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ABSTRACT

Objective: As an anionic surfactant, sodium lauryl sulphate (SLS),
is used as an emulsifying agent in toothpastes as well as many dif-
ferent household cleaning products. Many toothpastes contain
SLS and it is responsible for the formation of foam when brush-
ing. However SLS may also irritate sensitive teeth and gumes. Lip-
id peroxidation (LPO) is defined as an autoxidation process that
is induced through the attack of free oxygen radicals leading to
oxidative stress in the pathophysiology of various diseases. LPO
causes the formation of highly reactive products including differ-
ent aldehydes, ketones, and alkanes serving as biomarkers of LPO.
In our study we aimed to expose zebrafish embryos to SLS and de-
termine LPO in SLS exposed zebrafish embryos.

Material and Method: Zebrafish embryos that were dividing nor-
mally and which had spherical shapes were chosen and they were ex-
posed to SLS both in low and high concentrations in well plates for 72
hours. Rates of mortality and hatching were determined. The levels of
malondialdehyde were evaluated using the Yagi's method as the end
products of LPO in the form of thiobarbituric acid reactive substances.

Results: Our findings showed LPO increased significantly in both
low SLS (p<0.05) and high dose SLS (p<0.05) exposed zebrafish
embryos when they were compared to the control group.
Conclusion: It may be suggested that LPO is an early indicator of
exposure to SLS during embryogenesis and further studies are re-
quired to confirm this finding.

Keywords: Sodium lauryl sulphate, toothpaste, lipid peroxidation,
zebrafish embryos

0z

Amag: Sodyum lauril siilfat (SLS), ev temizlik tirtinleri ve dis macun-
larinda emiilsifiye edici temizlik maddesi olarak kullanilan anyonik
bir ylizey aktif maddedir. Bircok dis macunu fircalarken képuk olu-
sumuna yol acan SLS icerir. Ancak SLS hassas dis ve dis etlerini tahris
edebilir. Lipid peroksidasyonu (LPO), cesitli hastaliklarin patofizyo-
lojisinde oksidatif strese yol acan serbest radikallerin saldirisi ile
baslatilan bir otooksidasyon stirecidir. LPO, LPO'nun biyobelirtecleri
olarak gorev yapan farkli aldehitler, ketonlar, alkanlar dahil olmak
Uzere reaktif Griinlerin olusumuna neden olur. Calismamizin amaci,
SLS'ye maruz kalan zebra baligi embriyolarinda olusan LPO'yu de-
gerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Normal olarak boliinen kiresel embriyolar, 72
saat boyunca plaka kuyucuklarinda dustik ve yiksek dozda SLS'ye
maruz birakilmistir. Mortalite ve kuluckadan ¢ikma oranlari belir-
lenmistir. Tiyobarbiturik asit reaktif maddeler olarak LPO'nun son
Urtnl olan malondialdehit (MDA) duzeyini belirlemek icin Yagi
yontemi kullanilmistir.

Bulgular: Bulgularimiz, hem dustik SLS (p<0,05) hem de yiksek
doz SLS'ye (p<0,05) maruz kalan zebra baligi embriyolarinda kont-
rol grubu ile karsilastirldiginda LPO'nun 6nemli dl¢lide arttigini
gOstermistir.

Sonug: LPO'nun embriyogenez sirasinda SLS'ye maruz kalmanin
erken bir gostergesi oldugu 6ne surilebilir ve bu bulguyu dogru-
lamak icin farkh calismalarin yapilmasi gerektigi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: sodyum lauril stilfat, dis macunu, lipit peroksi-
dasyon, zebra baligi embriyosu
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INTRODUCTION

Detergents are products that are widely used by humans in var-
ious forms to provide hygiene and prevent microorganisms (1).
It can be found in various forms such as cleaning, medical, cos-
metic, and industrial products (2). Sodium lauryl sulphate (SLS) is
a non-volatile, water-soluble, anionic surfactant commonly used
in detergents. SLS, which can be produced naturally or synthet-
ically, is found in content levels between 0.01-50% in cosmetic
products and 1-30% in cleaning products (2-6). SLS is added to
toothpastes due to its antibacterial effects and accounts for be-
tween 0.5-2% of weight in toothpastes (Table 1) (7).

Table 1: SLS Containing products (2-7).

Product Rate of SLS %
Cleaning products 1-30
Cosmetic products 0.01-50
Toothpastes 0.5-2

Toothpastes are used as aids for tooth brushing and are indis-
pensable products that provide personal oral hygiene.

Various chemical substances were added to the chemical con-
tent of toothpastes over time, which were made from a mixture
of pumice and ash between 3000-5000 BC (7). The general con-
tent of toothpastes is shown in Table 2.

Table 2: Content of toothpaste (7).

Content of Toothpaste %
Abrasives 20-40
Water 20-40
Moisturizers 20-40
Detergents 1-2
Binding agents 2
Sweeteners 2
Therapeutic agents 5
Colorant and preservatives 1

Meseli et al.
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Manufacturers add abrasives, thickeners, moisturizers, preser-
vatives, detergents and active agents to the content of tooth-
pastes to increase the effect of fluoride, remove stains on teeth
and combat dental plaque (8). Detergents and surfactants in
toothpastes are substances which have cleansing and antibac-
terial effects due to their hydrophilic and hydrophobic proper-
ties. The most common detergent used in toothpastes is SLS
(C4,H,5Na0,S). Its inclusion in the content of toothpastes start-
ed with the development of synthetic surfactants after World
War Il (7-9). Due to chemical content of toothpastes, biocom-
patibility also needs to be searched.

All chemicals have toxic doses. In fact, many foods with chem-
ical content are classified as toxic. For example, table salt is
considered to be moderately toxic with LDsy = 3000 mg/kg.
Many toxicity studies have been conducted on SLS (10-13). Le-
thal concentrations based on animal experimental results are
shown in Table 3.

In spite of there being few in vivo clinical studies, there are
many in vitro studies on animals in literature to evaluate tox-
icity. Among the model organisms used for the toxicological
evaluation of chemicals and drugs, zebrafish have recently
been accepted as the gold standard (14,15).The Zebrafish is a
4-6 cm long fresh water fish, has 84% of human disease genes,
and can breed a large number of embryos at the same time
with external fertilization. The development of externally fer-
tilized zebrafish embryos is very quick and the transparency of
the embryo and the larvae allows them to be observed and to
be manipulated easily in all development periods. Thus, they
are considered more advantageous than common mammali-
an organism models (example: mouse). Embryotoxicity tests
using zebrafish embryos is quite fast and simple method to
evaluate the toxicity of many substances during embryogen-
esis (16,17).

Lipid peroxidation (LPO) is a detrimental autoxidation pro-
cess that is induced through the attack of free oxygen radicals
leading to oxidative stress in the pathophysiology of various
diseases. In the LPO process, free radicals attack phospholipids
or polyunsaturated fatty acids of cellular or subcellular compo-
nent membranes. This causes the formation of highly reactive
products including different aldehydes, ketones, and alkanes
serving as biomarkers of LPO (18).The purpose of our study
was to evaluate the possible toxic effects of SLS on developing
zebrafish embryos.

Table 3: The lethal concentrations of SLS in different model organisms (2).

Acute Toxicity ~ Acute Toxicity Acute Toxicity Lowest-observed- . s
. . . Aquatic Toxicity in
Oral Exposure  Dermal Exposure in  Inhalation adverse-effect in Fish (96 hpf)
in Rats Rabbits in Rats Rats P
Lethal Dose
Concentration (50%) 1288 mg/ kg 2000-20000 mg/kg ~ >3900 mg/m*/1H 100 mg/kg/day 1-12 mg/L
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MATERIAL AND METHOD

Research was carried out in Marmara University Basic Medical
Sciences Department. Adult zebrafish were used for the research.
Male and female (2:1) zebrafish were kept in an aquarium rack
system at 28°C under a 14/10 light/dark cycle (Figure 1). Fertil-
ized eggs were collected and embryos were rinsed under water
several times before used. Normally dividing, spherical embryos
were exposed to a low dose (0.01 mg/10ml) and a high dose
(0.04 mg/10ml) of SLS solutions. E3 Medium solution was placed
in well plates for the control group. In total, 180 embryos were
used. Each exposure group was prepared as 3 replicates in 24-well
plates having 20 embryos in each of them. They were monitored
to evaluate their development and the images of malformations
were recorded by using a stereomicroscope (Zeiss Discovery.V8).
Mortality and hatching analyses were also carried out every 24 h.
Hatching rate is defined as the ratio of hatched embryos to the
whole number of alive embryos in each well. Each day all the ex-
posure solutions used in the study were changed and they were
replaced with fresh solutions. At the end of 72 hours post-fertili-
sation (hpf) the exposure period ended and the zebrafish embry-
os were washed several times using water.

Figure 1: Breeding of zebrafish
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The zebrafish housing, matching, exposure systems and the
stereomicroscope setup used to examine the development
are given in Figure 1, and the experimental setup is given in
Figure 2.

Biochemical analyses

In order to determine the biochemical parameters, zebrafish
embryos at 72 hpf were used. At the end of 72 hours, the ze-
brafish embryos in each pool were homogenized in 1 mL PBS,
and this was followed by a brief centrifugation. This proce-
dure was prepared as replicate pools of zebrafish embryos.
For the analyses of protein levels and LPO, the supernatants
was used.

Determination of Total Proteins

In order to evaluate the level of total proteins in the super-
natants by using albumin as the standard, the Lowry method
was applied (19). In this method, the reaction of alkaline pro-
teins with copper ions was followed by their reduction by the
Folin reagent. Using a spectrophotometer, the absorbances
of the agents produced was evaluated at 500 nm. The results
were calculated to express the numeric values per protein.

Determination of Lipid Peroxidation (LPO)
Malondialdehyde (MDA) is the end product of LPO and the
MDA levels in the supernatants were evaluated as thiobarbi-
turic acid reactive substances (TBARS) using Yagi's method (20).
In this assay, the extinction coefficient was used as 1.56x10°
M='cm'. At the end of the assay LPO levels were given as nmol
MDA/mg protein, in terms of MDA equivalents.

Statistical analysis

GraphPad 9 was used to evaluate the differences between the
low dose exposed SLS, high dose exposed SLS groups and the
control group. First one-way analysis of variance (ANOVA) anal-
ysis was applied and this was followed by Dunn’s multiple com-
parison test in order to evaluate the differences between the
two groups. A value of p<0.05 was considered as statistically
significant.
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Figure 2: The schematized experimental setup.




70

Experimed 2021; 11(2): 67-72

RESULTS

The representative images of the zebrafish embryos at 48 hpf
are given in Figure 3. Yolk sac edema were observed in both
the low dose exposed SLS and high dose exposed SLS groups
whereas spine curvature was observed in the high dose ex-
posed SLS group. High dose SLS exposed zebrafish embryos
were found to have an increased mortality rate which was sig-
nificantly higher than the group exposed to the low dose of
SLS as well as the control group (p<0.05) (Figure 4). A delayed
hatching period was observed in the group of zebrafish em-
bryos exposed to a high dose SLS compared to the SLS group
exposed to a low dose and the control group (p<0.05). There
was no significant difference between the group exposed to a
low dose SLS and the control group (p>0.05) (Figure 5).

Control 'mﬁ%{iﬂw‘"” i
Low Dose

SLS
High Dose

SLS

Figure 3: Representative images of the zebrafish embryos
at 48 hpf are given as examples of individual phenotypes
observed in the control, low dose SLS and high dose SLS
groups. Yolk sac edema were observed in both the low dose
SLS and high dose SLS exposed groups and spine curvature
was observed in the high dose SLS exposed group.

Mortality Rate (%)

N

T
Control Low Dose SLS High Dose SLS

Figure 4: Mortality rates (%) of the control, low dose SLS
and high dose SLS groups at 72 hpf. Values are given as
meantstandard deviation. *p<0.05 Significantly different
than the control group; **p<0.05 Significantly different than
the low dose SLS group.
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Figure 5: Hatching rates (%) of the control, low dose SLS
and high dose SLS groups at 72 hpf. Values are given as
meanzstandard deviation. *p<0.05 Significantly different
than the control group; **p<0.05 Significantly different than
the low dose SLS group.
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Figure 6: MDA levels as the end product of LPO, of the
control, low dose SLS and high dose SLS groups at 72 hpf.
Values are given as meanzstandard deviation. *p<0.05
Significantly different than the control group; **p<0.05
Significantly different than the low dose SLS group.

Our results showed that LPO increased significantly in both low
(p<0.05) and high dose exposed SLS (p<0.05) zebrafish embry-
os when compared with the control group. Moreover LPO lev-
els of the high dose exposed SLS zebrafish embryos increased
significantly when compared with the low dose exposed SLS
group (p<0.05) (Figure 6).

DISCUSSION

Recently, the toxicity of toothpaste ingredients has been a
matter of concern. Products, which are extremely useful at ap-
propriate doses, may be harmful in overdose. There have been
many in vitro studies that were conducted to determine the
toxicity of toothpaste ingredients. According to the results of
these studies, although the concentration of the ingredients
included in the toothpaste is low, the same ingredients can be
taken into the body through drinking water, food, environment
and other personal care products and stored in various organs
and there is a possibility that their levels might increase.
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Detergents are substances that are added to toothpaste for
cleaning and antibacterial effects due to their hydrophilic and
hydrophobic properties. SLS, which is the most used detergent
in toothpastes, is thought to have some side effects on the
gum as well as adverse effects in patients with recurrent aph-
thous ulcers. SLS causes oral mucosal desquamation (21,22).
Elimination of the protective mucin surface layer induced by
SLS reduces the resistance of the oral mucosa (23). It has been
shown that there is a relationship between increased oral des-
quamation and toothpaste use (24-26).

In the study conducted by Shim et al,, it was stated that the
duration of the ulcer and the pain score decreased significantly
during the period when toothpaste containing SLS was used
(22). Different studies have shown that ulceration and inflam-
mation are caused by SLS. SLS also causes significant histologi-
cal changes in the buccal epithelium, e.g. hyperkeratosis, acan-
thosis, basal cell hyperplasia, and increased epithelial thickness
(27). In an in vivo study conducted by Tadin et al. (2019), which
examined the effects of SLS on human buccal epithelial cells, it
was found to alter nuclear morphology, which in turn increases
epithelial thickness (28).

Although there is a limited number of studies investigating the
effects of triclosan, fluoride and silica nanoparticle contents
of toothpastes on zebrafish embryos, there is no study in the
literature examining the effect of SLS content on zebrafish em-
bryos (29-36). Our study is the first research to be done in this
way. The toxic effects of the chemical content of toothpastes
have been highly debated recently. Zebrafish, which has been
accepted as the gold standard in toxicity studies, will be useful
in the toxicity analysis of toothpastes due to the advantages
of producing a large number of embryos (which will make the
study more statistically reliable) and the examination of the dif-
ferences in developmental stages.

Short-term SLS exposure was shown to result in the modifi-
cation of morphology and cell composition of the gill appa-
ratus in ornate wrasse (37). Because of their physiological and
anatomical characteristics, fish are very sensitive to the toxic
effects of many compounds. Our study is the first research to
evaluate the effects of SLS on developing zebrafish embry-
0s. We observed an increased LPO in SLS exposed embryos.
The mechanism of the toxic effects of anionic detergents has
been evaluated in previous studies (37,38). Prolonged anion-
ic detergents exposure has been shown to cause mortality
in fish which might be because of hypoxia, osmotic or ionic
stability loss (38). In another study, guinea pigs were exposed
to nickel (Ni), SLS and a combination of the two for 7 and 14
days dermally. The exposure to Ni and SLS led to changes in
enzymes and LPO in the kidneys. Moreover, exposure to Ni or
SLS caused slight alterations while their combined exposure
exhibited more degenerative alterations in the kidneys. The
authors suggest that industrial workers who are exposed si-
multaneously to Ni and SLS may run the risk of having kidney
damage (39).

Experimed 2021; 11(2): 67-72

Toothpastes have many indispensable benefits such as pre-
venting tooth decay, repairing initial caries chemically with
remineralization, removing bad mouth odors, when cleaning
mechanically with a toothbrush. On the other hand, some
substances in the toothpaste can enter the circulation system
and be stored in various organs. In addition to the beneficial
properties we have mentioned, in order to prevent harm, one
should be careful about this matter, especially in children,
toothpaste suitable for the age group should be used, and care
should be taken not to swallow the toothpaste consciously or
unconsciously in both children and adults.
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ABSTRACT

Obijective: The relationship between oxidative stress and acute myo-
cardial infarction has been shown in studies. Total antioxidant status
(TAS), total oxidant status (TOS), and oxidative stress index (OSI) reflect
the oxidative balance. The risk factors, clinical features, and prognosis
of acute myocardial infarction (AMI) in young patients differ from older
counterparts. This study aims to determine the oxidative stress in the
young acute AMI patients and its' correlation with cardiac markers
within 48 hours by the quantitative measurement of TAS, TOS, and OSI.

Material and Method: In this prospective, controlled study, we
included 50 patients who were 45 years old or younger and di-
agnosed with AMI, as well as 20 healthy individuals as the control
group. TOS and TAS were measured from venous blood samples
via the spectrophotometric method. The oxidative stress index was
obtained from these parameters.

Results: Forty-five of totally 50 patients were male, and the mean
age was (361+6.8).TOS and OSl values were found significantly higher
than in the control group (p=0.002, p=0.005, respectively). TAS val-
ues were found not to be different from the control group (p=0.46).
A significant correlation was found between CK 0. hour (h.), and TOS
0. h.,, CK-MB 0. h., and TOS 0. h., CK 48. h. and OSI 48. h., CK-MB 48.
h. and OSI 48. h., respectively (r=0.36, p=0.008), (r=0.46, p=0.001),
(r=0.32, p=0.03), (r=0.36, p<0.01).

Conclusion: Oxidative stress increases in the early hours of AMI.
The TOS and OSl values are correlated with cardiac markers at only
some time points, and their prognostic values are limited in young
AMI patients. TAS is not correlated with cardiac markers.

Keywords: Total antioxidant status, total oxidant status, oxidative
stress index, myocardial infarction

oz

Amag;: Oksidatif stres ile akut miyokard infarktiisii (AMI) arasindaki
iliski pek cok calisma ile gosterilmistir. Total antioksidan seviyesi (TAS),
total oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) oksidatif
dengeyi yansitir. Geng hastalarda AMi'nin risk faktérleri, klinik 6zellik-
leri ve prognozu, yasl gruptan farklidir. Bu calisma TAS, TOS ve OSI'nin
kantitatif lcimii ile geng AMI hastalarinda 48 saat icerisindeki seyrini
ve kardiyak belirteclerle iliskisini belirlemeyi amaclamaktadir.

Gereg ve Yontem: Bu prospektif, kontrolli calismaya 45 yas ve al-
tinda AMI tanisi almis 50 hasta ve kontrol grubu olarak 20 saglkl
birey dahil edilmistir. TOS ve TAS, venoz kan 6rneklerinden spekt-
rofotometrik yontemle ol¢llmustir. Oksidatif stres indeksi bu pa-
rametreler Gzerinden elde edilmistir.

Bulgular: Toplam 50 hastanin kirkbesi erkek ve ortalama yas
(36+6,8) idi. TOS ve OSI degerleri kontrol grubuna gére anlamli
olarak yuksek bulundu (p=0,002; p=0,005). TAS degerleri kontrol
grubundan farkl bulunmadi (p=0,46). Sirasiyla CK 0. saat (s) ve TOS
0.s., CK-MB 0. s. ve TOS 0. s., CK 48. s. ve OSI 48. s., CK-MB 48. s. ve
OSI 48. s. arasinda anlamli bir korelasyon oldugu bulundu (r=0,36,
p=0,008; r=0,46, p=0,001; r=0,32, p=0,03; r=0,36, p<0,01).

Sonug: Oksidatif stres AMi'nin erken saatlerinde artmaktadir. TOS
ve OSI degerleri, yalnizca belirli zaman dilimlerinde kardiyak belir-
teclerle iliskilendirebilmekte ve gen¢ AMI hastalarinda prognostik
degerleri sinirli olmaktadir. TAS, kardiyak belirteclerle iliskili bulun-
mamistir.

Anahtar Kelimeler: Total antioksidan seviyesi, total oksidan sevi-
yesi, oksidatif stres indeksi, miyokard infarkttist
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INTRODUCTION

Oxidative stress plays a critical role in the pathophysiology of
many important diseases. It is defined as the disturbance of
the balance between the oxidative processes and the body’s
antioxidant defense mechanisms. As a result, various damages
occur in DNA, protein, and lipid structures via reactive oxygen
species (ROS) (1,2). Oxidant stress promotes atherosclerosis
through several mechanisms, such as endothelial dysfunction,
inflammation, immune response, and thrombus formation. Ox-
idized lipids initiate a cascade of vascular events, resulting in
atherosclerotic plaques (3).

The effect of oxidative stress on acute coronary syndrome’s
pathogenesis is lipid peroxidation caused by ROS reacting with
unsaturated fatty acids (4-6). The physiological or pathological
roles of ROS depend on their concentration. ROS involves phys-
iological processes; high level of ROS can modify the molecular
structure and function of intracellular molecules. Also, perox-
ide (O,7) may react with nitric oxide (NO), leading to the inacti-
vation and loss of the process of NO, resulting in the generation
of peroxynitrite (ONOO") species and endothelial dysfunction.
These deleterious events may trigger cardiomyocyte dysfunc-
tion in the heart, resulting in contractile dysfunction, impaired
cardiac remodeling, fibrosis, and heart failure (7). Antioxidants
inhibit or delay oxidative damage. There are several biological
antioxidants such as superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPD), and catalases that collectively reduce super-
oxide/hydrogen peroxide (or lipid hydroperoxides) to water (or
lipid hydroxides). Antioxidants reduce myocardial damage by
reducing lipid peroxidation, reperfusion damage, and throm-
bosis in acute myocardial infarction (AMI) (3).

The measurement of oxidants and antioxidants separately is
neither practical nor cost-effective. Total antioxidant status
(TAS), total oxidative stress (TOS), and oxidative stress index
(OS]) reflect the oxidative balance (8). TOS and TAS can be eas-
ily measured from venous blood samples using the spectro-
photometric method. The oxidative stress index (OSI), used as
the oxidative stress marker, can be calculated using these two
parameters.

The relationship between oxidative stress and acute coronary
syndrome, ischemic heart failure, and ischemia-reperfusion
damage after myocardial infarction (Ml) has been demonstrat-
ed by several studies (9,10). The risk factors, clinical features,
and prognosis of AMI in young adults differ from those of older
patients. While the incidence of AMI in young patients varies
between 2-10%, it is increasing. Younger patients with ST-el-
evation myocardial infarction (STEMI) were more likely to be
male, obese, smokers with hypertriglyceridemia and low high
density lipoprotein (HDL) levels, and less likely to have other
comorbid conditions than older patients. Younger patients
had a better outcome than older patients without an appar-
ent difference in repeated percutaneous coronary intervention
(PCI) frequency or reinfarction (11). The frequency of coronary
artery disease increases, with the age of onset shifting towards
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a younger generation. Several studies have reported coronary
artery disease in young adult patients (5,12,13,14,15). However,
studies examining oxidative stress in young patients with AMI
are limited.

This study aimed to determine the oxidative stress in young
acute AMI patients and its correlation with cardiac markers
within 48 hours via the quantitative measurement of TAS and
TOS and the calculated OSI. The relationship between oxidative
stress and the infarct type and the number of stenotic vessels
was also examined. We aimed to demonstrate the character-
istics and prognostic value of oxidative stress markers in the
early phases of AMI in young patients.

MATERIAL AND METHOD

In this prospective, controlled study, we included 50 patients
who were 45 years old or younger and diagnosed with AMl and
20 healthy individuals as a control group. Ethical approval was
obtained from the Regional Ethics Committee (N0:2020-39),
and written consent was obtained from all patients. Patients
with stable and unstable angina, malignant hypertension,
cardiogenic shock, chronic kidney failure, chronic obstructive
pulmonary disease, and sleep apnea were excluded from the
study.

The demographic data, medical history, laboratory findings,
and 48 hours of follow-up measurements of troponin-l, cre-
atine kinase (CK), and CK-MB were recorded. Venous blood
samples were obtained at admission (0. hour (h.) of diagnosis)
and 6., 12., 24. and 48. h. after diagnosis. Samples were collect-
ed in 8-10 ml dry blood tubes, centrifuged, separated into go-
dets, and stored at -80°C. The total TOS and TAS were measured
via the spectrophotometric method in an Opera-Technician
autoanalyzer (Bayer). CK, creatine kinase muscle-brain (CK-MB),
and troponin-I values were measured at the exact times.

Erel's method was used to measure TOS (16). Briefly, the oxi-
dants in the sample oxidize the ferrous ion-o-dianicidine com-
plex to ferric ions. Ferric ions form a colored complex with
xylenol orange in an acidic environment. The intensity of the
color is related to the amount of oxidants in the sample and
is measured spectrophotometrically (16). The results were re-
ported as mmol /L.

Erel's method was also used to measure TAS (16). Briefly, an
Fe*?-o-dianicidine complex forms a Fenton reaction with hydro-
gen peroxide and generates OH* (hydroxyl) radicals. This potent
reactive oxygen-type reducer reacts with the colorless o-diani-
cidine molecule at a low pH to form the yellow-brown dianisdyl
radical. Dianisdyl radicals cause advanced oxidation reactions
and increase color formation. However, antioxidants in the sam-
ples suppress these oxidation reactions and stop color formation.
Similar to the measurement of TOS, this reaction is measured via
a spectrophotometer (16). The results were reported as mmol /L.

OSl is calculated using the following equation: TOS/TAS x 100.
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Statistical analysis

Quantitative variables were presented as (mean + standard
deviation). Categorical variables were shown as n (%). The
Kolmogorov-Smirnov test was used to determine the distri-
bution of continuous data. Normally distributed continuous
data were compared via a Student’s t-test, and multiple data
were compared with ANOVA tests. Non-normally distributed
continuous data were compared with Mann-Whitney-U and
Kruskal-Wallis tests. Categorical data were compared using
the chi-square test. Pearson’s test was used to examine the
correlations of variables. All statistical analyses were conduct-
ed using SPSS software version 22 (IBM Corp., Armonk, NY).
Variables were discussed at a 95% confidence interval, and p<
0.05 was considered significant.

RESULTS

A total of 50 patients and 20 healthy individuals were included
in this study. Forty-five patients (90%) were male, and the mean
age was (36+6.8) years. Smoking (82%) and hypertension (78%)
were the most common traditional risk factors in young adult
Ml patients. Demographic data, cardiac risk factors, infarct type
and localization, culprit vessel, number of stenotic vessels, and
treatment strategies in STEMI patients are shown in Table 1.

The most frequent localizations in STEMI patients were anterior
(38%) and interior (28%). The most common culprit lesion was
the left anterior descending (LAD) artery (66%). Primary PCl
(52%) was the most common reperfusion strategy in patients
with STEMI.

The mean TOS values at admission and 6., 12., 24. and 48. h.
after diagnosis were 15.6+10.7, 16.1+9, 14.7+7.2, 17£11.1, and
13.4+7.0 mmol/L, respectively.

The mean TAS values at admission and 6., 12., 24. and 48. h.
diagnosis were 0.79+0.21, 0.84+0.26, 0.83+0.28, 0.80+0.24, and
0.81+0.24 mmol/L, respectively.

The mean OSI at admission and 6., 12., 24. and 48. h. after di-
agnosis were 1854+898.6, 1968+1235, 1902+878, 2328+1673,
and 1789+854, respectively.

The TOS (p=0.002) and OSI (p=0.005) values of young AMI
patients at admission were significantly higher than those of
the control group. The TAS values of young AMI patients at
admission were not different from those of the control group
(p=0.46) (Table 2).

The TOS value was increased in 6. h. after diagnosis, followed by
a partial decrease until 12. h after diagnosis. Then, the TOS value
increased again, reaching a peak level 24. h. after diagnosis, be-
fore decreasing until 48. h. after diagnosis (Figure 1). The TAS val-
ue increased until 6. h. after diagnosis before plateauing for the
study period’s remainder (Figure 2). Like the TOS value, the OSI
value increased until 6. h. after diagnosis, followed by a partial
decrease until 12. h. after diagnosis, then peaked at 24. h. after
diagnosis before decreasing until 48 h. after diagnosis (Figure 3).
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Table 1. Baseline characteristics and initial oxidative stress

markers of patients.

Age 36+6.8
Male 45 (90%)
Hypertension 39 (78%)
Hyperlipidemia 34 (68%)
Smoking 41 (82%)
Family history 31 (62%)
Diabetes mellitus 11 (22%)
ST-elevation miyocardial infarction 36 (72%)
Non-ST elevation myocardial infarction 14 (28%)
Anterior myocardial infarction 19 (38%)
Inferior myocardial infarction 14 (28%)
Anteroseptal myocardial infarction 2 (4%)
Lateral myocardial infarction 1 (2%)
Left anterior descending 33 (66%)
Circumflex 13 (26%)
Right coronary artery 22 (44%)
Left main coronary artery 1(2%)
Primary percutaneous coronary intervention 26 (52%)
Tissue plasminogen activator 7 (14%)
Streptokinase 2 (4%)
Rescue percutaneous coronary intervention 2 (4%)
Single-vessel 33 (66%)
Two-vessel 11 (22%)
Three-vessel 4 (%8)
BUN mg/dl 14.1£4.3
Creatinine mg/d| 0.9+0.2
Glucose mg/dl 129463
HbA1c 8.312
Hemoglobin mg/d! 14.4+1.77
WBC mg/dl 1460041100
Uric acid mg/d| 5.2+1.1
Total cholesterol mg/dl 201+44
Low density lipoprotein mg/d| 130.2£33.2
High density lipoprotein mg/dl 36%6,6
Triglyceride mg/dl 197+133
Troponin-I (0. hour) mg/dl 0.09+0.22
Creatine kinase (0. hour) mg/d/ 229.4+124.8
Creatine kinase muscle-brain (0. hour) mg/dl 25+15.7
Total oxidant status (0. hour) mmol/L 0.79+0.21
Total antioxidant status (0. hour) mmol/L 0.79+0.21
Oxidative stress index (0. hour) 1854+898
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Table 2: Comparison of oxidative stress parameters between patients and the control group.

Myocardial infarction (n=50) Control group (n=20) p value
Total oxidant status (0. hour) 17.33£12.19 11.31£2.85 0.002
Total antioxidant status (0. hour) 0.80+0.25 0.77+0.56 0.46
Oxidative stress index (0. hour) 2019.7£1011.3 1487.9+434.24 0.005
TOS {(mmol/L)
30
25 ]’
20
15.6 16.1 I 17 [
i 14.7
15 134
10
5
0
0. hours 6. hours 12. hours 24. hours 48. hours
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Figure 1. Course of TOS within 48 hours: TOS increased until 6. hours, followed by a partial decrease until 12. hours, and then
increased again, reaching the peak level at 24. hours and decreasing again until 48. hours.
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Figure 2. Course of TAS within 48 hours: TAS increased until 6. hours and that it generated a plateau.
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Figure 3. Course of OSI within 48 hours: The graphical course of OSl is parallel to TOS.
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A significant correlation was found between TOS and CK
(r=0.36; p=0.008) and CK-MB (r=0.46; p=0.001) at admission
and OSl and CK (r=0.32; p=0.03) and CK-MB (r=0.36; p<0.01) at
48 h. after diagnosis (Table 3). No other significant correlations
were found.

The TOS, TAS, and OSI values were compared between pa-
tients with and without STEMI. The TOS values at admission
were significantly higher in the patients with STEMI than in
the patients with Non-ST elevation miyocardial infarction
(NONSTEMI AMI) (p=0.06) (Table 4). No other significant dif-
ferences were found.

The patients were divided into three groups according to
the number of stenotic vessels: single-vessel, two-vessel, and
multi-vessel disease. The TOS, TAS, and OSI values were com-
pared between these subgroups. A significant difference
in TOS was found between the three groups at admission
(p=0.008) and 12 h. after diagnosis (p=0.02), and a significant
difference in TAS was found between the three groups at ad-
mission (p=0.009) and 6 h. after diagnosis (p=0.05) (Table 5).
No significant differences were found between binary groups
in a post hoc analysis.

DISCUSSION

This study found that oxidative stress increases in the early
hours of AMI in young patients. There is a significant, yet low,
correlation between oxidative stress markers and cardiac mark-
ers several hours after diagnosis. The most common traditional
risk factors for young AMI patients were identified as smoking
and hypertension. Consistent with our findings, Yildinm et al.
found that most of the patients who experience AMI at less
than 40 years of age were male and that smoking is the most
significant risk factor (12). However, Tungusubutra et al. found
that family history is the most important risk factor for patients
less than 45 years old with an acute coronary syndrome (13).

Another study reported that STEMI occurred more frequently in
patients with an acute coronary syndrome under 35 than in old-
er patients. The preferred treatment is primary PCl, similar to our
study (14). Colkesen et al. found that single-vessel disease is the
most frequent. The most common MI presentation is anterior,
and the LAD artery is most often the affected artery in patients
under 35 years of age with STEMI, similar to our study (15).

In our study, the TOS and OSI values at admission were signifi-
cantly higher in the patient group than in the control group.

Table 3. Pearson correlation coefficients between the cardiac markers and the oxidative stress parameters.

r coefficient p value
Creatine kinase (0. hour) - Total oxidant status (0. hour) 0.36 0.008
Creatine kinase muscle-brain (0. hour) - Total oxidant status (0. hour) 0.46 0.001
Creatine kinase (48. hour) - Oxidative stress index (48. hour) 0.32 0.03
Creatine kinase muscle-brain (48. hour) - Oxidative stress index (48. hour) 0.36 0.01

Correlation is significant for p<0.05
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Table 4. Comparison of oxidative stress parameters between STEMI and NONSTEMI patients.

STEMI (n=36) NONSTEMI (n=14) p value

Total oxidant status (0. hour) 18.9+13.2 13.1+7.8 0.06
Total oxidant status (6. hour) 16.3£8.9 15.3+9.7 0.5

Total oxidant status (12. hour) 15.1£7.9 13.8+5.3 0.94
Total oxidant status (24. hour) 17.1£11.7 16.8+£9.7 0.84
Total oxidant status (48. hour) 14.1+7 11.7+7 0.25
Total antioxidant status (0. hour) 0.81+0.29 0.76+0.08 0.72
Total antioxidant status (6. hour) 0.86+0.3 0.77+0.8 0.85
Total antioxidant status (12. hour) 0.85+0.3 0.77+0.08 0.69
Total antioxidant status (24. hour) 0.83+0.28 0.78+0.07 0.41
Total antioxidant status (48. hour) 0.83+0.28 0.77+0.09 0.83
Oxidative stress index (0. hour) 2053.4+977 1932.6+1136 0.6

Oxidative stress index (6. hour) 2021.5%£1318.2 1833.13+1029.7 0.97
Oxidative stress index (12. hour) 1863.7+£944.1 2000.7+708.2 0.46
Oxidative stress index (24. hour) 2318.3+1834.5 2356.2+942.4 0.37
Oxidative stress index (48. hour) 1822.9+832.8 1703.1£942.4 0.64

However, there was no significant difference in the TAS values
at admission. This may be explained by the late onset of the
antioxidant response.

Ho et al. reported that the levels of the oxidative markers as
8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) and myeloperoxidase
(MPO) were significantly higher and that the antioxidant ca-
pacity (measured as GPD and vitamin E) was significantly lower
in patients with MI (17). In a recent study by Lo Presti et al., oxi-
dant products were significantly higher, and antioxidant prod-
ucts were significantly lower in patients under 45 years old with
AMI than in the control group (18). These findings are consis-
tent with our study in terms of TOS and OSI, but not TAS. Oxi-
dative stress is initiated early in the infarction stage. However,
an antioxidant response occurs hours or days later. In the study
conducted by Lo Presti et al., blood samples were collected in
the late phase of MI. The antioxidant response is likely to have
been initiated, which may account for the difference in TAS re-
sults between their study and ours.

We found that the levels of troponin, CK-MB, TOS, and OSI values
exhibited a similar pattern until 6 hours after diagnosis. It has been
reported that plasma thioredoxin levels, which are an indicator of
oxidative stress, decrease at 12 h. after diagnosis and plateau at
approximately four weeks after diagnosis (19). The difference in
the patterns of oxidative stress indicators may be because differ-
entindicators were used in this study and that the ischemia-reper-
fusion injury may result in an increased oxidant capacity and oxi-
dative index at more than 24 hours after diagnosis.

