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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 gums. 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

ÖZ

Amaç: Sodyum lauril sülfat (SLS), ev temizlik ürünleri ve diş macun-
larında emülsifiye edici temizlik maddesi olarak kullanılan anyonik 
bir yüzey aktif maddedir. Birçok diş macunu fırçalarken köpük olu-
şumuna yol açan SLS içerir. Ancak SLS hassas diş ve diş etlerini tahriş 
edebilir. Lipid peroksidasyonu (LPO), çeşitli hastalıkların patofizyo-
lojisinde oksidatif strese yol açan serbest radikallerin saldırısı ile 
başlatılan bir otooksidasyon sürecidir. LPO, LPO'nun biyobelirteçleri 
olarak görev yapan farklı aldehitler, ketonlar, alkanlar dahil olmak 
üzere reaktif ürünlerin oluşumuna neden olur. Çalışmamızın amacı, 
SLS'ye maruz kalan zebra balığı embriyolarında oluşan LPO'yu de-
ğerlendirmektir.

Gereç ve Yöntem: Normal olarak bölünen küresel embriyolar, 72 
saat boyunca plaka kuyucuklarında düşük ve yüksek dozda SLS'ye 
maruz bırakılmıştır. Mortalite ve kuluçkadan çıkma oranları belir-
lenmiştir. Tiyobarbitürik asit reaktif maddeler olarak LPO'nun son 
ürünü olan malondialdehit (MDA) düzeyini belirlemek için Yagi 
yöntemi kullanılmıştır.

Bulgular: Bulgularımız, hem düşük SLS (p<0,05) hem de yüksek 
doz SLS’ye (p<0,05) maruz kalan zebra balığı embriyolarında kont-
rol grubu ile karşılaştırıldığında LPO'nun önemli ölçüde arttığını 
göstermiştir.

Sonuç: LPO'nun embriyogenez sırasında SLS'ye maruz kalmanın 
erken bir göstergesi olduğu öne sürülebilir ve bu bulguyu doğru-
lamak için farklı çalışmaların yapılması gerektiği düşünülmektedir.

Anahtar Kelimeler: sodyum lauril sülfat, diş macunu, lipit peroksi-
dasyon, zebra balığı 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).

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.

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 
(C12H25NaO4S). Its inclusion in the content of toothpastes start-
ed with the development of synthetic surfactants after World 
War II (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 LD50 = 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 1: SLS Containing products (2-7).

Product Rate of SLS %

Cleaning products 1-30

Cosmetic products 0.01-50

Toothpastes 0.5-2

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

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

Acute Toxicity 
Oral Exposure 
in Rats

Acute Toxicity 
Dermal Exposure in 
Rabbits

Acute Toxicity 
Inhalation
in Rats

Lowest-observed-
adverse-effect in 
Rats

Aquatic Toxicity in 
Fish (96 hpf ) 

Lethal Dose 
Concentration (50%) 1288 mg/ kg 2000-20000 mg/kg >3900 mg/m3/1H 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. 

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 1.56x105 
M−1cm–1. 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.

Figure 1: Breeding of zebrafish

Figure 2: The schematized experimental setup.
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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).

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. 

Figure 5: Hatching rates (%) of the control, low dose SLS 
and high dose SLS groups at 72 hpf. Values are given as 
mean±standard deviation. *p<0.05 Significantly different 
than the control group; **p<0.05 Significantly different than 
the low dose SLS group.

Figure 4: Mortality rates (%) of the control, low dose SLS 
and high dose SLS groups at 72 hpf. Values are given as 
mean±standard deviation. *p<0.05 Significantly different 
than the control group; **p<0.05 Significantly different than 
the low dose SLS group.

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. 

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 mean±standard 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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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-
os. 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).

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

Objective: 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 (36±6.8). TOS and OSI 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 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.

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

ÖZ

Amaç: Oksidatif stres ile akut miyokard infarktüsü (AMİ) arasındaki 
ilişki pek çok çalışma ile gösterilmiştir. Total antioksidan seviyesi (TAS), 
total oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) oksidatif 
dengeyi yansıtır. Genç hastalarda AMİ'nin risk faktörleri, klinik özellik-
leri ve prognozu, yaşlı gruptan farklıdır. Bu çalışma TAS, TOS ve OSI'nin 
kantitatif ölçümü ile genç AMİ hastalarında 48 saat içerisindeki seyrini 
ve kardiyak belirteçlerle ilişkisini belirlemeyi amaçlamaktadır.

Gereç ve Yöntem: Bu prospektif, kontrollü çalışmaya 45 yaş ve al-
tında AMİ tanısı almış 50 hasta ve kontrol grubu olarak 20 sağlıklı 
birey dahil edilmiştir. TOS ve TAS, venöz kan örneklerinden spekt-
rofotometrik yöntemle ölçülmüştür. Oksidatif stres indeksi bu pa-
rametreler üzerinden elde edilmiştir.

Bulgular: Toplam 50 hastanın kırkbeşi erkek ve ortalama yaş 
(36±6,8) idi. TOS ve OSI değerleri kontrol grubuna göre anlamlı 
olarak yüksek bulundu (p=0,002; p=0,005). TAS değerleri kontrol 
grubundan farklı bulunmadı (p=0,46). Sırasıyla 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. arasında anlamlı bir korelasyon olduğu 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).

Sonuç: Oksidatif stres AMİ'nin erken saatlerinde artmaktadır. TOS 
ve OSI değerleri, yalnızca belirli zaman dilimlerinde kardiyak belir-
teçlerle ilişkilendirebilmekte ve genç AMİ hastalarında prognostik 
değerleri sınırlı olmaktadır. TAS, kardiyak belirteçlerle ilişkili bulun-
mamıştır.

Anahtar Kelimeler: Total antioksidan seviyesi, total oksidan sevi-
yesi, oksidatif stres indeksi, miyokard infarktüsü
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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 (O2

− ) 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 
(OSI) 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 (MI) 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 

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 AMI and 
20 healthy individuals as a control group. Ethical approval was 
obtained from the Regional Ethics Committee (No: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-I, 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+2-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.

OSI is calculated using the following equation: TOS/TAS x 100. 



75

Experimed 2021; 11(2): 73-80
Karabulut et al.
Oxidative Stress Markers in Young Patients with Acute Myocardial Infarction ...

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 
MI 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 PCI 
(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).

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/dl 0.9±0.2

Glucose mg/dl 129±63

HbA1c 8.3±2 

Hemoglobin mg/dl 14.4±1.77 

WBC mg/dl 14600±1100 

Uric acid mg/dl 5.2±1.1 

Total cholesterol mg/dl 201±44 

Low density lipoprotein mg/dl 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/dl 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

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.

0. hours0. hours

15.615.6 16.116.1
14.714.7

13.413.4

1717

6. hours6. hours 12. hours12. hours 24. hours24. hours 48. hours48. hours

Figure 2. Course of TAS within 48 hours: TAS increased until 6. hours and that it generated a plateau.

0. hours0. hours 6. hours6. hours 12. hours12. hours 24. hours24. hours 48. hours48. hours

0.790.79 0.840.84 0.830.83 0.810.810.80.8
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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 OSI 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, Yıldırım 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 PCI, similar to our 
study (14). Çölkesen 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

Figure 3. Course of OSI within 48 hours: The graphical course of OSI is  parallel to TOS.

0. hours0. hours 6. hours6. hours 12. hours12. hours 24. hours24. hours 48. hours48. hours

18541854 19681968 19021902
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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-
ent indicators 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 MI 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 

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
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GRACE risk scoring system for MI, indicating the importance of 
OSI 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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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 15.7±8 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 2313±1230 1526±368 0.6

Oxidative stress index (48. hour) 1811±937 1880±762 1552±455 0.82
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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-1were 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 blaTEM, 
blaSHV, and blaCTX-M genes of strains was 73.3%, 60%, and 56.6%, 
respectively. The blaIBC 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.

Keywords: ESBL, IBC-1, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae

ÖZ

Amaç: Bu çalışmanın amacı, tüm dünyada sıklıkla gözlemlenen 
geniş spektrumlu beta laktamazları (GSBL) TEM, SHV ve CTX-M ve 
nadir görülen IBC-1 beta laktamaz enziminin varlığını araştırmaktır. 

Gereç ve Yöntem: Marmara Üniversitesi Hastanesinde yatan has-
taların klinik örneklerinden izole edilen, fenotipik olarak GSBL üre-
ten ve IBC-1 fenotipi gösteren 30 köken çalışmaya dahil edilmiştir. 
Antibiyotik duyarlılık testleri disk difüzyon ve agarda dilüsyon yön-
temi ile gerçekleştirilmiştir. GSBL enzimlerinin fenotipik olarak sap-
tanmasında E-test ve çift disk sinerji yöntemi kullanılmıştır. GSBL 
üretiminden sorumlu olan genlerinin varlığını saptamak amacıyla 
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapılmıştır.

Bulgular: Kökenlerin tamamı, imipeneme duyarlı bulunurken, am-
pisilin, amoksisilin klavulanik asit, piperasilin, seftazidim ve trime-
toprim sülfametaksazole dirençli olarak; saptanmıştır. E-test yön-
temiyle 4 köken tanımsız, 26 köken ise GSBL pozitif saptanmıştır. 
Çift disk sinerji yöntemi ile 2 köken fenotipik olarak IBC-1 pozitif 
iken, 5 köken şüpheli pozitif olarak belirlenmiştir. Kökenlerimizin 
blaTEM, blaSHV ve blaCTX-M genlerini taşıma oranı sırasıyla %73,3, %60 
ve %56,6 olarak belirlenmiştir. blaIBC geni ise hiçbir kökende sap-
tanmamıştır. 

Sonuç: İlk olarak Yunanistan’da saptanan IBC-1 enzimi ülkemiz için 
henüz bir tehlike oluşturmazken GSBL pozitif kökenlerde TEM, SHV 
ve CTX-M enzimlerinin oranı oldukça yüksek olarak tespit edilmiş-
tir.
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GİRİŞ

Beta-laktam antibiyotiklere karşı en önemli direnç mekanizma-
sı bir beta laktamaz enzimi üretimidir. Yeni beta-laktam anti-
biyotiklerin kullanıma girmesi ile birlikte ilerleyen yıllarda “ge-
nişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)” ortaya çıkmıştır. 
Çoğunlukla plazmidler aracılığıyla aktarılan GSBL’ler 3. kuşak 
sefalosporinleri ve monobaktamları hidrolize ederek direnç ge-
lişimine neden olurlar. GSBL üretimi Escherichia coli ve Klebsiella 
pneumoniae kökenleri başta olmak üzere Enterobacteriaceae ai-
lesinde bulunan en yaygın direnç mekanizmasıdır. GSBL tipleri 
ve sıklıkları çeşitli ülkelere, coğrafik bölgelere, hatta hastanele-
re göre değişmektedir. GSBL üreten kökenlerin artan oranlarda 
izole edilmesi, bu kökenlerle gelişen enfeksiyonların tedavisini 
güçleştirmekte ve morbidite ve mortalite oranlarında artışa 
neden olmaktadır. Plazmidler tarafından kodlanan ana enzim 
aileleri TEM, SHV, CTX-M ve OXA tipi enzimlerdir. Ana enzimleri 
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu yeni 
varyant enzimler ortaya çıkmıştır. Bununla birlikte çeşitli bölge-
lerde sporadik olarak TEM ve SHV dışı GSBL’ler (VEB, GES, IBC, 
PER, TLA, BES ve SFO) gözlemlenmektedir (1-3).

IBC-1, nadir görülen bir geniş spektrumlu beta laktamaz olup, 
1998-2000 yılları arasında Selanik Hippokration Hastanesinde 
izole edilen bir Enterobacter cloacae kökeninde tanımlanmıştır 
(4). Atina’da yapılan bir çalışmada blaIBC-1 geninin, yeni bir sı-
nıf 1 integron olan In111’de kodlandığı bulunmuştur. IBC-1’in 
nükleotid dizilimi incelendiğinde yapısal olarak sınıf A beta lak-
tamazlara benzediği ve diğer beta laktamazlardan birkaç ami-
noasit residüsü ile ayrıldığı saptanmıştır. IBC-1 fenotipi, seftazi-
dime yüksek düzey dirençli, sefotaksim, sefepim ve aztreonama 
azalan duyarlılıkta, klavulanik asit ve piperasilin tazobaktama 
diğer GSBL’lere göre daha az duyarlı ve imipenem ile inhibe 
olduğu saptanmıştır (5,6). Yunanistan’da ilerleyen yıllarda ya-
pılan farklı çalışmalarda Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli 
ve Pseudomonas aeruginosa kökenlerinde IBC-1 beta laktamaz 
enzimi saptanmıştır (6-8).

Hastanemizde çoklu antibiyotik direnci gösteren Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter cloacae kökenlerinin 
azımsanmayacak oranda izole edilmesinden dolayı bu köken-
lerdeki antibiyotik direnç mekanizmalarının belirlenmesi, has-
tanemizin antibakteriyel tedavi stratejilerinin oluşturulmasında 
önemlidir. Bu nedenle çalışmamızda, hastanemizde enfeksiyon 
etkeni olarak izole edilen gram negatif bakterilerde çoklu anti-
biyotik direncinden sorumlu tutulan IBC-1’in yanı sıra TEM, SHV 
ve CTX-M türü GSBL enzimlerinin yaygınlığının araştırılması 
amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakterilerin Seçimi 
Ocak 2004-Aralık 2005 yılları arasında Marmara Üniversitesi 
Hastanesinde yatan hastaların klinik örneklerinden etken ola-
rak izole edilen, fenotipik olarak GSBL pozitif veya tanımsız 
olduğu belirlenen ve IBC-1 fenotipine (beta laktam ve beta 
laktam-klavulanat kombinasyonlarına dirençli, seftazidime di-

rençli, imipeneme duyarlı) uygun Klebsiella pneumoniae (n=12), 
Escherichia coli (n=11), ve Enterobacter cloacae (n=7) kökenleri 
bu çalışmaya dahil edilmiştir.

Antibiyotik Duyarlılık Testleri 
Kökenlerin, beta laktam grubu antibiyotiklere duyarlılıkları 
(ampisilin, amoksisilin klavulanik asit, piperasilin, piperasilin 
tazobaktam, sefoksitin, seftazidim, sefotaksim, sefepim ve imi-
penem) agar dilüsyon yöntemi ile saptanırken, beta laktam dışı 
antibiyotiklere (gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin, 
tetrasiklin ve trimetoprim sülfametaksazol) duyarlılıkları ise 
disk difüzyon yöntemi ile belirlenmiştir. Sonuçlar; Klinik ve La-
boratuvar Standartları Enstitüsü (Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute; CLSI) kriterlerine göre değerlendirilmiştir (9). 
Çalışma süresince Escherichia coli ATCC 25922 standart köken 
olarak kullanılmıştır.

IBC-1 ve GSBL Üretiminin Fenotipik Yöntemlerle Saptanması
Gradient-test: Kökenlerin GSBL üretimi E-test (AB Biodisk, Sol-
na, Sweden) stripleri ile saptanmıştır. 18-24 saatlik kültürden 
0,5 McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonu hazırlana-
rak Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinin üzerine steril eküv-
yon yardımıyla yayılmıştır. Seftazidim/seftazidim klavulanik 
asit (TZ/TZL) ve sefotaksim/sefotaksim klavulanik asit (CT/CTL) 
E-test stripleri MHA besiyeri üzerine yerleştirilmiştir. 35°C’de 
16-18 saat inkübasyondan sonra TZ minimum inhibisyon kon-
santrasyonu (MİK) değerinin TZL MİK değerine oranı ≥8 ya da 
CT MİK değerinin CTL MİK değerine oranı ≥8 ise GSBL üretimi 
açısından pozitif olarak değerlendirilmiştir.

Çift disk sinerji yöntemi: Kökenlerin GSBL üretimi çift disk 
sinerji yöntemiyle saptanmıştır. 18-24 saatlik kültürlerden 0,5 
McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonu hazırlanarak 
MHA besiyerinin üzerine steril eküvyon yardımıyla yayılmıştır. 
Diskler arası uzaklık 15-17 mm olacak şekilde merkeze seftazi-
dim (30µg), çevresine amoksisilin klavulanik asit (20/10µg), pi-
perasilin tazobaktam (100/10μg) ve imipenem (10µg) diskleri 
yerleştirilmiştir. 35°C’de 16-18 saat inkübasyondan sonra, sef-
tazidim diskinin inhibisyon zonunun amoksisilin klavulanik asit 
ve piperasilin tazobaktam disklerine doğru genişlemesi GSBL 
varlığı olarak kabul edilmiştir. Seftazidim diskinin imipenem 
diskine doğru genişlemesi, IBC-1 enzimi varlığı açısından pozi-
tif olarak kabul edilmiştir (Resim 1/A).

IBC-1 ve GSBL Varlığının Genotipik Yöntemlerle Saptanması
Beta laktamaz genlerinin varlığının saptanabilmesi için bakteri 
DNA’ları üretici firmanın önerileri doğrultusunda QIAGEN DNA 
izolasyon kiti ile izole edilmiştir. Kökenlerde bla IBC, blaTEM, blaS-

HV ve blaCTX-M genlerinin varlığını tespit etmek için polimeraz 
zincir reaksiyonu (PZR) kullanılmıştır (6,10). PZR için kullanılan 
primerler ve reaksiyon şartları Tablo 1’de belirtilmiştir. Elde edi-
len PZR ürünleri, etidyum bromür varlığında %2’lik agaroz jelde 
yürütülüp ultraviyole ışık altında değerlendirilmiştir.

BULGULAR

Çalışmamızda kullandığımız kökenlerin tamamı, her iki yöntem 
ile imipeneme duyarlı iken, ampisilin, piperasilin ve seftazidime 
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dirençli bulunmuştur. Kökenlerin tamamı disk difüzyon yön-
temi ile amoksisilin klavulanik asite dirençli bulunurken agar 
dilüsyon yöntemiyle %56,7’si dirençli, %43,3’ü orta duyarlı bu-
lunmuştur (Tablo 2). 

 Kökenlerin tamamı disk difüzyon yöntemi ile trimetoprim-sül-
fametaksazole dirençli bulunurken, tobramisin, tetrasiklin, ne-
tilmisin, gentamisin ve amikasine sırasıyla %96,6, %93,3, %90, 
%70 ve %20 dirençli olarak bulunmuştur (Tablo 2). Beta laktam 
antibiyotiklerin agar dilüsyon yöntemi ile belirlenen MİK50 ve 
MİK90 değerleri Tablo 2’de verilmiştir.

26 köken, hem TZ/TZL hem de CT/CTL E-test’leri ile GSBL pozitif 
bulunurken, 4 köken her iki E-test stripi ile tanımsız olarak de-
ğerlendirilmiştir. IBC enziminin varlığının fenotipik olarak sap-
tanmasında kullanılan çift disk sinerji yöntemi ile 2 köken kesin 
pozitif olarak değerlendirilirken, 5 köken ise imipenem-seftazi-
dim arasındaki zon genişlemesinin yanında amoksisilin-klavu-
lanik asit-seftazidim ve piperasilin tazobaktam-seftazidim ara-
sındaki zon genişlemelerinin varlığı sebebiyle şüpheli pozitif 
olarak değerlendirilmiştir (Resim 1). 

Çalışmamızda kullanılan kökenlerin 5’i sadece blaSHV, 1’i blaTEM, 
ve 1’i de bla CTX-M genleri tek başına taşırken, 22 kökenin iki 
veya daha fazla GSBL genini bir arada taşıdığı tespit edilmiştir. 
1 kökenin ise blaTEM, blaSHV ve bla CTX-M genlerinden hiçbirini ta-
şımadığı tespit edilmiştir. Buna göre TEM, SHV ve CTX-M enzim-
lerinin görülme oranları sırasıyla %73,3, %60 ve %56,6 olarak 
tespit edilmiştir. IBC-1 enziminin varlığı fenotipik yöntemlerle 
bazı kökenlerde pozitif olmasına rağmen, bütün kökenler PZR 
sonuçlarına göre, bla IBC-1 geni açısından negatif bulunmuştur 
(Tablo 3).

TARTIŞMA

Hastaneler, mobil genetik elementler ile taşınan direnç gen-
lerinin kişiden kişiye ve türler arasında yayılması için en ideal 
ortamlardır. Klinik önemi olan bakterilerde, özellikle hasta-
ne ortamında, bu mekanizmalar çoklu antibiyotik direncinin 
gelişimine yol açarak, hastanede yatış süresinin uzamasına, 
tedavide sorunların ortaya çıkmasına ve hatta enfeksiyonun 
ölümle sonuçlanmasına neden olmaktadır. Antibiyotik direnç 
mekanizmaları arasında GSBL üretimi, çoklu antibiyotik diren-

Resim 1. bla IBC-1 geni pozitif olduğu bilinen Enterobacter cloacae HT9 kökeninin çift disk sinerji yöntemiyle görünüşü (A). Çift 
disk sinerji yöntemiyle IBC pozitif değerlendirilen köken (B). Çift disk sinerji yöntemiyle IBC negatif değerlendirilen köken (C).

Tablo 1. Geniş spektrumlu beta laktamaz genlerine özgü primer ve reaksiyon koşulları.

Gen Primer Dizisi(5'-3') bp Reaksiyon Koşulları

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 ATC TCT CTC CTG GGC TT-3'

TEM-F 5'-GAA GAC GAA AGG GCC TCG TG-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'-CGC TTT 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 ATA TCG TTG GT-3'
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cine sebep olan önemli bir mekanizma olup, özellikle hastane 
enfeksiyonu etkeni gram negatif bakterilerde (Klebsiella, E. coli, 
Enterobacter spp. vb.) yaygın olarak bulunmaktadır. Yeni gelişti-
rilen antibiyotiklerin uzun süreli etkin olarak klinik kullanımda 
kalması bunlara karşı yeni GSBL’lerin ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır. Bu durum günümüzde enfeksiyon hastalıklarının 
tedavisinde hem insan hayatını tehdit eden hem de maliyet 
açısından büyük yükümlülükler getiren bir tablonun ortaya çık-
masına neden olmaktadır. Yeni GSBL’lerin tiplendirilmesi, bun-
ların ortaya çıkış mekanizmalarının belirlenmesi, enfeksiyon 

Tablo 2. Kökenlerin antibiyotik duyarlılık sonuçları.

Antibiyotik

Disk difüzyon Yöntemi (%) Agar Dilüsyon Yöntemi (%) MİK50         
(mg/L)

MİK90                            
(mg/L)S I R S I R

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 43,4 33,3 23,3 32 128

Sefoksitin 63,3 3,3 33,3 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

İmipenem 100 0 0 100 0 0 0,5 0,5

Aztreonam* 0 3,3 96,6 - - - - -

Gentamisin* 26,6 3,3 70 - - - - -

Tobramisin* 52 0 96,6 - - - - -

Netilmisin* 6,6 3,3 90 - - - - -

Amikasin* 52 26 20 - - - - -

Tetrasiklin* 6,6 0 93,3 - - - - -

Trimetoprim Sülfametaksazol* 0 0 100 - - - - -

*Sadece disk difüzyon yöntemi ile çalışılmıştır.

S: Duyarlı, I: Orta Duyarlı, R: Dirençli, MİK: Minimum inhibitör konsantrasyon

Tablo 3. Geniş spektrumlu beta laktamaz genlerinin dağılımı.

GSBL Geni
Klebsiella pneumoniae 

(n=12)
Escherichia coli 

(n=11)
Enterobacter cloacae 

(n=7)
Toplam
(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
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etkeni bakteriler arasındaki yaygınlıklarının ortaya konması, 
gelecekteki antibakteriyel tedavi stratejilerinin saptanmasında 
önemli rol oynayacaktır (11,12). 

TEM, SHV ve CTX-M dışı GSBL’ler (VEB, GES, IBC, PER, TLA, BES 
ve SFO) ise nadir gözlemlenen aynı zamanda çeşitli coğrafik 
bölgelere özgü oldukları belirlenen enzimlerdir. Buna rağmen 
bu enzimlerin aktarılabilir plazmidlerde kodlanması, bölgeler 
arasında bu enzimlerin yayılabileceğini ve risk oluşturabilece-
ğini düşündürmektedir. Bu nedenle risk altında bulunan bölge-
lerde belirli aralıklarla bu enzimlerin varlığının araştırılması ve 
tiplendirilmesi hem bu enzimler yoluyla oluşan direncin daha 
iyi anlaşılması hem de bunlara karşı önlem alınması açısından 
önemlidir (13).

İlk olarak Yunanistan’da tespit edilen IBC-1 enzimi bir Entero-
bacter cloacae (HT9) kökeninde tespit edilmiş ve seftazidime, 
klavulanat kombinasyonlarına dirençli olduğu, piperasilin 
tazobaktam ve klavulanik aside göre imipenem ile daha iyi 
inhibe olduğunu saptanmıştır. Aynı zamanda bu kökenin 
gentamisin hariç aminoglikozidlere ve trimetoprim sülfame-
taksazole çapraz direnç gösterdiği belirlenmiştir (4). Çalışma-
mızda kullandığımız kökenler de seftazidime, beta laktam/
beta laktamaz inhibitörlerine dirençli, imipeneme duyarlı 
olması nedeniyle IBC-1 fenotipine uymaktadır. Aynı zaman-
da kökenlerin, %90’dan fazlasının netilmisin ve tobramisine 
dirençli bulunması, gentamisin direncinin ise görece olarak 
daha düşük olması literatürdeki IBC-1 fenotipi ile de benzerlik 
göstermektedir. Tüm Enterobacter cloacae kökenlerimiz IBC-1 
fenotipi ile tamamen uyum göstermekte olup sefoksitin ve 
aztreonama da dirençli bulunmuştur.

Kartali ve ark. yoğun bakım ünitesinden izole edilen 27 En-
terobacter cloacae kökeninin 18’inin IBC-1 enzimi ürettiğini 
saptamışlar ve bu kökenlerin rutin laboratuvarda tespitinde 
seftazidim-imipenem sinerji testinin yarar sağladığından bah-
setmişlerdir (14). Vourli ve ark. 271 Klebsiella pneumoniae köke-
ninin 32’sinde PZR ile blaIBC-1 varlığını göstermişler ancak sefta-
zidim-imipenem sinerji testi bu kökenlerin 25 tanesini pozitif 
olarak değerlendirmişlerdir (6). Bizim çalışmamızda da kullan-
dığımız imipenem-seftazidim sinerji testi ile fenotipik olarak 2 
köken pozitif ve 5 köken ise şüpheli pozitif olarak değerlendi-
rilmiştir. Ancak bu kökenlerin hiçbirinde PZR ile blaIBC-1 genine 
rastlanmamıştır. Bu sonuçlar, IBC-1 enzimi açısından fenotipik 
yöntem olarak önerilen seftazidim-imipenem sinerji yöntemi-
nin henüz standardize olmadığını göstermektedir. 

GES tipi enzimler ilk olarak 1998 yılında Fransa’da bir K. pneu-
moniae kökeninde saptanmıştır; penisilin ve sefalosporinlere 
dirençli, sefamisin ve karbapenemlere duyarlı olduğu bulun-
muştur. 2001 yılında bir nokta mutasyonu ile farklılık göste-
ren IBC-1(GES-7) enzimi tanımlanmıştır. Sonradan IBC enzi-
minin isimlendirilmesi GES olarak revize edilmiştir. Bugüne 
kadar 40’dan fazla GES varyantı saptanmıştır. Bu enzimlerden 
Gly170Asn veya Gly170Ser mutasyonlarına sahip 11 tanesi 
karbapenemaz aktivitesi göstermektedir. Diğer GES varyant-
ları, herhangi bir karbapenem hidrolize edici aktivitesi olma-

yan GSBL'ler olarak kategorize edilmiştir. GES tipi GSBL'lerde 
meydana gelen nokta mutasyonları ile karbapenemaz aktivi-
tesi kazanmaları endişe verici bir durumdur. Nadir olmasına 
rağmen, GES karbapenemazları şu anda dünya çapında ta-
nımlanmış olup, Yunanistan, Fransa, Portekiz, Güney Afrika, 
Brezilya, Arjantin, Kore, ABD, Kanada, Çin, Belçika ve Japon-
ya'dan tek tek vakalar şeklinde bildirilmiştir. Türkiye’de yapılan 
çalışmalarda GES-11, GES-14 ve GES-22 üreten kökenler bildi-
rilmiştir (15-17).

