
were analyzed once a week, for a total of 60 days.

Determination of Glutathione Peroxidase Enzyme Levels
GSH-Px was determined by the two-site sandwich En-
zyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Serum
GSH-Px level was measured by Human GSH-Px ELISA Kit (Abb-
kine Scientific Co., Ltd., Wuhan, Hubei, China). The serum GSH-
Px levels were determined by spectrophotometrically.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed by the IBM SPSS version
23 Statistics program (SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA). The sta-
tistical significance was determined at a p-value <0.05. A Chi-
square analysis was performed, and the values were expressed
in numbers and percentages. The student t-test was used to
compare the quantitative parameters in the patient and con-
trol groups. The results were expressed in meanszstandard
deviations.

RESULTS

The present study included a total of 76 individuals as 39 pa-
tients with LDD and 37 healthy controls. The demographic
data of all cases are presented in Table 1. The mean age of pa-
tients was 43+10.34, and controls were 45.43+10.01, and there
was no statistically significant difference between the groups
(p=0.301). The examination of patients’ gender distribution

Table 1. Demographic information of patient and control groups.

Control Group (n=37) LDDD (n=39) P value
Age (years) (Mean+SD) 45.43+£10.01 43+10.34 0.301
GENDER (Male /Female) 23(62.2%) /14 (37.8%) 14 (35.9%) / 25(64.1%) 0.022*

* statistically significant difference; LDDD: Lumbar disc degeneration disease, SD: Standart deviation
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Table 2. The patients mean VAS and ODI scores.

Score Minimum Median Maximum
Oswestry 26 66 94
VAS 60 70 100

showed that 35.9% were male, and 64.1% were female. The ra-
tio of males and females in the control group were 62.2% and
37.8%, respectively. The gender distribution was significant-
ly different between the groups. The risk of developing LDD
was 2.9 times higher in females compared to males (p=0.022).
Also, 12 had a lumbar MRI scanning before the diagnosis and
a history of low back pain on at least one occasion. Of these
39 patients, 16 had a black disc, and 23 had a lumbar disc her-
niation. The patient’s mean VAS and ODI scores are presented
inTable 2.

The serum GSH-Px levels were statistically significantly lower in
the patient group than the controls (p=0.011). The serum GSH-
Px levels of the study groups are presented in Figure 1.

Serum GSH-Px Levels

35 28,99
30 22,83
. I T
N p=0.011
15
10
0
Control LDDD

* statistically significant difference

Figure 1. Serum GSH-Px levels.

DISCUSSION

Although intervertebral disc degeneration is a normal part
of the aging process, in recent years, some indicators have
shown that some genetic predispositions and environmental
factors, such as smoking and chronic injuries, could also play
a part (11, 14-16, 21). Typically, disc tissue, the counterpart
to the intervertebral disc space, is mostly devoid of vascular
tissue, so blood supply is mainly with diffusion from the out-
er layer of the annulus fibrosis and vertebral endplates (22).
Even this reality is one of the critical factors, regeneration of
such tissue would be difficult without an optimal vascular
supply. This is such an irony that one of the most important
suspension points of the body, the “intervertebral disc tissue”
exposed to mobility, erected posture, and loading stresses,
discloses a weak point against secondary insults of move-
ment-related trauma. Working under traumatic stress cause
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limited tissue perfusion during whole life-time, so degen-
eration of vertebral disc space can be accepted as a normal
consequence. However, modern underlying molecular mech-
anisms playing roles in this degeneration point outs multiple
clues (21).

As in all aging processes, genomic instability, epigenetic al-
terations, mitochondrial dysfunction, disorders in intercel-
lular communication, accumulation of damaged molecules,
disorders in cellular response, and dysfunction of biological
responses may play essential roles in degeneration (21,23).
This molecular mechanism set thinking that some unknown
disorders in this metabolic mechanism may aggravate disc
degeneration, and these may intern leads to earlier patholog-
ic clinically detected disorders in our clinical practice as lum-
bar disc herniation and degenerative spinal disorders with
stenosis.

Programmed cell death and degeneration of extracellular ma-
trix-induced oxidative stress participate in the pathophysiol-
ogy of disc degeneration. Vo et al. reported that the healthy
intervertebral disc’s significant characteristic is an absence of
vascularization. Reactive Oxygen Species (ROS) are produced
as a result of oxidative phosphorylation caused by hypoxic
conditions in disc cells (24). Dimozi et al. investigated that ox-
idative stress could trigger premature senescence and reduce
cell proliferation in the aged intervertebral disc (25). Also, the
catabolic processes of these senescent cells could contribute
to the degeneration of the tissue.

The GSH-Px biochemical function reduces lipid hydroperox-
ides to their corresponding alcohols and hydrogen peroxide to
water. The effect of GSH-Px on various diseases such as celiac
disease, coronary heart disease, diabetic nephropathy, and vit-
iligo has been studied previously (26-29).

Yang et al. (27) investigated that GSH-Px plays an essential role
in oxidative stress-induced disc degeneration in human nucle-
us pulposus cells. In this study, they claim that the antioxidative
effect of GSH-Px could be a candidate marker in reduced oxida-
tive stress in disc degeneration.

Our study is the first study to investigate the effect of GSH-Px
on lumbar disc herniation patients. In comparison between
patient and control groups in similar age groups, GSH-Px lev-
els were decreased significantly in the lumbar disc degener-
ation group compared to the healthy controls (p=0.011). This
suggests that GSH-Px enzyme deficiency might correlate with
degeneration of lumbar disc tissue and lumbar disc hernia-
tion in addition to environmental factors. Anti-oxidant mech-
anisms seem to play a significant part in lumbar disc hernia-
tions. In light of these results, if a biomarker could be found
for the deficiency of anti-oxidant mechanisms, diagnosis of
lumbar degenerative diseases could be made earlier, and
treatment with anti-oxidant therapies could prevent patients
from surgery.
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CONCLUSION

The present study showed that there is a correlation between
GSH-Px enzyme deficiency and lumbar disc degeneration in
addition to environmental factors. However, there are some
limitations to our study. Namely, the number of individuals
should be increased in order to confirm these results. More-
over, degenerative spinal diseases like spinal stenosis, spon-
dylolisthesis, and spondylosis could be added and compared
with our results to work out correlations between all lumbar
degenerative spine diseases for enzyme levels.
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ABSTRACT

Objective: Vitamin E is an essential micronutrient for maintaining
a healthy status and preventing disease. The purpose of this study
was to develop and validate a simple, sensitive and easily applica-
ble spectrophotometric method for determination of a-tocopher-
ol in pharmaceutical preparations.

Material and Method: The quantitative determination of the
a-tocopherol in pharmaceutical prepation was carried out using
the maximum absorbance value measured at 290 nm. Calibration
graphs were constructed by plotting the absorbance against the
corresponding concentration of standart a-tocopherol samples at
five different concentrations (10-100 pug/mL).

Results: The amount of a-tocopherol in the pharmaceutical soft
capsule was calculated as 101.572% (203.145 1U/capsule) (Evicap
soft capsule labelled content: 200 |U/capsule).

Conclusion: It suggested that the developed spectrophotometric
method in this study is accurate, sensitive, precise, reproducible
and easily applied to soft capsules and the other pharmaceutical
preparations.

Keywords: Spectrophotometry, pharmaceutical soft capsule, a-to-
copherol

INTRODUCTION

Vitamin E discovered by Evans and Bishop (1922) is an es-
sential micronutrient soluble in fat and must be provided
to the human body on regular basis to prevent deficiency
and maintain a healthy status (1,2).

Vitamin E is very important for health promotion, disease
prevention and terapeutic applications due to its chemical
and biological antioxidant activity (3).

0z

Amag: E vitamini saglkli durumun korunmasi ve hastaliklarin 6n-
lenmesi icin gerekli bir mikro besin maddesidir. Bu ¢alismanin ama-
a1, farmasotik preparatlarda a-tokoferoliin belirlenmesi icin basit,
duyarl ve kolayca uygulanabilir bir spektrofotometrik yontem ge-
listirmek ve dogrulamaktir.

Gereg ve Yontem: Farmasotik preparatlarda a-tokoferoliin kantitatif
tayini 290 nm'de Ol¢lilen maksimum absorbans degeri kullanilarak
gergeklestirildi. Kalibrasyon grafikleri, bes farkli konsantrasyonda
(10-100 pg/mL) standart a-tokoferol érneklerinin absorbanslarina
karsilik gelen konsantrasyonlarin ¢izilmesiyle olusturuldu.

Bulgular: Farmasotik yumusak kapsildeki a-tokoferol miktari
%101,572 (203,145 IU/kapsul) olarak hesaplandi (Evicap yumusak
kapsul etiket icerigi: 200 IU/kapsuil).

Sonug: Bu calismada gelistirilen spektrofotometrik yontemin dog-
ru, duyarli, hassas, tekrarlanabilir oldugu ve yumusak kapsul ve
diger farmasotik preparatlara kolayca uygulanabilecedi ileri surdil-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: Spektrofotometri, farmasétik yumusak kapsdl,
a-tokoferol

Vitamin E is a classical antioxidant due to properties
free-radical scavenger (4) and has been used in treating re-
active oxygen species (ROS) releated diseases (5). Vitamin
E derivatives have been shown to be potent inducers of
apoptosis in cancer cells because of their antioxidant ac-
tivity. In addition, Vitamin E derivatives have been shown
induce protective effects and prevent apoptosis in some
experimental model systems (1,3). In addition to protec-
tive effects against some types of cancer (6,7), it has been
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reported that in the literature that Vitamin E has protective
effect against cardiovascular, neurological and inflammato-
ry diseases (4,8,9), and an incidence reducing effect against
some diseases such as fibroplasia, bronchopulmonary dyspla-
sia and hemolytic anemia (10,11). In literature, there are a lot
of studies about in vitro and in vivo antitumor potential, anti-
oxidant activity, antiradical activity and cytotoxicity of Vitamin
E (12-16).

Vitamin supplements attract a lot of attention due to these
effects. Numerous vitamin preparations often formulated are
available on the market and can be taken easily.

Vitamin E is the name for molecules with a-tocopherol, de-
scribes eight lipophilic, naturally occuring compounds contain-
ing four tocopherols and four tocotrienols (a, 3, y and §). The
well-known function of vitamin E is antioxidant activitiy. Vita-
min E requirements in humans are limited only to a-tocopherol
because only a-tocopherol has been shown to reverse human
vitamin E deficiency symptoms. Chemical structure of a-to-
copherol is given in Figure 1 (3,17).

CH,

H;C

HO

CH,

Figure 1. Chemical structure of a-tocopherol.

For the determination of a-tocopherol, several methods have
been reported in different samples such as foods (18), cos-
metics (19), biological fluids (20-22), natural compounds (23)
and pharmaceutical preparations (24) in the literature. Chro-
matographic methods such as gas chromatography, liquid
chromatography and spectroscophic methods such as mass
spectrometry, UV-Vis spectrophotometry, flourescence spec-
trophotometry have been widely used for the quantification of
tocopherols (25). Although mostly chromatographic methods
such as high performance liquid chromatography (HPLC) are
used, spectrophotometric methods are also highly preferred
due to their simplicity and specifity for determination of phar-
maceutical preparations (24).

In this work, it was aimed to develop a validated, sensitive and
simple UV spectrophotometric method for the quantitative de-
termination of a-tocopherol and also to apply the developed
method to the commercial pharmaceutical preparations. For this
purpose, the proposed method was validated according to Inter-
national Council for Harmonisation (ICH) guideline (26) in terms
of precision, linearity and accuracy.

MATERIAL AND METHOD

Instrumentation and chemicals
Ultraviolet visible spectrophotometer (Shimadzu UV Visible
Spectrophotometer UVmini-1240) with local control software

Experimed 2020; 10(2): 72-6

was used for determination of a-tocopherol. UV spectra of the
solutions were recorded in 1 cm quartz cells at the range be-
tween 250 and 400 nm.

a-Tocopherol (CAS number 10191-41-0) and methanol (CAS
number 67-56-1) was purchased from Sigma Aldrich (Germa-
ny). Evicap soft capsule (labelled content: 200 IU a-tocopherol/
capsule) was purchased from pharmacy (Istanbul, Turkey).

Preperation of stock and quality control solutions

The a-tocopherol stock solution was prepared at a concentra-
tion of 5 mg/mL in methanol. For preparation of the quality
control samples the stock a-tocopherol solution was diluted
with methanol at the concentrations of 10, 25, 50, 75 and 100
pg/mL. Methanol was used blank solution. All solutions were
stored 4 °C for 2 weeks.

Assay of pharmaceutical soft capsule

Three pharmacetical soft capsules (200 IU a-tocopherol in a
capsule) were diluted to 30 mL with methanol and sonicated
for 30 seconds. The mixture was filtered and than completed to
50 mL with methanol. The amount of a-tocopherol in capsule
was calculated using regression equation.

Method validation

The developed method was validated according to ICH guide-
lines (26). Calibration curves were constructed by plotting the
absorbance against to the corresponding concentration of
quality control samples. Limit of quantification (LOQ) and limit
of detection (LOD) were determined as 10 o/s and 3.3 o/s re-
spectively. Intra- and interday precisions were tested at three
concentration levels (25, 50, 75 pug/mL) of a-tocopherol. Ac-
curacy of the method was examined by recovery studies per-
formed at three concentrations. Recovery and RSD were calcu-
lated for commercial capsule form.

RESULTS

Spectrophotometric method

Methanol was used as blank solution in the study. a-Tocopher-
ol’s UV spectrum of in methanol showed maximum absorbance
at 290 nm. The maximum absorbance of a-tocopherol was
broader at low concentration. So, concentration of minimum
quality control solution was 10 pg/mL in the study.

Assay validation

Linearity, LOD and LOQ

For spectrophotometric determination, linearity ranges were
10-100 pg/mL in methanol with a correlation coefficient (r) of
0.999 for a-tocopherol. The regression equation was found to
be y=0.0058x+0.2198 for a-tocopherol. Standard graphic cali-
bration curve and correlation coefficient (r) value were given in
Figure 2. The statistical parametres of calibration curves were
given in Table 1. The regression equation was calculated cali-
bration curves along with the standart deviation of slope and
intercept on the ordinate (n=6).
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Figure 2. Standart graphic calibration curve.

LOD and LOQ values of the a-tocopherol was determined using
calibration standards. LOQ and LOD of the proposed method
were 2.228 and 6.752 pg/mL for a-tocopherol, respectively. The
linearity parameters of the method were presented in Table 1.

Table 1. Validation parameters of the proposed method (n=6).

Parameters a-tocopherol
A (nm) 250-400
Maximum absorption (nm) 290
Linearity range (pg/mL) 10-100

Regression equation y=0.0058x+0.2198

Ozgul Artuc
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Precision and accuracy
Precision and accuracy of the proposed method was deter-
mined by analysing the quality control samples in the same
day and on three diffrent days at three different concentration
(25,50, 75 pg/mL) (n=6).

Precision of the method was expressed by relative standard
deviation (RSD %). Interday and intraday precision values (RSD
%) were found in the range of 0.876-1.308 and 0.566-1.349, re-
spectively.

Accuracy of the method was expressed by mean percent re-
covery (R%). Interday and intraday accuracy values (R%) were
found in the range of 99.563-102.425 and 100.927-102.368, re-
spectively.

Intraday and interday precision were found to be less than
1.35% and accuracy values were found to be about 100% (Ta-
ble 2). These results showed that the developed method was
validated and reproduciple with good precision and accuracy.

Analysis of commercial soft capsule

In this study, a-tocopherol in commercial soft capsule was ana-
lysed according to the validated method at three different con-
centration (25, 50, 75 pg/mL) (n=6). The mean recovery values
was found between 100.084-103.920% range for the different
concentrations of a-tocopherol. It was observed that the de-
veloped method was reproducible with good accuracy (Table
3) for soft capsule.

Table 3. Recovery values of the commercial soft capsule
containing a-tocopherol (n=6).

Added Found+SD R RSD
Standart deviation of slope 0.002 (ng/mL) (%) (%)
Standart deviation of intercept 0.090 25 25.178+0.003 100.084 0.692
Correlation coefficient (r) 0.999 50 51.960+0.005 103.920 0.903
LOD (ug/mL) 2.228 75 75.063+0.005 100.713 0.742
LOQ (pg/mL) 6.752 SD: Standart deviation. RSD: Relative standart deviation. R: Recovery
Table 2. Intraday and interday precision values of the proposed method (n=6).
Interday precision Intraday precision
C (ng/mL) Found+SD RSD (%) R (%) C (ng/mL) Found+SD R (%) RSD (%)

25 24.891+0.003 1.308 100.889 25 25.293+0.002 100.927 1.349

50 51.213+0.004 0.707 102.425 50 51.184+0.004 102.368 0.771

75 75.667+0.009 0.876 99.563 75 75.695+0.009 101.172 0.566

C: Concentration, SD: Standart deviation. RSD: Relative standart deviation. R: Recovery
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Figure 3. UV spectra of a-tocopherol (A) and commercial soft capsule (B).

UV spectrum of a-tocopherol at the concentration 100 pg/mL
in methanol was given in Figure 3 (A). UV spectrum of commer-
cial soft capsule containing a-tocopherol at the concentration
75 ug/mL was given in Figure 3 (B).

The calculated content of a-tocopherol in capsule was about
100.084-103.920% (203.145 IU/capsule) of the labelled content
(200 IU/capsule).

DISCUSSION

In literature, there are several different methods (18,20,27,28)
reported for the quantitaive determination of a-tocopherol in
different samples such as natural plants (23), pharmaceutical
preparations (24) and human plasma (20,21). Spectropho-
tometric and chromatografic (liquid, gas, high performance
liquid chromatography etc.) methods are frequently used to
determination of a-tocopherol (18,20,23,24). These methods,
especially chromatographic methods require different experi-
mental processes such as extraction and removal of excipients.
Also, chemical reagent used in chromatographic methods are
more expensive than others. Therefore, spectrophotometric
methods that do not require these experimental procedures
are cheaper and simpler than chromatographic methods.

According to the literature researches, it was ovserved that
a-tocopherol determination studies were mostly done in bio-
logical fluids (27), natural plants (23), foods (18) and cosmetics
(19). Although several researches for the determination of a-to-
copherol in biological fluids, cosmetics etc have been reported,
determination in pharmaceutical preparations is scarce.

In this study for the developed spectrometric method, the re-
gression equation and correlation coefficient (r) were found to be
y=0.0058x+0.2198 and 0.999 for a-tocopherol, respectively. LOD
and LOQ values for the method were found to be 2.228 and 6.752
pg/mL, respectively. Also presicion and accuracy values of the de-
veloped spectrophotometric method were found to be less than
1.35% and about 100%, respectively. These results showed that
the developed method validated for quantitative determination.

And also the calculated content of a-tocopherol in Evicap soft
capsule was about 100.713-103.920% of the labelled content.
These obtained results showed that a spectrophotometric meth-
od was developed and validated for the determination of a-to-
copherol in commercial soft capsule formulation.

The results obtained showed that the developed and validated
method is cheaper and simpler than the other methods in the
literature such as chromatographic, voltammetric and spectro-
scopic methods (20,24,25). And also these results showed that
the developed method presice and accurate for the quantitaive
determination.

CONCLUSION

In the present work a simple, precise, reproducible and accu-
rate spectrophotometric method has been developed and vali-
dated for routine determination of a-tocopherol in commercial
soft capsule formulation. The presented method can be ap-
plied directly and easily to the commericial pharmaceutical for-
mulations of a-tocopherol. The obtained results showed that
the proposed method might be an alternative determination
method for routine analysis.
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Etik Komite Onay:: Bu calismada, etik komite iznine gerek duyulacak
bir materyal ya da deney hayvani kullaniimamustir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilari: Fikir - G.O.A.; Denetleme - G.O.A,; Gerecler - G.O.A,; Veri
Toplanmasi ve/veya islemesi - G.0.A.; Analiz ve/veya Yorum - G.O.A,; Lit-
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Cikar Catismasi: Yazar ¢ikar catismasi bildirmemistir.

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

This research is based on the study of boiler water with a high con-
tent of waste inside boilers. After many years of use, a very toxic
lime scale (LS) is formed in the boiler mixed with heavy elements,
ions, and other molecules dangerous for human health. The high
concentration of some heavy metals in domestic boilers is a prob-
lem in itself. During our study we created laboratory proof that
inside domestic boilers contain extremely high concentrations of
some heavy carcinogenic metals. Domestic boilers should have a
simple system for cleaning the waste in the boiler that in our re-
search contains heavy metals that can create profoundly serious
problems in a person with normal metabolism. The chemical
parameters analysed in the domestic boilers are: Cu (0.002-3.08)
mg/L, Fe (0.001-0.97) mg/L, Cr*® (0-0.31) mg/L, Al** (0.001-0.8<)
mg/L, Ca*? (56-200<) mg/dm?, CI~ (12.3-45) mg/L, Cl, (0-2.2) mg/L,
PO, (0.04-1.3) mg/L, NO,-N (0.0006-2.9) mg/L, NH;-N (0.001-0.5)
mg/L. The high presence of heavy metals in water has recently
been causing serious problems. Scientific research in the field of
environmental toxicology has given us more and more answers to
the questions of where many human health problems can come.

Keywords: Water, lime scale, boiler, heavy metals, toxicity, cancer

INTRODUCTION

Heavy metals have often been presented as one of the big-
gest public health problems. The removal of heavy metals
with the term carcinogen is often inevitable by not detect-
ing the source of where we can get these metals. The aim of
every scientific researcher of medical, environmental, and
food toxicology is to detect the main carcinogenic sources

0z

Bu arastirma kazanlardaki atik icerigi yiksek olan kazan suyunun
incelenmesine dayanmaktadir. Uzun yillar kullaniminin ardindan,
kazan icinde agir elementler, iyonlar ve insan saglidi icin tehlikeli
diger molekullerle karismis olarak oldukga toksik kire¢ pulu olus-
maktadir. Ev tipi kazanlarda bazi agir metallerin ylksek konsant-
rasyonda bulunmasi bash basina bir sorundur. Calismamiz kapsa-
minda, ev tipi kazanlarin son derece ylksek konsantrasyonlarda
birtakim agir kanserojen metaller icerdigine dair laboratuvar bul-
gularini ortaya koyduk. Ev tipi kazanlar, kazandaki atiklari temizle-
mek icin basit bir sisteme sahip olmalidir; bu kazanlar, arastirmami-
za gOre, normal metabolizmaya sahip bir kiside ¢ok ciddi sorunlar
yaratabilecek agir metaller icermektedir. Ev tipi kazanlarda analiz
edilen kimyasal parametreler sunlardir: Cu (0,002-3,08) mg/L, Fe
(0,001-0,97) mg/L, Cr*¢ (0-0,31) mg/L, Al** (0,001-0,8<) mg/L, Ca*?
(56-200<) mg/dm?, ClI= (12,3-45) mg/L, Cl, (0-2,2) mg/L, PO, (0,04~
1,3) mg/L, NO,-N (0,0006-2,9) mg/L, NH;-N (0,001-0,5) mg/L. Suda
yuksek miktardaki agir metal mevcudiyeti son yillarda ciddi sorun-
lara neden olmaktadir. Cevresel toksikoloji alanindaki bilimsel aras-
tirmalar, bircok insan sagligi sorununun nereden gelebilecegine
dair sorulara giderek daha fazla yanit verebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Su, kire¢ birikimi, kazan, agir metaller, toksi-
site, kanser

of inorganic or organic character. As toxicology researhers,
we have found high amounts of heavy metals in home
boilers calling it the main source of carcinogens in a home.
Why? In most cases, we have seen that hot water can often
be used in the kitchen for the preparation of food products
or anything else and the absence of information on what
this type of water can bring in contact with lime scale (LS)
could cause serious problems. In metabolism and the lab-
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oratory work is focused on what kind of carcinogenic metals
may be in LS and what the consequences may be if our metab-
olism has contact with this type of water etc.

Heavy metals/metalloids are an important kind of pollutant
that lead to a degradation of water quality. Trace metals in
waters may originate from both natural and anthropogenic
processes (1). Without information regarding physico-chemical
parameters, water has often been the cause of many different
diseases. According to this research, thermal devices contain
very dangerous elements in LS that cause different diseases in
people with normal metabolism. The combination of unit pro-
cesses used in water treatment technological systems should
ensure not only removal of pollutants present in normative
values, but also guarantee water quality that should reduce
the risk of secondary contamination during transport to the
recipient (2). Chemical pollutants found in water boiler systems
typically include calcium salts, magnesium, aluminium oxide,
etc (3).

The toxicity of heavy metals has been documented throughout
history by diagnosing the symptoms of heavy metal poison-
ing. Heavy metals pollution is a menace to our environment as
they are the foremost contaminating agents of our food supply
(4), also are well-known environmental pollutants due to their
toxicity, persistence in the environment, and bio accumulative
nature (5). Pollutants in LS boilers frequently present a major
health risk including those with heavy metals with high poten-
tial for toxicity:

Iron can initiate cancer mainly by the process of oxidation of
DNA molecules. This can sometimes result in cell death (6), or a
spectrum of diseases with diverse clinical manifestations, rang-
ing from anemia to iron overload, and possibly to neurodegen-
erative diseases (7).

Copper is widely distributed in nature and is an essential
trace element for humans. Nonetheless, Cu (copper) shows
some toxicological effects, damage to the renal tubules,
brain, and other organs (8), high concentrations cause oxida-
tive stress resulting in kidney, gastrointestinal tract, or liver
damage (e.g., abdominal pain, cramps, nausea, diarrhea, and
vomiting), which can be fatal (9), physiologic processes, such
as angiogenesis; neurohormone homeostasis; and regulation
of gene expression, brain development, pigmentation, and
immune system functioning (10). However, copper toxicity
has been reported in people who consume water containing
high levels of copper as a result of stagnant water in copper-
containing pipes and fixtures as well as copper alloys in water
distribution systems and household plumbing that allow
copper to leach into water (11,12).