According to successful and unsuccessful reperfusion, anoth-
er study that divided patients with STEMI after thrombolytic
administration reported the antioxidant capacity at 1.5., 6.,
12.,and 24. h. and 2., 4., and 8. days after diagnosis (20). In the
group that did not undergo successful reperfusion, the antiox-
idant capacity was significantly lower than that of the control
group for as long as seven days after diagnosis. A significant in-
crease in the antioxidant enzyme levels within the group’s first
hours underwent successful reperfusion. These levels started
to decrease after the third day and regressed to normal levels
in the following days. The antioxidant response in this study
was partially similar to that observed in our study.

The number of studies examining the correlation of oxidative
stress parameters with cardiac markers in Ml is quite limited, and
the results are controversial. Furthermore, to the best of our knowl-
edge, this is the first study of young AMI patients. Cardiac markers
have been reported to be correlated with MPO levels at 24. and 96.
h. after diagnosis of AMI (21). However, these results were found in
an older patient population with different oxidative stress param-
eters, inclusion and exclusion criteria, and study design. Another
study reported a correlation between Nt-proBNP and troponin-T
but no correlations with oxidative stress markers (4).

Oxidative stress and antioxidant capacity in AMI patients were
significantly higher and lower, respectively, in STEMI patients
compared to NONSTEMI patients in a previous study (22).
These results are consistent with those of our study. A signif-
icant, positive correlation was found between OSI| and the
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Table 5. Comparison of oxidative stress parameters according to the number of stenotic vessels.

One vessel (n=33) Two vessel (n=11) Three vessel (n=5) p value

Total oxidant status (0. hour) 13.8+7 24.8+17.9 25.3+16 0.008
Total oxidant status (6. hour) 16.5£10.2 14+5.6 18.6£8.1 0.6
Total oxidant status (12. hour) 12.9+5.7 18.9+10 18.8+4.1 0.02
Total oxidant status (24. hour) 17.1£11.9 15.748 18.8+4.1 0.86
Total oxidant status (48. hour) 13.5£7.6 12.8+5.3 15.5+7.4 0.78
Total antioxidant status (0. hour) 0.79+0.18 0.64+0.2 1.1+0.5 0.009
Total antioxidant status (6. hour) 0.8+0.1 0.8+0.3 1.1+0.48 0.05
Total antioxidant status (12. hour) 0.81+0.24 0.81+0.3 1£0.52 0.39
Total antioxidant status (24. hour) 0.82+0.2 0.81+0.3 0.83+0.4 0.99
Total antioxidant status (48. hour) 0.81+0.2 0.83+0.2 0.8+0.25 0.99
Oxidative stress index (0. hour) 1905.8+936.6 2571.1£1199 19612+1010 0.61
Oxidative stress index (6. hour) 2086+1378 1734+781 1761£1010 0.73
Oxidative stress index (12. hour) 1833.9£851 2137.4+981 2152.8+1012 0.6
Oxidative stress index (24. hour) 2442+1890 23131230 1526+368 0.6
Oxidative stress index (48. hour) 1811+£937 1880+762 15524455 0.82

GRACE risk scoring system for M, indicating the importance of
OSl for these patients’ prognoses (23).

The TOS and TAS were found to be significantly different in patients
with one-, two-, or three-vessel disease in our study. However, these
differences were only present at certain hours after diagnosis. Simi-
lar to our study, a previous study reported no significant difference
in oxidative stress markers between patients with a high SYNTAX
score (indicates the extent and the severity of coronary artery dis-
ease) and those with a low SYNTAX score (8). Another study, includ-
ing patients below 35 with AMI, found that the SYNTAX score was
positively correlated with the OSI and TOS values (24).

Treatments initiated in the first days of patients diagnosed
with acute myocardial infarction, especially aspirin and statin,
may also affect oxidative stress parameters (25,26). It is known
that both drugs reduce oxidative stress, but since the doses of
these drugs were not obtained in our study, we cannot clearly
understand their absolute effects on TOS, TAS, and OSI.

A small sample size, a single-center design, and a limited fol-
low-up period of cardiac, oxidative, and antioxidant param-
eters limit this study. Multi-center studies with larger patient
populations are needed.

In conclusion, oxidative stress increases in the early hours of AMI.
The TOS and OSI values are correlated with cardiac markers at
only some time points, and their prognostic values are limited in
young AMI patients. TAS is not correlated with cardiac markers.
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Amag: Bu calismanin amaci, tim dinyada siklikla gozlemlenen
genis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) TEM, SHV ve CTX-M ve
nadir goriilen IBC-1 beta laktamaz enziminin varligini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Marmara Universitesi Hastanesinde yatan has-
talarin klinik 6rneklerinden izole edilen, fenotipik olarak GSBL Ure-
ten ve IBC-1 fenotipi gosteren 30 koken calismaya dahil edilmistir.
Antibiyotik duyarhlk testleri disk diflizyon ve agarda dillisyon yon-
temi ile gerceklestirilmistir. GSBL enzimlerinin fenotipik olarak sap-
tanmasinda E-test ve cift disk sinerji yontemi kullaniimistir. GSBL
Uretiminden sorumlu olan genlerinin varligini saptamak amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapilmistir.

Bulgular: Kdkenlerin tamami, imipeneme duyarl bulunurken, am-
pisilin, amoksisilin klavulanik asit, piperasilin, seftazidim ve trime-
toprim slilfametaksazole direncli olarak; saptanmistir. E-test yon-
temiyle 4 koken tanimsiz, 26 koken ise GSBL pozitif saptanmistir.
Cift disk sinerji yontemi ile 2 koken fenotipik olarak IBC-1 pozitif
iken, 5 koken sitpheli pozitif olarak belirlenmistir. Kokenlerimizin
blargy, blasyy ve blacry.y genlerini tasima orani sirasiyla %73,3, %60
ve %56,6 olarak belirlenmistir. bla;gc geni ise hicbir kokende sap-
tanmamistir.

Sonug: ilk olarak Yunanistan'da saptanan IBC-1 enzimi tilkemiz icin
hentiz bir tehlike olusturmazken GSBL pozitif kokenlerde TEM, SHV
ve CTX-M enzimlerinin orani oldukca yiiksek olarak tespit edilmis-
tir.

Anahtar Kelimeler: GSBL, IBC-1, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to investigate the presence of
extended -spectrum beta-lactamases (ESBL) TEM, SHV, and CTX-M
which are frequently observed all over the world, and the rare IBC-
1 beta-lactamase enzyme.

Material and Method: Thirty strains that isolated from various
clinical samples from inpatient at Marmara University Hospital,
which were phenotypically positive for ESBL, and IBC-Twere in-
cluded in the study. Antimicrobial susceptibility tests were per-
formed both by disk diffusion and agar dilution tests. E-test and
double-disc synergy method (DDS) were used for phenotypic
detection of ESBLs. The presence of ESBL genes was detected by
polymerase chain reaction (PCR).

Results: All strains were susceptible to imipenem while ampicil-
lin, amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin, ceftazidime, and tri-
methoprim-sulfamethoxazole were resistant. While 4 strains were
unidentified, 26 strains were detected as ESBL positive by E-test.
Two strains were phenotypically positive for IBC-1 with DDS, while
5 strains were identified as doubtful. The rate of carrying the blarg,
blagyy, and blacry. genes of strains was 73.3%, 60%, and 56.6%,
respectively. The bla;sc gene was not detected in any of the strains.

Conclusion: While the IBC-1 enzyme, which was first detected in
Greece, have not caused a threat to our country yet, the rate of
TEM, SHV, and CTX-M enzymes were found to be quite high.
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GiRiS

Beta-laktam antibiyotiklere karsi en 5nemli diren¢ mekanizma-
si bir beta laktamaz enzimi Uretimidir. Yeni beta-laktam anti-
biyotiklerin kullanima girmesi ile birlikte ilerleyen yillarda “ge-
nislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)” ortaya ¢ikmistir.
Codunlukla plazmidler araciligiyla aktarilan GSBLler 3. kusak
sefalosporinleri ve monobaktamlari hidrolize ederek direng ge-
lisimine neden olurlar. GSBL Uiretimi Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae kdkenleri basta olmak lizere Enterobacteriaceae ai-
lesinde bulunan en yaygin diren¢ mekanizmasidir. GSBL tipleri
ve sikliklari gesitli Glkelere, cografik bolgelere, hatta hastanele-
re gore degismektedir. GSBL Ureten kdkenlerin artan oranlarda
izole edilmesi, bu kokenlerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisini
gliclestirmekte ve morbidite ve mortalite oranlarinda artisa
neden olmaktadir. Plazmidler tarafindan kodlanan ana enzim
aileleri TEM, SHV, CTX-M ve OXA tipi enzimlerdir. Ana enzimleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu yeni
varyant enzimler ortaya ¢cikmistir. Bununla birlikte cesitli bolge-
lerde sporadik olarak TEM ve SHV disi GSBLler (VEB, GES, IBC,
PER, TLA, BES ve SFO) gozlemlenmektedir (1-3).

IBC-1, nadir gorilen bir genis spektrumlu beta laktamaz olup,
1998-2000 yillarn arasinda Selanik Hippokration Hastanesinde
izole edilen bir Enterobacter cloacae kdkeninde tanimlanmistir
(4). Atina'da yapilan bir calismada blajgc; geninin, yeni bir si-
nif 1 integron olan In111'de kodlandigi bulunmustur. IBC-1'in
niikleotid dizilimi incelendiginde yapisal olarak sinif A beta lak-
tamazlara benzedigi ve diger beta laktamazlardan birka¢ ami-
noasit residiisi ile ayrildigi saptanmistir. IBC-1 fenotipi, seftazi-
dime yiiksek diizey direngli, sefotaksim, sefepim ve aztreonama
azalan duyarhlkta, klavulanik asit ve piperasilin tazobaktama
diger GSBLlere gbre daha az duyarl ve imipenem ile inhibe
oldugu saptanmistir (5,6). Yunanistan'da ilerleyen yillarda ya-
pilan farkli calismalarda Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
ve Pseudomonas aeruginosa kdkenlerinde IBC-1 beta laktamaz
enzimi saptanmistir (6-8).

Hastanemizde coklu antibiyotik direnci gosteren Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter cloacae kdkenlerinin
azimsanmayacak oranda izole edilmesinden dolayi bu kéken-
lerdeki antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi, has-
tanemizin antibakteriyel tedavi stratejilerinin olusturulmasinda
onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda, hastanemizde enfeksiyon
etkeni olarak izole edilen gram negatif bakterilerde ¢oklu anti-
biyotik direncinden sorumlu tutulan IBC-1'in yani sira TEM, SHV
ve CTX-M tlrd GSBL enzimlerinin yayginhginin arastiriimasi
amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bakterilerin Se¢imi

Ocak 2004-Aralik 2005 yillar arasinda Marmara Universitesi
Hastanesinde yatan hastalarin klinik érneklerinden etken ola-
rak izole edilen, fenotipik olarak GSBL pozitif veya tanimsiz
oldugu belirlenen ve IBC-1 fenotipine (beta laktam ve beta
laktam-klavulanat kombinasyonlarina direngli, seftazidime di-
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rencli, imipeneme duyarh) uygun Klebsiella pneumoniae (n=12),
Escherichia coli (n=11), ve Enterobacter cloacae (n=7) kdkenleri
bu calismaya dahil edilmistir.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Kokenlerin, beta laktam grubu antibiyotiklere duyarhlklari
(ampisilin, amoksisilin klavulanik asit, piperasilin, piperasilin
tazobaktam, sefoksitin, seftazidim, sefotaksim, sefepim ve imi-
penem) agar dillisyon yontemi ile saptanirken, beta laktam disi
antibiyotiklere (gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin,
tetrasiklin ve trimetoprim siilfametaksazol) duyarlliklar ise
disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Sonuclar; Klinik ve La-
boratuvar Standartlari Enstittist (Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute; CLSI) kriterlerine gore degerlendirilmistir (9).
Calisma suresince Escherichia coli ATCC 25922 standart kdken
olarak kullanilmistir.

IBC-1 ve GSBL Uretiminin Fenotipik Yontemlerle Saptanmasi
Gradient-test: Kokenlerin GSBL Uretimi E-test (AB Biodisk, Sol-
na, Sweden) stripleri ile saptanmistir. 18-24 saatlik kiltiirden
0,5 McFarland bulanikliginda bakteri stispansiyonu hazirlana-
rak Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinin tizerine steril ekiiv-
yon yardimiyla yayilmistir. Seftazidim/seftazidim klavulanik
asit (TZ/TZL) ve sefotaksim/sefotaksim klavulanik asit (CT/CTL)
E-test stripleri MHA besiyeri (izerine yerlestirilmistir. 35°C'de
16-18 saat inklibasyondan sonra TZ minimum inhibisyon kon-
santrasyonu (MIK) degerinin TZL MIK degerine orani =8 ya da
CT MIK degerinin CTL MIK degerine orani =8 ise GSBL uretimi
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

Cift disk sinerji yontemi: Kokenlerin GSBL uretimi cift disk
sinerji yontemiyle saptanmistir. 18-24 saatlik kilttrlerden 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanarak
MHA besiyerinin Gzerine steril eklivyon yardimiyla yayilmistir.
Diskler arasi uzaklik 15-17 mm olacak sekilde merkeze seftazi-
dim (30pg), cevresine amoksisilin klavulanik asit (20/10ug), pi-
perasilin tazobaktam (100/10ug) ve imipenem (10ug) diskleri
yerlestirilmistir. 35°C'de 16-18 saat inklibasyondan sonra, sef-
tazidim diskinin inhibisyon zonunun amoksisilin klavulanik asit
ve piperasilin tazobaktam disklerine dogru genislemesi GSBL
varligi olarak kabul edilmistir. Seftazidim diskinin imipenem
diskine dogru genislemesi, IBC-1 enzimi varligi acisindan pozi-
tif olarak kabul edilmistir (Resim 1/A).

IBC-1 ve GSBL Varliginin Genotipik Yontemlerle Saptanmasi
Beta laktamaz genlerinin varliginin saptanabilmesi icin bakteri
DNA'lari Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda QIAGEN DNA
izolasyon kiti ile izole edilmistir. KOkenlerde bla g¢, blatey, blas.
wy Ve blacrym genlerinin varhigini tespit etmek icin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) kullanilmistir (6,10). PZR icin kullanilan
primerler ve reaksiyon sartlari Tablo 1'de belirtilmistir. Elde edi-
len PZR riinleri, etidyum bromir varliginda %2’lik agaroz jelde
yurltulip ultraviyole 1sik altinda degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz kdkenlerin tamami, her iki ydntem
ile imipeneme duyarliiken, ampisilin, piperasilin ve seftazidime
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Resim 1. bla ;3 geni pozitif oldugu bilinen Enterobacter cloacae HT9 kdkeninin cift disk sinerji yontemiyle gortinusi (A). Cift
disk sinerji yontemiyle IBC pozitif degerlendirilen koken (B). Cift disk sinerji yontemiyle IBC negatif degerlendirilen koken (C).

Tablo 1. Genis spektrumlu beta laktamaz genlerine 6zgii primer ve reaksiyon kosullari.

Gen Primer Dizisi(5'-3") bp Reaksiyon Kosullari
IBC-F 5'- CCC CAA GGA GAG ATC GTC G-3'

861  95°C 5dk, 30 siklus (95°C 1 dk, 60°C 1 dk, 72°C 1 dk), 72°C 10 dk
IBC-R 5'-GTA ATCTCT CTC CTG GGCTT-3'
TEM-F 5'-GAA GAC GAA AGG GCCTCGTG-3'

1074 30 siklus (94°C 30 sn, 52°C 1 dk, 72°C 90 sn), 72°C 10 dk
TEM-R 5'-GGT CTG ACA GTT ACC AAT GC-3'
SHV-F 5'-CGC CGG GTT ATT CTT ATT TGT CGC-3'

1016 30 siklus (94°C 45 sn, 65°C 1 dk, 72°C 3 dk), 72°C 10dk
SHV-R 5'-TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA-3'
CTX-M-F  5-CGCTTT GCG ATG TGC AG-3'

544 30 siklus (94°C 1 dk, 54°C 1 dk, 72°C 2 dk), 72°C 10dk
CTX-M-R  5'-ACC GCG ATATCGTTG GT-3'

direncli bulunmustur. Kékenlerin tamami disk diflizyon yén-
temi ile amoksisilin klavulanik asite direncli bulunurken agar
diltsyon yontemiyle %56,7'si direncli, %43,3'U orta duyarli bu-
lunmustur (Tablo 2).

Kokenlerin tamami disk diflizyon yontemi ile trimetoprim-sil-

fametaksazole direncli bulunurken, tobramisin, tetrasiklin, ne-
tilmisin, gentamisin ve amikasine sirasiyla %96,6, %93,3, %90,
%70 ve %20 direncli olarak bulunmustur (Tablo 2). Beta laktam
antibiyotiklerin agar diliisyon yéntemi ile belirlenen MiKs, ve
MiKgy degerleri Tablo 2'de verilmistir.

26 koken, hem TZ/TZL hem de CT/CTL E-test'leri ile GSBL pozitif
bulunurken, 4 kdken her iki E-test stripi ile tanimsiz olarak de-
gerlendirilmistir. IBC enziminin varliginin fenotipik olarak sap-
tanmasinda kullanilan cift disk sinerji yontemi ile 2 koken kesin
pozitif olarak degerlendirilirken, 5 kdken ise imipenem-seftazi-
dim arasindaki zon genislemesinin yaninda amoksisilin-klavu-
lanik asit-seftazidim ve piperasilin tazobaktam-seftazidim ara-
sindaki zon genislemelerinin varligi sebebiyle stipheli pozitif
olarak degerlendirilmistir (Resim 1).

Calismamizda kullanilan kékenlerin 5'i sadece blagyy, 1'i blargy,
ve 1'i de bla -ty genleri tek basina tasirken, 22 kdkenin iki
veya daha fazla GSBL genini bir arada tasidigi tespit edilmistir.
1 kokenin ise blargy, blasyy ve bla crx.m genlerinden higbirini ta-
simadigi tespit edilmistir. Buna gére TEM, SHV ve CTX-M enzim-
lerinin gorilme oranlari sirasiyla %73,3, %60 ve %56,6 olarak
tespit edilmistir. IBC-1 enziminin varligi fenotipik yontemlerle
bazi kdkenlerde pozitif olmasina ragmen, bitln kékenler PZR
sonuclarina gore, bla jgc.; geni agisindan negatif bulunmustur
(Tablo 3).

TARTISMA

Hastaneler, mobil genetik elementler ile tasinan direng gen-
lerinin kisiden kisiye ve tirler arasinda yayilmasi icin en ideal
ortamlardir. Klinik 6nemi olan bakterilerde, 6zellikle hasta-
ne ortaminda, bu mekanizmalar ¢oklu antibiyotik direncinin
gelisimine yol acarak, hastanede yatis slresinin uzamasina,
tedavide sorunlarin ortaya ¢ikmasina ve hatta enfeksiyonun
olimle sonuglanmasina neden olmaktadir. Antibiyotik direng
mekanizmalari arasinda GSBL Uretimi, coklu antibiyotik diren-
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Tablo 2. Kékenlerin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Disk difiizyon Yontemi (%) Agar Diliisyon Yontemi (%) MiKs, MiKs,
Antibiyotik S | R S I R (mg/L) (mg/L)
Ampisilin 0 0 100 0 0 100 >256 >256
Amoksisilin Klavulanik Asit 0 0 100 0 43,3 56,7 32 64
Piperasillin 0 0 100 0 0 100 >256 >256
Piperasilin Tazobaktam 50 26,6 23,4 434 33,3 23,3 32 128
Sefoksitin 63,3 3,3 333 63,2 10 26,8 8 >256
Seftazidim 0 0 100 0 0 100 128 >256
Sefotaksim 0 23,3 76,6 0 13,2 86,8 128 >256
Sefepim 266 20 52 30,1 16,6 53,3 16 32
imipenem 100 0 0 100 0 0 0,5 0,5
Aztreonam* 0 33 96,6 = = = = =
Gentamisin* 26,6 33 70 = - = = =
Tobramisin* 52 0 96,6 = = = = =
Netilmisin* 6,6 33 90 = = = = =
Amikasin* 52 26 20 = = = = =
Tetrasiklin* 6,6 0 93,3 = = = = =
Trimetoprim Silfametaksazol* 0 0 100 - - - - -

*Sadece disk diftizyon yontemi ile calisiimistir.

S: Duyarli, I: Orta Duyarli, R: Direncli, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon

Tablo 3. Genis spektrumlu beta laktamaz genlerinin dagilimi.

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli Enterobacter cloacae Toplam
GSBL Geni (n=12) (n=11) (n=7) (n=30)
TEM 1 0 0 1
SHV 1 1 3 5
CTX-M 0 1 0 1
TEM+SHV 3 0 3 6
TEM+CTX-M 2 7 0 9
SHV+CTX-M 1 0 1 2
TEM+SHV+CTX-M 4 1 0 5
IBC-1 0 0 0 0
Negatif 0 1 0 1

cine sebep olan 6nemli bir mekanizma olup, 6zellikle hastane  olmaktadir. Bu durum giliniimiizde enfeksiyon hastaliklarinin
enfeksiyonu etkeni gram negatif bakterilerde (Klebsiella, E. coli, ~ tedavisinde hem insan hayatini tehdit eden hem de maliyet
Enterobacter spp. vb.) yaygin olarak bulunmaktadir. Yeni gelisti- ~ acisindan buyik yiktumltlukler getiren bir tablonun ortaya ¢ik-
rilen antibiyotiklerin uzun sureli etkin olarak klinik kullanimda ~ masina neden olmaktadir. Yeni GSBL lerin tiplendirilmesi, bun-
kalmasi bunlara karsi yeni GSBLlerin ortaya ¢ikmasina neden  larin ortaya ¢ikis mekanizmalarinin belirlenmesi, enfeksiyon
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etkeni bakteriler arasindaki yayginlklarinin ortaya konmasi,
gelecekteki antibakteriyel tedavi stratejilerinin saptanmasinda
onemli rol oynayacaktir (11,12).

TEM, SHV ve CTX-M disi GSBLler (VEB, GES, IBC, PER, TLA, BES
ve SFO) ise nadir gdzlemlenen ayni zamanda cesitli cografik
bdlgelere 6zgi olduklari belirlenen enzimlerdir. Buna ragmen
bu enzimlerin aktarilabilir plazmidlerde kodlanmasi, b&lgeler
arasinda bu enzimlerin yayilabilecegini ve risk olusturabilece-
gini distindirmektedir. Bu nedenle risk altinda bulunan bélge-
lerde belirli araliklarla bu enzimlerin varliginin arastiriimasi ve
tiplendirilmesi hem bu enzimler yoluyla olusan direncin daha
iyi anlasilmasi hem de bunlara karsi dnlem alinmasi agisindan
onemlidir (13).

ilk olarak Yunanistan'da tespit edilen IBC-1 enzimi bir Entero-
bacter cloacae (HT9) kékeninde tespit edilmis ve seftazidime,
klavulanat kombinasyonlarina direncli oldugu, piperasilin
tazobaktam ve klavulanik aside gére imipenem ile daha iyi
inhibe oldugunu saptanmistir. Ayni zamanda bu kdkenin
gentamisin haric aminoglikozidlere ve trimetoprim silfame-
taksazole capraz direng gosterdigi belirlenmistir (4). Calisma-
mizda kullandigimiz kdkenler de seftazidime, beta laktam/
beta laktamaz inhibitorlerine direncli, imipeneme duyarli
olmasi nedeniyle IBC-1 fenotipine uymaktadir. Ayni zaman-
da kokenlerin, %90'dan fazlasinin netilmisin ve tobramisine
direncli bulunmasi, gentamisin direncinin ise goérece olarak
daha dislk olmasi literattirdeki IBC-1 fenotipi ile de benzerlik
gostermektedir. TUm Enterobacter cloacae kokenlerimiz IBC-1
fenotipi ile tamamen uyum goéstermekte olup sefoksitin ve
aztreonama da direncli bulunmustur.

Kartali ve ark. yogun bakim Unitesinden izole edilen 27 En-
terobacter cloacae kdkeninin 18'inin IBC-1 enzimi Urettigini
saptamislar ve bu kokenlerin rutin laboratuvarda tespitinde
seftazidim-imipenem sinerji testinin yarar sagladigindan bah-
setmislerdir (14). Vourli ve ark. 271 Klebsiella pneumoniae kdke-
ninin 32'sinde PZR ile blajgc.; varh@ini gostermisler ancak sefta-
zidim-imipenem sinerji testi bu kokenlerin 25 tanesini pozitif
olarak degerlendirmislerdir (6). Bizim ¢alismamizda da kullan-
digimiz imipeneme-seftazidim sinerji testi ile fenotipik olarak 2
koken pozitif ve 5 koken ise slipheli pozitif olarak degerlendi-
rilmistir. Ancak bu kokenlerin hicbirinde PZR ile blajgc.; genine
rastlanmamistir. Bu sonuclar, IBC-1 enzimi acisindan fenotipik
yontem olarak Onerilen seftazidim-imipenem sinerji yontemi-
nin heniliz standardize olmadigini gostermektedir.

GES tipi enzimler ilk olarak 1998 yilinda Fransa'da bir K. pneu-
moniae kdkeninde saptanmistir; penisilin ve sefalosporinlere
direncli, sefamisin ve karbapenemlere duyarli oldugu bulun-
mustur. 2001 yihnda bir nokta mutasyonu ile farklilik goste-
ren IBC-1(GES-7) enzimi tanimlanmistir. Sonradan IBC enzi-
minin isimlendirilmesi GES olarak revize edilmistir. Bugline
kadar 40'dan fazla GES varyanti saptanmistir. Bu enzimlerden
Gly170Asn veya Gly170Ser mutasyonlarina sahip 11 tanesi
karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Diger GES varyant-
lari, herhangi bir karbapenem hidrolize edici aktivitesi olma-
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yan GSBL'ler olarak kategorize edilmistir. GES tipi GSBL'lerde
meydana gelen nokta mutasyonlari ile karbapenemaz aktivi-
tesi kazanmalari endise verici bir durumdur. Nadir olmasina
ragmen, GES karbapenemazlari su anda diinya capinda ta-
nimlanmis olup, Yunanistan, Fransa, Portekiz, Gliney Afrika,
Brezilya, Arjantin, Kore, ABD, Kanada, Cin, Belcika ve Japon-
ya'dan tek tek vakalar seklinde bildirilmistir. Tirkiye'de yapilan
calismalarda GES-11, GES-14 ve GES-22 Ureten kékenler bildi-
rilmistir (15-17).

Calisma sonuglarimiz GSBL pozitif mikroorganizmalarla enfekte
olan hastalarin tedavisinde beta laktam grubu antibiyotiklerin
kullanilmasinin basarisiz sonuclar doguracagini ortaya koy-
maktadir. Buna ek olarak beta laktam/beta laktamaz inhibitorlt
kombinasyonlara ve diger antibiyotik gruplarina da ¢oklu di-
reng giderek artmaktadir. Nitekim GSBL pozitif ya da tanimsiz
olarak saptanan kdkenlerimizin beta laktam disi antibiyotiklere
yuksek diizeyde direng gosterdikleri (trimetoprim-siilfametak-
sazol direnci %100, tetrasiklin direnci %93,3, tobramisin direnci
%96,6, netilmisin direnci %90, gentamisin direnci %70) g6z-
lemlenmistir.

Ulkemizden bildirilen bircok calismada oldugu gibi, hastane-
mizden izole edilen kdkenlerimizde de TEM ve SHV enzimleri
yaygin oldugu kadar CTX-M grubu enzimlerin orani da oldukca
fazladir (10,18-20). Calismamizda, PZR ile 12 Klebsiella pneumo-
niae kokenlerinin 10’'unda blargy, geni, 9'unda blagyy, 7'sinde
blacty.m genleri pozitif olarak bulunmustur. On bir Escherichia
coli kékenlerinin 8'inde blatgy, geni, 2'sinde blasyy, 9'unda bla-
crx-m genleri pozitif olarak bulunmustur. Yedi Enterobacter clo-
acae kokenlerinin 4'linde blargy, 7'sinde blagyy, 1'inde blacrym
geni pozitif olarak bulunmustur. 5 kdkenimiz blaygy, blasyy, bla-
crxm genlerini, 7 kdkenimiz blagy ve blasyy, genlerini, 2 kdkeni-
miz blasyy ve blacty.y genlerini, 8 kokenimiz blargy ve blactym
genlerini bir arada tasimaktadir. Bir Escherichia coli kdkenimiz
fenotipik yontemlerle GSBL pozitif olmasina ragmen blajgc.;,
blagy, blasyy, blacty. genlerinden hicbirini tasimadigr belir-
lenmistir. Muhtemelen bu kdékende bagka bir enzim ya da bas-
ka bir diren¢ mekanizmasi mevcuttur. E-test ile tanimsiz olarak
degerlendirilen 4 kokenin PZR ile 2'sinde blatgy ve blagyy, 1'inde
blasyy ve blacry.y genleri bir arada bulunurken, 1inde sadece
blasyy geni pozitif olarak bulunmustur.

Marmara Universitesi hastanesinden, 2004 yili itibariyle E. coli
ve Klebsiella pneumoniae kokenlerinde GSBL pozitiflik orani si-
rastyla %25 ve %35 iken 2020 yili itibariyle bu oran %45,5 ve
%53,1dir. Calismamizin yapildidi yillarda yaygin gérilen bu
enzimler glinimiizde de hala etkilerini strdirmektedir. Bu
enzimlerin yillar icerisindeki hizli artisinin en 6nemli nedenle-
ri, uygunsuz antibiyotik kullanimi, yetersiz raporlama, saglikli
bireylerde gastrointestinal tasiyicihgin artmasi, hastane enfek-
siyonlarindaki belirgin artistir. Ayni zamanda 2000'li yillardan
sonra GSBL pozitif kdkenlerin toplum kokenli enfeksiyonlarda
goriilmeye baslanmasi oldukca dnemlidir. 2000’li yillarin &nce-
sinde TEM ve SHV enzimleri siklikla saptanirken, gliniimiizde
artik CTX-M tipi enzimler birinci sirada yer almaktadir. Yapilan
calismalarda CTX-M geninin diger antibiyotiklere direng genle-
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ri ile beraber tasindigi saptanmistir. Dolayisiyla yillar icerisinde
coklu ilag direncine sahip basarili klonlar hizl bir seklide artis
gOstermistir (21).

Antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanimi nedeniyle anti-
biyotik direnci dnemli bir sorun haline gelmistir. Her hastane,
enfeksiyon etkeni olarak izole ettigi kokenlerinde antibiyotik
diren¢ mekanizmalarini ve uygun antibiyotik kullanimini be-
lirlemeli, beta laktamaz Uretimini artiran beta laktam antibiyo-
tiklerin kullanimini sinirlandirmalidir. GSBL enzimleri diinyada
oldugu gibi tGlkemizde de yaygin olarak bulunmaktadir. Sonug-
larimiz beta laktam antibiyotik direncinin llkemizde &nemli
bir sorun oldugunu tekrar ortaya koymustur. IBC-1 enzimi ise
simdiye kadar sadece Yunanistan'da saptanmis olup muhteme-
len bdélgesel sorun olusturan bir GSBLdir. Bizim calismamizda
ve diger Ulkelerde yapilan ¢alismalarda heniiz bu enzime rast-
lanmamistir. Bu bulgu her ne kadar su andaki durumunu ifade
ediyorsa da gelecekte bu enzimi Ureten kokenlerin izole edil-
meyecegdinin garantisini vermemektedir. Bu nedenle bu tiir ¢a-
lismalarin belirli araliklarla tekrar edilip Glkemize ait profillerin
belirlenmesinde blytk yarar vardir.

Etik Komite Onay:: Bu calismada, etik komite iznine gerek duyulacak
bir materyal ya da deney hayvani kullaniimamistir.
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ABSTRACT

Objective: The uptake and accumulation of nanoparticles by
plants create a potential threat for human health in cases where
humans consume the plants. The aim of the study was to analyze
the potential beneficial or inhibitory effects of nAl,05; and nZnO
on Capsicum annuum L. (pepper)'s germination, root growth, and
expression levels of aquaporin and dehydrin genes.

Material and Method: Different concentrations (0.5, 2.5, or 5.0
mM) of nAl,05; and nZnO were used for the germination of pepper
seeds. ICP-MS analysis was performed to determine ion contents in
nanoparticle-treated pepper plants. Levels of aquaporin and dehy-
drin gene expressions were analyzed by quantitative reverse-tran-
scription polymerase chain reaction (QRT-PCR).

Results: The pepper germination was not affected by nanoparticle
applications. While nAl, O3 treatments did not change root growth,
higher concentrations of nZnO negatively affected root length and
root number. In particular, the application of 0.5 MM nZnO signifi-
cantly upregulated aquaporin and dehydrin gene expressions in
roots. Downregulation of dehydrin gene expression occurred in
stems and roots after exposure to nAl,O; treatments.

Conclusion: The gene expression alterations and changes of
growth parameters showed especially nZnO have potentially phy-
totoxic for pepper plants. Moreover, expression analysis suggested
that the tested genes may play roles in response to the nanoparti-
cle-based abiotic stress.

Keywords: Aquaporin, dehydrin, nanoparticles, nAl,03, nZnO, ger-
mination, Capsicum annuum L., pepper

oz

Amag: Nanopartikillerin bitkiler tarafindan alinmasi ve biriktiril-
mesi, bu bitkilerin insanlar tarafindan tiketilmesi durumunda in-
san saghgi icin potansiyel bir tehdit olusturmaktadir. Bu calismada,
nAl,03 ve nZnO'nun Capsicum annuum L. (biber)'in ¢cimlenmesi,
kok buylmesi ile aquaporin ve dehidrin genlerinin ekspresyon
seviyeleri izerindeki potansiyel yararli veya inhibe edici etkilerinin
analiz edilmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Biber tohumlarinin ¢cimlenmesi icin farkli kon-
santrasyonlarda (0,5, 2,5 veya 5,0 mM) nAl,O3 ve nZnO kullanil-
mistir. Nanopartikil uygulanmis biber bitkilerinde iyon iceriklerini
belirlemek icin, ICP-MS analizi yapilmistir. Aquaporin ve dehidrin
gen ekspresyonlarinin seviyeleri ise kantitatif ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile analiz edilmistir.

Bulgular: Nanopartikil uygulamasinin biber ¢cimlenmesi tizerinde
etkisi tespit edilmemistir. nAl,O5 uygulamalar kok gelisimini de-
gistirmezken, yliksek nZnO konsantrasyonlari kék uzunlugunu ve
kok sayisini olumsuz yonde etkilemistir. Koklerdeki aquaporin ve
dehidrin gen ekspresyonu, 6zellikle 0,5 mM nZnO uygulamasi ile
artmistir. nAl,O5; uygulanan kok ve govdelerde ise dehidrin gen
ekspresyonu azalmistir.

Sonug: Gen ekspresyon ve blyiime parametrelerindeki degisiklik-
ler, 6zellikle nZnO'nun biber bitkileri icin potansiyel olarak fitotok-
sik oldugunu géstermistir. Ayrica, ekspresyon analizi, test edilen
genlerin nanopartikiil bazl abiyotik strese yanit olarak rol oynaya-
bilecegini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: Aquaporin, dehydrin, nanopartikiil, nAl,Os,
nZnO, cimlenme, Capsicum annuum L., biber
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INTRODUCTION

Engineered nanomaterials with their unique technical prop-
erties have extensive use in various technology and industrial
sectors including mechanical industries, energy applications,
environmental remediation, biosensing applications and many
others (1).

Metal/metal oxide nanoparticles as engineered nanomaterials
are synthesized by the addition of reducing agents to produce
metal nanoparticles or oxidizing/precipitating agents for metal
oxide nanoparticles (2). Because of the wide variety of applica-
tions of these nanoparticles in various industries, their effects
on environment and several organisms including plants have
been extensively studied (1).

Since the nanoparticles can contaminate plants in different
stages of their life cycle (3), detailed studies should have been
performed at molecular, cellular, metabolic, and physiolog-
ical levels to comprehend the actual effects of metal oxide
nanoparticles on plants. Analysis of their effects on seed ger-
mination and root elongation as a phytotoxicity parameter of
these nanoparticles (4) have been studied in many plant spe-
cies.