Çalışma sonuçlarımız GSBL pozitif mikroorganizmalarla enfekte 
olan hastaların tedavisinde beta laktam grubu antibiyotiklerin 
kullanılmasının başarısız sonuçlar doğuracağını ortaya koy-
maktadır. Buna ek olarak beta laktam/beta laktamaz inhibitörlü 
kombinasyonlara ve diğer antibiyotik gruplarına da çoklu di-
renç giderek artmaktadır. Nitekim GSBL pozitif ya da tanımsız 
olarak saptanan kökenlerimizin beta laktam dışı antibiyotiklere 
yüksek düzeyde direnç gösterdikleri (trimetoprim-sülfametak-
sazol direnci %100, tetrasiklin direnci %93,3, tobramisin direnci 
%96,6, netilmisin direnci %90, gentamisin direnci %70) göz-
lemlenmiştir.

Ülkemizden bildirilen birçok çalışmada olduğu gibi, hastane-
mizden izole edilen kökenlerimizde de TEM ve SHV enzimleri 
yaygın olduğu kadar CTX-M grubu enzimlerin oranı da oldukça 
fazladır (10,18-20). Çalışmamızda, PZR ile 12 Klebsiella pneumo-
niae kökenlerinin 10’unda blaTEM geni, 9’unda blaSHV, 7’sinde 
blaCTX-M genleri pozitif olarak bulunmuştur. On bir Escherichia 
coli kökenlerinin 8’inde blaTEM geni, 2’sinde blaSHV, 9’unda bla-
CTX-M genleri pozitif olarak bulunmuştur. Yedi Enterobacter clo-
acae kökenlerinin 4’ünde blaTEM, 7’sinde blaSHV, 1’inde blaCTX-M 
geni pozitif olarak bulunmuştur. 5 kökenimiz blaTEM, blaSHV, bla-
CTX-M genlerini, 7 kökenimiz blaTEM ve blaSHV genlerini, 2 kökeni-
miz blaSHV ve blaCTX-M genlerini, 8 kökenimiz blaTEM ve blaCTX-M 
genlerini bir arada taşımaktadır. Bir Escherichia coli kökenimiz 
fenotipik yöntemlerle GSBL pozitif olmasına rağmen blaIBC-1, 
blaTEM, blaSHV, blaCTX-M genlerinden hiçbirini taşımadığı belir-
lenmiştir. Muhtemelen bu kökende başka bir enzim ya da baş-
ka bir direnç mekanizması mevcuttur. E-test ile tanımsız olarak 
değerlendirilen 4 kökenin PZR ile 2’sinde blaTEM ve blaSHV, 1’inde 
blaSHV ve blaCTX-M genleri bir arada bulunurken, 1’inde sadece 
blaSHV geni pozitif olarak bulunmuştur.

Marmara Üniversitesi hastanesinden, 2004 yılı itibariyle E. coli 
ve Klebsiella pneumoniae kökenlerinde GSBL pozitiflik oranı sı-
rasıyla %25 ve %35 iken 2020 yılı itibariyle bu oran %45,5 ve 
%53,1dir. Çalışmamızın yapıldığı yıllarda yaygın görülen bu 
enzimler günümüzde de hala etkilerini sürdürmektedir. Bu 
enzimlerin yıllar içerisindeki hızlı artışının en önemli nedenle-
ri, uygunsuz antibiyotik kullanımı, yetersiz raporlama, sağlıklı 
bireylerde gastrointestinal taşıyıcılığın artması, hastane enfek-
siyonlarındaki belirgin artıştır. Aynı zamanda 2000’li yıllardan 
sonra GSBL pozitif kökenlerin toplum kökenli enfeksiyonlarda 
görülmeye başlanması oldukça önemlidir. 2000’li yılların önce-
sinde TEM ve SHV enzimleri sıklıkla saptanırken, günümüzde 
artık CTX-M tipi enzimler birinci sırada yer almaktadır. Yapılan 
çalışmalarda CTX-M geninin diğer antibiyotiklere direnç genle-
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ri ile beraber taşındığı saptanmıştır. Dolayısıyla yıllar içerisinde 
çoklu ilaç direncine sahip başarılı klonlar hızlı bir şeklide artış 
göstermiştir (21).

Antibiyotiklerin yaygın ve bilinçsiz kullanımı nedeniyle anti-
biyotik direnci önemli bir sorun haline gelmiştir. Her hastane, 
enfeksiyon etkeni olarak izole ettiği kökenlerinde antibiyotik 
direnç mekanizmalarını ve uygun antibiyotik kullanımını be-
lirlemeli, beta laktamaz üretimini artıran beta laktam antibiyo-
tiklerin kullanımını sınırlandırmalıdır. GSBL enzimleri dünyada 
olduğu gibi ülkemizde de yaygın olarak bulunmaktadır. Sonuç-
larımız beta laktam antibiyotik direncinin ülkemizde önemli 
bir sorun olduğunu tekrar ortaya koymuştur. IBC-1 enzimi ise 
şimdiye kadar sadece Yunanistan’da saptanmış olup muhteme-
len bölgesel sorun oluşturan bir GSBL’dir. Bizim çalışmamızda 
ve diğer ülkelerde yapılan çalışmalarda henüz bu enzime rast-
lanmamıştır. Bu bulgu her ne kadar şu andaki durumunu ifade 
ediyorsa da gelecekte bu enzimi üreten kökenlerin izole edil-
meyeceğinin garantisini vermemektedir. Bu nedenle bu tür ça-
lışmaların belirli aralıklarla tekrar edilip ülkemize ait profillerin 
belirlenmesinde büyük yarar vardır. 
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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 nAl2O3 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 nAl2O3 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 nAl2O3 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 nAl2O3 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, nAl2O3, nZnO, ger-
mination, Capsicum annuum L., pepper

ÖZ

Amaç: Nanopartiküllerin bitkiler tarafından alınması ve biriktiril-
mesi, bu bitkilerin insanlar tarafından tüketilmesi durumunda in-
san sağlığı için potansiyel bir tehdit oluşturmaktadır. Bu çalışmada, 
nAl2O3 ve nZnO'nun Capsicum annuum L. (biber)'in çimlenmesi, 
kök büyümesi ile aquaporin ve dehidrin genlerinin ekspresyon 
seviyeleri üzerindeki potansiyel yararlı veya inhibe edici etkilerinin 
analiz edilmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Biber tohumlarının çimlenmesi için farklı kon-
santrasyonlarda (0,5, 2,5 veya 5,0 mM) nAl2O3 ve nZnO kullanıl-
mıştır. Nanopartikül uygulanmış biber bitkilerinde iyon içeriklerini 
belirlemek için, ICP-MS analizi yapılmıştır. Aquaporin ve dehidrin 
gen ekspresyonlarının seviyeleri ise kantitatif ters transkripsiyon 
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile analiz edilmiştir. 

Bulgular: Nanopartikül uygulamasının biber çimlenmesi üzerinde 
etkisi tespit edilmemiştir. nAl2O3 uygulamaları kök gelişimini de-
ğiştirmezken, yüksek nZnO konsantrasyonları kök uzunluğunu ve 
kök sayısını olumsuz yönde etkilemiştir. Köklerdeki aquaporin ve 
dehidrin gen ekspresyonu, özellikle 0,5 mM nZnO uygulaması ile 
artmıştır. nAl2O3 uygulanan kök ve gövdelerde ise dehidrin gen 
ekspresyonu azalmıştır.

Sonuç: Gen ekspresyon ve büyüme parametrelerindeki değişiklik-
ler, özellikle nZnO'nun biber bitkileri için potansiyel olarak fitotok-
sik olduğunu göstermiştir. Ayrıca, ekspresyon analizi, test edilen 
genlerin nanopartikül bazlı abiyotik strese yanıt olarak rol oynaya-
bileceğini önermektedir.

Anahtar Kelimeler: Aquaporin, dehydrin, nanopartikül, nAl2O3, 
nZnO, çimlenme, 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 (nAl2O3 and 
nZnO) on its germination, root growth and expression levels of 
aquaporin (CaAqp) and dehydrin (CaDhn) genes.

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 
Yüksel, Yüksel Tohum (Antalya, Turkey) and kept in the dark at 
4°C until use. 

Characterization of Nanoparticles 
The nAl2O3 (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 nAl2O3 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, FEI 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 nAl2O3 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 cm3 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 nAl2O3 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 15th 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 nAl2O3 and 
nZnO on the expression levels of genes, CaDhn (Accesion no. 
AY225438.1) and CaAqp2 (CaTIP1;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 DNaseI treatment (DNase I, 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 µg per 
treatment) using SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System 
(InvitrogenTM) according to manufacturer's instructions. The 
obtained cDNAs were kept at -20°C until use in qRT-PCR. The 
NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and its BLAST 
tool (blast.ncbi.nlm.nih.gov) were used to get full-length se-
quences and verification of mRNA sequences of CaDhn and 
CaAqp2 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; TTTCAACTGGTGGCTGCTAC), 

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

Melt curve analysis was performed following each qRT-PCR am-
plification by heating the product from 65°C to 95°C, 0.5°C in 5 
s increments. The optimal cycle threshold (Ct) was determined 
using Biorad CFX Manager 3.1 software. The above-men-

tioned housekeeping genes were used for normalization using 
GeNorm V3 algorithm (14). The obtained normalized cq values 
were processed according to the ΔΔcq 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 nAl2O3 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 Al3+ and Zn2+ ions in the exposure medium was 
obtained according to Leclerc and Wilkinson (15):

1. Centrifugation of the medium at 2500×g 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 1st 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 Al3+ and Zn2+ from nAl2O3 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 nAl2O3 (A, SEM; C, TEM) and nZnO 
(B, SEM; D, TEM).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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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 nAl2O3 images were very 
low-resolution so it was not possible to obtain their mean 
sizes.

Effects of nAl2O3 and nZnO on the germination parameters 
of pepper
The effects of different nAl2O3 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. 

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 nAl2O3-treated pepper plants, there were no statistical-
ly significant differences among the tested plants. 

While the control and nAl2O3-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 15th day (Table 2). 
Even though a statistically similar number of roots were ob-
tained in the control and nAl2O3-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 Al3+ and Zn2+ ions in pepper stems and roots following 
nAl2O3 and nZnO treatments. Interestingly, Al3+ ions were not 
detected in nAl2O3-treated pepper stems and roots with ICP-
MS analysis. ICP-MS analysis showed the presence of Zn2+ ions 
in both pepper stems and roots with the application of nZnO in 
MS medium (Table 3). An accumulation of Zn2+ 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 Zn2+ 
ions were determined in the 0.5 mM (312.4 mg/kg FW) and 2.5 

Figure 2. Germination percentages of nAl2O3 and ZnO-
treated pepper seeds.

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

Al2O3

0.5 26.8±1.48b 59.4±3.03a

2.5 27.5±1.89b 60.8±1.66a

5.0 29.4±1.78ab 59.4±2.01a

ZnO

0.5 36.2±1.97a 55.5±2.56a

2.5  22.7±1.31bc 57.0±2.27a

5.0 14.7±0.88d 55.2±2.06a

Significance test
F=13.830 F=1.079

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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mM (933.5 mg/kg FW) nZnO-applied pepper roots. However, 
no statistical differences were detected in the content of Zn2+ 
ions between control and 5 mM nZnO-applied pepper stems 
and roots (Table 3). 

ICP-MS analysis was performed to obtain the release rates of dis-
solved Al3+ and Zn2+ ions from nAl2O3 and nZnO containing MS 
media in 1st and 7th day. The results showed that the dissolution 
of Al3+ and Zn2+ ions from the applied nanoparticles was very low 
(Table 4). While Al3+ release from nAl2O3 was only 0.053%, Zn2+ 

release from nZnO was 0.153% even after 7 days (Table 4). 

qRT-PCR analysis of CaAqp2 and CaDhn genes
To understand the effects of the tested metal nanoparticles at the 
molecular level, relative expression levels of two pepper genes 
(CaAqp2 and CaDhn) were analyzed by qRT-PCR (Figure 3 and 

Table 4. The percentages (%) of Al3+ and Zn2+ released from 
2.5 mM nAl2O3 or nZnO containing culture medium.

Duration (days) Al3+ release (%) Zn2+ release (%)

0 - -

1 0.028 0.069

7 0.053 0.153

Table 2. The impacts of nAl2O3 and nZnO on root numbers of pepper plantsa.

Kruskal-Wallis Test 

Nanoparticles Concentration (mM) Number of rootsb Mean rank Significance test

Control 0  1.84±0.27 78.53

χ2=20.037
df=6

 p=0.003

Al2O3

0.5  1.85±0.24 79.83

2.5  2.15±0.33 82.93

5.0 1.37±0.17 63.61

ZnO

0.5 1.58±0.25 68.50

2.5  1.11±0.07* 55.74

5.0  1.00±0.00* 50.00

aRoot 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)

Table 3. Zn2+ content of pepper stems and roots treated with 
nZnO.

Concentration (mM)

Zn2+ content (mg/kg FW)

Stem* Root*

0 (Control)  2.21±0.06c 4.27±0.07c

0.5 44.32±0.19b  312.44±1.16b

2.5 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.

Figure 3. Relative expression levels of CaAqp2 and CaDhn in nAl2O3-treated pepper plants.
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Figure 4). Application of nAl2O3 did not have a significant effect 
on the relative expression of CaAqp2 in stems and roots (Figure 
3A). The only decrease in gene expression levels was obtained 
in stems of 0.5 mM nAl2O3-treated pepper plants. Application of 
2.5 and 5 mM nAl2O3 led to a slight increase of CaAqp2 in stems 
and roots. On the other hand, nAl2O3 treatments inhibited CaDhn 
gene expression in stems and roots with respect to the control 
groups (Figure 3B). 0.5 and 5 mM nAl2O3 treatments resulted in 
statistically similar gene expression levels in stems and roots. 2.5 
mM nAl2O3 treatments upregulated CaDhn gene expression in 
stems compared to the other applied concentrations. 

The CaAqp2 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 CaAqp2 
expression in roots. While CaAqp2 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

An increase 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 nAl2O3 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 nAl2O3 (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 nAl2O3. 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 nAl2O3, nSiO2, nFe3O4 and nZnO on 
seed germination and root elongation of Arabidopsis thaliana. 
The results showed that while nZnO was the most phytotoxic, 
nAl2O3 was not toxic for these plants. Regarding root length 
and number, none of the concentrations of nAl2O3 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 (~5-20 nm) (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 

Figure 4. Relative expression levels of CaAqp2 and CaDhn in nZnO-treated pepper plants.
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plant body (1). Moreover, plants can accumulate nanoparticles 
directly or as metal ions (27). In the present study, no Al3+ ions 
were detected in nAl2O3-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 Zn2+ 
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 CaAqp (CaTIP1;1) 
from the tonoplast intrinsic proteins subfamily and CaDhn 
were investigated in 15-day-old pepper seedlings after expo-
sure to nAl2O3 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 nAl2O3 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, 
nAl2O3 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 CaAqp2 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 CaAqp2 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 

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 nAl2O3 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 
nAl2O3 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 nAl2O3 

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 

ÖZ

Amaç: Canlı vericili karaciğer naklinde, alıcıda greftin alıcı ağırlığı-
na oranının (GRWR) ve vericide ameliyat sonrası kalacak karaciğer 
hacminin ameliyat öncesi hacimsel analizle doğru tahmin edilme-
si çok önemlidir. Bu çalışma ile karaciğer vericilerinde karaciğerin 
anatomik ve hacimsel analizinin yapılması için kullandığımız Li-
verVision® programı ile hesaplanmış tahmini sağ lob greft hacim-
lerinin (EGV) ameliyat sırasında arka-masada (back-table) ölçülen 
gerçek greft ağırlığı (AGW) ile karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda 01.01.2018-30.05.2020 tarihleri 
arasında canlı vericiden sağ lob karaciğer nakli yapılmış olan hasta-
lar ve vericileri retrospektif olarak incelenmiştir. Hastaların demog-
rafik bulguları, vücut kitle indeksi, EGV, AGW ve GRWR kayıt altına 
alınmıştır. Sürekli değişkenler arasındaki ilişkiler, Pearson korelas-
yon katsayısı, doğrusal regresyon analizi ve Bland Altman grafikleri 
ile değerlendirilmiştir.

Bulgular: Ortalama yaşı 32,6±8,8 yıl olan toplam 108 karaciğer 
vericisi çalışmaya dâhil edilmiştir. Ortalama EGV tüm vericiler için, 
902,5±147,1 mL iken, ortalama AGW tüm vericiler için 890,6±145,9 
g olarak hesaplanmıştır. Tüm vericiler için EGV ile AGW arasında an-
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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 250C, 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 

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 Aydın 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 Aydın 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-

(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 
(g)=0.85xEGV (mL)+124.5 was obtained (r2=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

lamlı bir korelasyon olduğu saptanmıştır (r=0,856, p<0,001). Bland-Alt-
man metoduna göre 108 ölçümün 105'inde (%97,2) EGV, AGW ile %95 
güven aralığı içerisinde saptanmıştır. AGW’yi hesaplamak için oluşturu-
lan regresyon modeline göre AGW (g)=0,85xEGV (mL)+124,5 formülü 
elde edilmiştir (r2=0,732, p<0,001).

Sonuç: Yeni geliştirilmiş Türk yapımı yarı otomatik LiverVision® yazılımı 
ile bilgisayarlı tomografi (BT) ile vericilerin karaciğer hacimleri başarılı 
bir şekilde tahmin edilebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciğer nakli, canlı karaciğer vericisi, tahmini 
greft hacmi; gerçek greft ağırlığı, yazılım programı
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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/m2 (range; 18.1-33.9) for all 
donors, while it was 25.3±3.3 kg/m2 (range; 18.1-33.2) for men 
and 26.3±3.7 kg/m2 (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).

Figure 1. Illustration of 3D liver and volume calculation provided by LiverVision © program (image taken from LiverVision.org).
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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 (r2=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 1 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-

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/m2) 25.3±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 1.2±0.26 1.22±0.35 0.602
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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 (r2=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 (r2=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 (r2=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 (r2=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 

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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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-

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, 1000 gram ve altında doğan ve 3-5 yaşına gel-
miş çocukların, Dünya Sağlık Örgütü Çocuk ve Ergenlerde Uluslara-
rası İşlevsellik Sınıflaması (ICF-CY) sisteminde belirlenen alanlarda 
sorunla karşılaşma oranları araştırılarak ve hizmet ihtiyaçlarının 
belirlenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Elli sekiz çocuğa okul öncesi dönemde fizik mu-
ayene ve ayrıntılı nörolojik inceleme yapıldı. Bu çocuklar perinatal 
ve sosyodemografik özellikler yönünden irdelenerek tüm çocukla-
ra Vineland Uyum ve Davranış Ölçeği uygulanmıştır. Sonuçlar ICF-
CY modeline uyarlanmıştır.

Bulgular: Olgularımızın iletişim işlevselliğinde %20,6’sının, günlük 
yaşam becerilerine katılımında %12,1’inin, sosyalleşme işlevselli-
ğinde %19’unun, hareket işlevselliğinde ise %29,3’ünün ciddi dü-
zeyde sorun yaşadıkları saptanmıştır. Sadece 3 olguda ciddi düzey-
de yaşla uyumlu olmayan davranış sorunu tanımlanmıştır. Hareket 
işlevselliğinin; öz bakım işlevselliğini, ev yaşamı etkinliklerine ka-
tılımı, sosyalleşme işlevselliğini, oyun ve boş zaman etkinliklerine 
katılımı, öğrenme ve problem çözme işlevselliğini anlamlı olarak 
etkilediği belirlenmiştir. Olgularımızın %22,4’ünün (13 olgu) yük-
sek seviyede özel eğitim desteğine ihtiyacı olduğu belirlenmiştir.

Tartışma: Günümüzde yaşama şansları oldukça yüksek olan aşırı 
düşük doğum ağırlıklı prematürelerin işlevsellik, etkinlik, yaşama 
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GİRİŞ

Günümüzde çok düşük doğum ağırlıklı (ÇDDA) bebeklerin ya-
şatılma başarısı yalnızca yaşama oranları ile değil erken ve uzun 
dönemde yaşam kalitelerini yansıtan nörolojik ve gelişimsel 
durumları kapsamında değerlendirilmektedir. ÇDDA ve aşırı 
düşük doğum ağırlıklı (ADDA) çocukların büyük bir çoğunlu-
ğunun çocukluk döneminde duygusal, davranışsal ve uyum 
sorunlarının olduğu gösterilmiştir (1). Doğum ağırlığının düşük 
olması ve gebelik haftasının az olması çocuğun ileri döneminde 
bu sorunlarının olabileceğinin en iyi göstergesidir. Bu sorunlar 
çocuğun yaşamakta olduğu sağlık sorunları, ev ortamı, sosyo-
kültürel ve ekonomik düzey, anne-baba eğitimi, gelişimsel du-
rum, sosyal stresler ve özellikle aile ve toplum desteklerinin bir-
birleriyle olan ilişkilerine bağlıdır. Aynı zamanda bu bileşenlerin 
her biri diğerini etkileyebilen faktörlerdir ve bunların tamamı 
bir bütün olarak çocuğun sağlık durumunu belirler. Çocuğun 
gelişimi ve davranışsal sorunları ve iyi olma hali arasındaki kar-
maşık ilişkiyi anlayabilmek için bugüne kadar çeşitli modeller 
öne sürülmüştür. Bu anlamda İşlevsellik, Yetiyitimi ve Sağlığın 
Uluslararası Sınıflaması (International Classification of Functi-
oning, Disability and Health-ICF) modeli; vücut fonksiyonları, 
vücut yapısı, etkinlikler ve katılım bileşenleri ile bireyin sağlık 
ve yetiyitimi durumunu belirlemektedir (2). 

Batı ülkelerinde ve ABD’de çocuklarda uyum performansını öl-
çebilen çok sayıda yöntem kullanılmaktadır. Bunlar içinde en 
gözde olanlardan biri Vineland Uyum Davranış Ölçeğidir (3,4). 
Bu test, 0 -18 yaş arası çocukların iletişim, sosyalleşme ve ha-
reket işlevselliğini, günlük yaşam becerilerine katılımını ölçen 
altın standart bir testtir. Gelişmiş ülkelerde, çok düşük doğum 
ağırlığı ile doğan bebeklerin okul öncesi dönemde gözlenen 
gelişimsel sorunları ile ilgili çok sayıda çalışma olmasına karşın 
ülkemizde ve benzer sosyoekonomik özellikler taşıyan geliş-
mekte olan ülkelerde bu alanda yapılmış çalışma sayısı azdır 
(5). Bu çalışmada ünitemizde, 1000 gram ve altında doğan ve 
3-5 yaşına gelmiş prematüre bebeklerin, Dünya Sağlık Örgütü 
Çocuk ve Ergenlerde Uluslararası İşlevsellik Sınıflaması (ICF-CY) 
sisteminde tanımlanan alanlarda sorun yaşama oranlarının ve 
hizmet gereksinimlerinin belirlenmesi planlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmaya Sağlık Bakanlığı İstanbul Bakırköy Kadın Doğum ve 
Çocuk Hastalıkları Eğitim ve Araştırma Hastanesinde 1 Ocak 
2005 ile 31 Aralık 2007 tarihleri arasında 1000 gram ve altında 
doğup İstanbul sınırları içerisinde yaşayan ve ebeveynlerinden 

çalışmaya katılmak için yazılı onay alınmış olgular dahil edildi. 
Başka bir merkezde doğup hastanemize kabul edilen, hastane-
mizde doğup yer olmaması nedeniyle sevk edilen ve İstanbul 
sınırları dışında yaşayan olgular çalışma dışı bırakıldı.

Çalışmaya alınan prematürelere ait erken dönem neonatal 
dönem kayıtları veri tabanı ve hasta dosyalarından elde edil-
di. Perinatal dönem özelliklerinden erken membran rüptürü 
ve klinik koriyoamniyonit irdelendi. Erken neonatal özellikler-
den gebelik haftası, doğum ağırlığı, yoğun bakım gereksinimi, 
ventilatörde kalış süresi, sürfaktan kullanımı, nekrotizan ente-
rokolit (NEK), germinal matriks intraventriküler kanama (GM-İ-
VK), respiratuar distress sendrom (RDS), serebral palsi, sepsis, 
konvülziyon, hiperbilirubinemi, patent duktus arteriozus (PDA), 
prematüre retinopati (ROP), postnatal steroid tedavisi ile top-
lam hastanede yatış süresi sorgulandı ve araştırma formuna 
kaydedildi. Prematüre takip polikliniği kayıtlarından postneo-
natal döneme ait bilgilere ulaşıldı, özellikler kaydedildi. Ailelere 
telefon ve mektupla ulaşılarak çalışma anlatıldı. Çalışmaya ka-
tılmak isteyenlere randevu verilerek çocuk ve ebeveyn çağrıldı. 
Randevu günü aile çalışmayı yapan hekim tarafından karşılan-
dı, yapılacak muayene ve test anlatıldı. Onam alındı. İlk değer-
lendirme sonuçları forma kaydedildi. 

Olguların değerlendirildiği ortam düzenlendi. Olabildiğince 
izole, sessiz, test ve değerlendirmeler yapılırken çocuğun ve 
ailenin dikkatini dağıtmayacak rahat bir ortam sağlandı. Pre-
matürelere genel fizik muayene yapıldı; ağırlık, boy ölçümü 
yanında Amiel-Tison metodu ile nörolojik muayenede sekel, 
yetersizlik araştırıldı. Nörolojik muayenede patoloji saptanan 
olgulara pediatrik nöroloji konsültasyonu yapıldı ve izleme 
alındı. Rehabilitasyon gerekenler özel eğitime yönlendirildi. 

Ailelerin sosyodemografik durumunu belirleyebilmek için ak-
raba evliliği, anne-baba eğitim düzeyi, anne-baba mesleği, kar-
deş sayısı, kardeş öğrenim durumu, konut durumu, aynı evde 
yaşayan birey sayısı, konutun ısınması, özel arabaya sahip olma, 
sağlık güvencesi gibi özelliklerden oluşan 19 soruluk bir form 
oluşturuldu ve her bir olgu için bu sorular ailelere soruldu. 

Çalışmaya alınan prematüre çocuklara Vineland Uyum Davranış 
Ölçeği-2 uygulandı. Çalışma öncesinde Vineland Uyum Davra-
nış Ölçeği-2'yi uygulayan hekim Ankara Üniversitesi Tıp Fakül-
tesi Gelişimsel Pediatri Bilim Dalı’nda 2 hafta süre ile eğitim aldı.

Testin uyum becerilerini kapsayan dört ana alanı ve onbir alt 
alanı olup bu alanlar; iletişim (alıcı, anlatım, yazılı), günlük ya-
şam becerileri (kişisel, evdeki beceriler, toplumsal), sosyalleşme 

katılım ve hizmet ihtiyaçlarının saptanabilmesi için uzun dönem izlem-
leri çok önemlidir ve mutlaka ergenlik dönemine kadar devam ettiril-
melidir.

Anahtar Kelimeler: Prematüre, aşırı düşük doğum ağırlıklı, Dünya Sağ-
lık Örgütü, Vineland, özel eğitim

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
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(kişiler arası ilişkiler, oyun ve boş zaman, başa çıkma becerileri) 
ve hareket (ince, kaba) tüm olgularda ayrı ayrı değerlendirildi. 
Aynı zamanda her olgu için 36 adet uyumlu olmayan davranış 
maddeleri soruldu. Çocuklara her zaman yapabildikleri mad-
deler için ‘2’ puan, hiçbir zaman yapamadıkları maddeler için ‘0’ 
puan, bazen yapıp bazen yapamadıkları maddeler için ‘1’ puan 
verildi. Bazı özel maddelerde ‘fırsat yok’ seçeneği kullanıldı. 
Puanlar verildikten sonra her hasta için alt alanlar ve uyumlu 
olmayan davranışlar için v-skala skor, alanlar ve uyumlu davra-
nış bileşkesi için standart skor hesaplandı. Tüm olgularımız ICF-
CY’de belirlenen alanlarda sınıflandırıldı. Buna göre Vineland 
Uyum ve Davranış Ölçeğinde aldıkları puan < -2 SD ise ciddi, < 
-1 SD ise hafif-orta düzeyde sorun var olarak kabul edildi. Testin 
uygulanma süresi ortalama 45-60 dk arasında idi. 