Chromium is a mineral that humans require in trace amounts, al-
though its mechanisms of action in the body and the amounts
needed for optimal health are not well defined (13). The hexa-
valent chromium has been demonstrated to be associated with
toxic parameters and classified as a human carcinogen and mu-
tagen (14), particularly hexavalent chromium (Cr*) has been the
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greatest concernand is categorized as a group human carcino-
gen by the “International Agency for Research on Cancer”.

Aluminium showed adverse effects on the nervous system and
resulted in memory loss, problems with balance and coordina-
tion (15).

Ammonia is present in groundwater very often. Its presence in
water describes its formation as the result of the reduction of
organic substances containing nitrogen, and deamination of
amines, etc (16).

Nitrites in the water supply system can also be reached due to
their frequent use as a corrosion inhibitor during industry wa-
ter processing (17). In humans, nitrite can cause methemoglo-
binemia, which is a specific type of anemia. Furthermore, nitrite
has been observed to cause several types of cancer in animals
and may potentially do so in humans (18).

According to many public health researchers, high concentra-
tions of calcium in water cause cardiovascular problems in hu-
mans (19).

MATERIAL AND METHOD

During in this research the following parameters have been
analysed in boiler water: copper (Cu), iron (Fe), chromium
(Cr*¢), aluminium (Al*3), calcium (Ca*?), chlorine (CI-), phos-
phate (PO,3), ammonia (NHs-N), nitrites (NO,-N), and chlorine
(Cl,). Analytical methods and DR / 2010 HACH. spectropho-
tometry are used for the determination of these parameters in
water LS inside the boilers. Spectrophotometer is very popular
in water chemistry labs because it provides accurate results.
We have described the general scientific form of LS in domes-
tic boilers, see Figure 1.

l:!1.1“':r Lime Scale
Water supply .
from the water] —_— —_— ]]wmg of
treatment plant the bigor
Bottle J\Vith bigor
Waste v S?ﬁpjjmng powder in distilled water
aft:r
ﬂltralmn @ @ @
H Health 11.1:.

= Spectrophotome try

Analytical DR/2010 HACH

method
Figure 1. General description of the experimental study in
high-volume domestic boilers water.
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Figure 2. Sampling of LS in domestic boilers operating at temperatures (60-75)°C.
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Mechanical sampling way in boilers of different volume
For the removal of the formed LS the mechanical method was
used. Different tools can be used for the mechanical removal of
LS. However, tools should be made of chrome as other metals
can react chemically with the LS, see Figure 2. Mechanical actions
during the cleaning operation may result in damage of some
parts of the boiler, so cleaners should have good knowledge of
the constructive properties of the appliance and deal with them
with great care (20). It should be noted that most domestic boil-
ers operate 24 h at a temperature of (60-75)°C and these boilers
are supplied with municipal drinking water

Treatment of samples after taking from domestic boiler
After the mechanical cleaning of the boiler, the LS was carefully
taken, placed in a dried chrome dish, and left drying for a few
days. After drying, the LS was pressed in a very fine powder.
This 200 g powder is placed with distilled water in a glass bot-
tle with a volume of 2 L, which has stood for two weeks at a
temperature of 4-5°C. Every day, three times a day, the glass
bottle was shaken, so that the ions are as much in contact with
distilled water as possible.

Chemical reagents
Phos Ver 3 reagent (HACH®), Ammonia Salicylate Reagent
(HACH®), Ammonia Cyanurate Reagent (HACH®), ChromaVer

3 (HACH®), FerroMo Iron Reagent 1 (HACH®), FerroMo Iron
Reagent 2 (HACH®), CuVer 1 (HACH®), DPD Total Chlorine
(HACH®), AgNO; (c=0.01 mol/L), K,CrO, (c=0.257 mol/L),
EDTA (c=0.01 mol/L), NaOH (c=2 mol/L) and black murexide.

Analyzed method and toxicological study of heavy and es-
sential metals

Use of the spectrophotometer for analytical analysis is one of
the greatest advantages of analytical chemistry to detect essen-
tial metals and heavy metals that can cause serious problems
in the human body. We, during the work in the laboratory have
used powder fabricated for analysis by the company HACH®
(Figure 3) to determine these heavy metals and the use of this
experimental method enables us to have the most serious re-
sults for a scientific field like toxicology. This experimental part
has enabled us to detect a domestic source of cancer such as
water heating boilers and with the analyzed samples and the
implementation of internationally known methods have man-
aged to compile some very successful results for human health
etc. Below we will describe the spectrophotometer (HACH®
Model DR/2010) methods used in laboratory experiments:

PO, (Method 8048, A=890 nm), NH5-N (Method 8155, A=655
nm). Cr*¢ (Hexavalent Chromium, Method 8023, A=540 nm),
Fe (Method 8365, A=590 nm). Cu (Copper 9 Bicn Method 8506,

Figure 3. Analysis of chemical parameters in LS samples with HACH® Model DR/2010 spectrophotometer.
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A=560 nm). Cl, (Pocket Colorimeter Il (HACH® Chlorine Test,
Method 8167). CI (Mercuric Thiocyanate Solution, Ferric lon
Solution, Method 8113, A=455 nm), while determining calcium
by trituration we used these reagents: 5 ml of buffer solution
(in this issues NaOH (c=mol/L), black murexide indicator (black
murexide, NaCl (c=0.01 mol/L), and then titrated with ethylen-
ediaminetetraacetic acid (EDTA) (c=0.01 mol/L), 5 min after the
addition of NaOH. The determination of Ca*? was calculated by
the following eq. (1): (17,21).

Vepra® Cepra® 56 - 1000
Vs

Ca**mg/L= (M

where Vepra is the volume (ml) of the titre with EDTA, Cepra is
the concentration of EDTA (c = 0.01 mol/L), and Vs is the volume
of the sample used.

RESULTS AND DISCUSSION

During the research, important results were obtained which
helped determine which boiler samples were in the accor-
dance with World Health Organization (WHO). The concerta-
tions that were not in accordance with WHO were divided in
two groups. For more information, read the discussion of the
results for each chemical parameter.

Copper (Cu)

Mass concentration of copper in this research was in the range
from (0.002 -3.08) mg/L. Copper is one of the most important
metals in this scientific research because of its high presence in
the LS of boilers. The concentrations of Cu in the samples were
divided in two groups:
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[i]. In the boiler samples SP;, SP3, SP,, SP¢, SP;, SPg SPy and SP,q,
the concentration of Cu is (0.002-1.3) mg/L and that concentra-
tion is in line with WHO regulations (Table 1).

[iil. In samples SP, to SPs, the concentrations of Cu (2.01-
3.08) mg/L (Table 1) and Cu were not in line with the WHO
allowed water regulation. The concertations of Cu in these
samples contain a serious problem and open an important dis-
cussion for LS in domestic boilers.

Iron (Fe)

Iron in the samples SP, to SP;, were not all in the category of
chemically pure iron water, compared to WHO (0.3 mg/L). The
Fe concertation in the boiler samples range from (0.001-0.97)
mg/L. Some samples contained a high score of Fe and were not
in accordance with WHO regulations. We will divide them in
two groups according to the WHO regulation:

[i]. In the boiler samples SP,, SPy, and SP,,, the concentrations
of Fe are from (0.001- 0.2) mg/L, which mean that these con-
centrations were in accordance with WHO (Table 1).

[iil. In boiler samples SP,, SP,, SP5, SPs, SP¢, SP,, and SPg the
present concentration of Fe was from (0.33-0.97) mg/L, which
meant that this concentration was higher than 0.2 mg/L and
was not in line with WHO regulations (Table 1).

Calcium (Ca*?)

The concentration of Ca*? in the boilers was very high and
ranged from 56 mg/L to over 200 mg/L (Table 1). We divided
the boiler samples in two groups, according to WHO regula-
tion:

Table 1. Results of chemical parameters in water samples with LS of domestic boilers

Unit Chemical parameters (mg/L)

Samples (SP) Cu Fe Cr+e Al+ Cat? PO, NO,-N NH;-N Cl, Cl-
SP, 0.29 0.46 0.05 0.001 >200 0.09 1 0.14 0.48 223
SP, 3.08 0.97 0.31 >0.80 >200 0.71 29 0.41 2.2 20
SP;3 0.46 0.33 0.08 0.006 146 0.06 0.6 0.9 1.6 25
SP, 0.1 0.2 0.004 0.09 56 0.04 0.8 0.04 1.4 45
SPs 2.01 0.8 0.28 0.4 >200 0.64 3 0.7 1.1 12
SPg¢ 1.3 0.9 0.12 0.1 147 1.3 1.5 0.25 1.9 23
SP, 0.9 0.51 0 0.001 59 0.08 0.9 0.5 0.56 14
SPg 1.6 0.6 0.09 0.02 150 0.45 1.1 0.17 1.5 19
SPy 0.002 0.001 0 0.0001 >200 0.045 0.0008 0.001 0 18
SPqo 0.003 0.003 0 0.0003 >200 0.056 0.0006 0.002 0 123
WHO reference values 2 03 005 02 <200 02 0.5 0.5 02 <250

(mg/L) (22)
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[il. In the boiler samples SPs, SP,4, SPg, SP7, and SPg, the concen-
tration of Ca in sample ranges between 56 mg/L and 150 mg/L
and were within WHO regulations (Table 1).

[ii]. In the boiler samples SP;, SP,, SPs, SPy, and SP,q, the con-
centration of Ca*? was more than 200 mg/Land were not in ac-
cordance with WHO regulations (Table 1).

Hexavalent chromium (Cr*¢)

The concentration of Cr*® in the ten samples ranged from (0-
0.31) mg/L. In our research, Cr*® in some boiler samples were
not within WHO allowed regulations. We divided them into two
groups according to WHO regulations:

[i]. In the boiler samples SP,, SP,4, SP5, SPy, and SP;,, the con-
centrations of Cr*¢ in samples were within WHO regulations
(Table 1).

[iil. In boiler samples SP,, SP3, SPs, SP¢, and SPg, the concen-
trations of Cr*¢ in samples were not in accordance with WHO
regulations, the concentration of Cr*® was 0.31 mg/L (Table 1).

Aluminium (Al*3)

Aluminium as a metal has often demonstrated negative effects
on people with a normal metabolism, as cited above. Al** in our
research in most analysed samples was not in accordance with
WHO water conditions (Table 1). The concentration of Al** in
boiler samples ranged from (0.0001 - 0.80) mg/L. We divided
the samples into two groups according to WHO regulations:

[i]. The first group included samples of boilers SP;, SP, SPg, SP;,
SPg, SPo, and SP,q, in which Al*3 concentrations were in line with
WHO (Table 1).

[iil. The second group included boiler samples SP, and SPs,
in which the concentrations of Al*> were very high. In SP5 the
concentration was 0.4 mg/L and in SP, above 0.80 mg/L, which
meant that these two samples were not in accordance with WHO.

Phosphates (PO,?3)

Determination of phosphates (PO,~) in water was unavoidable
to control the quality of water. In the analysed boiler samples,
the concentration of PO, varied from (0.04 - 1.3) mg/L and
most of the samples had high concentrations of PO,~. We divid-
ed the samples into two groups according to WHO regulations:

[i]. In boiler samples SP,, SP3, SP,, SP;, SPo, and SP,, the concen-
trations of PO, were in accordance with WHO, concentrations
were from (0.045-0.09) mg/L (Table 1).

[iil. In boiler samples SP,, SPs, and SPg, the concentrations of
PO, were not in line with WHO, the concentrations were from
(0.45-0.71) mg/L (Table 1).

Nitrites (NO,-N)

Spectrophotometers are increasingly preferable for nitrite
(NO,-N) determination, as the analytical method for nitrite de-
termination cannot provide accurate results. In this research,
the NO,-N was divided in two groups according to WHO:
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[il. In the boiler samples SPg and SP,, the concentrations of NO,-N
were from (0.006 - 0.008) mg/L, in which two boilers did not con-
tain high levels of NO,-N and were in accordance with WHO.

[ii]. The boiler samples SP;, SP,, SP3, SP4, SPs, SP¢, SP7, and SPg
all contained high concentrations of NO,-N.The NO,-N concen-
tration in these samples ranged from (0.6 -2.9) mg/L, which was
not in line with WHO (Table 1).

Ammonia (NH;-N)

From the environmental chemistry theories, it is known that
NH3-N presents a major problem in surface water and ground-
water. In some analysed samples, NH3-N was present in high
levels and we divided them in two groups according to WHO:

[il. In boiler samples SPy, SPy, and SP,, did not contain a high
concentration of NH;-N. Concentrations ranged from (0.001-
0.5) mg/L and these samples corresponded with the WHO wa-
ter regulations (Table 1).

[iil. In boiler samples SP;, SP,, SP3, SP,4, SPs, SPs, and SPg were
not in accordance with the WHO because they contained high
concentrations of NH3-N approximately 0.41 mg/L (Table 1).

Chlorides (CI)

In all boiler samples that were analysed, unlike all the other an-
alysed chemical parameters, the chlorides were in agreement
with WHO permissible values as their concertations ranged
from (12-45) mg/L (Table 1).

Chlorine (Cl,)

The concentration of chlorine in these samples was very high
compared to WHO's permissible values. The concentration of
Cl, in the analysed samples in the boilers supplied with differ-
ent water treatment plant so Cl, was deposited in the LS, spe-
cifically inside the domestic boiler, which means that Cl, is a
major concern for health. It is known that disinfection of chlo-
rinated water with gases can be made from (0.2-0.5) mg/L. In
this scientific research of samples analyses, Cl, ranges is from
(0-2.2) mg/L. Some samples that were not in accordance with
WHO, were divided in two groups:

[il. Sampling boilers SP,, SPy, and SP;, did not contain high con-
centrations of Cl,, which varied from (0-0.48) mg/L. These con-
centrations were within the WHO parameters (Table 1).

[iil. In the samples of boilers SP,, SP3, SP,, SPs, SPs, SP;, and
SPg, contained high concentrations of Cl, from (0.56-2.2) mg/L.
These concentrations of Cl, were not in accordance with WHO
permissible values (Table 1).

CONCLUSION

We, as scientific researchers have been able to provide scientific
proof in this research that domestic boilers today are very dan-
gerous in the formation of LS. Domestic boilers with LS contain
heavy metals with carcinogenic properties in the samples we
studied and this research shows very serious problem especial-
ly in DNA damage and other problems in human health. The
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chemical parameters with the highest concentration of toxic-
ity in some samples in our research are: (Cu, Fe, Cr*¢, A3, Ca*?,
PO,3, NO,-N, NH;-N, Cl,) mg/L.

Cu as a heavy metal in our research was not in accordance with
WHO, Cu concentrations were up to 3.08 mg/I. Fe as a heavy
metal for the human body can often become toxic when the Fe
concentration is not in accordance with WHO, in our study the
concentrations of Fe reaches up to 0.97 mg/L. Cr*® and is one
of the most dangerous and toxic chemical parameters due to
these high levels. In our scientific research, the concentration of
Cr*¢is up to 0.31 mg/L and was not in condition with WHO. Al*?
as a frequent hazardous parameter in water is a concern, espe-
cially when the high concentration reaches more than 0.8 mg/L
as in our research. Ca*? as an important chemical parameter in
water sometimes causes health problems if Ca*2 is high, espe-
cially when exceeding 200 mg/L which is unhealthy for normal
human metabolism and in our research the concentration of
Ca*? was not in accordance with WHO because the concentra-
tion of Ca*? was >200 mg/L. The high presence of Cl, in water
with LS represents another health concern that may cause Cl,.
The concentration of Cl, in our research was 2.2 mg/L which
means it was not in line with WHO. The concentration of PO,
in our samples was approximately 1.3 mg/L so the concentra-
tion of PO,43 in our samples was so high and not in accordance
with WHO. The high concentration of NO,-N and NHs-N in the
water causes toxicity, the concentration of NO,-N was 2.9 mg/L
in our analyzed samples, this high concentration of NO,-N was
not in accordance with WHO but the concentration of NH3-N at
0.5 mg/L, was in accordance with WHO. Water in contact with
LS used in the kitchen for food or other forms can cause car-
cinogenic effects on the normal metabolism of humans.
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ANNEX A. Heavy metal concentration diagrams in the analysed samples
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ABSTRACT

Bone metastasis is an important cause of morbidity and mortality.
In today's oncology practice, zoledronic acid (ZA) and Stereotactic
Body Radiotherapy (SBRT) have been widely used in the treatment
of bone metastases and in the treatment of bone pain reduction.
Whether this combined therapy is additive or synergistic is not yet
known. There are not enough studies on this subject yet. To better
understand the effects of ZA and SBRT combination therapy, pro-
spective studies including more patients are needed.

Keywords: Bone metastasis, SBRT, zoledronic acid

INTRODUCTION

Bone metastasis is an important cause of morbidity and
mortality. Treatment requires a multidisciplinary ap-
proach. Radiotherapy (RT) and bisphosphonates are im-
portant treatment options in reducing complications re-
lated to bone metastasis. Bisphosphonates are synthetic
analogues of pyrophosphates, which facilitate the chela-
tion of calcium ions, and act by inhibiting the mevalonate
cycle of osteoclasts (1-3). In a meta-analysis of the efficacy
of bisphosphonates in bone metastasis, it has been shown
that bisphosphonates are associated with a 15% reduction
in skeletal-related events compared with placebo, prolon-
gation in the time to first bone-related event, and in pain
and an increase in quality of life (1). In addition, the risk

0z

Kemik metastazi 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Gi-
niimiiz onkoloji pratiginde zoledronik asit ve stereotaktik viicut
radyoterapisi (SBRT), kemik metastazlarinin tedavisi ve kemik agri-
larinin azaltiimasi tedavisinde yaygin olarak kullaniimaya baslanil-
mistir. Bu kombine tedavinin aditif veya sinerjistik etki yapip yap-
madigi heniiz bilinmemektedir. Bu konuda heniz yeterli calisma
bulunmamaktadir. Zoledronik asit ve SBRT kombinasyon tedavisi-
nin etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi icin prospektif ve daha ¢ok
sayida hastayi iceren calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Kemik metastazi, SBRT, zoledronik asit

of developing bone metastases during bisphosphonate
treatment has been reported to be less (2).

Zoledronic Acid (ZA), the third generation and contain-
ing nitrogen, is the most effective preparation among
bisphosphonates. ZA has effects on osteoclast activity as
well as cytotoxic, apoptotic, immunomodulatory and an-
tiangiogenic effects. ZA provides a transient decrease in
circulating VEGF and bFGF levels, thereby inhibiting anti-
angiogenic activity and inhibition of bone invasion of tu-
mor cells. It provides direct antitumor action by inhibiting
the prenylation of Ras and Ras-related proteins. It also in-
duces apoptosis by performing S-phase cell cycle arrest.
ZA is widely used in hypercalcemia, multiple myeloma,
bone metastases of tumors such as prostate, breast, and
lung cancers associated with malignancy, and bone me-
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tabolism such as osteoporosis, osteopenia, Paget’s disease,
and osteogenesis imperfecta (2-5).

Direct and indirect antitumor effects of ZA supported by pre-
clinical studies are shown. Some in vitro studies have demon-
strated antiproliferative and cytostatic effects in myeloma,
breast cancer, and prostate cancer cell lines (6,7). An AZURE
(Adjuvant Zoledronic Acid to Reduce Recurrence) study
showed a significant increase in a pathological complete re-
sponse by addition of zoledronic acid to neoadjuvant chemo-
therapy in patients with locally advanced breast cancer (8). It
has been reported that the number of skeletal related events
decreases with the addition of bisphosphonates to standard
treatment in patients with bone metastasis hormone refracto-
ry prostate cancer as in breast cancer patients (9). In all these
preclinical and clinical studies, it seems likely that ZA will find
its place as an effective agent not only in the treatment of
complications, but also in the treatment of prostate, breast,
and other cancers.

After ZA showed an additive and synergistic effect in the
combination of chemotherapy, combination therapy with RT
started to be investigated. Some clinical and preclinical studies
have shown that ZA does not only reduce the risk of bone frac-
ture and stimulate osteoclastic remodeling, but also increases
immune response and radio sensitivity (3,4,10,11). However,
there are limited numbers of clinical studies on this subject. In
a phase 1 study planned by Pichon et al., they evaluated the
tolerability and efficacy of a Stereotactic Body Radiotherapy
(SBRT) and Zoledronate combination in non-compressive ver-
tebral metastases. They applied the SBRT 3 x 9 Gy and zoledro-
nate once a month for a year. Three patients had acute mucosal
side effects. None of the patients had late neurological toxicity.
They achieved control of the local disease in 94% of patients
followed for an average of 19.2 months. As a result, the combi-
nation of Zoledronate and SBRT in the treatment of vertebral
metastasis was well tolerated and reported that it reduced
the rate of vertebral collapse, effectively reduced pain, and
provided good local tumor control without late neurological
side effects (10). Lu et al. examined the combination of radiof-
requency ablation, 125I-seed, zoledronic acid or radiotherapy
in patients with spinal metastasis percutaneous vertebroplasty.
They emphasized that RT was the most effective way to relieve
pain (11).

As a result, in today’s oncology practice, zoledronic acid and
SBRT have been widely used in the treatment of bone me-
tastases and in the treatment of bone pain reduction. Wheth-
er this combined therapy is additive or synergistic is not yet
known. There are not enough studies on this subject yet. To
better understand the effects of ZA and SBRT combination
therapy, prospective studies including more patients are
needed.
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0z

Solid organ transplantasyonu 20. yiizyilda deneysel bir yaklagim-
dan ortaya ¢ikmis ve organ fonksiyon bozuklugu olan hastalar icin
yerlesik ve pratik bir kesin tedavi secenedi haline gelmistir. Termi-
nal olarak kabul edilen veya bir hastanin yasam kalitesinde 6nemli
bir bozulma ile iliskili hastaliklar icin hayat kurtarici tedaviler sun-
maktadir. Solid organ transplantasyonunun ilk giinlerinden beri,
solid transplant alicilarinin kanser gelistirme riskinin yiiksek oldu-
gu kabul edilmektedir. Toplumda saglkl bireylere gore karsilasti-
rildiginda akciger, karaciger, kalp veya bobrek nakli alicilar gesitli
kanserler icin daha fazla risk tasimaktadir. Kronik imminsupresyon
ve cevresel faktorler, alicilarda kanser gelisiminde rol oynamakta-
dir. Ayrica daha 6nce malignite 6ykisi olmasi ve genetik yatkinhk
onemli riskler arasindadir. Transplantasyon sonrasi malignitelerin
ic mekanizma ile gelistigi dustinilmektedir: de novo gelisim, do-
norileilgili bulasma ve alicinin transplantasyon éncesi malignitesi-
nin tekrarlamasi. Bilinen risk faktorleri genetik, cevresel maruziyet-
ler, onkojenik viruslerle enfeksiyonlardir. Ancak bu risklerin cogu
immunsupresif ajanlarin rolline odaklanmistir. Bu ajanlar, immiin
g0zetim stirecinin kaybini ve dondr organin reddini énlemeyi he-
defler. Hastalarin émdir boyu immin sistemini baskilayici tedavi
alma gereksinimi kanserin gelisiminde biyik rol oynamaktadir.
Ayrica, antikanser ajan alani, transplantasyon alicilarindaki kulla-
nimla ilgili verilerin sinirl olmasiyla birlikte, strekli olarak genisle-
mekte ve gelismektedir. Bu nedenle, bu derlemenin amaci, kanser
gelisiminde immdinsiipresyonun rollinii aciklamak ve transplant
alicilarinin bakimi icin kanser immunoterapi stratejilerini gézden
gecirmektir.

Anahtar Kelimeler: Solid organ transplantasyonu, kanser, immiin-
stipresyon, immiinoterapi

ABSTRACT

Solid-organ transplantation, which began as an experimental pro-
cedure in the 20" century, has become an established, definitive,
and practicable treatment option for patients with organ dysfunc-
tion. However, since the pioneering days of solid organ transplan-
tation, it has been recognized that transplant recipients have an
elevated risk of developing cancer. When compared with healthy
individuals, lung, liver, heart, and kidney transplant recipients are
at a higher risk for various cancers. Both chronic immunosuppres-
sion and environmental factors are implicated in cancer devel-
opment in the transplant recipients. A history of malignancy and
genetic predisposition are additional risk factors. Post-transplant
malignancies are thought to develop by three mechanisms: de
novo development, donor-related transmission, and recurrence of
a recipient’s pre-transplant malignancy. Other known risk factors
are environmental exposure, genetic predisposition, and infection
with oncogenic viruses. It is worth noting that many of these risk
factors are linked with the use of immunosuppression drugs. These
agents play a huge role in the development of cancer through the
loss of the immunosurveillance process and the requirement of pa-
tients to receive lifelong immunosuppressive therapy to prevent
rejection of the donor organ. Even though the field of anticancer
therapy is continually developing, there is limited data on the use
of anticancer drugs in transplant recipients. Hence, this review at-
tempts to explain the role of immunosuppression in cancer devel-
opment and the cancer immunotherapy strategies to be adopted
while caring for transplant recipients.

Keywords: Solid-organ transplantation, cancer, immunosuppres-
sion, immunotherapy
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GiRIS

Transplantasyon alicilarinda kardiyovaskdler olaylar, enfeksi-
yonlar ve malignite en sik 6lim nedenleridir (1). ABD Organ
Alim ve Nakil Ag (U.S. Organ Procurement and Transplan-
tation Network, OPTN) ve Birlesik Organ Paylasimi Agi (Uni-
ted Network for Organ Sharing, UNOS) hasta verilerine gore,
transplantasyondan 5-10 yil sonra transplantasyon sonrasi
malignitelerden kaynaklh oliim, bdébrek transplant alicila-
r icin %14,5, karaciger transplant alicilar icin %18,7 ve kalp
transplant alicilart i¢in %21,5'tir (1). Organ transplantasyonu ve
kanser turlerindeki malignite insidansi, dondr ve aliciyla iliskili
faktorlere bagli olarak degisebilir. Bu faktorler transplantasyo-
nu yapilan organin kendisini, donor ve alicida 6nceden var olan
maligniteleri ve immiinsipresif ajan tedavisinin tipini, yogun-
lugunu ve siresini icerir (2).

