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OZET

Tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli, anjiyogenez ¢alismalarinda gelisimsel siire¢leri takip etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
modeldir. Bu ¢alismada, CAM kullanilarak, embriyonik gelisimin 7. ve 20. giinleri (E7 ve E20) arasinda goriilen anjiyogenez siireci 151k ve
transmisyon elektron mikroskop analizleri ile takip edilmistir. Ayrica, ayni giinlerde alinan CAM o&rnekleri kullanilarak, anjiyogenez meka-
nizmalarinda gorevli [Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorl (VEGF)-A ve Fibroblast Bllyiime Faktori (FGF)-2] ve reseptorlerinin [Vaskuler
Endotelyal Buytume Faktorli Reseptorii (VEGFR)-2 ve Fibroblast Blylime Faktorll (FGFR)-2] yani sira, insan C-tipi natriuretik peptid (CNP)
homologu olan tavuk CNP-3 ve reseptoril natriuretik peptid reseptdrii (NPR)-B'nin mRNA ifade diizeylerinin zamana bagimli degisimi
analiz edilmistir. Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu analizleri, endotel tiip benzeri vaskiiler yapilar1 yogun olarak E7-E8 ginlerinde ve
koryonik mezensim iginde bulundugunu gostermistir. E9-E20 giinler siirecinde ise mezensim iginde yer alan vaskiiler yapilarin progresif
gelisimi, stabilizasyonu ve kompleks dallanmasi gozlenmistir. Bu vaskiiler gelisim siirecinde, VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, CAM
gelisiminin erken asamalarinda E7 ile E9 arasinda ve E8'de pik yapacak sekilde gozlenmistir. Bu molekiiller, CAM gelisiminin ge¢ done-
minde, E16 civarinda ikinci bir pik gostermistir. CNP-3 mRNA ifadesi E16 ile E20 arasinda VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadeleri ile es
zamanli olarak tespit edilmistir. VEGFR-2 mRNA ifadesi E7-E12 arasinda gozlenirken, FGFR-2 mRNA ifadesi ilk pikini E7-E9 arasinda ve
ikinci pikini E16-20 arasinda gostermistir. NPR-B mRNA ifadesi ise en yilksek seviyesi E16’da olmak Uzere E7-E20 arasinda gozlenmistir.
Sonug olarak elde edilen veriler, CNP-3'iin 6zellikle CAM gelisiminin ge¢ doneminde (E16-E20 ginleri surecinde), NPR-B reseptorii araci-
ligiyla, ileri vaskiiler organizasyonda rol oynayabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: CNP. CNP-3. NPR-B. Anjiyogenez. Koryoallantoik membran (CAM).

Analysis of the mMRNA Expression of C-Type Natriuretic Peptide-3 and Natriuretic Peptide Reseptor-2 in Angiogenesis
of Chick Chorioallantoic Membrane: A Descriptive Study

ABSTRACT

The chick chorioallantoic membrane (CAM) is a widely used model to follow the developmental processes in angiogenesis studies. This
study aims to describe the putative involvement of CNP-3, the chick homolog of human CNP, and its receptor natriuretic peptide receptor
(NPR)-B besides known angiogenic factors and their receptors, vascular endothelial growth factor (VEGF)-A/ vascular endothelial growth
factor receptor (VEGFR)-2 and fibroblast growth factor (FGF)-2/fibroblast growth factor receptor (FGFR)-2, in angiogenesis of the CAM.
CAM samples between developmental days E7 and E20 were collected for light microscopic and transmission electron microscopic analyses.
Expression of CNP-3/NPR-B, VEGF-A/VEGR-2, FGF-2/FGFR-2 mRNA in these CAM samples were also studied between E7 and E20.
Light microscopy and electron microscopy analyzes showed that, vascular organization was mostly within the chorionic mesenchyme as
endothelial tube-like structures on E7-E8 days. On E9 and later, advanced blood vessels were observed within the mesenchyme. VEGF-A
and FGF-2 expression were observed in the early stages of CAM development (E7-E9) with a peak at E8. These molecules showed a second
peak at around E16. Co- expression of VEGF-A, FGF-2 and CNP-3 were seen at E16-E20. VEGFR-2 expression was observed between E7-
E12, whereas expression of FGFR-2 showed its first peak between E7-E9 and its second peak between E16-20. NPR-B expression, on the
other hand, was observed between E7-E20 with its highest level at E16. In conclusion, the results revealed that CNP-3 may have a role in
vascular organization via its NPR-B receptor in the later stages, i.e., E16-E20, of CAM development.
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Vaskiilogenez ve anjiyogenez embriyoda vaskiler
agim olusumunu ve gelisimini saglayan iki temel SU-
rectir®. Vaskiilogenez, mezoderm kokenli anjiyob-
lastlarin farklanmasi sonucunda endotel ve primordi-
yal kan hiicrelerine doniigmesi, dolayisiyla de novo
olarak ortaya ¢ikan primitif kan damarlarinin olusumu
seklinde tammlanir®®. Ote yandan, anjiyogenez vaskii-
logenezden farkli olarak, 6nceden var olan kan damar-
larindan endotelyal proliferasyon ve migrasyon meka-
nizmalari ile yeni kan damarlarinin olugma siirecidir.
Filizlenme ve intussusseptif olarak iki farkli anjiyoge-
nez mekanizmasi tanimlanmistir. Filizlenme seklinde
gorilen anjiyogenez sirecinde endotelyal proliferas-
yon ve hiicre gécu sonucunda endotelyal tiip olusumu
ortaya ¢ikar®®. Intussusseptif anjiyogenez ise, énce-
den var olan damarlarim mikrovaskiiler bityiimesinden
kaynaklanir ayrica vaskiiler agin yeniden sekillenmesi
ve geniglemesinden de sorumludur®.

Bazik fibroblast buylme faktori (bFGF, FGF-2) ve
vaskiiler endotelyal blyume faktéri (VEGF) hem
vaskiilogenezde hem de anjiyogenezde anahtar rol
oynayan 6nemli faktorler olarak bilinmektedir*:. Kan
damarlarinin ilk olusum siirecinde, mezodermi uyaran
bir faktor olarak bFGF, embriyoda anjiyoblastlar ve
hematopoetik hiicreler olusturmak i¢in paraksiyal ve
lateral mezodermi uyarir. VEGF ise bu hicrelerin
daha fazla farklilagmasina neden olur. Anjiyoblastlar,
VEGF ve reseptoril olan vaskdler endotelyal blyime
faktori reseptori-2 (VEGFR2 / flk-1 / KDR) aracili-
giyla endotel hiicrelerine farklilasir.

VEGEF ailesi; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-
D'yi igerir. Bunlar arasinda VEGF-A, vaskillogenez ve
anjiyogenezde énemli role sahiptir. Bu aile biyolojik
islevlerini tip III reseptor tirozin kinazlara (RTK)
baglanarak gosterir. Vaskiler endotelyal blyime
faktori reseptoru-1 (VEGR-1 / Flt-1), VEGFR-2 ve
vaskiler endotelyal blylme faktorl reseptoru-3
(VEGFR-3 / Flt-4) bu kinaz ailesinin lyeleridir. Re-
septorler, immiinoglobulin benzeri (g benzeri) do-
main, transmembran domain ve hiicre i¢i tirozin kalin-
tilarint tagiyan kinaz domaini gibi sinyal kalintilarini
igerir. Bu reseptorler yaygin olarak normal fizyolojik
kosullar altinda, endotel hicrelerinin, hematopoetik
hiicrelerin, makrofajlarin ve vaskiiler diiz kas hiicrele-
rinin yiizeyinde ifade edilir'%.

Kan damart olusumu i¢in temel olarak VEGF-A ge-
rekli iken; lenfatik damarlarin olusumu i¢in VEGF-C
gereklidir. VEGF-A, VEGFR-1 veya VEGFR-2'ye
baglanarak anjiyogenez ve vaskiilogenezde aktivite
gosterirken; VEGF-C, VEGFR-3'e baglanarak lenfo-
genezin diizenlenmesinde gorev alir'? (Sekil 1).
VEGF-A, anjiyogenezde endotel hiicre filizlenmesin-
de VEGFR-2'ye baglanarak endotel hiicrelerinin ge-
cirgenliginin ve gociiniin artmasinda rol oynar.
VEGF-A'nin VEGR-1'e baglanmasi, endotel hiicre
bdliinmesini diizenleyerek gelisimsel kan damari olu-
sumunu diizenler ve tiip olusumu i¢in endotel hiicre
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etkilesimini destekler. VEGR-2 “knock-out” farelerde
hicbir vaskdler olusum gozlenmemektedir. Dolayisty-
la, VEGF-A ve VEGR-2 etkilesimi, vaskiilogenez
yoluyla ilkel damarlarin olusumu igin gereklidir. Ay-
rica, gelisimin sonraki donemlerinde ilkel vaskiiler ag
yapisimin anjiyogenez ile daha kompleks hale gelmesi
icin de VEGF-A/VEGR-2 etkilesimi gereklidir.
VEGFR-1 “knock-out” farelerde, anormal derecede
genis bir vaskiiler olusum gézlenmektedir. VEGR-1'in
kinaz domaininin, normal vaskiiler gelisimde 6nemli
oldugu bu sekilde gosterilmistir'>,

VEGF-A VEGF-A VEGF-C

R AR R R

VEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-3
Endotel Vaskiiler gegirgenligi ve Lenfogenez
hiicre-hiicre endotel hiicre siireci
etkilesimini proliferasy 1 ditzenlenir
destekler ve goglind anjiyogenezde
i #d fil: 1
tiibiil olusumunu
saglar.
Sekil 1.

VEGF-A ile reseptorleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2
etkilesimi, sirasiyla yeni damarlarin olugumunu ve
stabilitesini duzenler. VEGF-C, lenfogenezi uyarmak
icin VEGR-3 araciligiyla etkisini gosterir.

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesi ilk kesfedildi-
ginde, fibroblastlar iizerinde mitojenik etkiye sahip
olduklar1 gosterilmistir. ilerleyen yillarda, FGF'in
embriyodaki mezoderm kaynakli vaskiiler endotelyal
hiicrelerin farklilagmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica, FGF endotel hiicre mitojeni olarak da bilin-
mektedir. Bununla baglantili olarak, embriyoda kan
damar1 olusumu ve/veya vaskiiler biitiinligiin korun-
masi i¢in FGF-2 gereklidir. Ayn1 zamanda hiicre bi-
yimesi ve ¢esitli hiicre tiplerinin farklilagmasi i¢in
giicli bir duzenleyicidir™™". FGF ailesinin tyeleri,
farkli FGF reseptorlerinin varyantlar1 araciligiyla
sinyal iletme ozelligine sahiptir’. Bunlardan en gok
calisilanlari, FGF-1 ve FGF-2'dir. FGF-1 ifadelenmesi
esas olarak merkezi sinir sisteminde gorulurken; FGF-
2, endotel hiicreleri dahil birgok hiicre tipinde ifade
edilir. FGF-2, endotel hiicre gocu tzerinde de etkilidir.
Ayrica, FGF-2 doku iyilesmesi, anjiyogenez, miyoge-
nez, hematopoez gibi gesitli siireglerde de rol oynar™.
FGF-2 etkisini, reseptor tirozin kinazlarla etkilesim
yoluyla gosterir. Bu reseptér kinazlar, hiicre yiizey
reseptorleri olan fibroblast bilyiime faktorii reseptori-
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1ila -4 (FGFR1-4) ve hiicre yiizeyine baglanan hepa-
ran siilfat proteoglikanlardir (HSPG'ler). FGFR'ler,
FGF-2'nin hiicreler iizerindeki etkilerine aracilik eder-
ken; HSPG'ler, FGF-2'nin reseptorlerine baglanmasini
modiile eder. FGFR1 daha fazla olacak sekilde hem
FGFR-1 hem de FGFR-2'nin her ikisi de endotel hiic-
relerinde ifade edilir’®. FGF-2'nin anjiyogenezdeki
etkisi, tavuk koryoallantoik membran (CAM) modeli
ve/veya tavsanin korneast modeli kullanilarak goste-
rilmigtir®®?.

Natriiiretik peptid ailesi, yapisal olarak iligkili en az Ug
peptid igerir. Bunlar atriyal natritretik peptid (ANP),
beyin natritretik peptid (BNP) ve C-tipi natriliretik
peptidtir (CNP). ANP ve BNP, esas olarak sirasiyla
atriyum ve ventrikiil tarafindan tretilen kardiyak hor-
monlar olarak bilinir. Ote yandan CNP, merkezi sinir
sisteminde baskindir; ancak ayni zamanda kikirdak,
epifiz plagi, kondrositler, osteoblastlar, osteoklastlar,
endotel hiicreleri ve vaskiler diz kas hicreleri dahil
0"22%'; lizere ¢ok ¢esitli doku ve hiicrelerde ifade edi-
lir==.

Natritretik peptitler icin bilinen Ug tip reseptor vardir.
Bunlar: natritretik peptid reseptori-A (NPR-A, GC-A,
NPR1), natriliretik peptid reseptorii-B (NPR-B, GC-B,
NPR2) ve natritretik peptid reseptorii-C (NPR-C,
NPR3) olarak adlandirilirlar. Natritiretik peptitler, bu
reseptorlere segici olarak baglanir. NPR-A igin ligand
se¢iciliginin sirast ANP> BNP>> CNP, NPR-B i¢in
CNP>> ANP> BNP ve NPR-C icin ANP> CNP>
BNP seklindedir®®??°. NPR-A ve NPR-B, insanlarda
bulunan 5 transmembran guanil siklazdan ikisidir.
Uglincii natriiiretik peptid reseptorii olan NPR-C,
aktivitesini ¢ogunlukla ii¢ peptid molekilinin lokal
konsantrasyonunu ayarlayarak gosterir®®. Bu 6zelli-
ginden dolayr NPR-C, natritiretik peptidlerin Kklirens
(temizleme) reseptorii olarak bilinir®’.

CNP'nin, endotel hiicreleri, kardiyomiyositler ve vas-
kiler duz kas hucreleri (zerinde, kardiyovaskiler
sistemde otokrin ve parakrin etkileri oldugu gosteril-
mistir®*??%°_ Son ¢alismalar, CNP'nin kardiyovaskii-
ler sistemde inflamasyon, anjiyogenez, diz kas ve
endotel hiicre proliferasyonu, ateroskleroz, hipertansi-
yon ve iskemide duzenleyici bir rol oynadigini ortaya
koymustur®3*. CNP, bu siireclerde reseptérleri olan
NPR-B ve NPR-C araciligiyla etki gosterir™®!. NPR-
B, vaskiler diiz kas hucrelerinde ifade edilir. Bu nok-
tada, CNP ve NPR-B etkilesimi, anjiyogenezin ilerle-
mesinden ziyade vaskiiler tonusun lokal ayarlanmasiy-
la iliskilidir®. CNP'nin endotelyal hiicreler iizerindeki
goc etkisinin, anjiyogenezde potasyum kanallarinin
ATP aracili aktivasyonu ile iligkili oldugu da goste-
rilmistir. Bu calismada®, dliimsiizlestirilmis fare beyin
mikrovaskiiler endotel hiicre hattt (BEnd.3) ve insan
g6bek kordonu damar endotel hicreleri (HUVECS)
kullanilarak potasyum kanallar1 araciligiyla CNP ve
VEGF'in etkileri analiz edilmistir. Sonuglar, potasyum
kanal aktivatorleri, CNP ve VEGF kullaniminin anji-

yogenezde benzer sonuglar verdigini gdostermistir. Ek
olarak, ayni sonuglar CAM analizi ile gdsterilmis ve
potasyum kanal inhibitérleri kullanmildiginda, CNP
aracili anjiyogenezin CAM yapisinda bozuldugu gos-
terilmigtir. CNP'nin bu etkisine NPR-C'nin aracilik
ettigi diistiniilmistir’2. Baska bir ¢alisma®, CNP'nin
konsantrasyona bagl bir sekilde verildiginde (1 uM
konsantrasyonda), aort filizlenme testinde VEGF'e
benzer bir yanit iirettigini ve bu etkinin NPR-C'ye
bagli oldugunu; ancak NPR-B’den bagimsiz oldugunu
gostermigtir. Ek olarak, endotelyal CNP'nin, anjiyoge-
nez ve vaskiler yeniden modellenme siirecinde iske-
miye yanit olarak NPR-C aracili bir etki gosterdigi ve
reseptoriin bu etkiyi Gi uyarimi, ERK1 / ERK2 ve
PI3Ky / Akt / protein kinaz-B aracilifiyla gercekles-
tirdigi gésterilmistirsl. Bu ¢alismalarda, CNP/NPR-C
sinyal yolunun anjiyogenezdeki roliiniin alt1 ¢izilmistir.
Anjiyogenezin dizenlenmesinde CNP ile VEGF ve
bFGF arasinda iligki oldugunu one siiren ¢aligmalar
vardir. VEGF'in endotel hiicrelerinde CNP salinimini
inhibe ettigi ve CNP'nin VEGF iizerinde ayn1 etkiye
sahip oldugu gésterilmistir31. Baska bir ¢alisma, bFGF
ve CNP arasindaki iliskiyi gostermistir. bFGF uyari-
mimnin aort ve beyin vaskiler diiz kas hicrelerinde
CNP mRNA ifadesini azalttigi gosterilmistir. Ayrica,
aort dliz kas hicrelerinde bFGF'in etkisi altinda TGF-
B aracilt uyarmanin CNP {iretimini ve salgilanmasim
azalttig1 gosterilmistir®,

C-tipi natritretik peptid, 2q24-gter bir kromozomal
lokasyona sahip tek bir gen, natritiretik peptit dncisi
C'nin (Nppc) triiniidir®?®. Houweling ve ark.*, tavuk
natritiretik peptid 6ncii gen kiimesini tanimlayarak
karakterize etmis ve bu genin organizasyonunun,
memeli Nppb-Nppa kiimesiyle Kkarsilastirildiginda
yiiksek oranda korunmus oldugunu bulmustur®®. Buna
ek olarak, tavuk CNP-3, insan CNP'sinin amino asit
dizisiyle yiiksek homoloji gostermektedir®. Dolayisiy-
la tavuk CAM modelinin kullandigi bu ¢alismada,
onceki ¢alismalarimizda da?>* kullanilmis olan CNP-
3/NPR-B dizilerini, revers transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile analiz yontemi secil-
misgtir.