Çalışmada elde edilen bulgular değerlendirilirken istatistiksel 
analizler için SPSS 14,0 paket programı kullanıldı. Çalışma veri-
leri değerlendirilirken tanımlayıcı istatistiksel metodların (orta-
lama, standart sapma, frekans) yanısıra niceliksel verilerin kar-
şılaştırılmasında Student-t testi kullanıldı. Sürekli değişkenlerin 
karşılaştırılmasında Spearman korelasyon analizi ve Mann-W-
hitney U testi kullanıldı. Niteliksel verilerin karşılaştırılmasında 
ise Ki-Kare testi, Fisher’s Exact test ve tanı tarama testleri kulla-
nıldı. Sonuçlar %95’lik güven aralığında anlamlılık p<0,05 düze-
yinde değerlendirildi.

BULGULAR

Sağlık Bakanlığı Bakırköy Kadın Doğum ve Çocuk Hastalıkları 
Eğitim ve Araştırma Hastanesi 3. düzey yoğun bakım ve 2. dü-
zey prematüre servislerinde, 1000 gram altında doğan toplam 
162 prematüre bebek izlendi. Toplam 14 bebek kaybedildi, 21 
bebek ise hastanemizde 3. düzey yenidoğan yoğun bakım üni-
tesinde yer olmaması nedeni ile sevk edildi. Serviste izlenen 
hastalarımızın 18’i başka hastanelerden tarafımıza sevk edilen 
hastalardı. Kalan 109 hastadan 26’sı İstanbul dışında oturdukla-
rı için çalışmaya dahil edilmedi. Geriye kalan 83 vakadan 19’una 
adres ve telefon değişikliği nedeni ile ulaşılamadı. Ulaşılan 64 
hastanın velisine araştırma hakkında bilgi verildi ancak 6 has-
tanın ailesi çocukları ile igili bir sıkıntıları olmadığı ve çalışmaya 
katılmaya gerek duymadıklarını belirterek katılmayı reddetti-
ler. Sonuçta 58 hasta çalışmaya dahil edildi. Olgularımızın 37’si 
kız (%63,8), 21’i erkek (%36,2) idi. Ortalama doğum ağırlığı 
877,6±102,1 gram, ortalama gebelik haftası 28±2,36 hafta idi. 
Olgularımız ortalama 22,1±23,18 gün yoğun bakım ünitesin-
de, 59±21,2 gün hastanede yatırılmıştı. Hastalarımızda görülen 
prematüre sorunları Tablo 1’de gösterilmiştir. 

Hastalarımızın ICF-CY Sınıflamasına Göre Geli-
şimsel İşlevler ve Etkinlikler ve Katılım Alanla-
rında Sorun Yaşama Oranları 

İLETİŞİM 

Alıcı dil
Koryoamnionit olmayan hastaların %5,7’sinde alıcı dil işlevsel-
liğinde ciddi düzeyde sorun mevcut iken annesinde koryoam-
nionit olanların %40’ında ciddi düzeyde sorun saptandı ve ara-

larındaki ilişki anlamlı bulundu. Aynı şekilde annenin öğrenim 
durumu, annenin çalışma durumu, babanın işinin olup olmama-
sı, kendine ait bir odanın olup olmaması ile alıcı dil işlevselliği 
arasında anlamlı bir ilişki saptandı (Tablo 2). Çekirdek aile olma-
yan 4 hastadan hepsinin alıcı dil işlevlerinin normal olduğu gö-
rülürken çekirdek ailesi olanların %24,1’inde alıcı dil işlevlerinde 
sorun olduğu tespit edildi. İşitme kaybı olanların alıcı dil işlevle-
rinde anlamlı olarak daha ciddi sorun olduğu saptandı. Annesin-
de erken membran rüptürü (EMR) olan ve GM-İVK, periventrikü-
ler lökomalazi (PVL) geçiren olgularımız alıcı dil işlevselliğinde 
daha fazla oranda sorun yaşamalarına rağmen aralarındaki ilişki 
anlamlı değildi. Alıcı dil işlevselliğinde sorun yaşayan olgularımı-
zın %15,5’i (9 olgu) özel eğitim almıyordu. Bu olgularımızın anne 
ve baba eğitim düzeyinin daha düşük olduğu saptandı. 

Anlatım dili
Sepsis ve menenjit geçiren olgular anlatım dili işlevselliğinde 
daha ciddi sorunlar yaşamasına rağmen aradaki ilişki anlamlı 
bulunmadı. 

Annesi çalışan bebeklerin anlatım dili işlevselliği annesi ev ha-
nımı olan bebeklere göre anlamlı olarak daha iyi bulundu. Aynı 

Tablo 1. Olgularımızda görülen prematüre sorunlarının 
oranları.

 n (olgu sayısı)  %

RDS 20 34,5

Sepsis 29 50

Menenjit 6 10,3

NEK

Evre-1 12 20

Evre-2 4 6,8

Evre-3 1 1,7

GM-İVK

Evre-1 12 20,7

Evre-2 8 13,8

Evre-3 2 3,4

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-İVK: İntraventriküler kanama, PVL: Periventriküler lökomalazi,

haPDA: Hemodinamik anlamlı patent duktus arteriozus, ROP: Prematüre 

retinopatisi BPD: Bronkopulmoner displazi
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şekilde kendisine ait bir odası ve oyun odası olanların olmayan-
lara göre bu alandaki durumları daha iyi idi (sırayla p=0,025, 
p=0,001). Anlatım dili işlevselliğinde sorun olan 42 hastanın 
37’si (%88) özel eğitim almıyordu. Ciddi düzeyde sorun yaşayan 
12 hastanın ise 9’u özel eğitimden faydalanmıyordu. 

Yazılı dil
Olgularımız incelendiğinde yazılı dil işlevselliği ile herhangi bir 
prematüre sorunu arasında anlamlı bir ilişki saptanmadı. Has-
talarımızın sosyodemografik özellikleri ile yazılı dil işlevselliği 
arasında da anlamlı bir ilişki bulunmadı.

GÜNLÜK YAŞAM BECERİLERİ

Öz bakım
Çalışan annelerin çocuklarının öz bakımlarının anlamlı olarak 
daha iyi olduğu görülürken aynı şekilde annenin eğitim duru-
mu ile öz bakım işlevselliği arasında anlamlı bir ilişki saptandı 
(Tablo 3). Olgularımızın arasında annesinde EMR olanların ve 

PVL, NEK sorunlarını yaşayanların öz bakım işlevselliklerinde 
daha ciddi sorunlar yaşadığı görüldü. Aynı şekilde hareket iş-
levselliği ile öz bakım işlevselliği arasında çok anlamlı bir ilişki 
saptandı (Tablo 3). Anne dışında bakıcısı olan olgularımızın öz 
bakım işlevselliğinin daha iyi olduğu görüldü (p=0,04). Çalış-
mamızda kendine ait odası olanların da öz bakım işlevselliği-
nin anlamlı olarak daha iyi düzeyde olduğu saptandı. Öz bakım 
işlevselliğinde ciddi düzeyde sorun yaşayan 12 hastanın 8’inin 
fizik tedavi almadığı görüldü. 

SOSYALLEŞME 

Kişiler arası ilişkiler
Annesinde koryoamnionit olan, sepsis geçiren, bronkopulmo-
ner displazi (BPD) sorunu olan ve steroid tedavisi alan olgula-
rımızın kişiler arası ilişkilerde anlamlı olarak daha ciddi sorun 
yaşadıkları saptanırken GM-İVK, posthemorajik hidrosefali, 
menenjit, PVL varlığında bu fark istatistiksel olarak anlamlı de-
ğildi (Tablo 4). Görme işlevi ile kişiler arası ilişkiler arasında çok 

Tablo 3. Öz bakım işlevselliği ile hareket işlevselliği, prematüre sorunları ve anne eğitim durumu arasındaki ilişki.

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

EMR**

Var 7 6 1

Yok 5 23 16

NEK**
Var 7 9 2

Yok 5 20 15

Serebral palsi* Var 6 2 0

Yok 6 27 17

Anne 
eğitim durumu**

Ev hanımı 12 24 10

Çalışmıyor 0 5 7

Hareket 
işlevselliği*

Ciddi 8 8 1

Hafif-orta 4 14 5

Sorun yok 0 7 11

*: p<0,001; **: p<0,05; EMR: Erken membran rüptürü,; NEK: Nekrotizan enterokolit; n: Olgu sayısı

Tablo 2. Alıcı dil işlevselliği ile annenin öğrenim ve çalışma durumu arasındaki ilişki.

Alıcı dil işlevselliği (n)

Ciddi düzey Hafif-orta düzey Sorun yok

Annenin 
öğrenim durumu*

Okuryazar değil 0 1 1

İlk-Orta-Lise mezunu 5 7 39

Yüksek okul mezunu 0 0 5

Annenin 
çalışma durumu*

Ev hanımı 5 7 34

Çalışıyor 0 1 11

*: p<0,05, n: Olgu sayısı
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kuvvetli bir ilişki saptandı. Kendine ait odası olan olgularımızın 
kişiler arası ilişkilerinin anlamlı olarak daha iyi düzeyde oldu-
ğu tespit edildi. Annenin ve babanın eğitim durumu ile kişiler 
arası ilişkiler arasında anlamlı bir ilişki saptanmadı. Aynı şekilde 
kreşe gidip gitmeme ile de kişiler arası ilişkiler arasında anlamlı 
bir ilişki tespit edilmedi. Kişiler arası ilişkilerinde ciddi düzeyde 
sorun yaşanan 8 olgumuzun 4’ü özel eğitim almıyordu. Tüm ol-
gular incelendiğinde ise bu alanda sorun saptanan 35 olgunun 
30’u özel eğitimden faydalanmıyordu.

Oyun ve boş zaman
Serebral palsisi olan 8 olgumuzun ise hepsinin oyun ve boş 
zaman etkinliklerine katılımında sorun olduğu tespit edilirken 
serebral palsisi olmayan 50 olgumuzun sadece %4’ünde ciddi 
düzeyde sorun saptandı ve aralarındaki ilişki yüksek düzeyde 
anlamlı idi (p=0,0001). Hareket işlevselliği ve görme işlevlerin-
de sorun saptanan olguların oyun ve boş zaman etkinliklerine 
katılımında ciddi düzeyde sorun yaşadıkları görüldü. Olguları-
mızın kendine ait odasının olmasının oyun ve boş zaman etkin-
liklerine katılımı anlamlı olarak etkilediği saptandı. Aynı şekil-
de anne ve babanın öğrenim durumunun oyun etkinliklerine 
katılımı anlamlı olarak etkilediği görüldü. Çalışan annesi olan 
olgularımızın oyun ve boş zaman etkinliklerine katılımda daha 

az sorun yaşadığı bulundu. Bakıcısı olan olgularımızın oyun ve 
boş zaman etkinliklerine katılımda daha iyi durumda oldukları 
görüldü (p=0,03).

Öğrenme ve problem çözme işlevleri
Olgularımızın baba ve anne yaşı arttıkça öğrenme ve problem 
çözme işlevselliğinde sorun yaşama oranlarının arttığı görül-
mesine rağmen aradaki ilişki anlamlı bulunmadı. Çalışan anne-
si olanların öğrenme ve problem çözebilme becerilerinde daha 
hafif sorunlar yaşadığı tespit edildi (Tablo 5). Anne ve babanın 
öğrenim durumunun ise olgularımızın öğrenme işlevselliğini 
etkilemediği bulundu. Buna karşın bakıcısı olan olgularımızın 
problem çözebilme işlevselliğinin daha sorunsuz olduğu görül-
dü (p=0,033). Öğrenme ve problem çözme işlevselliğinde ciddi 
sorun yaşayan 18 olgunun 13’ünün özel eğitim desteği almadı-
ğı tespit edildi. Bu alanda sorun yaşayan toplam 56 hastanın ise 
sadece 5’inin özel eğitim aldığı saptandı.

MOTOR BECERİLER-İNCE VE KABA HAREKET

Prematüre sorunları ile karşılaşma ve hareket işlevselliği ara-
sındaki ilişki Tablo 6’da belirtilmiştir. Menenjit geçiren olguları-
mızın hareket işlevselliğinde daha ciddi sorunlar yaşamalarına 

Tablo 4. Olgularımızın prematüre sorunları ile kişiler arası ilişkileri arasındaki ilişki.

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

Koryoamnionit
Var 3 2 0

0,005
Yok 5 25 23

Sepsis
Var 5 17 7

0,04
Yok 3 10 16

Steroid tedavisi
Alan 4 12 3 0,03

 Almayan 4 15 20

BPD
Var 5 15 4

0,01
Yok 3 12 19

Serebral palsi
Var 6 2 0

0,0001
Yok 2 25 23

BPD: Bronkopulmoner displazi, n: Olgu sayısı

Tablo 5. Öğrenme ve problem çözme işlevselliği ile annenin çalışma durumu arasındaki ilişki.

Annenin çalışma durumu

 Öğrenme ve problem çözme işlevselliği (n)

Ciddi düzey Hafif-orta düzey Sorun yok

Ev hanımı 18 27 1

Çalışıyor 0 11 1

p=0,02 (Ki-Kare), n: Olgu sayısı
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rağmen aralarındaki ilişki anlamlı değildi. Steroid tedavisi alan 
19 olgunun 14’ünde ince hareket işlevselliğinde,16’sında ise 
kaba hareket işlevselliğinde sorun saptandı. Evre-3 ve üzeri 
ROP olan olgularımızın hepsinde ince ve kaba hareket işlevsel-
liğinde sorun yaşanırken, ROP olmayan olgularımızın sadece 
2’sinde bu alanda sorun saptandı ve aralarındaki ilişki anlamlı 
bulundu. Olgularımızın görme işlevleri ile hareket işlevselliği 
arasında çok anlamlı bir ilişki saptandı (p=0,0001). Annenin 
eğitim durumunun olgularımızın hareket işlevselliğini anlamlı 
olarak etkilediği görüldü. 

Kas gücü ve tonusunun hareket işlevselliğini çok anlamlı bir şe-
kilde etkilediği görülürken eklem işlevlerinin özellikle ince ha-
reket işlevselliğini etkilediği saptandı.Tüm olgular içinde 2’sinin 
kronik ağrısı mevcut idi ve bu iki olgunun da hareket işlevselli-
ğinde sorun saptandı.

Uyumlu Davranış Bileşkesi
Olgularımızın uyumlu davranış bileşke düzeyleri belirlendi 
(Tablo 7). Buna göre tüm olgularımızın %22,4’ü (13 olgu) düşük 
seviyede saptanırken, %53,4’ü ortalamanın altında bulundu, 14 
olgunun ise uyumlu davranış bileşke skorları normal tespit edil-
di. Olgularımızın yoğun bakım ünitesinde yatış süreleri uzadık-
ça uyumlu davranış sorunlarının anlamlı olarak arttığı saptandı 
(p=0,048). Gestasyon yaşı, doğum ağırlığı ile bu şekilde bir ilişki 

saptanmadı. NEK, RDS, ROP, sepsis, posthemorajik hidrosefali, 
BPD ile ilişki istatistiksel olarak anlamsızdı. Menenjit geçiren ol-
gularımızın ise bileşke skorlarının daha düşük olmasına rağmen 
aralarındaki ilişki anlamlı bulunmadı. 

Steroid tedavisi alan hastalarımızın uyumlu davranış bileşke 
skorları anlamlı olarak daha düşük tespit edildi (p=0,05). Sereb-
ral palsi ile bileşke düzeyleri arasında çok anlamlı bir ilişki tespit 
edildi (p=0,0001).

Annenin eğitim durumunun olgularımızın uyumlu davranış 
düzeylerini anlamlı olarak etkilediği görülürken, baba eğitim 
durumunun uyumlu davranış düzeylerini etkilemediği tespit 
edildi (p=0,001). Aynı şekilde annenin çalışma durumunun 
da uyumlu davranış bileşke düzeylerini etkilediği görüldü 
(p=0,001). Bakıcısı olanların uyumlu davranış bileşke skorlarının 
anlamlı olarak daha yüksek olduğu görüldü (p=0,003). Kendi-
ne ait odası olan 15 olgunun 9’unun uyumlu davranış bileşke 
düzeyi normal iken, odası olmayan 43 olgunun sadece 5’inin 
normal olduğu tespit edildi (p=0,0001). Görme işlevselliğinin 
olgularımızın uyumlu davranış bileşke skorlarını çok anlamlı bir 
şekilde etkilediği saptandı (p=0,0001). Kronik ağrının uyumlu 
davranış bileşke düzeyini anlamlı olarak etkilemediği belir-
lendi. Uyumlu davranış bileşke düzeyi düşük olan 13 olgudan 
8’inin özel eğitim desteğinden faydalanmadığı tespit edildi. 

Tablo 6. Hareket işlevselliği ile prematüre sorunları arasındaki ilişki.

İnce hareket (n) Kaba hareket (n)

Ciddi Hafif-orta Sorun yok Ciddi Hafif-orta Sorun yok

EMR*
Var 7 5 2 6 7 1

Yok 6 21 16 5 25 14

Koryoamnionit*
Var 5 0 0 3 2 0

Yok 8 26 19 8 30 15

PVL*
Var 3 0 2 3 0 2

Yok 10 26 17 8 32 13

Menenjit
Var 2 3 1 1 4 1

Yok 11 23 18 10 28 14

GM-İVK
Var 8 8 7 5 10 8

Yok 5 18 12 6 22 7

Sepsis
Var 9 10 9 7 15 7

Yok 4 16 9 4 7 18

Steroid
Var 6 8 5 3 13 3

Yok 7 18 14 8 19 12

*: p<0,05; EMR: Erken membran rüptürü, PVL: Periventriküler lökomalazi, GM-İVK: Germinal Matriks-İntraventriküler kanama, n: Olgu sayısı
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Tüm olgular içinde ise uyumlu davranış bileşke skorları ortala-
manın altında olan 44 olgudan 39’unun özel eğitim desteğin-
den faydalanmadığı saptandı. 

Uyumlu Olmayan Davranışlar
Olgularımızın %72,4’ünün (42 olgu) uyumlu olmayan davra-
nışlarda sorun göstermediği 13 olgunun ise hafif-orta düzeyde 
sorun yaşadığı, 3 olgunun ise ciddi düzeyde sorun yaşadığı sap-
tandı (Şekil 1). Yoğun bakım yatış süreleri uzun olan olgularımız 
klinik olarak daha anlamlı uyumlu olmayan davranış gösterdik-
leri tespit edildi (p=0,005). Doğum ağırlığı, gestasyon yaşı ile 
uyumlu olmayan davranışlar arasında bu şekilde bir ilişki sap-
tanmadı. Serebral palsisi olan olgularımızın anlamlı olarak daha 
fazla oranda uyumlu olmayan davranış sergiledikleri tespit edil-
di (Tablo 7). ICF-CY sınıflamasında belirlenen alanlarda sorun 
yaşama oranları ile uyumlu olmayan davranışlar arasındaki ilişki 
Tablo 8’de özetlenmiştir. 

Tablo 7. Uyumlu olmayan davranışlar ile prematüre sorunları arasındaki ilişki.

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

Koryoamnionit*
Var 1 2 2

Yok 41 11 1

EMR
Var 9 3 2

Yok 33 10 1

GM-İVK** Var 11 10 2

Yok 31 3 1

Steroid tedavisi
Almış 13 5 1

Almamış 29 8 2

Hidrosefali**
Var 0 1 1

Yok 42 12 2

RDS
Var 13 5 2

Yok 29 8 1

NEK**
Var 12 3 3

Yok 30 10 0

PVL
Var 4 1 0

Yok 38 12 3

ROP**
Var 22 7 3

Yok 20 6 0

BPD
Var 16 6 2

Yok 26 7 1

Sepsis
Var 18 8 3

Yok 24 5 0

*: p<0,001; **: p<0,05; EMR: Erken membran rüptürü, GM-İVK: Germinal Matriks-intraventriküler kanama, RDS: Respiratuar distress sendromu, NEK: Nekrotizan 

enterokolit, PVL: Periventriküler lökomalazi, ROP: Prematüre retinopatisi, BPD: Bronkopulmoner displazi, n: Olgu sayısı

Şekil 1. Olgularımızın uyumlu olmayan davranışlarda sorun 
yaşama oranları.
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TARTIŞMA

Son 25-30 yılda aşırı düşük doğum ağırlığı ile doğan prematü-
relerin yaşatılma oranlarının artması, uzun süreli izlemde ya-
şam kalitesini değişik düzeylerde etkileyerek bazı gelişimsel so-
runları da beraberinde getirmiştir. Prematüre bebeklerin uzun 
dönem izlem sonuçlarını inceleyen birçok çalışmada doğum 
ağırlığı ve gebelik haftası düşük olanların gelişimsel sorunları-
nın daha fazla olduğu vurgulanmıştır (6). Çalışmamızda hasta-
larımızın iletişim işlevselliği, günlük yaşam becerilerine katılımı, 
sosyalleşme işlevselliği ile gebelik haftası ve doğum ağırlığı ara-
sında anlamlı bir ilişki saptanmadı.

Düşük doğum ağırlıklı (DDA) ve 4 yaşına gelmiş çocuklarda 
yapılan İskoçya kohort çalışmasında tüm olguların %47’sinde 
iletişim işlevselliğinde sorun olduğu tespit edilmiştir (7). ADDA 
ve DDA bebeklerin incelendiği bir çalışmada ise iletişim işlev-
selliğinde sorun yaşama oranları %5-22 bulunmuştur (8). Bizim 
çalışmamızdaki olgular incelendiğinde iletişim alanında 12 ol-
gunun (%20,7) ciddi düzeyde, 36 olgunun (%62,1) hafif-orta 
düzeyde sorun yaşadığı tespit edildi. Olgularımızın %17,2’sinin 
ise bu alanda sorun yaşamadığı belirlendi. Avustralya'da Betty 
ve ark. tarafından yapılan çalışmada, 227 prematüre (<30 GH 
ve <1250 g) 5 yaşında incelenmiş ve annenin eğitim düzeyinin 
bu çocukların iletişim işlevselliğini etkilediği rapor edilmiştir 
(9). Bizim çalışmamızda da annenin eğitim durumu ile alıcı dil 
işlevselliği arasında anlamlı bir ilişki saptandı. 

Çekirdek aile olmayan 4 hastadan hepsinin alıcı dil işlevlerinin 
normal olduğu görülürken çekirdek ailesi olanların %24,1’inde 

alıcı dil işlevlerinde sorun olduğu tespit edildi. Bu da bize ka-
labalık ailelerde yaşamanın alıcı dil işlevselliğini olumlu olarak 
etkilediğini göstermektedir.

Çalışmamızda 12 prematüre çocukta (%20,7) anlatım dili işlev-
selliğinde ciddi düzeyde sorun saptanırken 30’unda (%51,7) 
hafif-orta düzeyde gerilik vardı. Bu durum hastalarımızın anla-
tım dili işlevselliğinde alıcı dil işlevselliğine oranla daha ciddi 
sorun olduğunu ortaya koymaktadır. 

Birçok çalışmada GM-İVK, BPD ve koryoamnionit ile iletişim iş-
levselliği arasında anlamlı bir ilişki saptanmıştır (10-12). Çalış-
mamızda EMR, koryoamnionit, NEK ile anlatım dili işlevselliği 
arasında anlamlı bir ilişki saptanırken, GM-İVK, PVL, RDS, BPD 
ve steroid tedavisi ile anlatım dili işlevselliği arasında anlamlı 
bir ilişki saptanmadı. GM-İVK ile iletişim işlevselliği arasında 
ilişki olmaması olgularımızda ileri evre kanama oranının düşük 
olmasına bağlı olabileceği düşünüldü. Voorman JM ve ark. 110 
serebral palsili olguyu inceledikleri bir çalışmada serebral palsi 
şiddeti arttıkça iletişim işlevselliğinde daha ciddi sorunlar ol-
duğunu rapor etmişlerdir (13). Bizim çalışmamızda ise serebral 
palsisi olan hastaların anlatım dili işlevselliğinde anlamlı olarak 
ciddi sorunlar yaşadıkları görülmüş, serebral palsi şiddeti art-
tıkça sorun yaşama oranlarının da paralel olarak arttığı tespit 
edilmiştir. 

Çalışmamızda annesi çalışan bebeklerin iletişim işlevselliği 
çalışmayan anne bebeklerine göre anlamlı olarak daha iyi bu-
lunmuştur. Aynı şekilde kendisine ait bir odası ve oyun odası 
olanların olmayanlara göre bu alandaki durumlarının daha iyi 

Tablo 8. İCF-CY sınıflamasında belirlenen alanlarda sorun yaşama oranları ile uyumlu olmayan davranışlar arasındaki ilişki.

Uyumlu olmayan davranışlardaki sorun düzeyi (n)

Sorun yok Hafif-orta Ciddi p

İletişim işlevselliği**

Ciddi 6 3 3

0,005
Hafif-orta 30 6 0

Sorun yok 6 4 0

Günlük yaşam becerileri*

Ciddi 3 1 3

0,0001
Hafif-orta 17 7 0

Sorun yok 22 5 0

Sosyalleşme işlevselliği**

Ciddi 5 3 3

0,004
Hafif-orta 28 6 0

Sorun yok 9 4 0

Hareket işlevselliği*

Ciddi 7 7 3

0,001
Hafif-orta 21 2 0

Sorun yok 14 4 0

*: p<0,001; **: p <0,05; n: Olgu sayısı
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olduğu saptanmıştır. Bu bulgular iyi sosyoekonomik düzeyin 
etkisine bağlanmıştır.

Olgularımızın günlük yaşam becerilerini yerine getirebilmede 
7’sinin ciddi düzeyde, 24’ünün ise hafif-orta düzeyde sorunları 
olduğu görüldü. Buna karşılık %46,6 prematüre çocuğun gün-
lük yaşam becerilerini yerine getirebilme kapasitesinde sorun 
yoktu. Hack ve ark. yaptığı çalışmada 750 gram altında doğan 
prematürelerin 8 yaşındaki değerlendirmesinde olguların 
%27’sinin günlük yaşam becerilerine katılımda ciddi düzeyde 
yetiyitimi olduğunu vurgulanmıştır (14). Msall ve ark. çalışma-
sında ise 148 ADDA bebeğin 4,5 yaşında %4 sıklıkta basit gün-
lük yaşam becerilerinde ciddi sorun yaşadıklarını rapor etmiştir 
(15). Aynı çalışmada bu sorunların majör belirleyicilerinin majör 
nörogelişimsel bozukluklar ve ROP olduğu ifade edilmiştir. Bir 
başka çalışmada ağır BPD’nin preterm bebeklerin ileri dönem-
de günlük yaşam becerilerine katılımı anlamlı olarak etkilediği 
gösterilmiştir (16). Bizim çalışmamızda EMR ve PVL saptanan 
olgularda günlük yaşam becerilerine katılımda ciddi sorunlar 
yaşanırken, koryoamnionit, GM-İVK, RDS, ROP, BPD, sepsis ve 
posthemorajik hidrosefali tanımlanan olgularda anlamlı ilişki 
saptanmamıştır. İVK ve ROP ile günlük yaşam becerilerine katı-
lımdaki sorun düzeyleri arasında ilişki olmaması olgularımızda 
ileri evre kanama ve ROP oranlarının düşük olmasına bağlan-
mıştır. 

Olgularımızda serebral palsi ile öz bakım işlevselliği ve ev ya-
şamı etkinliklerine katılım arasında çok anlamlı bir ilişki tespit 
edildi. Aynı şekilde hareket işlevselliğinde sorun yaşayan olgu-
ların öz bakım işlevselliğinde anlamlı düzeyde ve yüksek oran-
da sorun yaşadıkları belirlendi. Palta ve ark. yaptığı çalışmada 
<1500 gr prematüre çocuklar 5 yaşında incelenmiş ve öz bakım 
işlevselliğinde serebral palsisi olmayanların %5,2’sinde sorun 
varken, serebral palsisi olanların %57’sinde sorun yaşandığı be-
lirlenmiştir (17).