Solid organ alicilar icin yasam beklentileri ve bu hastalar icin
greft sagkalim oranlari ileri immunsupresif tedaviler nedeniy-
le yillar icinde iyilesmekle birlikte, bu ilaclarin kronik kullanimi
ile transplantasyon sonrasi malignite gelisenlerde 6nde gelen
morbidite nedenlerinden biri haline gelmistir. Transplantasyon
alicilarinda karsinogenez riski, genel poptilasyona gére 6nem-
li 6lclide daha yuksektir ve kanserler ileri bir asamada ortaya
cikma egilimindedir. Transplantasyon sonrasi malignitelerin
U¢ mekanizma ile gelistigi dustiniilmektedir: de novo gelisi-
mi, dondr ile ilgili bulagma ve alicinin transplantasyon dncesi
malignitesinin tekrarlamasi. Melanom olmayan cilt kanseri,
Kaposi sarkomu, transplant sonrasi lenfoproliferatif bozukluk,
anogenital kanser ve akciger kanseri, de novo ortaya ¢iktigi du-
stintlen malignitelerdir. Ancak bébrek allogreftinde ortaya ¢i-
kan malign melanom ve kanserler genellikle dondrle iliskilidir.
Hepatoselliler karsinomlar ve kolanjiyokarsinomlar karaciger
transplant alicilarinda tekrarlama egilimindedir. Kronik im-
munosiipresyonun neden oldugu degistirilmis veya dengesiz
bir bagisiklik sistemi, karsinogeneze 6nemli katkida bulunan
faktorlerden biri olarak kabul edilir. Onkogenez icin dnerilen
patojenik mekanizmalar arasinda; neoplastik hiicrelerin bozul-
mus immiin gozetimi, onkojenik virlslere karsi zayif bagisiklik
aktivitesi ve immunsupresif ajanlarin dogrudan kanserojen et-
kileri yer alir. Goruintiileme, malignitesi olan hastalarda tarama,
takip ve uzun siireli izlemede dnemli bir rol oynar, ¢linki temel
goruntileme o6zellikle zamaninda teshisler icin yol gosterici
olabilir. Transplant alicilarinda malignite ile iliskili morbidite ve
mortaliteyi artirabilecek yénetim stratejileri arasinda risk fak-
torlerinin 6nlenmesi, immiinsupresif ajanlarin uygun modiilas-
yonu, enfeksiyona bagh malignitelere karsi profilaksi ve yogun
hedefli tarama programlarinin kullanilmasi yer alir (3).

Tip 1 diyabet mellitus tedavisinde adacik transplanti umut ve-
rici bir yaklasim olarak gorilmektedir. Hiperglisemiyi azaltmak
icin pankreas adacik transplantinin kimyasal olarak indiklen-
mis diyabetli kemirgenlerde olduk¢a basarili oldugu goste-
rilmistir. Kullanilan kimyasal streptozotocin (STZ) adaciklarda
beta hiicre DNA'sini hasarlamak icin kullaniimaktadir. Ayrica bu
kimyasal metastatik adacik tiimorlerinde de beta hiicrelerini
oldurmek icin uygulanmaktadir (4,5).
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Dogal bagisiklik bozukluguna yol acan imminsupresif ajan-
larin uzun sureli kullanimi, transplant alici karsinogenezine
katkida bulunan ana faktor olarak kabul edilmektedir (6). Kan-
serlere tesvik edebilen yaygin ajanlar siklosporin, takrolimus ve
azatiyoprindir. Melanom olmayan cilt kanserleri (Non-Melano-
ma Skin Cancers, NMSCs), non-Hodgkin lenfomalar, transplant
sonrasi lenfoproliferatif bozukluk (Post Transplant Lymphopro-
liferative Disorder, PTLD), Kaposi sarkomu ve anogenital kan-
serlerin, transplant alicilarinda en yuksek riskli maligniteler ol-
dudu gosterilirken, kolorektal karsinom, akciger kanseri, bas ve
boyun kanseri, mesane kanseri, renal karsinom, testis kanseri
ve melanomun ise orta derecede artis riski gosterdigi bildiril-
mektedir (7).

Bu bilgilerin 151g1 altinda derlenen bu derlemenin amaci, kan-
ser gelisiminde immunsipresyonun rolinii agiklamak ve
transplant alicilarinin bakimi icin kanser immduinoterapi strate-
jileri siniflarini gdzden gecirmektir.

Etiyoloji ve Patogenez

Kronik imminslpresyon, cevresel ve konakg faktorlerin her
biri transplant alici karsinogenezinde 6nemli bir rol oynamak-
tadir. Glines 15191, sigara, diyet ve alkol tiiketimi gibi kanserojen
maddelere maruz kalmak, karsinogenez icin risk faktorlerini
tesvik edebilir. Diger 6nemli risk faktorleri, alicinin ilerlemis ya-
sini, kansere genetik yatkinhigini ve donor veya alicida maligni-
te dykisuni icerir. immiinstipresif ilaclarin dogrudan onkoje-
nik etkileri, neoplastik hiicrelerin immiin gézetiminde bozulma
ve viral olarak indlklenen malignite insidansindaki artis da
transplant alicilarinda gelisen malignitelerin patogenezindeki
mekanizmalardir (Sekil 1) (8).

Birkac farkli imminsipresif ilag turd vardir: biyolojik ajanlar
(antitimosit globulin, basiliksimab), kortikosteroidler, antime-
tabolitler (azatiyoprin, mikofenolat mofetil), kalsinérin inhibi-
torleri (siklosporin, takrolimus) ve rapamisin protein komplek-
sinin memeli hedefi [MTOR rapamisin (sirolimus), temsirolimus,
everolimus]. Solid organ transplant alicilarinda yaygin olarak
kullanilan immiunsupresif ilaclarin malignite riski Tablo 1’ de
aciklanmaktadir (6).

immiinsiipresyonun minimum seviyeye indirilmesi greft organ
fonksiyonunun hala korundugu durumlarda onerilmektedir. Si-
rolimus veya mikofenolat mofetil gibi anti-proliferatif bir etkiye
sahip bir immunsUpresyon rejiminin degistirilmesi, greft reddi
insidansini azaltmaya ve maligniteyi geriletmeye yardimci olabi-
lir. Bununla birlikte, tedavinin genel basarisinda anti-proliferatif
aktiviteye sahip bir imminsiipresana ge¢menin yarari bilinme-
mektedir. imminsiipresan ajanlarin yani sira cerrahi, radyotera-
pi ve kemoterapi gibi diger stratejiler de uygun tedaviler olarak
kabul edilir. Hastalarin kemoterapisi esnasinda, nétropeni sepsi-
sini en aza indirmek icin immunsiipresyondaki azalma tedavinin
gerekli bir bilesenidir. immunsiipresif tedaviyi azaltma yaklasi-
minin dikkatle kisisellestirilmesi gerekir. Hastaligin dogasina, ve
boyutuna ve alinan greft tipine, yasam destekleyici (6rn. kalp)
veya yasam desteksiz (6rn. bobrek) greftlere bagh olmalidir. Ge-
nel olarak, spektrumu genis malignite gelistirmeye ve kanser
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Solid Organ Transplantasyonu Sonrasi Malignitelerin Etiyolojisi Ve Patogenezi
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Sekil 1. Solid organ transplantasyonu sonrasi malignitelerin etiyolojisi ve patogenezi. Kronik immiinstpresif tedavi, kanser
hicrelerinin immiino-gézetimini bozar ve organ alicilarinda daha fazla malignite riski ile sonuglanir. Ek olarak, secilmis
immunsupresif ilaclarin dogrudan kanserojen etkileri, daha yliksek onkoviral enfeksiyon insidansi ile birlestiginde, solid organ
transplantasyonu sonrasi malignitelerin patogenezine katkida bulunur (8).

Tablo 1. Solid organ transplant alicilarinda immunsupresif ilaglarin kullaniimasindan kaynaklanan malignite riskleri (6).

ilag tiirii

Risk

Antimetabolitler
Azatiyoprin
Mikofenolat Mofetil

Azatiyoprin dogrudan kanserojen etki gosterirken,
mikofenolat mofetil kullanimi azalmis kanser gelisme riski ile iliskilidir.

Kalsinorin inhibitorleri
Siklosporin
Takrolimus

Dogrudan pro-onkojenik etki ve artan doz ile artan kanser riski

Kortikosteroidler
Metilprednizolon
Prednizon

Lenfoid hiicrelerde dogrudan pro-onkojenik etki

Biyolojik ajanlar

Lenfosit elimine eden antikorlar
Antitimosit globulin

Belatacept

Rituksimab

interl6kin-2 reseptor blokerleri
Basiliksimab

Daklizumab

Antitimosit globulin veya belatacept, artmis risk ile iliskilidir.

Erken Epstein-Barr virtisti gudiimli PTLD
Rituksimab PTLD'ye karsi koruyucu

Pro-onkojenik potansiyel yok

mTOR inhibitorleri
Sirolimus
Everolimus

Malignite insidansini azaltan dogrudan antitiimor aktivitesi
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hiicrelerini kontrol altinda tutan immiin gdézetimin bozulma-
sina neden olan immunsupresif ajanlarin uzun sdreli kullanimi
nedeniyle solid organ transplant alicilari daha buyik bir risk
altindadir. Son zamanlarda, terapétik bir yontem olarak immiin
sistemin manipulasyonuna yonelik kanser immiinoterapisi, sito-
kinler, asilar, hiicre ve humoral terapiler, transfeksiyon ajanlari
gibi immuin sistem ajanlar kullaniimaktadir.

Solid Organ Transplantasyonunda Kanser immiinoterapi
Tiirleri

Kanser immiinoterapisi, efektor hiicre sayisini arttirarak (asilar
gibi) ve ¢6zlinlir mediyatorleri Greterek (artan timor hiicresi im-
minojenisitesi gibi), immun kontrol noktalarini modiile ederek,
timor 6ldirme ortamini indiikleyerek konagin baskilayict meka-
nizmalarini azaltarak, konagin anti-timaor yanitini uyarabilir (9).

Kanser kategorileri icin mevcut immuinoterapiler sunlardir: mo-
noklonal antikorlar, kontrol noktasi inhibitorleri, kanser asilari,
adaptif hiicre tedavisi, onkolitik viriis tedavisi, sitokin ve adju-
van immunoterapileri.

Monoklonal antikorlar ve tiimor agnostik tedaviler: Kontrol
noktasi inhibitorleri

Monoklonal antikorlar, immin kontrol noktalarini inhibe ede-
rek veya durdurarak immdin sistemi giiclendirir. immiin kontrol
noktasi vicut tarafindan immiin sistemin yanitini dogal ola-
rak durdurmak ve saghkh hucrelere saldirmasini 6nlemek icin
kullanilir. Kanser hticreleri bu kontrol noktalarini aktive ede-
rek immdin sistemden saklanmanin yollarini bulabilir. Kontrol
noktasi inhibitorleri ise kanser hicrelerinin immin sistemin
aktivasyonunu durdurma yetenegini bloke ederek onlari yok
etmeye yardimci olmak lzere viicudun immiin sistemini gli-
lendirir. Bu inhibitorlerin etkiledigi yaygin kontrol noktalari
Programlanmis Hiicre Olim Proteini 1/Programlanmis Olim
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Ligandi 1 (Programmed Cell Death Protein 1/ Programmed De-
ath Ligand 1, PD-1/PD-L1) ve Sitotoksik T-Lenfosit Antijeni-4
(Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4, CTLA-4) yolaklaridir (10).
immiin kontrol noktasi inhibitorlerine; ipilimumab (CTLA-4'G
hedefler), pembrolizumab (PD-1), atezolizumab (PD-L1), ave-
lumab (PD-L1), durvalumab (PD-L1) 6rnek verilebilir. Bu ajan-
larla yapilan klinik ¢alismalarda, greft reddine yol acabilecegi
endisesi nedeniyle, Amerikan Gida ve ilac Dairesi (FDA) lambro-
lizumab, ipilimumab ve nivolumabin organ transplantli hasta-
larda “genellikle” kullaniimasina onay vermemistir (11). immiin
sistemi baskilamak ve otoimmuiniteyi 6nlemek tizere T hiicresi
aktivasyonunun ayarlanmasi icin PD-1 ve CTLA-4 yolaklari ge-
reklidir. Ayrica, transplante edilen organ toleransi ile iliskili bu
yolaklarin modiilasyonu yanlislikla periferik transplant reddine
yol acabilir. Daha 6nce organ transplanti almis hastalarin im-
min kontrol noktasi inhibitorleri ile tedavisini diizenleyen bir
kilavuz simdilik bulunmamaktadir. Bu hasta popilasyonunda
glivenligi ve bu tedavi yontemini etkileyebilecek bazi faktor-
lerin oldugu varsayllmaktadir. Bu faktorler; organ kabuliinde
CTLA-4 yoladi ile karsilastinldiginda PD-1 yolunun bitlnleyici
roltind, farkli immiin kontrol noktasi inhibitor siniflarinin sirayla
uygulanmasini, tedaviden dnce bir transplantasyon ile gegcen
stre uzunlugunu, organ transplantasyonu reddini dnlemek
icin immunsdpresif ajanlarin giiciinii ve belirli organ greftinin
immunojenisitesini icerir. Sinirli vakalar bildirilmis olmasina
ragmen, organ transplantasyonu sirasinda organ reddine yol
acmadan immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kullanildi-
g1 durumlar vardir. Tedaviye baslamadan 6nce, greft reddi de
dahil olmak Uzere potansiyel riskler hakkinda hastayla kap-
saml bir gortisme, bu tedavinin faydasi icin gereklidir. Organ
transplantasyonu alaninda immiin kontrol noktasi inhibitor-
lerinin glivenligini ve etkinligini inceleyen daha fazla arastir-
maya ihtiya¢ vardir (12). Laboratuvarda Uretilen monoklonal

Tablo 2. Solid organ transplantasyonunda monoklonal antikorlarin kullanimi.

Monoklonal Hayvan Molekiiler Hedef
antikorlar epitopu hedef hiicreler Kullanim Kaynaklar
Periferal kan lenfositleri, indiiksivon
Alemtuzumab Fare/insan CD52 dogdal oldiriict hicreler, . y o (45)
. L . Antikor aracili rejeksiyon
monosit, makrofaj, timosit
Daklizumab Fare/insan  CD25a alt Unitesi IL-2 kayr.1akI| T lenfosit indiiksiyon (46)
aktivasyonu
. indiksiyon
S . CD25a alt Ginitesi IL_,Z LT Ienfogt Poliklonal antikora direncli
Basiliksimab Fare/insan D3 aktivasyonu T lenfositler tedavi (47)
(CD2, CD4, CD8) . S
Hicresel aracili rejeksiyon
i . .
Belatacept Fare/insan CD80, CD86 T lenfosit mmHns.l.J p.resyo.n un (48)
strdirilmesi
Membran atak kompleksi Duyarsizlastirma
Ekulizumab Fare/insan c5 P Antikor aracili rejeksiyon (49)

olusumunun blokaji

Hemolitik Gremik sendrom
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antikorlar, timorler Uzerindeki spesifik antijenleri hedefleyen
molekdllerdir. Baglangicta ¢esitli malignitelerin tedavisi icin ge-
listirilen monoklonal antikorlar, solid organ alicilarinda immin-
stipresan ajanlar olarak da kullanilmistir. Bu ajanlarin kullanimi,
hastanin asir immuinosilipresyondan kaynaklanan enfeksiyon
veya malignite riskini en aza indirmek icin idame immiino-
stpresyonu ile birlikte dengelenmelidir (13). Monoklonal an-
tikorlar, transplantasyon 6ncesi, transplantasyon sirasinda ve
transplantasyon sonrasinda uygulanabilir (Tablo 2).

Kanserlerin Onkolitik Viriis Tedavisi

Onkolitik virtsler (OV) normal hiicrelere zarar vermeden kan-
serli dokulari secici olarak enfekte ve yok eden yeni bir an-
ti-kanser terapotik ajan sinifidir. Hiicresel bilesimler transplan-
tasyonda kullanilmadan &nce istenmeyen neoplastik hiicreleri
kaldirmak ve temizlemek (viroterapi) icin kullanilabilir. Bu 6n
tedavi virlise karsi immiin yanit olusturur, béylece hastayi muh-
temelen bulasici virlisler iceren transplant dokusunu aldiktan
sonra gozlenebilecek virlis enfeksiyonlarindan korur (14).

Epstein-Barr virlsi (EBV); Hodgkin hastaligi (HD), transplant
sonrasi lenfoproliferatif hastaliklar (lymphoproliferative disea-
se, LPD), nazofaringeal ve mide karsinomlari, diiz kas timorleri,
insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii (Human Immunodeficiency
Virus, HIV) ile iliskili lenfomalar, T, B ve dogal 6ldirtici (Natural
Killer, NK) hiicre-lenfomalar dahil cesitli epitel ve hematolojik
maligniteler ile iliskilendirilmistir (15). Giniimuzde konak im-
min yetmezligi EBV veya Kaposi sarkomu ile iliskili herpes vi-
rusun (KSHV) neden oldugu transplant sonrasi LPD'lere yénelik
tedavi seceneklerini sinirlamaktadir (16).

LPD’ler yaygin olarak imminsiipresyonu ciddi olan nakil hasta-
larinda goralir ve EBV etyolojilerinde siklikla yer alir. LPD’lerin
cogunlugu greft verici lenfositlerden kaynaklanir; transplan-
tasyondan once allogreft 6rneklerinden potansiyel olarak tu-
morjenik EBV- veya KSHV ile enfekte olmus hiicrelerin secici bir
sekilde temizlenmesi yontemi nakil sonrasi LPD insidansinin
azaltilmasinda 6nemli faydalar saglayacaktir.

Bu nedenle kemik iligi veya solid organ transplant alicilari icin
miksoma virtsu ile bagisiklamanin EBV ile iliskili malignitelerin
onlenmesinde faydali olabilecegi ileri stirilmustir. Miksoma
virlis, Leporipoksviriis cinsinde bir poxviristiir. immiin siste-
mi baskilanmis fare ksenotransplantasyon modeli kullanilarak
transplant sonrasi EBV iligkili insan lenfomalarini dnlemek icin
profilaktik bir strateji olarak miksoma viristiniin kullaniminin
etkili oldugu gosterilmistir. Kemik iligi veya solid organ allog-
reftlerinin transplantasyonundan sonra EBV ile iliskili LPD’lerin
onlenmesi icin potansiyel bir onkolitik tedavi olarak miksoma
viristiniin gelistirilmesine destek saglamaktadir (17). Herpes
virts (Talimogene laherparepvec, T-VEC) ilerlemis melanom te-
davisi icin FDA tarafindan onaylanmis olmasina ragmen, yeni
bir kanser immiinoterapisi formu olarak onkolitik viroterapide
daha fazla gelismeye ihtiyaci vardir.

OV'lerin etkinligini en Ust diizeye ¢ikarmak igin, konagin immun
yanitini arttiran ve timor hiicrelerine etkili bir sekilde saldirmasi-
ni saglayan sitokinlerle silahlandirmak uygun bir yaklasim olabilir.
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interldkin-12 (IL.-12), hem dogal hem de adaptif anti-timér ya-
nitlarini aktive eden giicli bir sitokindir. Klinik dncesi timdr mo-
dellerinde IL-12 eksprese eden OV'lerin dendritik hiicreleri (DH),
sitotoksik dogal oldiirlicii ve sitotoksik T hiicrelerini aktive edip
hedefe cekerek terapétik indeksi iyilestirdigi gosterilmistir (18).

Bagska bir klinik 6n calisma, intravendz OV'lerin sistemik antitu-
mor immunitenin gelismesine ve bazi timdrlerin ortadan kaldi-
rilmasina neden olabilecedini gostermistir (19). Ayrica, OV'lerin
timor dokularininin yikimi, dogal antiviral immdin yanitlarin uya-
rimi ve adaptif antitimor T-hiicresi yanitlariyla iligkili oldugu be-
lirtilmistir (20). Bazi arastirmalar anti-timor etkileri daha da art-
tirmak icin timor hicrelerini etkili bir sekilde inhibe eden veya
oldiren OV'ler aracihidiyla IL-15 (21), IL-12 (22), IL-4 (23) ve TRAIL
(24) gibi immiinomodiilator terapétik transgenleri kullanmistir.
Bu nedenle, imminomodilator transgenleri kodlayan OV'ler
yavas yavas kanser tedavisi alaninda bir aragtirma noktasi haline
gelmektedir. OV replikasyonu icin gerekli olan gen bir timore
spesifik promotdriin veya enhancer’in kontrolu altindadir (25).
Son yillarda, immuin faktorleri serbest birakarak timor hiicreleri-
nin dogrudan oldurilmesini saglayan immuinomodulator genler
viral genom icine eklenmistir; ayrica yeni bir yaklasim haline ge-
len antitimaor imminolojik reaksiyon optimize edilmistir.

Onkolitik virlisler, TRAIL, interlokinler (IL-12, IL-4 ve IL-15), im-
min kontrol noktasi inhibitorleri (anti-PD-1 antikoru), bagisik-
lik arttirici uyaricilar (OX40L ve GM-CSF), timor baskilayicilar
(PTEN ve P53), E-cad ve FIt3L gibi antitimor ajanlari iletmek
icin degisime ugratilabilir ve sistemli olarak kanser bélgelerine
uygulanir. Burada OV'ler timor huicrelerine girmek ve onlari
enfekte etmek icin bazi reseptorlere baglanirlar ve timor lizi-
sine neden olurlar. immiin faktérlerle donanmis OV'ler T hiic-
relerini, NK hiicrelerini ve makrofajlari iceren immiin hicreleri
kanser bélgelerine toplayarak anti-kanser etkinligi artirabilirler.
Aktive edilmis immun hicreler spesifik sinyal yollariyla timor
hiicresi apoptozunu indiikleyen IFN-y, TNF-q, IL-2 ve IL-6 dahil
olmak Uzere belirli antitimor sitokinleri salgilayabilirler (25).
Ornek olarak, in vitro ve imminsipresif bir ksenotransplant
murin modelinde onkolitik miksoma virisii (Myxoma Virus,
MYXV) gibi virlsler insan kanserlerine (multiple miyelom, MM
gibi) karsi glgli bir anti-kanser etkinlik gosterip transplantas-
yon kaynakli T hiicrelerini daha etkili kanser éldurtciler haline
getirebilmistir. Ex vivo MYXV-kollu allojenik kemik iligi (Bone
Marrow, BM) transplantasyonunun, énceden kalintt MM’sini in
vivo olarak 6nemli 6l¢lide azalttigr bulunmustur. Beklenmedik
bir sekilde, hem notrofillerin hem de dondrden aktive edilmis T
hiicrelerinin virisle donanmig tasiyici hiicreler olarak islev gor-
diigu ve MYXV'nin énceden yiiklenmis hiicrelerinin MM 6ldr-
meyi arttirdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, rezidiiel kanser icin
yeni bir terapétik paradigmayi gostermektedir, burada ¢ok sa-
yida allotransplant I6kosit sinifi, greft-timor etkilerini arttirmak
icin MYXV ex vivo tarafindan silahlandirilabilir (26).

Kanserlerde T hiicre tedavisi

Solid organ transplantasyonu, son donem organ fonksiyon bo-
zuklugu olan hastalar icin tercih edilen tedavidir. Kisa vadeli so-
nuclardaki gelismelere ragmen, uzun sureli etkide immiinsup-
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resif ilaclarin toksisitesi ve kronik redde bagli artan morbidite/
mortalite nedeniyle yetersizdir (27). Bu nedenle, transplantas-
yon komitesi allogreft tolerans basarisini elde etmek icin yeni
terapotik stratejilerin gelistiriimesine odaklanmistir. Allogrefti
kabul etmesi icin alicinin immdn sistemi uzun sdreli immin-
stipresyon ihtiyacini ortadan kaldirarak yeniden egitilebilir. Bu
nedenle biylk umut vaat eden regilator T (Treg) hicreleri ile
immiin dizenlenmeye odaklaniimistir (28). Treg hticreleri, im-
mun-regulator nitelikleri ile tanimlanirlar. Tim T lenfositleri sag
kalim ve ¢odalmak icin IL-2'ye ihtiya¢ duyarlar. Treg hiicreleri
ise IL-2a reseptori olan CD25 ekspresyonu ile ortamdaki IL-2
sitokinlerini tiiketerek cevredeki T lenfositlerinin sag kalimini
engeller. Fare transplantasyon modellerinde transplant reddini
kontrol etmek icin yiiksek Treg ve T hiicre ylzdesi gerektirdigi
g6z 6nline alindiginda, insanlarda transplant reddini etkin bir
sekilde kontrol etmek icin milyarlarca Treg hiicresine ihtiyac ol-
dugu tahmin edilmektedir (29).