Tavuk embriyosu gelisiminin baslangicinda koryoal-
lantoik membran (CAM) avaskilarize bir yapidir.
Yumurtanin inkiibasyonunun 5. giiniinde [(embriyonik
5. gelisim giinii (ES)], CAM vaskiilarizasyonu baglar.
Tavuk embriyosunun allantoisi, inkiibasyonun 3. giini
civarinda ventral endoderm arka bagirsak duvari bo-
yunca ilerler. Embriyoyu ekstraembriyonik s6éloma
dogru iter. E4 ve E10 arasindaki dénemde, allantoisin
mezoderm tabakasi (splanknik mezoderm), koryonun
mezoderm tabakasi (somatik mezoderm) ile birlesir ve
boylece koryoallantoik membran olusur (Sekil 2).
Bagka bir deyisle, CAM yapisi allantoisin epitel taba-
kasi ile koryonun epitel tabakasi arasinda kalan
splanknik ve somatik mezoderm tabakalarin birlesme-
sinden olusur. CAM yapisina katilan ¢ift katmanl
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mezoderm kan damarlar1 agisindan zengindir ve emb-
riyonik dolagima iki allantoik arter ve bir allantoik ven
araciligryla baglanir. Allantoik arterler ve ven embri-
yonik dolagima katki saglar. Bu yapilar, memelilerde
bulunan umbilikal arterler ve vene benzer®®*’.

Koryonik
Koryoallantoik epitelyum

membran

Amaiyon o Koryon ve
allantoisin
0 0 mezengimal
gy . gl « N tabakasi
\‘Z o
Yoni
in
olugan Allantaik
wan apitelyum
Galigimin 910 pra——— Geligimin 910
ginleri qiinleri
Sekil 2.

CAM, allantois ve koryon epiteli ile bunlarin mezen-
sim tabakalarindan olugur. CAM, embriyonik 4. glin-
den itibaren gelismeye bagslar ve 10. giinde geligimini
biiyiik ol¢iide tamamlayarak yumurta kabugunun igini
tamamen kaplar. Yapisinda yogun bir vaskiiler ag
barmdirir.

Tavuk CAM modeli, anjiyogenez caligmalar1 igin
yaygin olarak kullanilmaktadir®“°. Endotel hiicrelerin
filizlenmesi ile izlenen anjiyogenez, ES ila E7 gelisimi
arasinda goriliir. Bu, CAM vaskiiler bitytimesinin ilk
asamasi olarak diistiniilmektedir. E8-E12 arasinda,
intususseptif anjiyogenez (intususseptif mikrovaskuler
blyime) belirgindir ve E13-E14 sirasinda vaskiiler ag,
herhangi yeni bir ag olusumu veya karmasik yapi
olmaksizin hacim ve kiitle olarak biiyiir***". CAM'in
genel vaskiiler yapisi, kabuga en yakin koryonik epite-
le bitisik bulunan kilcal vaskiiler tabakadan ve CAM
icinde serbestgce ylizen ve embriyonik hareketler ile
uyumlu hareket edebilen, daha derin ve daha biyik
damarlardan olusur40’42. ilk asamada heniiz olgunlas-
mamig kan damarlar1 ve diiz kas hiicreleri mezoderm
icinde yer alir. Kan damarlart E8'e kadar ¢ok hizli
blyir ve Gzerini orten koryonik epitel hicreleri ile
iligkili kilcal pleksusa koken vererek dis cevre ile gaz
alig-verisine aracihik eder*®***. CAM, yiizey alaninda
hizli biiyiimeye devam eder ve E10-E11 civarinda
CAM, yumurta kabugu agildiginda altinda agikca
goriilebilir®*# E12'de CAM, i¢ kabuk zarmm tiim
yiizeyini kaplar ve E14’e kadar yiizey alan1 genisle-
meye devam eder”®*’. E16'da CAM'in kilcal vaskiiler
ag1 ince yapisi, koryonik epitele komsu mezoderm
icinde ve devamli bir endotel tabakasi ile ortiilii, ¢ev-
resindeki perisitlerin koryonik epitel icerisinde gorul-
digii yogun bir pleksus olarak tanimlanir*®*®, CAM’in

vaskiiler sistemi E18'de son kompleks yapisina ula-
qar0.

Kan damarlarinin olusumu, vaskiilogenez ve anjiyo-
genez sireclerini igeren kompleks bir olaydir. Biiytime
faktorleri ve etki gosterdikleri sinyal yollari, bu siireg-
lerde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢aligma, gelisimi
sirecinde CAM vyapisini 151k ve elektron mikroskop
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incelemelerinde tanimlamak ve CAM yapist igerisinde
gorilen anjiyogenez surecinde bilinen anjiyogenik
faktorler olan VEGF-A ve FGF-2’nin yani sira CNP-
3'in mRNA ifade profilini, dolayisiyla siiregteki olasi
katkisini zamansal agidan analiz etmek i¢in planlan-
mistir.

Gerecg ve YOntem

Tavuk Embriyolarinin Elde Edilmesi

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent
Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmis-
tir (Proje no: DA20/14). “ATAK-S” soyundan fertilize
tavuk yumurtalart1 T.C. Tarim ve Orman Bakanligi,
Tavukguluk Arastirma Enstitisii'nden temin edilmistir.
Yumurtalar, 37.5 °C'de ve nemli ortamimi koruyan
yumurta inkiibatorinde istenilen sire inkibe edilmis-
tir. Calismada %10 oraninda dollenmemis yumurta
olabilecegi gbz Oniine alinmistir ve buna bagli olarak
90 adet tavuk yumurtasi ile ¢alisiimistir.

CAM Doku Orneklerinin Toplanmast, Isik Mikroskobu
ve Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile CAM
Orneklerinin Yapisal Analizi

Steril cerrahi aletlerle yumurtanin kabugunun sivri
olmayan tarafinda bir pencere agilarak E7'den E20'ye
kadar CAM doku ornekleri kesip ¢ikarilan kabuk
altindan toplanmustir.  Ornekler, 151k mikroskopu
icin %4 paraformaldehit icerisinde ve TEM igin %2
glutaraldehit solusyonunda tespit edilmistir. Isik
mikroskop analizi igin rutin histolojik teknikler kulla-
mlmistir. Gece boyu %4 paraformaldehit tespitinden
sonra, ornekler %70 alkol igerisine alinmig ve artan
dereceli alkol serisinden (%75, %96 ve %100) geciri-
lerek dehidrate edilmistir. Ksilol ile muamele sonra-
sinda parafinde 3 saat bekletilen dokular parafin blok-
lara gomillmiistiir. Lizin kapli lamlar tizerine 5 mik-
rometre kalinliginda kesitler alinmis ve ardindan he-
matoksilen-eozin ile boyanmustir. Istk mikroskopik
analiz icin ek olarak, %2 gluteraldehit ile tespit edil-
mis CAM orneklerinden yart ince kesitler hazirlanmis-
tir. Bunun i¢in dokular gluteraldehit tespiti sonrasinda
kicuk parcalara bolinmiis ve ikinci defa osmiyum
tetroksitle tespit edildikten sonra, fazla suyun uzaklas-
tirtlmasi i¢in artan derecelerdeki etil alkol serilerinden
gecirilmistir. Ornekler propilen oksit, ggmme mater-
yalinde (v/v) [10 ml Araldit Resin, 10 ml Dodesenil
stiksinik anhidrit (DDSA), 0.5 ml Benzildimetilamin
(BDMA), 1 ml Dibiitil fitalat] 30 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda, %25 propilen oksit + %75 kisim gémme
materyalinde (v/v), karistiric1 Uzerinde, oda 1s1sinda, 2
saat karistirilmistir. Son olarak dokular gdmme mater-
yali ile gdmme kapsiiline gomiilmiistiir. Hazirlanan
bloklardan ultramikrotom ile 1 mikrometre kalinligin-
da kesitler alinarak %1 toluidin mavisi ile boyanip 151k
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mikroskobu ile incelenmistir. Muskuler arterlerinin
gelisimi, arteriyollerin ilk goriildligii zaman noktasi,
CAM yapisindaki bag dokusu kalinligr ve damar du-
var kalimligindaki degisim gibi tanimlayic1 parametre-
ler 151k mikroskop ile incelenmistir. Hematoksilen-
Eozin ile boyanan preparatlar ve toluidin mavisi ile
boyanan yari ince kesitler Leica DFC 500 dijital ka-
mera bagli olan 151k mikroskop ile (Leica DM 3000,
Almanya) fotograflanmstir.

TEM analizi siirecinde yar1 ince kesitler i¢in hazirla-
nan bloklardan elde edilen 90 nm kalinhigindaki ince
kesitler kullanilmistir. Yart ince kesitler ile isaretlenen
bolgelerden alinan ince kesitler 100 ya da 200
mesh’lik bakir gridler {izerine alinmistir. Alinan kesit-
ler kontrast saglamak amaciyla, uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyanmistir. Elektron mikroskobu, vaskuler
dallanma noktalarin1 gorsellestirmek, endotel hiicre-
lerdeki, graniil depolayan hiicrelerdeki ve koryonik ve
allantoik epiteldeki degisiklikleri gozlemlemek igin
kullanilmustir. Ince kesitler Gatan Orius SC-1000
dijital kamera bagli olan ge¢irimli elektron mikroskop
(Jeol JEM 1400, Japonya) ile incelenmistir.

RNA Izolasyonu ve Revers-Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Analizi

Belirlenen gelisim giinlerinde CAM &rneklerinden
RNA izolasyonu, daha énce tarif edildigi sekilde®,
Trizol solisyonu (Tri-reagent, Sigma, Almanya) kul-
lanilarak yapilmigtir. Bunun igin, E7 ile E20 arasinda
kalan stirecte CAM o6rnekleri giinliik olarak toplanmig-
tir (E11, E14, E18 harig). Toplam RNA konsantrasyo-
nu ve safligt A260/A280 orami kullanilarak hesaplan-
mistir (>1.8). Tki asamali RT-PCR reaksiyonu igin
uretici firmanin (OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis
Kit abm, Kanada) onerileri dogrultusunda 6nce 1 pg
total RNA revers-transkriptaz (RT) reaksiyonu igin
kullanilmustir ve ardindan PCR reaksiyonu ile analizi
istenen mRNA’lar amplifiye edilmistir. RT reaksiyon-
lar1 termal dongii cihazi kullanilarak iki asamali sekil-
de gerceklestirilmistir (Birinci asama: 1 déngii 65 °C,
5 dakika ve +4 °C, 1 dakika. Tkinci asama: cDNA elde
etmek igin (ters transkripsiyon), 1 déngi 50 °C, 50
dakika, 85 °C, 5 dakika ve +4 °C, 5 dakika). Elde
edilen ¢cDNA f{iriinleri PCR i¢in kullanima kadar -20
°C'de saklannustir.

Analizi istenen genler i¢in PCR dongii kosullart opti-
mize edilmistir ve normalizasyon asamasinda kontrol
olarak kullanilan gliseraldehit fosfat dehidrogenez
(GAPDH) icin PCR protokoliinde 27 déngu ve analiz
edilen diger tiim genler i¢in 30 déngii optimum olarak
belirlenmistir. Analiz edilen genler ve kullanilan pri-
merler Tablo I'de listelenmistir. Termal dongii cihazi
kullanilarak gerceklestirilen PCR kosullar1 sunlardir: 1
doéngi, 95 °C, 12 dakika (aktivasyon); 25-30 doéng(,
95 °C, 1 dakika (denatiirasyon), 55-58 °C, 1 dakika
(primerlerin yapismasi), 72 °C, 1 dakika (uzama); 1
dongl, 72 °C, 10 dakika (son uzama). Elde edilen

PCR driinleri +4 °C'de saklanmistir. PCR iiriinleri
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromir boyama ile
gorsellestirilmigtir. Elde edilen PCR iriinlerinin dansi-
tometrik analizleri Image J programu kullanilarak
gergeklestirilmistir  (https://imagej.nih.gov/ij/ down-
load.html). Her gelisimsel giine ait spesifik gen ifade-
leri, ayn1 giine ait GAPDH 6l¢iim sonucu kullanilarak
normalize edilmigtir ve sonuglar grafikler seklinde
sunulmustur.

Tablo 1. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reak-
siyonu i¢in kullanilan primerler.

Hedef Kullanilan Primer Oriin Gen Bankasi
Gen Sekanslan Ulagim Numarasi
VEGF-A |F: 349 bg [NM205042.2 (bu
CGGAAGCCCAACGAAGTTAT makale)
C
R:
CCTTCCCCTTTCCTCGCTTT
VEGFR- |F: 529 b¢ [NM001004368.1 (bu
2 AGTCATAGGCAACGACACCG makale)
R:
TGCACGCTTTTCCTTGATGG
FGF-2 |[F: 325bg [NM205433.1 (bu
AAGCGGCTCTACTGCAAGAA makale)
C
R:
TTGGTCCGGGCTTGTACTGT
FGFR-2 [F: 393 bg [NM205319.2 (bu
CAGCTGACTCAAGCTCCTCC makale)
R:
CATACAGCGGACCATCCTGG
CNP-3 |F: 201 bg [XM427055 (23)
AAGAGAGGGATCGTGAGCAA
R:
TCCTGGACAGACCCTTTTTG
NPR-B |F: GCCTGCTCCGAGTACGTG 252 bg |XM427055 (23)
R: GTGCAGGTGGGAGACGAA
GAPDH [F: AGTCATCCCTGAGCTGAAG |330 bg [J00849 (23)
R:
AGGATCAAGTCCACAACACG

*dipnot: F: “Forward” primer, R: “Reverse” primer, b¢: baz
cifti

Bulgular

CAM Yapisumin Istk Mikroskopik Analizi

CAM gelisimi siirecindeki yapisal degisimleri incele-
mek igin, Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitler
ve toluidin mavisi ile boyanmis yari ince kesitler 11k
mikroskop kullanilarak analiz edilmistir. E7'de CAM
mezengimi iginde endotel tiip yapilart gézlenmistir
(Sekil 3A ve B). E12'de ana kan damarlarinin ¢apinin
arttig1 ve mezensimden farklilastig1 dngoriilen diiz kas
hiicreleri ile bu damarlarin etrafinin sarildigi ve stabi-
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lize edildigi gozlenmistir (Sekil 3C). Sirasiyla E12 ve
E13'te CAM yapisi i¢inde tanimlannis miiskiiler arter-
ler (Sekil 3C) ve orta biiyiikliikte ven yapilar1 goril-
miistiir (Sekil 3D).

E15'te, tunika muskularis tabakasindaki diiz kas say1-
sindaki artisla tanimlanan miiskiiler arterler goriintl-
lenmistir (Sekil 4A). CAM mezengim hiicre yogunlu-
gunun ve buna paralel olarak CAM kalinliginin E15
ile E17 arasinda arttig1 goriilmistiir (Sekil 4B ve C).
Miiskiiler arterlerinin yapisi, tunika adventiSyanin
organizasyonu ile E15-E19 arasinda daha fazla gelis-
me gostermistir (Sekil 4B-D ve Sekil 5A-B). E20'de
kalin bir mezensim ve incelmis koryonik ve allantoik
epitel yapilar1 gézlenmistir (Sekil 4E). Ek olarak,
gelisimin ileri evrelerinde, CAM mezensiminde kan
damarlarinin koryona oldukga yaklastigi gdzlenmistir
(Sekil 4F).

CAM Vaskiiler Yapisimin TEM Analizi

E7'de CAM koryonik epiteli altinda ve mezensim
icinde endotel tiip yapilari gozlenmistir (Sekil 6A).

Koryonik epitel bu asamada iki tabakali olarak g6z- Sekil 4.

lenmis olup, bu hiicre tabakalar1 arasinda desmozom-  Toluidin mavisi boyama metoduyla E15, E16, E17 ve
lar goriilmistiir (Sekil 6A). Ek olarak, hem mezensim E19’da boyanan CAM orneklerinin mikroskop ile
hicrelerinde hem de endotel hiicrelerinde perintkleer incelenmesi. E15'te limeninde eritrositler ve limen
alanda bulunan belirgin bir granllli endoplazmik etrafinda belirgin tunika media bulunan miiskiiler
retikulumu (GER) gozlenmistir (Sekil 6B-D). arter yapist (kalin ok bagsi) komsulugunda ven yapisi

(ok) (4, X400). E16'da mezensim tabakasinda venéz
yapilar (oklar) ve gelismis miiskiiler arter (B, X400).
E17 ve E19'da mezensim tabakasinda duvar yapist
geliskin miiskiiler arter yapilart (kalin ok basi) (C, D,
X400) E20'de koryonik epitel altindaki mezensim
tabakasinda yogunlasan liimeni ve duvart belirgin
damar yapisi (ok basy) ve yaninda ince kilcal damar
yapisi (ok) goriildii (E, X200 ve F, X400). ae: allan-
toik epitel, ke: koryonik epitel, Er: eritrositler, kz:
kabuk zar

Sekil 3.