Assessment of changes on gene expression levels are another
important parameter to obtain nanoparticle-based changes
in plant body. Plants contain a large number of aquaporins,
which are proteins responsible for controlling water trans-
port and facilitating the transport of uncharged solutes across
membranes (5). The importance of aquaporins has been
demonstrated in various abiotic stress conditions (5) and al-
terations in their gene expressions following nanoparticle
treatments were also obtained in plants (6). Even though their
roles are not yet clearly understood, dehydrins are considered
as stress proteins, which play a role in dehydration stress, and
it is also suggested that some dehydrins may have critical roles
in plant growth (7). It was demonstrated that expression levels
of several genes such as aquaporins, oxidative response genes
and housekeeping genes were affected by nanoparticle treat-
ments (8,9).

The uptake and accumulation of these nanoparticles by plants
create a potential threat for human health in cases where hu-
mans consume the plants (10). Capsicum annuum L. (peppers)
belong to the Solanaceae family and they are extensively con-
sumed as both vegetables and spices across the world. Large
areas of land in several countries such as Mexico, China, Korea,
USA have been used for pepper cultivation because of their
use in many cuisines (11). It suggests that there is possible
nanoparticle contamination risk for these large land cultiva-
tion areas. In the study, pepper was used as a plant material
because of its high consumption and production levels across
the world and it was aimed to analyze potential beneficial or
inhibitory effects of two metal oxide nanoparticles (nAl,O; and
nZnO) on its germination, root growth and expression levels of
aquaporin (CaAgp) and dehydrin (CaDhn) genes.
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MATERIAL AND METHOD

Plant Material

The pepper (Capsicum annuum L.) hybrid Bafra F1 seeds were
used as a plant material. The seeds were gifted from Mehmet
Yiksel, Yiksel Tohum (Antalya, Turkey) and kept in the dark at
4°C until use.

Characterization of Nanoparticles

The nAl,O; (ca. 40 nm) and nZnO (<100 nm) nanopowders
were purchased from PlasmaChem (Berlin, Germany) and Sig-
ma Aldrich (Saint Louis, MO, USA), respectively. Although com-
mercial manufacturers characterized the nAl,O; and nZnO in
detail, scanning electron microscope (SEM) and transmission
electron microscope (TEM) were also used to visualize shape
and morphology of the nanoparticles.

For SEM analysis, the nanoparticles were placed on a carbon
disc and coated with a few nm thick gold-layers by using a
Baltec SDC 005 sputter-coater. SEM images were obtained us-
ing a Carl Zeiss Evo®40 instrument under high vacuum with an
accelerating voltage of 10 kV.

For TEM analysis, FEl Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM instrument
operating at an accelerating voltage of 120 kV were used.

Medium Preparation

Murashige and Skoog (MS) basal medium were purchased
from Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA). 0.5, 2.5 and 5 mM
of nAl,O3 and nZnO were used to test their effects on pepper
plants. Firstly, nanopowders were suspended in half strength
MS medium (pH: 6.0) by sonication for 30 min in ultrasonic wa-
ter bath at room temperature, and then the suspensions were
homogenized by stirring them for 20 min before use.

Plant germination and seedling establishment

The pepper seeds were imbibed with distilled water for 16
hours before treatments. Then, the seeds were transferred
to 900 cm? vitrovents (Duchefa, The Netherlands) including
1 layer of sterile damp filter paper moistened with 5 mL of
sterile one-half-MS medium (pH: 6.0) containing 0.5, 2.5 and
5 mM nAl,O3 or nZnO. For the control group, the seeds were
transferred to the vitrovents including 1 layer of sterile damp
filter paper moistened with 5 mL of sterile half strength MS
medium without any of nanoparticles. Then, the vitrovents
were incubated at 24°C for the first 7 days in the dark and then
8 days in the light. Each vitrovent containing 10 seeds per
control group and nanoparticles treatments were used and
each treatment was replicated three times.

Germination Data Analysis

The germination percentages, root number, length of roots
and leaves of the control and nanoparticles-treated plants
were obtained at the end of the 15" day of Capsicum seeds.
SPSS version 25 (SPSS, USA) was used to perform statistical
analysis. Germination percentages were analyzed with Chi-
square statistics. One-way ANOVA (Analysis of variance) was
performed to compare mean differences of leaf length. Root
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length data were subjected to ANOVA, followed by Tukey post-
hoc test to compare mean values. Because root number values
do not have a normal distribution, the data were analyzed with
the Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney U test as
a post hoc test. p<0.05 was used as the level of significance for
all the statistical analyses.

Gene expression analysis of Capsicum annuum L. genes
Quantitative reverse-transcription polymerase chain reac-
tion (QRT-PCR) was used to obtain impacts of nAl,O; and
nZnO on the expression levels of genes, CaDhn (Accesion no.
AY225438.1) and CaAgp2 (CaTlP1;1, Accession no. GU116569).
Firstly, total RNA was extracted from the 15-day-old stems and
15-day-old roots of the peppers using the Plant/Fungi Total
RNA purification kit (Norgen Biotek) according to the manu-
facturer's instructions, with DNasel treatment (DNase |, RNase-
free, NEB). The RNA quantification was performed using Nano-
drop equipment (Thermo Scientific Nanodrop™ 2000) and RNA
samples were visualized by running them in 1.5% agarose gel
with EtBr to check their integrity. Secondly, cDNA templates
were reverse transcribed from purified RNA samples (3 pg per
treatment) using SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System
(Invitrogen™) according to manufacturer's instructions. The
obtained cDNAs were kept at -20°C until use in gRT-PCR. The
NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and its BLAST
tool (blast.ncbi.nm.nih.gov) were used to get full-length se-
quences and verification of mMRNA sequences of CaDhn and
CaAgp2 genes, respectively. All gene-specific qRT-PCR primers
from mRNA sequences were designed by Primer3 v4.1.0 (12).

The housekeeping genes, Actin mRNA, GapdH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase GapCp) and EIF5A2 (Eukaryotic
translation initiation factor 5A2) were used for normalization
and their primer sequences were obtained from Wan et al. (13).

The primers used in the present study are listed below (5' - 3'):
Actin mRNA (F; TGTTATGGTAGGGATGGGTC, R; TTCTCTCTATTTGCCTTGGG),
GapdH (F; ATGATGATGTGAAAGCAGCG, R; TTTCAACTGGTGGCTGCTAQ),

EIF5A2 (F; CCTGTTATCGTGCTACTTTG, R; GTTTCATTGCCKTGCCAGAT)

CaAqp2 (F; CGATGGCGTCACTACTCCTC, R; CACCAACGAAAGCACCGA)

CaDhn (F; GGAGAAATTGCCAGGGTATCACTC, R; CAGAACACCACAATCATAACATACC)

qRT-PCR analysis was carried as three replicates. Reactions (10
pL) contain template cDNA (1 pL), Biorad iTaq Universal SYBR
Green Supermix (5 pL), reverse (4 uM) and forward (4 uM) prim-
ers and nuclease-free water. CFX96 Touch Real Time PCR instru-
ment (Biorad, France) was used for gRT-PCR analysis and the
analysis conditions were 3 min at 95°C followed by 40 cycles of
5 secat 95°C and 30 sec at 60°C.

Melt curve analysis was performed following each gRT-PCR am-
plification by heating the product from 65°C to 95°C, 0.5°Cin 5
s increments. The optimal cycle threshold (Ct) was determined
using Biorad CFX Manager 3.1 software. The above-men-
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tioned housekeeping genes were used for normalization using
GeNorm V3 algorithm (14). The obtained normalized c, values
were processed according to the AAc, method and presented
as relative expression values for each gene.

Determination of ion content

Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Ther-
mo ICP MS X Series 2) was used to determine the level of alu-
minum and zinc ion contents of nAl,O; or nZnO treated pepper
plants. The control and nanoparticles-treated plant samples
(ca. 0.1 g) were weighted and digested with a 6 mL 65% (v/v)
nitric acid. Following incubation in an ultrasonic water bath for
15 min, the samples were kept at room temperature for 24 h
to complete the extraction. One-way ANOVA was performed
to compare mean differences of ion contents in nanoparti-
cles-treated plants.

Dissolution of AP* and Zn* ions in the exposure medium was
obtained according to Leclerc and Wilkinson (15):

1. Centrifugation of the medium at 2500xg using centrifuga-
tion tubes containing 3 kDa centrifugal ultrafiltration unit (Mer-
ck Millipore, Germany) for 15 min at 0., 1., and 7. day.

2. Repetition of the 1 step four times and collecting only the
filtrate at each centrifugation step.

3. Addition of 2% nitric acid to the 1 mL of filtrate.

4. ICP-MS analysis was evaluated to measure the release rates
of APF* and Zn* from nAl,0; or nZnO.

For all ICP-MS analysis, multi-element ICP QC Standard solution
(Chem-Lab, Belgium) was used as ICP-MS standard.

RESULTS

Characterization of Nanoparticles
SEM (Figure 1A-1B) and TEM (Figure 1C-1D) analysis were per-
formed to visualize the shape and size of the tested nanopar-

Figure 1. Images of the nAl,O3 (A, SEM; C, TEM) and nZnO
(B, SEM; D, TEM).
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ticles. The images demonstrated the presence of uneven size
with irregular, elongated, spherical shaped nanoparticles.
While TEM analysis clearly showed that nZnO has different
sizes from 40 nm to 100 nm, the nAl,O; images were very
low-resolution so it was not possible to obtain their mean
sizes.

Effects of nAl,0; and nZnO on the germination parameters
of pepper

The effects of different nAl,0; and nZnO concentrations (0.5,
2.5 and 5 mM) on pepper germination were analyzed and the
germination percentages are presented in Figure 2. The results
showed that the germination percentages of pepper seeds
germinated in the MS medium at those nanoparticles concen-
trations were not statistically different in comparison to the
control group seeds, which were germinated in the medium
without nanoparticles.
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S I I ;s "
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@ 80
g
2
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=
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3
0
Control ‘ 0.5 ‘ 2.5 ‘ 5.0 0.5 ‘ 25 ‘ 5.0
\ ADO3 nZnO
\ Nanoparticles (mM)
Figure 2. Germination percentages of nAl,0; and ZnO-
treated pepper seeds.
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The average length of root and leaf of pepper plants were re-
corded and the results are presented in Table 1. Even though
the longest leaves (60.8 mm) were obtained in the control and
2.5 mM nAl,Os-treated pepper plants, there were no statistical-
ly significant differences among the tested plants.

While the control and nAl,Os-treated pepper plants had sta-
tistically similar root lengths, the application of nZnO at differ-
ent concentrations affected root length compared to control
plants. The longest roots (36.2 mm) and the shortest roots (14.7
mm) were obtained with the application of the lowest and
highest nZnO concentrations, respectively.

Regarding number of roots, similar effects were observed with
the application of nZnO at the end of the 15" day (Table 2).
Even though a statistically similar number of roots were ob-
tained in the control and nAl,Os-treated pepper plants, high-
er nZnO concentrations had adverse effects on the number of
roots. The decreased root numbers (1.11 and 1.00) were ob-
tained with the application of 0.25 and 0.5 mM nZnO concen-
trations (Table 2).

Determination of ion content

To understand the detailed impacts of applied metal nanopar-
ticles on pepper plants, ICP-MS analysis was performed to
obtain APP* and Zn* ions in pepper stems and roots following
nAl,O3 and nZnO treatments. Interestingly, A** ions were not
detected in nAl,Os-treated pepper stems and roots with ICP-
MS analysis. ICP-MS analysis showed the presence of Zn?* ions
in both pepper stems and roots with the application of nZnO in
MS medium (Table 3). An accumulation of Zn?* ions [44.3 and
70.4 mg/kg FW (fresh weight)] was found in 0.5 mM and 2.5
mM nZnO applied stems, respectively. The higher levels of Zn*
ions were determined in the 0.5 mM (312.4 mg/kg FW) and 2.5

Table 1. Root and leaf length of control and nanoparticles-treated pepper plants.

Nanoparticles Concentration (mM)

Average root length (mm)*

Average leaf length (mm)*

Control 0 29.1+£1.59b 60.8+1.57a
0.5 26.8+1.48b 59.4+3.03a
Al,0; 25 27.5+1.89b 60.8+1.66a
5.0 29.4+1.78ab 59.4+2.01a
0.5 36.2+1.97a 55.5+2.56a
ZnO 25 22.7+1.31bc 57.0+2.27a
5.0 14.7+0.88d 55.2+2.06a
F=13.830 F=1.079
Significance test
p=0.000 p=0.383

Statistical Analysis Test

One-way ANOVA Tukey

One-way ANOVA

*Values were represented as mean+SE.

The different letters following the means in each column show statistical differences at p<0.05 according to ANOVA Test. The mean differences were analyzed vertically.
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Table 2. The impacts of nAl,O; and nZnO on root numbers of pepper plants.

Kruskal-Wallis Test

Nanoparticles Concentration (mM) Number of roots® Mean rank Significance test
Control 0 1.84+0.27 78.53
0.5 1.85+0.24 79.83
Al, 03 2.5 2.15+0.33 82.93
¥?=20.037
5.0 1.37£0.17 63.61 df=6
p=0.003
0.5 1.58+0.25 68.50
ZnO 25 1.11£0.07* 55.74
5.0 1.00+0.00* 50.00

2Root number values of the tested groups were individually compared with each other by using the Mann-Whitney U nonparametric test.

bValues were represented as mean=+SE.

*Values were significantly different (p<0.05)

mM (933.5 mg/kg FW) nZnO-applied pepper roots. However,
no statistical differences were detected in the content of Zn*
ions between control and 5 mM nZnO-applied pepper stems
and roots (Table 3).

Table 3. Zn?* content of pepper stems and roots treated with
nZnO.

Zn?* content (mg/kg FW)
Concentration (mM) Stem* Root*
0 (Control) 2.21+0.06¢ 4.27+0.07¢
0.5 44.32+0.19b 312.44+1.16b
25 70.39+0.60a 933.49+3.61a
5.0 2.81+0.13c 4.68+0.02c

*Values were represented as mean=SE.
The different letters following the means in each column show statistical

differences at p< 0.05 according to ANOVA Test.

ICP-MS analysis was performed to obtain the release rates of dis-
solved APP* and Zn?*ions from nAl,0; and nZnO containing MS
media in 1t and 7*" day. The results showed that the dissolution
of AP*and Zn* ions from the applied nanoparticles was very low
(Table 4). While AP+ release from nAl,O3 was only 0.053%, Zn?*
release from nZnO was 0.153% even after 7 days (Table 4).

Table 4. The percentages (%) of AF** and Zn* released from
2.5 mM nAl,O3 or nZnO containing culture medium.

Duration (days) AP* release (%)  Zn* release (%)

0 - -
1 0.028 0.069
7 0.053 0.153

qRT-PCR analysis of CaAgp2 and CaDhn genes

To understand the effects of the tested metal nanoparticles at the
molecular level, relative expression levels of two pepper genes
(CaAgp2 and CaDhn) were analyzed by qRT-PCR (Figure 3 and

37 CaAgp2

Relative expression level

I H Stem
! I | ' |
I Root
0 T ' T T 1
Control 0.5 25 5.0
A nAl,O; concentration (mM)

37 CaDhn

u Stem

Root

Relative expression level

I I
"

0+ T T
Z5 5.0

Control 0.5
B nAlO; concentration (mM)

Figure 3. Relative expression levels of CaAgp2 and CaDhn in nAl,Os-treated pepper plants.
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Figure 4. Relative expression levels of CaAgp2 and CaDhn in nZnO-treated pepper plants.

Figure 4). Application of nAl,O; did not have a significant effect
on the relative expression of CaAgp2 in stems and roots (Figure
3A). The only decrease in gene expression levels was obtained
in stems of 0.5 mM nAl,Os-treated pepper plants. Application of
2.5 and 5 mM nAl,O; led to a slight increase of CaAgp2 in stems
and roots. On the other hand, nAl,O; treatments inhibited CaDhn
gene expression in stems and roots with respect to the control
groups (Figure 3B). 0.5 and 5 mM nAl,O; treatments resulted in
statistically similar gene expression levels in stems and roots. 2.5
mM nAl,O3 treatments upregulated CaDhn gene expression in
stems compared to the other applied concentrations.

The CaAgp2 and CaDhn expression levels of pepper plants were
strongly affected by nZnO treatments (Figure 4A and 4B). The
highest CaAqp2 expression (almost five times higher expres-
sion than that of control) was obtained in the roots of 0.5 mM
nZnO-treated pepper plants (Figure 4A). Increased concen-
trations of nZnO applications resulted in inhibition of CaAgp2
expression in roots. While CaAgp2 expression levels showed a
slight decrease in lower concentrations of nZnO applications
in stems, the highest nZnO concentration (5 mM) resulted in
similar gene expression levels when compared to the control
group (Figure 4A). CaDhn gene expression in roots was signifi-
cantly affected with the application of 0.5 mM nZnO (Figure
4B). Its expression was three-times higher than that of the con-
trol roots. However, higher nZnO treatments dramatically de-
creased CaDhn gene expression levels in roots. nZnO-applied
pepper plants had lower gene expression of CaDhn in stems
with respect to the control group (Figure 4B).

DISCUSSION

Anincrease in the worldwide use of engineered metal nanopar-
ticles is predicted to result in an elevated transfer of these par-
ticles to the environment. The studies and modeling analysis
showed that thousands of tons of nanoparticles including Al,
Zn, Ag, Fe etc. have been released into the environment due
to their extensive production (16). The studies demonstrated
their toxic and sometimes promoting effects in various plant
growth parameters. Being one of the most consumed vegeta-
bles, the contamination of pepper production areas with these
nanoparticles is highly possible. Among these nanoparticles,

nZnO and nAl,O; are the metal oxides and they have a wide ap-
plication from electronics to biomedical applications and many
others (17,18). In the present study, the impacts of nAl,05 (ca.
40 nm) and nZnO (<100 nm) metal oxide nanoparticles were
tested on pepper germination and seedling establishment pa-
rameters. The results showed that germination of pepper seeds
was not affected with treatments of different concentrations of
nZnO and nAl,Os. Similarly, Cucurbita pepo (zucchini) germina-
tion was unaffected by the treatment of 1000 mg/L nZnO (<5
nm and <10 nm) (19). Kumar et al. (20) tested the impacts of
nZnO (<50 nm) on several plant species and reported its inhib-
itory effects on cucumber germination and on shoot and root
growth of wheat, green gram and cucumber. However, germi-
nation of rice was not significantly inhibited by the nanopar-
ticles. Lee et al. (21) tested the effects of various metal oxide
nanoparticles including nAl,O3, nSiO,, nFe;04 and nZnO on
seed germination and root elongation of Arabidopsis thaliana.
The results showed that while nZnO was the most phytotoxic,
nAl,O3; was not toxic for these plants. Regarding root length
and number, none of the concentrations of nAl,05 used affect-
ed root growth of peppers. While the lowest concentration of
nZnO treatments increased average root length, the highest
levels of nZnO decreased root length compared to the control
plants in this study. Higher nZnO concentrations also nega-
tively affected the number of roots. Similarly, an increased root
length in rice was obtained when the seeds were soaked in
<100 mg/L nZnO solution for 1-2 days, but the root growth was
dramatically inhibited at concentrations of 500 and 1000 mg/L
ZnO (22). Similar to the shortest roots resulting from high nZnO
concentrations, the application of higher nZnO concentrations
also resulted in reduced root length in barley (23).

The studies show that the size, concentration, composition,
physical and chemical properties determine the fate of these
nanoparticles on plants (24). The plant cell walls have a size
exclusion limit (~5-20nm) (25). However, some nanoparticles
such as silver nanoparticles in Chlamydomonas reinhardtii (26)
led to the formation of bigger pores in the cell walls and there-
by resulted in the entrance of larger particles. Root junction,
wounding, endocytosis, and symplastic transport could be
other ways to accumulate or transport the nanoparticles in the
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plant body (1). Moreover, plants can accumulate nanoparticles
directly or as metal ions (27). In the present study, no AP+ ions
were detected in nAl,Os-treated pepper stems and roots with
ICP-MS analysis. The results suggested that the ion content was
probably out of detection limits. However, the increased Zn*
contents in pepper stems and especially in the roots suggested
that even though the nZnO used in the present study is much
bigger than the size limit for the plant cell wall, their uptake
from shoots and roots could be acquired by one of above-men-
tioned mechanisms. The very low rates of dissolution of these
ions from exposure to medium demonstrate that any obtained
effects in pepper plants could be due to the direct uptake of
these nanoparticles instead of their released ions. It can be
concluded that the obtained effects on root length and root
numbers of nZnO-treated plants were probably due to the high
uptake of nanoparticles and accumulation in roots and stems.

Plants have complex response and defense mechanisms to
adapt to different stress conditions (28). The effects of nanopar-
ticles could be also obtained at the level of gene expression. In
the present study, relative expression levels of CaAqgp (CaTlIP1;1)
from the tonoplast intrinsic proteins subfamily and CaDhn
were investigated in 15-day-old pepper seedlings after expo-
sure to nAl,O3 and nZnO.

Dehydrins are considered as stress proteins, and they play role
in drought stress tolerance (7). They also have other functions
such as binding metal ions, binding DNA, binding phospholip-
ids and they can scavenge free radicals (7). Downregulation of
CaDhn was observed in stems and roots following nAl,O; and
nZnO treatments. Upregulation of CaDhn was only observed
with lowest levels of nZnO treatments in stems. The altered
gene expression in stems and roots profiles indicates that this
gene may have a function in metal oxide nanoparticle-based
stress tolerance. In addition to their functions in water move-
ment across cell membranes, aquaporins also have roles in re-
sponse to the biotic and abiotic stress. The adverse effects of
changes in aquaporin expression may especially be observed
during germination and seedling development. However,
nAl,O; treatments did not significantly affect the investigated
aquaporin gene expressions in pepper stems and roots. On the
other hand, while nZnO treatments at 0.5 mM concentration
led to an upregulation of CaAgp2 in root tissues, higher levels
of nZnO resulted in a downregulation of the gene in those
tissues. Since roots are the first target for nanoparticles, alter-
ations in gene expression might occur more often than expect-
ed in roots. It could be the reason for the critical alterations of
gene expression in roots compared to that of stems. Aquaporin
genes were significantly activated in tomato roots by carbon
nanotubes treatments (29). The same increase was also ob-
served in Arabidopsis plants after 1 week of exposure to Ag
nanoparticles, but their levels decreased with prolonged expo-
sure times (6). The altered CaAgp2 expressions in the present
study indicate that these nanoparticles affected plant’s water
and small molecules homeostasis following nZnO treatments.
A slight decrease of aquaporin genes was also observed in pep-
per stems in nZnO applications. Gitto and Fricke (30) showed
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that the decrease in expression of certain barley aquaporin
genes was stronger with lower Zn treatments than higher Zn
treatments. It is concluded that plants would have limited Zn
transport to the shoot to prevent major toxicity (30).

CONCLUSION

The extensive use of metal nanoparticles worldwide is pre-
dicted to result in an elevated transfer of these particles to the
environment. In the present study, the impacts of nAl,0; and
nZnO on pepper germination, root growth and gene expres-
sion levels were analyzed. The results showed that pepper ger-
mination was not affected by nanoparticles applications. While
nAl,O; treatments did not significantly change root growth,
higher concentrations of nZnO negatively affected root length
and root number. In particular, the application of 0.5 mM nZnO
upregulated aquaporin and dehydrin gene expressions in
roots, significantly. Downregulation of dehydrin gene expres-
sion was obtained in stems and roots after exposure to nAl,05
treatments. These gene expression alterations and changes of
growth parameters showed that nZnO especially is potential-
ly phytotoxic for pepper plants. Moreover, expression analysis
suggested that the tested genes may play roles in response to
the nanoparticle based abiotic stress.
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ABSTRACT

Objective: In the living donor liver transplantation (LDLT) context,
accurate estimation of the graft weight to recipient weight ratio
(GRWR) and future donor liver remnant volume by pre-operative
volumetric analysis is very important. We aimed to compare the
estimated graft volume (EGV) calculated with the LiverVision® soft-
ware with the actual graft weight (AGW) measured in the back-ta-
ble in this study.

Material and Method: Patients who underwent right lobe LDLT
and liver donors between 01.01.2018-30.05.2020 were retrospec-
tively evaluated. Demographic data, body mass index, EGV, AGW
and GRWR were recorded. Linear regression analysis, Pearson cor-
relation coefficient and Bland-Altman plots were utilized for evalu-
ation of the relationships between continuous variables.

Results: A total of 108 liver donors were included in the study. The
mean age of the donors was 32.6+8.8 years and mean EGV was
902.5+147.1 mL for all donors. The mean AGW was 890.6+145.9
g for all donors. A significant correlation was found between EGV
and AGW for all donors (r=0.856, p<0.001). The mean difference
between EGV and AGW was 11.9+78.5 for all donors. 105 of the 108

0z

Amag: Canl vericili karaciger naklinde, alicida greftin alici agirhgi-
na oraninin (GRWR) ve vericide ameliyat sonrasi kalacak karaciger
hacminin ameliyat 6ncesi hacimsel analizle dogru tahmin edilme-
si cok 6nemlidir. Bu calisma ile karaciger vericilerinde karacigerin
anatomik ve hacimsel analizinin yapilmasi icin kullandigimiz Li-
verVision® programi ile hesaplanmis tahmini sag lob greft hacim-
lerinin (EGV) ameliyat sirasinda arka-masada (back-table) dl¢lilen
gercek greft agirhigi (AGW) ile karsilastirilmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 01.01.2018-30.05.2020 tarihleri
arasinda canli vericiden sag lob karaciger nakli yapilmis olan hasta-
lar ve vericileri retrospektif olarak incelenmistir. Hastalarin demog-
rafik bulgulari, viicut kitle indeksi, EGV, AGW ve GRWR kayit altina
alinmistir. Strekli degiskenler arasindaki iliskiler, Pearson korelas-
yon katsayisi, dogrusal regresyon analizi ve Bland Altman grafikleri
ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Ortalama yasi 32,6+8,8 yil olan toplam 108 karaciger
vericisi calismaya dahil edilmistir. Ortalama EGV tiim vericiler icin,
902,5+147,1 mL iken, ortalama AGW tim vericiler icin 890,6+145,9
g olarak hesaplanmistir. Tim vericiler icin EGV ile AGW arasinda an-
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(97.2%) measurements were within the 95% ranges of agreement be-
tween EGV and AGW according to the Bland-Altman plot. According to
the regression model created to calculate the AGW, the formula AGW
(9)=0.85xEGV (mL)+124.5 was obtained (r>=0.732, p<0.001).

Conclusion: The liver volumes of the donors were successfully estimat-
ed with computed tomography (CT) with the newly developed Turkish
semi-automatic LiverVision® software.

Keywords: Liver transplantation, living liver donor, estimated graft vol-
ume; actual graft weight, software

INTRODUCTION

The best treatment modality for end-stage liver failure is liv-
er transplantation. In countries where deceased donor organ
donation rates are low, as in Turkey, cadaveric graft waiting
lists are gradually increasing in length and some of the pa-
tients unfortunately die while they are on the waiting list. Liver
transplantation from a living donor can be the only option for
these patients who do not have the chance of cadaveric liver
transplantation. Liver transplantation requires a detailed exam-
ination of the donor and recipient. This examination includes
an evaluation of the liver anatomy, parenchymal and vascular
structure, and donor liver volume. In living donor liver trans-
plantation (LDLT), in order to perform a safe and successful sur-
gery for both donor and recipient, liver volumetric analysis of
the donor before the operation is very important for predicting
the graft weight to recipient weight ratio (GRWR) and residual
liver volume. The weight of the liver is approximately 2% of the
body weight. The weight of a liver graft which will be sufficient
to meet the metabolic needs of the recipient body, has to be
40-50% of the recipient’s liver weight, which corresponds to
approximately 0.8-1% of the recipient's body weight (1). There-
fore, it is recommended that the GRWR be not less than 0.8%
for a successful liver transplant (1,2). Small for size syndrome
is more likely to occur if the GRWR is below 0.8% (2). This syn-
drome manifests itself with coagulopathy, long-term cholesta-
sis, ascites and graft failure (2) For the safety of the living donor,
the remnant liver volume must be at least 30% (2).

Computed tomography (CT) is recognized worldwide as the
best imaging modality used in the preoperative evaluation
of liver volume. In the past, while liver volume measurements
with CT were made 2-dimensionally and manually, today there
are many examples of 3-dimensional (3D) software that have
been used for this purpose. After Van Thiel et al. showed in 1985
that there is a well-nigh relationship between water volume
and liver weight at 25°C, the volume of the liver began to be
converted to one to one liver weight (1 mL=1 g) (3). Although
the difference between the estimated graft volume (EGV) and
actual graft weight (AGW) has decreased as software programs
have developed, in many cases, the actual graft weight is de-
termined to be lower than the estimated graft volume. Due to
this, it has been suggested that the calculations made by Van
Thiel et al. were derived from cirrhotic livers and the density
of non-cirrhotic livers is lower (1,4-6). Dehydration because of
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lamli bir korelasyon oldugu saptanmistir (r=0,856, p<0,001). Bland-Alt-
man metoduna gére 108 dl¢limiin 105'inde (%97,2) EGV, AGW ile %95
gliven arahgi icerisinde saptanmistir. AGW'yi hesaplamak icin olusturu-
lan regresyon modeline gore AGW (g)=0,85xEGV (mL)+124,5 formulu
elde edilmistir (r’=0,732, p<0,001).

Sonug: Yeni gelistirilmis Tiirk yapimi yari otomatik LiverVision® yazilimi
ile bilgisayarli tomografi (BT) ile vericilerin karaciger hacimleri basarili
bir sekilde tahmin edilebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger nakli, canli karaciger vericisi, tahmini
greft hacmi; gercek greft agirhgi, yazilim programi

preservative solutions and differences in the plane of division
of the liver parenchyma are other suspected causes of vol-
ume-weight mismatch in the liver graft (6).

We used a new semi-automatic CT volumetry software called
LiverVision® (Medivizyon, Ankara, Turkey) for anatomical and
volumetric analysis of the liver in our liver donors. The purpose
of our study is to compare the estimated right lobe graft vol-
umes calculated with the LiverVision® software with the actual
liver graft weight.

MATERIAL AND METHOD

Patients who had undergone living related right lobe liver
transplantation in Istanbul Aydin University Hospital and
Istinye University Hospital between 01.01.2018-30.05.2020
and their donors were retrospectively evaluated in this study.
The Institutional Review Board of Istanbul Aydin University
(IRB approval number: 2020/313) approved the study protocol.
The demographic data of the patients, body mass index (BMI),
EGV calculated by LiverVision® software, AGW measured in the
operation theatre and GRWR were recorded.

Preoperative CT imaging of all liver donors was performed in
Istinye University Hospital Radiology Department with a mul-
tidetector (Philips Ingenuity 128, Philips Healthcare, The Neth-
erlands) computed tomography device. Following the precon-
trast scanning, 120-150 mL of contrast agent was injected and
a dynamic triphasic (arterial, portal and hepatic phase) hepatic
CT at 3 mm slice thickness was performed. A senior radiol-
ogist (Y.T.) measured the liver volumes using LiverVision® 3D
semi-automatic volumetric software. The estimated amount of
blood in the hepatic veins and portal venous system was also
calculated with this software. An illustration of the 3D liver im-
age and liver volume calculation from the software is shown in
Figure 1.

Blood-free actual graft weight was measured in the donor be-
fore the graft was perfused with preservative solution using
a digital weight scale after removing the right lobe graft and
draining the blood.

Statistical Analysis

The Shapiro-Wilk test was used to determine the conformity
of continuous variables to the normal distribution. Levene’s
test was used to analyze the homogeneity of variances. The
Student's t test was used to compare the mean of two inde-
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Figure 1. lllustration of 3D liver and volume calculation provided by LiverVision © program (image taken from LiverVision.org).

pendent groups where the assumptions of the parametric tests
were met. The Mann-Whitney U test was utilized to compare
the mean of two independent groups for variables that were
determined as not meeting the prerequisites of the parametric
tests. Linear regression analysis, Pearson correlation coefficient
and Bland Altman plots were utilized for the evaluation of the
relationships between continuous variables. A value of p<0.05
was accepted as statistically significant. Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) software for Windows version 19.0
(IBM, Armonk, New York, United States) was used for the anal-
ysis of the data set.

RESULTS

A total of 108 liver donors were included in this study. Their
mean age was 32.6+8.8 years (range; 18-55). 73 (67.6%) of
the donors were male and their mean age was 31.3+8.6 years
(range; 18-55). 35 (32.4%) of the donors were female and their
mean age was 35.3+8.6 years (range; 18-52). The overall mean
body mass index was 25.6+3.5 kg/m? (range; 18.1-33.9) for all
donors, while it was 25.3+3.3 kg/m? (range; 18.1-33.2) for men
and 26.3+3.7 kg/m? (range; 20-33.9) for women. While there
was no significant difference between men and women in
terms of BMI (p=0.159), there was a significant difference re-
garding age (p=0.026). The mean estimated graft volume cal-
culated by CT was 902.5+147.1 mL (range; 630-1305) for all

donors, while it was 926.4+152.8 mL (range; 641-1305) for men
and 852.5+121.7 mL (range; 630-1180) for women. The mean
estimated graft volume of men was significantly higher than
that of women (p=0.014). For all donors, positive correlations
were observed between EGV and height (r=0.290, p<0.01), be-
tween EGV and body weight (r=0.600, p<0.001), and between
EGV and BMI (r=0.384, p<0.001).

The mean actual graft weight was 890.6+£145.9 g (range; 600-
1360) for all donors, while it was 911.7+154.2 g (range; 600-
1360) for men and 846.4+116.8 g (range, 680-1300) for women.
The mean actual graft weight of men was significantly higher
than that of women (p=0.018). For all donors, there were pos-
itive correlations between AGW and height (r=0.260, p<0.01),
between AGW and body weight (r=0.594, p<0.001) and be-
tween AGW and BMI (r=0.403, p<0.001).

For all donors, there was a positive correlation between EGV
and AGW (r=0.856, p<0.001). This correlation was stronger in
men (r=0.883, p<0.001), while it was slightly weaker in wom-
en (r=0.728, p<0.001). The mean difference between EGV and
AGW was 11.9£78.5 (range; -280 to +267) for all donors, while
it was 14.4+74.1 (range; -280 to +202) in men and 6.7+£87.7
(range; -261 to +267) in women. No significant difference was
detected between men and women regarding the difference
between EGV and AGW (p=0.568).
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Table 1. Demographic and clinical data of patients.

Donors Men Women Total p value
Patient number 73 35 108

Mean age (years) 31.3£8.6 35.3%£8.6 32.6+8.8 0.026
BMI (kg/m?) 253+3.3 26.3+£3.7 25.6+3.5 0.159
Mean EGV (mL) 926.4+152.8 852.5+£121.7 902.5+147.1 0.014
Mean AGW (g) 911.7+154.2 846.4+116.8 890.6+145.9 0.018
Mean difference between EGV and AGW 14.4+74.1 6.7+87.7 11.9+£78.5 0.568
Mean GRWR (%) 1.23+£0.38 1.240.26 1.22+0.35 0.602

According to the Bland-Altman method, 105 (97.2%) of the 108
measurements were within the 95% ranges of agreement be-
tween EGV and AGW. In only one of 73 male donors (1.3%), EGV
was found outside the 95% ranges of agreement, while in two
of 35 female donors (5.7%), EGV was found outside the 95%
ranges of agreement.

The mean GRWR was 1.22+0.35% (range; 0.73-2.4) for all pa-
tients, while it was 1.23+0.38% (range; 0.73-2.4) for men and
1.2+0.26% (range, 0.85-2) for women. No significant differ-
ence detected between men and women in terms of GRWR
(p=0.602).