Glcli immiunstpresif ilaglar karaciger transplantasyonundan
(Liver Transplantation, LT) sonra hasta sag kalimini 6nemli 6l-
clide iyilestirmesine ragmen, uzun vadede yasam boyu immu-
nostipresyon kullanimma bagh yan etkiler nedeniyle yetersiz
kalmaktadir. Ornegin normal asi fonksiyonunun ve histolojinin
immdnsipresif tedavi olmaksizin stirdirilmesi gibi operasyo-
nel toleransi indiiklemek gibi farkli stratejiler bu sorunu ¢6zmek
icin uygulanmistir, ancak sinirli basari elde edilmistir. Canli donor
LT'de Treg hiicre aracili yeni bir hiicre tedavisi kullanilarak 2016
tarihli bir pilot calismada tolerans indlklenmistir. Ex vivo olarak
olusturulmus Treg hucrelerin LT sonrasi eriskin hastada adoptif
transferi gerceklestirilmistir. Hiicreler anti-CD80/86 monoklonal
antikorlarin varliginda alici lenfositlerinin radyasyona maruz kal-
mis donor hiicreleri ile 1-2 haftalik ko-kiltiirinden elde edilmis-
tir. Immiinstipresif ajanlar 6. aydan itibaren 3 ayda bir azaltilmis
ve 18. aydan sonra tamamen kesilmistir. Sonuglar, ex vivo olarak
olusturulmus zenginlestirilmis Treg hicreleri kullanilan tedavi-
nin, immunolojik olmayan karaciger hastaliklari olan canli donor
karaciger alicilarinda ilag minimizasyonu ve operasyonel tolerans
induksiyonu icin guivenli ve etkili oldugunu dogrulamistir (30).

Dendritik hiicreler (DH'ler) iyi donanimli antijen sunucu hiicre-
lerdir. Klasik islevlerinin, istilaci organizmalara ve diger antijen-
lere karsi (nakledilen organlar dahil) dogal ve edinsel bagisik-
hgin giclu baslaticilart oldugu distintlmekle birlikte, DH'lerin
immuin yanit olusumuna ya da toleransa yonelmesinin belirlen-
mesinde merkezi ve 6nemli bir role sahip olduguna dair kanitlar
ortaya cikmistir. DH'lerin bu islevi, dikkat ¢ekici esneklikleri ile
beraber onlari immiin modiilasyon icin ilgi ¢ekici terapétik he-
defler haline getirmistir. Transplantasyonda zararliimmunsiipre-
sif ajanlara olan glivenin azalmasi nedeniyle, yakin zamanlarda
yapilan bir¢ok calismayla DH'lerin potansiyel olarak rejeksiyonu
onlemesine ve antijene 6zgl bir sekilde immiin reaktiviteyi
baskilama yeteneklerine odaklaniimistir. Deneysel stratejiler,
DH'lerin in vivo hedeflemesinin yani sira daha sonra yeniden
enflizyonla (hiicre tedavisi) regiilator (veya tolerojenik) DH'lerin
ex vivo Uretilmesini kapsamaktadir. DH'yi tolerojenik 6zelliklere
yonelik “programlamak” i¢in farkli yaklasimlar arasinda genetik
(transgen yerlestirme), biyolojik (farkh kaltiir kosullari, anti-inf-
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lamatuvar sitokin maruziyeti) ve farmakolojik manipulasyonlar
yer alir. Kanitlar, regtilatér DH terapisinin potansiyelinin nemli
ve yakin gelecekte organ transplantasyonunda degerlendiril-
mesi icin ilgi cekici oldugunu ortaya koymustur (31).

Son yillarda kimerik antijen reseptorlerinin (Chimeric Antigen
Receptor, CAR) T hiicreleri lizerindeki regilasyonu, ézellikle B
hiicre lenfomalari (CD20-CD19) gibi kanser hiicre terapisi ala-
ninda buyik umut vaat etmistir. Bu durum Treg hlcrelerinin
de potansiyel kullaniminin yolunu agmistir. Cesitli cahismalar
Treg hiicrelerdeki CAR ekspresyonunun, greft-konakgi hastali-
g1 (Xeno-Graft Versus Host Disease, xeno-GVHD) ve allo-greft
rejeksiyonunun tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilece-
gini gdstermistir (32, 33). insan deri ksenogreft transplantas-
yon modelinde, allojenik periferik kan mononikleer hticrelerin
(PKMH) aktarilmasinin neden oldugu alloimmiin aracih cilt
hasarini hafifletmede poliklonal Treg hiicrelere kiyasla adoptif
CAR Treg hiicreler daha etkili olmustur. Major doku uygunluk
kompleksi (Major histocompatibility complex, MHC) ile sinirli
olmayacak sekilde tasarlanmig CAR-Treg hiicreler (CAR-Tregs),
ozellikle transplantasyon ve otoimminitede yaygin uygulan-
ma avantajina sahiptir. CAR'lar temel olarak tek zincirli degis-
ken bir fragman (scFv, monoklonal antikorun baglanma kismi),
hicre disi baglanti noktasi, bir transmembran bdélgesi ve hiicre
ici sinyal domainlerinden olusur (Sekil 2) (35). Ayrica, CAR-Treg
hiicreler IL-2'ye Treg hiicrelerden daha az bagimlidir. Dayanikli
fenotip fonksiyonlarini siirdiirme ve hedef bolgelere go¢ etme
ozellikleri ile CAR-Treg hiicreler poliklonal Treg hiicrelerden
daha giiclii/spesifikimmiinstpresyon etkilerinden dolayr umut
vaad edicidir (34,35). CAR ile modifiye T (CAR-T) hiicreleri ¢o-
gunlukla kanser immiinoterapileri icin kullanilmaktadir. Tablo
3'te transplantasyondaki CAR-Treg tedavileri g0sterilmistir.
MHC sinif | molekili yapisal olarak hemen hemen tim nakle-
dilen hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilir. Ozellikle, HLA-A*02
beyaz donorlerde oldukga yaygindir (>%40) (36). HLA-A uyum-
suzlugu genellikle transplantasyondan sonraki kétli sonuglarla
iliskilidir. Bu nedenle HLA-A*02, transplantasyon toleransinin
indiiklenmesinde antijene 6zgli Tregler Uretmek icin potansiyel
bir hedef antijendir. Bununla birlikte, CAR-Treg hiicrelerin kli-
nikte kullanilmadan 6nce asilmasi gereken bazi blyiik engeller
vardir. Anti-timor CAR-T hiicreleri ile yapilan tedavilerin sitokin
“firtinasi” ve noronal sitotoksisiteye bagli yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir. CAR-Treg hiicrelerin bu reaksiyonlari
indikleyip indlklemeyecedi belirsizdir. Bu problemlerin ¢ozil-
mesi hiicre terapilerinin ticarilestirilmesinin yolunu acacaktir.

Solid Organ Transplantasyonunda Asilarin Yeri

Solid organ transplantasyonlu (SOT) kisiler arasinda immuin-
stpresyon, altta yatan komorbiditeler, saglik hizmetlerine
maruz kalma, enfeksiyonlarin olusumu, komplikasyon riskini
arttinr. Bazi enfeksiyonlar greft rejeksiyonu ve disfonksiyon ris-
kinde artis ile iliskilendirilmistir. Sonuc olarak, transplantasyon
sonrasi enfeksiyonlar hastanin ve organin prognozunun énem-
li bir belirleyicisidir. Enfeksiyonu énlemek icin yaygin olarak kul-
lanilan miidahaleler arasinda asilama, antimikrobiyal profilaksi
ve preemptif antimikrobiyal tedaviler yer alir. Birden fazla g6z-
lemsel calisma, son dénem bdbrek yetmezligi (End-stage renal
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Sekil 2. CAR ile modifiye reguilator T hiicrelerinin (CAR-Tregs) yapisini ve bunlarin efektor T hiicreleri lizerine baskilanma etkisini
gosteren sematik diyagram. (A) Viral vektorlerle transdiiksiyonluTregler, hedef hiicrelerdekiylizey antijenlerini taniyan CAR'lan yiksek
miktarda ifade eder. (B) Birinci jenerasyon (1. CAR), ikinci jenerasyon (2. CAR), lUglincii jenerasyon (3. CAR) ve genel CAR (UniCAR)
yapilari sunulmaktadir (35). (Bu gdrsel Frontiers in Immunology dergisinden alinip, uyarlanmistir doi.org/10.3389/fimmu.2018.02359).

Tablo 3. Transplantasyon olgularinda CAR-Treg tedavileri.

Transplantasyon Antigen spresifikligi  Fonksiyonel Ozellikler Kaynak

GVHD HLA-A%02 I"nsan PBMC leri lle.a§|lamadar: sonra ksenOJ"en!.k GVHD'nin (50)
onlenmesinde poliklonal Treg'lerden daha Ustiin

DeriTransplant Rejeksiyonu  HLA-A*02 HLA_AZ. pOZIFIf.PBMC Ierln“ve cilt greftlerinin (32)
reddedilmesini tamamen 6nleme

Deri Transplant Rejeksiyonu  HLA-A*02 Insan HLA-A2 pozitif cilt greftlerinin reddedilmesinin (51)

poliklonal Treg’lerden daha etkili bir sekilde engellenmesi

disease, ESRD) ve/veya son dénem karaciger hastaligi (End-sta-
ge liver disease, ESLD) olan bireylerde SOT sonrasi etkisiz hale
getirilmis ve oldlrilmis mikroorganizma iceren asilarin gu-
venligini gostermistir (37). Pediyatrik SOT popiilasyonlarinda
canli virGs asilarinin (sucicedi ve kizamik) uygulanmasinin gu-
venli olduguna dair bazi kanitlar olmasina ragmen (38), mevcut
yetiskin asilama kilavuzlari asi viral susundan hastalik gelisme
riski nedeniyle transplantasyondan sonra canl viris asilarinin
kontrendike oldugunu isaret etmektedir. immiin sistemi bas-
kilanmis hastalarda canh viris asilarinin yapilmasindan sonra
viral replikasyon gelisebilir (39).

Asi ile onlenebilir hastaliktan morbidite ve mortalite riskini
azaltmak icin, potansiyel yetiskin transplant alicilarini takip
eden doktorlar, hastalarin asilama durumunu izlemeli ve 6ne-
rilen asilama kilavuzlarindaki degisiklikleri takip etmelidir. Son
zamanlarda yetiskinlerde kullaniimak (zere birka¢ yeni asi
onaylanmis ve ayrica grip, pnémokok ve bogmaca asilarinin

kullanimi icin 6neriler glincellenmistir. Hemodiyaliz alan ESRD
hastalarinda asilamaya serolojik yanitin azaldigi gosterilmis he-
patit B asisi icin bu tir hastalarda daha yiliksek doz formiilas-
yonlari dnerilmektedir (40).

Anogenital insan papilloma virlisi (Human Papilloma Virus,
HPV) enfeksiyonu olan SOT alicilarinda servikal ve anogenital
kanserler gelistirme riski 5nemli 6l¢lide artar. 2006 yilinda Ame-
rika Birlesik Devletleri'nde 9-26 yas arasi kadinlarda kullaniimak
Uzere dortlt bir kapsid proteini HPV asisi ruhsatlandiriimistir
ve bu asinin ayni yastaki kadin SOT adaylarina uygulanmasi
dnerilmektedir (41). influenza enfeksiyonu olan immiin sistemi
baskilanmis hastalar, allogreft rejeksiyon riskini arttirmaktadir.
(42). influenza asisinin giivenli oldugu ve SOT alicilarinda yeter-
li antikor yanitini sagladigi gosterilmistir (37).

Cogu yetiskin transplantasyon adayi kizamik, kabakulak ve
kizamik¢iga karsi bagisiktir; bununla birlikte, kizamik ve ki-
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zamikgik canli zayiflatiimis asilar oldugundan, serolojik test-
lerle bagisik olmayan yetiskinlerde transplantasyondan dnce
kizamik, kabakulak ve kizamik¢ik (MMR) asilamasini tamam-
lamak gerekmektedir. Ayrica, sucicedinin immin sistemi
baskilanmis konakgilarda ciddi hastaliga neden oldugu bilin-
mektedir (43). Sucicedi asisi, glivenligi ve etkinligi iyi olan pe-
diyatrik bobrek transplant adaylarinda arastiriimistir. Bobrek
transplantl naif sucicegi/zoster hastalarinda siddetli sucicegi
gelisme riski vardir ve bu durum mevcut bagisiklama ile etkili
bir sekilde 6nlenebilir (44). SOT sonrasi yetiskinlerde sucicegi
asisinin kullanilmasindan once daha fazla ¢alismaya ihtiyac
vardir.

SONUC

Genel popilasyon ile karsilastirildiginda bobrek, karaciger,
kalp veya akciger transplantasyonlu bireylerde enfeksiyonla
iliskili/iliskisiz cesitli kanserlere yakalanma riski daha yuksek-
tir. Bazi maligniteler onkojenik viriislerin immiinolojik kont-
roliniin kaybindan kaynaklanir, ancak digerlerinin bilinen
enfeksiyonlarla ilgisi yoktur. Kronik bagisiklik bozuklugu/
iltihaplanma, altta yatan tibbi durumlar veya immunstpresif
ajanlar tarafindan ilag toksisitesi bazi kanserlerin gelisimi-
ni tetikleyebilmektedir. Transplantasyon adaylar arasinda
genis bir yere sahip olan maligniteler icin ylksek risk, uzun
sureli sagkalimdaki iyilesmelerle birlikte, kanserin 6nlenme-
si ve tedavisine yonelik yaklagimlarin daha da gelistirilmesini
tesvik etmelidir. Bu poplilasyonda ortaya ¢ikan timorlerin
hastalarin immuinsiipresyonundan etkilenip etkilenmedigini
anlamak icin daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir. Son olarak,
onceden transplantasyon yapilmis kanser hastalarinda opti-
mal tedavi rejimlerini tanimlamak icin ek ¢alismalara ihtiyag
vardir. SOT'larda inhibitér kontrol noktalari, asilama, T hiicre
tedavisi ve onkolitik virus ile ilgili olarak kanser immunotera-
pisinin kullaniimasi umut vaad etmektedir. Gelecekteki calis-
malar, kanser immtinoterapi sorunlari icin klinik calismalarin
fikir birligini icermelidir. Asilama beklentilerine ve modalite
risklerine dayanarak SOT'lu hastalarda kanser tedavisinin per-
formansi dikkate alinarak tedavi 6nerilmeli ve sonuclari birbir-
leri ile entegre edilmelidir.
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0z

“Gidaniz ilaciniz, ilaciniz gidaniz olsun aforizmasi beslenmenin
tiptaki merkezi roliine atifta bulunur. Patogenezi son yillarda an-
lagilan bir cok hastaligin beslenme ve mikrobiyota ile iliskisinin
carpici sekilde ortaya konmasi ile adeta bir “beslenme rénesansi”-
nin kapisi aralanmistir. insan, bir kez daha; “yediginden ibaret'tir.
Gidalar; bagirsak bagisiklik sisteminin oral tolerans, salgisal IgA,
lokal lenfoid odaklar, reglilator hiicresel immiinite ve kommensal
mikrobiyomun cesitliligi gibi kendine 6zgl ozellikleri ile bittinle-
sebildikleri 6lctide “fonksiyonel” hale gelmektedir. Dogru secilmis
probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotikler ile glicli imminomoddlator
etkiler elde edilebilmektedir. Hayvansal proteinler ve bitki kay-
nakh peptidlerin de imminomodulator etkileri bulunmaktadir.
Yatan hastalarda bugday proteini (gluten) kaynakl glutamin takvi-
yesi yapildiginda nozokomiyal enfeksiyon oranlarinda ve mekanik
ventilasyon gereken giin sayisinda disiis saglandigi gorilmastdr.
Vitaminlerden; A vitamininin mukozal epitelyal butlnlugin ko-
runmasi ve enfeksiyon etkenlerine karsi gliclii notrofil yanitinda
onemli katkilari vardir. B12 vitamini glicli imminomodulator etki
gostermekte, 6zellikle CD8* T lenfosit sayilarinda ve NK hiicre akti-
vitesinde artisa katkida bulunmaktadir. Vitamin C 6nemli bir anti-
oksidandir. D vitamini, hiicre proliferasyon ve diferansiyasyonunu
uyararak dogal immdin yaniti gliclendirmektedir. Mutfagimizda yer
bulan zerdecal, sarimsak, havug, patlican, kivi, bal gibi pek ¢cok gida
ve gida bileseninin gerek dogal gerekse edinsel bagisiklik tGzerin-
deki duzenleyici etkileri; anti-kanser, anti-enflamatuvar, anti-oksi-
dan beslenme kirlerine dayanak olusturmakta; gidamiz ilacimiz
olmaya devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gida, immiinomodiilator, probiyotik, prebiyo-
tik, vitamin, mineral

ABSTRACT

“Let food be thy medicine and let medicine be thy food.” This apho-
rism refers to the pivotal role played by nutrition in medicine. The
door of a “nutrition renaissance” has been opened with the strik-
ing disclosure of the relationship between nutrition and microbi-
ota in the pathogenesis of many diseases, which has been better
understood in the recent years. A person, once again, is “what he/
she eats” Foods become “functional” after their integration into
the unique features of the intestinal immune system, such as
oral tolerance, secretory Immunoglobulin A, local lymphoid foci,
regulator cellular immunity, and diversity of commensal microbi-
ome. It is possible to achieve strong immunomodulatory effects
through an appropriate selection of probiotics, prebiotics, and
synbiotics. Animal proteins and plant-derived peptides also exert
immunomodulatory effects. It has been reported that the use of
glutamine supplements from wheat protein (gluten) in patients
helps in lowering the nosocomial infection rate and the duration
of mechanical ventilation. Vitamin A contributes immensely in
maintaining the mucosal epithelial integrity and aids in strength-
ening the neutrophil response to infectious agents. Vitamin B12
has a strong immunomodulatory effect and facilitates the increase
in CD8* T lymphocyte count and natural killer cell activity. Vitamin
C has well-defined antioxidant efficacy. Vitamin D strengthens the
innate immune response by stimulating cell proliferation and dif-
ferentiation. The regulatory effects of many foods and food ingre-
dients such as turmeric, garlic, carrot, eggplant, kiwi, and honey
in our kitchen on both innate and adaptive immunity serve as the
foundation for anticancer, anti-inflammatory, and antioxidant nu-
trition therapies. Thus, our food continues to be our medicine.

Keywords: Food, immunomodulator, probiotic, vitamin, mineral
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GiRIS

“Gidaniz ilaciniz, ilaciniz gidaniz olsun (Let food be thy medici-
ne and let medicine be thy food.)". Hipokrat (MO 400)'a atfedilen
bu aforizmanin ona veya takipgilerine ait olup olmadigi kesin
degildir. Ancak kesin olan sudur ki beslenme, tarih boyunca
koruyucu ve tedavi edici tibbin merkezinde yer almistir (1). Mo-
dern farmakolojinin hizli ilerleyisi ile tedavi edici tipta gidalarin
onemi ikinci planda kalmis olsa da son yillarda patogenezi an-
lasilan bircok hastaligin beslenme ve mikrobiyota ile iliskisi ¢ar-
pici sekilde ortaya konmus, adeta bir “beslenme ronesansi”nin
kapisi aralanmistir. insan, bir kez daha; “yediginden ibaret tir.

Sagligin korunmasinda aktif ve dengeli calisan bagisiklik siste-
mi son derece 6nemlidir. Bagisikligin dengede tutulmasi icin
ilaca gerek duymaksizin giinliik beslenme icinde yer verilen ve
vicutta bazi biyoaktif bilesenler yoluyla bagisiklik fonksiyonla-
rini diizenleyici etki gosteren gidalara “fonksiyonel gida” adi
verilmektedir. Meyveler, sebzeler, tahillar, et, balik, stt Griinleri
gibi tim gida kategorilerinin hepsi fonksiyonel gida icerir (2).

Hastaliklarin etiyolojilerinin genetik, epigenetik ve diger et-
mektedir. Farkli gida bilesenlerinin ve egzersizin farkli kisilerin
bagisiklik sistemi Gzerinde farkli 6zgul etkiler olusturdugu soy-
lenebilir (3). Bu bilesenlerin bazilari bagisiklhk tepkilerini artirip
enfeksiyona karsi yanita katkida bulunurken, bazilari diizenle-
yici etki ile alerji ve iltihabi baskilar. Fonksiyonel gida bilesenle-
rinin bagisiklik sistemi lizerindeki etkilerine bagirsak bagisiklik
sistemi ve mikrobiyotasi aracilik etmektedir.

Bu derlemede, probiyotikler, prebiyotikler, proteinler, peptitler,
vitaminler, mineraller dahil olmak tizere ¢esitli fonksiyonel gida
bilesenlerinin imminomodiuilator etkilerini 6zetlemeyi amacla-
dik.

BAGIRSAK BAGISIKLIK SISTEMi

Viicudun en biytk ve en dinamik imminolojik ekosistemi ba-
girsakta bulunur. Bagirsak badisiklik sistemi bagirsakla iliskili
lenfoid doku (GALT) ve diger hiicrelerden olusmaktadir (4).
ince bagirsakta, 6zellikle ileumda, villus ile kaph mukoza epitel
hiicrelerinin altinda, lamina propria icine yerlestirilmis “Peyer
plaklan” adi verilen sekonder lenfoid yapilar vardir. Peyer plak-
larinda, dalak ve lenf digimlerinde oldugu gibi B hiicrelerin-
den zengin lenfoid folikiller, daha az oranda CD4* T hiicreleri,
dendritik hiicre ve makrofaj bulunmaktadir. Plazma hiicreleri
ve bellek B hiicreleri tarafindan antikor Gretimi bu bdlgede
gerceklestiriimektedir. Peyer plaklarinin Gzerini mikrovillileri
olmayan M (membrandz) hiicreleri érter. M hiicreleri pinositik
aktivite ile bagirsak lumenindeki antijenleri lenfoid folikullere
iletir (5). Bagirsakta sadece patojenik bakterilerden degil, ayni
zamanda gida ve komensal bakterilerden de cesitli antijenler
vardir. Bagirsak bagisiklik sisteminin bazi ayirt edici 6zellikleri
bulunmaktadir:

1) Oral Tolerans: Protein yapida antijenin agizdan alinmasi
halinde mukozal immun sistemde bulunan T hiicrelerin aktive
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olmak yerine antijeni kabullenip yanitsiz (anerjik) kalmasidir
(6). Gida alerjisinin bu mekanizma ile engellendigi kabul edilir.
Oral tolerans, antijene 6zgii T hiicrelerinin klonal delesyonu ve
Foxp3* regllatdr T hicrelerinin (Treg'lerin) dendritik hiicreler
tarafindan induksiyonu ile ortaya ¢cikmaktadir (7).

2) Salgisal IgA (slgA): |gA, bagirsakta en ¢ok Uretilen immi-
noglobulindir. IgA'nin salgisal bileseni, immiinoglobilinin
bagirsak limeninde proteolitik enzimler tarafindan parcalan-
masini engeller. Bdylece, slgA patojen mikroorganizma ve tok-
sinlerin yayilmasini, invazyonunu onler, bagirsak mikrobiyota-
sini kontrol eder. Bagirsak dendritik hiicreleri IL-6, retinaldehid
dehidrojenaz (RALDH) ve nitrik oksit (NO) Ureterek (8), bagirsak
epitel hiicreleri ise IL-6 ve TGF-{ Uireterek IgA izotipinin stirekli-
ligine katkida bulunur (9).

3) Bagirsak mikrobiyotasi: insanlarda ve diger memelilerde,
dogumdan kisa slre sonra, 6zellikle vajinal dogum ve emzirme
surecinin katkisi ile, baslangicta steril kabul edilen bagirsak Iu-
meninde simbiyotik bakteriler cogalmaya baslayarak bagirsak
florasini olusturur. insan bagirsaginda yaklasik bin tiirden, yiiz-
lerce trilyon bakteri bulunur. Yaklasik 60 trilyon somatik hiicre-
den olusan insan viicudu, bu sayidan ¢cok daha fazla‘kendinden
olmayan’bakteri hiicresine ev sahipligi yapmaktadir. Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria ve Proteobacteria'nin baskin oldu-
gu bakteri florasinin hacmi ve bilesimi, anne siitii ve diyet gibi
faktorlerden guiclii sekilde etkilenmektedir (10). Bircok calisma,
bagirsak simbiyotik bakterilerinin ashinda misafir degil ev sahibi
oldugunu, GALT dahil bagirsak dokusunun olusumunda 6nem-
li rollere sahip oldugunu géstermistir. Ornegin, bagirsaginda
simbiyotik bakteri bulunmayan (germ-free) farelerde, Peyer
plaklarinin sayi ve boyutunun diger (normal) farelerden kiigiik
oldugu belirlenmistir. Dahas, salgisal IgA Uretimi, normal fare-
lere kiyasla germ-free farelerde genellikle daha dasuktar (11).
Ayrica, oral tolerans mekanizmasi da yine germ-free farelerde
normal farelere gore daha dislk seviyede uyarilabilmektedir
(12).

1) PROBIYOTIKLERIN iIMMUNOMODULATOR
ETKILERI

Diinya Saglk Orgiiti'ne gére probiyotikler; “oral yoldan yeterli
miktarda alindiginda sagliga faydali etkileri olan canli mikroor-
ganizmalar”dir. Alerjik hastalik, kolit, romatoid artrit, kolorektal
kanser, cesitli enflamatuvar hastaliklar, depresyon, anksiyete
gibi birbirinden farkli hastaliklara karsi imminomodiilator ak-
tivite gosterirler (13).

Probiyotik olarak en sik kullanilan mikroorganizmalar laktik asit
bakterileri grubu (Lactobacillus, Enterococcus, vb.) ve Bifidoba-
cterium cinsine aittir, Escherichia coli veya Saccharomyces gibi
mantarlar daha az kullanilir (14). Probiyotikler ve metabolitleri,
bagirsakta anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar yanitlarin
dengelenmesine katkida bulunur. Dogal ve 6zgil bagisikhk
hicreleri ile bagirsak mikrobiyotasi arasindaki iletisim (capraz
konusma), bagisiklik toleransi ve enflamasyon arasindaki den-
geyi kontrol eder.
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1.a. Probiyotikler ve dogal bagisiklik sistemi

Dendritik hiicre (DH) ve epitel hiicreleri, dogal bagisiklikta 6ne
¢ikan hicreler olarak genellikle bagirsak mikroplari ve metabo-
lik Grinleri ile en erken temasa gegen hiicrelerdir.