Düşük sosyoekonomik düzeyin prematüre bebeklerin uzun 
dönem sonuçlarını olumsuz etkilediği bilinmektedir. Bu etki 
birçok çalışmada gösterilmiştir (18,19). Bizim çalışmamızda an-
nenin eğitim durumunun olgularımızın günlük yaşam beceri-
lerine katılımını anlamlı bir şekilde etkilediği gösterilmiş, aynı 
şekilde kendine ait odası olan olgularımızın öz bakım işlevselli-
ğinde ve evdeki yaşam becerilerine katılımda daha iyi durumda 
oldukları görülmüştür. Çalışmamızda bakıcısı olan çocukların 
öz bakım işlevselliğinde anlamlı olarak daha az sorun yaşadığı 
saptanmıştır. Buradan yola çıkarak annelerin ADDA bebekleri-
ne karşı çok hassas ve korumacı tutumunun olgularımızın öz 
bakım işlevselliğini olumsuz etkilediği sonucuna varılmıştır. 

Grunau ve ark. yapmış olduğu bir çalışmada ADDA ile doğan 
çocukların çeşitli atletik sporlara ve okuldaki derslere katılımda, 
romantik ilişkilerde, iş ortamında kendini ispat etmede öz gü-
venlerinin az olduğu rapor edilmiştir (20). Çalışmamızda 11 pre-
matüre çocuğun (%19) sosyalleşme kapasitesinde ciddi düzey-
de sorun yaşadığı saptanırken, 34 olgunun (%58,6) hafif-orta 
düzeyde sorun yaşadığı, 13’ünün ise sosyalleşme kapasitesinde 
sorunu olmadığı görülmüştür.

Olgularımızın kişiler arası ilişkilerde %13,8’inin ciddi düzeyde 
sorun yaşadığı tespit edilmiştir. Hamilton ve ark. çalışmasında 
156 ADDA prematürenin 8 yaşına geldiğinde majör nörogeli-
şimsel sorunu olanların (%15 serebral palsi, %10 zeka geriliği, 
%10 körlük) %62’sinin kişiler arası ilişkilerde sorunu olduğu 
saptanmıştır (21). Bir başka çalışmada serebral palsisi olanların 
%32’sinin sosyalleşme işlevselliğinde sorun olduğu, serebral 
palsisi olmayanların %7,6 sıklıkta sorun yaşadığı bildirilmiştir. 
Bizim çalışmamızda da olgularımızın görme işlevleri ile kişiler 
arası ilişkilerde, oyun ve boş zaman etkinliklerine katılımında 
sorun yaşama oranları arasında çok kuvvetli bir ilişki saptandı. 
Aynı şekilde serebral palsili çocukların kişiler arası ilişkilerde, 
oyun ve boş zaman etkinliklerine katılımda daha ciddi düzeyde 
sorun yaşadıkları saptanmıştır. 

Araştırmamızda tüm olgularımızın öğrenme ve problem çözme 
işlevleri incelendiğinde sadece 2 olgumuzda bu alanda sorun 
saptanmadığı belirlendi. 18 hastada (%31,1) ciddi düzeyde so-
run varken 38 olguda (%65,5) hafif-orta düzeyde sorun olduğu 
belirlenmiştir. İngiltere ve İrlanda’da 1995 yılında doğan 26 ge-
belik haftasından küçük prematüreler 30. ayda incelenmiş ve 
%22’sinin ciddi, %58’inin ise hafif-orta düzeyde öğrenme so-
runları olduğu bildirilmiştir (22). Bir başka çalışmada ise 1500 
gram altında doğan prematüre çocukların 11 yaşındaki değer-
lendirmesinde öğrenme işlevselliğinde erkeklerde daha ciddi 
sorun olduğu gözlenmiştir (23). Bizim çalışmamızda ise her iki 
cinsiyet arasında fark saptanmamıştır. 

Çalışmamızda öğrenme ve problem çözme işlevselliği ile kor-
yoamnionit, EMR arasında anlamlı bir ilişki bulunmuştur. Aşırı 
düşük doğum ağırlıklı prematürelerin uzun dönem sonuçları-
nın incelendiği 1151 olguda BPD nedeni ile postnatal steroid 
alan ve annesinde koryoamnionit olanların öğrenme işlevsel-
liğinin anlamlı olarak daha düşük olduğu saptanmıştır (24). 
Bizim çalışmamızda ise steroid tedavisi almanın olgularımızın 
öğrenme işlevselliğini etkilemediği görülmüştür.

Annesi çalışan olgularımızın öğrenme ve problem çözme iş-
levselliğinin anlamlı olarak daha iyi olduğu saptanırken bunun 
nedeni çalışan annelerin çocukları ile kısıtlı bir zaman da olsa 
daha fazla ilgilenmelerine, daha değerli zaman geçirmelerine 
bağlanmıştır. 

Çalışmamızda olgularımızın hareket işlevselliğinin günlük ya-
şam becerilerine katılımlarını ve sosyalleşme işlevselliğini çok 
anlamlı olarak etkilediği gösterilmiştir. 

Aşırı düşük doğum ağırlıklı çocukların davranışsal sorunlarının 
normal yaşıtlarına göre daha fazla olduğu değişik çalışmalarda 
gösterilmiştir. Bhutta ve ark. tarafından yayınlanan bir metaa-
naliz çalışmasında, son 20 yıl içindeki 16 çalışma incelenmiş, 
çalışmaların %81’inde prematüre doğan çocuklarda okul çağı-
na gelindiğinde, içe dönük ve dışa dönük davranış sorunlarının 
artmış olduğu saptanmıştır (25). İlişki ve iletişim kurma sorun-
ları, kendine güvensizlik, içe dönüklük, kaygı bozukluğu, dep-
resyon ve sosyal yetilerde sorunlar, ADDA çocuklarda normal 
doğan çocuklara göre daha sık olarak bildirilmektedir (26). Ça-
lışmamızda olgularımızın %72,4’ünün (42 olgu) uyumlu olma-
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yan davranışlarda sorun yaşamadığı tespit edildi. 13 olgunun 
hafif-orta düzeyde sorun yaşadığı, 3 olgunun ise ciddi düzeyde 
sorun yaşadığı saptandı. Çalışmalarda GM-İVK ve PVL’nin davra-
nış sorunlarını arttırdığı bildirilmiştir (27). Bizim çalışmamızda 
olgularımızın koryoamnionitli anne bebeği olmasının ve GM-İ-
VK geçirmesinin uyumlu olmayan davranışlarını anlamlı bir şe-
kilde etkilediği görülmüştür. Buna karşılık PVL, RDS, BPD, sepsis, 
menenjit, NEK, ROP ve steroid tedavisi ile ilişki saptanmamıştır. 
Posthemorajik hidrosefali ve serebral palsi ile uyumlu olmayan 
davranış düzeyi arasında çok kuvvetli bir ilişki görülmüştür. Yo-
ğun bakım ünitesinde uzun yatış; uyumlu olmayan davranışı 
istatistiksel anlamlı düzeyde etkilemiştir.

Aşırı düşük doğum ağırlıklı çocuklar okul öncesi dönemde de-
ğişik alanlarda sıklıkla sorun yaşamakta ve özel eğitim deste-
ğine ihtiyaç duymaktadırlar. Bir çalışmada 1000 gram altında 
doğanlarda bu oran %26 olarak bulunmuştur (28). Bizim çalış-
mamızda olgularımızın Vineland Uyum ve Davranış Ölçeğine 
göre uyumlu davranış bileşke düzeyleri tanımlanmış, bu dü-
zeye göre özel eğitim gereksinimleri belirlenmiştir. Buna göre 
çalışmamızda, olgularımızın %22,4’ünün yüksek seviyede özel 
eğitim ihtiyacı olduğu görülmüştür. Özellikle ciddi düzeyde so-
runu olanlar incelendiğinde bu olguların yoğun bakım ünite-
sinde daha uzun süre yatan, GM-İVK ve PVL olan prematüreler 
olduğu görülmüştür. Steroid tedavisinin prematüre çocukların 
uzun dönem sonuçlarını olumsuz yönde etkilediği birçok çalış-
mada gösterilmiştir (29). Çalışmamızda da steroid tedavisi alan-
ların uyumlu davranış bileşke skorları daha düşük saptanmıştır. 
Serebral palsisi olan 8 olgunun hepsinin de uyumlu davranış 
bileşke düzeyi anormaldi ve aralarındaki ilişki anlamlı bulundu. 
Annenin eğitim durumunun olgularımızın uyumlu davranış 
düzeylerini anlamlı olarak etkilediği görülürken, baba öğrenim 
durumunun bu etkiyi yapmadığı tespit edilmiştir. Anne ve ba-
banın düşük öğrenim durumunun ADDA çocukların birçok iş-
levselliğini kötü yönde etkilediği çalışmalarda da gösterilmiştir 
(18,19).

Yüksek seviyede özel eğitim gerekliliği olan 13 olgudan 8’inin 
özel eğitim desteğinden faydalanmadığı tespit edilmiştir. Özel 
eğitim desteğinden faydalanmayan 8 olgunun sosyodemogra-
fik özellikleri incelendiğinde olguların annelerinin eğitim sevi-
yesinin ve sosyoekonomik düzeylerinin anlamlı olarak düşük 
olduğu saptanmıştır. Çalışmanın sonunda sorun yaşayan pre-
matüre çocuklar gerekli bölümlere yönlendirilmiştir.

Sonuç olarak ADDA prematüreler başta olmak üzere tüm pre-
matüreler, kısa ve uzun dönem izleminde sorunlar yaşayan 
riskli yenidoğanlardır. Prematürelerin uzun süreli izlemi bir 
halk sağlığı sorunudur. Erken dönemde yaşadığı sorunlar; uzun 
dönemde karşımıza dil, iletişim, zihinsel aktivite ve hareket 
alanlarında sorun olarak çıkmaktadır. Bu çocukların ilk üç yaş-
ta yakın izlemi, okul öncesi-okul döneminde de tekrar değer-
lendirilmesi, gereksinimi olanların rehabilitasyon programları 
ile desteklenmesi çok önemlidir. Prematüre doğmuş ergenler 
adölesan dönemde de çevre, aile ve psikososyal faktörlerden 
etkilendiğinden bu bakış açısından değerlendirilmeli ve des-
teklenmelidir.
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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-qPCR 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-qPCR, miR-145, miR-146a

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada mikroRNA (miRNA) hedeflerinin spesifik ola-
rak belirlenmesi ve ekspresyon ölçümünün yapılmasına yönelik tek 
basamaklı ters transkripsiyon kantitatif polimeraz zincir reaksiyo-
nu (RT-qPZR) yönteminin, seçilen iki farklı miRNA (hsa-miR-145-5p 
ve hsa-miR-146a-5p) için araştırılması ve sürecin optimizasyonu 
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: RNA eldesi HEK293T hücre hattından yapılmış-
tır. Çalışmada seçilen her iki miRNA hedefi için uygun primerler ta-
sarlanmış, tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ile optimizasyon işlemi 
gerçekleştirilmiştir. Hedef amplikonların spesifiklik doğrulamaları 
agaroz jel elektroforezi ve konvansiyonel dizileme yöntemi ile ger-
çekleştirilmiştir. 

Bulgular: Tek basamakta gerçekleştirilen RT-qPZR çalışmasının her 
iki primer için de yüksek spesifiklikte ve hassasiyette sonuç verdiği 
qPZR erime eğrisi analizi ve agaroz jel görüntüleme sistemi ile gös-
terilmiştir. qPZR sırasındaki bağlanma sıcaklıklarından en düşük Ct 
değerinin 54°C’de elde edildiği görülmüştür. Ayrıca konvansiyonel 
Sanger dizileme sonucunda yalnızca ilgili miRNA dizilerinin hedef-
lendiği ve spesifik olmayan herhangi bir çoğaltma işleminin olma-
dığı gösterilmiştir.

Sonuç: Sunulan çalışmada deneysel tasarım her iki miRNA hedefi 
için de optimize edilerek spesifik olarak yalnızca hedef miRNA mo-
lekülünün tespitinin yapılabildiği gösterilmiştir. Bu yaklaşım, iler-
leyen çalışmalarda miRNA tespit ve ekspresyon analizlerinde gü-
venilir olarak kullanılabilecektir. Sunulan yaklaşım, düşük maliyetli, 
zamandan ve iş gücünden tasarruf sağlayan bir alternatif olması 
sebebiyle benzer tüm çalışmalarda değerlendirilebilir.
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GİRİŞ

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yılında Caenorhabditis ele-
gans’da keşfedilmiş (1) ve ardından hız kazanan çalışmalar so-
nucunda miRNA’ların neredeyse tüm ökaryotik hücrelerde bu-
lunduğu belirlenmiştir (2). miRNA’lar evrimsel olarak korunmuş 
genetik diziler olup, protein kodlamayan RNA’lardır (3). Öncül 
miRNA’lar nükleer ve sitoplazmik işlemlerden DROSHA ve DICER 
endoribonükleazları aracılığıyla geçer ve nihayetinde olgunla-
şan miRNA’lar RNA kaynaklı susturma kompleksi (RNA-induced 
silencing complex, RISC)'e  dahil olurlar. Bu kompleks içerisinde 
miRNA’lar hedeflerine eşlenerek bağlanır ve biyolojik fonksi-
yonunu gerçekleştirir (4). miRNA’lar, RNA susturma mekaniz-
masında rehber molekül olarak bulunur ve genellikle protein 
kodlayan transkriptleri hedefleyerek (mRNA), neredeyse tüm 
gelişimsel ve patolojik mekanizmalarda post-transkripsiyonel 
düzenleyici olarak görev alır (3).  miRBase veri tabanının son 
güncellemesiyle (v22.1) birlikte 271 organizmada 48.885 olgun 
miRNA tanımlanmıştır, insanlarda ise 1.917 öncül ve 2.654 ol-
gun miRNA bilgisi bulunmaktadır (5,6).

Klinik örneklerden alınan parafine gömülü dokularda ve plaz-
mada miRNA’ların yüksek stabilite gösterdiği ve ifade düzeyin-
de değişiklikler olduğuna dair bulgular miRNA’ları hastalıkların 
tanısında umut verici biyobelirteç adayları yapmıştır (7). Bu-
güne kadar miRNA’ların ifade düzeyindeki değişimler kanser, 
diyabet, immün sistem hastalıkları, kas hastalıkları ve nörodeje-
nerasyon gibi birçok hastalık ile ilişkilendirilmiştir (8).

miRNA tespiti ve ekspresyon analizi için çok sayıda yöntem ge-
liştirilmiştir ancak her yöntemin sınırlılıkları bulunmaktadır (9). 
Northern blot ve microarray analizleri konvansiyonel olmakla 
birlikte miRNA konsantrasyonlarının yetersiz olduğu durum-
larda istenen hassasiyeti gösterememektedir (7). Hassasiyeti ve 
spesifikliği arttırmak adına nanopartikül amplifikasyon metodu, 
konjuge-polimer bazlı yöntem, ters transkripsiyon polimeraz 
zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PZR), ribozim amplifikasyon yöntemi, izotermal ampli-
fikasyon, elektrokimyasal metot gibi çok sayıda yöntem geliş-
tirilmiştir (10). Bu metodlar arasında RT-PZR yöntemi en pratik 
olanıdır ancak miRNA’lar için zaman alıcı bir ters transkripsiyon 
adımını içermeleri ve kullanılan bazı probların maliyetleri nede-
niyle yine de tam olarak istenen özellikleri taşımamaktadır. Bu 
dezavantajları ortadan kaldırmak amacıyla Yan ve ark. tarafın-
dan “Tek basamaklı gerçek zamanlı ters transkripsiyon PZR” (RT-
qPZR) yöntemi geliştirilmiştir. Geliştirilen bu sistemde tek bir tüp 
içerisinde tüm bileşenler bulunmakta ve reaksiyonlar bir gerçek 
zamanlı PZR cihazında ardışık olarak yürütülmektedir (8).

Sunulan çalışmamızda tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ele alın-
mıştır. Deney ve primer tasarımları tarafımızca yapılarak gele-
cek miRNA çalışmalarında kullanılmak üzere kendi laboratuvar 
sistemimizde optimize edilmeye çalışılmıştır. Bu amaçla; RNA 
kaynağı olarak HEK293T hücre hattı kullanılmıştır ve iki farklı 
miRNA (miR-145-5p ve miR-146a-5p) için tek tüp içerisinde ar-
dışık ters transkripsiyon ve PZR basamakları optimize edilmiş-
tir. Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara göre, deneysel olarak 

kalitatif ve kantitatif doğrulaması da yapılan bu yaklaşımın, di-
ğer hedef miRNA’lar için de uyarlanabilmesi olanaklıdır ve bu 
sayede hızlı, kolay ve düşük maliyetli olarak miRNA tespiti ve 
ekspresyon ölçümünün gerçekleştirilmesi mümkün olacaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM

RNA İzolasyonu
Çalışmamızda HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) hüc-
re hattı kullanılmıştır. RNA izolasyonları Qiagen RNeasy Tissue 
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanılarak üreticinin pro-
tokolüne uygun olarak gerçekleştirilmiştir. RNA konsantrasyon-
ları ve saflıkları Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, ABD) cihazı ile değerlendirilmiştir. RNA için ölçülen 
A260/280 oranı ~2,0 ve A260/230 oranı ~2,0-2,2 olması durumunda 
örnekler 50 ng/µl konsantrasyonda olacak şekilde seyreltilerek 
-80°C’de saklanmıştır.

Primer Dizaynı
Tek basamaklı RT-qPZR primerleri Yan ve ark. (8) tarafından 
geliştirilen yöntem temel alınarak tasarlanmıştır. Bu amaçla 
öncelikle çalışılacak miRNA’lara ait dizi bilgileri (hsa-miR-145-
5p #MIMAT0000437 ve hsa-miR-146a-5p #MIMAT0000449) 
miRBase veri tabanından alınmıştır (5).  Tek basamaklı RT-qPZR 
yönteminde iki çift olmak üzere toplamda dört primer gerek-
mektedir (Şekil 1). Buna göre ilk çift primer (RP1 ve RP2) miR-
NA spesifiktir, her miRNA için özel olarak tasarlanmıştır. RP1 
primeri; P1 primerinin dizisini ve R1 olarak belirtilen hedef 
miRNA’nın 3’ucuna komplementer dizi içerir. RP2 ise P2 prime-
rinin dizisini ve R2 olarak adlandırılan hedef miRNA’nın 5’ucuna 
komplementer dizi içerir. RP1 ve RP2 primerleri ters transkrip-
siyon işlemi için kullanılmıştır. İkinci çift P1 ve P2 primerleri ise 
sabit dizili primerlerdir, qPZR işlemi için gereklidir ve literatür-
de daha önce bildirilen primer dizileri kullanılmıştır (11). Tüm 
primer tasarımları sRNAPrimerDB online biyoinformatik aracı 
kullanılarak yapılmıştır (11). miRNA spesifik RP1, RP2 primerleri 
ile evrensel P1 ve P2 primerlerinin dizileri Tablo 1’de verilmiştir.

Tek Basamaklı RT-qPZR Yönteminin Uygulanması ve Ürün-
lerin Konfirmasyonu
Tek basamaklı RT-qPZR yönteminde hazırlanan reaksiyonlar 
Tablo 2’de, uygulanan koşullar Tablo 3’te sunulmuştur. Tek ba-
samaklı RT-qPZR yöntemi temelde iki aşamadan oluşmakta-
dır; ters transkripsiyon ve PZR. Kullanılan PZR master karışımı 
25 µl’lik reaksiyonda 100 U PrimeScript Reverse Transcriptase 
(Takara Bio, ABD) 1,25 U TaKaRa Taq HS (Takara Bio, ABD), RNaz 
inhibitörü, dNTP ve bu enzimlerin tampon çözeltisini içerecek 
şekilde hazırlanmıştır.

Birinci aşamada ters transkripsiyon reaksiyonu 52°C’de 5 dakika 
ve 95°C’de 10 saniye olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Bu aşa-
mada; RP1 primerinin R1 dizisi hedef miRNA’nın 3’ucuna bağla-
nır, ters transkriptaz enzimi ve dNTP’ler varlığında uzama reak-
siyonu gerçekleşir. Aynı zamanda oluşan bu çift zincirli yapılara 
RP2 primerinin komplementer R2 dizisi bağlanır ve ortamda 
bulunan Hot-Start Taq polimeraz (HS-Taq) enzimi sayesinde 
uzama gerçekleşir. Ardından 95°C’de reaksiyondaki ters trans-
kriptaz enzimi inhibe edilir ve qPZR aşamasına geçilir.
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İkinci aşama konvansiyonel PZR yöntemidir. Ters transkripsiyon 
aşamasından gelen çift zincirli yapılara eklenen evrensel diziler 
sayesinde P1 ve P2 primerleri kullanılarak, HS-Taq polimeraz ve 
dNTP’lerin varlığında 95°C’de 10 saniye ve erime sıcaklığında 
(gradiyent oluşturularak çalışılmıştır) 30 saniye olacak şekilde 
40 döngüde PZR gerçekleştirilmiştir. Bu PZR karışımına ek ola-
rak floresan bir DNA boyası olan LC Green eklenmiştir, bu sa-
yede cDNA amplifikasyonu gerçek zamanlı olarak izlenmiş ve 
erime eğrisi analizi yapılmıştır.

PZR döngüsünün bitmesini takiben yapılan erime eğrisi anali-
zi sayesinde hedeflenmeyen amplifikasyon ürünlerinin varlığı 
araştırılmıştır. Erime eğrisi analizi; 65°C’den 95°C’ye yavaş ısıt-
mayla elde edilmiş ve her 0,5°C sıcaklık artışında floresan öl-
çümleri alınmıştır. RT-qPZR çalışmaları Bio-Rad CFX96 Connect 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., California, ABD) ısı döngü cihazında 
yapılmıştır. Ek olarak, RT-qPZR sonrasında elde edilen ürünler 
%2’lik agaroz jel yardımıyla incelenmiş ve amplifiye edilen ör-
neklerin uzunlukları kontrol edilmiştir. İleri konfirmasyon ama-
cıyla hsa-miR-145-5p’ye ait tek örnekte konvansiyonel Sanger 
dizileme işlemi yapılmıştır (Macrogen Inc., Seul, Güney Kore).

BULGULAR

Çalışma kapsamında ilk olarak her iki miRNA için de tek basa-
maklı gradiyent gerçek zamanlı RT-PZR yapılarak primerlerin 
bağlanma sıcaklıkları belirlenmiş ve erime eğrisi analizi ya-
pılmıştır. Şekil 2’de dört farklı sıcaklık için (58,6°C/57,6°C/56°-
C/54°C) elde edilen Ct (Cycle threshold) değerleri ve erime 
eğrileri verilmiştir. Buna göre primerlerin optimum bağlanma 

Şekil 1. Tek basamaklı RT-qPZR yönteminin çalışma prensibi.

Tablo 1. Tek basamaklı RT-qPZR yönteminde kullanılan 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)
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sıcaklığı en düşük Ct değerinin alındığı ve hedef dışı amplifi-
kasyon görülmeyen 54°C olarak belirlenmiştir. Erime eğrileri 
dikkate alındığında tek bir noktada erime piki alındığı görün-
mektedir dolayısıyla hedef dışı PZR ürününün olmadığı yorumu 
yapılabilmektedir.

Ardından elde edilen ürünler %2’lik agaroz jel yardımıyla gö-
rüntülenmiştir (Şekil 3). Son olarak, ileri konfirmasyon amacıyla 
hsa-miR-145-5p için tek basamaklı RT-qPZR ürünü Sanger dizi-
lemeye tabi tutulmuştur. Sanger dizileme sonuçları CLC Main 
Workbench v5.0.2 (QIAGEN, Hilden, Almanya) programı kul-
lanılarak analiz edilmiştir. Şekil 4’te gösterildiği haliyle verilen 
dizi sonuçlarına göre amplifiye edilen ürün dizisi miRBase veri 
tabanından alınan hsa-miR-145-5p dizisi ile aynıdır.

TARTIŞMA

miRNA’lar neredeyse tüm ökaryotik hücrelerde bulunan kodla-
mayan RNA molekülleridir ve miRBase veri tabanının son sürü-
müne göre (v22.1) insanlarda öncül miRNA sayısı 1.917 olarak 
belirtilmiştir ancak yapılan deneysel konfirmasyon çalışmaları 
ile bu sayının çok daha yüksek olabileceği öngörülmüştür (6).

Klinik örneklerde miRNA’ların yüksek stabilizasyon göstermesi 
ve bu sayede biyobelirteç olma potansiyelleri miRNA ekspres-
yon çalışmalarına ivme kazandırmıştır. Bu anlamda yapılan kilit 
çalışmalardan biri 2005 yılında Nature dergisinde yayımlan-
mıştır. Buna göre, 217 memeli miRNA’sı ele alınmış ve tümör 
dokusu, sağlıklı doku, kanser hücre hatları, klinik örnekler, fare 
tümörleri dahil 334 farklı örnekte yapılan incelemeler sonucun-
da miRNA’ların büyük kısmının enformatif olduğu ve hatta tü-
mörün gelişimsel aşamasını dahi güvenilir bir şekilde yansıttığı 
belirlenmiştir (12).

Tablo 3. Tek basamaklı RT-qPZR koşulları.

Sıcaklık Süre Döngü Sayısı Yöntem

52°C 5 dk
1 Ters transkripsiyon

95°C 10 sn

95°C 5 sn
40

Polimeraz zincir 
reaksiyonu54°C 30 sn

65°C-95°C 0,5 °C / sn 1 Erime eğrisi analizi

Şekil 2. Tek basamaklı gradiyent RT-PZR sonuçları.

Tablo 2. Tek basamaklı RT-qPZR için hazırlanan reaksiyon 
bileşenleri ve miktarları.

Reaktifler 1X (µl)

PZR master karışımı (2X) 10

P1 evrensel primer (2,5 µM) 1,6

P2 evrensel primer (2,5 µM) 1,6

miRNA spesifik RP1 primeri (2,5 µM) 0,4

miRNA spesifik RP2 primeri (2,5 µM) 0,4

Kalıp RNA (50 ng/µl) 1,5

LC Green (10X) 2

dH20 2,5

Toplam 20 µl
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Bugüne kadar yapılan çok sayıda çalışma bu verileri doğrular 
niteliktedir. İnsan miRNA-ilişkili hastalık veri tabanının (The hu-
man miRNA-associated disease database-HMDD) son sürümün-
de (v3.2) 1.206 miRNA’nın 893 hastalıkla ilişkilendirildiği 19.280 
yayın bulunmaktadır. Bu bilgiler ışığında miRNA’ların çeşitli 
kritik biyolojik süreçlerde önemli roller oynadığını söylemek 
mümkündür (13). 

miRNA’ların saptanması ve kantitasyonu için çok sayıda yöntem 
geliştirilmiştir ancak optimum bir yöntem henüz belirleneme-
miştir ve her yöntemin kendine özgü avantajları ile dezavan-
tajları bulunmaktadır. Bunlar arasında; mikroarray çalışmaları 
yüksek çıktılı miRNA ifade çalışmalarına imkân tanısa da du-
yarlılık ve özgüllük açısından nispeten sınırlıdır (14). Northern 
blot yöntemi görece karmaşıktır ve sinyal artefaktları önemli 
bir sorun teşkil etmektedir (10). Aynı zamanda hibridizasyon 
temelli çalışmalarda hem öncül hem de olgun miRNA’lara 
probların bağlanma ve yanlış pozitiflik verme ihtimali vardır (7).  
miRNA dizileme çalışmaları yüksek çıktılı olmasına rağmen veri 
analizi için yüksek altyapı ve ekipman ile tecrübeli araştırmacı 
gerektirmektedir ve oldukça maliyetli bir yöntemdir (15). Tüm 
sınırlayıcı parametreler göz önünde bulundurularak düşük ma-
liyetli ve yüksek verimli olabilecek; nanopartikül-aracılı problar, 
izotermal amplifikasyon, elektrokimyasal metot gibi çok sayı-
da yöntemin uygulanması mümkündür (10). Geliştirilen bu 
yöntemlerden özellikle ddPZR (droplet digital PCR) platformları 
olumlu sonuçları ile umut vaat etmektedir. Bu yöntemde pozi-
tif ve negatif damlacıklardan gelen floresan sinyaller kullanıla-
rak absolüt kantitasyon yapılır. ddPZR’de referans gene ihtiyaç 

duyulmaz, düşük miktarda örnekten yüksek hassasiyete sahip 
sonuçlar alınabilir. ddPZR yöntemi RT-qPZR yöntemleri ile kar-
şılaştırıldığında dolaşımdaki miRNA’ların analizinde hem teknik 
performans hem de tanı potansiyeli açısından üstünlük göster-
miştir (16). Fakat bu yöntemde de kullanılması gereken cihazlar 
uygulamaya özgü olup, qPZR cihazları gibi yaygın olarak labo-
ratuvarlarda bulunmamaktadır. Cihaz ve sarf maliyetleri düşü-
nüldüğünde kullanım alanı geniş olabilecek olsa dahi, maliyet 
açısından etkin bir yöntem değildir.