In 78 patients (72.2%), GRWR was found to be 1% and above,
while in 30 (27.8%) patients GRWR was found to be less than
1%. In 50 (68.5%) of the 73 male patients, GRWR was found to
be 1% and above, while in 23 (31.5%) patients GRWR was found
to be less than 1%. In 28 (80%) of the 35 female patients, GRWR
was found to be 1% and above, while in 7 (20%) patients GRWR
was found to be below 1%. The mean difference between EGV
and AGW was 7.6+85.4 (range; -280 to +267) for those with a
GRWR of 1% and above, while it was 23+56.4 (range; -108 to
+171) for those with a GRWR of less than 1%. No significant
difference was detected between the two groups (p=0.265). In
three (3.8%) of the 78 donors with a GRWR 1% and above, EGV
was found outside the 95% ranges of agreement, while EGV
was found within the 95% ranges of agreement in all 30 donors
with GRWR of less than 1%.

According to the regression model created to calculate the ac-
tual graft weight (AGW) using EGV, the formula AGW (g) = 0.85
x EGV (mL) + 124.5 was obtained (r’=0.732, p<0.001).

The demographic data of the donors, mean estimated graft
volume, mean actual graft weight, mean difference between
EGV and AGW, and mean GRWR are shown in Table 1.

DISCUSSION

Due to the low number of cadaveric donors, most of the liver
transplants performed in Turkey consist of living related liver

transplants. The most important factor affecting the surgical
planning, postoperative morbidity and mortality in the LDLT
setting is the accurate preoperative estimation of donor liver
volume. Overestimation or underestimation of remnant liver
volume in the donor may lead to changing the surgical resec-
tion plan, or even eliminating the donor due to insufficient
liver volume and canceling the surgery. Many manual and
automatic volume calculation methods were developed after
Heymsfield et al. defined liver volume calculation for the first
time in 1979 (7). Many organ transplant centers have started
to use 3D CT volumetry software with developing technology
due to faster results and smaller error margin. Although cal-
culating preoperative liver graft volume by volumetric analy-
sis has an acceptable accuracy level in predicting actual liver
volume before surgery, it is controversial that one milliliter of
liver equated to one gram of liver tissue (8-10). This equation
has been criticized for being based on measurements made
from cirrhotic livers (1,4). Some studies have revealed that the
error rate in weight estimation with CT volumetry ranges from
+5% to +20% (11). Differences in the liver density, the amount
of blood in the liver, variations in tomography machines and
the software used for volumetric analysis, differences between
observers, detecting more fatty liver than expected, hydration
status when CT was performed and deviation from the desig-
nated liver cutting line were put forward as possible reasons for
this discrepancy.

Yoneyama et al. suggested that 1 mL liver volume in cirrhotic
livers equals 1 gram of liver tissue, while T mL volume equates
to 0.85 g liver tissue in non-cirrhotic livers (4). Sonnemans et al.
measured liver weights during autopsies after performing 3-D
CT volumetric analysis of the liver in the early postmortem pe-
riod, and found a perfect correlation (r=0.950) between actual
liver weight and estimated liver volume, and they calculated
the liver density as 0.99 g/mL (12). They found that age, gender,
body mass index, heart failure and hepatosteatosis caused no
difference on liver density in this cadaver series of 39 patients
(12). Again, in an autopsy study conducted by Jackowski et al.,
liver density was found to be 1.05 g/mL (13). When previous
studies in the literature are examined, it is seen that liver den-
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sity has been reported between 0.86 and 1.13 g/mL (12). The
reason for these differences in liver density may be due to dif-
ferences in the measurement times of the graft weight (6) be-
cause different measurement times were used in these studies
such as immediately after the liver graft was removed (blood-
filled), after the blood was drained (blood-free) from the liver,
after the perfusion of the graft with preservative solutions, and
after the back-table procedures were completed (6). Graft de-
hydration after perfusion is an important factor affecting liver
density (6). In our study, since the amount of blood in the liver
was calculated and deducted in the volume measurements cal-
culated with CT, we measured the graft weight after the graft
was removed and the blood was drained, and before the graft
was perfused.

Zakareya et al. found the formula AGW (g) = 0.92 x EGV (mL)
+ 51.48 (r*=0.651, p<0.001) in their study (1). Liu et al. found
a similar formula - AGW (g) = 0.86 x EGV (mL) + 72.5 (r’=0.9,
p<0.001) in their study (5). In another study by Bozkurt et al.
AGW (g) was calculated as 0.843 x EGV (mL) (r=0.834; p=0.001)
(2). In the study conducted by Kim et al. the mean estimated
blood-filled right lobe graft volume was found to be 789+126.4
mL, while the mean estimated blood-free right lobe graft vol-
ume was 713.9+114.4 mL (14). In the same study, the mean
actual graft weight was found to be 717.8+110.4 g, and using
the estimated blood-free right lobe graft volume, the formula
AGW (g) = 0.88 x EGV (mL) + 88.5 (r’=0.83, p<0.001) was de-
termined (14). In the study of Hwang et al., it was suggested
that the weight of the blood-filled liver graft was closer to the
volume of the right lobe graft estimated by CT (15). Also, Satuo
et al. supported this opinion and suggested that blood-filled
graft weight correlated more closely with the estimated graft
volume (6). These researchers suggested that although the
amount of blood in the large vessels of the liver was calculated
in volumetric analysis with CT, the amount of blood in the pe-
ripheral vascular bed of the liver was ignored (6).

In our study, the right lobe liver graft volumes were predicted
with a 97.2% success rate in the measurements made by the
LiverVision® 3D semi-automatic CT volumetry software. A pos-
itive correlation of 85.6% was found between EGV and AGW.
This relationship was found to be stronger in men (88.3% vs
72.8%) compared to women, but this may be due to the fact
that the number of female donors was almost half of the males
(73 vs 35). In order to estimate the actual graft weight, the for-
mula AGW (g) = 0.85 x EGV (mL) + 124.5 (r’=0.732, p<0.001)
was obtained. As expected, EGV and AGW were found higher
in men than in women. We found no significant difference be-
tween men and women regarding GRWR and the difference
between EGV and AGW. In cases where the GRWR was less
than 1%, we considered the possibility of surgeons shifting the
resection line to the left lobe to remove a slightly bigger liver
graft. Because of this, the difference between EGV and AGW
was compared between those with a GRWR of 1% and above
and those with a GRWR of less than 1%, but no significant dif-
ference was detected between these two groups. The only
striking point was that all measurements made in those with
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a GRWR below 1% were determined within the 95% ranges of
agreement.

In conclusion, with the newly developed Turkish semi-auto-
matic LiverVision® software, liver volumes of donors can be
successfully predicted with CT in living related liver transplan-
tation. We think that this software can be used safely in calcu-
lating the preoperative liver volume for liver donors. As the
number of cases increases, it will be appropriate to re-evaluate
with the results of larger series.
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Amag: Bu calismada, 1000 gram ve altinda dogan ve 3-5 yasina gel-
mis cocuklarin, Diinya Saglik Orgiitii Cocuk ve Ergenlerde Uluslara-
rasi islevsellik Siniflamasi (ICF-CY) sisteminde belirlenen alanlarda
sorunla karsilasma oranlari arastirilarak ve hizmet ihtiyaclarinin
belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Elli sekiz cocuga okul 6ncesi donemde fizik mu-
ayene ve ayrintili norolojik inceleme yapildi. Bu ¢cocuklar perinatal
ve sosyodemografik ozellikler yoniinden irdelenerek tiim ¢ocukla-
ra Vineland Uyum ve Davranis Olcegi uygulanmustir. Sonuglar ICF-
CY modeline uyarlanmistir.

Bulgular: Olgularimizin iletisim islevselliginde %20,6'sinin, glinliik
yasam becerilerine katiminda %12,1'inin, sosyallesme islevselli-
ginde %719'unun, hareket islevselliginde ise %29,3'inlin ciddi du-
zeyde sorun yasadiklar saptanmistir. Sadece 3 olguda ciddi diizey-
de yasla uyumlu olmayan davranis sorunu tanimlanmistir. Hareket
islevselliginin; 6z bakim islevselligini, ev yasami etkinliklerine ka-
tilimi, sosyallesme islevselligini, oyun ve bos zaman etkinliklerine
katihmi, 6grenme ve problem ¢6zme islevselligini anlamli olarak
etkiledigi belirlenmistir. Olgularimizin %22,4'inin (13 olgu) yuk-
sek seviyede 6zel egitim destegine ihtiyaci oldugu belirlenmistir.

Tartigma: Glnimuzde yasama sanslari oldukca ylksek olan asiri
disik dogum agirlikh prematirelerin islevsellik, etkinlik, yasama

1(2): 102-12.

ABSTRACT

Objective: Our aim was to determine the problem rates and ser-
vice requirements according to the World Health Organization
International Classification of Functioning in Children and Adoles-
cents (ICF-CY) system defining specified areas such as body struc-
tures, functionality, activity, participation in life and environmental
factors in premature children born weighing <1000 g and aged 3
to 5 years during the research process.

Material and Method: The physical and neurological examina-
tion results and perinatal and sociodemographic characteristics
were examined for 58 preschoolers who had been born prema-
turely and they were evaluated in terms of communication, so-
cialization, movement, and daily living skills using the Vineland
Adaptation and Behavior Scale. The results were adapted to the
ICF-CY model.

Results: The proportions of functionality problems of our cases
were found to be 20.6% for communication, 12.1% for participa-
tion in daily life skills, 19% for socialization and 29.3% for move-
ment. Severe behavioral problems incompatible with age were
identified in only 3 cases. Movement functionality was determined
to significantly affect self-care functionality, participation in home
life activities, socialization functionality, participation in games
and leisure activities, and learning and problem solving function-
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katilm ve hizmet ihtiyaclarinin saptanabilmesi i¢in uzun dénem izlem-
leri cok 6nemlidir ve mutlaka ergenlik donemine kadar devam ettiril-
melidir.

Anahtar Kelimeler: Prematdire, asiri disiik dogum agirlikli, Diinya Sag-
Ik Orgiitt, Vineland, 6zel egitim

GiRIS

Glnumizde ¢ok diisiik dogum agirlikli (CDDA) bebeklerin ya-
satilma basarisi yalnizca yasama oranlari ile degil erken ve uzun
donemde yasam kalitelerini yansitan norolojik ve gelisimsel
durumlar kapsaminda degerlendirilmektedir. CDDA ve asir
disiik dogum agirhkh (ADDA) cocuklarin biyiik bir cogunlu-
gunun ¢ocukluk déneminde duygusal, davranigsal ve uyum
sorunlarinin oldugu goésterilmistir (1). Dogum agirhginin disik
olmasi ve gebelik haftasinin az olmasi cocugun ileri déneminde
bu sorunlarinin olabileceginin en iyi gdstergesidir. Bu sorunlar
¢ocugun yasamakta oldugu saglk sorunlari, ev ortami, sosyo-
kilturel ve ekonomik diizey, anne-baba egitimi, gelisimsel du-
rum, sosyal stresler ve 6zellikle aile ve toplum desteklerinin bir-
birleriyle olan iliskilerine baglidir. Ayni zamanda bu bilesenlerin
her biri digerini etkileyebilen faktorlerdir ve bunlarin tamami
bir bitin olarak ¢ocugun saglik durumunu belirler. Cocugun
gelisimi ve davranigsal sorunlari ve iyi olma hali arasindaki kar-
masik iliskiyi anlayabilmek icin bugiline kadar cesitli modeller
dne sirilmistir. Bu anlamda islevsellik, Yetiyitimi ve Saghgin
Uluslararasi Siniflamasi (International Classification of Functi-
oning, Disability and Health-ICF) modeli; viicut fonksiyonlari,
viicut yapisi, etkinlikler ve katihm bilesenleri ile bireyin saglk
ve yetiyitimi durumunu belirlemektedir (2).

Bati Ulkelerinde ve ABD'de cocuklarda uyum performansini 6l-
cebilen ¢ok sayida yontem kullaniimaktadir. Bunlar icinde en
goézde olanlardan biri Vineland Uyum Davranis Olcegidir (3,4).
Bu test, 0 -18 yas arasi ¢cocuklarin iletisim, sosyallesme ve ha-
reket islevselligini, glinliik yasam becerilerine katiimini lcen
altin standart bir testtir. Gelismis Ulkelerde, cok diisik dogum
agirhdi ile dogan bebeklerin okul éncesi donemde gozlenen
gelisimsel sorunlari ile ilgili cok sayida calisma olmasina karsin
Ulkemizde ve benzer sosyoekonomik 6zellikler tagiyan gelis-
mekte olan Ulkelerde bu alanda yapilmis calisma sayisi azdir
(5). Bu calismada Unitemizde, 1000 gram ve altinda dogan ve
3-5 yasina gelmis prematiire bebeklerin, Diinya Saglik Orgiiti
Cocuk ve Ergenlerde Uluslararasi islevsellik Siniflamasi (ICF-CY)
sisteminde tanimlanan alanlarda sorun yasama oranlarinin ve
hizmet gereksinimlerinin belirlenmesi planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Saglik Bakanhgi Istanbul Bakirkdy Kadin Dogum ve
Cocuk Hastaliklar Egitim ve Arastirma Hastanesinde 1 Ocak
2005 ile 31 Aralik 2007 tarihleri arasinda 1000 gram ve altinda
dogup istanbul sinirlari icerisinde yasayan ve ebeveynlerinden
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ality. It was determined that 22.4% of our cases (13 cases) needed a
high level of special education support.

Conclusion: Long-term follow-up is very important in determining
the functionality, efficiency, participation in life, and service needs of
extremely low birth weight premature babies whose survival rates are
gradually increasing and should be continued with a multidisciplinary
approach until adolescence.

Keywords: Premature, extremely low birth weight, World Health Orga-
nization, Vineland, special education

calismaya katilmak icin yazili onay alinmis olgular dahil edildi.
Baska bir merkezde dogup hastanemize kabul edilen, hastane-
mizde dogup yer olmamasi nedeniyle sevk edilen ve istanbul
sinirlari disinda yasayan olgular ¢calisma digi birakildi.

Calismaya alinan prematirelere ait erken dénem neonatal
dénem kayitlari veri tabani ve hasta dosyalarindan elde edil-
di. Perinatal donem o&zelliklerinden erken membran riptlri
ve klinik koriyoamniyonit irdelendi. Erken neonatal 6zellikler-
den gebelik haftasi, dogum agirhgi, yogun bakim gereksinimi,
ventilatorde kalis siiresi, stirfaktan kullanimi, nekrotizan ente-
rokolit (NEK), germinal matriks intraventrikiiler kanama (GM-i-
VK), respiratuar distress sendrom (RDS), serebral palsi, sepsis,
konvilziyon, hiperbilirubinemi, patent duktus arteriozus (PDA),
prematire retinopati (ROP), postnatal steroid tedavisi ile top-
lam hastanede yatis sresi sorgulandi ve arastirma formuna
kaydedildi. Premature takip poliklinigi kayitlarindan postneo-
natal déneme ait bilgilere ulasildi, 6zellikler kaydedildi. Ailelere
telefon ve mektupla ulasilarak ¢alisma anlatildi. Calismaya ka-
tilmak isteyenlere randevu verilerek cocuk ve ebeveyn cagrildi.
Randevu giini aile calismayi yapan hekim tarafindan karsilan-
di, yapilacak muayene ve test anlatildi. Onam alind.. ilk deger-
lendirme sonuclari forma kaydedildi.

Olgularin degerlendirildigi ortam dizenlendi. Olabildigince
izole, sessiz, test ve degerlendirmeler yapilirken ¢cocugun ve
ailenin dikkatini dagitmayacak rahat bir ortam saglandi. Pre-
matirelere genel fizik muayene yapildi; agirlik, boy 6lcimu
yaninda Amiel-Tison metodu ile nérolojik muayenede sekel,
yetersizlik arastirildi. Norolojik muayenede patoloji saptanan
olgulara pediatrik néroloji konsiltasyonu yapildi ve izleme
alindi. Rehabilitasyon gerekenler 6zel egitime yonlendirildi.

Ailelerin sosyodemografik durumunu belirleyebilmek icin ak-
raba evliligi, anne-baba egitim diizeyi, anne-baba meslegi, kar-
des sayisi, kardes 6grenim durumu, konut durumu, ayni evde
yasayan birey sayisi, konutun isinmasi, 6zel arabaya sahip olma,
saglik glivencesi gibi 6zelliklerden olusan 19 soruluk bir form
olusturuldu ve her bir olgu icin bu sorular ailelere soruldu.

Calismaya alinan prematiire ¢ocuklara Vineland Uyum Davranis
Olcegi-2 uygulandi. Calisma éncesinde Vineland Uyum Davra-
nis Olcegi-2'yi uygulayan hekim Ankara Universitesi Tip Fakiil-
tesi Gelisimsel Pediatri Bilim Dali'nda 2 hafta sire ile egitim ald.

Testin uyum becerilerini kapsayan dort ana alani ve onbir alt
alani olup bu alanlar; iletisim (alici, anlatim, yazih), ginlik ya-
sam becerileri (kisisel, evdeki beceriler, toplumsal), sosyallesme
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(kisiler arasi iligkiler, oyun ve bos zaman, basa ¢ikma becerileri)
ve hareket (ince, kaba) tim olgularda ayr ayri degerlendirildi.
Ayni zamanda her olgu i¢in 36 adet uyumlu olmayan davranis
maddeleri soruldu. Cocuklara her zaman yapabildikleri mad-
deler icin ‘2" puan, hicbir zaman yapamadiklari maddeler icin ‘0’
puan, bazen yapip bazen yapamadiklari maddeler i¢in ‘1" puan
verildi. Bazi 6zel maddelerde ‘firsat yok’ secenegi kullanildi.
Puanlar verildikten sonra her hasta icin alt alanlar ve uyumlu
olmayan davranislar igin v-skala skor, alanlar ve uyumlu davra-
nis bileskesi icin standart skor hesaplandi. Tum olgularimiz ICF-
CY'de belirlenen alanlarda siniflandirildi. Buna gore Vineland
Uyum ve Davranis Olceginde aldiklari puan < -2 SD ise ciddi, <
-1 SD ise hafif-orta diizeyde sorun var olarak kabul edildi. Testin
uygulanma suresi ortalama 45-60 dk arasinda idi.

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel
analizler icin SPSS 14,0 paket programi kullanildi. Calisma veri-
leri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (orta-
lama, standart sapma, frekans) yanisira niceliksel verilerin kar-
silastirlmasinda Student-t testi kullanildi. Strekli degiskenlerin
karsilastirlmasinda Spearman korelasyon analizi ve Mann-W-
hitney U testi kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastinlmasinda
ise Ki-Kare testi, Fisher's Exact test ve tani tarama testleri kulla-
nildi. Sonuglar %95’lik gliven araliginda anlamlilik p<0,05 diize-
yinde degerlendirildi.

BULGULAR

Saghk Bakanhgr Bakirkdy Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklari
Egitim ve Arastirma Hastanesi 3. dlizey yogun bakim ve 2. du-
zey prematiire servislerinde, 1000 gram altinda dogan toplam
162 prematiire bebek izlendi. Toplam 14 bebek kaybedildi, 21
bebek ise hastanemizde 3. diizey yenidogan yogun bakim Uni-
tesinde yer olmamasi nedeni ile sevk edildi. Serviste izlenen
hastalarimizin 18'i baska hastanelerden tarafimiza sevk edilen
hastalardi. Kalan 109 hastadan 26'si istanbul disinda oturdukla-
riicin calismaya dahil edilmedi. Geriye kalan 83 vakadan 19'una
adres ve telefon degisikligi nedeni ile ulasilamadi. Ulasilan 64
hastanin velisine arastirma hakkinda bilgi verildi ancak 6 has-
tanin ailesi cocuklari ile igili bir sikintilart olmadigi ve calismaya
katilmaya gerek duymadiklarini belirterek katilmay reddetti-
ler. Sonucta 58 hasta calismaya dahil edildi. Olgularimizin 37’si
kiz (%63,8), 21'i erkek (%36,2) idi. Ortalama dogum agirhg
877,6+102,1 gram, ortalama gebelik haftasi 28+2,36 hafta idi.
Olgularimiz ortalama 22,1+23,18 giin yogun bakim Unitesin-
de, 59+21,2 glin hastanede yatirilmisti. Hastalarimizda goriilen
prematire sorunlari Tablo 1'de gosterilmistir.

Hastalarimizin ICF-CY Siniflamasina Gore Geli-
simsel Islevler ve Etkinlikler ve Katilim Alanla-
rinda Sorun Yasama Oranlari

ILETiSIM
Alia dil
Koryoamnionit olmayan hastalarin %>5,7'sinde alicl dil islevsel-

liginde ciddi diizeyde sorun mevcut iken annesinde koryoam-
nionit olanlarin %40'Inda ciddi diizeyde sorun saptandi ve ara-
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Tablo 1. Olgularimizda goriilen prematiire sorunlarinin
oranlari.

n (olgu sayisi) %
RDS 20 34,5
Sepsis 29 50
Menenijit 6 10,3
Evre-1 12 20
NEK Evre-2 4 6,8
Evre-3 1 1,7
Evre-1 12 20,7
. Evre-2 8 13,8
GM-IVK
Evre-3 2 34
Evre-4 1 1,7
PVL 5 8,6
Hidrosefali 2 3,4
haPDA 9 15,5
ROP 32 55,1
BPD 24 41,4

RDS: Respiratuar distress sendromu, NEK: Nekrotizan enterokolit,
GM-IVK: intraventrikiiler kanama, PVL: Periventrikiiler I16komalazi,
haPDA: Hemodinamik anlamli patent duktus arteriozus, ROP: Prematire

retinopatisi BPD: Bronkopulmoner displazi

larindaki iliski anlamli bulundu. Ayni sekilde annenin 6grenim
durumu, annenin ¢alisma durumu, babanin isinin olup olmama-
s, kendine ait bir odanin olup olmamasi ile alc dil islevselligi
arasinda anlamli bir iliski saptandi (Tablo 2). Cekirdek aile olma-
yan 4 hastadan hepsinin alici dil islevlerinin normal oldugu go6-
riltrken gekirdek ailesi olanlarin %24,1'inde alici dil islevlerinde
sorun oldugu tespit edildi. isitme kaybi olanlarin alici dil islevle-
rinde anlamli olarak daha ciddi sorun oldugu saptandi. Annesin-
de erken membran riiptiirii (EMR) olan ve GM-IVK, periventrikii-
ler I16komalazi (PVL) geciren olgularimiz alici dil islevselliginde
daha fazla oranda sorun yasamalarina ragmen aralarindaki iliski
anlamlidegildi. Ahci dil islevselliginde sorun yasayan olgularimi-
zIn %15,5'i (9 olgu) 6zel egitim almiyordu. Bu olgularimizin anne
ve baba egitim diizeyinin daha diisik oldugu saptandi.

Anlatim dili
Sepsis ve menenjit gegiren olgular anlatim dili islevselliginde
daha ciddi sorunlar yasamasina ragmen aradaki iliski anlamli
bulunmadi.

Annesi calisan bebeklerin anlatim dili islevselligi annesi ev ha-
nimi olan bebeklere gore anlamli olarak daha iyi bulundu. Ayni
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Tablo 2. Alici dil islevselligi ile annenin 6grenim ve ¢calisma durumu arasindaki iliski.

Aha dil islevselligi (n)

Ciddi diizey Hafif-orta diizey Sorun yok
Okuryazar degil 0 1 1
{-.\lv'merfm ilk-Orta-Lise mezunu 5 7 39
ogrenim durumu*
Yiksek okul mezunu 0 0 5
Annenin Ev hanimi 5 7 34
calisma durumu* Calisiyor 0 1 11

*:p<0,05, n: Olgu sayisi

sekilde kendisine ait bir odasi ve oyun odasi olanlarin olmayan-
lara gore bu alandaki durumlari daha iyi idi (sirayla p=0,025,
p=0,001). Anlatim dili islevselliginde sorun olan 42 hastanin
37'si (%88) 6zel egitim almiyordu. Ciddi diizeyde sorun yasayan
12 hastanin ise 9'u 6zel egitimden faydalanmiyordu.

Yazih dil

Olgularimiz incelendiginde yazil dil islevselligi ile herhangi bir
prematire sorunu arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Has-
talarimizin sosyodemografik ozellikleri ile yazili dil islevselligi
arasinda da anlamli bir iliski bulunmadi.

GUNLUK YASAM BECERILERI

Oz bakim

Calisan annelerin ¢ocuklarinin 6z bakimlarinin anlamh olarak
daha iyi oldugu gorilirken ayni sekilde annenin egitim duru-
mu ile 6z bakim islevselligi arasinda anlamli bir iliski saptandi
(Tablo 3). Olgularimizin arasinda annesinde EMR olanlarin ve

PVL, NEK sorunlarini yasayanlarin 6z bakim islevselliklerinde
daha ciddi sorunlar yasadigi gortldi. Ayni sekilde hareket is-
levselligi ile 6z bakim islevselligi arasinda ¢cok anlamli bir iligki
saptandi (Tablo 3). Anne disinda bakicisi olan olgularimizin 6z
bakim islevselliginin daha iyi oldugu gorildi (p=0,04). Cals-
mamizda kendine ait odasi olanlarin da 6z bakim islevselligi-
nin anlamli olarak daha iyi diizeyde oldugu saptandi. Oz bakim
islevselliginde ciddi diizeyde sorun yasayan 12 hastanin 8'inin
fizik tedavi almadigi goralda.

SOSYALLESME

Kisiler arasi iliskiler

Annesinde koryoamnionit olan, sepsis geciren, bronkopulmo-
ner displazi (BPD) sorunu olan ve steroid tedavisi alan olgula-
rmizin kisiler arast iliskilerde anlamli olarak daha ciddi sorun
yasadiklar saptanirken GM-IVK, posthemorajik hidrosefali,
menenijit, PVL varliginda bu fark istatistiksel olarak anlamli de-
gildi (Tablo 4). Gorme islevi ile kisiler arasi iligkiler arasinda ¢ok

Tablo 3. Oz bakim islevselligi ile hareket islevselligi, prematiire sorunlari ve anne egitim durumu arasindaki iliski.

Ciddi diizey (n) Hafif-orta diizey (n) Sorun yok (n)

Var 7 6 1
EMR** Yok 23 16

Var 7 9 2
NEK**

Yok 5 20 15
Serebral palsi* Var 6 2 0

Yok 6 27 17
Anne Ev hanimi 12 24 10
egitim durumu®* Calismiyor 0 5 7

Ciddi 8 8 1
Hareket Hafif-orta 4 14 5
islevselligi*

Sorun yok 0 7 11

*:p<0,001; **: p<0,05; EMR: Erken membran riiptiirdi,; NEK: Nekrotizan enterokolit; n: Olgu sayisi
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kuvvetli bir iliski saptandi. Kendine ait odasi olan olgularimizin
kisiler arasi iliskilerinin anlamli olarak daha iyi diizeyde oldu-
Ju tespit edildi. Annenin ve babanin egitim durumu ile kisiler
arasi iligkiler arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Ayni sekilde
krese gidip gitmeme ile de kisiler arasi iligkiler arasinda anlamh
bir iliski tespit edilmedi. Kisiler arast iliskilerinde ciddi diizeyde
sorun yasanan 8 olgumuzun 4t 6zel egitim almiyordu. Tiim ol-
gular incelendiginde ise bu alanda sorun saptanan 35 olgunun
30'u 6zel egitimden faydalanmiyordu.

Oyun ve bos zaman

Serebral palsisi olan 8 olgumuzun ise hepsinin oyun ve bos
zaman etkinliklerine katihminda sorun oldugu tespit edilirken
serebral palsisi olmayan 50 olgumuzun sadece %4'tinde ciddi
diizeyde sorun saptandi ve aralarindaki iliski ylksek diizeyde
anlamli idi (p=0,0001). Hareket islevselligi ve gérme islevlerin-
de sorun saptanan olgularin oyun ve bos zaman etkinliklerine
katihminda ciddi diizeyde sorun yasadiklari goriildi. Olgulari-
mizin kendine ait odasinin olmasinin oyun ve bos zaman etkin-
liklerine katimi anlamli olarak etkiledigi saptandi. Ayni sekil-
de anne ve babanin 6grenim durumunun oyun etkinliklerine
katihmi anlamli olarak etkiledigi gorildi. Calisan annesi olan
olgularimizin oyun ve bos zaman etkinliklerine katimda daha
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az sorun yasadigi bulundu. Bakicisi olan olgularimizin oyun ve
bos zaman etkinliklerine katiimda daha iyi durumda olduklari
gorildi (p=0,03).

Ogrenme ve problem ¢ozme islevleri

Olgularimizin baba ve anne yasi arttikca 6grenme ve problem
¢dzme islevselliginde sorun yasama oranlarinin arttigi goral-
mesine ragmen aradaki iliski anlaml bulunmadi. Calisan anne-
si olanlarin 6grenme ve problem ¢6zebilme becerilerinde daha
hafif sorunlar yasadigi tespit edildi (Tablo 5). Anne ve babanin
6grenim durumunun ise olgularimizin 6grenme islevselligini
etkilemedigi bulundu. Buna karsin bakicisi olan olgularimizin
problem ¢6zebilme islevselliginin daha sorunsuz oldugu gérdil-
dii (p=0,033). Ogrenme ve problem cézme islevselliginde ciddi
sorun yasayan 18 olgunun 13’linlin 6zel egitim destegi almadi-
g1 tespit edildi. Bu alanda sorun yasayan toplam 56 hastanin ise
sadece 5'inin 6zel egitim aldi§1 saptandi.

MOTOR BECERILER-INCE VE KABA HAREKET

Prematire sorunlari ile karsilasma ve hareket islevselligi ara-
sindaki iliski Tablo 6'da belirtilmistir. Menenjit geciren olgulari-
mizin hareket islevselliginde daha ciddi sorunlar yasamalarina

Tablo 4. Olgularimizin premattire sorunlari ile kisiler arasi iliskileri arasindaki iliski.

Ciddi diizey (n) Hafif-orta diizey (n) Sorun yok (n) p

Var 3 2 0

Koryoamnionit 0,005
Yok 5 25 23
Var 5 17 7

Sepsis 0,04
Yok 3 10 16
Alan 4 12 3

Steroid tedavisi 0,03
Almayan 4 15 20
Var 5 15 4

BPD 0,01
Yok 3 12 19
Var 6 2 0

Serebral palsi 0,0001
Yok 2 25 23

BPD: Bronkopulmoner displazi, n: Olgu sayisi

Tablo 5. Ogrenme ve problem ¢cézme islevselligi ile annenin calisma durumu arasindaki iliski.

Ogrenme ve problem ¢ézme islevselligi (n)

Annenin ¢alisma durumu Ciddi diizey Hafif-orta diizey Sorun yok
Ev hanimi 18 27 1
Calisiyor 0 11 1

p=0,02 (Ki-Kare), n: Olgu sayisi
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Tablo 6. Hareket islevsellidi ile prematiire sorunlari arasindaki iliski.

ince hareket (n) Kaba hareket (n)
Ciddi Hafif-orta  Sorun yok Ciddi Hafif-orta  Sorun yok

Var 7 5 2 6 7 1
EMR*

Yok 6 21 16 5 25 14

Var 5 0 0 3 2 0
Koryoamnionit*

Yok 8 26 19 8 30 15

Var 3 0 2 3 0 2
PVL*

Yok 10 26 17 8 32 13

Var 2 3 1 1 4 1
Menenyjit

Yok 11 23 18 10 28 14

. Var 8 8 7 5 10 8

GM-IVK

Yok 5 18 12 6 22 7

Var 9 10 9 7 15 7
Sepsis

Yok 4 16 9 4 7 18

Var 6 8 5 3 13 3
Steroid

Yok 7 18 14 8 19 12

*: p<0,05; EMR: Erken membran riiptiir(i, PVL: Periventrikiiler I6komalazi, GM-IVK: Germinal Matriks-intraventrikiiler kanama, n: Olgu sayisi

ragmen aralarindaki iliski anlamli degildi. Steroid tedavisi alan
19 olgunun 14’Gnde ince hareket islevselliginde,16'sinda ise
kaba hareket islevselliginde sorun saptandi. Evre-3 ve Uzeri
ROP olan olgularimizin hepsinde ince ve kaba hareket islevsel-
liginde sorun yasanirken, ROP olmayan olgularimizin sadece
2'sinde bu alanda sorun saptandi ve aralarindaki iliski anlamli
bulundu. Olgularimizin gorme islevleri ile hareket islevselligi
arasinda cok anlamli bir iliski saptandi (p=0,0001). Annenin
egitim durumunun olgularimizin hareket islevselligini anlamh
olarak etkiledigi goruldu.

Kas glicli ve tonusunun hareket islevselligini cok anlamli bir se-
kilde etkiledigi goriliirken eklem islevlerinin 6zellikle ince ha-
reket islevselligini etkiledigi saptandi.Tim olgular icinde 2’sinin
kronik agrist mevcut idi ve bu iki olgunun da hareket islevselli-
ginde sorun saptandi.

Uyumlu Davranis Bileskesi

Olgularimizin uyumlu davranis bileske diizeyleri belirlendi
(Tablo 7). Buna gore tiim olgularimizin %22,4'G (13 olgu) diistk
seviyede saptanirken, %53,4'l ortalamanin altinda bulundu, 14
olgunun ise uyumlu davranis bileske skorlari normal tespit edil-
di. Olgularimizin yogun bakim Unitesinde yatis sireleri uzadik-
¢a uyumlu davranis sorunlarinin anlamli olarak arttigi saptandi
(p=0,048). Gestasyon yasl, dogum agirhdi ile bu sekilde bir iligki

saptanmadi. NEK, RDS, ROP, sepsis, posthemorajik hidrosefali,
BPD ile iliski istatistiksel olarak anlamsizdi. Menenijit geciren ol-
gularimizin ise bileske skorlarinin daha disiik olmasina ragmen
aralarindaki iliski anlaml bulunmadi.

Steroid tedavisi alan hastalarimizin uyumlu davranis bileske
skorlari anlamli olarak daha diistik tespit edildi (p=0,05). Sereb-
ral palsi ile bileske diizeyleri arasinda ¢cok anlamli bir iliski tespit
edildi (p=0,0001).

Annenin egitim durumunun olgularimizin uyumlu davranis
diizeylerini anlamli olarak etkiledigi goriliirken, baba egitim
durumunun uyumlu davranis diizeylerini etkilemedigi tespit
edildi (p=0,001). Ayni sekilde annenin ¢alisma durumunun
da uyumlu davranis bileske dizeylerini etkiledigi goruldu
(p=0,001). Bakicisi olanlarin uyumlu davranis bileske skorlarinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugu gorildi (p=0,003). Kendi-
ne ait odasi olan 15 olgunun 9'unun uyumlu davranis bileske
diizeyi normal iken, odasi olmayan 43 olgunun sadece 5'inin
normal oldugu tespit edildi (p=0,0001). Gérme islevselliginin
olgularimizin uyumlu davranis bileske skorlarini cok anlamli bir
sekilde etkiledigi saptandi (p=0,0001). Kronik agrinin uyumlu
davranis bileske dizeyini anlamli olarak etkilemedigi belir-
lendi. Uyumlu davranis bileske diizeyi diistik olan 13 olgudan
8'inin 6zel egditim desteginden faydalanmadigi tespit edildi.
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Tablo 7. Uyumlu olmayan davranislar ile prematiire sorunlari arasindaki iligki.

Normal (n) Hafif-orta (n) Ciddi (n)

Var 1 2 2
Koryoamnionit* Yok 41 1 1

Var 9 3 2
EMR

Yok 33 10 1
GM-iVK** Var 11 10 2

Yok 31 3 1

Almis 13 5 1
Steroid tedavisi

Almamis 29 8 2

Var 0 1 1
Hidrosefali**

Yok 42 12 2

Var 13 5 2
RDS

Yok 29 8 1

Var 12 3 3
NEK**

Yok 30 10 0

Var 4 1 0
PVL

Yok 38 12 3

Var 22 7 3
ROP**

Yok 20 6 0

Var 16 6 2
BPD

Yok 26 7 1

Var 18 8 3
Sepsis

Yok 24 5 0

* p<0,001; **: p<0,05; EMR: Erken membran riiptiirli, GM-IVK: Germinal Matriks-intraventrikiiler kanama, RDS: Respiratuar distress sendromu, NEK: Nekrotizan

enterokolit, PVL: Periventrikiiler Iokomalazi, ROP: Prematiire retinopatisi, BPD: Bronkopulmoner displazi, n: Olgu sayisi

Tum olgular icinde ise uyumlu davranis bileske skorlar ortala-
manin altinda olan 44 olgudan 39'unun 6zel egitim destegin-
den faydalanmadigi saptandi.