1.a.1. Probiyotikler ve DH: Bagirsak DH'leri GALT'ta, bagirsak
lamina propriasi icine dagilmis sekilde bulunurlar (15). Antijen
sensorl islevi goren DH'ler, mikroplarla temas ettiginde, tasi-
diklari Toll benzeri reseptorler ve C-tipi lektin reseptorleri ile
mikrobiyal ligandlari baglar. Bu baglanma, DH’lerin fenotip-
lerinde ve salgiladiklan sitokinlerinde degisikliklere yol acan
farkl sinyal yolaklarini aktive eder (15). Bifidobacterium infantis
35624; lamina propriada CD103* DH'lerin sayisini artirarak ak-
tivitesini moddle edebilen probiyotiklere bir 6rnektir. Bu me-
kanizma retinoik aside bagimlidir ve dekstran silfat sodyum
ile indlklenen kolitin siddetinin azalmasina katkida bulunur
(16). Lactobacillus rhamnosus gibi bazi probiyotikler, DH’lerde
demir-oksijenazi indikleyebilir, DH'lerin DH-SIGN ve TLR-2 re-
septorlerinin baglanma yanitini diizenleyebilir (17). DH'lerin
immiinoreglilasyonu ayrica bakteri hiicre duvari bilesenleri ile
de iliskilidir. Probiyotikler bagirsaktaki bakteri poptlasyonlari-
ni organize ederek DH'lerin uyarilmasini diizenleyebilir. Orne-
gin, kapsuler polisakkarit A, plazmasitoid DH'lerin TLR-2'si ile
etkilesime girerek proenflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu-
nu sinirlar ve fare kolit modelinde, CD4* T hiicreleri tarafindan
antienflamatuvar yanita aracilik eden IL-10 salgilanmasini uya-
rir (18).

1.a.2. Probiyotikler ve epitel hiicreleri: Epitel hiicreleri, bir mu-
kozal bariyer olusturarak konagi patojenik mikroorganizmalar-
dan ve toksik ajanlardan korur. Bagirsak Itimeni iceridi ile epitel
hicreleri, lamina propria ve Peyer plaklarinda bulunan bagisik-
lik hiicreleri arasinda karmasik bir iliski vardir (19). Probiyotikler;
gerek besin maddeleri ve epitel hiicresi Gzerindeki baglanma
bolgeleriicin patojen bakterilerle rekabet ederek gerekse diger
yollarlaimmdnregilasyona katkida bulunarak mukoza hasarini
dnlemektedir. Ornegin, Bifidobacterium infantis 35624 kdkeni,
Treg aktivasyonuna katkida bulunarak ve Peyer plaklarinda
makrofaj enflamatuvar protein-1a (MIP-1a) ve MIP-1b salgilan-
masini azaltarak Salmonella enfeksiyon hasarina karsi koruma
saglamaktadir (20,21). Ek olarak, probiyotik bakteriler, insanda
B-defensin-2 gibi antimikrobiyal peptitleri indiikleyerek muko-
zal bariyer savunmalarini giiclendirmektedir. Lactobacillus casei
Shirota kdkeninin kolonik bagirsak hiicrelerinde hBD-2 mRNA
ekspresyonununu artirdigi gosterilmistir (19). Bazi Bifidobac-
terium kokenleri bagirsak epitel hiicrelerinde otofaji yanitini
diizenleyebilmekte, Lactobacillus rhamnosus kokenleri ise ba-
girsak epitel hiicrelerinde Muc2 gen ekspresyonunu artirarak
lokal savunmada son derece 6nemli olan mukusun ana bileseni
olan musinin salgilanmasina yol agmaktadir (22). Bagirsak du-
varina hasar veren enfeksiyonlarindan sonra (Or. C. difficile ko-
liti) Lactobacillus rhamnosus L34 ve Lactobacillus casei L39 gibi
probiyotikler epitelyum hiicrelerinden IL-8, TNF-a gibi pro-enf-
lamatuvar sitokinlerin salinimini azaltarak doku onarimina kat-
kida bulunmaktadir. Ulseratif kolitin etkilerinin azaltiimasinda
da probiyotiklerin roll gosterilmistir (23).
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1.b. Probiyotikler ve edinsel bagisiklik sistemi

1.b.1. Probiyotikler ve T lenfositleri: Probiyotiklerin, alerji veya
kolit gibi bazi hastaliklara karsi yararli etkileri, Treg hiicrelerin
sayilarini artirma yetenekleri ile iliskilidir (24). Bifidobacterium
longum, sicanlarda, Treg hiicrelerin oranini artirarak ve Foxp3
geninde bir ka¢ CpG bdlgesinde demetilasyona yol agmak su-
retiyle Treg hiicrelerin uzun siireli ekspresyonunu saglayarak
kolorektal kolitin iyilesmesine katkida bulunmaktadir (25,26).
Benzer sekilde, saglikli insanlarda B. infantis 35624 kdkeni iceren
probiyotik tiilketiminden sonra, Foxp3* Treg'lerin artan aktivitesi
sonucu sedef hastaligi veya lseratif kolit hastalarinda proenfla-
matuvar sitokin diizeyleri azalmaktadir (27). Probiyotikler, kisa
zincirli yag asitleri (KZYA) gibi metabolitleriyle periferik Treg
hiicre miktar ve fonksiyonlarinin diizenlenmesine katkida bu-
lunmaktadir (28). KZYA'dan butirat, Treg hiicrelerinin ekstratimik
Uretimini uyarmaktadir (29). KZYA; kolondaki Foxp3* Treg hiicre-
lerin Gzerinde bulunan G-protein-bagh 43 reseptoriini (GPR43)
epigenetik modifikasyonlar ile aktive ederek kolit ve alerjik has-
taliklarda iyilesmeye katkida bulunur (30,31).

Enflamatuvar bagirsak hastaliklari patogenezinde rol oyna-
yan Th17 kaynakli sitokinler, Bifidobacterium breve, B. longum,
Lactobacillus acidophilus, B. longum subsp. infantis ve L. gasseri
A5 tarafindan azaltilmaktadir. Ayrica B. breve ve L. rhamnosus
GG, Th17 hiicrelerin genislemesinden, stabilizasyonundan ve
sartlandiriimasindan sorumlu IL-23'U azaltmaktadir (32). Cesitli
Lactobacilli ve Bifidobacterium turlerinin Th17 Gretimini asad
yonli regiile ettigi bilinmektedir (32).

1.b.2. Probiyotikler ve B lenfositleri: Probiyotikler, Peyer plak-
larinda ve lamina propriada IgA lireten hiicre sayisini artirmak-
ta ve slgA Uretimini indiiklemektedir (33). B lenfositler, spesifik
antikorlar salgilamaktan sorumlu olmalari ve humoral yanitta
ana role sahip olmalarina ragmen, otoimmin ve bulasici has-
taliklar sirasinda IL-10 Ureterek bagisikhdi negatif olarak diizen-
leyebilirler (34). Clostridium butyricum, spesifik immunoterapi
ile kombinasyon halinde, 6zellikle astimh hastalara verildigin-
de antijene 6zgl B hiicrelerini, regllator B hiicrelerine (Breg)
donustirebilmektedir (35). Probiyotikler, asiya verilen immin
yaniti da glclendirebilmektedir. Bifidobacterium longum bv in-
fantis CCUG 52486 kokeninin grip asisi vd. asilara yanit olarak
IgG Ureten bellek B hiicrelerinin sayisini artirmasi buna en gi-
zel 6rnektir (36).

2) PREBIYOTIKLERIN IMMUNOMODULATOR
ETKILERI

Prebiyotikler “sagliga yararli komensal bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan secici olarak kullanilan substrat” olarak tarif edilmek-
tedir (37). Fonksiyonel gida bilesenleri olan prebiyotikler esas
olarak fruktooligosakkaritler (FOS), oligosakkarit (OSC), galak-
tooligosakkaritler (GOS), ksilooligosakkaritler (XOS) ve man-
nooligosakkaritler (MOS) gibi karbonhidratlar icerirler (38).
Prebiyotikler, bagirsak mikrobiyal popilasyonunun dengesini
degistirerek veya KZYA gibi anti-enflamatuvar etkili metabo-
litlerin Gretimine katkida bulunarak bagisiklik yanitini diizenle-
mektedir (39).
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Prebiyotikler, mide ve ince bagirsaktan emilmeden kolona ula-
sip kolon florasinda bulunan Lactobacilli ve Bifidobacteria gibi
yararh mikrobiyal poptlasyona besin kaynagi olabilen fonksi-
yonel gidalardir (40). insan anne siitiinii, GOS ve FOS ile takviye
edilmis sut tozu formdilleri ile karsilastirdigimizda prebiyotik-
lerin bagirsakta %20 daha yuksek Bifidobacterium seviyeleri
olusturdugu gorulmektedir (41). Bir prebiyotik olan indlin, yash
insanlarin kolon florasinda Bifidobacterium diizeylerini artir-
maktadir. Benzer sekilde cesitli arastirmalar FOS ve GOS'un bifi-
dojenik etkilerini gostermektedir (42).

Prebiyotikler ayrica, patojen bakterilerin miktarini da azaltabilir;
sigir sttt oligosakkaritleri ve siit yagi globil membrani (MFG-
M)-baglantili glikokonjugatlar, enteropatojenik bakterilerin ve
enterotoksinlerin yapismasina karsi onleyici 6zelliklere sahip-
tir (43). Ayrica insan siitu oligosakkaritleri, kilttrlenmis epitel
hiicrelerine enteropatojenik Escherichia coli kékenlerinin bag-
lanmasini 6nemli 6lclide azaltir (44).

Gastrointestinal kanalda lipopolisakkaritler gibi patojenle ilis-
kili molekiiler paternler enterositler ve bagisiklik hiicreleriyle
etkilesime girerek spesifik sitokin Gretimini aktive ederken
mikrobiyom popiilasyonunda dengenin faydali mikroplara
dogru kaymasi, 6zellikle bagirsak hiicrelerinin sitokin ekspres-
yonunu modiile etmekte, bagisiklik sistemini olumlu yénde
etkilemektedir (45). B. fragilis kapsuler polisakkarit A bileseni,
Foxp3*Treg hiicrelerinin anti-enflamatuvar etkili IL-10 Gretimi-
ni uyarir. Ayrica Treg hiicreleri, NOD2 reseptorlerini iceren B.
fragilis dis zar tarafindan da uyarilir. Bu tlr aktivasyonlar ba-
girsakta mukozal enflamasyonun baskilanmasina katkida bu-
lunmaktadir (46,47).

2.a. Prebiyotiklerin dogrudan immiinomodiilator etkileri
Prebiyotikler bagisiklik sistemi lizerinde dogrudan etki goste-
rebilmektedir. Sindirilemeyen oligosakkaritler (OSC) dogrudan
konak mukozasindaki sinyalleri diizenleyerek bagirsak epitel
hiicrelerinin patojene bagll mitojenle aktive edilen protein ki-
naz (MAPK) ve nikleer faktor kappa B (NF-kB)'ya karsi duyar-
hgini azaltmakta, bagirsak mikrobiyotasinda modifikasyona
yol agmadan bagisiklik yanitini regiile etmektedir (48). 2>1
fruktanlar da Peyer plaklarinda Th1 hiicrelerin yani sira CD11b-
CD103- DH'ler ile Treg hiicre popiilasyonunun artmasina katki-
da bulunmaktadir. Ayrica, prebiyotik karbonhidratlar; nétrofil,
monosit, makrofaj ve 6zel bir T hiicre alt grubu (timus, dalak
ve ince bagirsakta bulunan) Gizerinde eksprese edilen dektin-1
gibi karbonhidrat reseptorleri ile de dogrudan etkilesime gir-
mektedir. Bu reseptorler mantar ve bitki kaynakli gesitli beta-
1,3 ve beta-1,6 bagh glukanlari polimerizasyon derecelerine
gore taniyabilme yetenegine sahiptir. Ayrica in vitro olarak, NK
hiicreleri de spesifik lektin reseptorlerine baglanan nigero-oli-
gosakkaritler gibi OSC'ler tarafindan dogrudan aktive edilmek-
tedir (49).

2.b. Prebiyotikler ve sitokin modiilasyonu

Bir prebiyotik olan iniilinin serum veya diskida IgG ve IgA sevi-
yelerini modiile edebildigini bildiren calismalar bulunmaktadir.
FOS / indlin, oligofruktoz / iniilin ve polidekstroz gibi prebiyo-
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tikler ise IFN-gamma, IL-1(3 ve IL-10 gibi sitokinlerin ekspres-
yonlarinda degisiklige yol acabilmektedir (50).

Yash kisilerde galakto-oligosakkarit karisimlari IL-10, IL-8, NK
hiicre aktivitesi ve CRP dizeyini artirirken IL-13 dizeyini di-
stirmektedir (51). insan periferik kan monositlerinde, FOS ve
inlinin TNF-q, IL-13 ve IL-10 duzeylerini artirdigi ancak IL-8
diizeyini degistirmedigi gosterilmistir (52). iniilin, keci siit oli-
gosakkaritleri ve GOS, IEC18 hiicrelerinde MCP1'i ve makrofaj
enflamatuvar protein 2 (MIP2) salgisini artirmaktadir (48). Oligo
kitosan, LPS ile uyariimis hiicrelerde NF-kB yolaginin aktivasyo-
nunu inhibe ederek NO, TNF-a ve IL-1{3 salinimini azaltmaktadir
(53). Polidekstroz ile zenginlestirilmis bebek mamalarinin ise
stit emen domuz yavrularinda TNF-q, IL-1(3 ve IL-8 ekspresyo-
nunu azalttigi belirlenmistir (54).

2.c. Prebiyotik olarak polifenoller

Polifenoller, bitkiler tarafindan Uretilen ve yine bitkilerin ultra-
viyole 1s1ga ve reaktif oksijen tirlerine karsi korunmasinda go-
rev alan bilesiklerdir (55). Tanim olarak basitce “fenolik halkalar
iceren cok buyiik bir bilesik grubu” olarak tarif edilse de polife-
nollerin yapilari, kdkenleri ve islevleri arasinda buylk farkhliklar
bulunmaktadir (56). Polifenollerin anti-oksidan 6zellikleri iyi
bilinmektedir. Bununla birlikte in vitro yliksek diizeyde antioksi-
dan etkinlik gésteren pek ¢ok bilesik bu etkiyi in vivo kosullarda
go6sterememektedir (57). Bu ikilemin sebebi buyik olasilikla,
kompleks yapidaki polifenol zincirlerinin bagirsaktan emileme-
mesi nedeniyle biyoyararlanimlarinin disiik olmasidir (58). Bu
blyuk bilesikler sindirilmeden kolona ilerler ve orada bakteriler
tarafindan parcalanarak sindirime hazir hale gelir (59). Polife-
nollerin etki gosterebilmesi icin emilmeleri sart degildir, zaten
prebiyotikleri parcalamak icin gerekli mekanizma her bakteride
de bulunmamaktadir. Polifenoller, kolonda prebiyotik benzeri
etki gostererek belirli bakterilerin cogalmasina katkida bulun-
maktadir. Kirmizi sarapta bulunan polifenoller, hem sicanlarda
hem de insanlarda Bifidobacterium, Bacteroides ve Lactobacillus
oranini artirmaktadir (81, 82). Polifenoller, faydali bakterilerin
miktarini artirmakla kalmayip patojen bakterilerin cogalmasi-
na da engel olmaktadir. Cayda ve sarapta bulunan polifenoller
Helicobacter pylori popilasyonunun ¢ogalmasini énlemekte,
zeytin yagindan ekstrakte edilen polifenoller ise bakterilerin
verdigdi zarari dnlemektedir (60). Polifenoller ayrica TLR-4 bloka-
jryoluyla (61) IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi enflamatuvar mediyator-
lerin salinimini azaltarak anti-enflamatuvar etki gostermektedir
(62).

2.d. Sinbiyotiklerin immiinomodiilator etkileri

Probiyotikler, bagirsaktaki etki stirelerinin artirilmasi amaciyla
prebiyotiklerle kombine edilmis ve bdylece “sinbiyotikler” ge-
listirilmistir. Sinbiyotik preparatlarda, siklikla Lactobacilli, Bifido-
bacteria spp, S. boulardii, B. coagulans gibi probiyotik kokenler
ile birlikte prebiyotik olarak en ¢cok FOS, GOS ve XOS inilin ter-
cih edilmektedir. Ornegin, Ulseratif kolitte kullanilan Bifidoba-
cterium longum ve inilin-oligofruktoz kombinasyonu, hastalik
aktivasyonu sirasinda diizeyi artan insan beta defensin 2, 3 ve
4'in mRNA seviyelerini diistirmektedir. Ayrica bu kombinasyo-
nun kullanimr ile TNF-a seviyesi azalmakta, IL-1a diizeyi ise sag-
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likh dokulardaki konsantrasyonlara geri donmektedir (63). Sag-
likh gonllllere Bifidobacterium animalis ile kombine sekilde
ksilo-oligosakkarit verildiginde, NKT hiicreleri tizerinde CD16 /
CD56 ekspresyonu ve B hiicreleri Gizerinde CD19 ekspresyonu
azalmaktadir (64).

Sonuc olarak, dogru secilmis probiyotik, prebiyotik ve sinbiyo-
tikler ile glicli immunomodulatér etki elde edilebilmektedir.
Bir cok calismada, probiyotik ve prebiyotiklerin pro-enflama-
tuvar ve anti-enflamatuvar yanitlar Gzerindeki modiilator et-
kileri nedeniyle enflamasyon aracili bir ¢cok hastaligin (ulseratif
kolit, alerjik astim, dermatit, kanser) kontrol altina alinmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte, diyetle alinan
tim gida bilesenleri ile fonksiyonel gidalar (probiyotikler, pre-
biyotikler, mineraller, vitaminler) arasindaki dinamigin dogru
sekilde olusturulmasi ¢ok 6nemlidir. Epigenetik faktorler ve
islevsel mikrobiyomun katkisi ile probiyotikler ve prebiyotik-
ler tarafindan etkin bir sinyalizasyon agi kurulabilmekte ve bu
ag, hicre-hicre iletisimi yoluyla sistemik enflamatuvar yanitin
kontroliine katilabilmektedir.

3) PROTEINLERIN IMMUNOMODULATOR ETKILERI

insan viicudunda bulunan yaklasik 100 bin farkh proteinin ya-
samin devaminda sayisiz rolleri bulunur. Gida proteinlerinin
turevleri olan peptid fraksiyonlari ise fonksiyonel gida bileseni
olarak, antimikrobiyal, kan basincini diizenleyici (anjiotensin
dondstirtcl enzim inhibisyonuile), kolesterol disiiriict, antit-
rombotik ve antioksidan etkilere sahiptir (65). Glinimuzde st
proteinleri basta olmak lGizere hayvansal proteinler ve bitki kay-
nakh peptidlerle iliskili cok sayida calisma bulunmakla birlikte
bu peptidlerin potansiyel imminomodilator etkileri gérece
daha az arastirilmis konular arasindadir (66).

Gida kaynakli peptidlerin pro- ve anti-enflamatuvar sitokinler
Uzerine etki ederek, immin sistemi baskilayabilecegi veya ha-
rekete gecirebilecegi gosterilmistir (66). Bu etki, antikor sente-
zini uyarmak, T ve B lenfositler lizerine etki etmek, NK hiicreleri
ve makrofajlarin fagositoz aktivitesini diizenlemek suretiyle
gerceklesebilmektedir (67). Bu bolimde; siit Gruinleri, hayvan-
sal gidalar, deniz Grinleri ve bitkisel proteinlerle ilgili calisma-
larda elde edilen bazi verilere yer verilecektir.

3.a. Hayvansal proteinlerden elde edilen immiinomodiilator
peptidler

Hayvansal gidalar, yasamimizda 6nemli yer tutar. Hayvansal
proteinlerin immunite Uzerindeki etkileri, donem dénem aras-
tincilarin ilgisini cekmis, 6zellikle sut Griint kaynakli proteinler
daha fazla arastinlmistir.

3.a.1.Siit proteinleri: Kazein ve peynir alti (whey) proteini
gibi stt proteinleri, imminomodilator peptidlerin dncileri
olarak tanimlanmiglardir (68). Mirin splenosit hiicre kultu-
riinde, whey proteinlerinin hidroliz sonrasi kankavalin A ile
muamele edildiklerinde IL-2 ve interferon gamma (IFN-gam-
ma) diizeyinde artis gériilmesi, asidik veya notral peptid frak-
siyonlarinin splenosit proliferasyonunu uyarmasina baglan-
mistir (69). Ancak bir baska in vitro calismada, whey protein
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varliginda fare dalagindan izole edilen lenfositlerin blyliime
hizinda artis gozlenmis, fakat tripsin ve kimotripsin ile enzi-
matik hidroliz durumunda bu etkinin azaldigi bildirilmistir
(70). Benzer sekilde ss-laktoglobdilin ile fare dalak hucreleri
prolifere olurken, hidroliz ile bu etki azalmaktadir (71). Kazei-
nin laktobasiller tarafindan proteolize ugramasi, farkl immun
yanitlara yol acabilmektedir. Kazein proteinlerinin fraksiyon-
larini analiz eden bir ¢alismada, ay; fraksiyonu lenfosit proli-
ferasyonunu baskilarken, ss ve K fraksiyonlari proliferasyonu
uyarmistir. Sindirim enzimleri ile hidroliz 6ncesi Lactobacillus
rhamnosus'dan elde edilen enzimler ile hidroliz uygulanmasi
durumunda immunsupresif etki gdzlenmis ve lenfositlerden
IL-4 salinimi azalmistir (72). Lactobacillus helveticus ile fermen-
te olan st takiben olusan immiinomodulatér peptidler, ba-
girsak iliskili lenfoid dokudan ve brons iliskili lenfoid dokudan
IgA salinimini artirabilmektedir (73). Ayni calismada fermente
sitlin non-proteolitik L. helveticus ile farelerde oral uygula-
masi da periton makrofajlarinin aktivasyonu ve fibrosarkom-
da gerilemeyi beraberinde getirmistir (73). Bu sonug, sitin
fermentasyonu ile ortaya cikan peptidlerin de imminomodi-
lator etkiden sorumlu olabilecedine isaret etmektedir. Yapilan
bir diger calismada ise als-kazeinin Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Tyr
sekansinin antikor yapimini, fagositik aktiviteyi, NK hicrele-
rin olgunlasmasini ve lenfosit cogalmasini artirdigi, farelerde
IgA Gretimini artirdigi gosterilmistir (74). Literatlirde kazeinin
IgA salinimini artirici, makrofaj aktivasyonunu artirici ve len-
fosit fonksiyonlarini etkileyici niteliklerini gosteren calismalar
mevcuttur. Elde edilecek imminomodulatér etki, proteinin
sindirim enzimleri ile hidrolize olup olmadigina, probiyotikler
ile fermente olup olmadigina, probiyotigin icerdigi proteolitik
enzimlere ve konaktaki mevcut immiin duruma gore degis-
kenlik gostermektedir.

3.a.2.Yumurta proteinleri: Yumurta proteinlerinden ovalbumi-
nin 1s1 ile denatiirasyonu neticesinde (Or. haglanmis yumurta)
CD4* T hiicrelerde sitokin sentezini artirabildigi, IL-12, IL-17 ve
IL-10 sentezini artirip IL-4 sentezini azalttigi gosterilmistir (75).
Ovalbiimin tlrevi olan peptidler, makrofajlarda fagositik ak-
tiviteyi artirmakta, ayni zamanda MAPK ve NF-kB Uzerine etki
etmektedir (76). Ovalblimin disinda ovotransferrin, ovomdsin,
sistatin, lizozim, fosvitin, Ig Y (Yolk Imminoglobiilin) gibi yu-
murta proteinlerinin de immuinomodiilator etkileri mevcuttur.
Bu proteinlerin hem pro- hem de anti-enflamatuvar sitokinleri
stimule edebildikleri gésterilmis, ancak insanlarda fizyolojik en-
zimler arasindaki farkliliklar nedeniyle insan calismalari yapil-
masi gerekliligi vurgulanmistir (76).

3.a.3. Deniz iiriinleri: Deniz Urlnleri de 6nemli bir biyoaktif
kaynak olusturmaktadir ve immiinomodiilatér peptidler icer-
mektedir (66). Bu konuda 2006 yilinda yapilmis énemli bir
calismada, ticari olarak piyasada olan bir balik proteini kon-
santresinin immiin etkisi irdelenmistir (77). Balik protein kon-
santresi, maya ile 24 saatlik fermantasyon ile hazirlanmistir.
Farelere bu triintin degisik konsantrasyonlari 2, 5 veya 7 giin
surelerle oral yoldan uygulanmis ve her beslenme periyodu
sonunda bagirsaklarin histolojik incelemesi yapilarak perito-
neal makrofaj aktivasyonu ve IgA salgisi konusunda sonuglar
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bildirilmistir. Peritoneal makrofajlarda aktivitenin arttigi, hem
bagirsak hem de brons iliskili lenfoid dokuda IgA salgisinin
yani sira IL-4, IL-6, IL-10, IFN-gamma ve TNF-a ekpresyonu-
nun arttigi bildirilmistir. IFN-gamma ve TNF-a gibi pro-enfla-
matuvar sitokinlerde artisa karsin, normal intestinal dokuda
herhangi bir enflamasyon bulgusu gézlenmezken 0.3 mg/ml
dozunda 7 ardisik giin balik proteini konsantresi verildiginde
peritoneal makrofajlarin aktivitesinin arttigi gézlenmistir (77).
Asya'da Uretilen rohu baligi yumurtasinin tripsin ve alkalaz ile
muamele edildiginde bagirsak mukozal immiinitesinde aktivi-
teyi artirdidy, tripsin hidrolizatlari ile dalak CD4* ve CD8* lenfo-
sit sayilarini artirdigi gosterilmistir (78). Pasifik istiridyesi eks-
traktlarinin, HIV ile enfekte kisilerde IL-2 indiksiyonu ile CD4* T
hiicre sayisinda artisa katkida bulundugu bildirilmis, ancak bu
etki edinsel immiin yetmezlik (AIDS) asamasindaki olgularda
gOsterilememistir (79).