Tüm bunların yanında gerçek zamanlı PZR yöntemi gen eks-
presyonunun kantitasyonunda maliyet ve kolay uygulanabilir-
lik açısından hala altın standart olarak kabul edilmektedir (14). 
miRNA çalışmalarında PZR temelli evrensel veya spesifik pri-
merlerle ters transkripsiyon yaklaşımı bulunmaktadır (17,18). 
Evrensel ters transkripsiyon yaklaşımında, tüm miRNA mo-
leküllerine cDNA dönüşümü için bilinen tek özdeş bir kuyruk 
eklenmektedir. Bu kuyruk; 3’ ucuna poly-A polimeraz ile poly-A 
kuyruğunun eklenmesi (15), poly-U polimeraz yardımı ile poli-
uridilasyon (19), T4 RNA ligaz ile evrensel linkerların eklenmesi 
(20) veya hem linker hem de kuyruk eklenmesi kombinasyonu 
şeklinde uygulanabilmektedir. Bu yaklaşımların temel avantajı, 
tüm miRNA’ların aynı tüpte cDNA’ya dönüşümüne olanak sağ-
lamasıdır ancak arka plan kirliliği bu yaklaşımın sınırlayıcı para-
metresidir (21).

İkinci grupta ise spesifik lineer primerler, kıskaç probları (pincer 
probes) ve Stem-loop RT primerleri kullanılır. Stem-loop metodu 
günümüzde en sık kullanılan yöntemlerdendir (22-24). Gele-
neksel Stem-loop yönteminde her miRNA için yeni bir spesifik 
Stem-loop primeri tasarlanmalıdır, bu primer olgun miRNA’ların 
3’ ucuna bağlanır ve ardından cDNA sentezlenir. Buna ek olarak 
evrensel Stem-loop primer kullanımı da geliştirilmektedir (14,15).

Tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ise miRNA çalışmalarında has-
sas ve spesifik kantitasyon sağlamaktadır. Bu yöntemde, tek tüp 
içerisinde ters transkripsiyon ve PZR aşamaları ardışık olarak, 
gerçek zamanlı PZR cihazında tek seferde yürütülür. Sistemin 
en büyük avantajı ayrı bir ters transkripsiyon aşamasına ihtiyaç 
duymaması ve çok kısa sürede sonuca ulaşmayı sağlamasıdır. 
Uygulama kolaylığının yanı sıra bu yöntem aynı zamanda iki 
basamaklı PZR temelli miRNA kantitasyon yöntemlerine göre 
kontaminasyon riskini azaltmakta ve bu sayede yüksek numu-
ne sayılı çalışmalar için daha verimli olmaktadır (8). Bununla 
birlikte, birçok avantajının yanı sıra yöntemin tek basamaklı 
olması beraberinde bazı sınırlamalar da doğurmaktadır; ters 
transkripsiyon ve PZR basamakları aynı tüpte gerçekleştirildi-
ği için ayrı ayrı optimize edilememektedir, bu durum ise her iki 
basamakta daha düşük verime yol açabilmektedir. Ek olarak, 
sentezlenen cDNA’ların tamamı hemen sonrasında PZR yön-
teminde kullanılmaktadır, bu nedenle herhangi bir sulandırma 
işlemi gerçekleştirilememektedir. Bir diğer kısıtlama ise so-
nuçlar açısından olumsuz bir durum sergilemese de başlangıç 
materyalinin daha stabil olan cDNA yerine kırılgan RNA olma-
sıdır. Tüm bu bilgiler göz önünde bulundurularak her çalışma 
için o deneye uygun yöntem tercih edilmelidir. Tek seferde ve 
RNA’dan gerçekleştirilen işlemler hem araştırma hem de tanı 

Şekil 3. Tek basamaklı RT-PZR ürünlerinin agaroz jel 
görüntüleri.

Şekil 4. hsa-miR-145-5p PZR ürününün Sanger dizileme 
kromatogramı.
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laboratuvarı pratiğinde aktif olarak kullanılmaktadır. Örnek ver-
mek gerekirse; bu yöntem günümüzde hızı ve uygulama kolay-
lığı nedeniyle COVID-19’un etiyolojik tespiti için kullanılmakta 
ve altın standart olarak kabul edilmektedir. Vakalardan alınan 
sürüntülerden izole edilen SARS-CoV-2 RNA genomu tek tüp 
içerisinde önce ters transkripsiyon sonra da PZR işlemine tabi 
tutularak hızlı bir şekilde analiz edilmektedir (25,26).

Sunulan çalışmada tek basamaklı RT-qPZR yönteminin seçilen 
hedef miRNA’lar için optimizasyonu denenmiştir. Çalışmamızın 
kısıtlılığı; az sayıda örnek kullanılması ve sınırlı sayıda miRNA 
için optimizasyonun gerçekleştirilmiş olmasıdır. Sunulan çalış-
mada deneysel optimizasyon için hsa-miR-145-5p ve hsa-miR-
146a-5p miRNA hedefleri seçilmiştir. Bu hedef miRNA’lar için 
alınan sonuçlar güvenilir şekilde deneysel olarak doğrulanmış 
olsa da bu dizaynın diğer hedef miRNA’lar için benzer hassasi-
yetlere sahip olma durumları ayrıca incelenmelidir. Bu sebep-
le her çalışılacak miRNA hedefi için deneysel optimizasyon ve 
doğrulamalara ihtiyaç duyulabilecektir.

Sonuç olarak, önerilen yaklaşım ile tek basamaklı RT-qPZR yak-
laşımı ile miRNA tespiti ve ekspresyon ölçülmesi mümkün hale 
gelmiştir. Bu yaklaşım ile yapılan dizayn hsa-miR-145-5p ve hsa-
miR-146a-5p miRNA hedef dizileri için denenmiş ve en az opti-
mizasyon ihtiyacı ile hassas sonuçlar alınabildiği görülmüştür. 
Bu sayede yüksek maliyetli miRNA tespit ve ölçümü yapan ticari 
kitlere olan bağımlılık azaltılabilecektir.
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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

ÖZ

Amaç: Endotelin (ET-1), kardiyovasküler sistemde güçlü bir vazo-
konstrüktör rolü olmasının yanı sıra birçok fizyolojik olayda kendini 
göstermektedir. ET-1 ekspresyonunun özellikle gebelik ve emzirme 
döneminde ortaya çıkması nedeniyle hem emzirme hem de yeni 
doğan için önemli bir işlevi olduğu düşünülmektedir. Bu çalışmada 
ET-1 transgenik fare modeli kullanarak meme bezi üstünde ET-1'in 
etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Meme dokusunun farklı fizyolojik durumlarında 
(ergenlik, gebelik, laktasyon ve involusyon) ET-1 in etkisini incelemek 
üzere karşılaştırmalı bir çalışma gerçekleştirildi. Meme dokularından 
paralel kesitler hazırlanıp hematoksilen-eozin (HE) boyama ile mik-
roskobik inceleme yapıldı. Meme bezi gelişimi ve metabolizmasın-
da önemli görevleri olan sinyal proteinlerinin (STAT5, AKT, STAT3) 
analizlerinde Western blot tekniği kullanıldı. Metabolik faaliyetlerde 
anahtar rolü olduğu bilinen genler (WAP, beta kazein, GLUT-1, SRBF-
1 Claudin 8, IL-6, LIF) gercek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) tekniği ile analiz edildi. 

Bulgular: ET-1 transgenik farelerde sırasıyla sekresyonel hasar, 
laktasyonel yetmezlik ve erken involusyon gibi patolojik bulgular 
tespit edildi. Transgenik grupta STAT5’in aktivasyonunun bu du-
rumdan etkilenmediği ancak AKT protein seviyesinde düşüş oldu-
ğu saptandı. İnvolusyonda görülen STAT3 aktivasyonu transgenik 
farelerde laktasyonun 3. gününde tespit edildi. Ayrıca, RT-PCR 
analizleri ile transgenik farelerde yüksek ET-1 ifadesine bağlı ola-
rak WAP'ın baskılandığını LIF protein ifadesinin belirgin bir şekilde 
arttığı tespit edildi.

Sonuç: Sadece gebelik ve laktasyon döneminde ifade edilen ET-
1'in laktasyon ve yeni doğan için önemli bir işlevi olduğu düşünül-
mektedir. Yüksek ET-1 ifadesi meme fizyolojisinde önemli olduğu 
bilinen genlerin sentezini doğrudan etkileyerek laktasyonel yeter-
sizliğe sebep olmuştur. Bu çalışmada ET-1 regülasyonunun meme 
bezi gelişiminde ve süt sekresyonu fonksiyonunda kritik bir rol oy-
nadığı gosterilmiştir.

Anahtar Kelimeler: Endotelin, laktasyonel yetersizlik, WAP, LIF, er-
ken involusyon, transgenik fare
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Meme bezi, süt salgılama yeteneği kazanmış özel bir organdır. 
Gelişimi ve fonksiyonel özelliğini kazanması oldukça karmaşık 
bir sistematik farklılaşma ve hormonal düzenlemeler sayesinde 
olur. Meme bezi, epitel parankimi ve onu çevreleyen yağ stro-
ması olarak iki yapısal komponentten oluşur. Parankim süt sal-
gılanmasını sağlayan dallanmış salgı bezleri ve alveoler yapılar-
dan meydana gelirken, stroma parankimin işlevini sağlayacak 
substrat ihtiyacını ve büyüyüp genişleyebileceği ortamı sağlar. 
Bu bağlamda meme bezlerinin yapısal ve fonksiyonel gelişimi 
altı kategoriye ayrılabilir: embriyonik, doğum sonrası, ergenlik, 
gebelik, laktasyon ve involusyon. 

Gebelik ile birlikte östrojen ve progesteron hormonları epitel 
parankiminin gelişimini başlatır. Bu iki steroid hormonunun 
yanı sıra duktal gelişim ve alveogenezle ilgili olarak bir çok bü-
yüme faktörü de rol almaktadır. Meme bezi doğum sonrası em-
zirmeye bağlı olarak sürekli süt üretimi ve sekresyonunu sağla-
yan bir fabrikaya dönüşür. Bu süreçte prolaktin sinyal kaskadı 
anahtar rol oynar. Yüksek seviyede salgılanan prolaktin hormo-
nunun etkisiyle sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatö-
rü 5 (signal transducer and activator of transcription 5, STAT5) 
faktörünün etkinliği maksimum seviye ulaşır ve peynir altı suyu 
asidik proteini (whey acidic protein, WAP) beta kazein gibi farklı 
süt proteinlerinin sentezlenmesi sağlanır (1,2). Prolaktin ayrıca 
sterol düzenleyici eleman bağlayıcı protein 1 (sterol regulatory 
element binding factor 1, SREBF-1)'i aktive ederek çok sayıda 
lipid metabolizması genlerinin sentezlenmesini sağlar (3). Hem 
gebelik hem de laktasyon dönemlerinde protein kinaz B olarak 
da bilinen AKT sentezi ve aktivasyonu hücresel yaşam ve anti-a-
poptotik sinyal yollarında etki gösterir (4).

İnvolusyon, emzirmenin bitmesi veya sütten kesilme ile baş-
layan bir süreçtir. Emzirmenin kesilmesi ile uyarılan lobuloal-
veoler yapı küçülmeye başlar. Bu durumla birlikte laktojenik 
hormonlar hızla azalıp yerini lösemi inhibitör faktörü (leukemia 
inhibitor faktor, LIF) ve interlökin (IL)-6 gibi apoptoz aktivatörü 
sitokinlerin artışına bırakarak bu süreçte anahtar rolu üstlenen 
STAT3 proteininin aktivasyonuna neden olurlar. STAT3 kaskadı 
meme bezinde apoptoz ve involusyon için elzemdir (5-7). İn-
volusyon ile meme bezi süt salgılama kabiliyetini kaybederek 
yapısal ve fizyolojik olarak gebelik öncesi duruma döner. 

Endotelin-1 (ET-1) vasküler homeostazın korunmasının yanı 
sıra geniş fizyolojik etkilere sahip küçük bir vazoaktif peptiddir 
(8). ET-1 sentezleyen hücrelerin depolama ve salgılama özellik-

leri olmamasından dolayı ET-1’in sentezi transkripsiyon seviye-
sinde kontrol edilir (9).

Kardiyovasküler bir molekül olarak bilinen ET-1 kardiyovaskü-
ler sistemle ilgisi olmayan çok sayıda fizyolojik süreçte de yer 
almaktadır. Özellikle sütte ET-1’in varlığı, pek çok peptid ve 
büyüme faktörü gibi, hem emziren anne hem de yeni doğa-
nın fizyolojisinde önemli bir rolü olduğunu düşündürmektedir  
(10). Ayrıca meme bezi gelişiminde ve fizyolojisinde anahtar 
hormonlardan biri olan prolaktin hormonunun ET-1’in ifadesini 
güçlü bir şekilde indüklediği (11) tespit edilmiş ve ET-1’in gen 
ifadesinin özellikle gebelik sırasında başlayıp laktasyon döne-
mi boyunca devam ettiği önceki çalışmalarda belirtilmiştir (12). 
Bu bağlamda, ET-1’in meme bezi gelişimi üzerine etkisi ve olası 
fonksiyonel rollerini aydınlatmak üzere ET-1 transgenik fareler 
kullanarak bu çalışma tasarlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Hayvan Deneyleri
Bu çalışmada NMRI (Harlan-Winkelmann, Padernborn) kontrol 
grubu fareler ile Franz Theuring tarafından geliştirilen NMRI 
kökenli homozigot insan ET-1 transgenik fareler kullanılmıştır. 
Standart fare yemi ve içme suyu ile beslenen fareler 12 saat gün 
ve 12 saat gece döngüsüne sahip, sıcaklığın 20-22oC ve rutube-
tin %50-70 arasında tutulduğu, patojenden arıtılmış bir ortam-
da yetiştirilmiştir. 

Meme dokuları, anterior abdominal duvar, kaslar ve deriden ay-
rıştırılarak toplanmıştır. Dokular hızlı bir şekilde soğuk yıkama 
tampon solüsyonu ile yıkanıp histoloji çalışmaları için formalin 
solüsyonu (Sigma) ile muamele edilip 4oC de saklandı. Moleküler 
biyoloji uygulamaları için işaretli tüplere alınan numuneler sıvı 
nitrojenle muamele edilip çalışmalar için -20oC de saklanmıştır. 

Hayvan deneyleri iki grup altında gercekleştirilmiştir. Ergenlik 
döneminden başlayarak sırasıyla gebelik, laktasyon ve invo-
lusyon dönemlerini kapsayan birinci grup farelerin meme do-
kularından elde edilen numuneler ile karşılaştırmalı gen ifade 
analizleri, göreceli protein fosforilasyon seviyeleri ve histolojik 
çalışmalar için doku preparatları hazırlanmıştır. Numuneler Tab-
lo 1'de belirtilen 4 farklı fizyolojik durumda toplanmıştır.

İkinci grupta, laktasyon süresi boyunca 10 kontrol grubu fare-
nin emzirdiği 70 yeni doğan ile 17 ET-1 transgenik farenin em-
zirdiği 119 yeni doğanın gelişimleri günlük ağırlık ölçümleri ya-
pılarak takip edilmiştir. Ayrıca, laktasyon sırasında oluşan ağırlık 
farkının genetik bir farklılıktan kaynaklanıp kaynaklanmadığını 

Tablo 1. Histolojik ve moleküler biyoloji uygulamalarının gerçekleştirildiği birinci grup farelerin dağılımları.

Ergen Gebe Laktasyon İnvolusyon

8. hafta 10. gün 18. gün 3. gün 14. gün 14. gün

Kontrol (WT) 6 6 7 6 10 7

Transgen (ET-1) 6 6 7 6 10 7
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anlamak üzere çalışmayı takiben her iki gruptan olgunluğa eriş-
miş 20 adet dişi farenin ağırlıkları tekrar kontrol edilmiştir.

Bütün hayvan deneyleri Alman hayvan koruma kanunlarına 
(Tierschutzgezetz) uygun bir şekilde gerçekleştirilmiştir.

Histolojik Çalışmalar
Birinci grup farelerden elde edilen meme bezleri, oda sıcaklı-
ğında minimum 12 saat PBS (pH 7.4) içinde %4 (w/v) parafor-
maldehit ile fikse edildi. Fiksasyon işleminden sonra doku ör-
nekleri parafin bloklara gömüldü ve 5 mm’lik kesitler alınmıştır. 
Gebe (n=26) ve laktasyon (n=32) dişilerden toplam 232 meme 
bezi örneği (her meme bezinden 2 slayt ve her bir fareden 4 
meme bezi) analiz edilmiştir. Meme bezleri hematoksilen-eozin 
(HE) ile boyanmıştır.

Gen İfade Analizleri
Meme bezi gelişiminde ve fonksiyonunda anahtar rol üstle-
nen bir grup genlerin göreceli ifadeleri gercek zamanlı poli-
meraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yöntemleri ile analiz edil-
miştir. Bu genler, süt proteinleri olarak bilinen beta kazein ve 
WAP genlerinin yanı sıra süt salgılayan hücrelerin tight-jun-
ction'larında görev alan Claudin-8, süt salgılayan hücrelere 
glukoz transportunu üstlenen merkezi proteinlerden biri olan 
GLUT-1 geni, yine aynı şekilde süt salgılayan hücrelerde lipit 
metabolizmasını düzenleyen SRBF-1 genleridir. Ayrıca süt sal-
gılama fonksiyonunun bittiği meme bezinde STAT3 aktivatörü 
ve involusyon belirteci olarak bilinen IL-6 ve LIF genleri de gen 
ifade analizlerinin kapsamında çalışılmıştır. 

Toplam RNA, standart guanidinyum tiosiyanat-fenol-kloroform 
ekstraksiyonu (Trizol, Invitrogen) kullanılarak hızlı bir şekilde 
dondurulmuş dokulardan elde edilmiştir. cDNA  sentezinden 

önce, tüm ham RNA örnekleri rutin olarak DNase1 (TurboDNa-
se, Ambion) ile muamele edilmiştir. cDNA, üreticinin protokolü-
ne göre oligo (dT) 18 primerler ile (Promega) MMLV ters trans-
kriptaz enzimi kullanılarak oluşturulmuştur.

Kantitatif analiz için Ensembl gen veri tabanı, Primer3 ve web 
tabanlı algoritmalar (NCBI Blast, çoklu hizalama) kullanılarak 
tasarlanmıştır (Tablo 2). Kantitatif PCR’larda, MX3700p RT-PCR 
sisteminde (Stratogen) SYBR Green mastermix (Applied Biosys-
tems) kullanılarak her bir numune 3'lü set olarak çalışılmıştır. 

Western Blot Çalışmaları
Meme bezlerinin gelişimini ve fonksiyonel değişimlerini koor-
dine eden sinyal proteinlerinin aktivasyonlarını Western blot 
teknikleri kullanılarak tespit edilmiştir. Özellikle alveogenezi ve 
süt sentezini koordine eden STAT5 proteininin yanı sıra hücre 
ölüm ve yaşam kaderini belirleyen AKT ve involusyon sürecini 
koordine eden STAT3 proteinlerinin göreceli fosforilasyon sevi-
yeleri çalışılmıştır.

Birinci grup farelerden elde edilen dondurulmuş meme bezi 
örnekleri bir havan yardımı ile sıvı nitrojenle toz haline geti-
rilmiştir. 100 mg doku örnekleri oda sıcaklığında 15 dakika 
süreyle 600 μl üre lizis tamponunda homojenize edilmiştir. 
Çözdürme işleminden sonra numuneler oda sıcaklığında 45 
dakika süreyle 13000 rpm’de santrifüj yapılmıştır. Süperna-
tanlar yeni tüplere yerleştirilerek protein konsantrasyonu 
Bradford metodu ile (Biorad) ölçülmüştür. SDS PAGE’den önce 
numuneler, 4x yükleme tamponu (Roth) ile 95°C’de 5 dakika 
kaynatılarak denatüre edilmiş, örnekler elektroforezi takiben 
(25μg her bir örnek) Western  blotlama tekniği ile nitroselüloz 
membran (Amersham) üzerine blotlanmıştır. TBS içinde bloke 

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

Gen Adı F- Primerler (5’-3’) R- Primerler (5’-3’)

Beta- Kazein (fare) CTCCACTAAAGGACTTGACAGC AGTGAACTTTAGCCTGGAGCAC

Claudin-8 (fare) CGC TGG AGG AGC ACT GTT CTG TTG CGG CGT GGA AAC TCC 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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edici çözelti ile %0,1 Tween 20 ile 1 saat oda sıcaklığında in-
kübe edilmiştir. Membranlar, 4°C’de gece boyunca bloke edici 
çözelti içinde seyreltilmiş birincil antikor ile inkübe edilmiştir 
(Tablo 3). Spesifik sinyaller ikincil antikor uygulamasını taki-
ben ECL (Amersham) solüsyonu vasıtasıyla saptanmıştır. 

İstatistiksel Yöntemler
Hayvan deneyleri: Elde edilen sonuçlar Student´s t-testi kulla-
nılarak istatistiksel olarak değerlendirilmiştir.

Göreceli gen ifade değerleri: Meme bezi cDNA’sının seri sey-
reltilmesiyle oluşturulan standart bir eğri vasıtasıyla GAPDH’ye 
karşı normalize edildi. İstatistiksel analizler için pair wise fixed 
reallocation randomizasyon testi (REST) (29) uygulanmıştır.

Western blot çalışmaları: Membran görüntüleri dijitalleştiril-
dikten sonra özel bir yazılımla (AlphaEaseFC); dansitometrik ve-
riler bir istatistiksel analiz programı (GraphPad Prism) ile analiz 
edilmiştir. Sonuçlar Student´s t-test yöntemi kullanılarak istatis-
tiksel olarak değerlendirilmiştir.

BULGULAR

RT-PCR gen ifade analizlerinde meme bezinde gebelik (10. 
ve 18. gün) ve laktasyon (3. ve 14. gün) dönemlerinde ET-1 
transgen ifadesi (Şekil 1A) ve toplam  prepro-endothelin-1 
(PPET- 1) (Şekil 1B) tespit edilmiştir. Ergen grubunda sadece 
fare ET-1 sentezlenirken involusyon periyodunda ET-1 ifade-
sine rastlanmamıştır (Şekil 1). Göreceli ifade analizlerinde ise 
toplam PPET-1 transgenik farelerde gebelik periyodunda 5, 

Tablo 3: Western Blot çalışmalarında kullanılan antikorlar.

Antikor Orjin ve Dilüsyonlar Moleküler ağırlık kDa Referans

pAKT (tyr 334) RPA 1/1000 Dilüsyon 60 Santa Cruz Biotech.

AKT RPA 1/1000 Dilüsyon 60 Santa Cruz Biotech.

B-Actin GPA 1/2000 Dilusyon 43 Santa Cruz Biotech.

pSTAT3 (tyr 705) RPA 1/1000 Dilüsyon 79/86 Cell signaling Tech.

STAT3 RPA 1/1000 Dilüsyon 79/86 Cell signaling Tech.

pSTAT5 (tyr 694) RPA 1/1000 Dilüsyon 90 Cell signaling Tech.

STAT5 RPA 1/1000 Dilüsyon 90 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

Şekil 1. ET-1’in meme bezinin dört farklı fizyolojik durumdaki ifadesi: Ergen (8. hafta), gebelik (10. ve 18. günler), laktasyon (3. 
ve 18. günler) ve involusyon (14. gün) A: PPET-1 (insan) transgen gen ifadesi, B: PPET-1 (insan/fare) gen ifadesi, C: Hipoksantin-
guanin fosforibosiltransferaz (HPRT) (fare) kontrol gen ifadesi. Çalışmada MCF7 hücre hattı PPET-1 (insan) için pozitif kontrol ve 
negatif kontrol olarak ddH2O kullanılmıştır. D: Transgenik farelerde göreceli toplam PPET-1 ifade seviyeleri. Kontrol grubu (Wt) 
PPET-1 ifade seviyeleri 1 olarak düzenlenmiştir (çizgili hat) ; *=p<0,05 (REST) her bir grup için n=4.



Experimed 2021; 11(2): 120-9
Gül ve Theuring

Yüksek ET-1 İfadesinin Meme Bezi Fizyolojisi Üzerine Etkileri

124

laktasyon periyodunda 6 kat daha fazla ifade edildiği tespit 
edilmiştir (Şekil 1D). 

Normal bir gebelik süreci geçiren transgenik farelerin yeni do-
ğanlarında mortalitenin dikkat çekecek şekilde yüksek olduğu 
gözlenmiştir. Emzirmenin daha ilk günlerinde ölü yeni doğan-

ların karınlarında süt tespit edilemediğinden, laktasyonel yeter-
sizliği daha iyi tanımlayabilmek üzere laktasyon süresi boyunca 
yavrularda kilo artışı takip edilmiştir. Şekil 2A da görüldüğü gibi 
yeni doğanların ağırlıklarında bir fark yokken 3. günden itiba-
ren transgenik grupta anlamlı bir şekilde düşük kilo kazanımı 
tespit edilmiştir. Laktasyon sonunda yavrular arasından seçilen 

Şekil 2. A. Laktasyon periyodu süresince yeni doğandan başlayarak yavru farelerde kilo kazanımı. Kontrol grubu n=70; ET-1 
transgen grubu n=119; *=p<0.05 (Student´s t-test). B. Yetişkin farelerde ortalama ağırlık (gruplar arasında bir fark bulunmamaktadır).

Şekil 3. Laktasyon 3. gün meme bezi histolojisi. Kontrol grubu a. (x50 büyütme) ve b. (x200 büyütme) ET-1 transgenik grup c. 
(x50 büyütme) ve d. (x200 büyütme). a ve b histogramlarında görüldüğü gibi doğum sonrası emzirmeye bağlı olarak adipositler 
(Adp) metabolize edilmiş, alveoli genişlemiş ve bütün dokuyu kaplamıştır. Alveoller (Alv) arasında ince bir tabaka olarak dikkati 
çeken kırmızı kan hücreleri kan damarlarını belirtmektedir (V). c ve d histogramlarında sitoplazmik lipid damlacıkları (CLD) ve 
zayıf alveloler genişleme görülmektedir.
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her bir grup için 20 fare yetişkinliğe ulaştığında tekrar tartılmış 
ancak kontrol grubu ile transgenik grup arasında istatistiksel 
bir fark görülmemiştir. 

Histolojik çalışmalarda ET-1 transgenik farelerde düşük seviye-
de duktal büyüme, tıkanmış alveoli ve düşük genişleme kapasi-
tesi ile beraber artmış adiposit birikimi tespit edilmiştir. Ayrıca 
alveol içinde sıkışmış bir şekilde bulunan sitoplazmik lipid dam-
lacıkları (CLDs) ET-1 transgenik farelerde sekresyonal bir hasar 
olduğunu göstermektedir (Şekil 3).

Histolojik bulgulara ek olarak önemli süt proteinlerinden WAP 
gen ifadesinin hem gebelikte hem de laktasyon dönemlerinde 
baskılanmış olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca beta kazein gebelik 
sırasında normal seviyede ifade gösterirken laktasyon periyo-
dunda ise ifadesi baskılanmıştır (Şekil 4). 

Süt üretimi ve salgılanması çeşitli ve karmaşık bir dizi gelişimsel 
ve fizyolojik taşıma ve salgılama süreçlerinden oluşmaktadır. 
Sıkı bağlantı (tight junction) proteinlerinin sentezinde veya 
regülasyonlarındaki bir hasar sekresyon aktivitesine doğrudan 
etki eder (13). Ayrıca glukoz ve lipid transport süreçlerindeki 
herhangi bir olumsuz durum meme bezinde hızlı bir şekilde et-
kisini sekresyonal hasar olarak gösterir. Bu süreçlerin substan-

siyal regülasyonları mRNA seviyesinde gerçekleşmektedir (14-
17). Bu nedenle sekresyon hasarını daha iyi karakterize etmek 
üzere Claudin-8, GLUT-1, SREBF-1 ifade seviyeleri laktasyon 3. 
günde çalışılmıştır. SREP-1 ifadesinde ciddi bir artış gözlemlen-
diği için bu genin ifade seviyesi ayrıca gebelik 18. gün için de 
çalışılmıştır (Şekil 5B).