Esorun yagama oranlari

Uyumlu Olmayan Davranislar

Olgularimizin %72,4'tniin (42 olgu) uyumlu olmayan davra-
nislarda sorun gostermedigi 13 olgunun ise hafif-orta diizeyde

sorun yasadidl, 3 olgunun ise ciddi diizeyde sorun yasadigi sap-
tandi (Sekil 1). Yogun bakim yatis siireleri uzun olan olgularimiz

klinik olarak daha anlamli uyumlu olmayan davranis gosterdik-
leri tespit edildi (p=0,005). Dogum agdirligi, gestasyon yasi ile

uyumlu olmayan davraniglar arasinda bu sekilde bir iliski sap-
tanmadi. Serebral palsisi olan olgularimizin anlamli olarak daha 0
fazla oranda uyumlu olmayan davranis sergiledikleri tespit edil- fibiial hafif-orta ddi
di (Tablo 7). ICF-CY siniflamasinda belirlenen alanlarda sorun
yasama oranlari ile uyumlu olmayan davranislar arasindaki iligki
Tablo 8'de 6zetlenmistir.

Sekil 1. Olgularimizin uyumlu olmayan davranislarda sorun
yasama oranlari.
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Tablo 8. ICF-CY siniflamasinda belirlenen alanlarda sorun yasama oranlari ile uyumlu olmayan davranislar arasindaki iliski.

Uyumlu olmayan davraniglardaki sorun diizeyi (n)

Sorun yok Hafif-orta Ciddi p

Ciddi 6 3 3

iletisim islevselligi** Hafif-orta 30 6 0 0,005
Sorun yok 6 4 0
Ciddi 3 1 3

Giinliik yasam becerileri* Hafif-orta 17 / 0 0,0001
Sorun yok 22 5 0
Ciddi 5 3 3

Sosyallesme islevselligi** Hatole 28 6 0 0,004
Sorun yok 9 4 0
Ciddi 7 7 3

Hareket islevselligi* Hafif-orta 21 2 0 0,001
Sorun yok 14 4 0

*:p<0,001; **: p <0,05; n: Olgu sayisi

TARTISMA

Son 25-30 yilda asirt dusiik dogum agirligi ile dogan prematu-
relerin yasatilma oranlarinin artmasi, uzun sureli izlemde ya-
sam kalitesini degisik diizeylerde etkileyerek bazi gelisimsel so-
runlari da beraberinde getirmistir. Prematiire bebeklerin uzun
doénem izlem sonuglarini inceleyen bir¢ok calismada dogum
agirhgr ve gebelik haftasi dusiik olanlarin gelisimsel sorunlari-
nin daha fazla oldugu vurgulanmistir (6). Calismamizda hasta-
larimizin iletisim islevselligi, glinlik yasam becerilerine katihmi,
sosyallesme islevselligi ile gebelik haftasi ve dogum agirhgi ara-
sinda anlamli bir iliski saptanmadi.

Dustk dogum agirhkh (DDA) ve 4 yasina gelmis ¢ocuklarda
yapilan iskocya kohort calismasinda tiim olgularin %47’sinde
iletisim islevselliginde sorun oldugu tespit edilmistir (7). ADDA
ve DDA bebeklerin incelendigi bir calismada ise iletisim islev-
selliginde sorun yasama oranlari %5-22 bulunmustur (8). Bizim
calismamizdaki olgular incelendiginde iletisim alaninda 12 ol-
gunun (%20,7) ciddi diizeyde, 36 olgunun (%62,1) hafif-orta
diizeyde sorun yasadigi tespit edildi. Olgularimizin %17,2'sinin
ise bu alanda sorun yasamadigdi belirlendi. Avustralya'da Betty
ve ark. tarafindan yapilan calismada, 227 prematiire (<30 GH
ve <1250 g) 5 yasinda incelenmis ve annenin egitim diizeyinin
bu cocuklarin iletisim islevselligini etkiledigi rapor edilmistir
(9). Bizim ¢alismamizda da annenin egitim durumu ile alic dil
islevselligi arasinda anlamli bir iliski saptandi.

Cekirdek aile olmayan 4 hastadan hepsinin alici dil islevlerinin
normal oldugu gériiliirken cekirdek ailesi olanlarin %24,1'inde

alic dil islevlerinde sorun oldugu tespit edildi. Bu da bize ka-
labalik ailelerde yasamanin alici dil islevselligini olumlu olarak
etkiledigini gdstermektedir.

Calismamizda 12 prematiire ¢cocukta (%20,7) anlatim dili islev-
selliginde ciddi diizeyde sorun saptanirken 30'unda (%51,7)
hafif-orta diizeyde gerilik vardi. Bu durum hastalarimizin anla-
tim dili islevselliginde alici dil islevselligine oranla daha ciddi
sorun oldugunu ortaya koymaktadir.

Bircok calismada GM-IVK, BPD ve koryoamnionit ile iletisim is-
levselligi arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (10-12). Calis-
mamizda EMR, koryoamnionit, NEK ile anlatim dili islevselligi
arasinda anlamli bir iliski saptanirken, GM-IVK, PVL, RDS, BPD
ve steroid tedavisi ile anlatim dili islevselligi arasinda anlamh
bir iliski saptanmadi. GM-IVK ile iletisim islevselligi arasinda
iliski olmamasi olgularimizda ileri evre kanama oraninin disik
olmasina baglh olabilecegi dislintldi. Voorman JM ve ark. 110
serebral palsili olguyu inceledikleri bir calismada serebral palsi
siddeti arttikca iletisim islevselliginde daha ciddi sorunlar ol-
dugunu rapor etmislerdir (13). Bizim ¢alismamizda ise serebral
palsisi olan hastalarin anlatim dili islevselliginde anlamli olarak
ciddi sorunlar yasadiklari gorilmds, serebral palsi siddeti art-
tikca sorun yasama oranlarinin da paralel olarak arttigi tespit
edilmistir.

Calismamizda annesi calisan bebeklerin iletisim islevselligi
calismayan anne bebeklerine gére anlamli olarak daha iyi bu-
lunmugtur. Ayni sekilde kendisine ait bir odasi ve oyun odasi
olanlarin olmayanlara gore bu alandaki durumlarinin daha iyi
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oldugu saptanmistir. Bu bulgular iyi sosyoekonomik diizeyin
etkisine baglanmistir.

Olgularimizin glinliik yasam becerilerini yerine getirebilmede
7'sinin ciddi dlizeyde, 24’Ginlin ise hafif-orta diizeyde sorunlari
oldugu goruldi. Buna karsilik %46,6 prematiire cocugun giin-
lik yasam becerilerini yerine getirebilme kapasitesinde sorun
yoktu. Hack ve ark. yaptigi calismada 750 gram altinda dogan
prematirelerin 8 yasindaki degerlendirmesinde olgularin
%27'sinin glinlik yasam becerilerine katilimda ciddi diizeyde
yetiyitimi oldugunu vurgulanmistir (14). Msall ve ark. calisma-
sinda ise 148 ADDA bebegin 4,5 yasinda %4 siklikta basit giin-
lik yasam becerilerinde ciddi sorun yasadiklarini rapor etmistir
(15). Ayni calismada bu sorunlarin major belirleyicilerinin major
norogelisimsel bozukluklar ve ROP oldugu ifade edilmistir. Bir
baska calismada agir BPD'nin preterm bebeklerin ileri donem-
de guinlik yasam becerilerine katilimi anlamli olarak etkiledigi
gOsterilmistir (16). Bizim ¢alismamizda EMR ve PVL saptanan
olgularda gunliik yasam becerilerine katilimda ciddi sorunlar
yasanirken, koryoamnionit, GM-IVK, RDS, ROP, BPD, sepsis ve
posthemorajik hidrosefali tanimlanan olgularda anlamli iligki
saptanmamustir. IVK ve ROP ile giinliik yasam becerilerine kati-
imdaki sorun diizeyleri arasinda iliski olmamasi olgularimizda
ileri evre kanama ve ROP oranlarinin distik olmasina baglan-
mistir.

Olgularimizda serebral palsi ile 6z bakim islevselligi ve ev ya-
sami etkinliklerine katihm arasinda cok anlamli bir iliski tespit
edildi. Ayni sekilde hareket islevselliginde sorun yasayan olgu-
larin 6z bakim islevselliginde anlamli diizeyde ve yiiksek oran-
da sorun yasadiklar belirlendi. Palta ve ark. yaptigi calismada
<1500 gr premattire cocuklar 5 yasinda incelenmis ve 6z bakim
islevselliginde serebral palsisi olmayanlarin %5,2’sinde sorun
varken, serebral palsisi olanlarin %57'sinde sorun yasandigi be-
lirlenmistir (17).

Dusik sosyoekonomik diizeyin prematiire bebeklerin uzun
doénem sonuglarini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu etki
bircok calismada gosterilmistir (18,19). Bizim ¢alismamizda an-
nenin egitim durumunun olgularimizin giinliik yasam beceri-
lerine katihmini anlamli bir sekilde etkiledigi gosterilmis, ayni
sekilde kendine ait odasi olan olgularimizin 6z bakim islevselli-
ginde ve evdeki yasam becerilerine katilimda daha iyi durumda
olduklar gérilmdstir. Calismamizda bakicisi olan ¢ocuklarin
6z bakim islevselliginde anlamli olarak daha az sorun yasadigi
saptanmistir. Buradan yola ¢ikarak annelerin ADDA bebekleri-
ne karsi cok hassas ve korumaci tutumunun olgularimizin 6z
bakim islevselligini olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir.

Grunau ve ark. yapmis oldugu bir calismada ADDA ile dogan
cocuklarin gesitli atletik sporlara ve okuldaki derslere katilimda,
romantik iliskilerde, is ortaminda kendini ispat etmede 6z gi-
venlerinin az oldugu rapor edilmistir (20). Calismamizda 11 pre-
matiire cocugun (%19) sosyallesme kapasitesinde ciddi diizey-
de sorun yasadigi saptanirken, 34 olgunun (%58,6) hafif-orta
diizeyde sorun yasadigi, 13'liniin ise sosyallesme kapasitesinde
sorunu olmadigi goéralmistar.
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Olgularimizin kisiler arasi iliskilerde %13,8'inin ciddi diizeyde
sorun yasadigi tespit edilmistir. Hamilton ve ark. calismasinda
156 ADDA prematiirenin 8 yasina geldiginde major nérogeli-
simsel sorunu olanlarin (%15 serebral palsi, %10 zeka geriligi,
%10 korlik) %62'sinin kisiler arasi iliskilerde sorunu oldugu
saptanmistir (21). Bir baska ¢alismada serebral palsisi olanlarin
%32'sinin sosyallesme islevselliginde sorun oldugu, serebral
palsisi olmayanlarin %7,6 siklikta sorun yasadigi bildirilmistir.
Bizim calismamizda da olgularimizin gérme islevleri ile kisiler
arasi iliskilerde, oyun ve bos zaman etkinliklerine katiminda
sorun yasama oranlari arasinda ¢ok kuvvetli bir iliski saptandi.
Ayni sekilde serebral palsili cocuklarin kisiler arasi iliskilerde,
oyun ve bos zaman etkinliklerine katilimda daha ciddi diizeyde
sorun yasadiklari saptanmistir.

Arastirmamizda tiim olgularimizin 6grenme ve problem ¢6zme
islevleri incelendiginde sadece 2 olgumuzda bu alanda sorun
saptanmadigi belirlendi. 18 hastada (%31,1) ciddi diizeyde so-
run varken 38 olguda (%65,5) hafif-orta diizeyde sorun oldugu
belirlenmistir. ingiltere ve irlanda'da 1995 yilinda dogan 26 ge-
belik haftasindan kiiclik prematireler 30. ayda incelenmis ve
%22'sinin ciddi, %58'inin ise hafif-orta diizeyde 6grenme so-
runlari oldugu bildirilmistir (22). Bir baska ¢alismada ise 1500
gram altinda dogan prematire ¢ocuklarin 11 yasindaki deger-
lendirmesinde 6grenme islevselliginde erkeklerde daha ciddi
sorun oldugu gozlenmistir (23). Bizim ¢alismamizda ise her iki
cinsiyet arasinda fark saptanmamistir.

Calismamizda 6grenme ve problem ¢dézme islevselligi ile kor-
yoamnionit, EMR arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Asir
distk dogum agirlikli prematirelerin uzun dénem sonuclari-
nin incelendigi 1151 olguda BPD nedeni ile postnatal steroid
alan ve annesinde koryoamnionit olanlarin 6grenme islevsel-
liginin anlamli olarak daha disuk oldugu saptanmistir (24).
Bizim calismamizda ise steroid tedavisi almanin olgularimizin
6grenme islevselligini etkilemedigi gorilmustir.

Annesi calisan olgularimizin 6grenme ve problem ¢ézme is-
levselliginin anlamli olarak daha iyi oldugu saptanirken bunun
nedeni ¢alisan annelerin ¢ocuklari ile kisith bir zaman da olsa
daha fazla ilgilenmelerine, daha degerli zaman gegirmelerine
baglanmistir.

Calismamizda olgularimizin hareket islevselliginin gtinliik ya-
sam becerilerine katilimlarini ve sosyallesme islevselligini cok
anlamli olarak etkiledigi gosterilmistir.

Asirt diistik dogum adirlikli cocuklarin davranigsal sorunlarinin
normal yasitlarina gére daha fazla oldugu degisik calismalarda
gosterilmistir. Bhutta ve ark. tarafindan yayinlanan bir metaa-
naliz calismasinda, son 20 yil icindeki 16 ¢alisma incelenmis,
calismalarin %81'inde prematiire dogan cocuklarda okul cagi-
na gelindiginde, ice doniik ve disa donlk davranis sorunlarinin
artmis oldugu saptanmustir (25). iliski ve iletisim kurma sorun-
lari, kendine giivensizlik, ice dontklik, kaygr bozuklugu, dep-
resyon ve sosyal yetilerde sorunlar, ADDA ¢ocuklarda normal
dogan cocuklara gore daha sik olarak bildirilmektedir (26). Ca-
lismamizda olgularimizin %72,4’tintin (42 olgu) uyumlu olma-
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yan davranislarda sorun yasamadidi tespit edildi. 13 olgunun
hafif-orta diizeyde sorun yasadigi, 3 olgunun ise ciddi diizeyde
sorun yasadigi saptandi. Calismalarda GM-IVK ve PVL'nin davra-
nis sorunlarini arttirdigi bildirilmistir (27). Bizim cahismamizda
olgularimizin koryoamnionitli anne bebegi olmasinin ve GM-i-
VK gecirmesinin uyumlu olmayan davranislarini anlamli bir se-
kilde etkiledigi goriilmustur. Buna karsilik PVL, RDS, BPD, sepsis,
menenjit, NEK, ROP ve steroid tedavisi ile iliski saptanmamistir.
Posthemorajik hidrosefali ve serebral palsi ile uyumlu olmayan
davranis diizeyi arasinda ¢ok kuvvetli bir iliski gérilmustir. Yo-
gun bakim Unitesinde uzun yatis; uyumlu olmayan davranisi
istatistiksel anlamli diizeyde etkilemistir.

Asiri distik dogum agirlikhi cocuklar okul 6ncesi dénemde de-
gisik alanlarda siklikla sorun yasamakta ve &zel egitim deste-
gine ihtiya¢ duymaktadirlar. Bir ¢calismada 1000 gram altinda
doganlarda bu oran %26 olarak bulunmustur (28). Bizim calis-
mamizda olgularimizin Vineland Uyum ve Davranis Olcegine
gore uyumlu davranis bileske diizeyleri tanimlanmis, bu di-
zeye gore Ozel egitim gereksinimleri belirlenmistir. Buna gore
calismamizda, olgularimizin %22,4'Unlin yliksek seviyede 6zel
egitim ihtiyaci oldugu gérilmistir. Ozellikle ciddi diizeyde so-
runu olanlar incelendiginde bu olgularin yogun bakim Unite-
sinde daha uzun siire yatan, GM-IVK ve PVL olan prematiireler
oldugu goérilmistir. Steroid tedavisinin premattire ¢cocuklarin
uzun dénem sonuglarini olumsuz yénde etkiledigi bircok calis-
mada g0sterilmistir (29). Calismamizda da steroid tedavisi alan-
larin uyumlu davranis bileske skorlari daha duisiik saptanmistir.
Serebral palsisi olan 8 olgunun hepsinin de uyumlu davranis
bileske diizeyi anormaldi ve aralarindaki iliski anlamli bulundu.
Annenin egitim durumunun olgularimizin uyumlu davranis
duzeylerini anlamli olarak etkiledigi gorilirken, baba 6grenim
durumunun bu etkiyi yapmadigi tespit edilmistir. Anne ve ba-
banin disik 6grenim durumunun ADDA c¢ocuklarin bircok is-
levselligini kotl yonde etkiledigi calismalarda da gosterilmistir
(18,19).

Yiksek seviyede 6zel egitim gerekliligi olan 13 olgudan 8'inin
dzel egitim desteginden faydalanmadigi tespit edilmistir. Ozel
egitim desteginden faydalanmayan 8 olgunun sosyodemogra-
fik 6zellikleri incelendiginde olgularin annelerinin egitim sevi-
yesinin ve sosyoekonomik diizeylerinin anlamli olarak disiik
oldugu saptanmistir. Calismanin sonunda sorun yasayan pre-
matire cocuklar gerekli bélimlere yénlendirilmistir.

Sonug olarak ADDA prematiireler basta olmak lzere tim pre-
matireler, kisa ve uzun donem izleminde sorunlar yasayan
riskli yenidoganlardir. Prematdirelerin uzun streli izlemi bir
halk sagligi sorunudur. Erken dénemde yasadigi sorunlar; uzun
donemde karsimiza dil, iletisim, zihinsel aktivite ve hareket
alanlarinda sorun olarak ¢cikmaktadir. Bu cocuklarin ilk G¢ yas-
ta yakin izlemi, okul 6ncesi-okul déneminde de tekrar deger-
lendirilmesi, gereksinimi olanlarin rehabilitasyon programlari
ile desteklenmesi ¢cok 6nemlidir. Prematiire dogmus ergenler
adolesan donemde de cevre, aile ve psikososyal faktorlerden
etkilendiginden bu bakis agisindan degerlendirilmeli ve des-
teklenmelidir.
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Amag: Bu calismada mikroRNA (miRNA) hedeflerinin spesifik ola-
rak belirlenmesi ve ekspresyon 6l¢timiiniin yapilmasina yonelik tek
basamakli ters transkripsiyon kantitatif polimeraz zincir reaksiyo-
nu (RT-gPZR) yonteminin, secilen iki farklh miRNA (hsa-miR-145-5p
ve hsa-miR-146a-5p) icin arastirilmasi ve slirecin optimizasyonu
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: RNA eldesi HEK293T hiicre hattindan yapilmis-
tir. Calismada secilen her iki miRNA hedefi icin uygun primerler ta-
sarlanmis, tek basamakli RT-qPZR yontemi ile optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Hedef amplikonlarin spesifiklik dogrulamalari
agaroz jel elektroforezi ve konvansiyonel dizileme yontemi ile ger-
ceklestirilmistir.

Bulgular: Tek basamakta gerceklestirilen RT-qPZR calismasinin her
iki primer icin de yuiksek spesifiklikte ve hassasiyette sonug verdigi
qPZR erime egrisi analizi ve agaroz jel goriintlileme sistemi ile g&s-
terilmistir. gPZR sirasindaki baglanma sicakliklarindan en diistik Ct
degerinin 54°C'de elde edildigi gorulmustir. Ayrica konvansiyonel
Sanger dizileme sonucunda yalnizca ilgili miRNA dizilerinin hedef-
lendigi ve spesifik olmayan herhangi bir cogaltma isleminin olma-
dig1 gosterilmistir.

Sonug: Sunulan calismada deneysel tasarim her iki miRNA hedefi
icin de optimize edilerek spesifik olarak yalnizca hedef miRNA mo-
lekullinlin tespitinin yapilabildigi gosterilmistir. Bu yaklasim, iler-
leyen calismalarda miRNA tespit ve ekspresyon analizlerinde gu-
venilir olarak kullanilabilecektir. Sunulan yaklagim, duistik maliyetli,
zamandan ve is glicinden tasarruf saglayan bir alternatif olmasi
sebebiyle benzer tiim ¢alismalarda degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, RT-qPZR, miR-145, miR-146a

ABSTRACT

Objective: We aimed to investigate and optimize the one step re-
verse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qP-
CR) method for specific detection and quantitation of two selected
microRNA (miRNA)s, namely hsa-miR-145-5p and hsa-miR-146a-5p.

Material and Method: RNA was extracted from HEK293T cell
line. Primers were designed and experimentally optimized to be
compatible with with one step RT-qPCR method for two select-
ed miRNAs. Targeted amplicons were visualized with agarose
gel electrophoresis and sequenced using the Sanger method
for specificity verification.

Results: High specificity of one step RT-qPCR amplification was
demonstrated using melt curve and agarose gel electrophoresis
analyses for both miRNA targets. It was shown that the earliest
cycle threshold (Ct) values were obtained at the annealing tem-
perature of 54°C. Also, target specificity was confirmed by con-
ventional Sanger sequencing.

Conclusion: In this study, one-step RT-gPCR design was optimized
for both miRNA targets and target specificity was verified. Our
study showed this approach to be a good candidate for miRNA
detection and quantitation as a cost-effective alternative method.
Furthermore, the approach is highly suitable for research projects
as it is both low-cost and fast, involving less hands-on time.

Keywords: miRNA, RT-gPCR, miR-145, miR-146a
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GiRIS

MikroRNA'lar (miRNA) ilk olarak 1993 yilinda Caenorhabditis ele-
gans'da kesfedilmis (1) ve ardindan hiz kazanan calismalar so-
nucunda miRNA’larin neredeyse tim okaryotik hiicrelerde bu-
lundugu belirlenmistir (2). miRNA'lar evrimsel olarak korunmus
genetik diziler olup, protein kodlamayan RNA'lardir (3). Onciil
miRNA'lar niikleer ve sitoplazmik islemlerden DROSHA ve DICER
endoribonuikleazlari araciligiyla gecer ve nihayetinde olgunla-
san miRNA'lar RNA kaynakli susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex, RISC)'e dahil olurlar. Bu kompleks icerisinde
miRNA'lar hedeflerine eslenerek baglanir ve biyolojik fonksi-
yonunu gerceklestirir (4). miRNA'lar, RNA susturma mekaniz-
masinda rehber molekdil olarak bulunur ve genellikle protein
kodlayan transkriptleri hedefleyerek (mRNA), neredeyse tiim
gelisimsel ve patolojik mekanizmalarda post-transkripsiyonel
diizenleyici olarak gorev alir (3). miRBase veri tabaninin son
glincellemesiyle (v22.1) birlikte 271 organizmada 48.885 olgun
miRNA tanimlanmistir, insanlarda ise 1.917 6ncdl ve 2.654 ol-
gun miRNA bilgisi bulunmaktadir (5,6).

Klinik 6rneklerden alinan parafine gomulu dokularda ve plaz-
mada miRNA'larin yiiksek stabilite gosterdigi ve ifade diizeyin-
de degisiklikler olduguna dair bulgular miRNA'lari hastaliklarin
tanisinda umut verici biyobelirte¢ adaylar yapmistir (7). Bu-
gline kadar miRNA'larin ifade diizeyindeki degisimler kanser,
diyabet, immiin sistem hastaliklari, kas hastaliklari ve nérodeje-
nerasyon gibi bircok hastalik ile iliskilendirilmistir (8).

miRNA tespiti ve ekspresyon analizi icin ¢cok sayida yontem ge-
listirilmistir ancak her yontemin sinirliliklari bulunmaktadir (9).
Northern blot ve microarray analizleri konvansiyonel olmakla
birlikte miRNA konsantrasyonlarinin yetersiz oldugu durum-
larda istenen hassasiyeti gosterememektedir (7). Hassasiyeti ve
spesifikligi arttirmak adina nanopartikiil amplifikasyon metodu,
konjuge-polimer bazli yontem, ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PZR), ribozim amplifikasyon yontemi, izotermal ampli-
fikasyon, elektrokimyasal metot gibi ¢ok sayida yontem gelis-
tirilmistir (10). Bu metodlar arasinda RT-PZR y&ntemi en pratik
olanidir ancak miRNA'lar icin zaman alici bir ters transkripsiyon
adimini icermeleri ve kullanilan bazi problarin maliyetleri nede-
niyle yine de tam olarak istenen 6zellikleri tasimamaktadir. Bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak amaciyla Yan ve ark. tarafin-
dan “Tek basamakli gercek zamanli ters transkripsiyon PZR” (RT-
gPZR) yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu sistemde tek bir tiip
icerisinde tim bilesenler bulunmakta ve reaksiyonlar bir gercek
zamanli PZR cihazinda ardisik olarak yurittlmektedir (8).

Sunulan calismamizda tek basamakli RT-qPZR yontemi ele alin-
mistir. Deney ve primer tasarimlar tarafimizca yapilarak gele-
cek miRNA calismalarinda kullanilmak tizere kendi laboratuvar
sistemimizde optimize edilmeye calisiimistir. Bu amacla; RNA
kaynagi olarak HEK293T hiicre hatti kullanilmistir ve iki farkli
mMiRNA (miR-145-5p ve miR-146a-5p) icin tek tip icerisinde ar-
disik ters transkripsiyon ve PZR basamaklari optimize edilmis-
tir. Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, deneysel olarak

SUsgln et al.

Tek Basamakli Ters Transkripsiyon Kantitatif PZR Yonteminin miRNA Ekspresyon...

kalitatif ve kantitatif dogrulamasi da yapilan bu yaklagimin, di-
ger hedef miRNA'lar icin de uyarlanabilmesi olanaklidir ve bu
sayede hizli, kolay ve dusiik maliyetli olarak miRNA tespiti ve
ekspresyon ol¢limiiniin gerceklestirilmesi mimkin olacaktir.

GEREC VE YONTEM

RNA izolasyonu

Calismamizda HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) hiic-
re hatti kullaniimistir. RNA izolasyonlari Qiagen RNeasy Tissue
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanilarak Greticinin pro-
tokolline uygun olarak gerceklestirilmistir. RNA konsantrasyon-
lari ve safliklari Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, ABD) cihazi ile degerlendirilmistir. RNA icin Ol¢lilen
Azs0/280 Orant ~2,0 ve Ayg0/230 Orani ~2,0-2,2 olmasi durumunda
ornekler 50 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilerek
-80°C'de saklanmistir.

Primer Dizayni

Tek basamakli RT-gPZR primerleri Yan ve ark. (8) tarafindan
gelistirilen yontem temel alinarak tasarlanmistir. Bu amagla
oncelikle calisilacak miRNA'lara ait dizi bilgileri (hsa-miR-145-
5p #MIMAT0000437 ve hsa-miR-146a-5p #MIMAT0000449)
miRBase veri tabanindan alinmistir (5). Tek basamakli RT-qPZR
yonteminde iki cift olmak tizere toplamda dort primer gerek-
mektedir (Sekil 1). Buna gore ilk cift primer (RP1 ve RP2) miR-
NA spesifiktir, her miRNA icin 6zel olarak tasarlanmistir. RP1
primeri; P1 primerinin dizisini ve R1 olarak belirtilen hedef
miRNA'nin 3'ucuna komplementer dizi icerir. RP2 ise P2 prime-
rinin dizisini ve R2 olarak adlandirilan hedef miRNA'nin 5'ucuna
komplementer dizi icerir. RP1 ve RP2 primerleri ters transkrip-
siyon islemi icin kullaniimistir. ikinci cift P1 ve P2 primerleri ise
sabit dizili primerlerdir, gPZR islemi icin gereklidir ve literatiir-
de daha 6nce bildirilen primer dizileri kullanilmistir (11). Tim
primer tasarimlari SRNAPrimerDB online biyoinformatik araci
kullanilarak yapilmistir (11). miRNA spesifik RP1, RP2 primerleri
ile evrensel P1 ve P2 primerlerinin dizileri Tablo 1'de verilmistir.

Tek Basamakli RT-qPZR Yonteminin Uygulanmasi ve Uriin-
lerin Konfirmasyonu

Tek basamakli RT-gPZR yénteminde hazirlanan reaksiyonlar
Tablo 2'de, uygulanan kosullar Tablo 3'te sunulmustur. Tek ba-
samakli RT-gPZR yontemi temelde iki asamadan olusmakta-
dir; ters transkripsiyon ve PZR. Kullanilan PZR master karisimi
25 pl'lik reaksiyonda 100 U PrimeScript Reverse Transcriptase
(Takara Bio, ABD) 1,25 U TaKaRa Taq HS (Takara Bio, ABD), RNaz
inhibitorl, dNTP ve bu enzimlerin tampon ¢ozeltisini icerecek
sekilde hazirlanmistir.

Birinci asamada ters transkripsiyon reaksiyonu 52°C'de 5 dakika
ve 95°C'de 10 saniye olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu asa-
mada; RP1 primerinin R1 dizisi hedef miRNA'nin 3’'ucuna bagla-
nir, ters transkriptaz enzimi ve dNTP'ler varliginda uzama reak-
siyonu gerceklesir. Ayni zamanda olusan bu cift zincirli yapilara
RP2 primerinin komplementer R2 dizisi baglanir ve ortamda
bulunan Hot-Start Taq polimeraz (HS-Tag) enzimi sayesinde
uzama gerceklesir. Ardindan 95°C'de reaksiyondaki ters trans-
kriptaz enzimi inhibe edilir ve gPZR asamasina gecilir.
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p— . . . .
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Sekil 1. Tek basamakli RT-qPZR yonteminin ¢alisma prensibi.

Tablo 1. Tek basamakli RT-gPZR ydnteminde kullanilan primer dizileri.

Primer 5’-3' primer dizisi

hsa-miR-145-5p RP1

GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTGAGGGATTCCTG

hsa-miR-145-5p RP2

GGGATTCTGGAAGATGATGATGACGTCCAGTTTTC

hsa-miR-146a-5p RP1

GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTGAACCCATGGAA

hsa-miR-146a-5p RP2

GGGATTCTGGAAGATGATGATGACTGAGAACTGAA

P1 GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTG (11)

P2 GGGATTCTGGAAGATGATGATGAC (11)

ikinci asama konvansiyonel PZR yéntemidir. Ters transkripsiyon
asamasindan gelen cift zincirli yapilara eklenen evrensel diziler
sayesinde P1 ve P2 primerleri kullanilarak, HS-Taq polimeraz ve
dNTP’lerin varhginda 95°C'de 10 saniye ve erime sicakhginda
(gradiyent olusturularak calisilmistir) 30 saniye olacak sekilde
40 donglide PZR gerceklestirilmistir. Bu PZR karisimina ek ola-
rak floresan bir DNA boyasi olan LC Green eklenmistir, bu sa-
yede cDNA amplifikasyonu gercek zamanli olarak izlenmis ve
erime egrisi analizi yapilmistir.

PZR dongusuniin bitmesini takiben yapilan erime egrisi anali-
zi sayesinde hedeflenmeyen amplifikasyon riinlerinin varhg
arastinlmistir. Erime egrisi analizi; 65°C'den 95°C'ye yavas Isit-
mayla elde edilmis ve her 0,5°C sicaklik artisinda floresan &l-
ctimleri ahinmistir. RT-gPZR ¢alismalari Bio-Rad CFX96 Connect

(Bio-Rad Laboratories, Inc., California, ABD) 1s1 dongii cihazinda
yapilmistir. Ek olarak, RT-qPZR sonrasinda elde edilen Uriinler
%2'lik agaroz jel yardimiyla incelenmis ve amplifiye edilen or-
neklerin uzunluklan kontrol edilmistir. ileri konfirmasyon ama-
ciyla hsa-miR-145-5p'ye ait tek 6rnekte konvansiyonel Sanger
dizileme islemi yapilmistir (Macrogen Inc., Seul, Gliney Kore).

BULGULAR

Calisma kapsaminda ilk olarak her iki miRNA icin de tek basa-
makl gradiyent gercek zamanl RT-PZR yapilarak primerlerin
baglanma sicakliklari belirlenmis ve erime egrisi analizi ya-
piimistir. Sekil 2'de dort farkh sicaklik icin (58,6°C/57,6°C/56°-
C/54°C) elde edilen Ct (Cycle threshold) degerleri ve erime
egrileri verilmistir. Buna gore primerlerin optimum baglanma
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Tablo 2. Tek basamakl RT-qPZR icin hazirlanan reaksiyon
bilesenleri ve miktarlari.
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sicakligr en disik Ct degerinin alindigr ve hedef disi amplifi-
kasyon gorilmeyen 54°C olarak belirlenmistir. Erime egrileri
dikkate alindiginda tek bir noktada erime piki alindigi goriin-

Reaktifler 1X (ul) mektedir dolayisiyla hedef disi PZR rliniiniin olmadigi yorumu
yapilabilmektedir.
PZR master karisimi (2X) 10
. Ardindan elde edilen Urilinler %2’'lik agaroz jel yardimiyla go-
P1 evrensel primer (2,5 uM) 16 rintlenmistir (Sekil 3). Son olarak, ileri konfirmasyon amaciyla
P2 evrensel primer (2,5 uM) 1,6 hsa-miR-145-5p icin tek basamakli RT-qPZR Uriinii Sanger dizi-
) . T lemeye tabi tutulmustur. Sanger dizileme sonuglari CLC Main
miRNA spesifik RP1 primeri (2,5 uM) 0,4 Workbench v5.0.2 (QIAGEN, Hilden, Almanya) programi kul-
miRNA spesifik RP2 primeri (2,5 pM) 0,4 lanilarak analiz edilmistir. Sekil 4'te gosterildigi haliyle verilen
dizi sonuclarina gére amplifiye edilen uriln dizisi miRBase veri
Kalip RNA (50 ng/ul) 1.5 tabanindan alinan hsa-miR-145-5p dizisi ile aynidir.
dH;0 22 miRNA'lar neredeyse tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan kodla-
Toplam 20 pl mayan RNA molekiilleridir ve miRBase veri tabaninin son sir-
miine gore (v22.1) insanlarda 6ncil miRNA sayisi 1.917 olarak
belirtilmistir ancak yapilan deneysel konfirmasyon calismalari
Tablo 3. Tek basamakli RT-qPZR kosullari. ile bu sayinin ¢ok daha ytiiksek olabilecedi 6ngorilmustir (6).
Sicakhik Siire Déngii Sayisi Yontem Klinik 8rneklerde miRNA'larin yiiksek stabilizasyon géstermesi
52°C 5 dk ve bu sayede biyobelirte¢ olma potansiyelleri miRNA ekspres-
1 Ters transkripsiyon yon gal|§malar|né .|vme kazandirmistir. Bu anla'n.1da yapilan kilit
95°C 10sn calismalardan biri 2005 yilinda Nature dergisinde yayimlan-
mistir. Buna goére, 217 memeli miRNA’si ele alinmis ve timor
95°C 5sn Polimeraz zincir df)kL.J.Su, S'ag|lk'|l doku, karlser hiicre hatlarl, klinik drnekler, fare
. 40 Ksivonu timorleri dahil 334 farkh 6rnekte yapilan incelemeler sonucun-
54°C 30sn feaksly da miRNA'larin biiyiik kisminin enformatif oldugu ve hatta tii-
65°C-95°C  0,5°C/sn 1 Erime egrisi analizi moriin gelisimsel asamasini dahi gtivenilir bir sekilde yansittigi
belirlenmistir (12).
hsa-miR-145-5p
Amplifoation . e ik
000 J i w
ace0 }: s000 4.
2 ' / S v g e
& 2000 4 / Bl £ 200
—rhry - 3000 4 - ! g :
hsa-miR-146a-5p
Amplification Melt Curve Melt Peak
- 500
_ on i A e 3 "j;”m’
T R ?
1000 4. ol
500 3 e e B R, 100
gl R N R T T e :
Sekil 2. Tek basamakli gradiyent RT-PZR sonuglari.
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200 bp

100 bp
50 bp

71 bp

Sekil 3. Tek basamakli RT-PZR drinlerinin agaroz jel
gorintileri.

hsa-miR145-5p RNA GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU

hsa-miR145-5p DNA GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT

NA145 MI3Frev € 6 T C CA G TTTTCCCAGGAATCCCT

Sekil 4. hsa-miR-145-5p PZR uriiniiniin Sanger dizileme
kromatogrami.