3.b. Bitkisel iiriinlerden elde edilen immiinomodiilator
peptidler

3.b.1. Gluten iceren baklagiller: Bitkisel proteinler tilkemiz icin
onemli besin kaynaklari arasindadir. Ancak immiinomodauilator
etkileri ile ilgili arastirmalar kisithdir. Bugday ve diger baklagil-
lerde bulunan proteinlerin yaklasik %80'ini gluten olusturmak-
tadir (66). Bugday gluteninde amino asitlerin %40'ini glutamil
rezidileri olusturmaktadir. Bu 6zelligi ile bugday dogal bir
glutamin kaynagidir. Bagirsak ve immdin sistemin hizl béliinen
hicrelerin glutamine daha fazla ihtiyaci vardir (80). Glutamin;
periferik mononikleer hiicrelerden TNFa salinimini azaltirken
1st sok protein (HSP) 72 salinimini artirarak, enflamatuvar sireci
diizenlemektedir (81). Saghkh gonuilliilerde yapilmis bir calis-
mada gunlik 3 gr gluten hidrozilat tiiketen grupta NK hiicre
aktivitesinin anlamli élclide arttigi gosterilmistir (80). Enteral
yolla verilen glutamin; travma hastalarinda CD14* monositler-
de HLA-DR ekspresyonunun artmasi ve immiin fonksiyonlarin
iyilesmesine katkida bulunmustur (82). Kritik hastalarla ilgili
calismalarin dahil edildigi bir metaanalizde ise, yatan hasta-
larda glutamin takviyesi yapildiginda nozokomiyal enfeksiyon
oranlarinda ve mekanik ventilasyona ihtiya¢c duyulan giin sa-
yisinda diistis saglandigi (orta dereceli kanit diizeyi) sonucuna
ulasiimistir (83).

3.b.2.Lizin iceren baklagiller: Bir baska baklagil olan nohutun
ise lizin icerigi yiiksektir. /n vitro calismalarda, Caco-2 kolon ti-
mori hiicre serisi ile THP-1 insan monositik hiicre serisi kiilttre
edilip intestinal mekanizmanin taklit edildigi modellerde, lizin
etkisi ile insan monositik hiicre serisinin proliferasyonunda
%66 artis saglamistir (84).

3.b.3.Soya proteini: Soya, yiiksek protein icerigi ile diinya ge-
nelinde yaygin tlketilen bir proteindir. Alkalaz ile muamele
edilen soya proteininin, fare dalaginda lenfositlerin proliferas-
yonuna ve periton makrofajlarinin aktivasyonuna yol actigi bil-
dirilmistir (85). Transplant sonrasi lenfoma hastalarina ait peri-
ferik NK hiicrelerinin bir soya peptidi olan lunasin ile uyarildig
bir in vitro calismada ise lunasin ile uyarilan hiicrelerin anti-ti-
mor sitotoksik aktivitesinin arttigi gosterilmistir (86).
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4) VITAMINLERIN iMMUNOMODULATOR ETKILERI

4.a. A vitamini: Anti-enfektif vitamin olarak da taninan A vita-
mininin hem dogal hem de edinsel bagisiklikta rolt vardir (87).
Retinol, epitelyal bitlinligin korunmasinda rol oynamaktadir.
Eksikliginde skuam6z metaplazi, epitelyal yapida ve sekretu-
var fonksiyonlarda bozulma gérilebilmektedir (88). All trans
retinoik asidin (atRA), T hticre stimiile edici ajanlar ile beraber
uygulandiginda T hticre proliferasyonunu 1.8 kat artirdigy, reti-
noblastoma geninin fosforilasyonunu artirarak hiicre cevrimi-
ni aktive ettigi, IL-2 sekresyonunu artirdigr gosterilmistir (89).
Ayrica timositlerin apoptoz regiilasyonunda, T hiicre aracili ve
antikor aracili immiin yanitta ve kemik iligi homeostazinin sag-
lanmasinda etkili oldugu gosterilmistir (90). A vitamini; bagir-
sakta bulunan CD169* makrofajlarin gelisiminde rol oynar, an-
ti-enflamatuvar etkisi bulunan M2 makrofajlarin ¢cogalmasina
katkida bulunur (91). atRA, nétrofillerin ¢ekirdeginde bulunan
retinoik asid reseptoriine baglanarak nétrofil diferansiyasyo-
nunu uyarir ve mTOR sinyal yolaginin aktive olmasi sonucunda
timor hicrelerinin etkin bir sekilde dldirilimesini saglar (92).
atRA'nin IFN-gamma diizeyini azaltarak ve IL-5 sekresyonunu
artirarak NK T hticrenin erken diferansiyasyonunu uyardigini,
dendritik hiicreleri ve dogal lenfoid hiicreleri de etkiledigini
gosteren calismalar da mevcuttur (90). A vitamini; notrofil di-
feransiyasyonunu uyarma fonksiyonu ile klinik hematolojide
akut promiyelositik I16semi hastalarinda remisyon indiksiyonu
ve konsolidasyon tedavilerinde kullanilmaktadir (93).

4.b. B vitamini kompleksi: Metilkobalamin (B12), B vitamin
kompleksi icinde en kuvvetli imminomodulator etkiye sahip
bir mikrobesindir (94). B12 vitamini eksikligine bagli megalob-
lastik anemisi bulunan hastalarin kemik iligi 6rneklerinde yapi-
lan incelemelerde apoptoz mekanizmasinda bozulma oldugu
gozlenmistir (95). Bu biyolojik etkinin immiinolojik yansimalari
da mevcuttur. B12 vitamini eksikligi olan olgularda yapilmis bir
calismada, eksiklik olan olgularda lenfositlerin, 6zellikle CD8*
lenfositlerin, mutlak sayisinda azalma ve CD4/CD8 oraninda
artis oldugu bildirilmistir. B12 vitamini replasmani sonrasinda
CD8* (ve diger) lenfosit sayilarinda artisin yani sira NK hiicre
aktivitesinde de anlamh artis oldugu gozlenmistir (96). Ayrica
in vitro ¢alismalarda B12 vitaminin anti-enflamatuvar etkileri
gOsterilmis, 6dem ve granilom olusumunu azalttigi bildirilmis-
tir (97).

4.c. C vitamini: Notrofillerde yiiksek konsantrasyonda bulu-
nan C vitamini, fagositik fonksiyonlarda 6neme sahiptir (87).
Vitamin C 6nemli bir antioksidandir ve hiicre icinde stiperoksid
anyonu ile hidrojen peroksid retimini azaltir. Vitamin C uygu-
lanmasi ile hiicrelerin fagositik aktivitesinde diizelme oldugu,
pro-enflamatuvar IL-1ss ve TNF-a salinimini in vitro azalttigi bil-
dirilmistir (98). Baska bir calismada C vitamininin doz bagimli
olarak lipopolisakkarid tarafindan uyariimis IL-6 ve TNF-a Ure-
ten monosit sayisini, ayni zamanda IL-2 lreten lenfosit sayisini
azalttigi gosterilmistir (99). Bu 6zellikleri ile C vitamininin doz
bagimli olarak enflamatuvar sitokinleri baskiladigi, notrofil
fonksiyonlarini ise olumlu etkiledigi ¢cikarimi yapilabilmektedir.
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4.d. D vitamini: D vitamini, hem dogal hem 6zgil immdnite
Uzerinde etkili, hem vitamin hem de hormon 6zelligi bulunan
bir molekuldiir (100). D vitamini reseptoriiniin makrofaj, DH,
T ve B hiicrelerin yUzeylerinde bulundugu gosterilmistir (101).
Dogal immin yaniti, hiicre proliferasyonunu ve diferansiyas-
yonunu uyararak artirdidi bildirilmistir (102). Dogal bagisikliga
olan etkisini Toll-like reseptorler (TLR) lizerinde gdstermekte-
dir. Zaman ve doz bagimli olarak insan monositlerinde TLR2 ve
TLR4 protein ekspresyonunu ve mRNA Uretimini baskilamakta
ve enflamasyonu azaltmaktadir (103). insan hepatit C ile enfekte
hepatositlerde IFN-ss'y1 artirarak dogal antiviral yaniti uyardig
gOsterilmistir (104). Edinsel imm{n yanitta ise pro-enflamatuvar
IL-1, TNF-a, IFN-gamma sekresyonu inhbisyonu ile Th1 hiicrele-
rini baskilarken (105), Th2 hiicrelerden IL-4 ve IL-10 gibi anti-enf-
lamatuvar sitokin salinimini artirdigi bildirilmistir (106). D vita-
mini eksikligi ise enflamatuvar stres, enfeksiyon riskinde artis ve
otoimmdin hastalik sikliginda artis ile iliskilendirilmistir (100).

4.e. E vitamini: E vitamini, immuin sistemin mikroorganizmala-
ra karsi direncinde, kanser hicrelerine karsi reaksiyonunda ve
transplante dokuya karsi yanitta rol almaktadir (107). Yas ile be-
raber T hiicre fonksiyonlari azalmaktayken, E vitamini 6zellikle
naif T hiicrelerdeki yaslanma siirecini tersine cevirebilmektedir
(108). Cesitli calismalarda T hiicre diferansiyasyonunu artirdigi
ve Th hiicre fonksiyonunu artirdigi, hayvan deneylerinde uzun
streli kullanimda ise T hiicre fonksiyonunda iyilesme sagladigi
gosterilmistir (108). ileri evre kolorektal kanser tanili 12 hastaya
2 hafta boyunca guinlik 750 mg E vitamini verildiginde CD4/
CD8 oraninda artis, Th1 fonksiyonlarinda, IL-2 ve IFN-gamma
Uretiminde artis gézlenmistir. Bu sonuglara dayanarak ve Th1
hiicrelerin kansere karsi bagisikliktaki roli g6z 6niine alinarak E
vitamininin, kanseri dnlemede kullanilabilecegdi yorumu yapil-
mistir (109). Ayni zamanda bu vitaminin IL-2 Gretimi aracihgiile
NK aktivitesi, ndtrofil kemotaksisi ve fagositozda artis saglamak
suretiyle dogal bagisik yaniti da gliclendirdigi gosterilmistir
(108).

5) MINERALLERIN IMMUNOMODULATOR ETKILERI

5.a. Cinko: Cinko (Zn), temel hiicre fonksiyonlari icin gerekli
bir eser elementtir (100). immdin sistemin normal fonksiyonu
icin cinko gerekliyken, cok miktarda alinmasinin olumsuz etkisi
vardir. Eksikliginde timus atrofisi, Th1 ve 2 miktarinda dengesiz-
lik, naif B hiicrelerde azalma, Treg hiicrelerde azalma ve Th17
hiicrelerde artis gozlenebilmektedir (110). Dogal imminitede
epitelyal membran bittinlugl agisindan gereklidir. Cinko ho-
meostazi, Zn transport proteinleri ve metalloproteinler ile sag-
lanmaktadir. Cinko, hiicre icinde bir sinyal molekuli olarak dav-
ranirken immin yanitin olusmasina da katkida bulunur (111).
Cinko eksikliginde kompleman sistemi, NK hiicre sitotoksisitesi,
notrofillerin fagositik aktivitesi, monosit ve makrofaj kemotak-
sisinde sorunlar ortaya ¢cikmaktadir (112).

5.b. Bakir: Bakir da (¢inko gibi) Cu-Zn-stiperoksid dismutaz en-
ziminin kofaktoéridir (100). Notrofil ve monositlerde hidrojen
peroksid Uretimini katalize eder ve makrofaj yanitina katkida
bulunur (113). Eksikliginde fagositik hiicrelerin gelisiminde bo-
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zulma gozlenir. Lokositlerin mikrobisidal etkinliginde azalma,
miyeloid hiicre Gretiminde aksamalar gézlenmektedir (113).

5.c. Demir: Demir, T hiicrelerin gelisiminde ve reaktif oksijen
radikalleri olusumunda 6nemli role sahiptir (100). Eksikliginde
notrofil sayisinda azalma gozlenmekle birlikte fazlaliginda ise
toksisiteye ve bazi patojenlerin etkisinin artmasina yol acabilir
(114). Demir eksikligi olan farelerde lipopolisakkarid uyarisina
karsi TNF-q, IFN-ss artisi ve TLR4 sinyal yolunda bozulma go6-
rilmektedir (115). TLR2 ve TLR4, makrofajlarda MyD88 ve TRIF
sinyal yolaklar araciigi ile hepsidin ekpresyonunu dizenler
(116). Makrofajlarda hepsidin birikimi, pro-enflamatuvar sitokin
salinimini artirir (100). Ayrica demir mitokondriyal reaktif oksijen
radikallerini artirarak, lipopolisakkaride karsi enflamatuvar yani-
trartinr (117). Enfeksiyoz suireclerde demir takviyesi dnerilmez.

5.d. Aluminyum: Aluminyum, asilara karstimmdain yanitin artiril-
masi amaciyla adjuvan olarak kullanilan bir elementtir. Alumin-
yumun adjuvan olarak kullanildigi asilar, NLRP3 enflamazomu-
nu aktive ederek IL-1ss sekresyonunu artirmak ve lokal doku
hasari olusturmak suretiyle immuin aktivasyonu saglamaktadir-
lar (118). Aluminyum ayrica kompleman kaskadinda membran
atak kompleksinin olusumunda da rol almaktadir (119).

5.e. lyot: Viicutta tiroid hormon sentezinde kullanilan iyotun,
normal metabolizmamizi siirdiirebilmemizde hayati 6nemi
haizdir. Hipo- ve hiper-tiroidizm durumunda NK hiicre aktivi-
tesinde bozulmalar bildirilmistir (120). Ayrica in vitro ortamda
myeloperoksidaz aktivitesinde rol oynamaktadir ve fagositik
hiicrelerde fagositozun aktivasyonunda, B lenfositlerde ise Ig G
sentezi uyariminda rol oynar (121). Sicanlarda yapilan ¢alisma-
larda ise makrofajlarda artmis iyot konsatrasyonunun, antijen
sunma aktivitesinde artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (122).

5.f. Magnezyum: Hiicresel metabolik reaksiyonlarda 6nemli bir
roli mevcuttur. Laboratuvar hayvanlarinda kronik eksikliginde
timus atrofisi gelistigi, immin yanitin bozuldugu ve malinite-
nin arttigi bildirilmistir. Ayrica kalsiyum ile birlikte mast hiicre
degrantilasyonunda, dolayisiyla anafilaktik sok mekanizmasin-
da rol oynamaktadir (123,124).

5.g. Selenyum: Antioksidan etkinligi olan ve viicudun bagisik-
lik savunmasini destekleyen, dnemli bir eser elementtir (125).
Glutatyon peroksidazin 6nemli bir parcasidir ve hiicresel ok-
sidasyon Uriinlerinin temizlenmesinde énemlidir (126). Eksik-
liginde lenfositlerin mitojenlere yaniti bozulur, makrofajlarin
kemotaksisinde aksamalar gozlenir ve redoks sisteminin isle-
memesine bagli olarak antijen tanima fonksiyonlarinda bozuk-
luklar gozlenir (127). Otoimmdin tiroid hastaliklarina yol actigini
gOsterir calismalar mevcuttur (122).

6) FONKSIYONEL GIDALARIN iMMUNOMODULA-
TOR ETKILERI

Bagisiklik dizenleyici etkileri bulunan cok sayida fonksiyonel
gida tanimlanmistir. Bunlardan, giinlik hayatimizda daha sik
yer bulan on iki grup gida ve gida bileseninin imminomodiila-
tor etkileri Tablo 1'de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Giinlik kullanimda fonksiyonel gidalar ve immiinomodiilator etkileri

Gidalar immiinomodiilator Etki Etki Mekanizmasi Kaynaklar
6.a. Corek otu Corek otu yagi, alerjik hastaliklarin COX ve 5-lipoksigenaz yolaklarini inhibe ederek (128)
(Nigella sativa) semptomlarini iyilestirmede etkili. I6kotrien ve tromboksan yapimini inhibe eder. Mast
hicrelerinden histamin salinimini inhibe eder.
6.b. Zerdecal Anjiyogenezi diizenleyerek timor PPAR-y (peroxisome proliferator - activated receptor-y) (129,130)
(Curcuma longa) blyumesini ve metastazi sinirlar, aktivasyonunu artirir (up-regulation)
diyabetik retinopati ve romatoid Tumorleri baskilayan anti-apoptoz genlerini asagi
artrite olumlu etki yapar yonde diizenler (down-regulation)
Gugclu anti-oksidan etki gosterir TNF-alfa salinimini baskilayarak sepsis gelisimine
Anti-enflamatuvar etkilidir karsi etki gosterir
6.c. Sarimsak Anti-enflamatuvar Sitokin sekresyonunu diizenler immiinoglobulin (131)
(Allium sativum) Anti-oksidan Uretimini uyarir makrofaj aktivasyonu ve fagositozu
Anti-kanser, anti-proliferatif etki uyarir
Anti-allerjik ve alerjen IL-10 Uretimini artirarak TNF-alfa ve diger pro-
Kardiyoprotektif etki enflamatuvar sitokin yanitini diizenler
Obezite ve insilin direncine karsi CDs8 lenfositlerinin sitotoksik aktivitesini artirir y&-T
koruyucu etki populasyonunu cogaltir
NK hticrelerinin sayisini ve aktivitesini modtile eder
CDA40 gibi kostimuilatér molekdllerin ekspresyonunu
artirarak dendritik hiicre olgunlasmasina katkida
bulunur
Reaktif oksijen tirlerini temizleyerek ve stiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
hiicresel antioksidan enzimleri artirarak antioksidan
etki gosterir
Kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler
IgE ile baglanan protein ve karbonhidrat rezidleri
nedeniyle ¢capraz alerjiye yol acar
insan preadipositlerinde IL-6 ve MCP-1, -2
salgilanmasini azaltir
6.d. Bal, polen, ari  Anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti- Balin bilesiminde bulunan flavonoidler (6zellikle (132)
siitii, propolis enflamatuvar, anti-kanser, anti- kuersetin) antiproliferatif etki gosterir
alerjen immiinomoddlatér Tumor nekroz faktor-alfanin (TNF-a) uyarilmasi,
hiicre cogalmasinin engellenmesi, apoptozun
uyarilmasi ve hiicre déngustiniin engellenmesi
Propoliste bulunan krizin ve kampferol: anti-alerjik
etki gOsterir
6.e. Kirmizi Sogan iceriginde bulunan yogun Kirmizi sogan, toplam aktif iceriginin %60'ini (133)
(Allium cepa Linn)  flavonoidlerle; olusturan flavonoller (kaempferol, kuersetin,
Anti-oksidan, kuersetin dimerleri, trimerleri ve diger kuersetin
immiinomodiilatér glikozidleri) ile anti-oksidan, hepatoprotektif, anti-
Anti-kanser 6zelliklere sahiptir kanser, anti-mikrobiyal, anti-stres etkilere sahiptir
6.f. Patlican Anti-oksidan ve anti-enflamatuvar Patlican sapinda bulunan heksan, diklorometan, etil ~ (134)
(Solanum (sigiller, yaniklar ve stomatit, artrit asetat, butanol; kabugunda bulunan kafeik asit, kinik

melongena))

ve gastrit gibi bircok enflamatuvar
hastalikta etkili)

asit, sinnamik asit ve klorojenik asit dahil fenoller ile
nasunin ve kuersetin gibi flavonoidler oksidatif stresi
ve anjiyogenezi onler
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6.9. Havuc (Daucus
carota L), Kereviz
(Apium graveolenz)
Kisnis (Coriandrum
sativum), Rezene
(Foeniculum
vulgare)
Maydanoz
(Petroselinum
crispum)

Kapari (Capparis
Spinosa)

Hucresel immiinitenin
diizenlenmesine katkida bulunur:
Lenfosit aktivasyonunu ve interferon-
gamma salinimini artirirlar

CD8T lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonunu artirir  (135)

6.h. Kivi
(Actinidia deliciosa)

Dogal bagisiklik: icerdigi C vitamini,
karotenoidler, polifenoller ve diyet lifi
ile bagirsagin mukozal savunmasini
gl¢lendirir

Adaptif bagisikhk: CD8* CD25*T
hiicrelerini “genclestirir”

y&-T lenfositlerinin aktivasyonunu
artirr

Kisa zincirli yag asitlerinin Gretimini artirmak icin (136,137)
bir fermantasyon substrati olarak hareket ederek

defensin Uretimini dolayli olarak uyarir ve bu da

kolon epitel hiicrelerinden antimikrobiyal peptitlerin

Uretimini uyarir

6.i. Soya fasiilyesi

Anti-enflamatuvar, anti-oksidan, anti-

Yapisindaki izoflavonlar, saponinler ve (138)

(Glycine max) mutajenik, anti-karsinojen antosiyaninler gibi bilesenleri aracihigiyla bagisiklik
moddlasyonunda rol oynar
6.j. Piring, bugday Hububat, in vitro olarak CD141 Tahillarin IL-10 Uretimini uyarici etkisine yapilarindaki (139)
monositlerinden IL-10 Gretimini LPS benzeri bilesenlerin yol actigi diistinilmektedir
belirgin belirgin sekilde artirarak
dogdal bagisiklig uyarir
6.k. Mantar Mantar proteinleri mitojen ve Albatrellus confluens cinsi mantarin etken maddesi  (140)

immiinomodyilator etki gostererek
fagositleri, splenositleri, timositleri
uyarir

olan “Grifolin”, timor hiicre hatlarinda Kaspaz-8, 9,
3 aktivitesini artirarak apoptoz yolagini uyarmakta,
anti-timor etki gostermektedir

6.l. Yesil cay
(Camellia sinensis)

Yesil cay ekstresi, icerdigi
flavonoidler ile anti-enflamatuvar
imminomodiilator etkiye sahiptir

T hiicrelerinin proliferasyonunu, Th1 ve Th2'ye (141)
farklilasmasini, IFN-gamma Gretimini, makrofaj
aktivasyonunu, CD4* hiicre aktivasyonunu, IL-8 ve

IL-17 ve 17A Uretimini artirir

6.m. Aloe vera

Anti-enflamatuvar etki
Anti-astmatik etki

Anti-tiumor etki

Anti-allerjik etki (6zellikle lokal/
topikal)

Siklooksijenaz yolagini inhibe ederek arasidonik (142,143)
asitten prostaglandin E2 Gretimini azaltir

Mast hiicrelerine kalsiyum girisini durdurarak

antijen-antikor aracili histamin ve I6kotrien salinimini

inhibe eder

Aloe veranin bir polisakkarit fraksiyonu,

benzopirenin primer sican hepatositlerine

baglanmasini 6nleyerek potansiyel olarak kanseri

baslatan benzopiren-DNA eklentilerinin olusumunu
onlemektedir
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Gidalar; bagirsak bagisiklik sisteminin oral tolerans, salgisal IgA,
lokal lenfoid odaklar, regtilator hiicresel immdnite ve kommen-
sal mikrobiyomun cesitliligi gibi kendine 6zgii 6zellikleri ile bu-
tlnlesebildikleri 6lctide “fonksiyonel” hale gelmektedir. Dogru
secilmis probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotikler ile glicli immuno-
moddlator etkiler elde edilebilmektedir. Probiyotik ve prebiyo-
tikler pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar yanitlar Gizerindeki
moddlator etkileri nedeniyle enflamasyon aracili bir ¢cok hasta-
hgin (Ulseratif kolit, alerjik astim, dermatit, kanser) kontrol alti-
na alinmasinda kullanilabilmektedir. Probiyotikler, 1g G Ureten
bellek B hticrelerini artirarak asiya verilen immin yaniti da giic-
lendirebilmektedir. Prebiyotikler, mide ve ince bagirsaktan emil-
meden kolona ulasip kolon florasinda bulunan Lactobacilli ve
Bifidobacteria gibi yararli mikrobiyal poplasyon icin besin kay-
nadi olmakta, KZYA gibi anti-enflamatuvar etkili metabolitlerin
Uretimine katkida bulunarak bagirsak bagisikhigini diizenleyen
Treg hiicrelerinin sayi ve aktivitesini artirmaktadir. Probiyotikler,
bagirsaktaki etki siirelerinin artirlmasi amaciyla prebiyotiklerle
kombine edilmis ve boylece “sinbiyotikler” gelistirilmistir.

Hayvansal proteinler ve bitki kaynakli peptidlerin de imm-
nomodiuilator etkileri bulunmaktadir. Kazein ve whey proteini
gibi sut proteinleri, imminomodulator peptidlerin dnciileri
olarak tanimlanmislardir. Bugday ve diger baklagillerde bu-
lunan proteinlerin yaklasik %80'ini gluten, gluten yapisinda
ise amino asitlerin %40'in1 glutamil rezidileri olusturur. Yatan
hastalarda glutamin takviyesi yapildiginda nozokomiyal enfek-
siyon oranlarinda ve mekanik ventilasyona ihtiya¢ duyulan giin
sayisinda diisls saglandigi gorilmustr.