Gebelik ve laktasyon dönemlerinde fare meme epitel hücrele-
rinin terminal farklılaşmasında STAT5 aktivasyonu gerekmekte-
dir (3). Prolaktinin aktive ettiği STAT5 alveolar gelişmenin yanı 
sıra WAP gen ifadesini de sağlar (13). Transgenik farelerde ge-
lişen sekresyonel hasarın ve baskılanmış WAP gen ifadelerinin 
moleküler mekanizmalarını daha iyi anlayabilmek için STAT5 
aktivitesinin nispi fosforilasyon seviyeleri immünblot teknikler 
ve dansitometrik analizler ile incelenmiştir. 

Gebeliğin 18. gününde ve laktasyonun 3. gününde STAT5 pro-
teinin aktivasyonunda anlamlı bir fark bulunmamıştır (Şekil 6).

Gebelik sırasında meme bezindeki epitel hücrelerinin sekres-
yon özelliği kazanması için gerekli fonksiyonel değişimde AKT 
anahtar bir rol almaktadır (14). AKT ayrıca laktasyon sırasında 
süt sentezini düzenlemektedir (18).

Şekil 5. A. Laktasyon 3. günde Claudin-8, GLUT-1 ve SREBF-1 gen ifade seviyeleri. B. Gebelik 18. günde SREBF-1 ifade seviyeleri. 
Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak düzenlenmiştir (çizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup için n=5.

Şekil 4. Önemli süt proteinlerinin göreceli gen ifade analizleri. A. Gebelik, B. Laktasyon dönemi kontrol grubunun ifade seviyesi 
1 olarak düzenlenmiştir (çizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup için n=5.
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Bu fonksiyonel ve metabolik etkilere ek olarak, AKT, salgı epi-
tel hücreleri için bir hayatta kalma faktörü görevi görür. Gen 
ifadesi involusyon ile hızlıca düşüş gösterir (19). Bu bağlamda 
sekresyon hasarı gelişen transgenik farelerde AKT aktivasyo-
nu ve protein seviyeleri karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 
(Şekil 7).

Her ne kadar nispi aktivasyon olarak AKT kontrol grubu ile bir 
fark göstermiyor olsa da AKT’nin bu anlamlı düşüşü sekresyo-

nel hasarın bir sonucu olarak erken bir involusyon sürecinin 
başladığını düşündürmüştür (7). Bu bağlamda involusyon baş-
langıcında anahtar rol oynayan STAT3 sinyal sistemini kontrol 
ederek hipotezimizin sağlaması yapılmıştır (Şekil 8).

ET-1 transgenik farelerde erken involusyonun bir kanıtı ola-
rak STAT3 proteininin aktivasyonu tespit edilmiştir. Ancak bu 
aktivasyon sekresyon hasarından dolayı mı yoksa STAT3 pro-
teinlerinin aktivasyonunda görev alan diğer başka involus-

Şekil 6. STAT5 protein ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir örnek için 25 µg protein yüklenmiştir. B-actin yükleme kontrolü 
olarak kullanılmıştır. A. Gebelik 18. gün, B. Laktasyon 3. gün C. Her iki grup için nispi fosforilasyon seviyeleri gösterilmektedir. 
Dansitometrik çalışmada STAT5 nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamaktadır.

Şekil 7. AKT proteini ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir örnek için 25 µg protein yüklenmiştir. B-actin yükleme kontrolü 
olarak kullanılmıştır. A. Gebelik 18. gün B. Laktasyon 3. gün, C. Her iki grup için nispi fosforilasyon seviyeleri gösterilmektedir. 
Dansitometrik çalışmada AKT nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamaktadır. D. Laktasyon 
3. günde AKT protein ifade seviyelerinde anlamlı bir düşüş görülmektedir. *=p<0,05 (Student´s t-test). Her bir grup için n=4.
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yon belirteçlerinin ifade seviyelerindeki değişimden dolayı 
mı olduğunun belirlenmesi gerekmekteydi. Birçok çalışmada 
IL-6 ve LIF sitokinlerinin STAT3’ü aktive ettiği gösterilmiştir 
(7,19,20,21). Bu sayede ET-1 yüksek ifadesi ile alakalı bir ipu-
cu bulunabileceği öngörülerek IL-6 ve LIF sitokinlerinin kar-
şılaştırmalı gen ifade analizleri önce laktasyonun 3. gününde 
test edilmiştir. LIF geninin normalden 2,5 kat daha fazla sen-
tezlendiği tespit edilince, aynı çalışma gebeliğin 18. günü 
için tekrarlanmıştır. Her iki farklı fizyolojik durumda da ET-1 
transgenik farelerde LIF geni normalin üstünde bir ifade gös-
termektedir (Şekil 9).

TARTIŞMA

ET-1 transgenik fareler laktasyonel yetmezlik olarak adlandırı-
lan bir fenotip geliştirmiştir. Bu hasar fareler doğum yaptıktan 
hemen sonra ortaya çıkmıştır. Doğumu takiben birçok ölü yav-
ru fare tespit edilmiş ve makroskopik olarak transgenik yavrula-

rın karınlarında süt olmadığı gözlenmiştir. Bu durum laktasyo-
nel hasarın ilk belirtisi olmuştur. 

Bu çalışmada öncelikle endotelin sisteminin meme bezlerinde 
aktif olduğunun tespit edilmesi hedeflenmiştir. Şekil 1'de açık-
ça görüldüğü gibi endojen ET-1 ifadesi 8. hafta ergen farelerde 
gözlenirken transgen ET-1 ifadesi sadece gebelik ve laktas-
yon dönemlerinde ortaya çıkmıştır. Endojen ET-1 ile transgen 
ET-1 arasındaki bu fark genomik ET-1 klonunda bazı promotör 
bölgelerin eksik olduğu yönünde yorumlanabilir. İnvolusyon 
periyodunda da herhangi bir ET-1 sentezi tespit edilemediğin-
den dolayı çalışmamız sadece gebelik ve laktasyon dönemleri 
ile sınırlandırılmıştır. Ayrıca RT-PCR analizleri bu iki fizyolojik 
dönemdeki transgenik fareler için toplam (fare ve insan) ET-1 
ifadesinin kontrol grubu farelere göre yaklaşık 6 kat arttığını 
göstermektedir. Bu durum bize yüksek ET-1 ifadesinin meme 
bezi üzerine etkilerini analiz etmemize olanak veren bir model 
oluşturmuştur.

Şekil 9. STAT 3 aktivasyonundan sorumlu olduğu bilinen IL-6 ve LIF ifadeleri (sol laktasyon 3. gün) ve sağda gebelik 18. günde yüksek 
LIF ifade seviyesi. Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak düzenlenmiştir (çizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup için n=5.

Şekil 8. STAT3 proteini ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir örnek için 25 µg protein yüklenmiştir. B-actin yükleme kontrolü 
olarak kullanılmıştır. A. Gebelik 18. gün B. Laktasyon 3. gün C. Her iki grup için nispi fosforilasyon seviyeleri gösterilmektedir. 
Dansitometrik çalışmada STAT3 nispi fosforilasyon seviyelerinde fark istatistiksel olarak anlamlıdır. *=p<0,05 (Student´s t-test). 
Her bir grup için n=4.
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Transgenik farelerde laktasyonel yetmezlik olarak ortaya çıkan 
fenomeni teyit etmek üzere transgenik farelere kontrol grubu 
yavru fareler foster edilerek kontrol grubu ile eşit miktarda yavru 
fare emzirme imkânı sağlanmıştır. Şekil 2'de yeni doğandan lak-
tasyon sonuna kadar yavru farelerin büyümeleri gözlemlenmiş-
tir. Başlangıçta ağırlık farkı gözlenmemesine rağmen laktasyon 
sonuna kadar transgen farelerden beslenen yavrular istatistiksel 
olarak anlamlı bir şekilde daha düşük büyüme göstermişlerdir. 
Ayrıca yetişkinliğe erişen farelerin ağırlıklarında istatistiksel ola-
rak anlamlı bir fark gözlenmediğinden dolayı genotipsel farkın 
burada ayırt edici bir faktör olmadığı da gösterilmiştir.

Laktasyonel hasar normal şartlarda oluşmaz. Histolojik deği-
şimler, metabolik veya sekresyon yollarındaki hasarlar sonucu 
veya belli genlerin değişen regülasyonları ile oluşur. Bu hasar-
lar süt proteinlerinin transport mekanizmalarının, tight juncti-
on fonksiyonlarının, lipid metabolizmasının veya ilgili genlerin 
aktivasyonu sonucu hücresel ölüm ile gerçekleşir. 

Şekil 3'te de anlaşılacağı gibi transgenik farelerde sekresyon 
hasarı görülmektedir. Bu durum ilk sütte yer alan ve emzirme 
ile alveolar gelişmeye sebep olan CLD’lerin alveollerin içinde 
sıkışık kalması ile ortaya çıkmaktadır (22).

Sekresyonun başlaması ile süt proteinlerinin ifadesi de artar 
(14). Şekil 4'te yüksek ET-1 ifadesinin WAP süt proteini ifadesini 
hem gebelikte hem de laktasyon periyodunda kuvvetli bir şekil-
de baskıladığı tespit edilmiştir. Bu durumu teyit etmek için lak-
tasyon veya gebelik fizyolojisini taklit edecek bir hücre kültürü 
bulunmamaktadır. Ancak WAP knockout fare modellerinde de 
laktasyonel hasar olduğu Tripplett ve arkadaşları tarafından be-
lirtilmiştir (23). Öte yandan beta kazein ifadesi gebelikte normal 
bir seviyedeyken laktasyonda düşüş göstermiştir. Bu düşüş sek-
resyonel hasara bağlı bir gelişme olarak yorumlanabilir. STAT5, 
WAP ve beta kazein ifadelerinde kritik bir role sahip olmasına 
rağmen (24) transgenik farelerde STAT5 aktivasyonunda her-
hangi bir değişime rastlanmamıştır (Şekil 6). Bu durum ET-1'in 
STAT5'ten bağımsız bir şekilde WAP ifadesine etki ettiğini gös-
terir. Ayrıca STAT5 aktivasyonuna rağmen beta kazeinin ifadesi-
nin düşmesi bu iki protein için de STAT5 aktivasyonundan farklı 
bir mekanizma ile regüle olduğunu ortaya koymaktadır. 

Laktasyon sırasında glukozun kandan alveoliye taşınması ve 
oradan laktoza dönüştürülüp süte aktarılması çok özel bir sü-
reçtir. Bu süreçteki hasarlar sekresyon hasarı olarak ortaya çıkar. 
Bu bağlamda GLUT-1 en çok çalışılmış glukoz trasport proteini-
dir (22). Benzer bir şekilde Claudin-8 proteini tight junctionların 
kompozisyonlarının düzenlenmesinde ve gen regülasyonunda 
görev alır (25). Her iki protein için transgenik farelerde anlamlı 
bir fark bulunmamıştır. SREBF-1 yağ asitleri ve kolesterol biyo-
sentezi için kritik bir regülatör proteindir (19,22). Şekil 5'de gö-
rüldüğü gibi SREBF-1 ifadesi laktasyonda 9 kat artış göstermiş-
tir. Ancak aynı artış gebelikte görülmediği için bu artış yüksek 
ET-1 ifadesi ile ilişkilendirilememektedir. Öte yandan AKT akti-
vitesi özellikle SREBF-1 gen ifadesini regülasyonunu sağlayarak 
lipid metabolizmasını kontrol eden önemli bir proteindir (19). 
AKT'nin özellikle gebelik ve laktasyon dönemlerinde regülasyo-

nunun arttığı bilinmektedir (26). Şekil 7'de transgenik fareler-
de AKT aktivasyonu bakımından kontrol grubuna göre bir fark 
bulunmamaktadır. Bu bağlamda SERBF-1 in 9 kat artışının se-
bebi salgılanamayan CLD’lerden kaynaklanıyor olabilir. Ancak 
ilginç olarak AKT protein ifade seviyesi laktasyon periyodunda 
anlamlı bir düşüş sergilemektedir (Şekil 7D). Bu durum erken 
involusyonun bir habercisidir. 

İnvolusyon daha önce de bahsettiğimiz gibi meme bezinin 
laktasyon periyodundan laktasyon olmayan periyoda geçişidir. 
Meme bezlerinde involusyon iki fazda gerçekleşir. İlk faz geri 
dönüşümlüdür ve lokal faktörlerin birikimi ile karakterize edilir 
(27). 

Transgenik farelerde histolojik olarak fokal erken involusyon 
tespit edilmiştir. Pro-apoptotik faktörlerin ifadesi her ne kadar 
artış gösterse de süt emme devam ettiği için bu durum geri dö-
nüşümlü olarak bir süre devam eder. Süt emmenin bitmesi ya 
da süt tıkanması ile hızlı bir şekilde involusyon sürecinin ikinci 
ve geri dönüşümü olmayan fazına geçilir. Bu süreci meme be-
zinde kontrol eden başlıca protein STAT3'tür. Şekil 8'de trans-
genik farelerde STAT3 aktivasyonu laktasyon sırasında tespit 
edilmiştir. Bu transgenik farelerin erken involusyona geçtiğini 
doğrulamaktadır. 

STAT3'ün en temel aktivatörlerinden biri olarak bilinen LIF pro-
teini ifadesinin gebelik ve laktasyon döneminde nerdeyse tespit 
edilemeyecek seviyelerde sentezlendiği bilinmektedir (28). ET-1 
transgenik farelerde LIF proteini ifadesi gebelik ve laktasyon dö-
nemlerinde anlamlı bir şekilde artış göstermektedir (Şekil 9). Öte 
yandan IL-6’nın ifadesinde herhangi bir değişim saptanmamıştır. 
Bu durum ET-1'in LIF ifadesi üzerinde etkisi olduğunu göster-
mektedir. Belki de bu nedenle fenotip olarak diğer transgenik 
modellere göre ET-1 transgenik model daha ağır bir laktasyonel 
hasar göstermektedir. Bu bulgu ET-1 ile LIF arasındaki etkileşimin 
in vitro analizlerinin yapılmasının ve bu moleküler mekanizma 
hakkında daha ayrıntılı çalışma yapılmasının önünü açmaktadır. 
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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

ÖZ

Son yıllarda endokrin bozucu kimyasallar (EBK) olarak adlandırılan 
ve insan yapımı olan bileşikler bilim dünyasında dikkatleri üzerine 
çekmektedir. Bu kimyasallar endokrin sistemin gelişimini ve fonk-
siyonunu değiştirebilmekte, hormonların bağlanma, taşınma, üre-
tim ve vücuttan uzaklaştırılmaları üzerine etki etmektedir. Şu ana 
kadar yapılan bilimsel çalışmaların çoğu EBK’ların kanserojen etki-
lerine, balıkların ve memelilerin üreme sistemlerine olan etkilerine 
odaklanmıştır. Amerika Birleşik Devletleri Çevre Koruma Ajansı'na 
(EPA) göre hormon taklit edebilme özelliği olan EBK'lar, homeos-
tazın devamından ve gelişim ile ilgili süreçlerin regülasyonundan 
sorumlu olan hormonların üretimine, salgılanmasına, taşınmasına, 
bağlanmasına, metabolizmasına ya da eliminasyonuna müdaha-
le edebilen dışsal ajanlar olarak tanımlanmaktadır. Dolayısıyla bu 
eksojen kimyasallardan en fazla endokrin sistem etkilenmektedir. 
Endokrin bozucular, hücrenin yağ dokusunda depolanabilirler. Bu 
sebeple EBK’ların çevre ve toplum sağlığı üzerindeki etkilerini mi-
nimuma indirmek adına sıkı önlemlerin alınması gerekmektedir. 
İnsanlar ve hayvanlar EBK’lara günlük hayatta pek çok yol ile maruz 
kalabilmektedir. İnsanların maruz kaldığı yollardan biri de tekstil 
ürünlerinde bulunan EBK’lardır. 

EBK’ların sağlık üzerindeki olumsuz etkileri literatürdeki birçok 
araştırmada gözler önüne serilmiştir. Bilim ve teknolojinin bu ka-
dar hızlı ilerlediği bir çağda bugüne kadar varlığı tespit edilen ve 
henüz tespit edilmemiş olan bu kimyasallarla kontamine olmamak 
imkansız gibi görünmektedir. 

Bu derlemede en yaygın EBK’lardan bisfenol A ve fitalatların etkileri 
hakkında bilgi verildikten sonra tekstil ürünlerinde belirlenen bis-
fenol A ve fitalatlardan bahsedilecektir.

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

Sorumlu Yazar/Corresponding Author: A. Ata Alturfan E-mail: ataalturfan@gmail.com 
Başvuru/Submitted: 16.02.2021 Revizyon Talebi/Revision Requested: 09.03.2021
Son Revizyon/Last Revision Received: 18.03.2021 Kabul/Accepted: 18.03.2021

Content of this journal is licensed under a Creative Commons 
Attribution-NonCommercial 4.0 International License.

130

https://orcid.org/0000-0001-8641-4252
https://orcid.org/0000-0002-6274-801X
https://orcid.org/0000-0003-0528-9002
https://orcid.org/0000-0003-2419-8587


131

Experimed 2021; 11(2): 130-9
Tutanç ve ark.
Endokrin Bozucu Kimyasallar ve Tekstil Alanında Kullanımları

Endokrin Bozucu Kimyasallar ve Sınıflandırılmaları

Endokrin bozucular hem doğal olarak bazı canlılar tarafından 
sentez edilebilirken hem de endüstriyel faaliyetler neticesin-
de sentetik olarak üretilebilirler. Doğal endokrin bozucuların 
sentetik olanlara göre yarı ömürleri çok daha kısa olmakta, ko-
laylıkla yıkılabilmekte, vücuttan hızlı bir şekilde atılabilmekte 
ve dokularda daha düşük konsantrasyonda birikebilmektedir-
ler. Bu nedenle doğal endokrin bozucuların ciddi yan etkileri 
gözlenmemiştir (5). Bu kategoriye giren endokrin bozucular 
fitoöstrojenler olarak tanımlanır. Fitoöstrojenler doğal hormon 
yapısında olup, depolanma özellikleri yoktur. Doğal endokrin 
bozuculara örnek olarak kumestrol ve genistein verilebilir. Her 
iki fitoöstrojen özellikle üzüm, soğan, brokoli, kırmızı şarap, 
domates, elma ve soya fasülyesi gibi besinlerde bol miktarda 
bulunur (6,7). 

Sentetik endokrin bozuculara ise örnek olarak fitalatlar, bisfe-
nol A (BFA), poliklorlu bifeniller (PCB), dioksinler, vinklozolin, 
dietilstilbestrol, diklorodifeniltrikloroetan (DDT) gibi mole-
küller verilebilir. Bu sentetik kimyasallar, tarım ilaçları, temizlik 
ürünleri, boya, plastik ve çözücüler gibi endüstriyel kimyasal-
ların içinde bulunmakla birlikte, yağda çözünebilme özellikle-
rinden dolayı canlılarda yağ dokusunda depolanabilmekte ve 
doğal endokrin bozuculara göre vücutta daha uzun süreli ka-
labilmektedirler. Bu nedenle organizmaya zarar verme potansi-
yelleri doğal endokrin bozuculara göre daha fazladır. Eğer sen-
tetik kimyasallara maruziyet fetal dönemde gerçekleşirse, ciddi 
sağlık sorunlarıyla karşı karşıya kalınabilmektedir (7,8).

Endokrin Bozucu Kimyasalların Etki Mekanizmaları

Endokrin bozucular etkilerini farklı mekanizmalar üzerinden 
gösterir. Pek çok endokrin bozucu kimyasal (EBK) steroid, amino 
asit ve peptit/protein yapıdaki hormonların reseptör dönüşü-
münü (turnover) modifiye ederek, endojen hormon konsantras-
yonunu etkileyerek veya sinyal mekanizmalarını bozarak işlev 
görür (9). Bazı endokrin bozucular ise etkilerini direkt olarak 

genler üzerinden gerçekleştirir. Bunun yanı sıra östrojen türevle-
ri DNA hasarı yapabilmekte, çeşitli hücre tiplerinde malign fark-
lılaşmaya sebep olabilmektedir (10). Endokrin bozucular gen 
ekspresyonunda kalıcı etkilere de yol açabilir. Buna göre, fitalat-
lar tarafından hayatın erken dönemlerinde genlerde meydana 
gelen metilasyon reaksiyonlarının hayatın ileri dönemlerinde 
canlı sağlığını olumsuz yönde etkileyeceği ve bu olumsuzlukla-
rın genetik geçişli olabileceği düşünülmektedir (10).  

Çoğu endokrin bozucu, üreme ile ilgili olan yan etkilerini östro-
jen ve androjen reseptörlerine bağlanarak gerçekleştirir. Bu et-
kiyi post-transkripsiyonel ya da transkripsiyonel mekanizmaları 
stimüle ya da inhibe etme yolu ile yapar. Membran üzerinde lo-
kalize olan nükleer olmayan steroid hormon reseptörleri (memb-
ran üzerindeki östrojen reseptörleri), nükleer hormon reseptör-
leri (tiroid, östrojen reseptörleri, androjen reseptörleri, retinoid 
reseptörler, progesteron reseptörleri) ve nonsteroid reseptörler 
(serotonin, dopamin, norepinefrin reseptörleri) ligandlarını bağ-
ladıktan sonra iyon kanalları, ikinci mesajcılar ve sinyal iletim 
mekanizmaları üzerinden etkilerini gösterir (7,10). Örneğin hem 
BFA’nın hem de fitalatların epitel-mezenkimal tranzisyona neden 
olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte bu kimyasallar genlerin 
ifadesini artırarak ve/veya azaltarak sinyal iletiminin regülasyo-
nunda da rol oynamaktadırlar (11,12). Endokrin bozucular bu 
mekanizmalar üzerinden beyin, hipofiz, uterus, meme bezi ve 
prostat bezi hücrelerinde etkilerini gösterirler (10). 

EBK’lar ayrıca hormonları taklit edebilirler, steroid hormonlar 
ve peptit yapıdaki hormonların etkilerini azaltabilir, olması ge-
rekenden daha yüksek konsantrasyonda peptit/protein ya da 
steroid hormon sentezine neden olabilirler. Ayrıca hormonların 
taşınmasına ve yıkım mekanizması üzerine etki edebilir ve hor-
mon-reseptör etkileşimi sonrası sinyal iletimini bozabilirler. Bu 
etkilerin biri veya birkaç tanesi bir arada da gerçekleşebilirler 
(13-15). EBK’ların etki mekanizmaları Şekil 1’de özetlenmiştir.

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

Şekil 1. Endokrin bozucu kimyasalların etki mekanizmaları. Soldaki hücrede EBK hormonları taklit ederek hormon reseptörüne 
bağlanır ve hücrede sinyal iletimi başlamış olur. Hormon reseptörleri hücre üzerinde ya da çekirdek membranında olabilir. 
Sağdaki hücrede ise doğal hormon reseptörüne bağlanamaz. Hormon reseptörüne bir EBK bağlanmıştır.
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rı, cinsel davranışları ve endokrin sistemi harekete geçiren bazı 
mekanizmaları bozabilir, steroidogenezdeki enzimlerin ve öst-
rojenlerin metabolik faaliyetlerini inhibe edilebilirler. Örneğin, 
bazı PCB metabolitleri sülfotransferazları inhibe ederek dola-
şımdaki östradiol seviyesinin artışına neden olabilirler (16-18).

Endokrin bozucuların vücudun farklı bölümleri üzerindeki et-
kileri karmaşık olmakla birlikte bu etkiler canlıların yaşadıkları 
bölgeye, mevsime, beslenme alışkanlıklarına, yaş ve genetik 
farklılıklara bağlı olarak değişebilir. Fitoöstrojenler, vücutların-
da düşük konsantrasyonda östrojen bulunan çocuk ve erişkin 
erkeklerde belirgin östrojenik etkiye neden olurken, yüksek 
konsantrasyonda östrojen bulunduran ergin dişilerde, kandaki 
östrojen ile yarışarak etkisini azaltabilirler (7,19). 

Endokrin Bozucuların Sağlık Üzerine Etkileri

Hormonlar, salgı bezleri tarafından üretilerek kana salınan ve 
özel hedef hücrelere etki eden bileşiklerdir. Endokrin sistem, 
hormonlar aracılığı ile, canlıların çeşitli metabolik fonksiyon-
larını, hücredeki kimyasal tepkimelerin hızını, hücre membra-
nından madde taşınmasını, hücrelerin farklılaşma, gelişme ve 
sekresyon yapma fonksiyonlarını kontrol edip aynı zamanda 
hormon salgılayan özel dokulara ait hücrelerdeki tepkimeleri 
çevresel uyaranlara göre regüle eder. Endokrin sistem beyinde 
hipofiz, hipotalamus ve endokrin bezlerden ibarettir. Bu sistem 
çeşitli görevleri yerine getiren farklı hormonları hassas oran-
da belirlenmiş düzeylerde üretir ve kana salgılar (20). Vücutta 
hormonal sistemin etkileri bazen saniyeler, günler, haftalar, 
bazen de yıllarca devam edebilir. Hormonların salınması esna-
sında konsantrasyon bazında meydana gelen dramatik azalış 
ve artışlar endokrin sistemde bozukluklara neden olabilir. Eğer 
hormon yeterli seviyede salgılanamıyorsa bu hormona ait fiz-
yolojik etkiler az ya da hiç gözlenemezken aksi durumlarda 
etki aşırı olabilir (20,21). Hormona özgü hedef hücreler hücre 

membranında bulunan protein yapıdaki spesifik reseptöre, ilgi-
li hormonun bağlanmasını sağlar. Hormon-reseptör etkileşimi, 
hedef hücrenin aktivitesinin veya işlevinin değişmesini sağla-
yacak olan bir dizi kimyasal tepkimeyi başlatır (22).

Endokrin bozucular vücuda yiyecek, içecek, solunum ve deri 
yoluyla alınabilmekle birlikte (10) metabolitleri de özellikle 
hayvan ve insan hayatını olumsuz yönde etkileyerek fizyolojik 
değişikliklere neden olabilmektedir (23,24).

Endokrin bozucuların canlılar üzerindeki olumsuz etkileri ge-
nellikle tiroid fonksiyonları ve üreme sistemi üzerinde meyda-
na gelir (25,26). Sentetik ve doğal endokrin bozucular hayatın 
pek çok alanında kullanılmaktadır. Bu kimyasallar hormonların 
üretiminden etkilerinin ortaya çıkışı ve metabolitlerinin vücut-
tan atılımına kadar her aşamada etkilerini gösterebilmektedir. 
Gündelik hayatımızda, tarımda ve endüstride kullanılan pek 
çok madde EBK içerir (27). Bu kimyasallar yumurtalık ve testis 
gelişimini sağlayan endokrin bezlerden, dişide üreme fonksi-
yonlarından, uterus gelişimine kadar hemen her aşamada etki-
lerini göstererek fizyolojik değişikliklere neden olurlar. Özellikle 
fetal dönemde bu kimyasallara maruz kalınması, üreme or-
ganlarında geri dönüşümü olmayan ciddi kusur ve hastalıklara 
sebep olabilir (28). Benzer olarak, neonatal dönem, canlıların 
endokrin bozuculara karşı en savunmasız kaldığı dönemdir. 
Örneğin, neonatal dönemde androjenik ilaç verilen sıçanların 
testis ağırlıklarında değişikliklerin olduğu bildirilmiştir (29). 
Bununla birlikte testislerde kanser riskinin arttığı, sperm sayı-
larının azaldığını gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (30). 
Antiandrojenik ve östrojenik endokrin bozucular dişide rahim 
ile meme kanseri gelişiminde, erkekte ise prostat ve testis kan-
seri oluşumunda bir risk faktörü olarak değerlendirilmektedir 
(31,32). EBK’lara gelişim dönemlerinde maruziyete bağlı olarak 
deney hayvanları ve insan çalışmalarında ortaya çıkan hastalık-
lar Tablo 1’de verilmiştir (33).