Bugline kadar yapilan ¢ok sayida ¢alisma bu verileri dogrular
niteliktedir. insan miRNA-iliskili hastalik veri tabaninin (The hu-
man miRNA-associated disease database-HMDD) son stirim{in-
de (v3.2) 1.206 miRNA'nin 893 hastalikla iliskilendirildigi 19.280
yayin bulunmaktadir. Bu bilgiler isiginda miRNA'larin cesitli
kritik biyolojik stireclerde 6nemli roller oynadigini séylemek
mumkundur (13).

miRNA'larin saptanmasi ve kantitasyonu icin cok sayida yontem
gelistirilmistir ancak optimum bir ydontem heniiz belirleneme-
mistir ve her yontemin kendine 6zgi avantajlari ile dezavan-
tajlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda; mikroarray calismalari
yuksek ciktil miRNA ifade calismalarina imkan tanisa da du-
yarhlk ve 6zgiillik agisindan nispeten sinirlidir (14). Northern
blot yontemi gorece karmagiktir ve sinyal artefaktlari 6nemli
bir sorun teskil etmektedir (10). Ayni zamanda hibridizasyon
temelli calismalarda hem oncil hem de olgun miRNA'lara
problarin baglanma ve yanlis pozitiflik verme ihtimali vardir (7).
miRNA dizileme calismalar ytiksek ciktili olmasina ragmen veri
analizi icin yiiksek altyapi ve ekipman ile tecribeli arastirmaci
gerektirmektedir ve oldukca maliyetli bir yontemdir (15). Tim
sinirlayici parametreler goz 6niinde bulundurularak diisiik ma-
liyetli ve yliksek verimli olabilecek; nanopartikiil-aracili problar,
izotermal amplifikasyon, elektrokimyasal metot gibi ¢ok sayi-
da yontemin uygulanmasi mimkiindir (10). Gelistirilen bu
yontemlerden &zellikle ddPZR (droplet digital PCR) platformlari
olumlu sonuglari ile umut vaat etmektedir. Bu yontemde pozi-
tif ve negatif damlaciklardan gelen floresan sinyaller kullanila-
rak absolit kantitasyon yapilir. ddPZR'de referans gene ihtiyag
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duyulmaz, disiik miktarda 6rnekten yiksek hassasiyete sahip
sonuglar alinabilir. ddPZR yontemi RT-qPZR yéntemleri ile kar-
silastirildiginda dolasimdaki miRNA'larin analizinde hem teknik
performans hem de tani potansiyeli agisindan Usttinliik géster-
mistir (16). Fakat bu yontemde de kullanilmasi gereken cihazlar
uygulamaya 6zgi olup, qPZR cihazlari gibi yaygin olarak labo-
ratuvarlarda bulunmamaktadir. Cihaz ve sarf maliyetleri diisi-
nildiguinde kullanim alani genis olabilecek olsa dahi, maliyet
acisindan etkin bir yontem degildir.

Tum bunlarin yaninda gercek zamanli PZR yontemi gen eks-
presyonunun kantitasyonunda maliyet ve kolay uygulanabilir-
lik agisindan hala altin standart olarak kabul edilmektedir (14).
miRNA calismalarinda PZR temelli evrensel veya spesifik pri-
merlerle ters transkripsiyon yaklasimi bulunmaktadir (17,18).
Evrensel ters transkripsiyon yaklasiminda, tim miRNA mo-
lekullerine cDNA déniisimi icin bilinen tek 6zdes bir kuyruk
eklenmektedir. Bu kuyruk; 3" ucuna poly-A polimeraz ile poly-A
kuyrugunun eklenmesi (15), poly-U polimeraz yardimi ile poli-
uridilasyon (19), T4 RNA ligaz ile evrensel linkerlarin eklenmesi
(20) veya hem linker hem de kuyruk eklenmesi kombinasyonu
seklinde uygulanabilmektedir. Bu yaklagimlarin temel avantaj,
tim miRNA’larin ayni tiipte cDNA'ya donilisimiine olanak sag-
lamasidir ancak arka plan kirliligi bu yaklasimin sinirlayici para-
metresidir (21).

ikinci grupta ise spesifik lineer primerler, kiskac problari (pincer
probes) ve Stem-loop RT primerleri kullanilir. Stem-loop metodu
gliniimizde en sik kullanilan yontemlerdendir (22-24). Gele-
neksel Stem-loop yonteminde her miRNA icin yeni bir spesifik
Stem-loop primeri tasarlanmalidir, bu primer olgun miRNA'larin
3"ucuna baglanir ve ardindan cDNA sentezlenir. Buna ek olarak
evrensel Stem-loop primer kullanimi da gelistirilmektedir (14,15).

Tek basamakli RT-gPZR yontemi ise miRNA calismalarinda has-
sas ve spesifik kantitasyon saglamaktadir. Bu yontemde, tek tiip
icerisinde ters transkripsiyon ve PZR asamalari ardisik olarak,
gercek zamanl PZR cihazinda tek seferde yiritulir. Sistemin
en buylik avantaji ayr bir ters transkripsiyon asamasina ihtiyag
duymamasi ve ¢ok kisa siirede sonuca ulasmayi saglamasidir.
Uygulama kolayliginin yani sira bu yéntem ayni zamanda iki
basamakli PZR temelli miRNA kantitasyon yontemlerine gore
kontaminasyon riskini azaltmakta ve bu sayede yiiksek numu-
ne sayili calismalar icin daha verimli olmaktadir (8). Bununla
birlikte, bircok avantajinin yani sira ydntemin tek basamakli
olmasi beraberinde bazi sinirlamalar da dogurmaktadir; ters
transkripsiyon ve PZR basamaklari ayni tiipte gerceklestirildi-
di icin ayri ayri optimize edilememektedir, bu durum ise her iki
basamakta daha disiik verime yol acabilmektedir. Ek olarak,
sentezlenen cDNA’larin tamami hemen sonrasinda PZR y&n-
teminde kullaniimaktadir, bu nedenle herhangi bir sulandirma
islemi gerceklestirilememektedir. Bir diger kisitlama ise so-
nuglar acisindan olumsuz bir durum sergilemese de baslangi¢
materyalinin daha stabil olan cDNA yerine kirilgan RNA olma-
sidir. Tm bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak her calisma
icin o deneye uygun yontem tercih edilmelidir. Tek seferde ve
RNA'dan gerceklestirilen islemler hem arastirma hem de tani
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laboratuvari pratiginde aktif olarak kullanilmaktadir. Ornek ver-
mek gerekirse; bu ydntem giinlimiizde hizi ve uygulama kolay-
g1 nedeniyle COVID-19'un etiyolojik tespiti icin kullaniimakta
ve altin standart olarak kabul edilmektedir. Vakalardan alinan
surlintiilerden izole edilen SARS-CoV-2 RNA genomu tek tip
icerisinde dnce ters transkripsiyon sonra da PZR islemine tabi
tutularak hizh bir sekilde analiz edilmektedir (25,26).

Sunulan calismada tek basamakli RT-qPZR ydnteminin secilen
hedef miRNA'lar icin optimizasyonu denenmistir. Calismamizin
kisithlidi; az sayida ornek kullaniimasi ve sinirli sayida miRNA
icin optimizasyonun gerceklestirilmis olmasidir. Sunulan calis-
mada deneysel optimizasyon i¢in hsa-miR-145-5p ve hsa-miR-
146a-5p MiRNA hedefleri secilmistir. Bu hedef miRNA'lar icin
alinan sonuglar guivenilir sekilde deneysel olarak dogrulanmis
olsa da bu dizaynin diger hedef miRNA'lar icin benzer hassasi-
yetlere sahip olma durumlari ayrica incelenmelidir. Bu sebep-
le her calisilacak miRNA hedefi icin deneysel optimizasyon ve
dogrulamalara ihtiya¢ duyulabilecektir.

Sonug olarak, 6nerilen yaklasim ile tek basamakli RT-qPZR yak-
lagimi ile miRNA tespiti ve ekspresyon 6l¢lilmesi miimkin hale
gelmistir. Bu yaklasim ile yapilan dizayn hsa-miR-145-5p ve hsa-
miR-146a-5p miRNA hedef dizileri icin denenmis ve en az opti-
mizasyon ihtiyaci ile hassas sonugclar alinabildigi gorilmastir.
Bu sayede yliksek maliyetli miRNA tespit ve 6l¢imu yapan ticari
kitlere olan bagimllik azaltilabilecektir.
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0z

Amag: Endotelin (ET-1), kardiyovaskiler sistemde guiclii bir vazo-
konstriktor rolti olmasinin yani sira bircok fizyolojik olayda kendini
gostermektedir. ET-1 ekspresyonunun 6zellikle gebelik ve emzirme
doneminde ortaya ¢ikmasi nedeniyle hem emzirme hem de yeni
dogdan icin 6nemli bir islevi oldugu dustiniilmektedir. Bu calismada
ET-1 transgenik fare modeli kullanarak meme bezi Gstiinde ET-1'in
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Meme dokusunun farkli fizyolojik durumlarinda
(ergenlik, gebelik, laktasyon ve involusyon) ET-1 in etkisini incelemek
Uzere karsilastirmali bir calisma gerceklestirildi. Meme dokularindan
paralel kesitler hazirlanip hematoksilen-eozin (HE) boyama ile mik-
roskobik inceleme yapildi. Meme bezi gelisimi ve metabolizmasin-
da 6nemli gorevleri olan sinyal proteinlerinin (STAT5, AKT, STAT3)
analizlerinde Western blot teknigi kullanildi. Metabolik faaliyetlerde
anahtar rolt oldugu bilinen genler (WAP, beta kazein, GLUT-1, SRBF-
1 Claudin 8, IL-6, LIF) gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) teknigi ile analiz edildi.

Bulgular: ET-1 transgenik farelerde sirasiyla sekresyonel hasar,
laktasyonel yetmezlik ve erken involusyon gibi patolojik bulgular
tespit edildi. Transgenik grupta STAT5'in aktivasyonunun bu du-
rumdan etkilenmedigi ancak AKT protein seviyesinde diistis oldu-
Ju saptandi. involusyonda gériilen STAT3 aktivasyonu transgenik
farelerde laktasyonun 3. giliniinde tespit edildi. Ayrica, RT-PCR
analizleri ile transgenik farelerde yiiksek ET-1 ifadesine bagli ola-
rak WAP'In baskilandigini LIF protein ifadesinin belirgin bir sekilde
arttigi tespit edildi.

Sonug: Sadece gebelik ve laktasyon doneminde ifade edilen ET-
1'in laktasyon ve yeni dogan icin 6nemli bir islevi oldugu diistnil-
mektedir. Yiksek ET-1 ifadesi meme fizyolojisinde 6nemli oldugu
bilinen genlerin sentezini dogrudan etkileyerek laktasyonel yeter-
sizlige sebep olmustur. Bu calismada ET-1 regiilasyonunun meme
bezi gelisiminde ve siit sekresyonu fonksiyonunda kritik bir rol oy-
nadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endotelin, laktasyonel yetersizlik, WAP, LIF, er-
ken involusyon, transgenik fare

ABSTRACT

Objective: Alongside its role as a potent vasoconstrictor in the cardio-
vascular system, endothelin-1 (ET-1) is involved in numerous physio-
logical processes. Its expression is thought to be an important function
for both breastfeeding and newborns since it occurs especially during
pregnancy and lactation. In this study, we projected the effects of ET-1
on mammary gland physiology employing ET-1 transgenic mice.

Material and Method: In this study, we compared the mammary
glands of ET-1 transgenic mice with the control mice in different
physiological states (adolescence, pregnant, lactation and invo-
lution). Parallel sections were prepared from mammary glands
and microscopic examinations were performed with hematoxylin
and eosin (HE)-staining. Western blot techniques were used in the
analysis of signal proteins that have important functions in mam-
mary gland development and the metabolism (STAT5, AKT, STAT3).
Genes known to play a key function in metabolic activities (WAP,
beta casein, GLUT-1, SRBF-1 Claudin 8, IL-6, LIF) were analyzed em-
ploying real-time PCR techniques.

Results: It was determined that ET-1 transgenic mice developed
pathological conditions such as secretory damage, lactational failure
and early involution, respectively. Our Western blot studies showed
that STAT5 activation was not affected by this process in the trans-
genic group, but a decrease in AKT protein level was detected. We
detected STAT3 activation seen in the involution process in trans-
genic mice only on the 3rd day of lactation. In addition, we found
that WAP was suppressed due to high ET-1 expression and that LIF
protein expression increased significantly, by real-time PCR analysis.

Conclusion: ET-1 expression is thought to be an important func-
tion for both lactation and newborns, especially during pregnancy
and lactation. In this study, it was found that when ET-1 expression
increases, it causes lactation failure in the mammary gland and
directly affects the synthesis of genes known to be important in
mammary physiology. Hereby, it was determined that the regula-
tion of ET-1 plays a critical role in the development and secretory
function of the mammary gland.

Keywords: Endothelin, lactational incompetence, WAP, LIF, preco-
cious involution, transgenic mice
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GiRIS

Meme bezi, sut salgilama yetenegi kazanmis 6zel bir organdir.
Gelisimi ve fonksiyonel 6zelligini kazanmasi oldukca karmasik
bir sistematik farklilasma ve hormonal diizenlemeler sayesinde
olur. Meme bezi, epitel parankimi ve onu cevreleyen yag stro-
masi olarak iki yapisal komponentten olusur. Parankim st sal-
gilanmasini saglayan dallanmis salgi bezleri ve alveoler yapilar-
dan meydana gelirken, stroma parankimin islevini saglayacak
substrat ihtiyacini ve biyliylp genisleyebilecedi ortami saglar.
Bu baglamda meme bezlerinin yapisal ve fonksiyonel gelisimi
alti kategoriye ayrilabilir: embriyonik, dogum sonrasi, ergenlik,
gebelik, laktasyon ve involusyon.

Gebelik ile birlikte 6strojen ve progesteron hormonlari epitel
parankiminin gelisimini baslatir. Bu iki steroid hormonunun
yani sira duktal gelisim ve alveogenezle ilgili olarak bir cok bu-
ytme faktori de rol almaktadir. Meme bezi dogum sonrasi em-
zirmeye bagli olarak stirekli siit Gretimi ve sekresyonunu sagla-
yan bir fabrikaya dénusur. Bu suirecte prolaktin sinyal kaskadi
anahtar rol oynar. Yiiksek seviyede salgilanan prolaktin hormo-
nunun etkisiyle sinyal donustiricl ve transkripsiyon aktivato-
ri 5 (signal transducer and activator of transcription 5, STAT5)
faktoriinlin etkinligi maksimum seviye ulasir ve peynir alti suyu
asidik proteini (whey acidic protein, WAP) beta kazein gibi farkh
st proteinlerinin sentezlenmesi saglanir (1,2). Prolaktin ayrica
sterol diizenleyici eleman baglayici protein 1 (sterol regulatory
element binding factor 1, SREBF-1)'i aktive ederek ¢ok sayida
lipid metabolizmasi genlerinin sentezlenmesini saglar (3). Hem
gebelik hem de laktasyon dénemlerinde protein kinaz B olarak
da bilinen AKT sentezi ve aktivasyonu hiicresel yasam ve anti-a-
poptotik sinyal yollarinda etki gosterir (4).

involusyon, emzirmenin bitmesi veya siitten kesilme ile bas-
layan bir stirectir. Emzirmenin kesilmesi ile uyarilan lobuloal-
veoler yap! kiicilmeye baslar. Bu durumla birlikte laktojenik
hormonlar hizla azalip yerini l6semi inhibitor faktoru (leukemia
inhibitor faktor, LIF) ve interlokin (IL)-6 gibi apoptoz aktivatori
sitokinlerin artisina birakarak bu siirecte anahtar rolu tistlenen
STAT3 proteininin aktivasyonuna neden olurlar. STAT3 kaskadi
meme bezinde apoptoz ve involusyon icin elzemdir (5-7). in-
volusyon ile meme bezi siit salgilama kabiliyetini kaybederek
yapisal ve fizyolojik olarak gebelik 6ncesi duruma doéner.

Endotelin-1 (ET-1) vaskiiler homeostazin korunmasinin yani
sira genis fizyolojik etkilere sahip kiiclk bir vazoaktif peptiddir
(8). ET-1 sentezleyen hiicrelerin depolama ve salgilama 6zellik-
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leri olmamasindan dolayi ET-1'in sentezi transkripsiyon seviye-
sinde kontrol edilir (9).

Kardiyovaskiiler bir molekil olarak bilinen ET-1 kardiyovaskii-
ler sistemle ilgisi olmayan cok sayida fizyolojik stirecte de yer
almaktadir. Ozellikle siitte ET-1'in varligi, pek cok peptid ve
blyume faktoru gibi, hem emziren anne hem de yeni doga-
nin fizyolojisinde 6nemli bir rolii oldugunu distindirmektedir
(10). Ayrica meme bezi gelisiminde ve fizyolojisinde anahtar
hormonlardan biri olan prolaktin hormonunun ET-1'in ifadesini
gliclt bir sekilde indikledigi (11) tespit edilmis ve ET-1'in gen
ifadesinin 6zellikle gebelik sirasinda bagslayip laktasyon done-
mi boyunca devam ettigi 6nceki calismalarda belirtilmistir (12).
Bu baglamda, ET-1'in meme bezi gelisimi lizerine etkisi ve olasi
fonksiyonel rollerini aydinlatmak tizere ET-1 transgenik fareler
kullanarak bu calisma tasarlanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Hayvan Deneyleri

Bu calismada NMRI (Harlan-Winkelmann, Padernborn) kontrol
grubu fareler ile Franz Theuring tarafindan gelistirilen NMRI
kokenli homozigot insan ET-1 transgenik fareler kullanilmistir.
Standart fare yemi ve icme suyuile beslenen fareler 12 saat glin
ve 12 saat gece dongustine sahip, sicakligin 20-22°C ve rutube-
tin %50-70 arasinda tutuldugu, patojenden aritilmis bir ortam-
da yetistirilmistir.

Meme dokulari, anterior abdominal duvar, kaslar ve deriden ay-
nstirnlarak toplanmigtir. Dokular hizli bir sekilde soguk yikama
tampon sollsyonu ile yikanip histoloji calismalari icin formalin
sollisyonu (Sigma) ile muamele edilip 4°C de saklandi. Molekdiler
biyoloji uygulamalari icin isaretli tiiplere alinan numuneler sivi
nitrojenle muamele edilip ¢alismalar i¢in -20°C de saklanmustir.

Hayvan deneyleri iki grup altinda gerceklestirilmistir. Ergenlik
doéneminden baslayarak sirasiyla gebelik, laktasyon ve invo-
lusyon dénemlerini kapsayan birinci grup farelerin meme do-
kularindan elde edilen numuneler ile karsilastirmali gen ifade
analizleri, goreceli protein fosforilasyon seviyeleri ve histolojik
calismalaricin doku preparatlari hazirlanmistir. Numuneler Tab-
lo 1'de belirtilen 4 farkli fizyolojik durumda toplanmistir.

ikinci grupta, laktasyon siiresi boyunca 10 kontrol grubu fare-
nin emzirdigi 70 yeni dogan ile 17 ET-1 transgenik farenin em-
zirdigi 119 yeni doganin gelisimleri glinlik agirlik 6l¢timleri ya-
pilarak takip edilmistir. Ayrica, laktasyon sirasinda olusan agirlik
farkinin genetik bir farkliliktan kaynaklanip kaynaklanmadigini

Tablo 1. Histolojik ve molekdler biyoloji uygulamalarinin gerceklestirildigi birinci grup farelerin dagilimlar.

Ergen Gebe Laktasyon involusyon
8. hafta 10. giin 18. giin 3. giin 14. giin 14. giin
Kontrol (WT) 6 6 7 6 10 7
Transgen (ET-1) 6 6 7 6 10 7
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anlamak tizere calismayi takiben her iki gruptan olgunluga eris-
mis 20 adet disi farenin agirliklan tekrar kontrol edilmistir.

Bitlin hayvan deneyleri Alman hayvan koruma kanunlarina
(Tierschutzgezetz) uygun bir sekilde gerceklestirilmistir.

Histolojik Calismalar

Birinci grup farelerden elde edilen meme bezleri, oda sicakli-
ginda minimum 12 saat PBS (pH 7.4) icinde %4 (w/v) parafor-
maldehit ile fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra doku 6r-
nekleri parafin bloklara gomuldi ve 5 mm'lik kesitler alinmistir.
Gebe (n=26) ve laktasyon (n=32) disilerden toplam 232 meme
bezi 6rnegi (her meme bezinden 2 slayt ve her bir fareden 4
meme bezi) analiz edilmistir. Meme bezleri hematoksilen-eozin
(HE) ile boyanmustir.

Gen ifade Analizleri

Meme bezi gelisiminde ve fonksiyonunda anahtar rol Ustle-
nen bir grup genlerin goreceli ifadeleri gercek zamanl poli-
meraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile analiz edil-
mistir. Bu genler, suit proteinleri olarak bilinen beta kazein ve
WAP genlerinin yani sira stit salgilayan hticrelerin tight-jun-
ction'larinda gorev alan Claudin-8, sut salgilayan hiicrelere
glukoz transportunu tstlenen merkezi proteinlerden biri olan
GLUT-1 geni, yine ayni sekilde st salgilayan hiicrelerde lipit
metabolizmasini dliizenleyen SRBF-1 genleridir. Ayrica siit sal-
gilama fonksiyonunun bittigi meme bezinde STAT3 aktivatori
ve involusyon belirteci olarak bilinen IL-6 ve LIF genleri de gen
ifade analizlerinin kapsaminda calisiimistir.

Toplam RNA, standart guanidinyum tiosiyanat-fenol-kloroform
ekstraksiyonu (Trizol, Invitrogen) kullanilarak hizli bir sekilde
dondurulmus dokulardan elde edilmistir. cDNA sentezinden
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once, tim ham RNA 0Ornekleri rutin olarak DNase1 (TurboDNa-
se, Ambion) ile muamele edilmistir. cDNA, Uireticinin protokoli-
ne gore oligo (dT) 18 primerler ile (Promega) MMLYV ters trans-
kriptaz enzimi kullanilarak olusturulmustur.

Kantitatif analiz icin Ensembl gen veri tabani, Primer3 ve web
tabanh algoritmalar (NCBI Blast, coklu hizalama) kullanilarak
tasarlanmistir (Tablo 2). Kantitatif PCR’larda, MX3700p RT-PCR
sisteminde (Stratogen) SYBR Green mastermix (Applied Biosys-
tems) kullanilarak her bir numune 3'li set olarak calisiimistir.

Western Blot Calismalari

Meme bezlerinin gelisimini ve fonksiyonel degisimlerini koor-
dine eden sinyal proteinlerinin aktivasyonlarini Western blot
teknikleri kullanilarak tespit edilmistir. Ozellikle alveogenezi ve
st sentezini koordine eden STAT5 proteininin yani sira hiicre
olim ve yasam kaderini belirleyen AKT ve involusyon siirecini
koordine eden STAT3 proteinlerinin géreceli fosforilasyon sevi-
yeleri calisiimigtir.

Birinci grup farelerden elde edilen dondurulmus meme bezi
ornekleri bir havan yardimi ile sivi nitrojenle toz haline geti-
rilmistir. 100 mg doku Ornekleri oda sicakliginda 15 dakika
stireyle 600 pl Gre lizis tamponunda homojenize edilmistir.
Cozdirme isleminden sonra numuneler oda sicakliginda 45
dakika stireyle 13000 rpm'de santriflij yapilmistir. Stiperna-
tanlar yeni tlplere yerlestirilerek protein konsantrasyonu
Bradford metodu ile (Biorad) ol¢tilmustiir. SDS PAGE'den 6nce
numuneler, 4x yikleme tamponu (Roth) ile 95°C'de 5 dakika
kaynatilarak denatiire edilmis, 6rnekler elektroforezi takiben
(25ug her bir 6rnek) Western blotlama teknigi ile nitroseliiloz
membran (Amersham) Gizerine blotlanmistir. TBS icinde bloke

Tablo 2. RT-PCR gen ifade analizlerinde kullanilan primerler.

Gen Adi

F- Primerler (5’-3’)

R- Primerler (5’-3")

Beta- Kazein (fare)

CTCCACTAAAGGACTTGACAGC

AGTGAACTTTAGCCTGGAGCAC

Claudin-8 (fare)

CGCTGG AGG AGCACTGTT CTGTTG

CGG CGT GGA AACTCC GTT GA

GAPDH (fare)

CTTCACCACCATGGAGAAGGC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

GLUT-1 (fare)

CCAGCTGGGAATCGTCGTT

CAAGTCTGCATTGCCCATGAT

HPRT (fare) CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG CTTGAGCACACAGAGGGCTACA
IL6 (fare) TGTACTCCAGGTAGCTATGG GTTCTCTGGGAAATCGTGGA
LIF (fare) GGCAACCTCATGAACCAGATCA GCAAAGCACATTGCTGAGGAGGC

PPET-1(fare)

CCCCACTCTTCTGACCCCTT

ACTCCTTGTCCATCAAGGAAGAAC

PPET-1 (insan)

ATCAGAAGAAGTTCAGAGGAACAC

GAAGGTCTGTCACCAATGTGCT

PPET-1 (fare/ insan)

CAAGGAGCTCCAGAAACAGC

GATGTCCAGGTGGCAGAAGTA

SRBF-1 (fare)

AGGCGGCTCTGGAACAGA

TGTCGTTCAAAACCGCTGTG

WAP (fare)

TAGCAGCAGATTGAAAGCATTATG

CAACGCATGGTACCGGTGTCA
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Tablo 3: Western Blot ¢alismalarinda kullanilan antikorlar.

Antikor Orjin ve Diliisyonlar Molekiiler agirhk kDa Referans

PAKT (tyr 334) RPA 1/1000 Dillisyon 60 Santa Cruz Biotech.
AKT RPA 1/1000 Diltisyon 60 Santa Cruz Biotech.
B-Actin GPA 1/2000 Dilusyon 43 Santa Cruz Biotech.
PSTAT3 (tyr 705) RPA 1/1000 Diltisyon 79/86 Cell signaling Tech.
STAT3 RPA 1/1000 Diliisyon 79/86 Cell signaling Tech.
PSTATS5 (tyr 694) RPA 1/1000 Dillisyon 920 Cell signaling Tech.
STAT5 RPA 1/1000 Diltsyon 20 Cell signaling Tech.

Antimouse Ig Rabbit, HRP linked polyclonal antibody

- Dakocytomation.

Antirabbit Ig Goat, HRP linked polyclonal antibody

= Dakocytomation.

*RPA = Rabbit Polyclonal Antibody, GPA= Goat Polyclonal Antibody, HRP: Horseradish peroxidase

edici ¢ozelti ile %0,1 Tween 20 ile 1 saat oda sicakliginda in-
kiibe edilmistir. Membranlar, 4°C'de gece boyunca bloke edici
¢Ozelti icinde seyreltilmis birincil antikor ile inklibe edilmistir
(Tablo 3). Spesifik sinyaller ikincil antikor uygulamasini taki-
ben ECL (Amersham) sollisyonu vasitasiyla saptanmistir.

istatistiksel Yontemler
Hayvan deneyleri: Elde edilen sonuglar Student’s t-testi kulla-
nilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Goreceli gen ifade degerleri: Meme bezi cDNA'sInIn seri sey-
reltiimesiyle olusturulan standart bir egri vasitasiyla GAPDH'ye
karsi normalize edildi. istatistiksel analizler icin pair wise fixed
reallocation randomizasyon testi (REST) (29) uygulanmistir.

Western blot calismalari: Membran goriintileri dijitallestiril-
dikten sonra 6zel bir yazilimla (AlphaEaseFC); dansitometrik ve-
riler bir istatistiksel analiz programi (GraphPad Prism) ile analiz
edilmistir. Sonuclar Student’s t-test yontemi kullanilarak istatis-
tiksel olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

RT-PCR gen ifade analizlerinde meme bezinde gebelik (10.
ve 18. glin) ve laktasyon (3. ve 14. giin) donemlerinde ET-1
transgen ifadesi (Sekil 1A) ve toplam prepro-endothelin-1
(PPET- 1) (Sekil 1B) tespit edilmistir. Ergen grubunda sadece
fare ET-1 sentezlenirken involusyon periyodunda ET-1 ifade-
sine rastlanmamistir (Sekil 1). Goreceli ifade analizlerinde ise
toplam PPET-1 transgenik farelerde gebelik periyodunda 5,

Ergen Gebe Laktasyon involusyon
mcry 8hafta 10 giin 18 giin 3giin 14giin 14giin
+* Wt ET. WLET. WLET. Wt. ET. Wt ET. Wt ET.

Goreceli Ekspresyonlar
O+ N B a2 G N ®

Gebelik 10. giin Gebelik 18. giin Laktasyon 3.giin Laktasyon 14.giin

Toplam PPET-1 ekspresyonlari

Sekil 1. ET-1'in meme bezinin dort farkli fizyolojik durumdaki ifadesi: Ergen (8. hafta), gebelik (10. ve 18. gtinler), laktasyon (3.
ve 18. glinler) ve involusyon (14. giin) A: PPET-1 (insan) transgen gen ifadesi, B: PPET-1 (insan/fare) gen ifadesi, C: Hipoksantin-
guanin fosforibosiltransferaz (HPRT) (fare) kontrol gen ifadesi. Calismada MCF7 hiicre hatti PPET-1 (insan) icin pozitif kontrol ve
negatif kontrol olarak ddH,O kullaniimistir. D: Transgenik farelerde goreceli toplam PPET-1 ifade seviyeleri. Kontrol grubu (Wt)
PPET-1 ifade seviyeleri 1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat) ; *=p<0,05 (REST) her bir grup icin n=4.
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laktasyon periyodunda 6 kat daha fazla ifade edildigi tespit
edilmistir (Sekil 1D).

Normal bir gebelik stireci geciren transgenik farelerin yeni do-
ganlarinda mortalitenin dikkat ¢ekecek sekilde yiiksek oldugu
g6zlenmistir. Emzirmenin daha ilk gtinlerinde 6lu yeni dogan-
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larin karinlarinda sut tespit edilemediginden, laktasyonel yeter-
sizligi daha iyi tanimlayabilmek tzere laktasyon siiresi boyunca
yavrularda kilo artisi takip edilmistir. Sekil 2A da gorildigu gibi
yeni doganlarin agirliklarinda bir fark yokken 3. giinden itiba-
ren transgenik grupta anlamli bir sekilde disik kilo kazanimi
tespit edilmistir. Laktasyon sonunda yavrular arasindan secilen

18 —=—WT (n=70)
) *
e ET-1 (n=119)
16
63
14
C CRER
g " g
= X 49
= =
5 0 "
» © 5
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3 - 25
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= ]
g >
< 5 4
? Laktasyon 5 WT (n=20) ET1 (n=20)
glinleri
0
feni 7. 11 14, 17. 21
dogan

Sekil 2. A. Laktasyon periyodu siresince yeni dogandan baslayarak yavru farelerde kilo kazanimi. Kontrol grubu n=70; ET-1
transgen grubun=119;*=p<0.05 (Student s t-test). B. Yetiskin farelerde ortalama agirlik (gruplar arasinda bir fark bulunmamaktadir).

zayif alveloler genisleme gorilmektedir.

B2 o . B

Sekil 3. Laktasyon 3. glin meme bezi histolojisi. Kontrol grubu a. (x50 biyiitme) ve b. (x200 biytitme) ET-1 transgenik grup c.
(x50 buylitme) ve d. (x200 blyitme). a ve b histogramlarinda goriildigi gibi dogum sonrasi emzirmeye bagh olarak adipositler
(Adp) metabolize edilmis, alveoli genislemis ve biitiin dokuyu kaplamistir. Alveoller (Alv) arasinda ince bir tabaka olarak dikkati
ceken kirmizi kan hiicreleri kan damarlarini belirtmektedir (V). c ve d histogramlarinda sitoplazmik lipid damlaciklari (CLD) ve
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her bir grup icin 20 fare yetiskinlige ulastiginda tekrar tartilmis
ancak kontrol grubu ile transgenik grup arasinda istatistiksel
bir fark goriilmemistir.

Histolojik calismalarda ET-1 transgenik farelerde diisiik seviye-
de duktal bliylime, tikanmis alveoli ve diisiik genisleme kapasi-
tesi ile beraber artmis adiposit birikimi tespit edilmistir. Ayrica
alveol icinde sikismis bir sekilde bulunan sitoplazmik lipid dam-
laciklart (CLDs) ET-1 transgenik farelerde sekresyonal bir hasar
oldugunu goéstermektedir (Sekil 3).

Histolojik bulgulara ek olarak énemli st proteinlerinden WAP
gen ifadesinin hem gebelikte hem de laktasyon dénemlerinde
baskilanmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica beta kazein gebelik
sirasinda normal seviyede ifade gosterirken laktasyon periyo-
dunda ise ifadesi baskilanmistir (Sekil 4).

Sut Uretimi ve salgilanmasi ¢esitli ve karmasik bir dizi gelisimsel
ve fizyolojik tasima ve salgilama sireclerinden olusmaktadir.
Siki baglanti (tight junction) proteinlerinin sentezinde veya
reglilasyonlarindaki bir hasar sekresyon aktivitesine dogrudan
etki eder (13). Ayrica glukoz ve lipid transport sireclerindeki
herhangi bir olumsuz durum meme bezinde hizl bir sekilde et-
kisini sekresyonal hasar olarak gosterir. Bu siireglerin substan-
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siyal regiilasyonlart mRNA seviyesinde gerceklesmektedir (14-
17). Bu nedenle sekresyon hasarini daha iyi karakterize etmek
Uzere Claudin-8, GLUT-1, SREBF-1 ifade seviyeleri laktasyon 3.
glinde calisilmistir. SREP-1 ifadesinde ciddi bir artis gézlemlen-
digi icin bu genin ifade seviyesi ayrica gebelik 18. giin icin de
calisilmigtir (Sekil 5B).

Gebelik ve laktasyon dénemlerinde fare meme epitel hiicrele-
rinin terminal farklilasmasinda STAT5 aktivasyonu gerekmekte-
dir (3). Prolaktinin aktive ettigi STAT5 alveolar gelismenin yani
sira WAP gen ifadesini de saglar (13). Transgenik farelerde ge-
lisen sekresyonel hasarin ve baskilanmis WAP gen ifadelerinin
molekiiler mekanizmalarini daha iyi anlayabilmek icin STAT5
aktivitesinin nispi fosforilasyon seviyeleri imminblot teknikler
ve dansitometrik analizler ile incelenmistir.

Gebeligin 18. glintinde ve laktasyonun 3. gliniinde STAT5 pro-
teinin aktivasyonunda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 6).

Gebelik sirasinda meme bezindeki epitel hiicrelerinin sekres-
yon 0zelligi kazanmasi icin gerekli fonksiyonel degisimde AKT
anahtar bir rol almaktadir (14). AKT ayrica laktasyon sirasinda
st sentezini diizenlemektedir (18).

B-Casein

Gebelik 18. giin

Goreceli ekspresyon seviyeleri

*
*
0 [ l -
WAP Beta-casein

Laktasyon 3. giin

Sekil 4. Onemli siit proteinlerinin géreceli gen ifade analizleri. A. Gebelik, B. Laktasyon dénemi kontrol grubunun ifade seviyesi
1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=>5.

s

N WA OO N ® ©
—

Goreceli expresyon seviyeleri

Goreceli expresyon seviyeleri

(=]

Claudin-8

GLUT-1
Laktasyon 3.giin

SREBF-1

SREBF-1
Gebelik 18.giin

Sekil 5. A. Laktasyon 3. giinde Claudin-8, GLUT-1 ve SREBF-1 gen ifade seviyeleri. B. Gebelik 18. glinde SREBF-1 ifade seviyeleri.
Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=5.
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Sekil 6. STAT5 protein ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir 6rnek icin 25 pg protein ylklenmistir. B-actin yiikleme kontroli
olarak kullaniimistir. A. Gebelik 18. giin, B. Laktasyon 3. glin C. Her iki grup icin nispi fosforilasyon seviyeleri gosterilmektedir.
Dansitometrik calismada STAT5 nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 7. AKT proteini ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir 6rnek icin 25 pg protein ylklenmistir. B-actin ylkleme kontroli
olarak kullaniimistir. A. Gebelik 18. giin B. Laktasyon 3. giin, C. Her iki grup icin nispi fosforilasyon seviyeleri gosterilmektedir.
Dansitometrik calismada AKT nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. D. Laktasyon
3. glinde AKT protein ifade seviyelerinde anlamli bir duisiis goriilmektedir. *=p<0,05 (Student’s t-test). Her bir grup icin n=4.