Vitaminlerden; A vitamininin mukozal epitelyal buttnlugin ko-
runmasi ve enfeksiyon etkenlerine karsi gliclii nétrofil yanitinda
onemli katkilari vardir. B12 vitamini gl¢li imminomodiilator
etki gostermekte, 6zellikle CD8* lenfosit sayilarinda ve NK hiicre
aktivitesinde artisa katkida bulunmaktadir. Vitamin C 6nemli bir
antioksidandir. Vitamin C uygulanmasi ile hiicrelerin fagositik
aktivitesinde diizelme oldugu, pro-enflamatuvar IL-1ss ve TN-
F-a saliniminin azaldigi bildirilmistir. D vitamininin, hiicre pro-
liferasyon ve diferansiyasyonunu uyararak dogal immuin yaniti
gliclendirdigi bildirilmistir. D vitamini eksikliginde enflamatuvar
stres, enfeksiyon riskinde ve otoimmiin hastalik sikliginda artis
gorilmektedir. E vitamini 6zellikle naif T hiicrelerdeki yaslan-
ma slrecini tersine cevirebilmektedir. E vitamininin, kanseri
onlemede kullanilabilecegi yorumu yapilmistir. Minerallerden;
¢inko, hiicre icinde bir sinyal molekiilii olarak davranirken im-
mun yanitin olusmasina da katkida bulunur. Cinko eksikliginde
kompleman sistemi, NK hiicre sitotoksisitesi, nétrofillerin fago-
sitik aktivitesi, monosit ve makrofaj kemotaksisinde sorunlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bakir eksikliginde fagositik hiicrelerin geli-
siminde bozulma, I6kositlerin mikrobisidal etkinliginde azalma,
miyeloid hiicre Uretiminde aksamalar gézlenmektedir.

Sonug olarak; beslenme ile bagisiklik arasindaki iliskiyi incele-
yen her arastirma bir kez daha Hipokrat'i hakl ¢ikarmakta, gr-
damiz ilacimiz olmaya devam etmektedir.
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Siddetli akut solunum sendromu iliskili bir koronavirusun (SARS-
CoV-2) etiyolojik etken oldugu koronavirus 19 hastaligi (COVID-19)
pandemisi mevcut ve olasi sonuglari ile tim dlinyayi etkisi altina al-
mistir. COVID-19 ile miicadelede ve SARS-CoV-2 enfeksiyonun 6n-
lenmesinde asi dizayni ve potansiyel terapétiklerin veya hedeflerin
belirlenmesi 6nceliklidir. Viral enfeksiyonlara karsi olusan hiimoral
immun yanit patojenlerin temizlenmesi ve yeniden bulasmadan
korunmak icin kritik dneme sahiptir. Buna karsin ozellikle diistk
afiniteli antikorlar, antikor bagimli alevlenme (ADE) olarak bilinen
immn patolojilere neden olabilirler. ADE &zellikle asi tasarimi igin
onemli sikintilara neden olabilir. Nétralizan etkinlige sahip insan
monoklonal antikorlari SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisinde
alternatif bir secenek olusturmaktadir. Dolayisiyla SARS-CoV-2
enfeksiyonunun tedavisindeki terapotik monoklonal antikorlar ta-
nimlamaya yonelik arastirmalar halen devam etmektedir. Viral mu-
tasyonlarin tanimlanmasi ve dinamiginin anlasiimasi salginin seyri
ve kontrolii igin kritik dneme sahiptir. RNA virlslerinin polimeraz
enzimlerinin hata dlzeltme aktivitesinin eksik olmasi nedeniyle
SARS-CoV-2'nin de diger RNA viriislerine benzer olarak mutasyon
oranlarinin DNA viriislerine gore daha yilksek olmasi beklenir.
Buna karsin pandemi stirecinde meydana gelen viral mutasyonla-
rin yoniini ve etkilerini Sngérmek zordur. Bu derlemede ADE, mo-
noklonal antikorlar ve mutasyonlarin COVID-19 pandemisi lizerine
olasi etkilerine yonelik bilimsel verilerin irdelenmesi amaclanmistir.

Anahtar Kelimeler: Koronavirtis, SARS-CoV-2, COVID-19, antikor
bagimli alevlenme, monoklonal antikor, viral mutasyonlar, dogal
seleksiyon

ABSTRACT

The Coronavirus disease 19 (COVID-19) pandemic which is the eti-
ological agent of a severe acute respiratory syndrome-associated
coronavirus (SARS-CoV-2) has influenced the whole world with the
currentand possible results. In order to intervene on COVID-19 and
to prevent the SARS-CoV-2 infection, a vaccine design and identi-
fication of potential therapeutics and/or targets are a priority. The
humoral immune responses to viral infections have critical impor-
tance for the clearance of pathogens and also to protect from rein-
fections. However, particularly low affinity antibodies can cause an
immune pathology known as antibody-dependent enhancement
(ADE). ADE can cause important adversity especially for vaccine
designs. Human monoclonal antibody with neutralizing activity is
an alternative option in the treatment of the SARS-CoV-2 infection.
So, research is ongoing to identify therapeutic monoclonal anti-
bodies in the treatment of the SARS-CoV-2 infection. Identification
and understanding of the dynamics of viral mutations is of critical
importance to the course and control of the outbreak. Due to the
lack of error correction activity of RNA virus polymerases, similar to
other RNA viruses of SARS-CoV-2 is expected to have higher muta-
tion rates than DNA viruses. For all the direction and effects of viral
mutations occurring during the pandemic are difficult to predict.
This review aimed to examine scientific data about ADE, monoclo-
nal antibodies and the possible effects of mutations on the course
of the COVID-19 pandemic.

Keywords: Coronavirus, SARS-CoV-2, COVID-19, antibody-depen-
dent enhancement, monoclonal antibodies, viral mutations, natu-
ral selection
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GiRIS

Virislerin etiyolojik etkeni oldugu enfeksiyon hastaliklarindan
korunma ve virlislerin eliminasyonunda antikorlar ve antikor
aracili immdinite, birey ve toplum saghginin korunmasi agisin-
dan yasamsal dneme sahiptir. Akut viral solunum yolu enfeksi-
yonlari ile iliskili patolojiler viruis ve/veya immin yanitlara bagh
olarak gelisebilmektedir. COVID-19'da yetersiz dodal immiin
yanitlar ile abartili adaptif immin yanitlarin, hastahgin klinik
seyri ve sonuglari Gzerinde belirleyici oldugu anlagiimaktadir.

Antikor yanitlarinin niceligi ve niteligi, iliskili olduklari efektor
immin fonksiyonlar ve sonuglari Gizerinde lizerinde belirleyici
etkinlige sahiptir. Yiksek afiniteli antikorlar spesifik viral epi-
toplari taniyarak uygun nétralizasyon saglayabilirler. Notrali-
zan antikorlar in vitro diizeyde viral giris, flizyon ya da virion'un
hiicre disina salinimini bloke etme kapasiteleriyle tanimlanirlar.
in vivo diizeyde ise nétralizan antikorlar aracisiz olarak fonksi-
yonel olabilirler. SARS-CoV-2 insan anjiyotensin donustirtcu
enzim 2'yi (human angiotensin-converting enzyme 2; hACE2)
navirslerin spike proteinleri (S) virstin konak hiicreye girisine
aracilik eden reseptor tanima ve membran flizyonunu iceren
iki kritik fonksiyona sahiptir. Spike proteini reseptor baglayan
alt birim (S1) ve membran fiizyonu ile iliskili alt birim (S2)'den
olusur. SARS-CoV-2'nin spike proteininin reseptér baglanma
domeninde (RBD) yer alan spesifik notralizan antikorlar, konak
hiicre ylizeyinde yer alan ACE2 aracili viral baglanmayi nétrali-
ze edebilir. Benzer sekilde S2 protein iliskili viral fizyon da S2
icerisinde yer alan heptad tekrar 2 domainini (HR2) hedef alan
noétralizan antikorlar tarafindan da viral giris bloke edilebilir.
Notralizan antikorlar ayrica kompleman komponentleri, fago-
sitler ve dogal 6ldirtict (Natural killer; NK) hiicreler gibi immiin
sistemin diger hicresel bilesenleri ile etkilesebilmektedir. NK
hicreleri enfekte hiicreler Gizerindeki viral protein kompleks-
lerini Ig'nin Fc domainine karsi ylizeylerindeki tasidiklari Fc re-
septorler (Fc receptors; FcRs) gama (Fc.Rs) araciligiyla taniyarak,
antikor bagimli sitotoksisite olustururlar. Miyeloid hiicreler de
antikorlar ile opsonize olan hiicreleri tanimak icin bu etkilesi-
mi kullanarak, antikor bagimli hiicresel fagositozis gelistirirler.
Gerek NK hiicreleri aracili antikor bagimli sitotoksisite gerekse
miyeloid hicreler aracili antikor bagimli hiicresel fagositoz an-
tiviral hlicresel imminitenin efektor fonksiyonlarini olusturur.
Dolayistyla bu efektér yanitlar fagositlerin esliginde antikor
iliskili imm{nite araciligiyla patojenin eliminasyonuna katkida
bulunabilir. Buna karsin nadiren de olsa patojene spesifik an-
tikorlar, antikor bagimli alevlenme (ADE) olarak da bilinen bir
olagan disilik sonucunda patolojilere yol acabilirler (1-6).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun klinik seyri ve sonuglar enfekte
bireyin dlizelmesine imkan veren asemptomatik, hafif ve orta
siddetli enfeksiyondan, ani ve hizli gelisen yogun enflamasyon
ve sitokin firtinasi ile karakterize, pulmoner trombozis ve bunun
sonucu enfekte bireyin 6limine kadar uzanan genis bir yelpa-
zede degiskenlik gosterebilmektedir. COVID-19'un patogene-
zinde humoral immiin yanitlarin roli heniiz net degildir. SARS-
CoV-2 ile enfekte bireylerde virlise karsi gelisen spesifik antikor
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diizeylerinin hastaligin klinik siddeti ile orantili olmasina karsin
klinik sonuclari ile orantili olmamasi, nétralizan antikorlarin tek
basina hastalik siddetini azaltma ve viral eliminasyondan daha
ziyade enfeksiyona karsi koruyucu nitelikte olabilecegine isaret
etmektedir (7,8).

ADE iliskili immunpatojiler ve sonuglari, siddetli dengue virls
(DENV) enfeksiyonunun imminpatogenezini aciklamak icin
uzun siredir hipotize edilmekte ve ayrica insan immin yet-
mezlik virtirl (Human immunodeficiency virus; HIV), influenza
ve Ebola virtisii de iceren diger virisler icin de rapor edilmek-
tedir (9-12). Dengue viris serotiplerinden biriyle primer enfek-
siyon, kisiyi heterolog DENV serotipiyle sekonder enfeksiyon
olusmasi halinde hastaligin daha siddetli gecmesine duyarli
hale getirebilmektedir. Duyarli bireylere kimerik dort degerli
canh rekombinant dengue asisi uygulanmasi sonrasi hastane
basvuru oraninda artisin varligi, dengue’ye karsi orta diizeyde
maternal antikorlara sahip infantlarda hastalik riskinin artisina
dair bulgularin, dengue patogenezinde antikorlarin roliini
destekleyen 6nemli kanitlar oldugu 6ne surilmektedir (13-16).
Benzer mekanizma kedilerde 6liimle sonuclanabilen hastaliga
sebep olan feline infectious peritonitis viriis olarak adlandirilan
koronavirusler ile enfekte seronegatif ve seropozitif yavru kedi-
lerde de tanimlanmistir (17). infantlarda endemik hCoV iliskili
en ylksek alt solunum yolu enfeksiyon yiiki %7,8; 6 aya kadarki
doénemde %1,5; 2-5 yas arasinda ise sifira yakin araliginda olma-
sina karsin, st solunum yolu enfeksiyon yikunin yas araligi-
nin benzer olmasi, alt solunum sisteminde maternal koruyucu
imminitenin orta dizeylere diismesi sonrasi yiiksek hastalik
yuku ve bu durumun antikor sirklilasyonunun olmadigi Ust so-
lunum yollarinda gézlemlenmemesine iliskin verilerin de hCoV
enfeksiyonlarinda ADE olasiligini destekler nitelikte olabilecegi
belirtilmistir (18).

SARS-CoV enfeksiyonlarinda ADE, monosit, makrofaj ve B hiic-
releri gibi farkli imman hiicreler tizerinde eksprese edilen FcRs
ile iliskilidir. Onceden var olan SARS-CoV'e spesifik antikorlar
FcR eksprese eden hiicrelere viral girisi olanakli hale getirebil-
mektedir. Kisaca 6nceden var olan antikorlarin Fab domainler
araciligiyla yeni enfeksiyon etkeni olan virlisiin antijenik epi-
toplarina, Fc domainleri araciligiyla da FcR eksprese eden hiic-
relere baglanmasi sonucu olusan etkilesim zinciri enfeksiyon
etkeni olan yeni virlisiin FcR ekprese eden hiicrelere girisini ve
bu hiicreleri enfekte etmesini olanakl kilabilmektedir. Nihaye-
tinde bu stire¢ ACE2 ekspresyonu, endozomal pH ve proteaz-
lardan bagimsiz olup, ACE2 disinda hiicre icine FcR iliskili viral
girisi ifade etmektedir (19,20).

ADEnin enfekte konakta SARS-CoV'in yayillimina olanak ta-
nidigina dair heniiz net bir kanit yoktur. Gercekte ADE aracili
makrofaj enfeksiyonu, viral replikasyon ve sentez edilen yeni
virionun hicre digina salinimi ile karakterize viral biyogenez
ile sonuclanmaz. Bununla birlikte virtis-antikor immiinkomp-
lekslerinin birlikteligi, enflamasyonu ve FcRs esliginde miyeloid
hiicrelerin aktivasyonu araciligiyla doku hasarini tesvik edebi-
lir. Bu sekilde endozom icine ulasan virlis, RNA'ya duyarli Toll
benzeri reseptodrler (Toll- like receptors; TLRs) TLR3, TLR7 ve
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TLR8 tarafindan taninir. Makrofajlara ADE aracili SARS-CoV giri-
si, TNF ve IL-6 sentezinin artisini indikler. SARS-CoV ile enfekte
farelerde ADE'nin IL-10 ve TGFp gibi anti-enflamatuvar sitokin
diizeylerinde azalma, CCL2 ve CCL3 gibi pro-enflamatuvar ke-
mokin dlzeylerinin ise artisi ile iliskili olabildigi gosterilmistir.
Dolayistyla SARS-CoV'larin orijinal boyutlarina sahip spike pro-
teinini kodlayan modifiye asi virisii Ankara (modified vaccinia
Ankara; MVA) ile insan disi primatlarin immiinizasyonunun al-
veoler makrofajlarin aktivasyonunu tesvik ederek, akut akciger
hasarina neden olabildigi gosterilmistir (19-23).

Bir antikorun nétralizasyon kapasitesi ve konagr koruma kapa-
sitesi ya da ADE’ye ve akut enflamasyona neden olup olmaya-
cagl, antikorun spesifitesi, konsantrasyonu, afinitesi ve izotipi
gibi coklu faktorler tarafindan belirlenir. Bu agidan SARS-CoV
S ve nikleokapsid (nucleocapsid; N) proteinini kodlayan viral
vektor asilar araciligiyla anti-S IgG ve anti-N IgG immiinizas-
yonu tesvik edilen farelerde gerceklestirilen yeniden bulasma
modeli ¢calismalarinda, viral N proteine karsi bagisiklik kazanan
farelerde pro-enflamatuvar sitokinlerin sekresyonu sonucu
akcigerlere nétrofil ve eozonofil infiltrasyonunun artisi ile ka-
rakterize daha siddetli akciger patolojilerinin gelistigi gézlem-
lenmistir. Benzer olarak insan disi primatlarda gerceklestirilen
yeniden bulagma calismalarinda da viral spike proteininin RBD
ve HR2 epitoplarina karsi olusan antikorlarin koruyucu etkin-
liginin daha iyi oldudu, buna karsin spike proteininin diger
epitoplarina karsi gerceklestirilen immiintzasyonun ise ADE'yi
indukleyebildigi gosterilmistir (22,24,25).

invitro deneysel veriler FcRs eksprese eden hiicrelericin ADE'nin
daha ¢ok, dusutk antikor konsantrasyonu varliginda gercekles-
tigi, yuksek antikor konsantrasyonunun ise SARS-CoV'lerin ko-
nak hiicre icine girisini n6tralize edebilme kapasitesini artirdigdi,
dolayisiyla yuksek afiniteli antikorlarin ADE'den ziyade virlisiin
reseptore baglanmasini bloke etme egiliminde olduguna isaret
etmektedir. Bu agidan hem ACE2 hem de FcyRll eksprese eden
insan pnémosit hiicre hatlarinda yapilan bir calismada hastalar-
dan elde edilen anti-SARS-CoV serumu 1/100-2000 diliisyonda
deney ortamina eklendiginde, viriisiin indikledigi apoptozis
ve enfektivitenin artigi, buna karsin deney ortamina daha yuik-
sek konsantrasyonlarda serum eklendiginde ise notralizasyon
varliginin gézlemlendigi rapor edilmistir (20,21).

Antikorlarin efektdr fonksiyonlari izotipleri tarafindan kontrol
edilir. Bu acidan IgM'in kompleman aktivasyonu Uzerinden
pro-enflamatuvar yanitlar aktive edebildigi, IgG alt siniflarinin
ise baglandigi farkli FcR'leri aracih@iyla immdan yanitlar tzerin-
de diizenleyici etkilere sahip oldugu kabul edilir. FcyRlerinin
cogunun sinyal iletimi tirozin bazli immun reseptor aktivasyon
motifi immunoreceptor tyrosine-based activation motif; ITAM)
araciligiyla gerceklesmesine karsin FcyRllb ise sitoplazmik kuy-
rugu lzerinde anti-enflamatuvar yanitlar ile iliskili tirozin bazli
immin reseptdr inhibisyon motifi (immunoreceptor tyrosi-
ne-based inhibitory motif; ITIM) icerir. FcyRI ve FcyRllla icerme-
yen FcyRlla ve FcyRIlb'nin ektopik ekspresyonunun SARS-CoV
enfeksiyonunda ADE'yi indiikleyebildigi, FcyRlla allel polimor-
fizminin SARS patolojileri ile iliskili olabildigi, bu acidan IgG1
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ve IgG2 baglayan FcyRlla izoformlarinin sadece IgG2 baglayan
izoformlarina gére daha siddetli hastalik gelismesi ile iligkili ola-
bildigi rapor edilmistir (20).

SARS-CoV-2'ye karsi uygun koruyucu antikor yanitlarinin olus-
turulmasi amaciyla asi ve adjuvanlarin tanimlanmasi kritik
Onem tasimaktadir. Daha 6nce yapilan calismalarda inaktive
SARS-CoV virusu ile farelerin, S protein kodlayan MVA ile rhe-
sus macaques cinsi maymunlarin ve S proteini kodlayan DNA
asilariile farelerin immunuzasyonunun, genellikle diisiik nitelik
ve nicelikteki antikor sentezine neden olarak, ADE ve cesitli dU-
zeylerde eozinofil aracili immunpatolojileri indiikleyebildikleri
rapor edilmistir (23,26). Ayrica asilarin guivenligi ve etkinligi-
nin degerlenmesinde konagin yasi da 6nem tasimaktadir. Bu
acidan yash farelerde iki asamali inaktive SARS-CoV asi uygu-
lamasinin noétralizan antikor yanitlarini indiiklemede basarisiz
oldugu gosterilmistir. Aluminyum turevi adjuvanlar iceren iki
asamali inaktive SARS-CoV asllari yash farelerde yiuksek titreler-
de antikor yanitlarini indiiklemesine karsin, Th2 (tip 2 yardimci
T; T helper 2) tip immdin yanitlar ile iliskili IgG2 yerine eozonofili
ve akciger patolojileri olusmasina katkida bulunabilme potan-
siyeli tasiyan IgG1 tipindeki yanitlarin olusmasina neden ola-
bildigi de saptanmistir (26). Bunun aksine fare calismalari spike
protein RBD'ni icindeki spesifik epitoplara karsi antikor yaniti-
ni hedef alan fraksiyonlarinin veya peptid asilarinin koruyucu
antikor yanitlarinin gelisiminde daha uygun olabildigi gosteril-
mistir (4). Ayrica canh-atentie SARS-CoV asilarinin da yasli fare-
lerde koruyucu immiin yanitlari indiikleyebildigi gosterilmistir
(27). SARS-CoV RBD'sini kodlayan rekombinant Adeno-iliskili
virts asilarinin intranazal uygulanmasinin intramuskdler uygu-
lamalara oranla akcigerlerde daha yuksek titrelerde IgA yaniti-
ni indukleyebildigi ve akciger patolojilerini azaltabildigi rapor
edilmistir (4).

Bununla birlikte heniiz viral enfeksiyonunun siddetinin kayna-
ginin antikor veya T hiicre iliskili immin ya da konak faktorleri
ile iliskili olup olmadigini ayiracak herhangi bir klinik yada la-
boratuvar parametresi mevcut degildir. Virlis ve konak immiin
hiicreler ile immiin hiicrelerin kendi arasindaki etkilesimleri
tlre 6zgl olmasi da in vitro ve deney hayvanlari kullanilarak
gerceklestirilen bilimsel calisma verilerinin insan ADE iligkili
immiinpatolojilere uyarlanmasini sinirlayabilmektedir. Niyahe-
tinde gecirilmis enfeksiyon, asi veya pasif transfer yolu ile edi-
nilen, patojene spesifik antikorlarin, virise ve enfekte bireyin
immunolojik ve genetik faktorlerine bagh olarak, enfekte kiside
hastaligin siddetlenmesi olarak tanimlanan ADE'ye iliskin klinik
verileri hentiz kisithidir (28).

Tum diinyada SARS-CoV-2'ye yonelik immiiniizasyon saglan-
masi amaciyla nikleik asit, viral vektor ve fraksiyonel aday asila-
rint iceren ¢cok yonli, cok merkezli calismalar, preklinik ve klinik
deneme asamalarinda sirdirilmektedir. Ancak COVID-19'lu
hastalarda SARS-CoV-2 N ve S proteinlerine karsi olusan ytik-
sek titreli IgM ve 1gG sinifi antikor yanitlarinin bazi hastalarda
zararli etkilerinin olabilecegini yoniinde degerlendirmeler de
bulunmaktadir (29,30). Buna karsin orta siddetli seyreden CO-
VID-19 sonrasi iyilesme saptanan hastalarin %70'inde olciile-
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bilir diizeyde nétralizan antikor yanitlarinin varligi ve bunlarin
ozelliklerinin belirlenmesi asi hazirlanmasina yonelik calisma-
lara katki saglayacaktir (31). Dolayisiyla SARS-CoV-2'ye yonelik
aday asilarin gtivenlik degerlendirmesi kapsaminda ADE'nin de
dikkate alinmasi gerektigi ve ayrica glivenilir ve efektif notrali-
zasyon kapasiteleri nedeniyle monoklonal antikor tretimin de
alternatif bir secenek olabilecegi belirtilmektedir (6).

Ozellikle viris ile temas sonrasi siddetli hastalik riski yiiksek
olan bireylere, hastalik siddetinin azaltilmasi veya tedavisi ama-
cyla profilaktik antikor (monoklonal) uygulamalarinin Ebola
veya SARS-CoV enfeksiyonlarinda da deneyimlendigi tizere gu-
venli ve etkili olabilmesi nedeniyle, COVID-19 icin de nétralizan
etkili monoklonal antikorlarin tespitine yonelik yogun arastir-
malar mevcuttur (32-35).

SARS-CoV-2 ylizey spike proteini virlisin ACE2 reseptori araci-
hgiyla hiicreye tutunmasi ve sonrasi membran flizyonu aracili-
giyla hiicreye girisine aracilik eden, hiicre ve doku tropizmi ile
enfeksiyonun olusmasi ve seyrinde kritik belirleyici olan major
antijendir. Dolayisiyla SARS-CoV'lerin spike proteinleri asilama,
antiviral stratejiler, terapotik antikorlar ve tani icin temel he-
deflerden birini teskil etmektedir. Spike proteini konak hiicre
reseptdriine baglanmadan sorumlu S1 ve konak hiicre memb-
ranlarinin flizyonundan sorumlu S2 olmak tizere iki alt birimden
olusur. S1'de N-terminal domain (51-NTD) ve C-terminal domain
(S1-CTD) olmak Uzere iki 6nemli domain icerir. S1 domainlerin-
den biri ya da ikisi potansiyel olarak reseptdrleri baglar ve re-
septdr baglayan domaini (RBD) olarak islev gorir (1,36). SARS-
CoV-2 ve SARS-CoV'in S proteinleri arasinda filogenetik agidan
nukleotid ve aminoasit dlizeyinde sirasiyla yaklasik %73 ve %77
oraninda sekans benzerligi icerdigi rapor edilmistir. Dolayisiyla
iki virus arasindaki yliksek derecedeki sekans benzerligi evrim-
sel sireg icerisinde iyi korunmus ve heniiz tespit edilememis
capraz reaktif epitoplarin var olma olasihgini artirir (37,38).

SARS-CoV ve SARS-CoV-2 RBD'leri arasinda yuksek yapisal ben-
zerlige ragmen, SARS-CoV RBD ile capraz reaksiyon veren (g
monoklonal antikorun (mAbs $230, m396, 80R) SARS-CoV-2
RBD ile baglanma reaksiyonu vermedigi, dolayisiyla iki virtisiin
RBD'leri arasindaki ¢apraz antikor yanitlarinin sinirli olabilece-
gi vurgulanmistir (39). Gegirdigi SARSCoV enfeksiyonu sonrasi
iyilesen bir hastanin konvelesan serumundan CR3022 olarak
adlandirilan, immiinglobilin (Ig) agir zincirleri V, D, J (variab-
le, diversity, joining) bolgeleri (IGHV, IGHD ve IGHJ) sirasiyla
germ-line IGHV5-51, IGHD3-10 ve IGHJ6 genleri tarafindan,
buna karsin hafif zincir V ve J bolgeleri ise IGKV4-1 ve IGKJ2
genleri tarafindan kodlanan, SARS-CoV'lin RBD'nini hedef alan
bir nétrolizan antikor elde edilmistir (40). Gergeklestirilen 19gG
blast analizlerinde CR3022 IGHV'nin niikleotid sekans diizeyin-
de germ-line sekansdaki 8 aa degisikligi ile sonuclanan %3,1
oraninda somatik mutasyon, buna karsin CR3022 IGKV'in nik-
leotid sekans diizeyinde germ-line sekansdaki 3 aa degisikligi
ile sonuglanan %1,3 oraninda somatik mutasyon icerdigi gos-
terilmistir (41). Ayrica CR0322'nin SARS-CoV-2'nin RBD bdlge-
sine baglanabildiginin de gosterilmesi capraz reaksiyon veren
epitopun varligina isaret etmektedir (42).