Toluidin mavisi boyama metoduyla E7, E12, E13’de
boyanan CAM &rneklerinin istk mikroksop ile ince-
lenmesi. E7'de yeni olusan endotel tiip yapilarinin

mezensim icerisinde gosterilmesi (vildiz isareti™®) (4,
X400). E12'de koryonik epitel altinda ve mezensim

tabakasinda gériilen vaskiiler yapilar (B, X400).
E12’de mezensimde gériilen miiskiiler arter yapisi (ok
basi) (C, X200). E13 de mezensim tabakasinda gorU-
len ven yapist (D, X200). ae: allantoik epitel, ke: kor-
yonik epitel, Er: eritrositler, V: ven.

Sekil 5.
Hematoksilen-Eozin boyama metodu kullan:larak
E16°da boyanan drneklerin stk mikroskop ile ince-
lenmesi. E16'da CAM mezengim igerisinde yer alan

cesitli boyutlarda vaskiiler yapilarin gosterilmesi (ok
baslari) (A, B X200).
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Sekil 6.

E7’de CAM orneklerinin ince yapisimin TEM ile ince-
lenmesi. CAM yapisindaki damarlar. Koryonik epite-
lin iki katl gérinimu ve desmozomlar (A, X8000).
Koryonik epitele komsu lokalizasyonda kilcal damar
vapilart (ok basi) (B, X6000). Koryona komsu yerle-
simli damar endotelinin yakinina yerlesmis mezengim
hiicresi ve belirgin GER yapist (C, X8000). Periniik-
leer bolgeye lokalize GER yapisi (kesikli ok) belirgin
endotel ile ¢evrili kan damari (D, X6000). ke: koryo-
nik epitel, M: mezensim hiicresi, Er: eritrositler, En:
endotel hiicresi, d: desmozom, GER: granilli endop-
lazmik retikulumu.

E8’de, CAM mezensim tabakasinda artmig kolajen
sentezi gorillmistir (Sekil 7A). Allantoik epitel hiicre-
leri ve bazal lamina arasindaki desmozomlar, E8'de
acikca gozlenmistir. Allantoik epitelde beklenildigi
gibi damar olusumuyla ilgili herhangi bir yap1 g6z-
lenmezken, lipid damlaciklarimin varhigr dikkati ¢ek-
mistir (Sekil 7B). Kan damarlari, E8'de mezengim
icerisinde kolayca ayirt edilebilmistir (Sekil 7C). Me-
zengimde goriilen bu kan damarlart belirgin endotel
hiicrelerine sahiptir (Sekil 7D). Ek olarak, koryonik
epitel ile yakin temas halinde endotel tiip yapilari
gbzlenmistir (Sekil 7E) ve bu olusumlarda intussusep-
tif anjiyogenezi diisiindiiren siitun benzeri olusumlar
gorilmistir (Sekil 7F).

Koryonik epitel, E12'de ¢ok katmanli bir yapida go-
rilmiistlir. Koryonik epitel komsulugunda gelisen
CAM vaskiiler yapilar1 devamli sekilde endotel tiipleri
olarak goézlenmistir (Sekil 8A). Ayrica, bu kilcal da-
marlar, E7'ye kiyasla koryonik epitelin yiizeyine ¢ok
daha yakin yerlesim gostermektedir (Sekil 8B). Ayrica
endotel hiicrelerde heterokromatin E15'te kan damar-
larinin etrafindaki perivaskiiler hiicrelerin artist g6-
rilmiistiir. E15'te vaskiiler organizasyonun kiigiik
capl vaskiiler yapilara kadar ilerledigi, bu yapilarin
duvarlarinda perisitlerin, limenlerinde ise eritrositlerin
yer aldig1 gozlenmistir (Sekil 9A). Vaskiiler yapilara
komsu eozinofilik hiicrenin varligi goriilmiistiir (Sekil
9A). Ozetle, bu asamada koryonik epitele komsu vas-

kiiler organizasyonda artig dikkati ¢ekmistir (Sekil 9B).

E8’de CAM orneklerinin ince yapisimin TEM ile ince-
lenmesi. Mezengim tabakasinda kollajen lifleri (yildiz
isareti *) (A, X15000). Desmozomlar, lipid damlacik-
lart ve belirgin bazal membran (B, X20000). Mezen-
sim igerisinde vaskiiler yapilar (C, X6000, D, X5000,
E, X8000). Endotel hiicrelerinde olusan siitun benzeri
vapi (kalin ok) (F, X15000). ae: allantoik epitel, bm:
bazal membran, d: desmozom, Er: eritrositler, En:
endotel hicresi.

Sekil 8.
E12’de CAM orneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Koryonik epitel hiicreleri arasinda sayica
artan ve yiizeye yakin konumlanan kilcal vaskiler
vapilar (ok basi ile gosterilen) (A, X6000 ve B, X5000).
Ayrica E12 de niikleolus (n) yapilar: belirgin gorilen
koryonik epitel hiicreleri gozlenmistir. ke: koryonik
epitel, Er: eritrositler, En: endotel hiicresi,
n:niikleolus.

o

Sekil 9.
E15’de CAM orneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Eozinofil benzeri hiicre komsulugunda,
perisitler ile ¢evrilmis bulunan vaskiiler yapi (4,
X6000). Niikleolus (n) yapilar: belirgin endotel ile
cevrilmis bir liimeni ve perisitleri bulunan vaskiler
yapt (B, X12000). Er: eritrositler, n: nikleolus, En:
endotel hiicresi, Prs: perisit, Eo: eozinofil benzeri

hucre.
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E20'de E15°e gore daha gelismis ve mezensime yer-
lesmis kan damarlar1 goriilmiistiir (Sekil 10A). Ayrica,
koryonik epitel altinda ve yakin komsulugunda yayi-
lim gosteren endotel tiip yapisindaki kan damarlar1 da
gozlenmistir (Sekil 10B). CAM mezengiminde farkl
biiyiikliikte kan damarlar1 goriilmiigtir (Sekil 10C-D).
Bu durum vaskiler organizasyonun kompleks bir
yaptya eristigini diistindiirmiistiir. E20 i¢in en ¢arpict
bulgu, hem allantoik hem de koryonik epitellerin gok
katmanli yapisinin ve bu epitel hiicreleri arasinda
desmozomlarin gozlenmis olmasidir. Koryonik epitel
yiizeyindeki parmak benzeri uzantilarla ¢ok katli bir
gorinim sergilerken (Sekil 10E); allantoik epitel daha
fazla katl bir gériinlime sahip olarak goriintiilenmistir
(Sekil 10F).

! | .__'"{ P —

o

¥ B

Sekil 10.

E20°de CAM érneklerinin ince yapisinin TEM ile
incelenmesi. Mezensim iginde etrafinda perisit ve
mezensim hiicresi goriilen arter benzeri gelismis vas-
kiiler yapi (A, X6000) ve koryonik epitel komsulugun-
da sayica artig gosteren kapiller vaskiiler yapilar (ok
basi) (B, X6000). Mezensim icerisinde bir vaskiler
yapt (C, X8000) ve mezensimde daha kalin bir duvara
ve geniy liimene sahip kan damar: (D, X3000). Koryo-
nik epitelin yiizeyinde parmaksi ¢ikintilar (oklar) dik-
kati ¢ekmistir (E, X12000). Desmozomlar en ¢ok,
katmanly allantoik epitelde goriilmiis ve allantoik
epitelde artmug lipid damlaciklar (Id) sayist gozlen-
mistir (F, X12000). Er: eritrositler, En: endotel hiicre-
si, Prs: perisitler, M: mezengim hiicresi, d: desmozom,
Id: lipid damlaciklar

CAM Orneklerinde VEGFA, FGF-2, CNP-3 ve Bu
Ligandlarin Reseptorlerinin Zamana Bagli mRNA
Ifadelerinin Analizi

CAM gelisimi siirecinde goriilen vaskiiler yapilanma-
ya paralel olarak, VEGF-A (Sekil 11A), FGF-2 (Sekil
11B) ve CNP-3 (Sekil 11C) ve bu ligandlarin reseptor-
leri olan VEGFR-2 (Sekil 11A), FGFR-2 (Sekil 11B)
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ve NPR-B’nin (Sekil 11C) zamana bagli mRNA ifade
duzeyleri RT-PCR ve etidyum bromiir boyali agaroz
jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Elde edilen dan-
sitometrik analiz sonuglar1 ayni zaman noktalarina
karsilik gelen GAPDH o6l¢giim degerleri kullanilarak
normalize edilmistir.
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Sekil 11.

E7-E20 siirecinde (E11, E14, E18 haric) VEGF-
A/VEGFR-2 (A), FGF-2/FGFR-2 (B) ve CNP-3/NPR-
B (C) RT-PCR analizlerinin agaroz jel goruntileri.
E7-E20 siirecinde (E11, E14, E18 hari¢) VEGF-
A/VEGFR-2 (D), FGF-2/FGFR-2 (E) ve CNP-3/NPR-
B (F) mRNA ifadelerinin dansitometrik analiz sonug-
lar1 (sonuglar ayni zaman noktasindaki GAPDH
mRNA ifade dizeyine gore normalize edilmistir).

VEGF-A ve FGF-2 mRNA ifadesi, reseptorleri ile
uyumlu olacak sekilde E7-E9'da gozlenmis olup,
E8'de pik yaptiklar1 goriilmiistir (Sekil 11D-E).
VEGF-A ve FGF-2'nin mRNA ifade dizeylerinin
E10-E15 arasinda azaldigi tespit edilmistir (Sekil
11D-E). VEGF-A mRNA ifadesinde E16-E19 arasin-
da ikinci bir artiy gozlenmis olmasina ragmen,
VEGFR-2 mRNA ifadesi E12'den sonra azalmis ve
kaybolmustur (Sekil 11D). FGF-2 mRNA ifadesi
El6'da ikinci bir artig gosterirken, FGFR-2 mRNA
ifadesi E15-E20 arasinda kademeli olarak artmis ve
ikinci kez en yiiksek seviyesine E19'da ulagmistir
(Sekil 11E).

CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13'te gbzlenmis
olup, en yiiksek seviyesine E16'da ulastig: tespit edil-
mistir (Sekil 11F). NPR-B mRNA ifadesinin ise tum
CAM gelisimi boyunca gbzlenmesine ragmen en yiik-
sek seviyesine, ligandi olan CNP-3 mRNA ifadesine
paralel olarak, E16'da ulastig1 gézlenmistir (Sekil 11F).
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Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada, tavuk embriyosu modeli kullanilarak,
E7-E20 arasinda CAM Uzerinde gorilen anjiyogenez
stireci 151k ve transmisyon elektron mikroskop analiz-
leri ile takip edilmistir. Ayrica, ayni giinlerde alinan
CAM ornekleri kullanilarak, anjiyogenez mekanizma-
larinda rol aldigi bilinen faktorlerin (VEGF-A ve
FGF-2) ve reseptorlerinin (VEGFR-2 ve FGFR-2)
yani sira, insan CNP homologu olan tavuk CNP-3 ve
reseptorit NPR-B'nin mRNA ifade dlizeylerinin zama-
na bagimli degisimi analiz edilmistir. Calismanin
amaci, CNP-3'ln ve reseptorii olan NPR-B’nin CAM
yapist igerisinde goriilen anjiyogenez sirecindeki
mRNA ifade profilini, dolayisiyla siiregteki olas1 kat-
kisin1 zamansal agidan analiz etmek ve tanimlamak
olarak planlanmustir.

Literatiirde CAM gelisimi, koryonik ve allantoik epi-
tel ve bunlarin mezengim tabakalarinin morfolojisi ve
molekiiler 6zellikleri dikkate alinarak evrelendirilmis-
tir*"*°, Bu evreleme genellikle gelisimin erken, ileri ve
gec¢ asamalari seklinde ifade etmektedir. Bu dogrultu-
da ¢alismamizda, CAM yapisinda anjiyogenezi asa-
malandirmak i¢in 1s1k mikroskop analizleri kullanil-
migtir. Sonug olarak, damarlarin gelisim diizeyi ve
damar duvarinin yapisi ve kalinhigr dikkate almarak
calismamizda E7-E12 erken, E13-E18 ileri ve E18-
E20 anjiyogenezin gec evreleri olarak belirlenmistir.

VEGF-A, anjiyogenez surecinde reseptorlerinden biri
olan VEGFR-2 araciligiyla endotel hiicre proliferas-
yonunu, gociinii ve endotel hiicre sagkaliminini sagla-
yarak 6nemli bir rol oynamaktir®®. Bu nedenle CAM
vaskiiler gelisimi iizerine yapilan ¢aligmalar VEGF-A
lizerinde yogunlasm1$t1r41. Bu ¢aligmada gosterilen ve
E7-E9 arasinda, diger bir deyisle CAM vaskiiler geli-
siminin erken doneminde artan VEGF-A mRNA ifa-
desi literatiirle uyum gostermektedir*->'. Bu veriler,
E7-E12 arasindaki siirecte, mezensimde endotel tiiple-
rin varhigmi gosteren 11k mikroskop analizlerimizle
de desteklenmistir (Sekil 3A-B). Anjiyoblastik hiicre-
lerin, VEGF-A sinyali ile prolifere olan ve vaskiloge-
nez/anjiyogenez siireglerine katilan endotelyal hiicre-
lere farklilagtigi disiiniilmiistir. E7-E12 arasinda
VEGF-A’ya eslik eden VEGFR-2 mRNA ifade profili
de sonuglar1 desteklemektedir (Sekil 11D). Bu erken
dbnem, yeni kan damarlarinin olusumu ve gelismesi,
yani vaskiilogenez olugmasi ve anjiyogenezin basla-
masl i¢in uygun zaman olarak kabul edilmistir. Ayrica,
E7°de goriilen ve ozellikle kan damarlariin endotel
hlcrelerinde bulunan perintkleer bdlgede belirgin
olan granullii endoplazmik retikulumu (GER) yapisi,
VEGF-A ve FGF-2 sentezini kapsadigi diisiiniilen
protein sentezi ile iligkilendirilmistir. Bu bulgular,
damar olusumu ve gelisiminde endotel hiicre filizlen-
mesi araciligiyla gerceklesen anjiyogenezde VEGF-A
ve VEGR-2 arasindaki iligskinin uyumlulugunu CAM

anjiyogenezi icin de desteklemektedir. Ozellikle,
E12'de goOzlenen koryonik epitelden tomurcuklanan
endotel tiip yapilarinin varligi heniiz olugsmaya bagla-
yan kan damarlarin1 ve bu damarlardan anjiyogenez
ile gelisen damarlarin organizasyonunu isaret etmek-
tedir (Sekil 3B). Ayrica, E8'de goézlemlenen siitun
benzeri yapilar, bu dénemde literatiirde gosterilen* ve
VEGF-A ile iligkili oldugu belirtilen intussuseptif
anjiyogenez ile de iliskilendirilebilir. Ancak burada
instussuseptif anjiyogenez konusunda daha net bilgiler
elde edebilmek icin ileri calismalara ve seri kesitlerin
analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

FGF-2, hem erken hem de ge¢ anjiyogenezde rol oy-
namaktadir ve etkisini VEGF-A gibi diger anjiyogenik
faktorlerin ifadesini kontrol ederek géstermektedir®®®*,
FGF-2'nin bu anjiyogenik etkisi, in vitro ¢alismalarda
CAM modeli kullanilarak da incelenmistir**">*, Ca-
lismamizda, FGF-2 mRNA ifadesi ilk olarak E7-E9
arasinda ve ikinci olarak E16-E20 arasinda olmak
tizere iki pik diizey gostermistir (Sekil 11E). FGF-2,
endotel hiicrelerinin prolifere oldugu, gog¢ ettigi ve
anjiyogenez aracilifiyla yeni tiibiil yapilarini olustur-
dugu distiniilen bu giinlerde VEGF-A ile birlikte ifade
edilmektedir. FGF-2 ve VEGF-A mRNA ifadelerinin,
CAM gelisiminin erken asamalarinda birbirleriyle
Ortiismekte oldugu gosterilmistir (Sekil 11D-E). E7-
E9 arasinda CAM yapisinda yeni damarlarin olusu-
munun goézlenmesi, FGF-2'nin bir endotel hiicre mito-
jeni olarak VEGF-A ile sinerjistik etkiler gosterebile-
cegi hipotezini desteklemektedir. Ayrica FGF-2nin
yalnizca endotelyal hiicreler ilizerinde mitojenik etkile-
ri yoktur. Fibroblastlarin ¢ogalmasini da diizenledigi
bilinmektedir. FGF’in fibroblastlar {zerindeki bu
etkisinin, E15 ile E17 arasinda miiskiiler arter yapisi
gosteren ileri arterlerin duvar yapilarinda yer alan diiz
kas ve bag doku tabakalarinin organizasyonunu agik-
layabilecegi diistiniilmistiir. FGF-2 ve FGFR-2'nin her
ikisi de endotel hiicrelerinde ve vaskiler diiz kas hiic-
relerinde ifade edilmektedir. FGF-2, bu reseptorl
araciligiyla endotel hiicreleri iizerindeki etkisini gos-
termektedir'”®. FGFR-2 mRNA ifadesi, E7-E9 ara-
sinda ve El6'da kendi ligand1 ile eszamanli olacak
sekilde gosterilmistir (Sekil 11E). Bu g6zlem, FGF-
2'nin FGFR-2 ile damar gelisiminin ileri evresinde
etki gosterdigi hipotezini gliclendirmektedir.