•Alzheimer Hastalığı
•Parkinson Hastalığı
•Dikkat ve Öğrenme 

Bozuklukları

• Astım
• Kalp 

Hastalıkları/Hipertans
iyon

• İnme

•Enfeksiyonlara 
Duyarlılık

•Otoimmun
Hastalıkları 

• Meme/Prostat 
Kanseri

• Endometriozis
• Diabet/Metabolik

Sendrom
• Erken Ergenlik 
• Obezite

Üreme/Endokrin 
Sistem

Bağışıklık 
Sistemi

Beyin/Sinir 
Sistemi

KardiyoPulmuner
Sistem 

EBK MARUZİYETİ

Tablo 1. EBK’lara gelişim dönemlerinde maruz kalmış olan deney hayvanları ve insan çalışmalarında ortaya çıkan hastalıklar.
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Endokrin Bozucu Kimyasalların Günlük Hayatı-
mızdaki Yeri

Günümüzde EBK’lara doğada artık hemen her yerde rastlana-
bilmektedir. Endokrin bozucular günlük yaşamımızda kullan-
dığımız plastik şişeler, plastik torbalar, metal yiyecek ve içecek 
kutuları, deterjanlar, oyuncaklar, yiyecekler ve kozmetik ürünle-
rinde bulunmaktadır. Bununla birlikte sanayi site atıkları, evsel 
ve hastane kaynaklı atıklar da bu kimyasallardan zengindir. Bu 
bölgelerden kaynaklanan atık sular, ileri biyolojik atık su arıtma 
tesislerinde çeşitli kademelerden geçtikten sonra bakterilerce 
biyolojik arıtılmaya tabi tutularak ya doğal ortama verilmekte ya 
da özel havuzlarda toplanarak yeniden kullanıma hazır hale geti-
rilmektedir. Eğer atık sular etkin bir şekilde arıtılmaz ise endokrin 
bozucuların akarsu, deniz, göller ve toprak aracılığı ile insan, bitki 
ve hayvanlarla teması kaçınılmaz olur. Bu konuyla ilgili literatür-
de pek çok çalışma bulunmaktadır (34-36). 

İngiltere’de çeşitli bölgelerdeki atık su arıtma tesislerinin çıkış 
sularında 17β-östradiol, östron ve sentetik östrojen türevi olan 
17α-etinilöstradiol tespit edilmiştir. Bununla birlikte atık suların 
deşarj edildiği göl ve nehirlerde yaşayan çeşitli deniz canlıları ve 
balıkların üreme sistemlerinde bozukluklar rapor edilmiştir (37). 
Östrojenlerin balıklarda farklılaşma ve büyüme süreçlerinde, cin-
siyet belirlenmesinde; insanlarda ise içme suyuna karışan endok-
rin bozucuların sperm yoğunluğu, sperm sayısı ve hareketliliği-
nin azalması, erkekte jinekomasti gibi etkilerinin olduğu ortaya 
konmuştur. Bununla bağlantılı olarak Almanya, Kanada, İngiltere, 

İsveç ve Türkiye’deki çalışmalarda ilaç bileşimlerindeki östrojen 
ve metabolitlerinin kanalizasyon sularının karıştığı akarsu ve ne-
hirlerde bol miktarlarda tespit edildiği rapor edilmiştir (35,38-40). 

Endokrin Bozucu Kimyasalların Tekstil Endüstri-
sinde Kullanımı

Bisfenol A
Bisfenol A, ilk olarak 1891 yılında keşfedilmiştir. Endokrin etkileri 
ise 1930’lardan beri bilinmektedir. BFA, endüstriyel alanda pek 
çok tüketici ürünlerinin imalatında kullanılan endokrin bozucu 
özellikteki plastizer bir maddedir. Plastiklerdeki polimerizasyon 
tepkimelerinde yer alır.  Oyuncaklarda, kozmetik ürünlerde, 
ilaçlarda, biberonlarda, yiyecek ve içecek kaplarında, konserve 
kutu iç yüzeylerinde ve diş dolgu malzemelerinde kullanılan 
BFA’nın insan sağlığına olumsuz etkilerinin olduğu bildirilmiştir. 
BFA’nın pH, sıcaklık gibi bazı etmenler sonucu plastik kapların iç 
yüzeyindeki polimerlerden kap içinde bulunan sıvı ortama göç 
edebildiği gösterilmiştir (41,42). Özellikle son 10 yılda dünya 
genelinde kız çocuklarının ergenliğe giriş yaşının öne kaydığı-
nın ve artan meme kanseri vakalarının ortaya konması ile bera-
ber östrojenik etkisi kanıtlanmış bir çevresel endokrin bozucu 
olan BFA’nın her geçen gün önemi daha da artmaktadır (43-46). 
Bununla birlikte BFA’nın östrojen benzeri etki gösterebildiği, 
beyinde cinsel farklılaşmadan sorumlu bölgede deformasyona 
sebep olabileceği ileri sürülmüş ve öğrenme ile ilgili defektlere 
neden olduğu ortaya konmuştur (47). BFA maruziyetinin etkile-
ri Şekil 2’de özetlenmiştir.

Şekil 2. BFA’nın sinir sistemi, immün sistem, endokrin sistem ve kardiyovasküler sistem üzerinde etkileri.

BFA
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İnsan vücuduna oral yolla alındıktan sonra BFA, büyük oran-
da karaciğer ve bağırsakta çözünebilir metaboliti olan bisfenol 
A-glukronide dönüştürülür. Sonrasında ise bisfenol A-glukronid 
yaklaşık 6 saat kadar sonra renal yolla atılır (48). BFA maruziyetinin 
tek yolu oral yol olmamakta, inhalasyon ve deri yoluyla da vücuda 
giriş yapabilmektedir. BFA maruziyeti çoğunlukla kronik dönem-
de ve düşük dozla gerçekleşir. Özellikle son yıllarda insanoğlu geri 
dönüşüme tabi tutulmuş plastik şişelerde, cidarı epoksi reçine ile 
kaplanmış teneke kaplarda ve polikarbonat materyalden yapıl-
mış kutuların içine BFA’nın geçiş yaptığı içecek ve yiyecekleri tü-
keterek bu endokrin bozuculara maruz kalmaktadır (49,50). 

Bunun yanı sıra BFA sentetik üretilen ksenoöstrojenler içinde 
önemli bir yer teşkil eden, insan yapımı ve yıllık üretimi neredey-
se 3.8 milyon tonu geçen bir kimyasaldır (51). Yapılan deneysel 
araştırmalar BFA’nın östrojen reseptörüne bağlanıp östrojeni taklit 
ettiğini ortaya koymuştur (52). In vitro modellerde BFA’nın kromo-
zom sayılarında değişikliklere, nükleik asitlerde serbest radikal ha-
sarına ve mutajenik etkilere sebebiyet verdiği bildirilmiştir. BFA’nın 
DNA’ya verdiği hasar canlı türlerinde kısırlığa, doğumsal anomali-
lere ve düşüklere neden olur. Nitekim bir deneysel modelde içme 
sularına BFA katılan sıçanlarda meme dokularından ekstrakte edi-
len hücrelerin DNA moleküllerinde ve protein yapılarında serbest 
radikal kaynaklı protein hasarı olduğu bildirilmiştir (53). 

BFA vücutta etkilerini çeşitli şekillerde gösterir. Bunlar BFA’nın 
hem nükleer östrojen reseptörüne hem de membran östrojen 
reseptörüne bağlanması ve genomik olmayan yolaklara en-
tegrasyonuyla meydana gelir. BFA’nın bu etkileri meme bezi, 
yumurtalık, beyin gibi östrojenin hedef organlarında fizyolojik 
birtakım değişikliklere sebep olur. Literatürde BFA’nın oksidatif 
hasara da neden olduğu bildirilmektedir. Bu etkiyi mitokondri 
elektron transport sisteminin çalışmasını bozarak ve antioksi-
dan enzimleri inaktive ederek gerçekleştirir (54,55). 

BFA’nın sağlık üzerine olumsuz pek çok etkisi sebebiyle kulla-
nımına kısıtlamalar ve yasaklar getirilmesi sağlık otoriteleri ve 
bilim dünyası tarafından yıllardan beri gündem konusu olmaya 
devam etmektedir.  Amerikan Ulusal Toksikoloji Programı (NTP) 
2008 yılında hazırladığı raporda fetüs, çocuk ve yetişkin birey-
lerdeki BFA maruziyetinin üreme, sinir sistemi ve davranış üze-
rine etkilerine dair endişelerini kamuoyuyla paylaşmış, 2010’da 
Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) de NTP gibi durumun öne-
mine dikkatleri çekmiştir. Yapılan bu açıklamalardan sonra Ka-
nada Hükümeti yetkilileri BFA içeren bebek biberonlarının itha-
latına ve satışına yasak getirdiğini açıklamış, Avrupa Komisyonu 
da 2011 yılında polikarbonat ihtiva eden şişe üretiminde BFA 
kullanımını sınırlandırmıştır (56,57). Daha sonra FDA Amerikan 
Kimya Birliğinin taleplerine cevap olarak BFA ihtiva eden bibe-
ronların kullanılmasını 2012 yılında kesin olarak yasaklamıştır. 
FDA, yapısında BFA ihtiva eden reçinelerin kutu içi içecek kap-
lamalarda kullanılmasını ise 2013’de aldığı kararla yasaklamıştır 
(58). Türkiye’de Avrupa Komisyonunun beslenme şişeleri üreti-
mindeki BFA kullanımını ciddi bir şekilde sınırlandırma kararıy-
la koşut olarak Tarım Köy İşleri Bakanlığı’nca 2011 yılı Haziran 
ayında BFA ihtiva eden biberonlar ve benzeri beslenme gereç-
leri piyasadan geri çektirilip toplatılmıştır (59).

Pek çok bilimsel kuruluş insan sağlığı açısından tehlikeli bir mole-
kül olan BFA’nın toksisitesiyle ilgili çeşitli değerlendirmelerde bu-
lunmuştur. Bu kuruluşlardan biri olan Avrupa Gıda Güvenliği Oto-
ritesi (EFSA), çeşitli platformlarda 2006 yılından beri düzenli olarak 
BFA hakkında bilimsel görüşlerini açıklamaktadır. Bu kuruluş 2015 
yılında düzenlediği panelde BFA’nın diyetle, ev tozu ile, termal 
kağıttan ve kozmetiklerden günde 4 μg/kg’lık miktara kadar vü-
cuda alımını “tolere edilebilir değer” (t-TDI) olarak deklare etmiştir. 
Ancak bu değerin vücuda alım ile ilgili sabit bir değer olmaması 
gerektiği de ileri sürülmektedir. Bunun nedeni BFA’nın yukarıda 
belirttiğimiz kaynaklarının yanı sıra farklı kaynaklarının da olabile-
ceğidir. Son yıllarda yapılan çalışmalara göre bu kaynaklardan biri 
tekstil sanayidir. Ne yazık ki günümüzde tekstil sanayisinde BFA 
kullanımına ilişkin doğrudan bir kısıtlama yoktur. Ülkemizde bu 
doğrudan kısıtlama henüz yokken Avrupa Birliği ülkeleri “Ecola-
bel 66/10” denetimi altındadır.  Bunun nedeni, BFA'nın "Çok Yük-
sek Önem Arz Eden Maddeler (SVHC)” listesine dahil edilmesine 
karşın, Avrupa Birliği Çevre Etiketi yalnızca ağırlıkça %0,1'den fazla 
SVHC içermeyen tekstil ürünlerine verilmektedir (60).

Geçtiğimiz birkaç yıla kadar BFA’nın sadece polikarbonat, epok-
si reçineler ve termal kağıtlarda bulunduğu düşünülmekteydi. 
Bu nedenle BFA’nın tekstil sanayindeki maruziyet senaryoları 
veya toksisitesi ile ilgili yapılan değerlendirmeler hiçbir zaman 
bir tehlike unsuru olarak görülmedi (61). Ancak son yıllarda, 
tekstil sanayinde bazı ürünlerde BFA’nın varlığı tespit edilmiş 
ve beraberinde de bazı maruziyet çalışmaları yapılmaya baş-
lanmıştır. 2017 ve 2018 yıllarında Avrupa Birliği dışındaki çeşitli 
ülkelerden alınan kumaş örnekleri üzerinde yapılan araştırma-
larda bazı bebek çoraplarında ve kadın külotlu çoraplarında 
BFA’nın tespit edildiği bildirilmiştir. Ayrıca son zamanlarda (Ni-
san 2019) Avrupa pazarlarından alınan bebek ve küçük çocuk 
çorap örneklerinde BFA'nın varlığı ve endokrin bozucu aktivite-
si gösterilmiştir (62-64).

Bu veriler giyim eşyalarının ciltle doğrudan ve uzun süreli te-
mas halinde olması nedeniyle endişe vericidir. Bu endişe, tekstil 
ürünlerinde tespit edilen, bunların deri ile temas yoluyla vücu-
da alınması sonucu idrarda da görülen, sadece östrojenik ve 
anti-androjenik etkileri nedeniyle değil, aynı zamanda bebek 
ve küçük çocukların genellikle çorap ve kıyafetlerini ağızlarına 
sokmaları ve emmeleri suretiyle bu EBK’ları bünyelerine alma-
ları ile de ilgilidir. Benzer şekilde, hamile kadınların da bu kim-
yasallara maruz kalma ihtimali, fetüs üzerindeki olası potansiyel 
etkileri nedeniyle de endişe verici boyutlardadır (65).

Dolayısıyla bebekler, küçük çocuklar ve hamile kadınların kul-
landığı tekstil ürünlerindeki BFA’nın zararlı etkilerinin bertaraf 
edilmesini sağlamaya yönelik kısıtlı yasa ve yönetmelikler, bu 
kimyasalların neden olabileceği sağlık ve çevre problemleri ile 
ilgili yaptırımların ortaya konulmasında birtakım zorluklara ne-
den olacaktır (65).  

Tekstil endüstrisinde elyaf, iplik ve nihai kumaş üretimi aşama-
sında çeşitli kimyasallar kullanılmaktadır. Şeffaflık Piyasası Araş-
tırma Firması tarafından 2015 yılında yapılan bir çalışma, tekstil 
kimyası pazarının küresel anlamda 21 milyar dolar olan mevcut 
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ABD piyasa değerinin yıllık %3,7 büyümesinin beklendiğini or-
taya koymuştur. Her yıl tekstil kimyası pazarının bu boyutlarda 
büyümesi canlı sağlığı bakımından endişe vericidir. Bununla bir-
likte tekstil endüstrisi tarafından üretilen nihai kumaşların %100 
doğal liflerden yapılmış olmaları durumunda bile yaklaşık %27 
(ağırlıkça) kimyasal içerdiği tahmin edilmektedir. Üretimde sen-
tetik lifler kullanılması durumunda ise beraberinde yüksek mik-
tarda kimyasal kullanımı da gerçekleşecektir. Bunun sonucunda 
da canlıların bu kimyasallara maruziyetleri artacaktır (66).  

Kumaş üretiminde kullanılan kimyasallar tekstil yardımcıları, 
tekstil kimyasalları ve apre olarak kategorize edilir. Tekstil yar-
dımcıları doğal liflerin saflaştırılmasında kullanılır. Tekstil kimya-
salları, kumaş üretiminde kullanılan boyaları ve UV ışık emicile-
rini barındıran kimyasallardır. Kumaşın doğal özelliklerini daha 
da iyileştirmek ve ömrünü uzatmak amacıyla ise tekstil apreleri 
uygulanır. Bu işlemde, oksidasyonun önlenmesi ve tekstil ma-
teryalinin bozulmasının engellenmesi adına antioksidan kat-
kılar kullanılır. BFA ve türevleri bu antioksidanların ve tekstil 
boyalarının üretiminde ara kimyasal olarak kullanılmasının yanı 
sıra tekstil endüstrisinde işleme aşamasında da kullanılır. Örne-
ğin, polyester kumaşların üretiminde apre olarak %5 polietilen 
glikol bisfenol A eter diakrilat kullanımı rapor edilmiştir. Bunun-
la birlikte sentetik deri üretiminde kullanılan plastisol polivinil 
klorür (PVC) baskılar, tekstil üretiminde önemli bir BFA kayna-
ğıdır. Benzofenoller de tekstilde güneş ışığından kaynaklanan 
oksidatif hasarı önlemek amacıyla kullanılır (67-69).

Kullanımları oldukça yaygın olmasına rağmen, EBK’ların tekstil 
ürünlerindeki konsantrasyonları yakın zamana kadar detaylı bir 
şekilde araştırılmamıştır. Günlük yaşamda sıklıkla kullandığımız 
giysi ve yatak nevresimi gibi tekstil ürünlerinin derinin epider-
misi ile teması neticesinde insanlar bu kimyasallara maruz kal-
maktadır. Bununla birlikte bebekler de bazı bebek bezlerinde 
bulunan endokrin bozucular yüzünden risk altındadır (70).  

Literatürde kumaş ve giysilerdeki BFA düzeyleri ile ilgili fazla ça-
lışma bulunmamaktadır. Xue ve arkadaşlarının (62) çalışmasın-
da çeşitli çocuk tekstil ürünlerinde BFA konsantrasyonları ölçül-

müştür. En yüksek BFA konsantrasyonu 6-12 aylık bebekler için 
üretilen %97 polyester malzemeden yapılmış gri renkli çorap-
larda 13300 ng/g olarak tespit edilmiştir. BFA doğrudan tekstil 
üretiminde kullanılmamaktadır, ancak kumaş boyaları da dahil 
olmak üzere tekstil üretiminde kullanılan çeşitli ara ürünler BFA 
kaynağı olabilir. Örneğin, polietilen glikol bisfenol A eter diakri-
lat günümüzde polyester kumaşların üretimine bir kimyasal ola-
rak katılmaktadır. Çalışmadaki çorapların büyük kısmı %97-98 
polyester kumaştan yapılmıştır. Son yıllarda polietilen ve poli-
karbonattan üretilen geri dönüştürülmüş plastik şişeler, polyes-
ter fibere dönüştürülerek çorap ve giysi üretiminde kullanılmak-
tadır. Bu nedenle, polyester içeren çoraplarda bulunan BFA’nın 
kaynağı polyester üretiminde hammadde olarak kullanılan geri 
dönüştürülmüş plastik şişelerdir. Medyada tüketim mallarında 
BFA kullanımına ilişkin artan endişeler nedeniyle, bisfenol S 
(BFS) kullanımı BFA içermeyen bir alternatif olarak sunulmuştur. 
Ancak çalışmalar, BFS'nin BFA'dakilere benzer genotoksisite ve 
östrojenik aktiviteye sahip olduğunu göstermiştir (68,70,71). 

Fitalatlar
Plastiklere şeffaflık, esneklik ve dayanıklılık kazandırmak üzere 
üretilen fitalatlar “sentetik kimyasallar” grubuna girer. Dietilhek-
sil fitalat (DEHP) sanayide en fazla kullanılan fitalat türü olmakla 
birlikte genel olarak vinil içeren ürünlerde yumuşatıcı ve akış-
kanlık sağlayıcı, polimer endüstrisinde de çözücü olarak kulla-
nılmaktadır. Global olarak senede ortalama 3 milyon ton fitalat 
işlenmektedir (72,73). 

Polimerlere plastikleştirici olarak ilave edilen fitalatlar, bu yapı-
lara kovalent olarak bağlanamamalarından dolayı çeşitli ürünle-
rin yüzey tabakalarından kolaylıkla göç edebilme yeteneğinde-
dirler. Böylelikle çevresel etkenler nedeniyle havaya karışabilir 
ve BFA’da olduğu gibi bulundukları kaplardaki sıvıların içine 
göç edebilirler. Fitalatlar, insan ve diğer canlıların sağlığını bu 
yollarla tehdit ederken aynı zamanda çevre kirliliğine de neden 
olur. Bu yollarla insanoğlu istemeden ve farkında olmadan yo-
ğun bir şekilde bu kimyasallara maruz kalır (74,75). Fitalatların 
toksik etkilerinin mekanizması Şekil 3’te özetlenmiştir. 

Şekil 3. Fitalatlar gen ekpresyonu ve antioksidan enzim aktivitesini etkileyerek toksisiteye neden olur.
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Günümüzde doğada her yerde karşımıza çıkan plastik ürünler-
de bulunan fitalatların deri, sindirim ve solunum sistemi yoluyla 
vücuda alınarak insan sağlığı üzerine olan etkilerinin kapsamlı 
bir şekilde ortaya konması önem arz eden bir konudur. Önce-
likle BFA üzerine odaklanan çoğu araştırıcı son yıllarda fitalat ve 
fitalat esterlerinin canlı sağlığı üzerine olan olumsuz etkilerine 
odaklanmıştır. Fitalat esterlerinin yarılanma ömürleri kısadır. 
Bu moleküller monoesterlere, glukronik konjugatlara ve ileri 
oksidasyon ürünlerine bağlanabilir ve daha sonra idrarla atılır 
(76). Fitalat metabolitlerinin anne sütü, amniyotik sıvı, insan tü-
kürüğü gibi biyolojik sıvılara geçişi yapılan çalışmalarda göste-
rilmiştir (77). Fitalatlar endokrin sisteme zarar verir ve hücrede 
reseptöre bağlanmak suretiyle endokrin sistem üzerinde çeşitli 
etkilere neden olur (78). Fitalat esterlerinin gonadlar, karaciğer 
ve böbrekler üzerine zararlı etkileri hayvan modelleri üzerinde 
yapılan araştırmalarda ortaya konmuştur (79).

Fitalatlar gündelik hayatta çeşitli kullanım alanlarına sahiptir. 
Öyle ki bazı plastik malzemeler %40’a kadar DEHP içerebilir. 
DEHP sentetik deride, suya dayanıklı tekstil malzemesi imala-
tında, ayakkabı, kablo, teflon tava, döşeme, ambalaj malzeme-
si, çocuk oyuncakları, kauçuk, alüminyum folyo ve çeşitli tipteki 
kimyasal çözücüde bulunur. Bununla birlikte bazı medikal mal-
zemelerde de DEHP varlığı tespit edilmiştir. Ayrıca uzun yan 
zincirlere sahip olan fitalatlar endüstriyel yağlarda, sıvı deterjan 
ürünlerinde, kağıt imalatında ve pestisit üretiminde ek malze-
me olarak kullanılmaktadır (80,81). Kısa zincir içeren fitalatlar 
ise makyaj malzemelerinde, kişisel bakım ürünlerinde, sabun, 
parfüm, boya, yapıştırıcılarda ve enterik kaplı tabletlerde bu-
lunmaktadır (82,83).

Fitalatlar nefes alma suretiyle, oral yolla ve deri yoluyla vücuda 
girebilir. Bununla birlikte diğer fitalat maruziyet yolları arasında 
kan transfüzyonu, diyaliz torbası ve sonda gibi medikal malze-
melerin kullanımı bulunmaktadır (84,85). Bir diğer dikkate de-
ğer maruziyet yolu ise kapı ve pencere imalatında kullanılan 
PVC malzemelerdir (86). Bu sebepten dolayı çoğunlukla iç me-
kan hava fitalat konsantrasyonu dış mekanlara göre daha yük-
sektir. Ayrıca şehirleşmenin başladığı bölgelerde açık alanlar-
daki fitalat konsantrasyonu kırsal bölgelerle karşılaştırıldığında 
daha yüksek olarak tespit edilmiştir (87,88). Fitalat içeren kaplar-
da saklanan yiyecek ve içecekler vasıtasıyla da maruziyet müm-
kündür. Özellikle fitalat ihtiva eden içecek ve yiyecek kaplarının 
mikrodalga fırınlarda yüksek watt değerlerinde ısıtılması netice-
sinde bu maruziyet çok daha fazla gerçekleşmektedir (89). 

Serum fitalat konsantrasyonunun artışı ile birlikte kalp ve da-
mar hastalıkları riskinin belirgin şekilde arttığı bildirilmektedir 
(90). Bebek ve küçük çocukların oyuncak ve tekstil ürünlerini 
sıklıkla ağızlarına götürmeleri, vücut su yüzdelerinin fazla ol-
ması ve yüksek metabolik hıza sahip olmaları nedeniyle bu kim-
yasallardan yetişkinlere göre daha çok etkilenirler. Bu etkilen-
me hayvan çalışmalarında da açıkça ortaya konmuştur. Gebe 
hayvanlarda DEHP maruziyeti teratojenik ve gelişimsel defekt-
lerle sonuçlanmıştır (91-93). Deney hayvanlarıyla yapılan çalış-
malarda fitalatların böbrek, akciğer ve karaciğer gibi organlar 
başta olmak üzere özellikle üreme sistemi üzerinde toksik ve 

karsinojen etki yaptığı bildirilmiştir. Avrupa birliği öncelikli ola-
rak iki tür fitalatı (DEHP ve Dibütil fitalat (DBP)) üreme açısından 
toksik olarak sınıflandırmıştır (94).

Pedersen ve Hartmann’ın (95) yaptığı çalışmada kullanılan ku-
maşların baskılı olan bütün kısımlarında fitalat tespit edilse de 
miktarlar baskı üzerindeki yerine göre önemli oranda değiş-
mektedir. Danimarka’da bir mağazadan alınan Tigger yeleğinin 
baskılı bölümü toplamda 1,4 mg/kg fitalat içeriğine sahipken, 
Slovak menşeili Tigger önlük numunesinin toplamda 200 mg/
kg fitalat içerdiği bulunmuştur (numunenin ağırlığının %20
'sinden fazlası). Hollanda’dan alınan Donald Duck tişört baskı-
sı ise 170.036 mg/kg toplam fitalat içermektedir (numunenin 
ağırlıkça %17'sinden fazlası). Bu sonuçlar, giysilerin PVC bazlı 
plastisol baskılarla basılmış olabileceğini düşündürmektedir. 
Belçika, Kanada, Norveç, Çin, İspanya ve ABD'den gelen giysi-
lerden alınan baskı numuneleri, 42 ile 101 g/kg (ağırlıkça %4 
- %10 arasında ve yüksek oranda) seviyelerde fitalat içerirken, 
diğer 6 adet farklı baskı numunesinde ise 0,1 gramdan daha 
az fitalat içeriği bulunmuştur. Almanya'da satın alınmış olan 
PVC Winnie the Pooh yağmurlukta tespit edilen fitalat düzey-
leri ise 320 mg/kg olarak tespit edilmiştir. Yapılan çalışmaların 
sonuçlarına göre numunelerde bulunan kimyasalların türü ve 
miktarında farklılıkların olduğu görülmektedir. Bu araştırmada 
tespit edilen başlıca fitalatlar DEHP, benzil-butil fitalat (BBP), di-
isononil fitalat (DINP) ve diheptil fitalat (DHP)’tır.  ABD'den satın 
alınmış giysilerde tanımlanamayan fitalatlar da tespit edilmiştir. 
Belçika ve Slovakya'dan alınan örnek kıyafetlerin baskılı kısım-
larının ise çok yüksek miktarlarda fitalat içerdiği bulunmuştur. 
Bu giysilerde muhtemelen PVC bazlı plastisol baskıların kulla-
nıldığı düşünülmektedir (95).

Tekstil ürünlerinde bulunan fitalatlar, kullanıcılarının bu ürün-
leri yıkamaları neticesinde doğayı tehdit eder hale gelmekte-
dir. Atık sulara karışan fitalatlar atık su arıtma tesisleri veya ka-
nalizasyon yoluyla akarsu, göl ya da denizlere deşarj edilerek 
doğaya salınmakta, buralarda yaşayan türlerin varlığını tehdit 
etmekte ve çevre kirliliğine neden olmaktadır (94-95). 

SONUÇ 

EBK’ların sağlık üzerindeki olumsuz etkileri literatürdeki birçok 
araştırmada gözler önüne serilmiştir. Bilim ve teknolojinin bu 
kadar hızlı ilerlediği bir çağda bugüne kadar varlığı tespit edi-
len ve henüz tespit edilmemiş olan bu kimyasallara maruz kal-
mamak imkansız gibi görünmektedir. 