Experimed 2020; 10(2): 112-8

SARS-CoV-2'nin RBD ile CR0322'nin kristal yapisinin tanimlan-
masina yonelik bir calismada; CR0322'nin RBD ile etkilesim icin
hem IgG'nin agir ve hafif zincirlerini hem de 6 adet ek tanimlayi-
c1 bolgeyi kullandigi belirlemistir. 11 aa somatik mutasyondan
5'nin CR0322 tarafindan taninan paratop bdlgesinde olmasinin
ise antikorun afinite olgunlasmasina isaret ettigi belirtilmistir.
Ayrica CR0322 tarafindan taninan 28 epitopun 24'iniin (%86)
SARS-CoV-2 ve SARS-CoV epitoplari arasinda korunmus oldu-
gu da belirlenmistir. Dolayisiyla bu yiiksek sekans benzerliginin
capraz reaktiviteyi acikladigi, fakat degisime ugrayan epitoplar
nedeniyle, CR0322 Fab domaininin SARS-CoV RBD’ne baglan-
ma afinitesinin daha ylksek oldugu gosterilmistir (38). 372.
aa pozisyonunda SARS-CoV'nin Treonin (Thr), SARS-CoV-2'nin
ise Alanin (Ala) icermesi nedeniyle SARS-CoV'in N370 pozisyo-
nunda olusan, ek bir N-glikozilasyon alaninin CR0322'nin epi-
topa baglanma afinitesinde artisa neden oldugu, dolayisiyla
bu verilerin SARS-CoV ve SARS-CoV-2 RBD bdlgeleri arasindaki
antijenik farkliliklarin bir kisminin N370 pozisyonundaki N-gli-
kolizasyondan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (43). Bu
amagla yapilan mikronétralizasyon deneylerinde, CR022'nin
SARS-CoV'i nétralize edebilmesine karsin daha yiiksek konsant-
rasyonlarda dahi SARS-CoV-2'yi nétralize edemedigi gosteril-
mistir (38). Yine sekans verileri baz alinarak yapilan modelleme
cahismalarinda CR022'nin ACE’ye baglanma uyumunun disuk
oldugu, bu acidan CR022'nin nétralizasyon mekanizmasinin
reseptor baglanma blokajindan bagimsiz oldugu, RBD'ne bag-
lanmak icin ACE2 ile rekabete girmedigi, dolayisiyla CR022'nin
RBD'yi hedef alan diger monoklonal antikorlarla birlikte sinerjik
etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir (40). CR022'nin SARS-CoV-
2'nin S protein RBD'ninin acik ve kapali konformasyonel form-
larina karsi afinitesinin farkhihk gosterebildigi, ayrica RBD'nin N
terminal bolgesi ile zayif uyum gosterdigi belirlenmistir. Buna
karsin CR022'nin yapilan ELISA calismalarinda SARS-CoV-2 ile
etkilesebildigi, dolayisiyla SARS-CoV ve SARS-CoV-2 arasinda
iyi korunmus benzer kriptik epitoplarin olabilecegi belirtilmis-
tir. Nihayetinde CR022'nin SARS-CoV-2'ye karsi in-vitro notrali-
zasyon kapasitesinin diisiik olmasina karsi in-vivo notralizasyon
etkinliginin olabilecegi 6ngurilmustur (38).

Benzer sekilde 2003 yili SARS-CoV salgininda enfekte birey-
lerden viral S proteinine karsi notralizan etkinligi tanimlanan,
S303, S304, S309 ve S315 olarak adlandirilan antikorlardan
ozellikle S309'un taksonomik olarak sarbecovirus alt cinsi ice-
rinde yer alan SARS-CoV'lerin spike protein RBD'deki korunmus
epitoplara karsi potansiyel nétralizasyon etkinligi gosterilmistir
(44). Cin'in Wuhan bolgesinde SARS-CoV-2 ile enfeksiyon son-
rasi iyilesen iki bireyin B hiicrelerinden elde edilerek, in vitro
SARS-CoV-2 spike protein RBD'ne karsi potent notralizan etkin-
ligi belirlenen, COV2-2196 ve COV2-2381 olarak adlandirilan iki
monoklonal antikorun gerek transgenik farelere gerekse rhesus
macaques cinsi primatlara pasif transferinin SARS-CoV-2 enfek-
siyonuna karsi deney hayvanlarini korudugu gosterilmistir (45).
Sonug olarak korunmus epitoplarin tespitinin daha kapsayici
koronavirus asilarinin gelistirmesi ve sonraki olasi koronavirus
salginlarina karsi capraz koruyucu antikorlarin eldesi icin yararli
olabilecegdi belirtiimektedir.
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Replikasyon DNA veya RNA iceren genetik materyalin sentez-
lenmesi amaciyla gerceklestirilen, dolayisiyla turlerin veya can-
hgin devamhligini saglayan en temel biyolojik suirectir. Sentez
temel olarak cok sayidaki ek faktorler haricinde mevcut DNA ya
da RNA'nin kalip/sablon olarak kullanilmasi ve polimeraz en-
zimleri araciligiyla gerceklesir. Cevresel faktorler dogal secilim
baskist ile kalip olarak kullanilan bir dnceki genetik materyal ve
polimeraz enzimi, sentezin biyolojik ve genetik mahiyeti ya da
sonuclarinin ve/veya etkilerinin belirlenmesinde kritik rol oynar-
lar. Replikasyon viral biyogenezin en kritik ve en 6zgiin asamasi-
dir. Viral replikasyon amaciyla genel olarak (HIV ve HBV gibi istis-
nalar hari¢) DNA viriisleri DNA polimeraz, RNA virUsleri ise RNA
polimeraz enzimini kullanir. Sentezin hizi ve dinamigi viriise ve
enfekte ettigi organizmaya gore degisir. RNA polimeraz enzimi
hata diizeltme fonksiyonu DNA polimeraz enzimine goére yak-
lasik 10° kat daha distiktir. Bu nedenle dogasi geredi RNA vi-
rislerinde RNA sentezinin her bir dongustinde yeni sentezlenen
RNA (izerinde, kalip olarak kullanilan RNA'dan farkli olabilen,
nukleotid degisiklikleri (mutasyon) meydana gelebilmektedir.
Bu acidan RNA virlslerinde olusan mutasyonlar dogal biyolojik
stirecin bir sonucu olarak kabul edilir. Dolayisiyla viral genomda
viristin bulastiricihgini ve viriilansini artici yonde spontan geli-
sebilen mutasyonlar meydana gelebilir. Buna karsin bu mutas-
yonlarin olumlu ya da olumsuz yonde virolojik ve klinik agidan,
hastaligin seyri, siddeti ve sonuglari tizerindeki potansiyel etki-
leri bircok viral ve cevresel faktoriin karsilikli etkilesimiyle sekil-
lenir. Bu faktorlerden en énemlisi ve belirleyici olan ise dogal
secimli baskidir. Olusan mutasyonlarin suirdirebilir olmasi icin
virlslerin secimli bir baski altinda kalmasi ve viral genomun da
buna imkan ve destek saglamasi gerekir.

Virtslerin evrilmesi Uizerinde dogdal secilimin roli kolaylikla 6n-
gorilemeyebilir. Bu durum yeni ortaya cikan viral salginlarin
yoni ve dinamiginin belirlenmesine yonelik yaklasimlarda spe-
kllasyonlara neden olabilir. Bu acidan salginlar sirasinda virisu
daha virtilan hale getirebilecek mutasyonlarin olusacagi yaygin
bir 6ngori olmasina karsin bunu destekleyen herhangi bir bi-
limsel veri ve kanit yoktur. Keza virtilansin evrimi ve stireci hen(iz
cok az bilinen son derece komplike ve karmasik bilimsel arka
plana sahiptir. Mutasyonlarin evrimsel siireg icerisinde viriisiin
patojenite ve vililansini artirici ya da azaltici yonde etkileri ola-
bilir. Dolayisiyla evrilme siirecini belirleyen faktor ve kuvvetlerin
ne ve nasll etkili olabilecegi bugin icin 6ngorilmesi oldukca
zor olmasi nedeniyle virlilansin izleyebilecegi seyir hakkinda
tahmin veya 6ngoriilerde bulunmak ¢ok gti¢ ve fuzuli olabilir.
Nihayetinde salginlar sirasinda mutasyonlar meydana gelebilir
ama bunun epidemiyolojik etkilerini 6lgmek zordur (46).

2002-2003 SARS-CoV epidemisinin baslangic ve sonlanma
safhasinda ORF8'de dnemli delesyonlarin saptandig, viral ge-
nomda noétral mutasyon oranin salgin siiresince stabil kaldig,
sekansin kodlama yapan 6zellikle S gen bdlgesindeki aa mu-
tasyon oraninin ise baslangicta ytksek olmasina karsin salginin
ortasi ve sonlarina dogru yavaslayarak stabil kaldigi, spike pro-
teininin pozitif secimli baskiya glicli bir baslangic yaniti verdigi
ve bu degisimlerin salginin seyrini yonlendirdigine dair veriler,
virtistin konagin secimli baskisina direnci ve insana adaptasyo-
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nuna isaret ettigi yoniinde degerlendirilmistir. Bu agidan SARS-
CoV-2'nin de benzer sekilde bir adaptasyon sireci gegirmis ola-
bilecegi, fakat bu adaptasyonlarin daha fazla 6lim anlamina
gelmesinin olasi olmayacagdi ifade edilmektedir (46-48).

SARS-CoV-2 spike proteini asilama, antiviral stratejiler, terapo-
tik antikorlar ve tani icin temel hedeflerden birini teskil etme-
sine ek olarak viral spike proteininde olusacak mutasyonlarin
salginin seyrini degistirme potansiyelleri ve yine spike prote-
inini hedef alan olasi bir asinin immdintizasyonunu etkileme
potansiyelleri nedeniyle izlemi ve taninmasi kritik dnem tasi-
maktadir. Bu amacla pandemi siiresince izole edilen ve GISAID
(Global Initiative on Sharing All Influenza Data) Uzerinden
paylasilan viral genoma ait sekans verileri baz alinarak, SARS-
CoV-2 genomlarindaki rekombinasyonlari ve mutasyonlari sap-
tamaya yonelik gerceklestirilen retrospektif calismalarda; viral
spike proteinini kodlayan gende D614G, S943P, L5F, L8V/W,
H49Y, Y145H/del, Q239K, V367F, G476S, V483A,V615I/F, A831V,
D839Y/N/E, S943P, P1263L ve fuizyon peptid lzerinde 937-943
aa pozisyonlarinda kiimelenen mutasyonlar saptandigi rapor
edilmistir. Bu mutasyonlardan ozelikle 614. aa pozisyonunda
saptanan D614G yoniindeki mutasyonun, virlisin bulagma
diizeyinin ve hastalik siddetinin artisi yoniinde etkilerinin ola-
bilecegi 6ngodriilmektedir. Viral spike protein RBD'deki bazi aa
varyasyonlarinin viral enfektivitede azalmaya neden olabildigi,
buna karsin A475V, L452R, V483A ve F490LYi iceren varyant-
larin ise notralizan antikorlara direncli olabildigi, bununla bir-
likte bu viral varyantlarin yaygin olmadigi da rapor edilmistir.
Ayrica yapilan in-vitro deneysel calismalarda viral spike prote-
indeki N-glikolizasyon alanlarindaki delesyonlari iceren bazi
varyasyonlarin viral enfektivitenin azalmasina neden olabildi-
di, bununla varyasyonlardan N234Q’nun nétralizan antikorlara
diren¢ (immin kagis) ile N165Q'nin ise noétralizan antikorlara
daha duyarli olmasi ile iliskili olabildigi gosterilmistir. Bunlarla
birlikte, heniiz belirtilen mutasyonlarin olasi immunolojik ve
hastalik seyri Uzerindeki patolojik etkilerinin belirlenmesine
yonelik fonksiyonel analizler gerceklestirmis degildir. Bilindigi
Uzere viral genomda saptanan herhangi bir mutasyonun olasi
virolojik ve patolojik etkileri ancak virtisiin fonksiyonel analiz-
lerinin yapilarak konfirme edilmesi ile ortaya konabilir (49,50).

Bu derlemenin kapsami disinda olmakla birlikte, gelistiriime
asamasinda olan COVID-19 asilari i¢in potansiyel risklerden biri
de asi iliskili solunum yolu hastaliginin siddetlenmesi (vacci-
ne-associated enhanced respiratory disease; VAERD) sendro-
mudur. Asilama aracihdiyla edinilen antikorlar ADE’ye neden
olmasi disinda, VAERD'ye de neden olabilmektedir. VAERD asi-
lama sonrasi spesifik antijenik epitoplara karsi nétralizan kapa-
sitesi zayif antikor yanitlariile iliskilidir. Notralizasyon kapasitesi
disik olmasina karsin 6zellikle yiksek viral ylk varhginda, an-
tikorlarin viral epitoplariile olusturdugu immiin kompleksler ve
kompleman aktivasyonu enflamatuvar sitokin yanitlarinin in-
diiklenmesine neden olarak VAERD’e neden olabilmektedirler.
VAERD ayrica asinin Ty1 yoniindeki immun yanitlardan ziyade
Th2 yonindeki immiin yanitlarin indiiklenmesi sonrasi gelisen,
Ty2 iliskili sitokin yanitlari ve alerjik enflamasyon ile iliskili ola-
bilmektedir (51).
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COVID-19'un immiinpatogenezine iliskin bilimsel veri ve bilgi-
ler henliz sinirhidir. Mevcut bilimsel ve klinik veriler COVID19'da
bagisik yanitlarinin virls, enfekte birey ve cevresel faktorlerin
karsilikli etkilesimi ile sekillendigi, enfeksiyonun klinik seyri ve
sonuglarinin hastalarin cogunda enfeksiyonunun kontrol al-
tina alinmasina imkan verebilen immiin yanitlardan olustugu
bildirilmektedir. Ancak 6zellikle kronik inflamasyon ve immiin
yetmezlik gibi komorbiditelerin eslik ettigi cok yash kisilerde ise
immuin fonksiyon bozuklugu ve/veya yetersizligi sonucu ani ve
hizla gelisen yogun inflamasyon, sitokin ve kemokin firtinasi ile
karakterize olan pulmoner trombozis ile sonuglanabilen olduk-
¢a genis bir yelpazeyi icerebilmektedir (52).

SONUC
Sonug olarak,

- virUse spesifik antikorlar enfeksiyonun kontroliinde 6nemli
rol oymasina karsin nadiren de olsa ADE ilisikli olumsuz so-
nuclari olabildigi,

- Ozellikle asi tasarimlari ve antikor tedavileri icin ADE ve
VAERD olasiliginin dikkate alinmasi gerektidi,

- notralizan etkinlige sahip olan monoklonal antikorlarin
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisinde potansiyel alter-
natif bir secenek olusturdugu,

- COVID-19 salginiile miicadelede viral genomdaki mutasyon
ve/veya varyasyonlarin yakindan izleminin gerekli ve yararl
oldugu,

- mutasyonlarin virlisiin olasi zararli etkilerini gdsteren bir in-
dikator olmaktan ziyade yeni salginlarin anlasilmasina yar-
dimci oldugu,

- gercekte mutasyonlarin viriislerin yasam dongdlerinin do-
gal bir parcasi oldugu ve salginlarin seyrini olumsuz yénde
degistirebilecek etkilerinin ise nadir ve sinirli oldugu 6ngo-
rilebilir.
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on Publication Ethics (COPE), the European Association of Science
Editors (EASE), and National Information Standards Organization
(NISO). The journal conforms to the Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice).
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been submitted to another journal for evaluation and rejected for
publication. The submission of previous reviewer reports will expe-
dite the evaluation process. Manuscripts that have been presented
in a meeting should be submitted with detailed information on the
organization, including the name, date, and location of the orga-
nization.

Peer-Review Policy

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

Ethical Principles

An approval of research protocols by the Ethics Committee in
accordance with international agreements (World Medical As-
sociation Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical
Research Involving Human Subjects,” amended in October 2013,
www.wma.net) is required for experimental, clinical, and drug
studies and for some case reports. If required, ethics committee
reports or an equivalent official document will be requested from

the authors. For manuscripts concerning experimental research
on humans, a statement should be included that shows that writ-
ten informed consent of patients and volunteers was obtained
following a detailed explanation of the procedures that they may
undergo. For studies carried out on animals, the measures tak-
en to prevent pain and suffering of the animals should be stated
clearly. Information on patient consent, the name of the ethics
committee, and the ethics committee approval humber should
also be stated in the Materials and Methods section of the manu-
script. It is the authors’ responsibility to carefully protect the pa-
tients’ anonymity. For photographs that may reveal the identity
of the patients, signed releases of the patient or of their legal
representative should be enclosed.

Plagiarism

Experimed is extremely sensitive about plagiarism. All submissions
are screened by a similarity detection software (iThenticate by
CrossCheck) at any point during the peer-review or production
process.Even if you are the author of the phrases or sentences,
the text should not have unacceptable similarity with the previously
published data.

When you are discussing others’ (or your own) previous work,
please make sure that you cite the material correctly in every in-
stance.

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

Authorship

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

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

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

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

3 Final approval of the version to be published; AND

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

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

Authors publishing with Experimed retain the copyright to their
work, licensing it under the Creative Commons Attribution-Non-
Commercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0) license that gives
permission to copy and redistribute the material in any medium or
format other than commercial purposes as well as remix, transform
and build upon the material by providing appropriate credit to the
original work.

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 200 (Structured) 30 6 7 or total of 15 images
Review Article 5000 200 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




A-X

E)d’ERIMED

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.
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YAZARLARA BiLGi

Icerik

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
EnstitlsU’'niin cift-kor hakemli, elektronik, acik erisimli bilimsel yayin
organidir. Dergi Nisan, Agustos ve Aralik aylarinda olmak Uizere, yilda
3 sayi olarak yayinlanir. Yayin dili Turkce 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 bigimlendirilmistir. Experi-
med'’in editdryel ve yayin suregleri, Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uysun olarak yurtttulmektedir.

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

Degerlendirme Siireci

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

Etik ilkeler

Klinik ve deneysel calismalar, ila¢ 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 goérulmesi halinde Etik
Komisyon raporu veya esdegeri olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. insanlar tizerinde yapilmis deneysel calismalarin sonucla-
rini bildiren yazilarda, calismanin yapildigi kisilere uygulanan prose-
durlerin niteligi timuyle agiklandiktan sonra, onaylarinin alindigina
iliskin bir agiklamaya metin icinde yer verilmelidir. Hayvanlar Gzerin-
de yapilan calismalarda ise agri, aci ve rahatsizlik veriimemesi igin
yapilmis olanlar acik olarak makalede belirtiimelidir. Hasta onamlari,
Etik Kurul raporun alindi§i kurumun adi, onay belgesinin numara-

sI ve tarihi ana metin dosyasinda yer alan Yontemler bashgi altinda
yazilmalidir. Hastalarin kimliklerinin gizliliini korumak yazarlarin so-
rumlulugundadir. Hastalarin kimligini aciga cikarabilecek fotograflar
icin hastadan ya da yasal temsilcilerinden alinan imzali izinlerin de
gonderilmesi gereklidir.

Dergiye gonderilen makaleler, hakem degerlendirme slirecinde 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.

Baskalarinin énceki calismalarini (veya kendi calismalarinizi) tartisir-
ken, lutfen materyali her durumda dogru bir sekilde alintiladi§iniz-
dan emin olunuz.

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

Yazarlik

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 énemli
katki saglamis olmak; VE

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

3. Yazinin yayindan énceki son halini §6zden gecirmis ve onayla-
mis olmak; VE

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

Bir yazar, calismada katki sagladigi kisimlarin sorumlulug§unu almasina
ek olarak, diger yazarlarin calismanin hangi kisimlarindan sorumilu
oldugunu da teshis edebilmelidir. Ayrica, yazarlar birbirlerinin katki-
larinin bltinltigune 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
yukleme 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 “lUtuf yazarlik” oldugundan siphelenmesi durumunda
sOz 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
onyarglya yol acabilecek finansal, kurumsal ve diger iligkiler dahil
mevcut ya da potansiyel ¢ikar ¢atismalarini beyan etmelerini talep
ve tegvik eder.

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

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

Telif ve Lisans

Yazarlar Experimed Dergisi'nde, yayinlanan calismalarinin telif hak-
kina sahiptirler ve calismalari Creative Commons Atif-GayriTicari
4.0 Uluslararasi (CC BY-NC 4.0) olarak lisanslidir. Creative Commons
Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi (CC BY-NC 4.0) lisansi, eserin ticari
kullanim disinda her boyut ve formatta paylasilmasina, kopyalan-
masina, ¢ogaltilmasina ve orijinal esere uygun sekilde atifta bulun-
mak kaydiyla yeniden dizenleme, donlstlirme ve eserin Uzerine
insa etme dahil adapte edilmesine izin verir.

Yazarlar, basill ya da elektronik formatta yer alan resimler, tablolar
ya da diger her turll 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 agilarini yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu
ve Yayinci bu gibi durumlar icin hicbir sorumluluk ya da yukdmltltk
kabul etmemektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tim 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 ylkleme ve degerlendirme sistemi
Uzerinden gonderilebilir. DiSer mecralardan génderilen makaleler
degerlendirilmeye alinmayacaktir.

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

Yazarlarin; Telif Hakki Anlasmasi Formu, Yazar Katki Formu ve ICMJE
Potansiyel Cikar Catismalari Formu’nu (bu form, tim yazarlar tarafin-
dan doldurulmalidir) ilk génderim sirasinda online makale sistemine
yuklemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.istanbul.
edu.tr/tr/_ adresinden erisilebilmektedir.

Baslik sayfasi: Gonderilen tim makalelerle birlikte ayr bir baslk
sayfasi da gonderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin basligini ve 50 karakteri gecmeyen kisa bashgini,

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

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

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

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

Ozet: Editére Mektup tiiriindeki yazilar disinda kalan tim makale-
lerin Tlrkce ve ingilizce dzetleri olmalidir. rijinal Arastirma makalele-
rinin &zetleri “Amac”, “Gere¢ ve Yontem”, “Bulgular” ve “Sonug” alt
basliklarini icerecek bicimde hazirlanmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tim makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar keli-
meyle birlikte génderilmeli, anahtar sézcukler ézetin hemen altina
yazilmalidir. Kisaltmalar anahtar s6zcuk olarak kullanilmamalidir. Anah-
tar sézcukler National Library of Medicine (NLM) tarafindan hazirla-
nan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanindan secilmelidir.

Makale Tirleri

Orijinal Arastirma: Ana metin “Giris”, “Gerec ve Yontem”, “Bulgular”
ve “Tartisma” alt basliklarini icermelidir. Ozgiin Arastirmalarla ilgili ki-
sitlamalar igin litfen 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 bolimi
icinde ayr bir alt baslik olarak yazilmali ve kullanilan yazilim kesin-
likle tanimlanmalidir.

Birimler, uluslararasi birim sistemi olan International System of Units
(SI)’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 igin 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 kacan 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 bash§i ve yazarlarin
adlari agik bir sekilde belirtiimeli, kaynak listesinde yazilmali ve me-
tin icinde atifta bulunulmalidir.

Tablolar

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

Resim ve Resim Altyazilar
Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda) ayri

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

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

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

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

Ozgiin arastirmalarin kisitlamalari, engelleri ve yetersizliklerinden
Sonug paragrafi dncesi “Tartisma” béluminde 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 dergi kisaltma-
lari 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 kullanilmalidir. Farkli 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 200 (Alt baslikli) 30 6 7 ya da toplamda 15 resim
Derleme 5000 200 50 6 10 ya da toplamda 20 resim
Olgu Sunumu 1000 200 15 Tablo yok 10 ya da toplamda 20 resim
Editore Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Resim yok
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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.

REVIZYONLAR

Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarini génderirken, ana metin
Uzerinde yaptiklari degisiklikleri isaretlemeli, ek olarak, hakemler
tarafindan 6ne strllen onerilerle ilgili notlarini “Hakemlere Cevap”
dosyasinda géndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasinda her hake-
min yorumunun ardindan yazarin cevabi gelmeli ve degisikliklerin
yapildigi satir numaralari da ayrica belirtilmelidir. Revize makaleler
karar mektubunu takip eden 30 giin icerisinde dergiye gonderil-
melidir. Makalenin revize versiyonu belirtilen sure icerisinde ytklen-
mezse, revizyon seceneSi iptal olabilir. Yazarlarin revizyon igin ek
sureye ihtiyac duymalari durumunda uzatma taleplerini ilk 30 gin
sona ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayina kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve bicim agisin-
dan kontrol edilir. Yayin streci tamamlanan makaleler, yayin planina
dahil edildikleri sayiyla birlikte yayinlanmadan énce erken cevrimigi
formatinda dergi web sitesinde yayina alinir. Kabul edilen makale-
lerin baskiya hazir PDF dosyalari sorumlu yazarlara iletilir ve yayin
onaylarinin 2 gun icerisinde dergiye iletilmesi istenir.
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