E20'de CAM mezensim igerisinde hem biiyuk Iimenli
ve geliskin duvar yapisina sahip miiskiiler arterlerin,
hem de kucuk Iimenli ve ince duvar yapisina sahip
vaskiiler yapilarin varligi gdzlenmistir. Ayrica, koryon
epiteline komsu arterioller ve kapiller vaskiiler yapilar
da gozlenmistir. Vaskiiler yapilarin bu sekilde farkl
biyukluk ve konumlarda diizenlenmesi ve kompleks
bir yapiya degisimi, muhtemelen yumurtadan ¢ikma-
dan Once civeivin artan oksijen ihtiyaciyla iligkilendi-
rilmektedir.

CNP'nin kardiyovaskiiler sistemde rolii oldugu bilin-
mektedir®®. CNP'nin, insan aortik endotel hiicrelerin-
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den elde edilen hiicre kiiltiiriinde ifade edildigi goste-
rilmistir®. Ayrica CNP reseptorlerinden biri olan
NPR-B’nin sadece merkezi sinir sisteminde bulunma-
dig1; ayn1 zamanda kan damarlarinda da ifade edildigi
bulunmustur®®. Bu nedenle, CNP'nin reseptorii NPR-B
araciligiyla kardiyovaskiiler bir role sahip oldugu
diisiiniilmektedir®. Ek olarak, CNP'nin NPR-C yoluy-
la vaskuiler fonksiyonu diizenleme, vaskiiler yeniden
modelleme ve anjiyogenezi dizenleme Uzerinde etki-
leri oldugu gésterilmistirsl. Caligmamizda, CNP-3'ln
ve reseptorii olan NPR-B’nin CAM yapisi igerisinde
gorilen anjiyogenez surecindeki mRNA ifade profilini,
dolayisiyla siirecteki olasi katkisini zamansal agidan
analiz etmek ve tanimlamak amaglanmugtir.

CAM yapist igerisinde goriilen anjiyogenez siirecinde
CNP-3 mRNA ifadesi ilk olarak E13’de gOriilmiis
olup, El6'da pik seviyesine ulagmustir (Sekil 11F).
El6'da FGF-2 ve CNP-3'iin es zamanl ifade edildigi
gozlenmistir (Sekil 11E-F). Bu sonuglar, FGF-2 ve
CNP-3'tin, CAM gelisimi ve ileri vaskiiler organizas-
yon siirecinde anjiyogenezin ileri ve ge¢ asamalarinda
rol oynayabilecegini diigiindiirmiistiir. Ayrica, E16’da
embriyonun artan biiytikliigiine paralel olarak artan
oksijenizasyon ihtiyacinin da CNP-3 ve FGF-2 ifade-
sini uyarmisg olabilecegi yorumlanmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma, VEGF-A ve FGF-2 tarafin-
dan diizenlenen anjiyogenik sinyal yolaklarina paralel
olarak, CAM yapisinda goriilen anjiyogenez siirecinde
CNP-3/NPR-B sinyal yolagimin da etki mekanizmasini
arastirabilecek gelecekteki ¢aligmalarin temelini olus-
turmaktadir. CAM vaskiiler gelisimi sirasinda CNP-
3/NPR-B sinyal yolagimin anjiyogenezdeki etki meka-
nizmasint agiklayabilmek i¢in daha fazla fonksiyonel
calismaya ihtiyag vardir.
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OZGUN ARASTIRMA

Canli Donor Karaciger Naklinde Safra Yolu
Varyasyonlarinin Biliyer Komplikasyonlara Etkisi

Hikmet AKTAS

Acibadem Bursa Hastanesi, Organ Nakli Boliimii, Bursa.

OZET

Canli donér karaciger nakillerinde, dondr safra yollarinin boliinmesi dondr hepatektominin en kritik asamalardan biridir. Bu c¢alismada,
merkezimizde sag lobektomi uygulanan canli dondrlerin safra yolu varyasyonlarinin belirlenmesi ve bu varyasyonlarin postoperatif alici
safra komplikasyonlart ile iligkisi arastirilmistir. Ocak 2016 ile Ocak 2018 arasinda yapilan canli dondr hepatektomi olgularmin verileri
retrospektif olarak incelendi. Arastirmaya sag lobektomi uygulanan dondérler (229 olgu) ve minimum 2 yil takip siiresi olan alicilar1 dahil
edildi. Re-trasnplantasyon yapilan ve primer biliyer patoloji nedeniyle karaciger nakli uygulanan alicilar ¢alisma dis1 birakildi. Huang simif-
lamasina gore en sik tespit edilen tip Al (%45) idi. Donorler, greft safra agz1 tek, ¢ift ve ti¢ adet olanlar seklinde sirastyla grup A,B ve C
olmak Uzere Gi¢ gruba ayrilarak postoperatif komplikasyonlar karsilastirildi. Group A, B ve C sirasiyla 123 (%53,7) , 94 (%41) ve 12 (%5,2)
olgudan olustu. 36 hastada safra komplikasyonu (darlik, kagak) tespit edildi (%15,7). Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada safra kompli-
kasyonu agisindan anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05). Pre-perioperatif safra yolu degerlendirmesinin etkin yapilmasi ve uygun cerrahi
stratejinin belirlenmesi durumunda greft safra agzi sayisinin alict safra komplikasyonlari agisindan kétii prognostik etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Karaciger nakli. Safra anatomisi. Canli dondér. Safra komplikasyonu.
Effect of Biliary Tract Variations on Biliary Complications in Living Donor Liver Transplantation

ABSTRACT

Dividing bile ducts during donor hepatectomy is one of the critical step of the living donor liver transplantation. To determine the biliary
anatomy of graft who underwent right lobe donor hepatectomy in our center and to evaluate effect of biliary variations on recipient biliary
complications was the main purpose of this study. The data of donors who were performed right donor hepatectomy between January 2016
and January 2018, were analyzed retrospectively. Two hundred twenty-nine patients who were carried out right lobe donor hepatectomy and
the recipients of these donors who had at least two years follow-up were included in the study. Recipients who underwent liver transplanta-
tion due to primary biliary pathology and re-transplanted recipients were excluded. The most detected biliary type was Al (45%) according
to Huang classification. Donors were divided into three groups in related to number of bile duct orifice as group A, B and C which contains
one, two and three bile duct orifices, respectively and postoperative biliary complications were compared between these groups. There were
123 (53,7%), 94 (41%) and 12 (5,2%) patients in Group A, B and C, respectively. Thirty-six recipients (15,7%) experienced biliary compli-
cations. There was no statistical difference between groups associated with biliary complications (p>0.05). The number of greft bile orifice
has no effect on recipient biliary complications wether, if the pre-perioperative assessment of bile anatomy is investigated effectively and the
surgical strategy is decided properly.

Key Words: Liver transplantation. Biliary anatomy. Living donor. Biliary complications.

Gelig Tarihi: 02.Nisan.2021 Son iki dekadda, safra yollarinin damarsal beslenmesi
Kabul Tarihi: 14.Haziran.2021 ve varyasyonlari daha iyi anlasilmasina ve cerrahi
tekniklerde gelisim gosterilmesine ragmen, safra
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bulgularina dayandirlarak yapilmistir®®. Literatirde
en sik kullanilan Huang smiflamasi®, sag posterior
hepatik safra yolunun (SPSY) ana safra yoluna (ASY)
dokiilme sekline gore tanimlanmistir. Ancak daha
sonra yapilan caligmalar, varyasyonlarin insidanslari
acisindan farkli irklarda ve farkli cografyalarda 6nemli
farklar oldugunu ortaya koymustur’®. Tirkiye’den
yapilan iki farkli alismada'®*" da Huang’in bildiridigi
varyasyon insidanslarindan farkli oranlar ortaya ko-
nulmustur.

Bu ¢aligmada, CDKN sayisi ag¢isindan yiiksek voliim-
li olan merkezimizde, canli donor safra yolu varyas-
yonlariin ortaya konulmasi ve bu varyasyonlarin alict
safra komplikasyonlarina olan etkisinin ortaya konul-
mas1 amaglandi. Dondre ait faktorler olarak yas ve
viicut kitle indeksi (VKI) ve safra anastomozu tekni-
ginin safra komplikasyonlarina etkisi ayrica incelendi.
Calismanin, 6zellikle bolgesel safra yolu haritasi ¢ika-
rilmasina katki sunmas1 dncellenmistir.

Gerecg ve YOntem

Calisma retrospektif olarak dizayn edildi ve lokal etik
kurul onay1 alindi (ATADEK:2020-15/9). Ocak 2008
ile Ocak 2018 arasinda yapilan sag lob donér hepatek-
tomi olgular1 ve bu dondrlere ait alicilardan en az iki
yillik takip siiresi olanlar ¢alismaya dahil edildi. Kara-
ciger re-transplantasyon uygulanan ve primer sklero-
zan Kolanjit, primer biliyer siroz gibi esas olarak safra
yolu patolojisine bagli olarak karaciger nakli uygula-
nan alicilar (ve dondrleri) ¢alisma dig1 birakildi.

Merkezimizde, canli dondr safra anatomisi degerlendi-
rilmesi, rutin olarak preoperatif yapilan MR-K ve
peroperatif yapilan 10K bulgular ile degerlendiril-
mektedir. Peroperatif alict safra yolu bulgular1 da
dahil edilerek Roux-en-Y duktojejunostomi veya
ucuca safra yolu anastomozu karar1 verilmektedir.
Grefte ait degerlendirlen bulgular, safra agiz1 sayisi ve
coklu ise birbirine mesafesidir. Aliciya ait bulgular
ise: alict safra yolu mukozasinin kanlanmasinin duru-
mu, ¢evre dokularimin disseksiyon sirasinda korunmus
olup olmadigy, greft safra yolu sayisina gore alici safra

yollarinin sayis1 ve ¢ap uyumsuzlugu olup olmadigidir.

Coklu safra anastomoz yapildiginda ve kanlanmaya
dair siiphe igeren durumlarda safra yollarna kateter
konulmaktadir. Bu kateter ilk 4 hafta a¢ik takip edilip
sonra kapatilmaktadir. Nakil sonrasi iigiincli ayda
kontrol kolanjiografi gekildikten sonra kateter cekil-
mektedir. Bu kolanjiografide darlik tespit edildigi
durumlarda, uguca safra anastomozu yapilan hastalar
ERK islemine yonlendirilmektedir. Duktojejunostomi
hastalarinda anastomozun fizyolojisi nedeniyle perku-
tan transhepatik kolanjiografi (PTK) yodntemi kulla-
nilmaktadir.

Safra komplikasyonu tanisi, klinik olarak kolanjit ve
peritonit bulgular1 gelismesi, drenlerde safra varligi ve
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laboratuar olarak biliiribin ve alkalen fosfataz degerle-
rinde yiikselme olmasi durumunda konulmaktadir.
Tani, MR-K ile dogrulanmaktadir. Klinik olarak kont-
rol altindaki minimal kagaklarda ilk tercih olarak
konservatif kalinmaktadir. Ancak, ilerleyen ve bastan
major olan kagaklarda ERK ile safra stenti yerlestiril-
mesi ilk tercih edilen invaziv tedavi yontemidir. Basa-
risiz olunan durumlarda, PTK ile drenaj kateteri yer-
lestirilmektedir.

Dondrlere ait demografik veriler, safra yolu anatomisi
bulgular1 ve postoperatif safra komplikasyonlarina ait
veriler retrospektif incelendi. Dondrlere ait safra ana-
tomisi Huang yontemine gore siniflandirildi. Siniflan-
dirmada IOK bulgular1 esas alindi. Donérler, grefte ait
safra yolu agz1 sayisina gore 3 gruba ayrildi. Grup A
tek safra yolu, grup B iki safra yolu ve grup B (¢ safra
yolu agzina sahip greftleri kapsiyordu.

Alicilara ait safra darligr ve kagagi komplikasyonlari
retrospektif olarak incelendi. Bu komplikasyonlar
birlikte ve ayr1 ayr1 dondr referansli olusturulan {i¢
gruba gore istatiksel olarak karsilastirild.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programinda yapilmigtir. Tamimlayict veriler,
ortalama (min-max) ve yiizde (%) olarak tanimlandi.
Kategorik degiskenler frekans (n) ve yiizde (%) deger-
leri ile verilmis olup, karsilagtirmalarinda Fisher’in
exact chi-square testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi
p < 0,05 olarak alinmstir.

Bulgular

Kriterlere uyan 229 dondr ve alicilar1 ¢alismaya dahil
edildi. 131 donor erkek (%57,2) ve 98 dondr kadmn
(%42,8) idi. Yas ortalamas1 31,6 (18-57 yas) idi.
Huang siniflandirmasia gore, Al tipi en ¢ok tespit
edilen (103, %45) safra varyasyonu iken, A5 en nadir
goriilen (2, %0,9) varyasyon idi. Grup A, B ve C sira-
styla 123 (%53,7), 94(%41) ve 12 (%5,3) donoérden
olusuyordu. Safra anastomozlarinin alti tanesi (%2,6)
duktojejunostomi ve digerleri (223, %97,4) ug-uca
anastomoz seklinde yapildi.

Dondrlerin sadece yedisinde safra kagagi tespit edilir-
ken (%3), higbir donorde safra yolu darligi izlenmedi.
Bu 7 olgudan dérdiinde safra kagagi postoperatif ilk 1
haftada spontan kapandi ve takiplerde problem ya-
sanmadi. 3 hastada ise girisimsel radyoloji tarafindan
drenaj kateteri konuldu ve 1 ay sonra safra kacagi
spontan kapandi ve drenaj kateteri ¢ekildi. Higbir
dondrde ERK gerekmedi. Dondrlere ait safra yolu
verileri Tablo I’de listelendi.



Donoér Safra Anatomisi ve Safra Komplikasyonlari

Tablo I. Donor safra anatomisi bulgulart

Dondr sayisi (n:229)
Huang siniflamasina gore:
Tip Al 103  (%45)
Tip A2 51  (%22.3)
Tip A3 63  (%27.5)
Tip A4 10 (%4.3)
Tip A5 2 (09
Greft safra agzina gore:
Grup A: tek agiz 123 (%53.7)
Grup B: ¢ift agiz 94 (%41)
Grup C: (¢ agiz 12 (%5.3)

Alicilarda toplam safra komplikasyonu orani %15,7
(36/229) idi. Safra darlig1 ve kagagi sayist sirasiyla 30
(%83,3) ve 6 (%6,7) idi. Safra anatomisi ile alici safra
komplikasyonlar1 arasinda, Huang Tip 2 dominansi
olmak iizere, istatistiksel anlamli iliski mevcuttu
(p<0.001) (Tablo II). Greft safra sayisi ile alic1 safra
komplikasyonlar1 arasinda istatistiksel anlamli iligki
saptanmadi (p=0.121) (Tablo I11).

Tablo 1. Safra anatomisi ve safra komplikasyonlari

Alici Safra Komplikasyonu
Yok Darlik Kacak Anlamlilik (p)
n % n % n %
1 100518 2 67 1 167
2 39 202 10 333 3 50
Huang Tip 3 48 249 13 433 2 333 <0,001
4 6 31 3 10 0 O
5 0 0 2 67 0 0
Fisher's Exact Test, p<0,05

Tablo I11. Greft safra sayis1 ve safra komplikasyonlar1

Alici Safra Komplikasyonu
Yok Darlik Kacak Anlamlilik (p)
n % n % n %

1 109 565 12 40 2 333
Safa Yo, 76 394 15 50 3 50 0121
Sayisi

3 8 41 3 10 1 167
Fisher's Exact Test, p<0,05

Tartisma ve Sonug¢

Donér havuzunun darligi nedeniyle CDKN igeren
biiyiik serilerin ¢ogunlugu Asya iilkeleri tarafindan
yayimlanmaktadir. Dolayisiyla, safra anatomisine dair

veriler cogunlukla sar1 irka ait verilerden olugmaktadir.

Cin, Japonya ve Kore kaynakli yaymlarda bildirilen
safra anatomisi subtiplerinin oranlar1 Huang tarafindan
tammlanan oranlarla benzerlik gostermektedir?. Ayri-

ca, bir baska literatiir degerlendirmesindeg, Almanya
haric, Avrupa ve Amerika Ulkelerinden bildirilen
oranlarin da benzer oldugu gdsterilmistir. Sonug ola-
rak, Huang tip Al safra anatomisi baskin safra anato-
misi olarak goriilmektedir. Bizim calismamizda da en
yaygin tip A1(%45) idi. Ancak literatiirdeki bildiri-
len®®® insidanslara (%55-76) gore daha diisiik oranda
idi. Dikkat ¢ekici esas nokta, Tiirkiye’den yapilan ii¢
yayinda'®*’ tipik (normal) safra anatomisi olarak
tarif edilen Huang Al tipi insidanst %61, %76
ve %79,4 olarak bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda bu
oranin diisiik olmasi, bahsedilen ii¢ ¢alismadan farkli
olarak bizim donoér grubumuzda %21 oraninda ulusla-
rarasi hasta varlig1 olmasi ile agiklanabilir.