Endokrin bozucular hücrenin yağ dokusunda depolanabilirler. 
Bu sebeple EBK’ların çevre ve toplum sağlığı üzerindeki etki-
lerini minimuma indirmek adına sıkı önlemlerin alınması el-
zemdir. Öncelikli olarak tarladan mutfağımıza gelen sebze ve 
meyvelerin iyi bir şekilde yıkanarak pestisit ve herbisitlerden 
arındırılmasına özen gösterilmeli, atık suların deşarj edildiği 
akarsu, göl ve denizlerde yaşayan canlıların tüketilmesinden 
kaçınılmalı, bu kimyasalları içeren çeşitli ilaçlar, saklama kapları, 
su damacanaları, pet şişeler, biberon, bebek oyuncakları, tekstil 
ürünleri ve kozmetik ürünler gibi tüketim mallarının kullanımı 
durdurulmalı, ithalatına ve üretimine sınırlamalar getirilmeli, 



137

Experimed 2021; 11(2): 130-9
Tutanç ve ark.
Endokrin Bozucu Kimyasallar ve Tekstil Alanında Kullanımları

konu ile ilgili yeni yasa ve yönetmelikler acilen çıkarılmalı, yü-
rürlüğe konulmalıdır. Endokrin bozucuların insan sağlığı üze-
rine olan etkilerini minimum seviyeye indirgemek için yaşam 
tarzımızın ve alışkanlıklarımızın ciddi bir şekilde gözden geçiril-
mesi gerekmektedir. Endokrin bozucu mekanizmaların daha iyi 
anlaşılabilmesi için çok daha fazla sayıda bilimsel araştırmaya 
gereksinim duyulmaktadır. 
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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, Illumina 
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

ÖZ

Son yıllarda mikrobiyotanın insan sağlığı üzerindeki etkileri hak-
kında önemli bulgular rapor edilmiştir. Çalışmamızda erkek inferti-
litesi olan 2 hastadan testiküler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile elde 
edilen testis dokusunun mikrobiyota analizinin sonuçlarını karşı-
laştırmayı amaçladık. Azospermik olan ilk hastada, toplanan doku 
homojenatlarında Illumina dizilemesi ile şu bakteri florasına sap-
tandı: Firmicutes (%53), Bacteroidetes (%12), Actinobacteria (%12), 
Proteobacteria (%8), Fusobacteria (%8), SR1 (%7), TM7-3 (%3) ve 
OD-1 (%1). Oligozoospermi olan ikinci hastanın ise testis dokusun-
da Firmicutes (%13), Bacteroidetes (%15), Actinobacteria (%7) ve 
Proteobacteria (%64) bakterileri saptandı. Ön çalışmamızda, infer-
til erkeklerin testis dokusunda belirli bakteri türlerinin bulunduğu 
doğrulandı. Erkek infertilitesinin patofizyolojisinde bu mikroorga-
nizmaların önemini anlamak için infertil ve sağlıklı erkeklerle yapı-
lacak ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar Kelimeler: Testiküler doku, mikrobiyota, erkek infertilitesi
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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 

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 -80oC. 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 Illumina analysis: Firmicutes (53%), Bacteroidetes 
(12%), Actinobacteria (12%), Proteobacteria (8%), Fusobacteria 
(8%), SR1 (7%), TM7-3 (3%) and OD-1 (1%) (Figure 1).

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). 

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 

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

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



Experimed 2021; 11(2): 140-2
Altun et al.

The Association Between the Testis Microbiota and Male Infertility

142

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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en to prevent pain and suffering of the animals should be stated 
clearly. Information on patient consent, the name of the ethics 
committee, and the ethics committee approval number should 
also be stated in the Materials and Methods section of the manu-
script. It is the authors’ responsibility to carefully protect the pa-
tients’ anonymity. For photographs that may reveal the identity 
of the patients, signed releases of the patient or of their legal 
representative should be enclosed.
 
Plagiarism
Experimed is extremely sensitive about plagiarism. All submissions 
are screened by a similarity detection software (iThenticate by 
CrossCheck) at any point during the peer-review or production 
process.Even if you are the author of the phrases or sentences, 
the text should not have unacceptable similarity with the previously 
published data.

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

In the event of alleged or suspected research misconduct, e.g., 
plagiarism, citation manipulation, and data falsification/fabrication, 
the Editorial Board will follow and act in accordance with COPE 
guidelines.
 
Authorship
Each individual listed as an author should fulfill the authorship crite-
ria recommended by the International Committee of Medical Jour-
nal Editors

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

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

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

3 Final approval of the version to be published; AND
4 Agreement to be accountable for all aspects of the work in 

ensuring that questions related to the accuracy or integrity of 
any part of the work are appropriately investigated and re-
solved.

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

INSTRUCTIONS TO 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:
• Copyright Agreement Form,
• 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:
• The full title of the manuscript as well as a short title (running 

head) of no more than 50 characters,
• Name(s), affiliations, ORCID IDs and highest academic de-

gree(s) of the author(s),
• Grant information and detailed information on the other 

sources of support,
• Name, address, telephone (including the mobile phone number) 

and fax numbers, and email address of the corresponding author,
• 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 (a, b, c, 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 × 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, Ivanović M, Ga-
jović O, Lazić 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-
bach SL, Barlett JG, Blacklow NR, editors. Infectious Diseases. Phila-
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, 
Agrón 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: Yılmaz B. Ankara Üniversitesindeki Öğrencilerin Beslenme 
Durumları, Fiziksel Aktiviteleri ve Beden Kitle İndeksleri Kan Lipidleri 
Arasındaki Ilişkiler. H.Ü. Sağlık Bilimleri Enstitüsü, 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. 
2016 Feb 24. doi: 10.5152/dir.2016.15323. [Epub ahead of print].
 
Manuscripts Published in Electronic Format: Morse SS. Factors in 
the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis (serial on-
line) 1995 Jan-Mar (cited 1996 June 5): 1(1): (24 screens). Avail-
able from: URL: http:/ www.cdc.gov/ncidodlElD/cid.htm.
 
REVISIONS
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 
their receipt of the proof.
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İçerik
Experimed; İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma 
Enstitüsü’nün çift-kör hakemli, elektronik, açık erişimli bilimsel yayın 
organıdır. Dergi Nisan, Ağustos ve Aralık aylarında olmak üzere, yılda 
3 sayı olarak yayınlanır. Yayın dili Türkçe ve İngilizce’dir. 

Experimed, temel ve klinik tıp bilimlerinin tüm alanlarında orijinal 
araştırma, olgu sunumu, derleme ve editöre mektup türlerinde ma-
kaleler yayınlamaktadır.

Yayın Politikası
Derginin editöryel ve yayın süreçleri 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-
zasyonlarının kılavuzlarına uygun olarak biçimlendirilmiştir. Experi-
med’in editöryel ve yayın süreçleri, Principles of Transparency and 
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uygun olarak yürütülmektedir.

Özgünlük, yüksek bilimsel kalite ve atıf potansiyeli bir makalenin 
yayına kabulü için en önemli kriterlerdir. Gönderilen yazıların daha 
önce başka bir elektronik ya da basılı dergide, kitapta veya farklı 
bir mecrada sunulmamış ya da yayınlanmamış olması gerekir. Daha 
önce başka bir dergiye gönderilen ancak yayına kabul edilmeyen 
yazılar hakkında dergi önceden bilgilendirilmelidir. Bu yazıların eski 
hakem raporlarının Yayın Kuruluna gönderilmesi değerlendirme sü-
resinin hızlanmasını sağlayacaktır. Toplantılarda sunulan çalışmalar 
için, sunum yapılan organizasyonun tam adı, tarihi, şehri ve ülkesi 
belirtilmelidir.

Değerlendirme Süreci
Experimed’e gönderilen tüm makaleler çift-kör hakem değerlendir-
me sürecinden geçmektedir. Tarafsız değerlendirme sürecini sağla-
mak için her makale alanlarında uzman en az iki dış-bağımsız hakem 
tarafından değerlendirilir. Dergi Yayın Kurulu üyeleri tarafından gön-
derilecek makalelerin değerlendirme süreçleri, davet edilecek dış 
bağımsız editörler tarafından yönetilecektir. Bütün makalelerin karar 
verme süreçlerinde nihai karar yetkisi Baş Editör’dedir.

Etik İlkeler
Klinik ve deneysel çalışmalar, ilaç araştırmaları ve bazı olgu sunum-
ları için World Medical Association Declaration of Helsinki “Ethical 
Principles for Medical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) çerçevesinde hazırlanmış 
Etik Komisyon raporu gerekmektedir. Gerekli görülmesi halinde Etik 
Komisyon raporu veya eşdeğeri olan resmi bir yazı yazarlardan talep 
edilebilir. İnsanlar üzerinde yapılmış deneysel çalışmaların sonuçla-
rını bildiren yazılarda, çalışmanın yapıldığı kişilere uygulanan prose-
dürlerin niteliği tümüyle açıklandıktan sonra, onaylarının alındığına 
ilişkin bir açıklamaya metin içinde yer verilmelidir. Hayvanlar üzerin-
de yapılan çalışmalarda ise ağrı, acı ve rahatsızlık verilmemesi için 
yapılmış olanlar açık olarak makalede belirtilmelidir. Hasta onamları, 
Etik Kurul raporun alındığı kurumun adı, onay belgesinin numara-

sı ve tarihi ana metin dosyasında yer alan Yöntemler başlığı altında 
yazılmalıdır. Hastaların kimliklerinin gizliliğini korumak yazarların so-
rumluluğundadır. Hastaların kimliğini açığa çıkarabilecek fotoğraflar 
için hastadan ya da yasal temsilcilerinden alınan imzalı izinlerin de 
gönderilmesi gereklidir.

Dergiye gönderilen makaleler, hakem değerlendirme sürecinde ya 
da yayına hazırlık aşamasında herhangi bir noktada bir benzerlik 
tespit yazılımı (CrossCheck, iThenticate) tarafından taranmaktadır. 
Cümleler ve ifadeler yazar olarak size ait olsa dahi, metnin daha 
önce yayınlanan verilerle kabul edilemez bir benzerliği olmalıdır.

Başkalarının önceki çalışmalarını (veya kendi çalışmalarınızı) tartışır-
ken, lütfen materyali her durumda doğru bir şekilde alıntıladığınız-
dan emin olunuz.

Yayın Kurulu, dergimize gönderilen çalışmalar hakkındaki intihal, atıf 
manipülasyonu ve veri sahteciliği iddia ve şüpheleri karşısında COPE 
kurallarına uygun olarak hareket edecektir.

Yazarlık
Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.org) tarafından 
önerilen yazarlık kriterlerini karşılaması gerekmektedir. ICMJE, yazar-
ların aşağıdaki 4 kriteri karşılamasını önermektedir:

1.  Çalışmanın konseptine/tasarımına; ya da çalışma için verilerin 
toplanmasına, analiz edilmesine ve yorumlanmasına önemli 
katkı sağlamış olmak; VE

2. Yazı taslağını hazırlamış ya da önemli fikirsel içeriğin eleştirel 
incelemelerini yapmış olmak; VE

3. Yazının yayından önceki son halini gözden geçirmiş ve onayla-
mış olmak; VE

4. Çalışmanın herhangi bir bölümünün geçerliliği ve doğruluğuna 
ilişkin soruların uygun şekilde soruşturulduğunun ve çözümlen-
diğinin garantisini vermek amacıyla çalışmanın her yönünden 
sorumlu olmayı kabul etmek.

Bir yazar, çalışmada katkı sağladığı kısımların sorumluluğunu almasına 
ek olarak, diğer yazarların çalışmanın hangi kısımlarından sorumlu 
olduğunu da teşhis edebilmelidir. Ayrıca, yazarlar birbirlerinin katkı-
larının bütünlüğüne güven duymalılardır.
 
Yazar olarak belirtilen her kişi yazarlığın dört kriterini karşılamalıdır 
ve bu dört kriteri karşılayan her kişi yazar olarak tanımlanmalıdır. 
Dört kriterin hepsini karşılamayan kişilere makalenin başlık sayfasın-
da teşekkür edilmelidir. 

Yazarlık haklarına uygun hareket etmek ve hayalet ya da lütuf ya-
zarlığın önlenmesini sağlamak amacıyla sorumlu yazarlar makale 
yükleme sürecinde http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden 
erişebilinen Yazar Katkı Formu’nu imzalamalı ve taranmış versiyonu-
nu yazıyla birlikte göndermelidir. Yayın Kurulu’nun gönderilen bir 
makalede “lütuf yazarlık” olduğundan şüphelenmesi durumunda 
söz konusu makale değerlendirme yapılmaksızın reddedilecektir. 
Makale gönderimi kapsamında; sorumlu yazar makale gönderim ve 

YAZARLARA BİLGİ
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değerlendirme süreçleri boyunca yazarlık ile ilgili tüm sorumluluğu 
kabul ettiğini bildiren kısa bir ön yazı göndermelidir. 

Çıkar Çatışması
Experimed; gönderilen makalelerin değerlendirme sürecine da-
hil olan yazarların ve bireylerin, potansiyel çıkar çatışmasına ya da 
önyargıya yol açabilecek finansal, kurumsal ve diğer ilişkiler dahil 
mevcut ya da potansiyel çıkar çatışmalarını beyan etmelerini talep 
ve teşvik eder.

Bir çalışma için bir birey ya da kurumdan alınan her türlü finansal 
destek ya da diğer destekler Yayın Kurulu’na beyan edilmeli ve po-
tansiyel çıkar çatışmalarını beyan etmek amacıyla ICMJE Potansiyel 
Çıkar Çatışmaları Formu katkı sağlayan tüm yazarlar tarafından ayrı 
ayrı doldurulmalıdır. Editörler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansi-
yel çıkar çatışması vakaları derginin Yayın Kurulu tarafından COPE ve 
ICMJE rehberleri kapsamında çözülmektedir.

Derginin Yayın Kurulu, itiraz ve şikayet vakalarını, COPE rehberleri 
kapsamında işleme almaktadır. Yazarlar, itiraz ve şikayetleri için doğ-
rudan Editöryel Ofis ile temasa geçebilirler. İhtiyaç duyulduğunda 
Yayın Kurulu’nun kendi içinde çözemediği konular için tarafsız bir 
temsilci atanmaktadır. İtiraz ve şikayetler için karar verme süreçlerin-
de nihai kararı Baş Editör verecektir.

Telif ve Lisans
Yazarlar dergide yayınlanan çalışmalarının telif hakkına sahiptirler 
ve çalışmaları  Creative Commons Atıf-GayrıTicari 4.0 Uluslararası 
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.tr" CC BY-NC 4.0) 
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.tr olarak li-
sanslıdır. CC BY-NC 4.0 lisansı, eserin ticari kullanım dışında her bo-
yut ve formatta paylaşılmasına, kopyalanmasına, çoğaltılmasına ve 
orijinal esere uygun şekilde atıfta bulunmak kaydıyla yeniden dü-
zenleme, dönüştürme ve eserin üzerine inşa etme dâhil adapte 
edilmesine izin verir.

Açık Erişim İlkesi
Dergi açık erişimlidir ve derginin tüm içeriği okura ya da okurun dahil 
olduğu kuruma ücretsiz olarak sunulur. Okurlar, ticari amaç haricinde, 
yayıncı ya da yazardan izin almadan dergi makalelerinin tam metnini 
okuyabilir, indirebilir, kopyalayabilir, arayabilir ve link sağlayabilir. Bu  
HYPERLINK "https://www.budapestopenaccessinitiative.org/translati-
ons/turkish-translation" BOAI açık erişim tanımıyla uyumludur. 

Derginin açık erişimli makaleleri Creative Commons Atıf-GayrıTicari 
4.0 Uluslararası (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 lisanslıdır.

Sorumluluk Reddi
Dergide yayınlanan makalelerde ifade edilen görüşler ve fikirler 
Experimed, Baş Editör, Editörler, Yayın Kurulu ve Yayıncı’nın değil, 
yazar(lar)ın bakış açılarını yansıtır. Baş Editör, Editörler, Yayın Kurulu 
ve Yayıncı bu gibi durumlar için hiçbir sorumluluk ya da yükümlülük 
kabul etmemektedir. Yayınlanan içerik ile ilgili tüm 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 hazırlanmalıdır. Randomize çalışmalar 
CONSORT, gözlemsel çalışmalar STROBE, tanısal değerli çalışmalar 
STARD, sistematik derleme ve meta-analizler PRISMA, hayvan deneyli 
çalışmalar ARRIVE ve randomize olmayan davranış ve halk sağlığıyla 
ilgili çalışmalar TREND kılavuzlarına uyumlu olmalıdır.

Makaleler sadece http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinde 
yer alan derginin online makale yükleme ve değerlendirme sistemi 
üzerinden gönderilebilir. Diğer mecralardan gönderilen makaleler 
değerlendirilmeye alınmayacaktır.

Gönderilen makalelerin dergi yazım kurallarına uygunluğu ilk olarak 
Editöryel Ofis tarafından kontrol edilecek, dergi yazım kurallarına 
uygun hazırlanmamış makaleler teknik düzeltme talepleri ile birlikte 
yazarlarına geri gönderilecektir. 

Yazarların; Telif Hakkı Anlaşması Formu, Yazar Katkı Formu ve ICMJE 
Potansiyel Çıkar Çatışmaları Formu’nu (bu form, tüm yazarlar tarafın-
dan doldurulmalıdır) ilk gönderim sırasında online makale sistemine 
yüklemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.istanbul.
edu.tr/tr/_ adresinden erişilebilmektedir.

Başlık sayfası: Gönderilen tüm makalelerle birlikte ayrı bir başlık 
sayfası da gönderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin başlığını ve 50 karakteri geçmeyen kısa başlığını,
- Yazarların isimlerini, kurumlarını, ORCID numaralarını ve eğitim 

derecelerini,
- Finansal destek bilgisi ve diğer destek kaynakları hakkında de-

taylı bilgiyi,
- Sorumlu yazarın ismi, adresi, telefonu (cep telefonu dahil ve 

e-posta adresini,
- Makale hazırlama sürecine katkıda bulunan ama yazarlık kriter-

lerini karşılamayan bireylerle ilgili bilgileri içermelidir.

Özet: Editöre Mektup türündeki yazılar dışında kalan tüm makale-
lerin Türkçe ve İngilizce özetleri olmalıdır. rijinal Araştırma makalele-
rinin özetleri “Amaç”, “Gereç ve Yöntem”, “Bulgular” ve “Sonuç” alt 
başlıklarını içerecek biçimde hazırlanmalıdır. 

Anahtar Sözcükler: Tüm makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar ke-
limeyle birlikte gönderilmeli, anahtar sözcükler özetin hemen altı-
na yazılmalıdır. Kısaltmalar anahtar sözcük olarak kullanılmamalıdır. 
Anahtar sözcükler National Library of Medicine (NLM) tarafından 
hazırlanan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanından seçil-
melidir.

Makale Türleri
Orijinal Araştırma: Ana metin “Giriş”, “Gereç ve Yöntem”, “Bulgular” 
ve “Tartışma” alt başlıklarını içermelidir. Özgün Araştırmalarla ilgili kı-
sıtlamalar için lütfen Tablo 1’i inceleyiniz.
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Sonucu desteklemek için istatiksel analiz genellikle gereklidir. İstatis-
tiksel analiz, tıbbi dergilerdeki istatistik verilerini bildirme kurallarına 
göre yapılmalıdır (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. 
Statistical guidelines for contributors to medical journals. Br Med J 
1983: 7; 1489-93). İstatiksel analiz ile ilgili bilgi, Yöntemler bölümü 
içinde ayrı bir alt başlık olarak yazılmalı ve kullanılan yazılım kesin-
likle tanımlanmalıdır.

Birimler, uluslararası birim sistemi olan International System of Units 
(SI)’a uygun olarak hazırlanmadır.

Editöryel Yorum: Dergide yayınlanan bir araştırmanın, o konunun 
uzmanı olan veya üst düzeyde değerlendirme yapan bir hakemi ta-
rafından kısaca yorumlanması amacını taşımaktadır. Yazarları, dergi 
tarafından seçilip davet edilir. Özet, anahtar sözcük, tablo, şekil, 
resim ve diğer görseller kullanılmaz. 

Derleme: Yazının konusunda birikimi olan ve bu birikimleri uluslara-
rası literatüre yayın ve atıf sayısı olarak yansımış uzmanlar tarafından 
hazırlanmış yazılar değerlendirmeye alınır. Yazarları dergi tarafından 
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte kullanılması için 
vardığı son düzeyi anlatan, tartışan, değerlendiren ve gelecekte ya-
pılacak olan çalışmalara yön veren bir formatta hazırlanmalıdır. Ana 
metin “Giriş”, “Klinik ve Araştırma Etkileri” ve “Sonuç” bölümlerini 
içermelidir. Derleme türündeki yazılarla ilgili kısıtlamalar için lütfen 
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumları için sınırlı sayıda yer ayrılmakta ve 
sadece ender görülen, tanı ve tedavisi güç olan hastalıklarla ilgili, 
yeni bir yöntem öneren, kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansıtan, 
ilgi çekici ve öğretici özelliği olan olgular yayına kabul edilmektedir. 
Ana metin; “Giriş”, “Olgu Sunumu”, “Tartışma” ve “Sonuç” alt başlık-
larını içermelidir. Olgu Sunumlarıyla ilgili kısıtlamalar için lütfen Tablo 
1’i inceleyiniz.

Editöre Mektup: Dergide daha önce yayınlanan bir yazının önemini, 
gözden kaçan bir ayrıntısını ya da eksik kısımlarını tartışabilir. Ay-
rıca derginin kapsamına giren alanlarda okurların ilgisini çekebile-
cek konular ve özellikle eğitici olgular hakkında da Editöre Mektup 
formatında yazılar yayınlanabilir. Okuyucular da yayınlanan yazılar 
hakkında yorum içeren Editöre Mektup formatında yazılarını suna-
bilirler. Özet, anahtar sözcük, tablo, şekil, resim ve diğer görseller 
kullanılmaz. Ana metin alt başlıksız olmalıdır. Hakkında mektup yazı-
lan yayına ait cilt, yıl, sayı, sayfa numaraları, yazı başlığı ve yazarların 
adları açık bir şekilde belirtilmeli, kaynak listesinde yazılmalı ve me-
tin içinde atıfta bulunulmalıdır.

Tablolar
Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasında sunulmalı, 
ana metin içerisindeki geçiş sıralarına uygun olarak numaralandırıl-
madır. Tabloların üzerinde tanımlayıcı bir başlık yer almalı ve tablo 
içerisinde geçen kısaltmaların açılımları tablo altına tanımlanmalıdır. 
Tablolar Microsoft Office Word dosyası içinde “Tablo Ekle” komutu 
kullanılarak hazırlanmalı ve kolay okunabilir şekilde düzenlenmeli-
dir. Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin tekrarı 
olmamalı; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte olmalılardır.

Resim ve Resim Altyazıları
Resimler, grafikler ve fotoğraflar (TIFF ya da JPEG formatında) ayrı 
dosyalar halinde sisteme yüklenmelidir. Görseller bir Word dosyası 
dokümanı ya da ana doküman içerisinde sunulmamalıdır. Alt birim-
lere ayrılan görseller olduğunda, alt birimler tek bir görsel içerisinde 
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayrı bir dosya olarak yüklen-
melidir. Resimler alt birimleri belli etme amacıyla etiketlenmemelidir 
(a, b, c vb.). Resimlerde altyazıları desteklemek için kalın ve ince 
oklar, ok başları, yıldızlar, asteriksler ve benzer işaretler kullanılabilir. 
Makalenin geri kalanında olduğu gibi resimler de kör olmalıdır. Bu 
sebeple, resimlerde yer alan kişi ve kurum bilgileri de körleştirilmeli-
dir. Görsellerin minimum çözünürlüğü 300DPI olmalıdır. Değerlendir-
me sürecindeki aksaklıkları önlemek için gönderilen bütün görselle-
rin çözünürlüğü net ve boyutu büyük (minimum boyutlar 100x100 
mm) olmalıdır. Resim altyazıları ana metnin sonunda yer almalıdır.

Makale içerisinde geçen tüm kısaltmalar, ana metin ve özette ayrı 
ayrı olmak üzere ilk kez kullanıldıkları yerde tanımlanarak kısaltma 
tanımın ardından parantez içerisinde verilmelidir.

Ana metin içerisinde cihaz, yazılım, ilaç vb. ürünlerden bahsedildi-
ğinde ürünün ismi, üreticisi, üretildiği şehir ve ülke bilgisini içeren 
ürün bilgisi parantez içinde verilmelidir; “Discovery St PET/CT scan-
ner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)”.

Tüm kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin içinde uygun olan 
yerlerde sırayla numara verilerek atıf yapılmalıdır.

Özgün araştırmaların kısıtlamaları, engelleri ve yetersizliklerinden 
Sonuç paragrafı öncesi “Tartışma” bölümünde bahsedilmelidir.

Kaynaklar
Atıf yapılırken en son ve en güncel yayınlar tercih edilmelidir. Kay-
nakların doğruluğundan yazarlar sorumludur. Kaynaklar Vancouver 
referans stiline uygun olarak hazırlanmalıdır. Atıf yapılan erken 
çevrimiçi makalelerin DOI numaraları mutlaka sağlanmalıdır. Dergi 

Tablo 1. Makale türleri için kısıtlamalar

Makale türü Sözcük limiti Özet sözcük limiti Kaynak limiti Tablo limiti Resim limiti

Özgün Araştırma 3500 200 (Alt başlıklı) 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

Editöre Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Resim yok
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isimleri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi kısaltma-
ları ile uyumlu olarak kısaltılmalıdır. Altı ya da daha az yazar oldu-
ğunda tüm yazar isimleri listelenmelidir. Eğer 7 ya da daha fazla 
yazar varsa ilk 6 yazar yazıldıktan sonra “et al” konulmalıdır. Ana 
metinde kaynaklara atıf yapılırken parantez içinde Arabik numa-
ralar kullanılmalıdır. Farklı yayın türleri için kaynak stilleri aşağıdaki 
örneklerde sunulmuştur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini F, Zieleskiewicz L, 
Nafati C, Albanèse 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 bölümü: Sherry S. Detection of thrombi. In: Strauss HE, Pitt 
B, James AE, editors. Cardiovascular Medicine. St Louis: Mosby; 
1974.p.273-85.

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

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

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

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

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

Yayına kabul edilmiş ancak henüz basılmamış yazılar: Leshner AI. 
Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med In press 
1997.

Erken Çevrimiçi Yayın: Aksu HU, Ertürk M, Gül 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 yayınlanan yazı: 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/ncidodlElD/cid.htm.

REVİZYONLAR
Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarını gönderirken, ana metin 
üzerinde yaptıkları değişiklikleri işaretlemeli, ek olarak, hakemler 
tarafından öne sürülen önerilerle ilgili notlarını “Hakemlere Cevap” 
dosyasında göndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasında her hake-
min yorumunun ardından yazarın cevabı gelmeli ve değişikliklerin 
yapıldığı satır numaraları da ayrıca belirtilmelidir. Revize makaleler 
karar mektubunu takip eden 30 gün içerisinde dergiye gönderil-
melidir. Makalenin revize versiyonu belirtilen süre içerisinde yüklen-
mezse, revizyon seçeneği iptal olabilir. Yazarların revizyon için ek 
süreye ihtiyaç duymaları durumunda uzatma taleplerini ilk 30 gün 
sona ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayına kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve biçim açısın-
dan kontrol edilir. Yayın süreci tamamlanan makaleler, yayın planına 
dahil edildikleri sayıyla birlikte yayınlanmadan önce erken çevrimiçi 
formatında dergi web sitesinde yayına alınır. Kabul edilen makale-
lerin baskıya hazır PDF dosyaları sorumlu yazarlara iletilir ve yayın 
onaylarının 2 gün içerisinde dergiye iletilmesi istenir.

Baş Editör: Prof. Dr. Bedia Çakmakoğlu
Adres: İstanbul Üniversitesi, Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Ensti-
tüsü, Vakıf Gureba Caddesi, 34093, Çapa, Fatih, İstanbul, Türkiye 
Telefon: 0212 414 2000-33305
Faks: 0212 532 4171
E-posta: bedia@istanbul.edu.tr
 
Yayıncı: İstanbul Üniversitesi Yayınevi
Adres: İstanbul Üniversitesi Merkez Kampüsü,
34452 Beyazıt, Fatih / İstanbul - Türkiye
Telefon: 0212 440 0000
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