Bu fonksiyonel ve metabolik etkilere ek olarak, AKT, salgi epi-
tel hiicreleri icin bir hayatta kalma faktori gorevi gorir. Gen
ifadesi involusyon ile hizlica dusuis gosterir (19). Bu baglamda
sekresyon hasari gelisen transgenik farelerde AKT aktivasyo-
nu ve protein seviyeleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
(Sekil 7).

Her ne kadar nispi aktivasyon olarak AKT kontrol grubu ile bir
fark gostermiyor olsa da AKT'nin bu anlamli diistisii sekresyo-

nel hasarin bir sonucu olarak erken bir involusyon sirecinin
basladigini distindlirmstur (7). Bu baglamda involusyon bas-
langicinda anahtar rol oynayan STAT3 sinyal sistemini kontrol
ederek hipotezimizin saglamasi yapilmistir (Sekil 8).

ET-1 transgenik farelerde erken involusyonun bir kaniti ola-
rak STAT3 proteininin aktivasyonu tespit edilmistir. Ancak bu
aktivasyon sekresyon hasarindan dolayr mi yoksa STAT3 pro-
teinlerinin aktivasyonunda gorev alan diger baska involus-
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Sekil 8. STAT3 proteini ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir 6rnek icin 25 ug protein yuklenmistir. B-actin yikleme kontroli
olarak kullaniimistir. A. Gebelik 18. giin B. Laktasyon 3. giin C. Her iki grup icin nispi fosforilasyon seviyeleri gosterilmektedir.
Dansitometrik calismada STAT3 nispi fosforilasyon seviyelerinde fark istatistiksel olarak anlamlidir. *=p<0,05 (Student’s t-test).

Her bir grup icin n=4.
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Sekil 9. STAT 3 aktivasyonundan sorumlu oldugu bilinen IL-6 ve LIF ifadeleri (sol laktasyon 3. glin) ve sagda gebelik 18. gtinde yiiksek
LIF ifade seviyesi. Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak dlizenlenmistir (¢izgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=5.

yon belirteclerinin ifade seviyelerindeki degisimden dolayi
mi oldugunun belirlenmesi gerekmekteydi. Bircok ¢alismada
IL-6 ve LIF sitokinlerinin STAT3'U aktive ettigi gosterilmistir
(7,19,20,21). Bu sayede ET-1 yiiksek ifadesi ile alakali bir ipu-
cu bulunabilecegi 6ngorilerek IL-6 ve LIF sitokinlerinin kar-
silastirmali gen ifade analizleri 6nce laktasyonun 3. glininde
test edilmistir. LIF geninin normalden 2,5 kat daha fazla sen-
tezlendigi tespit edilince, ayni calisma gebeligin 18. glini
icin tekrarlanmistir. Her iki farkli fizyolojik durumda da ET-1
transgenik farelerde LIF geni normalin Ustlinde bir ifade gds-
termektedir (Sekil 9).

TARTISMA

ET-1 transgenik fareler laktasyonel yetmezlik olarak adlandiri-
lan bir fenotip gelistirmistir. Bu hasar fareler dogum yaptiktan
hemen sonra ortaya ¢ikmistir. Dogumu takiben bircok 6li yav-
ru fare tespit edilmis ve makroskopik olarak transgenik yavrula-

rin karinlarinda siit olmadigi gézlenmistir. Bu durum laktasyo-
nel hasarin ilk belirtisi olmustur.

Bu calismada 6ncelikle endotelin sisteminin meme bezlerinde
aktif oldugunun tespit edilmesi hedeflenmistir. Sekil 1'de agik-
¢a goruldugu gibi endojen ET-1 ifadesi 8. hafta ergen farelerde
gozlenirken transgen ET-1 ifadesi sadece gebelik ve laktas-
yon donemlerinde ortaya ¢ikmistir. Endojen ET-1 ile transgen
ET-1 arasindaki bu fark genomik ET-1 klonunda bazi promotér
bolgelerin eksik oldugu ydniinde yorumlanabilir. involusyon
periyodunda da herhangi bir ET-1 sentezi tespit edilemedigin-
den dolayi calismamiz sadece gebelik ve laktasyon dénemleri
ile sinirlandiriimistir. Ayrica RT-PCR analizleri bu iki fizyolojik
donemdeki transgenik fareler icin toplam (fare ve insan) ET-1
ifadesinin kontrol grubu farelere goére yaklasik 6 kat arttigini
goOstermektedir. Bu durum bize yiiksek ET-1 ifadesinin meme
bezi lizerine etkilerini analiz etmemize olanak veren bir model
olusturmustur.
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Transgenik farelerde laktasyonel yetmezlik olarak ortaya ¢ikan
fenomeni teyit etmek lizere transgenik farelere kontrol grubu
yavru fareler foster edilerek kontrol grubu ile esit miktarda yavru
fare emzirme imkani saglanmistir. Sekil 2'de yeni dogandan lak-
tasyon sonuna kadar yavru farelerin bllyiimeleri gézlemlenmis-
tir. Baslangicta agirlik farki gézlenmemesine ragmen laktasyon
sonuna kadar transgen farelerden beslenen yavrular istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha dustik blytime gdstermislerdir.
Ayrica yetiskinlige erisen farelerin agirliklarinda istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gézlenmediginden dolayi genotipsel farkin
burada ayirt edici bir faktor olmadigi da gosterilmistir.

Laktasyonel hasar normal sartlarda olusmaz. Histolojik degi-
simler, metabolik veya sekresyon yollarindaki hasarlar sonucu
veya belli genlerin degisen regulasyonlari ile olusur. Bu hasar-
lar stit proteinlerinin transport mekanizmalarinin, tight juncti-
on fonksiyonlarinin, lipid metabolizmasinin veya ilgili genlerin
aktivasyonu sonucu hiicresel 6lim ile gerceklesir.

Sekil 3'te de anlasilacagi gibi transgenik farelerde sekresyon
hasari gérilmektedir. Bu durum ilk siitte yer alan ve emzirme
ile alveolar gelismeye sebep olan CLD’lerin alveollerin icinde
sikisik kalmasi ile ortaya ¢cikmaktadir (22).

Sekresyonun baglamasi ile st proteinlerinin ifadesi de artar
(14). Sekil 4'te yliksek ET-1 ifadesinin WAP sut proteini ifadesini
hem gebelikte hem de laktasyon periyodunda kuvvetli bir sekil-
de baskiladigi tespit edilmistir. Bu durumu teyit etmek icin lak-
tasyon veya gebelik fizyolojisini taklit edecek bir hiicre kiltdra
bulunmamaktadir. Ancak WAP knockout fare modellerinde de
laktasyonel hasar oldugu Tripplett ve arkadaslari tarafindan be-
lirtilmistir (23). Ote yandan beta kazein ifadesi gebelikte normal
bir seviyedeyken laktasyonda diisis gostermistir. Bu disus sek-
resyonel hasara bagli bir gelisme olarak yorumlanabilir. STAT5,
WAP ve beta kazein ifadelerinde kritik bir role sahip olmasina
ragmen (24) transgenik farelerde STAT5 aktivasyonunda her-
hangi bir degisime rastlanmamistir (Sekil 6). Bu durum ET-1'in
STAT5'ten bagimsiz bir sekilde WAP ifadesine etki ettigini gos-
terir. Ayrica STAT5 aktivasyonuna ragmen beta kazeinin ifadesi-
nin diismesi bu iki protein icin de STAT5 aktivasyonundan farkli
bir mekanizma ile regiile oldugunu ortaya koymaktadir.

Laktasyon sirasinda glukozun kandan alveoliye tasinmasi ve
oradan laktoza donUstlrillp site aktariimasi cok 6zel bir sU-
rectir. Bu suirecteki hasarlar sekresyon hasari olarak ortaya cikar.
Bu baglamda GLUT-1 en ¢ok calisiimis glukoz trasport proteini-
dir (22). Benzer bir sekilde Claudin-8 proteini tight junctionlarin
kompozisyonlarinin diizenlenmesinde ve gen regiilasyonunda
gorev alir (25). Her iki protein icin transgenik farelerde anlaml
bir fark bulunmamistir. SREBF-1 yag asitleri ve kolesterol biyo-
sentezi icin kritik bir regulator proteindir (19,22). Sekil 5'de g6-
rildugl gibi SREBF-1 ifadesi laktasyonda 9 kat artis gdstermis-
tir. Ancak ayni artis gebelikte goriilmedigi icin bu artis yliksek
ET-1 ifadesi ile iliskilendirilememektedir. Ote yandan AKT akti-
vitesi 6zellikle SREBF-1 gen ifadesini regiilasyonunu saglayarak
lipid metabolizmasini kontrol eden dnemli bir proteindir (19).
AKT'nin 6zellikle gebelik ve laktasyon donemlerinde regtilasyo-
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nunun arttigi bilinmektedir (26). Sekil 7'de transgenik fareler-
de AKT aktivasyonu bakimindan kontrol grubuna gore bir fark
bulunmamaktadir. Bu baglamda SERBF-1 in 9 kat artisinin se-
bebi salgilanamayan CLD’lerden kaynaklaniyor olabilir. Ancak
ilging olarak AKT protein ifade seviyesi laktasyon periyodunda
anlamli bir disus sergilemektedir (Sekil 7D). Bu durum erken
involusyonun bir habercisidir.

involusyon daha énce de bahsettigimiz gibi meme bezinin
laktasyon periyodundan laktasyon olmayan periyoda gegisidir.
Meme bezlerinde involusyon iki fazda gerceklesir. ilk faz geri
donlisiimltdir ve lokal faktorlerin birikimi ile karakterize edilir
(27).

Transgenik farelerde histolojik olarak fokal erken involusyon
tespit edilmistir. Pro-apoptotik faktorlerin ifadesi her ne kadar
artis gosterse de stit emme devam ettigi icin bu durum geri d6-
niisimlu olarak bir stire devam eder. St emmenin bitmesi ya
da sit ttkanmasi ile hizh bir sekilde involusyon sirecinin ikinci
ve geri donuisimi olmayan fazina gecilir. Bu stireci meme be-
zinde kontrol eden baslica protein STAT3'tlr. Sekil 8'de trans-
genik farelerde STAT3 aktivasyonu laktasyon sirasinda tespit
edilmistir. Bu transgenik farelerin erken involusyona gectigini
dogrulamaktadir.

STAT3'Un en temel aktivatorlerinden biri olarak bilinen LIF pro-
teini ifadesinin gebelik ve laktasyon doneminde nerdeyse tespit
edilemeyecek seviyelerde sentezlendigi bilinmektedir (28). ET-1
transgenik farelerde LIF proteini ifadesi gebelik ve laktasyon do-
nemlerinde anlamli bir sekilde artis géstermektedir (Sekil 9). Ote
yandan IL-6'nin ifadesinde herhangi bir degisim saptanmamistir.
Bu durum ET-1'in LIF ifadesi Gizerinde etkisi oldugunu goster-
mektedir. Belki de bu nedenle fenotip olarak diger transgenik
modellere gore ET-1 transgenik model daha agir bir laktasyonel
hasar gostermektedir. Bu bulgu ET-1 ile LIF arasindaki etkilesimin
in vitro analizlerinin yapilmasinin ve bu molekiiler mekanizma
hakkinda daha ayrintili calisma yapilmasinin éniinii agmaktadir.
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Son yillarda endokrin bozucu kimyasallar (EBK) olarak adlandirilan
ve insan yapimi olan bilesikler bilim diinyasinda dikkatleri Gizerine
cekmektedir. Bu kimyasallar endokrin sistemin gelisimini ve fonk-
siyonunu degistirebilmekte, hormonlarin baglanma, tasinma, tre-
tim ve vicuttan uzaklastiriimalari Gzerine etki etmektedir. Su ana
kadar yapilan bilimsel ¢alismalarin cogu EBK'larin kanserojen etki-
lerine, baliklarin ve memelilerin Greme sistemlerine olan etkilerine
odaklanmistir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi'na
(EPA) gore hormon taklit edebilme 6zelligi olan EBK'lar, homeos-
tazin devamindan ve gelisim ile ilgili stireclerin regiilasyonundan
sorumlu olan hormonlarin tretimine, salgilanmasina, tasinmasina,
baglanmasina, metabolizmasina ya da eliminasyonuna midaha-
le edebilen dissal ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla bu
eksojen kimyasallardan en fazla endokrin sistem etkilenmektedir.
Endokrin bozucular, hiicrenin yag dokusunda depolanabilirler. Bu
sebeple EBK'larin ¢evre ve toplum saglhgi tizerindeki etkilerini mi-
nimuma indirmek adina siki 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.
insanlar ve hayvanlar EBK'lara giinliik hayatta pek cok yol ile maruz
kalabilmektedir. insanlarin maruz kaldigi yollardan biri de tekstil
Urtinlerinde bulunan EBK'lardir.

EBK'larin saglik Gzerindeki olumsuz etkileri literatirdeki bircok
arastirmada gozler 6niine serilmistir. Bilim ve teknolojinin bu ka-
dar hizli ilerledigi bir cagda bugline kadar varligi tespit edilen ve
heniiz tespit edilmemis olan bu kimyasallarla kontamine olmamak
imkansiz gibi gériinmektedir.

Bu derlemede en yaygin EBK'lardan bisfenol A ve fitalatlarin etkileri
hakkinda bilgi verildikten sonra tekstil triinlerinde belirlenen bis-
fenol A ve fitalatlardan bahsedilecektir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucu kimyasallar, bisfenol A, fita-
lat, tekstil sanayi

ABSTRACT

In recent years, man-made compounds referred to as endocrine
disrupting chemicals (EDC) have attracted the attention of the sci-
entific world. These chemicals can change the development and
function of the endocrine system, and affect the binding, trans-
port, production, and removal of hormones from the body. Most
of the studies conducted so far have focused on the carcinogen-
ic effects of EDCs and their effects on the reproductive system of
fish and mammals. According to the US Environmental Protection
Agency (EPA), EDCs with the ability to mimic hormones are defined
as exogenous agents that can interfere with the production, secre-
tion, transport, binding, metabolism, or elimination of hormones
in the body responsible for the maintenance of homeostasis and
regulation of developmental processes. Therefore, the endocrine
system is mostly affected by these exogenous chemicals. Endo-
crine disruptors can be stored in adipose tissues. For this reason, it
is essential to make strict rules to minimize the effects of EDCs on
the environment and public health. Humans and animals can be
exposed to EDCs in many ways in daily life.

The negative effects of EDCs on health have been revealed in many
studies in literature. In a global world where science and technol-
ogy are advancing so rapidly, it seems nearly impossible not to be
contaminated with these chemicals.

In this review, after giving information about the effects of bisphe-
nol A and phthalates, the most common EDCs bisphenol A and
phthalates used in textile products will be mentioned.

Keywords: Endocrine disrupting chemicals, bisphenol A, phthal-
ates, textile industry
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Endokrin Bozucu Kimyasallar ve Siniflandinimalar

Endokrin bozucular hem dogal olarak bazi canlilar tarafindan
sentez edilebilirken hem de endustriyel faaliyetler neticesin-
de sentetik olarak Uretilebilirler. Dogal endokrin bozucularin
sentetik olanlara gore yari dmurleri cok daha kisa olmakta, ko-
laylikla yikilabilmekte, viicuttan hizh bir sekilde atilabilmekte
ve dokularda daha diisiik konsantrasyonda birikebilmektedir-
ler. Bu nedenle dogal endokrin bozucularin ciddi yan etkileri
go6zlenmemistir (5). Bu kategoriye giren endokrin bozucular
fitodstrojenler olarak tanimlanir. Fitodstrojenler dogal hormon
yapisinda olup, depolanma 6zellikleri yoktur. Dogal endokrin
bozuculara 6rnek olarak kumestrol ve genistein verilebilir. Her
iki fitoostrojen ozellikle Gizim, sogan, brokoli, kirmizi sarap,
domates, elma ve soya fasllyesi gibi besinlerde bol miktarda
bulunur (6,7).

Sentetik endokrin bozuculara ise 6rnek olarak fitalatlar, bisfe-
nol A (BFA), poliklorlu bifeniller (PCB), dioksinler, vinklozolin,
dietilstilbestrol, diklorodifeniltrikloroetan (DDT) gibi mole-
killer verilebilir. Bu sentetik kimyasallar, tarim ilaglari, temizlik
arlinleri, boya, plastik ve ¢oziiculer gibi endUstriyel kimyasal-
larin icinde bulunmakla birlikte, yagda ¢6ziinebilme 6zellikle-
rinden dolayi canlilarda yag dokusunda depolanabilmekte ve
dogal endokrin bozuculara goére viicutta daha uzun sireli ka-
labilmektedirler. Bu nedenle organizmaya zarar verme potansi-
yelleri dogal endokrin bozuculara gore daha fazladir. Eger sen-
tetik kimyasallara maruziyet fetal donemde gerceklesirse, ciddi
saglik sorunlariyla karsi karsiya kalinabilmektedir (7,8).

Endokrin Bozucu Kimyasallarin Etki Mekanizmalan

Endokrin bozucular etkilerini farkli mekanizmalar (izerinden
gOsterir. Pek cok endokrin bozucu kimyasal (EBK) steroid, amino
asit ve peptit/protein yapidaki hormonlarin reseptér dénisi-
mUni (turnover) modifiye ederek, endojen hormon konsantras-
yonunu etkileyerek veya sinyal mekanizmalarini bozarak islev
gorir (9). Bazi endokrin bozucular ise etkilerini direkt olarak
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genler Gizerinden gerceklestirir. Bunun yani sira 0strojen tiirevle-
ri DNA hasari yapabilmekte, cesitli hiicre tiplerinde malign fark-
lllasmaya sebep olabilmektedir (10). Endokrin bozucular gen
ekspresyonunda kalici etkilere de yol agabilir. Buna gore, fitalat-
lar tarafindan hayatin erken donemlerinde genlerde meydana
gelen metilasyon reaksiyonlarinin hayatin ileri dénemlerinde
canli saghgini olumsuz yonde etkileyecegi ve bu olumsuzlukla-
rin genetik gecisli olabilecegi dustintilmektedir (10).

Cogu endokrin bozucu, Greme ile ilgili olan yan etkilerini &stro-
jen ve androjen reseptorlerine baglanarak gerceklestirir. Bu et-
kiyi post-transkripsiyonel ya da transkripsiyonel mekanizmalari
stimile ya da inhibe etme yolu ile yapar. Membran (izerinde lo-
kalize olan niikleer olmayan steroid hormon reseptdrleri (memb-
ran Uzerindeki Ostrojen reseptorleri), niikleer hormon reseptor-
leri (tiroid, Gstrojen reseptorleri, androjen reseptorleri, retinoid
reseptorler, progesteron reseptorleri) ve nonsteroid reseptorler
(serotonin, dopamin, norepinefrin reseptorleri) ligandlarini bag-
ladiktan sonra iyon kanallari, ikinci mesajcilar ve sinyal iletim
mekanizmalari Gizerinden etkilerini gosterir (7,10). Ornegin hem
BFA'nin hem de fitalatlarin epitel-mezenkimal tranzisyona neden
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte bu kimyasallar genlerin
ifadesini artirarak ve/veya azaltarak sinyal iletiminin reglasyo-
nunda da rol oynamaktadirlar (11,12). Endokrin bozucular bu
mekanizmalar Gzerinden beyin, hipofiz, uterus, meme bezi ve
prostat bezi hlicrelerinde etkilerini gosterirler (10).

EBK'lar ayrica hormonlari taklit edebilirler, steroid hormonlar
ve peptit yapidaki hormonlarin etkilerini azaltabilir, olmasi ge-
rekenden daha yiksek konsantrasyonda peptit/protein ya da
steroid hormon sentezine neden olabilirler. Ayrica hormonlarin
tasinmasina ve yikim mekanizmasi tizerine etki edebilir ve hor-
mon-reseptdr etkilesimi sonrasi sinyal iletimini bozabilirler. Bu
etkilerin biri veya birkag tanesi bir arada da gerceklesebilirler
(13-15). EBK'larin etki mekanizmalari Sekil 1'de 6zetlenmistir.

Endokrin bozucular enzimatik yolaklar tizerine de etki edebilir-
ler. Bu kimyasallar, steroid biyosentezindeki enzimatik yolakla-

/

Dogal hormon
reseptore baglanmig

/

Hormon taklidi Bloklama
EBK EBK
e® ©q ® e
. D S D
Dogal D D e ; D D
hormon Dogal ® ®
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X
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K

Sekil 1. Endokrin bozucu kimyasallarin etki mekanizmalari. Soldaki hiicrede EBK hormonlari taklit ederek hormon reseptériine
baglanir ve hiicrede sinyal iletimi baslamis olur. Hormon reseptorleri hiicre lzerinde ya da ¢ekirdek membraninda olabilir.
Sagdaki hicrede ise dogal hormon reseptdriine baglanamaz. Hormon reseptoriine bir EBK baglanmistir.
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r, cinsel davranislari ve endokrin sistemi harekete geciren bazi
mekanizmalari bozabilir, steroidogenezdeki enzimlerin ve 6st-
rojenlerin metabolik faaliyetlerini inhibe edilebilirler. Ornegin,
bazi PCB metabolitleri siilfotransferazlar inhibe ederek dola-
simdaki Ostradiol seviyesinin artisina neden olabilirler (16-18).

Endokrin bozucularin viicudun farkli bélimleri Gizerindeki et-
kileri karmasik olmakla birlikte bu etkiler canhlarin yasadiklari
bdlgeye, mevsime, beslenme aliskanliklarina, yas ve genetik
farkliliklara bagli olarak degisebilir. Fitoostrojenler, vicutlarin-
da distik konsantrasyonda 6strojen bulunan ¢ocuk ve erigkin
erkeklerde belirgin Ostrojenik etkiye neden olurken, yiliksek
konsantrasyonda dstrojen bulunduran ergin disilerde, kandaki
ostrojen ile yarisarak etkisini azaltabilirler (7,19).

Endokrin Bozucularin Saghk Uzerine Etkileri

Hormonlar, salgi bezleri tarafindan Uretilerek kana salinan ve
ozel hedef hiicrelere etki eden bilesiklerdir. Endokrin sistem,
hormonlar aracihgi ile, canlilarin gesitli metabolik fonksiyon-
larini, hicredeki kimyasal tepkimelerin hizini, hiicre membra-
nindan madde tasinmasini, hiicrelerin farklilasma, gelisme ve
sekresyon yapma fonksiyonlarini kontrol edip ayni zamanda
hormon salgilayan 6zel dokulara ait hiicrelerdeki tepkimeleri
cevresel uyaranlara gore regiile eder. Endokrin sistem beyinde
hipofiz, hipotalamus ve endokrin bezlerden ibarettir. Bu sistem
cesitli gorevleri yerine getiren farkli hormonlari hassas oran-
da belirlenmis diizeylerde Uretir ve kana salgilar (20). Viicutta
hormonal sistemin etkileri bazen saniyeler, ginler, haftalar,
bazen de yillarca devam edebilir. Hormonlarin salinmasi esna-
sinda konsantrasyon bazinda meydana gelen dramatik azalis
ve artislar endokrin sistemde bozukluklara neden olabilir. Eger
hormon yeterli seviyede salgilanamiyorsa bu hormona ait fiz-
yolojik etkiler az ya da hi¢ gézlenemezken aksi durumlarda
etki asir olabilir (20,21). Hormona 6zgl hedef hiicreler hiicre
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membraninda bulunan protein yapidaki spesifik reseptore, ilgi-
li hormonun baglanmasini saglar. Hormon-reseptor etkilesimi,
hedef hiicrenin aktivitesinin veya islevinin degismesini sagla-
yacak olan bir dizi kimyasal tepkimeyi baslatir (22).

Endokrin bozucular viicuda yiyecek, icecek, solunum ve deri
yoluyla alinabilmekle birlikte (10) metabolitleri de 6zellikle
hayvan ve insan hayatini olumsuz yénde etkileyerek fizyolojik
degisikliklere neden olabilmektedir (23,24).

Endokrin bozucularin canlilar Gizerindeki olumsuz etkileri ge-
nellikle tiroid fonksiyonlari ve tireme sistemi tizerinde meyda-
na gelir (25,26). Sentetik ve dogal endokrin bozucular hayatin
pek ¢ok alaninda kullanilmaktadir. Bu kimyasallar hormonlarin
Uretiminden etkilerinin ortaya ¢ikisi ve metabolitlerinin viicut-
tan atihmina kadar her asamada etkilerini gésterebilmektedir.
Glindelik hayatimizda, tarimda ve endistride kullanilan pek
cok madde EBK icerir (27). Bu kimyasallar yumurtalik ve testis
gelisimini saglayan endokrin bezlerden, diside Greme fonksi-
yonlarindan, uterus gelisimine kadar hemen her asamada etki-
lerini géstererek fizyolojik degisikliklere neden olurlar. Ozellikle
fetal donemde bu kimyasallara maruz kalinmasi, Greme or-
ganlarinda geri dontsuimi olmayan ciddi kusur ve hastaliklara
sebep olabilir (28). Benzer olarak, neonatal donem, canlilarin
endokrin bozuculara karsi en savunmasiz kaldigi dénemdir.
Ornegin, neonatal dénemde androjenik ilac verilen sicanlarin
testis agirhklarinda degisikliklerin oldugu bildirilmistir (29).
Bununla birlikte testislerde kanser riskinin arttigi, sperm sayi-
larinin azaldigini gosteren calismalar da bulunmaktadir (30).
Antiandrojenik ve 6strojenik endokrin bozucular diside rahim
ile meme kanseri gelisiminde, erkekte ise prostat ve testis kan-
seri olusumunda bir risk faktorl olarak degerlendirilmektedir
(31,32). EBK'lara gelisim donemlerinde maruziyete baglh olarak
deney hayvanlari ve insan calismalarinda ortaya cikan hastalik-
lar Tablo 1'de verilmistir (33).

Tablo 1. EBK'lara gelisim dénemlerinde maruz kalmis olan deney hayvanlari ve insan calismalarinda ortaya cikan hastaliklar.
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Endokrin Bozucu Kimyasallarin Giinliik Hayati-
mizdaki Yeri

Glinimizde EBK'lara dogada artik hemen her yerde rastlana-
bilmektedir. Endokrin bozucular gilinlik yasamimizda kullan-
digimiz plastik siseler, plastik torbalar, metal yiyecek ve icecek
kutulari, deterjanlar, oyuncaklar, yiyecekler ve kozmetik riinle-
rinde bulunmaktadir. Bununla birlikte sanayi site atiklari, evsel
ve hastane kaynakli atiklar da bu kimyasallardan zengindir. Bu
bolgelerden kaynaklanan atik sular, ileri biyolojik atik su aritma
tesislerinde cesitli kademelerden gectikten sonra bakterilerce
biyolojik aritilmaya tabi tutularak ya dogal ortama verilmekte ya
da 6zel havuzlarda toplanarak yeniden kullanima hazir hale geti-
rilmektedir. Eger atik sular etkin bir sekilde aritiimaz ise endokrin
bozucularin akarsu, deniz, goller ve toprak araciligi ile insan, bitki
ve hayvanlarla temasi kaginilmaz olur. Bu konuyla ilgili literattir-
de pek cok calisma bulunmaktadir (34-36).

ingiltere'de cesitli bolgelerdeki atik su aritma tesislerinin cikis
sularinda 17B-6stradiol, dstron ve sentetik 6strojen tirevi olan
17a-etinilostradiol tespit edilmistir. Bununla birlikte atik sularin
desarj edildigi gol ve nehirlerde yasayan cesitli deniz canlilari ve
baliklarin Greme sistemlerinde bozukluklar rapor edilmistir (37).
Ostrojenlerin baliklarda farklilasma ve biiyiime siireclerinde, cin-
siyet belirlenmesinde; insanlarda ise icme suyuna karisan endok-
rin bozucularin sperm yogunlugu, sperm sayisi ve hareketliligi-
nin azalmasi, erkekte jinekomasti gibi etkilerinin oldugu ortaya
konmustur. Bununla baglantili olarak Almanya, Kanada, ingiltere,
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isvec ve Tiirkiye'deki calismalarda ila¢ bilesimlerindeki éstrojen
ve metabolitlerinin kanalizasyon sularinin karistigi akarsu ve ne-
hirlerde bol miktarlarda tespit edildigi rapor edilmistir (35,38-40).

Endokrin Bozucu Kimyasallarin Tekstil Endiistri-
sinde Kullanimi

Bisfenol A

Bisfenol A, ilk olarak 1891 yilinda kesfedilmistir. Endokrin etkileri
ise 1930'lardan beri bilinmektedir. BFA, endustriyel alanda pek
cok tiiketici Griinlerinin imalatinda kullanilan endokrin bozucu
ozellikteki plastizer bir maddedir. Plastiklerdeki polimerizasyon
tepkimelerinde yer alir. Oyuncaklarda, kozmetik Urlinlerde,
ilaclarda, biberonlarda, yiyecek ve icecek kaplarinda, konserve
kutu i¢ yuzeylerinde ve dis dolgu malzemelerinde kullanilan
BFA'nin insan sagligina olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmistir.
BFA'nin pH, sicaklik gibi bazi etmenler sonucu plastik kaplarin i¢
ylizeyindeki polimerlerden kap icinde bulunan sivi ortama goc¢
edebildigi gosterilmistir (41,42). Ozellikle son 10 yilda diinya
genelinde kiz cocuklarinin ergenlige giris yasinin 6ne kaydigi-
nin ve artan meme kanseri vakalarinin ortaya konmasi ile bera-
ber 6strojenik etkisi kanitlanmis bir cevresel endokrin bozucu
olan BFA'nin her gecen giin nemi daha da artmaktadir (43-46).
Bununla birlikte BFA'nin 6strojen benzeri etki gosterebildidi,
beyinde cinsel farklilasmadan sorumlu bélgede deformasyona
sebep olabilecedi ileri stirilmus ve 6grenme ile ilgili defektlere
neden oldugu ortaya konmustur (47). BFA maruziyetinin etkile-
ri Sekil 2'de 6zetlenmistir.

Sinir sistemi

Dikkat eksikligi
L

Hafiza ve 6grenmede bozukluk

Hiperaktivite bozuklugu

ardlyovaskuler
Ateroskleroz ve
koroner arter
hastalig,
hipertansiyon

immiinolojik
Bagisiklik baskilama,
Otoimmun hastaliklar

Endokrin
Cinsel organ anomalisi,

sendrom

Py Meme kanseri, endometriyal kanser,
testis ve prostat kanseri, polikistik
over sendromu, spermatogenezde
bozukluk, otoimmin tiroidit, tiroit
kanseri, Tip-2 diyabet, metabolik

AT

-

Sekil 2. BFA'nIn sinir sistemi, imm{n sistem, endokrin sistem ve kardiyovaskiiler sistem tzerinde etkileri.
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insan viicuduna oral yolla alindiktan sonra BFA, biiytik oran-
da karaciger ve bagdirsakta ¢oziinebilir metaboliti olan bisfenol
A-glukronide donstirdlar. Sonrasinda ise bisfenol A-glukronid
yaklasik 6 saat kadar sonra renal yolla atilir (48). BFA maruziyetinin
tek yolu oral yol olmamakta, inhalasyon ve deri yoluyla da viicuda
giris yapabilmektedir. BFA maruziyeti cogunlukla kronik dénem-
de ve diisiik dozla gerceklesir. Ozellikle son yillarda insanoglu geri
dondsiime tabi tutulmus plastik siselerde, cidar epoksi recine ile
kaplanmis teneke kaplarda ve polikarbonat materyalden yapil-
mis kutularin icine BFA'nin gecis yaptigi icecek ve yiyecekleri ti-
keterek bu endokrin bozuculara maruz kalmaktadir (49,50).

Bunun yani sira BFA sentetik Uretilen ksenodstrojenler icinde
onemli bir yer teskil eden, insan yapimi ve yillik Gretimi neredey-
se 3.8 milyon tonu gegen bir kimyasaldir (51). Yapilan deneysel
arastirmalar BFA'nin 6strojen reseptoriine baglanip dstrojeni taklit
ettigini ortaya koymustur (52). In vitro modellerde BFA'nin kromo-
zom sayllarinda degisikliklere, niikleik asitlerde serbest radikal ha-
sarina ve mutajenik etkilere sebebiyet verdigi bildiriimistir. BFA'nin
DNAYya verdigi hasar canli turlerinde kisirliga, dogumsal anomali-
lere ve distiklere neden olur. Nitekim bir deneysel modelde icme
sularina BFA katilan sicanlarda meme dokularindan ekstrakte edi-
len hiicrelerin DNA molekdillerinde ve protein yapilarinda serbest
radikal kaynakli protein hasari oldugu bildirilmistir (53).

BFA viicutta etkilerini ¢esitli sekillerde gosterir. Bunlar BFA'nin
hem niikleer Ostrojen reseptoriine hem de membran dstrojen
reseptdriine baglanmasi ve genomik olmayan yolaklara en-
tegrasyonuyla meydana gelir. BFA'nin bu etkileri meme bezi,
yumurtalik, beyin gibi dstrojenin hedef organlarinda fizyolojik
birtakim degisikliklere sebep olur. Literattirde BFA'nin oksidatif
hasara da neden oldugu bildiriimektedir. Bu etkiyi mitokondri
elektron transport sisteminin ¢alismasini bozarak ve antioksi-
dan enzimleri inaktive ederek gerceklestirir (54,55).

BFA'nin saglk lzerine olumsuz pek cok etkisi sebebiyle kulla-
nimina kisitlamalar ve yasaklar getirilmesi saglk otoriteleri ve
bilim diinyasi tarafindan yillardan beri giindem konusu olmaya
devam etmektedir. Amerikan Ulusal Toksikoloji Programi (NTP)
2008 yilinda hazirladigi raporda fetis, cocuk ve yetiskin birey-
lerdeki BFA maruziyetinin tGreme, sinir sistemi ve davranis lize-
rine etkilerine dair endiselerini kamuoyuyla paylagmis, 2010'da
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) de NTP gibi durumun éne-
mine dikkatleri cekmistir. Yapilan bu agiklamalardan sonra Ka-
nada Hukimeti yetkilileri BFA iceren bebek biberonlarinin itha-
latina ve satisina yasak getirdigini aciklamis, Avrupa Komisyonu
da 2011 yilinda polikarbonat ihtiva eden sise tretiminde BFA
kullanimini sinirlandirmistir (56,57). Daha sonra FDA Amerikan
Kimya Birliginin taleplerine cevap olarak BFA ihtiva eden bibe-
ronlarin kullaniimasini 2012 yilinda kesin olarak yasaklamistir.
FDA, yapisinda BFA ihtiva eden recinelerin kutu ici icecek kap-
lamalarda kullanilmasini ise 2013'de aldigi kararla yasaklamistir
(58). Turkiye'de Avrupa Komisyonunun beslenme siseleri Ureti-
mindeki BFA kullanimini ciddi bir sekilde sinirlandirma karariy-
la kosut olarak Tarim Koy Isleri Bakanlig'nca 2011 yili Haziran
ayinda BFA ihtiva eden biberonlar ve benzeri beslenme gereg-
leri piyasadan geri cektirilip toplatilmistir (59).
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Pek cok bilimsel kurulus insan saghgi acisindan tehlikeli bir mole-
kil olan BFA'nin toksisitesiyle ilgili cesitli degerlendirmelerde bu-
lunmustur. Bu kuruluglardan biri olan Avrupa Gida Glivenligi Oto-
ritesi (EFSA), cesitli platformlarda 2006 yilindan beri diizenli olarak
BFA hakkinda bilimsel gorislerini agiklamaktadir. Bu kurulug 2015
yilinda diizenledigi panelde BFA'nin diyetle, ev tozu ile, termal
kagittan ve kozmetiklerden giinde 4 pg/kg'lik miktara kadar vi-
cuda alimini“tolere edilebilir deger” (t-TDI) olarak deklare etmistir.
Ancak bu degerin viicuda alim ile ilgili sabit bir deger olmamasi
gerektigi de ileri strlilmektedir. Bunun nedeni BFA'nin yukarida
belirttigimiz kaynaklarinin yani sira farkl kaynaklarinin da olabile-
cegidir. Son yillarda yapilan ¢alismalara gére bu kaynaklardan biri
tekstil sanayidir. Ne yazik ki glinimuzde tekstil sanayisinde BFA
kullanimina iliskin dogrudan bir kisitlama yoktur. Ulkemizde bu
dogrudan kisitlama hentiz yokken Avrupa Birligi tlkeleri “Ecola-
bel 66/10” denetimi altindadir. Bunun nedeni, BFA'nin "Cok Yuk-
sek Onem Arz Eden Maddeler (SVHC)" listesine dahil edilmesine
karsin, Avrupa Birligi Cevre Etiketi yalnizca agirlikca %0,1'den fazla
SVHC icermeyen tekstil Grlinlerine verilmektedir (60).