CDKN sonuglarimi bildiren yayimlarin biiyiik ¢cogun-
lugunda uguca anastomoz en ¢ok uygulanan (%70-90)
safra rekonstriiksiyonudur***®. Bizim serimizde bu
oran %97,4 olarak belirgin ylksektir. Ancak duktoje-
junostominin rutin tercih edildigi primer safra yolu
patolojileri nedeniyle yapilan nakiller calisma dist
birakildig1 igin oranin daha yiiksek ¢iktigini sdyleyebi-
liriz. Safra komplikasyonlarini degerlendiren CDKN
iceren yayinlar incelendiginde, ilk galigmalarda™
donér safra sayisi safra komplikasyonlar igin risk
faktorii olarak tanimlanirken, yakin zamanda yayimla-
nan calismalarda™®® greft safra yolu sayisi ile safra
komplikasyonlar1 arasinda iliski bulunmazken, risk
faktoru olarak safra yolu beslenmesini etkileyen fak-
torler one ¢ikmaktadir. Bizim serimizde de safra yolu
sayist ve safra komplikasyonlar1 arasinda anlamli bir
iligki bulunmamigtir. Bizim ¢aliymamizda dikkat ce-
ken bir diger nokta, Karakas ve ark.®nin dikkat ¢ektigi
gibi, zaman zaman preoperatif simniflama ile uyumsuz
sayida greft safra agz1 orataya ¢ikabilmektedir. Calis-
mamizda Huang tip A2 olan 12 hasta ve A3 olan 8
hastanin safra agiz sayist beklenenin aksine tek agiz
seklinde (¢ift-bilesik safra yolu) elde edilmistir. Ca-
lismalarin Huang simiflamasi degil de safra agz1 sayi-
sina gore yapilmasi bununla iligkili gériinmektedir.
Bizim ¢aligmamizda Huang smiflamas: ile safra
komplikasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski bulunmustur. Ozellikle Huang Tip 2 ve 3 ile alict
safra yolu darlig1 arasinda anlamli iliski bulunmustur.
Ancak, greft safra agz1 sayisi ile safra komplikasyon-
lar1 arasinda benzer bir iliski bulunmadi. Bu durum,
Huang smiflamasi ile split sonrasi ¢ikan safra agzi
sayisinin Ortiismemesi ve hatta cerrahi olarak ek ta-
nimlamalar (¢ift bilesik, gozliik vs) yapilan kosullarda
anastomoz sayisi tek olsa da safra agzi sayisinin ¢ift
olmasi ile agiklanabilir. Bizim serimizde de, Huang tip
2 ve 3 olan ve normalde ¢ift safra agz1 ¢ikmis varsa-
yilmasi gereken 20 hasta bahsedilen tanimlamalarla
tek agiz olarak kabul edilmistir.

Safra komplikasyonu, CDKN sonrast hala en ciddi
problemlerden birini olusturmaktadir. Cerrahi merkez-
lerin deneyimi, canli donér segiminde safra yolu ana-
tomisini bir kriter olarak belirlemede temel faktor
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olarak goriilmektedir. CDKN agisindan yiiksek vo-
limli merkezlerde, safra yolu sayisi safra komplikas-
yonlar1 agisindan anlaml bir fark ortaya ¢ikartmamak-
tadir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:

Onaylayan Kurul: Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Tibbi Arastirmalar Degerlendirme Kurulu

Onay Tarihi: 09.07.2020

Karar No: 2020-15/9

Arastirmaci Katki Beyani:

Fikir ve tasarim: H.A.; Veri toplama ve isleme: H.A.; Analiz ve
verilerin yorumlanmasi: H.A.; Makalenin 6nemli béliimlerinin
yazilmast: H.A. tarafindan yapilmustir.

Destek ve Tesekkiir Beyani:
Dog.Dr. Ali Ozer’e verilerin yorumlanmas: siirecinde verdigi destek
i¢in tesekkiir ederim.

Cikar Catismasi1 Beyam:
Makale yazarinin gikar ¢atigmasi beyani yoktur.

Kaynaklar

1. Gondolesi GE, Varotti G, Florman, et al. Biliary Complications
in 96 Consecutive Right Lobe Living Donor Transplant Recipi-
ents. Transplantation. 2004;77(12):1842-8.

2. Takatsuki M, Eguchi S, Kawashita Y, Kanematsu T. Biliary
complications in recipients of living-donor liver transplantation.
J Hepatobiliary Pancreat Surg. 2006;13:497-501.

3. Yazumi S, Chiba T. Biliary complications after a right-lobe
living donor liver transplantation. J  Gastroenterol.
2005;40:861-5.

4. Yaprak O, Dayangac M, Akyildiz M, et al. Biliary complica-
tions after right lobe living donor liver transplantation: a single-
centre experience. HPB (Oxford). 2012;14(1):49-53.

5. Ye S, Dong JH, Duan WD, Ji WB, Liang YR. The Preliminary
Study on Procurement Biliary Convergence from Donors with
Complicated Bile Duct Variant in Emergency Right Lobe Liv-
ing Donor Liver Transplantation. J Clin Exp Hepatol.
2017;7:33-41.

180

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

H. Aktas

Huang TL, Cheng YF, Chen CL, Chen TY, Lee TY. Variants of
the bile ducts: clinical application in the potential donor of liv-
ing-related  hepatic ~ transplantation. ~ Transpl ~ Proc.
1996;128:1669-70.

Nakamura T, Tanaka K, Kiuchi T, et al. Anatomical variations
and surgical strategies in right lobe living donor liver transplan-
tation: lessons from 120 cases. Transplantation. 2002;73:1896—
1903.

Varotti G, Gondolesi GE, Goldman J, et al. Anatomic varia-
tions in right liver living donors. J Am Coll Surg. 2004;
198:577-82.

Chaib E, Kanas AF, Galvdo FHF, D'Albuquerque LAC. Bile
duct confluence: anatomic variations and its classification. Surg
Radiol Anat. 2014;36(2):105-9.

Karakas HM, Celik T, Alicioglu B. Bile duct anatomy of the
Anatolian Caucasian population: Huang classification revisited.
Surg Radiol Anat. 2008;30:539-45.

Uysal F, Obuz F, Ugar A, Segil M, Igci E, Dicle O. Anatomic
variations of the intrahepatic bile ducts: analysis of magnetic
resonance cholangiopancreatography in 1011 consecutive pa-
tients. Digestion. 2014;89(3):194-200.

Chittapuram S, Ramesh Babu, Malay Sharma. Biliary tract
anatomy and its relationship with venous drainage. J Clin Exp
Hepatol. 2014;4 (Suppl 1):18-26.

Dusunceli E, Erden A, Erden I. Anatomic variations of the bile
ducts: MRCP findings. Tani Girisim Radyol. 2004;10:296-303

Chok KSH, Lo CM. Systematic review and meta-analysis of
studies of biliary reconstruction in adult living donor liver
transplantation. ANZ J Surg. 2017;78:121-5.

Azzam AZ, Tanaka K. Biliary complications after living donor
liver transplantation: A retrospective analysis of the Kyoto ex-
perience 1999-2004. Indian J Gastroenterol. 2017;36(4):296—
304.

Mathew JS, Manikandan K, Kumar KYS, et al. Biliary compli-
cations among live donors following live donor liver transplan-
tation. The Surgeon. 2018;16:214-9.

Tezcaner T, Ding N, Karakayali FY et al. Effect of Right
Posterior Bile Duct Anatomy on Biliary Complications in Pa-
tients Undergoing Right Lobe Living Donor Liver Transplant.
Exp Clin Transplant. 2019;17(6):759-67.

Nakamura T, lida T, Ushigome H, et al. Risk Factors and
Management for Biliary Complications Following Adult Liv-
ing-Donor  Liver Transplantation. Ann Transplant. 2017;
22:671-6.



Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi
47 (2) 181-187, 2021
DOI: https://doi.org/10.32708/uutfd.904491

OZGUN ARASTIRMA
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OZET

Fruktoz tiiketimindeki artisin oksidatif stresi artirarak bobrek fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Egzersizin bobrek igin koru-
yucu etkileri oldugu gosterilmis olmasina kargin fruktozdan zengin beslenmeye bagh degisimlerde istemli kosu egzersizinin etkileri bilin-
memektedir. Calismamizda yiiksek fruktozla beslenmenin bobrek fonksiyonu ve histolojisi izerine meydana getirdigi olasi etkiler ve oksida-
tif hasarda istemli fiziksel aktivitenin roliinii arastirdik. Deneyde kullanilan 21 adet erkek Sprague Dawley sigan 3 gruba ayrildi. Sekiz hafta
stiren deney boyunca Sedanter+su (kontrol) grubu igme suyu alirken sedanter+fruktozlu su (F) ve aktivitet+fruktozlu su (A+F) gruplart %20
fruktoz iceren igme suyu aldilar. A+F grubu 8 hafta boyunca donen tekerlek bulunan kafes yardimiyla istemli fiziksel aktivite yapti. Deney
sonunda alinan kan 6rneklerinde iire ve kreatinin seviyeleri, bobrek dokularinda malondialdehit ve glutatyon diizeyleri incelendi. Ayrica
bobrek dokusunun histopatolojik incelemesi yapildi. Bobrek fonksiyonlarimin gostergesi olan serum kreatinin seviyesi F grubunda kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu (p=0,012). Malondialdehit (MDA) seviyesi F grubunda kontrol grubuna goére yiiksek iken A+F grubunda
kontrol grubuyla benzerdi (sirastyla p=0,024 ve p>0,99). Glutatyon (GSH) seviyesi F ve A+F gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksekti
(swrastyla p=0,015 ve p=0,001). GSH seviyesi A+F grubunda F grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti (p=0,014). Kontrol grubuna kiyasla F
grubunun bobrek kesitlerinde glomeriiler ¢ap, glomeruloskleroz orani ve kollajen yogunlugunda artig goriildii. A+F grubunda kontrol grubu-
na benzer histolojik goriinim saptandi. Bu ¢alisma ile yiiksek fruktozla beslenmeye bagl bobrek yapisi ve fonksiyonlarinda meydana gelen
olumsuz etkilerin ve oksidatif hasarin istemli fiziksel aktivite ile dnlenebilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: istemli egzersiz. Oksidatif stres. Bobrek fonksiyonlar1. Yiiksek fruktozlu diyet.
Improving Effect of Voluntary Exercise on High Fructose Diet induced Kidney Dysfunction and Oxidant Status in Rats.

ABSTRACT

It is known that the increase in fructose consumption negatively affects kidney functions by increasing oxidative stress. Although exercise
has been shown to have protective effects for the kidney, the effects of voluntary jogging exercise on changes due to fructose-rich diet are
unknown. In our study, we investigated the possible effects of high fructose feeding on kidney function and histology and the role of volun-
tary physical activity in oxidative damage. The 21 male Sprague Dawley rats used in the experiment were divided into 3 groups. During the
experiment, which lasted eight weeks, the sedentary + water (control) group received drinking water, while the sedentary + fructose water
(F) and activity + fructose water (A + F) groups received drinking water containing 20% fructose. The A + F group performed voluntary
physical activity for 8 weeks with the help of a cage with a rotating wheel. Urea and creatinine levels in blood samples taken at the end of the
experiment, malondialdehyde and glutathione levels in kidney tissues were examined. In addition, histopathological examination of the
kidney tissue was made. Serum creatinine level, which is an indicator of renal functions, was found to be higher in the F group compared to
the control group (p = 0.012). While the malondialdehyde (MDA) level was higher in the F group compared to the control group, it was
similar to the control group in the A + F group (p = 0.024 and p> 0.99, respectively). Glutathione (GSH) level was higher in Fand A + F
groups compared to the control group (p = 0.015 and p = 0.001, respectively). GSH level was significantly higher in the A + F group com-
pared to the F group (p = 0.014). Compared to the control group, an increase in glomerular diameter, glomerulosclerosis rate and collagen
density were observed in the kidney sections of the F group. Histological appearance similar to the control group was detected in the A + F
group. As a result of this study, it was revealed that the negative effects and oxidative damage on kidney structure and functions due to high
fructose feeding can be prevented by voluntary physical activity.

Key Words: Voluntary exercise. Oxidative stress. Renal functions. High-fructose diet.
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Kronik bobrek hastaligi (KBH) yaygmligi diinya ge-
nelinde %8-16 olarak bildirilmekte, yillik ekonomik
bakim maliyeti yiiksek olup 2011'de Amerika Birlegik
Devletleri'ndeki toplam saglik bakimi harcamalari-
nin %24'"ini olusturmakta ayrica KBH'nin son dénem
bobrek yetmezligine (SDBY) ilerlemesi bir halk sagli-
g1 sorunu olarak gdriilmektedir’. Bu nedenle KBH
acisindan yeni biyobelirteclerin belirlenmesi ve hasta-
ligin ilk asamalarinda uygulanabilecek onleyici miida-
halelerin ortaya konmasi bu ilerleme oranini azaltabi-
lir.

Son yiizyilda fruktoz tiiketimindeki artisa paralel ola-
rak, obezite, diyabet ve bdbrek hastaliklarinin preva-
lansindaki artig, yiiksek miktarda fruktoz tuketiminin
bobrek hastaligi gelisiminde nedensel bir faktor olabi-
lecegi hipotezinin 6ne siiriilmesine yol agmistir®. Dil-
zenli olarak yuksek fruktozlu icecekler tiketen insan-
larin, kronik bobrek hastalig1 gelistirme riskinin ~%60
arttig1 bildirilmistir®. Fruktoz, meyvelerde, sebzelerde
ve balda bulunan bir monosakkarit olup giniimizde
hazir gida tiretiminde yaygin olarak misir surubundan
elde edilen fruktoz kullanilmaktadir. Fruktoz karaci-
gerde fruktoliz yoluyla metabolize edilir ve ekstrahe-
patik doku ve organlarin fonksiyonlarini bozma potan-
siyeline sahip glukoz, laktat, serbest yag asidi (FFA),
cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve iirik asit
(UA) gibi metabolitlere déniisiir®*. Son zamanlarda
fruktoz metabolizmasinin (fruktoliz) mitokondriyal
oksidatif strese, Urik asit gibi enflamatuar aracilarin
iiretimine ve fibrozise neden olarak KBH olusmasinda
etkin rol oynadigi belirtilmektedir’. Gersch ve arka-
daglarinin ¢aligmasinda %60 fruktoz igeren diyet uy-
gulamasinin proteiniiriyi alevlendirdigi, bobrek fonk-
siyonlarin1 kotiilestirdigi ve glomeriilosklerozu hiz-
landirdig1 ancak esdeger glukoz bazli diyetle beslenen
siganlarda bu bulgularin gézlenmedigi bildirilmistir®.
Ayrica, fruktozdan zengin diyetle beslenmenin
preglomeriiler vaskiiler hastalik gelisimi ile birlikte
glomertiler hipertansiyon ve azalmis renal kan akisiyla
sonuglandigi da belirtilmektedir®. Morfolojik degisim-
ler agisindan bakildiginda, yiiksek fruktozlu bir diye-
tin bobrek agirligi arttirdigi ve normal sican bobre-
ginde hafif tubulointerstisyel hasara neden oldugu
bildirilmis; olast mekanizmanin proksimal tiibiiler
hiicre ¢ogalmasimin fruktoz ile dogrudan uyarilmasi
olabilecegi diistiniilmiistir’.

Egzersiz KBH olusumunda koruyucu bir faktor olarak
diistintilebilir. Egzersizin cesitli bobrek hastaligi mo-
dellerinde glomerilosklerozu ve interstisyel fibrozisi
azaltarak bobrek i¢in koruyucu etkiler gosterdigi bildi-
rilmig ancak bu amagla planlanan ¢aligmalarda genel-
de zorunlu sekilde yaptirilan kosu bandi ya da yiizme
egzersiz modelleri kullamlmistir®®. Giinimiizde mo-
dern yasam kosullart disiiniildiigiinde, kisiler tarafin-
dan istemli yapilan fiziksel aktivitelerin giderek azal-
mis oldugu goriilmektedir. Ancak gordiigiimiiz kada-
riyla literatiirde diizenli ve uzun siire yapilan istemli
fiziksel aktivitenin yiliksek fruktozlu diyet alan sican-
larda bobrek fonksiyonlari ve histopatolojisi {izerine
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etkileri incelenmemistir. Bu c¢aligmanin amaci fruk-
tozdan zengin beslenen siganlarda istemli fiziksel
aktivitenin bdbrek yapisi, fonksiyonlart ve bdbrek
dokusunda oksidatif stresi onleyici olasi koruyucu
etkilerinin arastirilmasidir.

Gerecg ve YOntem

Deneysel Dizayn: Bu ¢alismada Sprague Dawley cinsi,
200-250 gr agirhginda erkek siganlar kullanildi. Tim
sicanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongisiinde,
21-22°C’de barindirildi ve 8 haftalik deneysel siireg
boyunca ad libitum standart pellet yem ile beslendi.
Sicanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 3 gruba
ayrildi. Sedanter + Su (kontrol) Grubu: Bu gruptaki
deneklere revers ozmoz sisteminden gecirilmis igme
suyu verildi. Sedanter + Fruktozlu Su (F) Grubu: De-
neklere revers ozmoz sisteminden gecirilmis ve %20
fruktoz iceren icme suyu verildi’®. Aktivite + Fruktoz-
lu Su (A+F): Deneklere revers 0zmoz sisteminden
gecirilmis ve %20 fruktoz igeren igme suyu verildi ve
denekler caligma boyunca istemli fiziksel aktivite
yapti. F ve A+F grubunda fruktozlu igme suyu gunliuk
olarak taze hazirlandi. Bu ¢alismanin 6ncesinde Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan izin alimmistir.

Istemli fiziksel aktivite: Aktivite (A+F) grubundaki
sicanlar 8 haftalik deney siiresi boyunca, istemli fizik-
sel aktivite yapabilmeleri icin her kafeste tek sigan
olacak sekilde donen tekerlek bulunan kafeslerde
tutuldu. Kafeslerdeki donen tekerlek aparatinin donme
siklig1 bir kayit diizenegi kullanilarak kaydedilerek her
sicanin fiziksel aktivite dlizeyi belirlendi. Kafeslerde
yer alan donen tekerlek, daha 6nceki ¢aligmalara ben-
zer sekilde 31,5 cm ¢apinda ve 10 cm genisliginde,
tekerlegin kafes i¢i yiiksekligi 7 cm, tekerlegin ¢evresi
ise 1,081 metredir’’. Ginliik tekerlek devirleri saat
yonil, saat yoniiniin tersi ve toplam tur sayisi olarak
kayit edilerek kat edilen mesafe km/giin olarak belir-
lendi. Uygulamaya baglamadan 6nce aktivite grupla-
rindaki tiim siganlara bir hafta boyunca donen teker-
lekli kafeslerde tekerlegi tanimalar1 ve kullanabilmele-
ri igin ahstirma yaptirildi™,

Doku-kan orneklerinin alinmast ve analizler: Calig-
manin sonunda si¢anlara anestezi igin ketamin (60
mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) intraperitoneal uygulan-
dr. Ure ve kreatinin 6lciimil icin sol ventrikiilden kan
alind1. Bobrekler uzunlamasina ikiye boéliinerek bob-
regin bir yarisi histopatolojik inceleme icin %10’luk
formalin soliisyonuna konuldu, diger yarisi malondi-
aldehit (MDA) ve glutatyon (GSH) olglimii i¢in ho-
mojenize edildi ve analizler yapilincaya kadar —
80°C’de saklandi. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii
olan MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk
spektrofotometrik olarak dlctildii*®. Doku homojenat-
larindaki serbest silfidril (SH) gruplarinin Ellman
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ayiraci ile olusturdugu rengin spektrofotometrik ola-
rak saptanmasi, GSH igeriginin belirtilmesi i¢in kulla-
nildi*. Doku protein miktar tayini Lowry metoduna
gore yapildi™.,

Histolojik Analizler

Tim gruplarda siganlardan alinan bobrek dokula-
r1;, %10’luk tamponlu nétral formaldehit igerisinde
fikse edildi. Yikanan ve artan alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gecirilen dokular parafine
gbmiildii. Olusturulan bobrek dokusuna ait bloklardan
4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi, Hematoksilen-
Eosin (H+E), Periyodik asit-Schiff (PAS) + Hemalen
(PAS+HL) ve Sirius Red ile boyandi.

Bobrek kesitleri iizerinde yapilan tiim olgiimler ve
skorlamalar iki arastirmaci tarafindan kor olarak ya-
pilmistir.

H+E ile boyanmis kesitlerin farkli biiyiitmelerde ince-
lenmesi sonucunda, kontrol grubu bobrek dokularinin
genel histolojik 6zellikleri, deney ve aktivasyon gru-
bunda ise fruktoza bagli ortaya ¢ikabilecek histopato-
lojik degisiklikler incelendi.

Fruktoz kaynakli degisimlerin degerlendirilmesi igin,
bébrek glomerullerindeki PAS (+) materyalin artma-
styla karakterize olan glomeriilosklerotik degisiklikler,
her bir denekte, PAS+HL boyal1 2’ser kesitte toplam
100 glomeriil lizerinde, X400 bilyiitmede incelendi®.
Her glomeriil igin, glomeriilosklerotik degisiklikler
skleroz derecesi baz alinarak 0-4 arasinda skorlandi. 0:
normal glomeriil, +:glomeriiliin < %25’ini olusturan
skleroz, ++: glomeriilin < %25-50’sini olusturan
skleroz, +++: glomeriiliin > %50’sini olusturan skle-
roz, ++++: glomerdliin timund kaplayan skleroz ola-
rak derecelendirme yapildi (Tablo I).

Kollajen lif yogunlugu/fibrozis ise Sirius Red boyast
ile gosterildi ve fotograflandi. Her grupta her bir de-
nege ait Sirius Red boyal1 2 kesit lizerinde, korteks ve
kortikomedullar alanlarda, peritibuler ve glomeriler
interstisyumda, kirmizi boyanmig kollajen lif yogun-
lugu X400 biiylitmede semikantitaif olarak degerlen-
dirildi. Medulla ve renal pelvis bdlgeleri kiyaslandi-
ginda, kontrol ile fruktoz diyeti uygulanan gruplar
arasinda fark izlenmedigi ig¢in bu bolgeler degerlen-
dirme dis1 birakildi. +: normal, ++: orta, +++: yogun,
++++: ¢ok yogun boyanma olarak kabul edildi (Tablo

).

Morfometrik Analiz

Morfometrik analiz igin 4-5 pm kalinligindaki bébrek
kesitleri H+E boyasi ile boyandi. Her bir si¢an i¢in,
bir kesit Uzerinde, kortikal ve kortikomedullar bolge-
lerde, rastgele 10 alanda izlenen toplam 30 glomerdil,
X200 biiyiitme altinda degerlendirildi. Olgiimler iki
aragtirmaci tarafindan kor olarak yapildi. Her glome-
ralun gapi, mikrometrik okiiler kullanilarak 1s1k mik-
roskobu (Olympus CX 31) altinda 6l¢iildii. Segilen her
bir glomeriliin en genis ve en dar olmak flizere iki

farkli capt Olciildii. Glomeriillerin ortalama c¢aplari
hesapland1 (Tarladacalisir ve ark.*”’nin calismasindan
modifiye edilmistir).

Istatistiksel Analiz: Analizler PASW statistic 2018
programu ile yapildi. Verilerin normal dagilima uy-
gunlugu tek 6rneklem Kolmogorov Smirnov testi ile
incelendi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile
kontrol edildi. Gruplar arast karsilastirmalarda tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) testi kullanildi.
Gruplar arasinda farklilik bulunmasi halinde farklili-
gin kaynaklandig1 gruplart belirlemek i¢in Post Hoc
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Calis-
mada p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Bulgular

Bu calismada yer alan gruplara ait ortalama siv1 tiike-
timleri incelendiginde, kontrol grubunda 56.90+4.10
ml/giin, F grubunda 64.51+9.92 ml/giin ve A+F gru-
bunda 78.07+11.14 ml/glin olarak Sl¢tilmistiir. A+F
grubunun ginlik fiziksel aktivite dizeyinin ortalama
5055+1355 m/giin oldugu saptandi.

Bobrek Fonksiyon Belirtegleri:

Serum {ire, kreatinin seviyeleri sekil 1’de verilmistir.
Yuksek fruktoz alan gruplarda (F, A+F) Ure seviyeleri
kontrol grubuna goére anlamli diizeyde diisiiktii (her
bunda kontrol grubuna goére anlamli seviyede yiiksek
iken A+F grubunda kontrol grubuyla benzerdi (sira-
styla p=0,012 ve p=0,747).

Kreatinin
0.6

AYF

Sekil 1:
Deney gruplarina ait bobrek fonksiyon belirtecleri.
* kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05
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MDA

nmolimg protein
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GSH

* #

umolimyg protein

Kontrol F AsF

Sekil 2:
Deney gruplarina ait oksidatif stres belirtegleri.
MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon. ~ kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05, * F grubuyla
karsilastirildiginda p<0.05

Histopatolojik Bulgular:

Bobrek kesitleri H+E ile boyanarak incelendiginde,
kontrol grubunda normal histolojik morfolojiye sahip
Malpighi cisimciklerinin bulundugu, proksimal ve
distal tiibiillerin yapisinin normal oldugu goriildi
(Sekil 3A). F grubunda glomeriiler hipertrofi tespit
edilirken (Sekil 3B), glomeriler ya da peritiibuler
inflamasyon izlenmedi. A+F grubunda ise glomeriler
yapi kontrole yakin goriinimdeydi (Sekil 3C). Bobrek
kesitlerinde, korteks ve kortikomedullar alanlarda
ortalama glomeriil ¢aplar1 kontrol grubunda 117,60
pm, F grubunda 127,28 pum ve A+F grubunda 119 pm
olarak 6lcildii (Tablo I).

W SR G L Y

e LA

Sekil 3.

Deney gruplarina ait H+E boyanmus kesitlerde 151k
mikroskopik bulgular. (A) Kontrol grubuna ait si¢an
bobrek dokusunda, kortekste glomeril ve Bowman
boslugunu iceren normal histolojik morfolojiye sahip
Malpighi cisimciklerinin oldugu goriilmektedir. Prok-
simal ve distal tiibiillerin yapist normal goriiniim
sergilemektedir. (B) F grubuna ait deneklerin bébrek
dokusunda ise glomeriil ¢caplarinin arttigi, proksimal
tUbiiller i¢inde yer yer hiyalin kalintilar ve fircamsi
kenar kayiplari dikkati cekmektedir. (C) A+F grubun-
da, bébrek dokusunun histoloji olarak kontrol grubu
deneklerine yakin yapi sergiledigi goriilmektedir. (A,

B, C; X400).
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Tablo 1. Deneklere ait histopatolojik degerlendirme
skorlar1

Histopatolojik Kontrol (n=7) F (n=7) A+F (n=7) P

parametre

Glomerdiler ¢ap (um) 117,60 127,28 119 0.03
Glomerulosklerozis + +++ ++
interstisyel fibrozis + + +

Glomeriillerde, glomeriilosklerozu yansitan PAS (+)
materyalin skoru Tablo I’de gosterilmistir. Kontrol
grubunun PAS boyali bobrek kesitleri incelendiginde,
Malpighi cisimciklerinde, mor-menekse renginde
boyanan ve pariyetal yaprak hiicrelerinin yerlestigi
bazal membran ve glomeriler bazal membran yapisi-
nin normal oldugu tespit edildi. Bdbrek Malpighi
cisimcilerinin ¢evresinde bulunan distal ve proksimal
tiibiillerin bazal membranlari, proksimal tiibiil hiicrele-
rinin apikal ylizeylerinde fircams: kenar olusturan
PAS (+) mikrovilli yapisinin normal gériiniimde oldu-
gu tespit edildi (Sekil 4A). F grubuna ait deneklerin
PAS ile boyali bobrek dokusunda, pariyetal hiicreleri-
nin yerlestigi bazal membranlar, glomeriiler bazal
membran (GBM) ve bobrek tiibil hucrelerinin oturdu-
gu bazal membranlarin kalinliginda artigin yani sira,
glomeril iginde PAS (+) materyal miktarinda da kont-
rol deneklerine kiyasla bir artis tespit edildi. Proksimal
tiibiillerde yer yer mikrovilli kayb1 gozlendi (Sekil 4B).
A+F grubunun PAS ile boyali bobrek dokusunda,
pariyetal hiicrelerinin yerlestigi bazal membranlar,
GBM, bobrek tiibiil hiicrelerinin oturdugu bazal
membranlar ve proksimal tibdllerin mikrovilluslarinin
normale yakin yapi sergiledigi, glomeriil i¢i PAS(+)
materyalin ise F grubuna kiyasla azaldig: tespit edildi
(Sekil 4C).

Sekil 4.
Deney gruplarina ait PAS+HL boyanmus kesitlerde
151k mikroskopik bulgular. (4) Kontrol grubuna ait
sigan bobrek dokusunun Malpighi cisimciklerinde,
Bowman kapsiiliiniin pariyetal hiicrelerinin yerlestigi
bazal membran, glomeriiler bazal membran (GBM),
tlbdler bazal membranlar ve proksimal tiiballerin
mikrovilluslarinin PAS (+) boyandig, tiim bu yapilar
normal histolojik goriinime sahiptir. (B) F grubuna
ait deneklerin bébrek dokusunda, pariyetal hiicreleri-
nin yerlestigi bazal membranlar, GBM ve tiibiiler
bazal membranlarin kalinhiginda artisla birlikte glo-
meriil i¢i PAS(+) madde yogunlugunda da artis géz-
lenmektedir. (C) A+F grubunda, bazal membranlar:n
kalimliginin ve PAS(+) madde yogunlugunun F grubu-
na kiyasla azaldigi izlenmektedir. (4, B, C; X400).
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Calismamizda bobrek dokusunda kollajen lif birikimi
Sirius red boyasi ile degerlendirildi. Gruplara ait in-
terstisyel dokuda kollajen yogunlugu skoru Tablo I’de
verilmistir. Kontrol grubunun bébrek glomerillerinin,
tibtillerin ve damarlarin g¢evresini saran interstisyel
doku yogunlugunun normal oranda oldugu go6zlendi
(Sekil 5A-B). F grubuna ait deneklerin bobrek kesitle-
rinde ise, Sirius red ile kirmizi renkte boyanmis kolla-
jen lif artisma baglh olarak interstisyel dokuda kontrol
grubuna gore artis oldugu tespit edildi (Sekil 5C-D).
A+F grubunun kesitleri incelendiginde kollajen lif
yogunlugunun kontrol grubu deneklerinin bobrek
dokularina benzer oranda oldugu tespit edildi (Sekil
5E-F).

Deney gruplarina ait Sirius Red boyanmusg kesitlerde
stk mikroskopik bulgular. (A, B) Kontrol grubuna ait
sigan bobrek dokusunda, glomeriler ve peritlibuler
interstisyumun normal yapida oldugu goriilmektedir.
(C, D) F grubuna ait bébrek kesitlerinde ise Sirius red
ile kirmizi boyanan kollajen liflerin yogunlugunda
artis gozlenmektedir. (E, F) A+F grubunda kollajen lif
yogunlugunun F grubuna kiyasla azaldigi izlenmekte-
dir. (A, C, E; X200. B, D, F; X400).

Tartisma

Bu calismada, yiiksek fruktoz alimi olusturulan de-
neysel modelde istemli fiziksel aktivitenin bobrek
fonksiyonlari, histopatolojisi, oksidatif ve antioksidatif
belirtecler (zerine etkilerinin incelenmesi amaglan-
mistir. Elde edilen bulgular fruktozdan zengin bes-
lenmenin bobredi yapisal ve islevsel agidan olumsuz
etkileyebilecegini, fruktozdan zengin beslenmeye

bagli serum kreatinin diizeyinde, glomeriil ¢apinda ve
bobrek dokusundaki oksidan parametrelerde artis
olustugunu ancak istemli egzersiz yapilmasinin islev-
sel agidan bobrek fonksiyonunun 6nemli bir belirteci
olan kreatinin diizeyindeki artigi, oksidan bir faktor
olan MDA diizeyini baskilamig olabilecegini ve anti-
oksidan mekanizmalar1 aktive edebilecegini goster-
mektedir.

Bobrek fonksiyonunun &nemli bir gdstergesi serum
kreatinin diizeyleridir. Calismamizda yiiksek fruktozla
beslenen siganlarda serum kreatinin seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti. Istemli fizik-
sel aktivite grubunda kreatinin diizeyi fruktoz grubuna
gore daha diisiik bulunmakla birlikte istatistiksel ola-
rak anlamlilik siniria ulasmadi. Bu bulgular fruktozla
beslenmenin neden olacagi serum kreatinin yiiksekli-
ginin egzersiz ile diisme egilimine girecegi seklinde
yorumlandi. Caligmamiz yiiksek fruktozla beslenmis
siganlarda istemli fiziksel aktivitenin etkilerinin arasti-
rildig1 ilk caligma olmasi nedeniyle bir 6n calisma
olarak diisiiniilebilir. Bu konuda kosu bandi kullanila-
rak yaptirilan egzersizlerin fruktozdan zengin beslen-
meye bagli etkilerinin incelendigi ¢aligmalar bulun-
maktadir. Hu ve arkadaglarmin® yakin zamanda yiik-
sek fruktozla beslenen si¢anlarda 12 haftalik zorunlu
kosu bandi egzersizinin etkilerini inceledikleri ¢alig-
malarinda, serum kreatinin seviyeleri kontrol ve yiik-
sek fruktozla (%60°lik) beslenen gruplarda benzer,
yuksek fruktozla beslenip egzersiz yapan grupta ise
her iki gruba gore daha diigiik bulunmustur. Calisma
sonuglarimizdaki farklilik diyetteki fruktozun yiizde-
sinin Hu ve arkadaslarinin ¢alismasinda daha yiiksek
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica Bizim 8
haftalik uygulamamiza karsin Hu ve arkadaslarinin
modeli 12 hafta stirmiistiir.

Bu ¢aligmada bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek
icin kullandigimiz bir diger parametre olan serum Ure
diizeyi degerlendirildiginde ise ilging olarak yiiksek
fruktozla beslenen gruplarda serum Ure dizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiiktii
(p=0,001). Yiiksek fruktozlu sivi alan gruplarda Ure
diizeylerindeki bu diisiis su tiiketiminin artmasina
bagli olarak olusmusg olabilir. Calismada yer alan
gruplarin ortalama sivi tiiketimleri incelendiginde
kontrol grubunda 56.90+4.10 ml/giin iken F ve A+F
gruplarinda sirasiyla 64.51£9.92 ve 78.07+11.14
ml/giin olarak olgililmiistiir. Bu ¢alisma bulgularina
gore fruktoz alan gruplarda sivi tliketiminin daha fazla
olmasi tire diizeyindeki azalmaya neden olan bir adap-
tasyon mekanizmasi olarak diisiintilebilir.