Gectigimiz birkac yila kadar BFA'nin sadece polikarbonat, epok-
si recineler ve termal kagitlarda bulundugu duasiintlmekteydi.
Bu nedenle BFA'nIn tekstil sanayindeki maruziyet senaryolari
veya toksisitesi ile ilgili yapilan degerlendirmeler hi¢cbir zaman
bir tehlike unsuru olarak goriilmedi (61). Ancak son yillarda,
tekstil sanayinde bazi Urlinlerde BFA'nin varlidi tespit edilmis
ve beraberinde de bazi maruziyet calismalar yapilmaya bas-
lanmistir. 2017 ve 2018 yillarinda Avrupa Birligi disindaki cesitli
Ulkelerden alinan kumas 6rnekleri Gzerinde yapilan arastirma-
larda bazi bebek coraplarinda ve kadin kiilotlu coraplarinda
BFA'nIn tespit edildigi bildirilmistir. Ayrica son zamanlarda (Ni-
san 2019) Avrupa pazarlarindan alinan bebek ve kiiciik ¢cocuk
corap orneklerinde BFA'nin varligi ve endokrin bozucu aktivite-
si gosterilmistir (62-64).

Bu veriler giyim egsyalarinin ciltle dogrudan ve uzun sureli te-
mas halinde olmasi nedeniyle endise vericidir. Bu endise, tekstil
Urlinlerinde tespit edilen, bunlarin deri ile temas yoluyla viicu-
da alinmasi sonucu idrarda da goriilen, sadece Ostrojenik ve
anti-androjenik etkileri nedeniyle degil, ayni zamanda bebek
ve kiclik cocuklarin genellikle corap ve kiyafetlerini agizlarina
sokmalari ve emmeleri suretiyle bu EBK'lari blinyelerine alma-
lari ile de ilgilidir. Benzer sekilde, hamile kadinlarin da bu kim-
yasallara maruz kalma ihtimali, fetiis tizerindeki olasi potansiyel
etkileri nedeniyle de endise verici boyutlardadir (65).

Dolayisiyla bebekler, kiictik cocuklar ve hamile kadinlarin kul-
landigi tekstil Grlnlerindeki BFA'nin zararl etkilerinin bertaraf
edilmesini saglamaya yonelik kisitli yasa ve yonetmelikler, bu
kimyasallarin neden olabilecegi saglik ve cevre problemleri ile
ilgili yaptirimlarin ortaya konulmasinda birtakim zorluklara ne-
den olacaktir (65).

Tekstil endistrisinde elyaf, iplik ve nihai kumas Gretimi asama-
sinda cesitli kimyasallar kullaniimaktadir. Seffaflik Piyasasi Aras-
tirma Firmasi tarafindan 2015 yilinda yapilan bir calisma, tekstil
kimyasi pazarinin kiiresel anlamda 21 milyar dolar olan mevcut
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ABD piyasa degerinin yillik %3,7 buylmesinin beklendigini or-
taya koymustur. Her yil tekstil kimyasi pazarinin bu boyutlarda
blytmesi canli sagligi bakimindan endise vericidir. Bununla bir-
likte tekstil endUstrisi tarafindan Gretilen nihai kumaslarin %100
dogal liflerden yapilmis olmalari durumunda bile yaklasik %27
(agirhikca) kimyasal icerdigi tahmin edilmektedir. Uretimde sen-
tetik lifler kullanilmasi durumunda ise beraberinde ytiksek mik-
tarda kimyasal kullanimi da gerceklesecektir. Bunun sonucunda
da canhlarin bu kimyasallara maruziyetleri artacaktir (66).

Kumas Uretiminde kullanilan kimyasallar tekstil yardimcilari,
tekstil kimyasallari ve apre olarak kategorize edilir. Tekstil yar-
dimcilari dogal liflerin saflastirimasinda kullanilir. Tekstil kimya-
sallari, kumas uretiminde kullanilan boyalari ve UV 1sik emicile-
rini barindiran kimyasallardir. Kumasin dogal 6zelliklerini daha
da iyilestirmek ve 6mriini uzatmak amaciyla ise tekstil apreleri
uygulanir. Bu islemde, oksidasyonun dnlenmesi ve tekstil ma-
teryalinin bozulmasinin engellenmesi adina antioksidan kat-
kilar kullanilir. BFA ve tirevleri bu antioksidanlarin ve tekstil
boyalarinin Gretiminde ara kimyasal olarak kullanilmasinin yani
sira tekstil endistrisinde isleme asamasinda da kullanilir. Orne-
gin, polyester kumaglarin tretiminde apre olarak %5 polietilen
glikol bisfenol A eter diakrilat kullanimi rapor edilmistir. Bunun-
la birlikte sentetik deri tGretiminde kullanilan plastisol polivinil
klortr (PVC) baskilar, tekstil Gretiminde 6nemli bir BFA kayna-
gidir. Benzofenoller de tekstilde glines 1sigindan kaynaklanan
oksidatif hasari dnlemek amaciyla kullanilr (67-69).

Kullanimlari oldukca yaygin olmasina ragmen, EBK'larin tekstil
Uriinlerindeki konsantrasyonlari yakin zamana kadar detayli bir
sekilde arastirilmamistir. Gunliik yasamda siklikla kullandigimiz
giysi ve yatak nevresimi gibi tekstil Grtinlerinin derinin epider-
misi ile temasi neticesinde insanlar bu kimyasallara maruz kal-
maktadir. Bununla birlikte bebekler de bazi bebek bezlerinde
bulunan endokrin bozucular yiiziinden risk altindadir (70).

Literattirde kumas ve giysilerdeki BFA diizeyleri ile ilgili fazla ca-
lisma bulunmamaktadir. Xue ve arkadaslarinin (62) ¢alismasin-
da cesitli cocuk tekstil Girinlerinde BFA konsantrasyonlari 6lcul-
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mustdr. En yuksek BFA konsantrasyonu 6-12 aylk bebekler icin
Uretilen %97 polyester malzemeden yapilmis gri renkli corap-
larda 13300 ng/g olarak tespit edilmistir. BFA dogrudan tekstil
Uretiminde kullanilmamaktadir, ancak kumas boyalari da dahil
olmak uizere tekstil Gretiminde kullanilan cesitli ara Griinler BFA
kaynag olabilir. Ornegin, polietilen glikol bisfenol A eter diakri-
lat glinlimiizde polyester kumasglarin tiretimine bir kimyasal ola-
rak katilmaktadir. Calismadaki coraplarin biyik kismi %97-98
polyester kumastan yapilmistir. Son yillarda polietilen ve poli-
karbonattan Uretilen geri donustirilmis plastik siseler, polyes-
ter fibere donustirilerek corap ve giysi tretiminde kullaniimak-
tadir. Bu nedenle, polyester iceren ¢oraplarda bulunan BFA'nin
kaynag polyester tretiminde hammadde olarak kullanilan geri
donistirilmis plastik siselerdir. Medyada tiiketim mallarinda
BFA kullanimina iliskin artan endiseler nedeniyle, bisfenol S
(BFS) kullanimi BFA icermeyen bir alternatif olarak sunulmustur.
Ancak calismalar, BFS'nin BFA'dakilere benzer genotoksisite ve
ostrojenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (68,70,71).

Fitalatlar

Plastiklere seffaflik, esneklik ve dayanikhlik kazandirmak lizere
uretilen fitalatlar “sentetik kimyasallar” grubuna girer. Dietilhek-
sil fitalat (DEHP) sanayide en fazla kullanilan fitalat tiirii olmakla
birlikte genel olarak vinil iceren Urlinlerde yumusatici ve akis-
kanlk saglayici, polimer endistrisinde de ¢oziicli olarak kulla-
nilmaktadir. Global olarak senede ortalama 3 milyon ton fitalat
islenmektedir (72,73).

Polimerlere plastiklestirici olarak ilave edilen fitalatlar, bu yapi-
lara kovalent olarak baglanamamalarindan dolayi gesitli Girtinle-
rin ylizey tabakalarindan kolaylikla go¢ edebilme yeteneginde-
dirler. Boylelikle cevresel etkenler nedeniyle havaya karisabilir
ve BFAda oldugu gibi bulunduklar kaplardaki sivilarin icine
g0¢ edebilirler. Fitalatlar, insan ve diger canlilarin sagligini bu
yollarla tehdit ederken ayni zamanda cevre kirliligine de neden
olur. Bu yollarla insanoglu istemeden ve farkinda olmadan yo-
gun bir sekilde bu kimyasallara maruz kalir (74,75). Fitalatlarin
toksik etkilerinin mekanizmasi Sekil 3'te 6zetlenmistir.

Antioksidan enzim
aktivitesini etkiler

T car
1 soD, GPX, GST, GSH

Gen ekspresyonunu
etkiler

|

1 P53, PPAR-r, RXR-r, Bax
J sOD, Bcl-2, Cenc2, Cencl, Cdk4

Sekil 3. Fitalatlar gen ekpresyonu ve antioksidan enzim aktivitesini etkileyerek toksisiteye neden olur.




136

Experimed 2021; 11(2): 130-9

Glnimuzde dogada her yerde karsimiza cikan plastik Griinler-
de bulunan fitalatlarin deri, sindirim ve solunum sistemi yoluyla
vicuda alinarak insan sagligi lizerine olan etkilerinin kapsamli
bir sekilde ortaya konmasi nem arz eden bir konudur. Once-
likle BFA Gzerine odaklanan ¢ogu arastirici son yillarda fitalat ve
fitalat esterlerinin canl saghg: tzerine olan olumsuz etkilerine
odaklanmistir. Fitalat esterlerinin yarlanma &mdiirleri kisadir.
Bu molekiller monoesterlere, glukronik konjugatlara ve ileri
oksidasyon Uriinlerine baglanabilir ve daha sonra idrarla atilir
(76). Fitalat metabolitlerinin anne siitl, amniyotik sivi, insan tu-
kiragu gibi biyolojik sivilara gecisi yapilan calismalarda goste-
rilmistir (77). Fitalatlar endokrin sisteme zarar verir ve hlicrede
reseptore baglanmak suretiyle endokrin sistem lzerinde cesitli
etkilere neden olur (78). Fitalat esterlerinin gonadlar, karaciger
ve bobrekler tizerine zararh etkileri hayvan modelleri tizerinde
yapilan arastirmalarda ortaya konmustur (79).

Fitalatlar glindelik hayatta cesitli kullanim alanlarina sahiptir.
Oyle ki bazi plastik malzemeler %40'a kadar DEHP icerebilir.
DEHP sentetik deride, suya dayanikl tekstil malzemesi imala-
tinda, ayakkabi, kablo, teflon tava, doseme, ambalaj malzeme-
si, cocuk oyuncaklari, kaucuk, aliminyum folyo ve cesitli tipteki
kimyasal ¢ozlictiide bulunur. Bununla birlikte bazi medikal mal-
zemelerde de DEHP varligi tespit edilmistir. Ayrica uzun yan
zincirlere sahip olan fitalatlar endustriyel yaglarda, sivi deterjan
Urtinlerinde, kagit imalatinda ve pestisit Gretiminde ek malze-
me olarak kullanilmaktadir (80,81). Kisa zincir iceren fitalatlar
ise makyaj malzemelerinde, kisisel bakim Urinlerinde, sabun,
parfim, boya, yapistiricilarda ve enterik kapli tabletlerde bu-
lunmaktadir (82,83).

Fitalatlar nefes alma suretiyle, oral yolla ve deri yoluyla viicuda
girebilir. Bununla birlikte diger fitalat maruziyet yollari arasinda
kan transflizyonu, diyaliz torbasi ve sonda gibi medikal malze-
melerin kullanimi bulunmaktadir (84,85). Bir diger dikkate de-
ger maruziyet yolu ise kapi ve pencere imalatinda kullanilan
PVC malzemelerdir (86). Bu sebepten dolayi cogunlukla i¢ me-
kan hava fitalat konsantrasyonu dis mekanlara gore daha yuk-
sektir. Ayrica sehirlesmenin basladigi bolgelerde acik alanlar-
daki fitalat konsantrasyonu kirsal bolgelerle karsilastirildiginda
daha yuksek olarak tespit edilmistir (87,88). Fitalat iceren kaplar-
da saklanan yiyecek ve icecekler vasitasiyla da maruziyet miim-
kiindir. Ozellikle fitalat ihtiva eden icecek ve yiyecek kaplarinin
mikrodalga firinlarda yliksek watt degerlerinde isitiimasi netice-
sinde bu maruziyet cok daha fazla gerceklesmektedir (89).

Serum fitalat konsantrasyonunun artisi ile birlikte kalp ve da-
mar hastaliklari riskinin belirgin sekilde arttigi bildirilmektedir
(90). Bebek ve kiiglik cocuklarin oyuncak ve tekstil Grinlerini
sikhikla agizlarina goétlirmeleri, viicut su yiizdelerinin fazla ol-
masi ve yliksek metabolik hiza sahip olmalari nedeniyle bu kim-
yasallardan yetiskinlere gore daha cok etkilenirler. Bu etkilen-
me hayvan calismalarinda da acik¢a ortaya konmustur. Gebe
hayvanlarda DEHP maruziyeti teratojenik ve gelisimsel defekt-
lerle sonuclanmistir (91-93). Deney hayvanlariyla yapilan calis-
malarda fitalatlarin bobrek, akciger ve karaciger gibi organlar
basta olmak Uzere Ozellikle Gireme sistemi lzerinde toksik ve
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karsinojen etki yaptigi bildirilmistir. Avrupa birligi 6ncelikli ola-
rak iki tiir fitalati (DEHP ve Dibdtil fitalat (DBP)) Greme acisindan
toksik olarak siniflandirmistir (94).

Pedersen ve Hartmann'in (95) yaptigi calismada kullanilan ku-
maslarin baskili olan butiin kisimlarinda fitalat tespit edilse de
miktarlar baski tzerindeki yerine gére 6nemli oranda degis-
mektedir. Danimarka'da bir magazadan alinan Tigger yeleginin
baskili bolimi toplamda 1,4 mg/kg fitalat icerigine sahipken,
Slovak menseili Tigger onliik numunesinin toplamda 200 mg/
kg fitalat icerdigi bulunmustur (numunenin agirhiginin %20
'sinden fazlasi). Hollanda'dan alinan Donald Duck tisért baski-
sl ise 170.036 mg/kg toplam fitalat icermektedir (numunenin
agirlikca %17'sinden fazlasi). Bu sonuglar, giysilerin PVC bazlh
plastisol baskilarla basiimis olabilecegini dustiindiirmektedir.
Belcika, Kanada, Norveg, Cin, ispanya ve ABD'den gelen giysi-
lerden alinan baski numuneleri, 42 ile 101 g/kg (agirlikca %4
- %10 arasinda ve yliksek oranda) seviyelerde fitalat icerirken,
diger 6 adet farkli baski numunesinde ise 0,1 gramdan daha
az fitalat icerigi bulunmustur. Almanya'da satin alinmis olan
PVC Winnie the Pooh yagmurlukta tespit edilen fitalat duizey-
leri ise 320 mg/kg olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarin
sonuglarina gére numunelerde bulunan kimyasallarin tiiri ve
miktarinda farkhliklarin oldugu gorilmektedir. Bu arastirmada
tespit edilen baslica fitalatlar DEHP, benzil-butil fitalat (BBP), di-
isononil fitalat (DINP) ve diheptil fitalat (DHP)'tir. ABD'den satin
alinmis giysilerde tanimlanamayan fitalatlar da tespit edilmistir.
Belcika ve Slovakya'dan alinan drnek kiyafetlerin baskili kisim-
larinin ise ¢ok yiiksek miktarlarda fitalat icerdigi bulunmustur.
Bu giysilerde muhtemelen PVC bazl plastisol baskilarin kulla-
nildigr diistintilmektedir (95).

Tekstil Griinlerinde bulunan fitalatlar, kullanicilarinin bu Griin-
leri yikamalari neticesinde dogayi tehdit eder hale gelmekte-
dir. Atik sulara karisan fitalatlar atik su aritma tesisleri veya ka-
nalizasyon yoluyla akarsu, gol ya da denizlere desarj edilerek
dogaya salinmakta, buralarda yasayan tirlerin varligini tehdit
etmekte ve cevre kirliligine neden olmaktadir (94-95).

SONUC

EBK'larin saglik Gzerindeki olumsuz etkileri literatlrdeki bircok
arastirmada gozler 6niine serilmistir. Bilim ve teknolojinin bu
kadar hizli ilerledigi bir cagda bugtine kadar varhgi tespit edi-
len ve heniiz tespit edilmemis olan bu kimyasallara maruz kal-
mamak imkansiz gibi gériinmektedir.

Endokrin bozucular hiicrenin yag dokusunda depolanabilirler.
Bu sebeple EBK'larin cevre ve toplum saghgi tizerindeki etki-
lerini minimuma indirmek adina siki dnlemlerin alinmasi el-
zemdir. Oncelikli olarak tarladan mutfagimiza gelen sebze ve
meyvelerin iyi bir sekilde yikanarak pestisit ve herbisitlerden
arindirilmasina 6zen gosterilmeli, atik sularin desarj edildigi
akarsu, gol ve denizlerde yasayan canlilarin tiiketilmesinden
kaciilmali, bu kimyasallari iceren cesitli ilaglar, saklama kaplari,
su damacanalari, pet siseler, biberon, bebek oyuncaklari, tekstil
Urtinleri ve kozmetik Urinler gibi tiiketim mallarinin kullanimi
durdurulmali, ithalatina ve Uretimine sinirlamalar getirilmeli,
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konu ile ilgili yeni yasa ve yonetmelikler acilen cikarilmali, yi-
rirlige konulmaldir. Endokrin bozucularin insan saghigi tize-
rine olan etkilerini minimum seviyeye indirgemek icin yasam
tarzimizin ve aliskanhklarimizin ciddi bir sekilde gdzden gegiril-
mesi gerekmektedir. Endokrin bozucu mekanizmalarin daha iyi
anlasilabilmesi icin ¢ok daha fazla sayida bilimsel arastirmaya
gereksinim duyulmaktadir.
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ABSTRACT

In recent years, substantial findings have been reported about the
effects of microbiota on human health. In our study, we aimed to
compare the outcomes of microbiota assays of testicular tissue ob-
tained by testicular sperm extraction (TESE) from 2 patients with
male infertility. In the first patient who had azoospermia, lllumina
sequencing detected the following bacterial flora in the collected
tissue homogenates: Firmicutes (53%), Bacteroidetes (12%), Ac-
tinobacteria (12%), Proteobacteria (8%), Fusobacteria (8%), SR1
(7%), TM7-3 (3%) and OD-1 (1%). In the second patient who had
oligozoospermia, Firmicutes (13%), Bacteroidetes (15%), Actino-
bacteria (7%) and Proteobacteria (64%) were detected in the tes-
ticular tissue. Our preliminary study confirmed that certain types
of bacteria exist in testicular tissues of infertile men. Future studies
with more infertile and healthy men are required to understand
the importance of these microorganisms in the pathophysiology
of male infertility.

Keywords: Testicular tissue, microbiota, male infertility

INTRODUCTION

The microbiota is a microorganism community operating
in various parts of the human body (1). The bacterial
microbiome (BM) has been described as an extracellular
microenvironmental component (2). In recent years, much
information has been collected about the effects of the
microbiota on human health. Specifically, Alfano et al. (3)
proved that the human testicle is not sterile and showed
the content of microbiota in the testicular tissue. Another
translational study revealed that intestinal microbiota could

0z

Son yillarda mikrobiyotanin insan sagligi tGzerindeki etkileri hak-
kinda 6nemli bulgular rapor edilmistir. Calismamizda erkek inferti-
litesi olan 2 hastadan testikiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile elde
edilen testis dokusunun mikrobiyota analizinin sonuclarini karsi-
lastirmayr amagladik. Azospermik olan ilk hastada, toplanan doku
homojenatlarinda Illumina dizilemesi ile su bakteri florasina sap-
tandi: Firmicutes (%53), Bacteroidetes (%12), Actinobacteria (%12),
Proteobacteria (%8), Fusobacteria (%8), SR1 (%7), TM7-3 (%3) ve
OD-1 (%71). Oligozoospermi olan ikinci hastanin ise testis dokusun-
da Firmicutes (%13), Bacteroidetes (%15), Actinobacteria (%7) ve
Proteobacteria (%64) bakterileri saptandi. On calismamizda, infer-
til erkeklerin testis dokusunda belirli bakteri turlerinin bulundugu
dogrulandi. Erkek infertilitesinin patofizyolojisinde bu mikroorga-
nizmalarin 6nemini anlamak icin infertil ve saglkli erkeklerle yapi-
lacak ileri calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Testiktler doku, mikrobiyota, erkek infertilitesi

have an impact on sex hormone levels and consequently
affect spermatogenesis (4).

In this preliminary study, we aimed to compare the out-
comes of microbiota assays of testicular tissues obtained by
testicular sperm extraction (TESE) from 2 infertile men (one
with azoospermia and the other with oligozoospermia).

CASE REPORT

This study was approved by the Research Ethics Com-
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(E-10840098-604.01.01-6176). Both patients provided their
written informed consent. After TESE surgery, testicular tissues
were homogenized and stored at -80°C. Bacterial genes were
obtained using 16S rRNA primers according to a DNA isolation
kit protocol (Isolation kits for QuickGene, U.S.A). Then, bacterial
variations and quantities were evaluated (5,6) using next-gen-
eration sequencing. Bacterial variations were distinguished
through bioinformatics.

Case-1 and result

The first patient was a 34-year-old azoospermic man and TESE
was performed twice for 2 in vitro fertilization (IVF) procedures.
Serum Follicle-stimulating hormone (FSH), Luteinizing hor-
mone (LH) and testosterone levels were normal, and the pa-
tient had 46 XY chromosomes with a normal karyotype. There
was no microdeletion according to Y chromosome scanning.
Only a low sperm count could be obtained from the patient
by TESE and a small amount of the testicular tissue was used
in microbiota analysis. The following bacteria were detected in
the tissue by lllumina analysis: Firmicutes (53%), Bacteroidetes
(12%), Actinobacteria (12%), Proteobacteria (8%), Fusobacteria
(8%), SR1 (7%), TM7-3 (3%) and OD-1 (1%) (Figure 1).

Tenericutes 0.4% .

Spirochactes 0.1% .

~ Vermucomicrodia 0% .

Cyanobacteria 0% .

Figure 1. The precense of bacteria in the TESE microbiota
of first patient.

Case-2 and result

The second patient was a 32-year-old man whose sperm con-
centration was 13 million/ml (total motility was 45% and sperm
morphology was 6%). Testicular sperm cells were required for
recurrent IVF failure. Serum FSH, LH and testosterone levels
were normal, and the patient had 46 XY chromosomes and a
normal karyotype. There was no microdeletion in the genetic
scanning of the Y chromosome. Illumina testing revealed Fir-
micutes (13%), Bacteroidetes (15%), Actinobacteria (7%) and
Proteobacteria (64%) (Figure 2).
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Cyanobacteria 0.04% .

Spirochaetes 0.4% .
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Figure 2. The precense of bacteria in the TESE microbiota of
second patient.

CONCLUSION

Sperm parameters are claimed to be affected by genetic and
environmental factors (7). Sperm production occurs in the tes-
tes from spermatagonia in seminiferous tubules where Sertoli
cells also provide structural and immunological support (8, 9).
Spermatogenesis is claimed to be affected by the extracellu-
lar microenvironment as well (10). The testicular microbiome
was initially demonstrated by Alfano et al in azoospermic
men (3). This pivotal study showed that human testicles are
not sterile and presented new findings about the testicular
microbiome. However, the variety of the microorganisms in
healthy, neoplastic and non-functioning testes (i.e., in infer-
tile cases) has not been identified yet. Within this first time
context, our results involved comparative analyses that were
obtained from men with azoospermia and oligozoospermia,
which revealed some differences in the distribution of the mi-
croorganisms.

In our pilot study, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes
and Proteobacteria were characterized as the dominant phyla.
The involvement of Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, SR1, TM7-3 and OD-1 bacteria in
the azoospermic patient showed differences in the manner of
variation. The Clostridia class of Firmicutes has been associated
with sperm motility (11) and morphology (12). Thus, it can be
associated with impaired sperm production. Proteobacteria,
on the other hand, constituted the majority of the microor-
ganisms in the oligozoospermic patient, suggesting that this
class of bacteria may be a member of testicular flora in fertile
male population. These findings may contribute to revealing
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the role of microbiomes on male infertility. Future studies with
more infertile and healthy men are required to understand the
importance of these microorganisms in the pathophysiology
of male infertility.
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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-
knowledged 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 the journal retain the copyright to their work
licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial
4.0 International license (HYPERLINK "https://creativecommons.org/
licenses/by-nc/4.0/" CC BY-NC 4.0) (https://creativecommons.org/
licenses/by-nc/4.0/) which permits unrestricted, non-commercial
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.

Open Access Statement

The journal is an open access journal and all content is freely avail-
able without charge to the user or his/her institution. Except for
commercial purposes, users are allowed to read, download, copy,
print, search, or link to the full texts of the articles in this journal
without asking prior permission from the publisher or the author.
This is in accordance with the HYPERLINK "https:/www.budape-
stopenaccessinitiative.org/read" BOAI definition of open access.

The open access articles in the journal are licensed under the terms
of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 Interna-

tional (HYPERLINK "https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
deed.en" CC BY-NC 4.0) license. (https://creativecommons.org/li-
censes/by-nc/4.0/deed.en)

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,

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

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

Manuscript Types

Original Articles: This is the most important type of article since it
provides new information based on original research. The main text
of original articles should be structured with Introduction, Material
and Method, Results, and Discussion subheadings. Please check Ta-
ble 1 for the limitations for Original Articles.

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 (3, 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

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
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blinded. The minimum resolution of each submitted figure should
be 300 DPI. To prevent delays in the evaluation process, all submit-
ted figures should be clear in resolution and large in size (minimum
dimensions: 100 x 100 mm). Figure legends should be listed at the
end of the main document.

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

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

All references, tables, and figures should be referred to within the
main text, and they should be numbered consecutively in the order
they are referred to within the main text.

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

References

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

Journal Article: Rankovic A, Rancic N, Jovanovic M, Ivanovi¢ M, Ga-
jovi¢ O, Lazi¢ Z, et al. Impact of imaging diagnostics on the budget
— Are we spending too much? Vojnosanit Pregl 2013; 70: 709-11.

Book Section: Suh KN, Keystone JS. Malaria and babesiosis. Gor-
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delphia: Lippincott Williams; 2004.p.2290-308.

Books with a Single Author: Sweetman SC. Martindale the Complete
Drug Reference. 34th ed. London: Pharmaceutical Press; 2005.

Editor(s) as Author: Huizing EH, de Groot JAM, editors. Functional
reconstructive nasal surgery. Stuttgart-New York: Thieme; 2003.

Conference Proceedings: 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. pp.1561-5.

Scientific or Technical Report: Cusick M, Chew EY, Hoogwerf B,
Agrén E, Wu L, Lindley A, et al. Early Treatment Diabetic Retinopathy
Study Research Group. Risk factors for renal replacement therapy in
the Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), Early Treat-
ment Diabetic Retinopathy Study Kidney Int: 2004. Report No: 26.

Thesis: Yilmaz B. Ankara Universitesindeki Ogrencilerin Beslenme
Durumlari, Fiziksel Aktiviteleri ve Beden Kitle indeksleri Kan Lipidleri
Arasindaki lliskiler. H.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi. 2007.

Manuscripts Accepted for Publication, Not Published Yet: Slots
J. The microflora of black stain on human primary teeth. Scand J
Dent Res. 1974.

Epub Ahead of Print Articles: Cai L, Yeh BM, Westphalen AC, Rob-
erts JP, Wang ZJ. Adult living donor liver imaging. Diagn Interv Radiol.
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able from: URL: http:/ www.cdc.gov/ncidodIEID/cid.htm.
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When submitting a revised version of a paper, the author must
submit a detailed “Response to the reviewers” that states point by
point how each issue raised by the reviewers has been covered
and where it can be found (each reviewer’s comment, followed
by the author’s reply and line numbers where the changes have
been made) as well as an annotated copy of the main document.
Revised manuscripts must be submitted within 30 days from the
date of the decision letter. If the revised version of the manuscript
is not submitted within the allocated time, the revision option may
be canceled. If the submitting author(s) believe that additional time
is required, they should request this extension before the initial
30-day period is over.

Accepted manuscripts are copy-edited for grammar, punctuation,
and format. Once the publication process of a manuscript is com-
pleted, it is published online on the journal’s webpage as an ahead-
of-print publication before it is included in its scheduled issue. A
PDF proof of the accepted manuscript is sent to the corresponding
author and their publication approval is requested within 2 days of
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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
onyargiya 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 turli 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 ¢atismasi vakalari derginin Yayin Kurulu tarafindan COPE ve
ICMJE rehberleri kapsaminda ¢ozilmektedir.

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

Telif ve Lisans

Yazarlar dergide yayinlanan calismalarinin telif hakkina sahiptirler
ve calismalari  Creative Commons Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.tr" CCBY-NC4.0)
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.tr olarak li-
sanslidir. CC BY-NC 4.0 lisansi, eserin ticari kullanim disinda her bo-
yut ve formatta paylasiimasina, kopyalanmasina, ¢ogaltiimasina ve
orijinal esere uygun sekilde atifta bulunmak kaydiyla yeniden du-
zenleme, donustirme ve eserin Uzerine insa etme dahil adapte
edilmesine izin verir.

Acik Erisim ilkesi

Dergi acik erisimlidir ve derginin tim icerigi okura ya da okurun dahil
oldugu kuruma Ucretsiz olarak sunulur. Okurlar, ticari amag haricinde,
yayinci ya da yazardan izin almadan dergi makalelerinin tam metnini
okuyabilir, indirebilir, kopyalayabilir, arayabilir ve link saglayabilir. Bu
HYPERLINK "https://www.budapestopenaccessinitiative.org/translati-
ons/turkish-translation" BOAI acik erisim tanimiyla uyumludur.

Derginin acik erisimli makaleleri Creative Commons Atif-GayriTicari
4.0 Uluslararasi (HYPERLINK "https://creativecommons.org/licenses/
by-nc/4.0/deed.tr" CC BY-NC 4.0) (https://creativecommons.org/li-
censes/by-nc/4.0/deed.tr) olarak lisanshdir.

Sorumluluk Reddi

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen goérusler ve fikirler
Experimed, Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincrnin desil,
yazar(lar)in bakis acilarini yansitir. Bag Editor, Editorler, Yayin Kurulu
ve Yayinci bu gibi durumlar igin hicbir sorumluluk ya da yukumlalik
kabul etmemektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tUm sorumluluk ya-
zarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

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

Makaleler sadece http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinde
yer alan derginin online makale ylikleme ve degerlendirme sistemi
Uzerinden gonderilebilir. DiSer mecralardan génderilen makaleler
degerlendiriimeye alinmayacaktir.

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

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 ayrn bir baslk
sayfasi da génderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin basligini ve 50 karakteri gecmeyen kisa baslgini,

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

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

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

Makale Turleri

Orijinal Arastirma: Ana metin “Giris”, “Gerec ve Yontem”, “Bulgular”
ve “Tartisma” alt bagliklarini icermelidir. Ozgiin Arastirmalarla ilgili ki-
sitlamalar igin litfen Tablo 1’i inceleyiniz.
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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 bolimdi
icinde ayr bir alt baslik olarak yaziimali ve kullanilan yazilim kesin-
likle tanimlanmalidir.

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

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

Derleme: Yazinin konusunda birikimi olan ve bu birikimleri uluslara-
rasl literatUre yayin ve atif sayisi olarak yansimis uzmanlar tarafindan
hazirlanmis yazilar degerlendirmeye alinir. Yazarlari dergi tarafindan
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte kullaniimasi icin
vardi§l son dlzeyi anlatan, tartisan, degerlendiren ve gelecekte ya-
pilacak olan c¢alismalara yon veren bir formatta hazirlanmalidir. Ana
metin “Giris”, “Klinik ve Arastirma Etkileri” ve “Sonug” bdlumlerini
icermelidir. Derleme tlriindeki yazilarla ilgili kisitlamalar icin lutfen
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: OIgu sunumlari icin sinirll sayida yer ayriimakta ve
sadece ender gorulen, 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 6nce yayinlanan bir yazinin dnemini,
gézden kagan bir ayrintisini ya da eksik kisimlarini tartisabilir. Ay-
rica derginin kapsamina giren alanlarda okurlarin ilgisini ¢cekebile-
cek konular ve 6zellikle egitici olgular hakkinda da Editére Mektup
formatinda yazilar yayinlanabilir. Okuyucular da yayinlanan yazilar
hakkinda yorum iceren Editére Mektup formatinda yazilarini suna-
bilirler. Ozet, anahtar sdzciik, tablo, sekil, resim ve diger gérseller
kullanilmaz. Ana metin alt basliksiz olmalidir. Hakkinda mektup yazi-
lan yayina ait cilt, yil, sayi, sayfa numaralari, yazi bashgi ve yazarlarin
adlar acik bir sekilde belirtilmeli, 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 duzenlenmeli-
dir. Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin tekrar
olmamali; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte olmalilardir.

Resim ve Resim Altyazilar

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda) ayri
dosyalar halinde sisteme yuklenmelidir. Gorseller bir Word dosyasi
dokimani ya da ana dokiiman icerisinde sunulmamalidir. Alt birim-
lere ayrilan gorseller oldugunda, alt birimler tek bir gorsel icerisinde
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayri bir dosya olarak yuklen-
melidir. Resimler alt birimleri belli etme amaciyla etiketlenmemelidir
(a, b, c vb.). Resimlerde altyazilari desteklemek icin kalin ve ince
oklar, ok baslari, yildizlar, asteriksler ve benzer isaretler kullanilabilir.
Makalenin geri kalaninda oldugu gibi resimler de kér olmalidir. Bu
sebeple, resimlerde yer alan kisi ve kurum bilgileri de korlestirilmeli-
dir. Gorsellerin minimum ¢ézunurligt 300DPI olmalidir. Degerlendir-
me surecindeki aksakliklari dnlemek icin génderilen butin goérselle-
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, ilag vb. Uriinlerden bahsedildi-
ginde Urlnun ismi, Ureticisi, Uretildigi sehir ve Ulke bilgisini iceren
Urdn bilgisi parantez icinde verilmelidir; “Discovery St PET/CT scan-
ner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)”.

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

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

Kaynaklar

Atif yapilirken en son ve en glincel 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

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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isimleri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dersi kisaltma-
lari ile uyumlu olarak kisaltiimalidir. Alti ya da daha az yazar oldu-
gunda tum yazar isimleri listelenmelidir. E§er 7 ya da daha fazla
yazar varsa ilk 6 yazar yazildiktan sonra “et al” konulmaldir. Ana
metinde kaynaklara atif yapilirken parantez icinde Arabik numa-
ralar kullaniimalidir. Farkl yayin turleri icin kaynak stilleri asagidaki
orneklerde sunulmustur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini F, Zieleskiewicz L,
Nafati C, Albanese 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.

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 IJ, 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 Sl. Post-hospital home health care: the elderly access
and utilization (dissertation). St. Louis (MO): Washington Univ.
1995.

Yayina kabul edilmis ancak hentiz 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 sirulen onerilerle ilgili notlarini “Hakemlere Cevap”
dosyasinda gondermelidir. 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 stire icerisinde ytiklen-
mezse, revizyon secenesi iptal olabilir. Yazarlarin revizyon igin ek
sureye ihtiyac duymalari durumunda uzatma taleplerini ilk 30 gln
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 gin icerisinde dergiye iletiimesi istenir.
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