Calismamizda, oksidatif hasar1 belirlemek agisindan
bobrek dokularmin MDA seviyeleri degerlendirildi-
ginde, yiiksek fruktoz alan grupta MDA diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek iken is-
temli fiziksel aktivite yapan grupta kontrol grubuyla
benzerdi. Bu bulgu yiksek fruktozlu beslenmenin
bobrek fonksiyonlarinda meydana getirdigi bozulmada
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oksidatif stresin rolii olabilecegi seklinde yorumlana-
bilir. Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun
en onemli son drdnlerinden biridir ve ylkselmesi
serbest radikal tiretiminin artisiyla iliskilidir. Sener ve
arkadaslarimin®® sicanlara 12 hafta %10’luk fruktoz
iceren icme suyu vererek metabolik sendrom modeli
olusturduklan g¢alismalarinda, yiiksek fruktozlu diyet
sonrast MDA seviyelerinde anlamli olarak artis g0-
rilmiigtiir. Ayn1 ¢aligmada yiiksek fruktozlu beslen-
meyle beraber ylizme egzersizi yaptirilan hayvanlarin
MDA seviyelerinin kontrol seviyeleriyle benzer oldu-
gu gorilmistiir. Yukaridaki calismada yiizme egzersi-
zine bagli saptanan bulgularin bizim bulgularimizla
uyumlu oldugu dikkate alindiginda bobrekte oksidan
hasarin 6nlenmesinde egzersizin tipinin belirgin fark-
lilik olusturmadigi ve fiziksel aktif olmanin bobrek
fonksiyonlar1 agisindan oksidatif hasar1 6nleyici etki
olusturarak diizeltici rol oynadigi goriilmektedir.

Caligmamizda ayrica fruktozdan zengin beslenme ve
istemli egzersize bagli olasi antioksidan Ozellikleri
aragtirmak amaciyla serumda GSH dizeylerindeki
degisim incelenmistir. Glutatyon (GSH) enzimatik
olmayan bir antioksidandir. Bu ¢alismada bobrek
dokusu GSH seviyesi degerlendirildiginde yiiksek
fruktozla beslenen gruplarda GSH dizeyi kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksekti. Ayrica
istemli fiziksel aktivite yapan grupta GSH seviyesi
yuksek fruktoz alan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli olarak yiiksekti. Fruktozdan zengin beslenme-
nin GSH diizeyine etkileri tam olarak anlagilabilmis
degildir ve bu konuda literatiirde farkli bulgular yer
almaktadir. Ornegin, Choi ve arkadaslarnin® siganlari
10 hafta %65 fruktoz iceren yem ile besledikleri ¢a-
lismalarinda GSH seviyesinin diigtiigii gosterilmistir.
Calismamizda yiiksek fruktozla beslenen grupta GSH
seviyesinin yiksek olarak saptanmasi oksidan stresin
etkilerini ortadan kaldirmak igin uyarilmasma bagh
olabilir. Tipi ve yogunlugundan bagimsiz olarak eg-
zersizin prooksidan gostergeleri disiiriip antioksidan
kapasiteyi artirdigi bilinmektedir®. Calismamizda da
literatir bilgileriyle uyumlu olarak egzersiz yapan
grupta sedanter olan gruplara goére GSH seviyesinin
yiksek oldugu gortilmiistiir.

Bu ¢alismada gruplarin H+E boyali kesitleri incelen-
diginde kontrol grubuna kiyasla yiiksek fruktozla
beslenen siganlarin bobrek kesitlerinde, glomertler
hipertrofi nedeniyle glomeriiler cap artis1 gorildil.
Glomertler cap hipertrofinin bir gdstergesidir. Kotyk
ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, ¢alismamizin sonugla-
riyla uyumlu olarak yiiksek fruktozla beslenen sigan-
larda glomeriiler ¢ap kontrol grubuna gdre anlaml
olarak yiiksek bulunmustur. Istemli fiziksel aktivite
yapan grupta ise glomeriil g¢aplar1 kontrol grubuna
benzerdi®. Bu bulgu istemli egzersizlerin glomeriiler
hipertrofiyi azaltici rol oynadigimmin bir gostergesi
olarak disiiniilebilir. Glomeriiler hipertrofi mezangi-
yal hiicre proliferasyonu, mezangiyal matriks artis1 ve
glomeruler inflamasyon kaynakli olabilecegi bildiril-
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mistir'®?. Calismamizda yiiksek fruktoz alan grubun
PAS boyali kesitlerinde kontrol grubuna gore artmis
bazal membran kalinlagmasi ve mikrovilli kayb1 oldu-
gu goriilmistiir. Bunun yani sira fruktoz alan gruplar-
da, glomeriil iginde PAS(+) madde yogunlugunun
artmasiyla karakterize glomerulosklerozis tespit edil-
mistir. Bulgularimizi destekler sekilde, Gersch ve
arkadaglarinin 6 hafta boyunca yiiksek fruktozla bes-
ledikleri sicanlarin PAS boyali bobrek kesitlerinde de
artmis glomeriilosklerozu ve interstisyel hasar1 goste-
ren bulgular rapor edilmistir’. Bu konuda yakin za-
manda yapilan c¢aligmalarda, 5 haftadan 8 haftaya
kadar degisen siireclerde fruktozdan zengin beslenme-
ye bagli olarak bobrek kesitlerinde interstisyel kolla-
jen liflerin artin® ya da kontrol grubuna gore daha
yuksek glomeriler skleroz ve intrestisyel fibrozis
oldugu gosterilmistir®®. Tim bu bulgular fruktozdan
zengin beslenmenin bdbrekte fonksiyonel degisim
yan1 sira yapisal hasara da neden oldugunu gostermek-
tedir. Caligmamizda Sirius red boyali kesitler incelen-
diginde ise yiiksek fruktoz alan grupta kontrol grubu-
na gore artmis olan interstisyel kollajen lif yogunlugu,
istemli fiziksel aktivite yapan grupta kontrol grubuyla
benzerdi. Istemli fiziksel aktivite yapan grupta kontrol
grubuna benzer histolojik goriiniim saptanmast, fizik-
sel aktivitenin yapisal bobrek hasarindan koruyucu bir
etki olugturmasi olarak yorumlanabilir.

Calismamizda bazi kisithliklar bulunmaktadir. Tlk
olarak literatiirde benzer gruplarda ¢aligmalar yapildi-
g1 gortildiigiinden, deneysel modelimizde normal igme
suyu alan fiziksel aktivite grubu kullanilmadi. Boylece
kullamilan deney hayvani sayis1 azaltilmis oldu. Ikinci
olarak ¢alisma modelimizde oksidatif stres ve antiok-
sidan kapasitenin degerlendirilmesi icin MDA ve GSH
Olcimii yapildi. Ek belirteglerle daha detayli olarak
degerlendirilme yapilmasi mekanizmanin aydinlatil-
masina katkida bulunacaktir.

Tim bu bulgular birlikte ele alindiginda yiiksek fruk-
tozla beslenmenin bobrek fonksiyonlar1 ve histolojisi
iizerine olumsuz etkiler gosterdigini ve bu etkilere
oksidatif stresin katkisi olabilecegini diisiindiirmiistir.
Caligmamizin sonuglart istemli fiziksel aktivitenin
yiiksek fruktozla beslenmenin bobrek yapist ve fonk-
siyonlart iizerine olumsuz etkilerini oksidatif stresi
azaltarak ve antioksidan etkiler olusturarak nleyebi-
lecegini ortaya koymustur. Bu bulgular, bobregin
istemli fiziksel aktivite icin 6énemli bir hedef organ
oldugunu gostermekte ve fruktozdan zengin beslen-
menin bobrekte olusturdugu etkileri 6nleyici bir faktdr
olarak giinliik fiziksel aktivitenin onemine isaret et-
mektedir.
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OZGUN ARASTIRMA

Klofarabin Bazli Tedavi Alan Relaps veya Refrakter Akut
Losemi Tanili Hastalarin Retrospektif Degerlendirilmesi

Cumali YALCIN, Fahir OZKALEMKAS, Vildan OZKOCAMAN, Tuba ERSAL,
Ibrahim Ethem PINAR, Bedrettin ORHAN, Omer CANDAR, Ridvan ALI
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OZET

Relaps veya refrakter akut 16semide klofarabin bazli kurtarma tedavilerinin genel yanit oranlar1 %17-48 arasinda degismektedir. Calisma-
mizda relaps veya refrakter akut 16semi tanili hastalarda klofarabin bazli kurtarma tedavisi sonrasi yanit oranlari, enfeksiyon ile iligkili
komplikasyonlari ve yan etkileri degerlendirildi. Ocak 2015 ile Aralik 2020 tarihleri arasinda klinigimizde klofarabin bazli kurtarma tedavisi
alan 12 hasta retrospektif olarak degerlendirildi. Hastalarin %58 (n=7)’i erkek olup ortalama yas 36,6+16,4 olarak saptandi. Hastalarin %75
(n=9)’i akut lenfoblastik 16semi, %25 (n=3)’i akut myeloid 16semi tanisi ile takip edilmekteydi. Klofarabin 6ncesi almig olduklar kemoterapi
rejim sayisit medyan 3 idi. Hastalarm %66 (n=8)’s1 son aldig: tedaviye refrakter, %33 (n=4)’ii erken niiks ile bagvurdu. Hastalar klofarabin
22,5 mg/m? + sitozin arabinozid 1000 mg/m? dozunda intravendz 1-5. giin olacak sekilde tedavi aldilar. Tedavi esnasinda tiim hastalar febril
notropeni ile komplike oldu, hastalarin %58 (n=7)’inde sepsis gelisti. Ciddi (grade 3-4) non- hematolojik yan etkiler arasinda hepatotoksisi-
te %33, diyare %25, bulanti-kusma %16, mukozit %16 civarindaydi. Klofarabine bagl nérotoksisite izlenmedi. Hastalarin birinde tam yanit
(%8) elde edildi. Hastalarin %33 (n=4)’ii tedaviye yanitsizdi. {lk 30 giin igindeki mortalite oran1 %50 (n=6) idi. Mortal seyreden hastalarin
bir tanesinde erken 6lim (<2 hafta) oldu. Refrakter veya erken niiks akut 16semi hastalar i¢in esas amag kurtarma tedavisi sonrasi allojenik
kemik iligi nakline ilerlemektir. Her ne kadar kemik iligi nakli ile kiir saglanabilse de 4 yillik sag kalim %25-30’u gegmemektedir. Dolay:-
styla relaps veya refrakter akut 16semi hastalarinda giiniimiizde halen giiglii ve etkili bir kurtarma tedavi rejimine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Klofarabin, Relaps veya refrakter akut lésemi. Yan etkiler.

A Retrospective Study of Clofarabine Based Therapy in Patients With Relapsed or Refractory
Acute Leukemia

ABSTRACT

Overall response rates of clofarabine-based rescue regimens in relapsed or refractory acute leukemia range from 17-48%. In our study,
response rates, infection-related complications and side effects were evaluated after salvage therapy with clofarabine-based regimens in
patients diagnosed with relapsed and/or refractory acute leukemia. Twelve patients who received clofarabine-based rescue therapy in our
clinic between January 2015 and December 2020 were evaluated retrospectively. Fifty-eight percent of the patients were male and the mean
age was 36.6+16.4 years. Seventy-five percent of the patients had a diagnosis of acute lymphoblastic leukemia, 25% had a diagnosis of acute
myeloid leukemia. A median of 3 cycles of chemotherapy was given before clofarabine. Sixty-six percent of the patients were followed as
refractory to the last treatment, and 33% as early relapse. Patients received intravenous treatment between 1st and 5th days at a dose of
clofarabine 22,5 mg/m?+cytarabine 1000 mg/m? During the treatment, all patients were complicated with febrile neutropenia, 58% of them
developed sepsis. Serious (grade 3-4) non-hematological side effects were hepatotoxicity in 33%, diarrhea in 25%, nausea and vomiting in
16%, and mucositis in 16%. Neurotoxicity related to clofarabine was not observed. One of the patients achieved complete response (8%),
33% of the patients were unresponsive. The mortality rate within the first 30 days was 50% (n = 6). Early death (<2 weeks) occurred in one
of the severe patient. For patients with refractory or early relapse acute leukemia, the main goal is to progress to allogeneic bone marrow
transplantation after salvage therapy. Although complete remission can be achieved with bone marrow transplantation, 4-year survival does
not exceed 25-30%. Therefore, a powerful and effective salvage treatment regimen is still needed in patients with relapsed or refractory acute
leukemia.

Key Words: Clofarabine. Relaps or Refractory leukemia. Advers events.
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Akut 16semiler olgunlasmamis hematopoetik hiicrele-
rin kemik iligi ve periferik kanda birikimi ile karakte-
rizedir. Akut miyeloblastik l6semi (AML) ve akut
lenfoblastik 16semi (ALL) olmak iizere ikiye ayrilir.
AML klonal bir hematopoetik kdk hiicre hastalig1 olup,
goriilme siklig1 yasla artmaktadir. Erigkinde gorulen
akut I6semilerin %70-80’ini olusturur. ALL daha ¢ok
cocukluk ¢aginda izlenmekle birlikte erigkin akut
[6semilerin %20-30’unu  olusturmaktadir’. Losemik
blastlarin kemik iligini dogrudan istilasi ve normal
hematopoezin baskilamasi, ¢cevre kaninda sitopenilere
(anemi, trombositopeni, nétropeni) sebep olmaktadir?.
Primer refrakter veya direngli hastalik, ALL igin in-
diksiyon sonrasi, AML ig¢in 2 kiir indiiksiyon sonrasi
tam yanit (TY) alinamamast olarak tanimlanir®, Primer
refrakter hastallk AML hastalarinin  %10-40’1nda
gorilirken ALL hastalarinda %25 civarinda gorilir’,
Niiks hastalik ise TY sonrasi kemik iliginde >%5 blast
olmas1 veya periferik kanda blastlarin yeniden gorul-
mesi veya ekstrameduller hastalik gelismesi olarak
tanimlanir. AML’de niiks, erken (<6 ay) veya ge¢ (>6
ay) niiks olarak ayirt edilir”.

Refrakter veya erken niiks akut l6semi hastalari igin
kir elde edilebilecek tedavi yontemi allojenik kemik
iligi naklidir. Her ne kadar kemik iligi nakli ile kiir
saglanabilse de 4 yillik sag kalim %25-30°u ge¢cme-
mektedir®. Allojenik kemik iligi nakli ile en iyi sonug-
lar kurtarma tedavisine tam yanitli hastalarda alinmis-
tir. Kurtarma kemoterapi rejimleri uygulanmasi ve
hastalarin tolere etmesi zor, yiiksek doz tedavilerdir.
Birbirleri ile kargilagtirmali ¢aligmalari bulunmamak-
tadir ve Ustlinliigii kanitlanmis bir rejim gosterileme-
migtir. Temel prensipte hastalar1 en az toksisiteyle, en
cabuk sekilde ve en diisiik hastalik yiikii ile transplan-
tasyona hazirlayan rejim tercih edilmelidir’.

Primer refrakter veya erken niks eden AML hastalari-
nin kemoterapi ile ikinci bir remisyon elde etme oran-
lar1 %10-15 araligindayken, geg niiks etmis hastalarda
bu oran %40-60 diizeylerindedir®. Ge¢ niiks etmis
AML hastalarinda sitarabin ve daunoribisin indiiksi-
yonu ile hastalarin %50’sinde TY elde edilir’. Fluda-
rabin, sitarabin, graniilosit koloni uyarici faktor tedavi
protokolil (FLAG) ile %46-63 oraninda TY saglanabi-
lir'®. ALL hastalarinda niiks, remisyon elde edildikten
1 yil veya daha ge¢ bir donemde gerceklestiyse ilk
remisyon indiksiyon tedavisi tekrarlanabilir. Relaps
veya refrakter ALL hastalarinda FLAG-idarubisin
tedavi protokolii genel yanit oranlar1 %39-83, hiperf-
raksiyone siklofosfamid, vinkristin, doksorubisin ve
deksametazon tedavi protokolii genel yanit oranla-
1 %47 ve klofarabin kombinasyonlar1 genel yanit
oranlar1 %17 civarmdadir™.

Bu g¢alismamizda relaps veya refrakter akut 18semi
hastalarinda klofarabin bazli tedavilerin etkinligini ve
yan etkilerini degerlendirmeyi amacladik.
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Gereg ve YOntem

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin
Hematoloji kliniginde takip edilen Ocak 2015 - Aralik
2020 yillar1 arasinda relaps veya refrakter akut 16semi
tanil1 12 hasta dahil edildi. Hastalarin verileri hastane
bilgi sistemi (zerinden ve hasta dosyasi iizerinden
elde edildi. Tedavi 6ncesi serum Kreatinin yiiksekligi
(>2X NUS), total bilurubin yiiksekligi (>1.5X NUS)
ciddi enfeksiyon bulgusu ve santral sinir sitemi tutu-
lumu olan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Tim
hastalarda klofarabin bazli tedavi esnasinda gelisen
yan etkiler, enfeksiyoz komplikasyonlar, tedavi yanit-
lar1, genel sag kalim siiresi ve mortalite orani deger-
lendirildi.

Biyoistatiksel Analiz

Verilerin hesaplanmasinda Microsoft Excel 2010
kullanilmistir. Analizler ve tamimlayici istatistikler
icin ise SPSS versiyon 15.0 kullanildi. Verilerin uy-
gunlugu Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi (p=
0,552). Tanmimlayici veriler normal dagilhimli degisken-
ler icin ortalama * standart sapma ve normal dagilimli
olmayan degiskenler i¢in medyan kullanilarak verildi.
Kategorik veriler frekans (yizde) olarak verildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 12 hastanin yas ortalamasi
36,6+16 olup, %58’i erkek idi. Dokuz hasta AML, ¢
hasta ALL tanisi ile takip edilmekteydi. Klofarabin +
sitarabin tedavisi oncesi verilen medyan kemoterapi
rejimi 3 idi. Sekiz hasta bir énceki tedaviye refrakter
olup, dort hasta erken niiks ile bagvurdu. Hastalarin
tamami en az 2 seri kemoterapi tedavisi almigti. Hasta-
lar klofarabin 22,5 mg/m? + sitozin arabinozid 1000
mg/m? dozunda intravendz 1-5. giin olacak sekilde
tedavi aldilar. Tiim hastalar antibiyotik ve antifungal
profilaksisi almist1. Profilaktik olarak graniilosit kolo-
ni uyarict faktor (G-CSF) tedaviye eklenmedi. Ancak
notropeni (nétrofil <1.000/mm®) gelistiginde G-CSF
tedavisinin baglandig1 goriildii (Tablo ).

Hematolojik yan etkiler arasinda anemi, trombosito-
peni ve notropeni degerlendirildi. Hastalarin tama-
minda ciddi (grade 3-4) hematolojik yan etkiler izlendi.
Grade 3-4 non- hematolojik yan etkiler arasinda hepa-
totoksisite, diyare, bulanti-kusma ve mukozit gérildi.
Cilt reaksiyonlar1 hastalarin %55’inde grade 1-2 diize-
yinde; ciltte soyulma ve el ayakta kizariklik seklinde
izlendi. Ciddi cilt reaksiyonu izlenmedi. Hepatotoksi-
site gelisen hastalarda tedavinin ortalama 5.-7. glinin-
de ALT piki izlenmis olup, tedavinin ortalama 11.-13.
guninde normale geriledi. Uc (%25) hastada akut
renal yetmezlik tablosu gelisti. Klofarabine bagli n6-
rotoksisite gézlenmedi (Tablo II).



Akut Losemi Hastalarinda Klofarabin Tedavisi

Tablo I. Hastalarin karakteristik 6zellikleri (n=12)

Ozellik Hasta sayisi %
Yas ortalamasi 36,6+16,4

Yas aralig 19-60
Cinsiyet

Kadin 5 42
Erkek 7 58
immunofenotip

AML 3 25
ALL 9 75
Onceki tedaviye cevap

Erken niiks 3 25
Refrakter 9 75
Onceki kemoterapi rejim sayisi

2 4 33
3 5 42
4 2 17
5 1 8
Medyan 3

ALL: Akut lenfoblastik I6semi, AML: Akut miyeloid
16semi

Tablo Il. Tedavi esnasindaki yan etkiler

Grade 1-2 Grade 3-4 Toplam

Hematolojik yan etkiler

(anemi/notropeni/ %100 %100

trombositopeni)

Non-hematolojik yan etkiler

Hepatotoksisite %83

ALT/AST atisi %67(8) %16(2)

Hiperbilirubinemi %33(4) %33(4)

Cilt reaksiyonlari %67(8) %67

Bulanti-kusma %50(6) %16(2) %67

Diyare %33(4) %25(3) %58

Mukozit %25(3) %16(2) %42

ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotrans-
feraz

Tedavi esnasinda tiim hastalar febril nétropeni ile
komplike oldu. Sekiz hastada tedavinin herhangi bir
doéneminde hipotansiyon gelisti, 7 (%58) hastada sep-
sis bulgular1 mevcuttu. Sepsis nedenleri arasinda bag-
lica invazif pulmoner aspergilloz (iPA), tiflitis ve
pndmoni yer almaktaydi (Tablo I11). Toplam mortalite
orant %58 (n=7) civarindaydi. Mortal seyreden 7
hastanin 6’sinda miyelosupresyona sekonder gelisen
sepsis bulgular1 izlendi. Bir hasta aplazik dénemde
intrakranial kanama gelistikten sonra eks oldu. Bir
hastada septik sok nedeniyle erken oliim (<14 giin)
gerceklesti. 2 hasta IPA enfeksiyonu sonrasi gelisen
solunum yetmezligi ve sepsis tablosu nedeniyle eks
oldu. Tiflitis gelisen ii¢ hastanin ikisi aplazik ddnemde
eks oldu.

Tablo I11. Tedavi sirasinda gelisen enfeksiyéz komp-

likasyonlar

Febril nétropeni %100(12)
Hipotansiyon %66(8)
Sepsis %58(7)
Invaziv pulmoner aspergilloz %33(4)
Pnémoni %33(4)
Tiflitis %25(3)
CMV pndmoni %8(1)
Covid-19 enfeksiyonu %8(1)
CMV: Sitomegaloviriis

Tedavi yanitlar1 degerlendirildiginde 1 (%8) hastada
tam yanit elde edildi. Hastalarin %33 (n=4)’l tedaviye
yanitsiz olarak degerlendirildi. Tiim hastalarin genel
sag kalim siiresi ise medyan 16,7 aydi (%95 giiven
araligi (GA), 10-23.5) (Sekil 1).

Survival Funetss

Medyan Sagkalim: 16.7 ay

Toplam Sagkalim

Za.lv\tau
Sekil 1:

Hastalarin genel sagkalim orani
(Kaplan Meier egrisi)

Tartisma

Klofarabin ikinci jenerasyon purin analogudur. Hem
DNA polimeraz enzim inhibisyonu hem de riboniiklo-
tid rediktaz enzim inhibisyonu ile DNA sentezini
engeller. Ayrica mitokondriyal membran hasar ile
direkt apoptozisi uyarir™?. Ciddi hematolojik yan etki-
ler (anemi, nétropeni ve tromobistopeni) hastalarin
neredeyse tamaminda gdzlenmektedir. Sik goriilen
non-hematolojik yan etkiler arasinda febril nétropeni,
bulanti-kusma, diyare, mukozit, cilt reaksiyonlar1 ve
hepatotoksisite gorilmektedir. Ciddi hepatotoksite
izlense de genellikle geri doniisliidiir.

Kantarjian ve arkadaglarinin yaptig1 faz 1 ¢aligmasin-
da klofarabinin doz kisitlayici toksisitesi hepatotoksi-
site olarak izlendi. Akut l6semide maksimum tolere
edilen dozu 40 mg/m? den 5 giin boyunca bir saatlik
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inflzyon seklindeydi. Bu ¢alismada klofarabinin akut
I6semi tedavisinde cesaret verici etkisi gézlendi®.

Jeha ve arkadaglar1 tarafindan 61 hasta {izerinde yapi-
lan faz 2 caligmasinda hastalarm %20’si tam yanit-
I, %10’u kismi yamth izlendi. Grade 3-4 yan etkiler
arasinda febril notropeni (%49), ALT artist (%43),
hiperbilurubinemi (%16), hipokalemi (%46) gorilda.
Sepsis veya septik sok %20, fungal enfeksiyon %15,
viral enfeksiyon %16 hastada saptandi. Mortalite
orani %25 idi. Bu ¢aligmanin sonucunda 2004 yilinda
FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi) tarafindan klo-
farabinin en az 2 seri kemoterapi alan relaps veya
refrakter ALL tanili pediatrik hastalarin tedavisinde
kullanimina onay verildi®.

Relaps veya refrakter akut 16semi, yiksek riskli miye-
lodisplastik sendrom ve blastik faz kronik miyeloid
16semi tanil1 toplam 62 yetiskin hasta {izerinde yapilan
bir faz 2 calismasinda klofarabin tedavisine genel
yanit oran1 %48 izlendi. Hastalarin %81’inde febril
notropeni gelisti. Klofarabin ile yaygin yan etkiler
arasinda gegici hepatotoksisite, mukozit, deri dokinti-
leri ve el-ayak sendromu bulunmaktaydi®. Bizim
calismamizda hastalarin tamaminda febril ndtropeni
gelisti. Ciddi non-hematolojik yan etkiler arasinda
hepatotoksisite, bulanti-kusma, diyare ve mukozit
bulunmaktaydi. Cilt reaksiyonlart %68 oraninda go-
riildii. Ancak tamami grade 1-2 dizeyindeydi. Cilt
reaksiyonlart genellikle ciltte kizariklik ve soyulma
seklindeydi. Antihistaminik ve topikal krem tedavileri
ile bu lezyonlar geriledi. Ciddi hepatotoksisitesi olan
hastalarda genellikle n-asetilsistein ve intravenoz sivi
replasmant sonrasi hepatotoksisite geriledi. Calisma-
mizda gdzlenen yan etkiler literatiirde ki yapilan ca-
lismalar ile benzer nitelikteydi.

Klofarabin ve sitarabin kombinasyonlar1 olaysiz sag
kalimi iyilestirse de genel sag kalima etkileri gosteri-
lememistir. Altmis yas ve lizeri AML tanili hastalar
iizerinde yapilan bir randomize kontrollii ¢aligmada
klofarabin ve sitarabin kombinasyon tedavisi alan
grupta tam yamt orami %63 iken yalmz klofarabin
tedavisi alan grupta %31 saptandi. Kombinasyon
tedavisi alan grupta mortalite oran1 %19, yalmiz klofa-
rabin tedavisi alan grupta mortalite oram1 %31 idi*".
Faderl ve arkadaglarinin yaklagik 320 hasta Uzerinde
yaptigt randomize kontrollii bir c¢alismada hastalar
plasebo + sitarabin tedavisi alan ve klofarabin + sita-
rabin (kombinasyon) tedavisi alan olmak (zere iki
gruba ayrildi. Kombinasyon tedavisi alan grupta genel
sag kalim ortalama 6,6 ay iken diger grupta genel sag
kalim ortalama 6,3 aydi. Iki grup arasinda genel sag
kalim agisindan anlamli fark izlenmedi. Ancak kom-
binasyon tedavisinin olaysiz sag kalimi 6nemli 6l¢iide
iyilestirdigi gozlendi. Kombinasyon tedavisi alan
grupta mortalite oran1 %16 idi'®. Bizim ¢alismamuzda
tam yanit orani yapilan ¢aligmalara gore disiikti. Bu
durum ¢aligmaya dahil edilen hasta sayisinin az olma-
s1, hastalarin daha 6nce almig oldugu kemoterapi reji-
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mi sayisinin fazla olmasi ve son tedaviye refrakter
hasta sayisinin fazla olmasi ile iligkili olabilir.

Mortalite orani ise yapilan ¢aligmalara gore yiiksekti.
Bu durum hastalarin ¢ogunun énceden aldig1 kemote-
rapi tedavileri esnasinda ciddi enfeksiyon ile komplike
olmasi, hastalik yiikiiniin fazla olmasi ve almig olduk-
lar1 tedaviler sonunda genel durumlarinin diigkiin
olmast ile iligkili olabilir. Calismamizda klofarabin ile
iligkili mortalite izlenmedi. Mortalitenin esas nedeni
ise hastalik progresyonu ve miyelosupresyon sonrasi
gelisen sepsis veya septik sok olarak yorumlandi.

Yakin zamanda yayinlanan bir ¢calismada kanser tanisi
olan hastalarda kanserli olmayanlara gore Covid-19
enfeksiyonuna bagli yogun bakim iinitesi ihtiyaci,
ventilasyon destegi ve 6liim dahil ciddi olaylarin ge-
lisme riski daha yiiksek bulundu®®. Calismamizda bir
hastada klebsiella pnémoni enfeksiyonuna ek olarak
Covid-19 enfeksiyonu sonrasi solunum yetmezligi
gelisti ve eks oldu.

Relaps veya refrakter akut 16semi hastalarinda giinii-
muzdeki tedaviler ile yanit oranlar1 halen diisiik du-
zeylerdedir. Dolayisiyla bu hastalarda daha uzun sag
kalim avantaj1 saglayacak yeni tedavi ajanlarinin ge-
ligtirilmesine ve tedavi modalitelerine gereksinim
vardir.

Etik Kurul Onay Bilgisi

Onaylayan kurul: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu.

Onay Tarihi: 20.01.2021

Karar No: 2021-2/3

Arastirmaci Katki Beyani:

Fikir ve tasarim: C.Y., F.O., V.0O., R.A.; Veri toplama ve isleme:
C.Y.,B.O., O.C., LE.P.; Analiz ve verilerin yorumlanmasi: C.Y.,
F.0O., T.E.; Makalenin 6nemli boliimlerinin yazilmasi: C.Y., F.O.,
B.O.

Cikar Catismasi Beyani:
Makale yazarlarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani yoktur.

Kaynaklar

1. Emadi A. Baer MR. Acute Myeloid leukemia in adults. In:
Greer JP, Arber DA, Glader B, List AF, Means RT, Paraskevas
F, Rodgers G (eds). Wintrobe’s Clinical Hematology. Wolters
Kluwer business 13th edition. Philadelphia: Lippincott Wil-
liams&Wilkins; 2014.

2. Lowenberg B, Downing JR, Burnett A. Acute myeloid leuke-
mia. N Engl J Med. 1999;341:1051-62.

3. Creutzig U, Kaspers GJ. Revised recommendations of the
International Working Group for diagnosis, standardization of
response criteria, treatment outcomes, and reporting standards
for therapeutic trials in acute myeloid leukemia. J Clin Oncol.
2004;22:3432-33.

4. Fielding AK, Richards SM, Chopra R, et al. Medical Research
Council of the United Kingdom Adult ALL Working Party;
Eastern Cooperative Oncology Group. Outcome of 609 adults
after relapse of acute lymphoblastic leukemia (ALL); an MRC
UKALL12/ECOG 2993 study. Blood. 2007;109:944-50.



Akut Losemi Hastalarinda Klofarabin Tedavisi

10.

11.

Dohner H, Estey EH, Amadori S, et al. European LeukemiaNet.
Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in
adults: recommendations from an international expert panel, on
behalf of the European LeukemiaNet. Blood. 2010;115: 453-74.

Duval M, Klein JP, He W, et al. Hematopoietic stem-cell
transplantation for acute leukemia in relapse or primary induc-
tion failure. J Clin Oncol. 2010;28:3730-38.

Camera A, Annino L, Chiurazzi F, et al. GIMEMA ALL -
Rescue 97: a salvage strategy for primary refractory or relapsed
adult acute lymphoblastic  leukemia.  Haematologica
2004;89:145-153.

Estey E, Kornblau S, Pierce S, et al. A stratification system for
evaluating and selecting therapies in patients with relapsed or
primary refractory acute myelogenous leukemia. Blood
1996;88:756.

Giles F, Verstovsek S, Garcia-Manero G, et al. Validation of
the European Prognostic Index for younger adult patients with
acute myeloid leukaemia in first relapse. British journal of
haematology. 2006;134:58-60.

Montillo M, Mirto S, Petti MC, et al. Fludarabine, cytarabine,
and G-CSF (FLAG) for the treatment of poor risk acute mye-
loid leukemia. Am J Hematol 1998;58:105-109.

Schlenk RF, Dohner K, Mack S, et al. Prospective evaluation of
allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation from
matched related and matched unrelated donors in younger
adults with high-risk acute myeloid leukemia: German-Austrian
trial AMLHD98A.. J Clin Oncol. 2010;28:4642-48.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Bonate PL, Arthaud L, Cantrell WR Jr, et al. Discovery and
development of clofarabine: a nucleoside analogue for treating
cancer. Nat Rev Drug Discov. 2006;5(10):855-63.

Huguet F, Leguay T, Raffoux E et al. Clofarabine for the
treatment of adult acute lymphoid leukemia: the Group for Re-
search on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia intergroup.
Leuk Lymphoma. 2015;56(4):847-57.

Kantarjian HM, Gandhi V, Kozuch P, et al. Phase I clinical and
pharmacology study of clofarabine in patients with solid and
hematologic cancers. J Clin Oncol. 2003;21(6):1167-73.

Jeha S, Gaynon PS, Razzouk BI, et al. Phase 1l study of clofar-
abine in pediatric patients with refractory or relapsed acute
lymphoblastic leukemia. J Clinc Oncol. 2006;24(12):1917-23.

Kantarjian H, Gandhi V, Cortes J, et al. Phase 2 clinical and
pharmacologic study of clofarabine in patients with refractory
or relapsed acute leukemia. Blood. 2003;102(7):2379-86.

Faderl S, Ravandi F, Huang X, et al. A randomized study of
clofarabine versus clofarabine plus low-dose cytarabine as
front-line therapy for patients aged 60 years and older with
acute myeloid leukemia and high risk myelodysplastic syn-
drome. Blood. 2008;112:1638-45.

Faderl S, Wetzler M, Rizzieri D, et al. Clofarabine plus cytara-
bine compared with cytarabine alone in older patients with re-
lapsed or refractory acute myelogenous leukemia: results from
the CLASSIC | Trial. J Clin Oncol. 2012:30(20):2492-9.

Moujaess E, Kourie HP, Ghosn M. Cancer patients and re-
search during COVID-19 pandemic: A systematic review of
current evidence. Crit Rev Oncol Hematol. 2020;150:102972.

193






Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi
47 (2) 195-199, 2021
DOI: https://doi.org/10.32708/uutfd.938519

OZGUN ARASTIRMA

Deneysel Olarak Travmatik Beyin Hasari Olusturulan
Ratlarda Serum pNF-H Duzeyinin Beyin Hasarini
GoOstermede Etkinligi

Halil ibrahim CIKRIKLAR?, Vahide Ashthan DURAK?, Tiilin ALKAN?,
Birnur AYDIN?, Deniz SIGIRLI?, Hakan SALCI*, Erol ARMAGAN?

! Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Acil Tip Anabilim Dali, Bursa.

2 Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Bursa.

® Bursa Uludag Universitesi T1ip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali, Bursa.
* Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, Bursa.
OZET

Caliymamizin amaci deneysel olarak hafif travmatik beyin hasart olusturulan siganlardan alman serum 6rneklerinde pNF-H diizeyinin hasari
gostermede etkin olup olmadigini aragtirmaktir. Marmarou modelinin modifiye edilerek kullanildigi deneysel ¢aligmamizda farkl yiikseklik-
lerden farkli agirliklarda bilyeler serbest diigme yontemiyle birakilarak sirayla 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 Newton siddetinde travma olusturulmasi
hedeflendi. Travmanin indiiksiyonundan 2 saat sonra siganlarin kalbinden alinan kanlarda pNF-H diizeyi arastirildi. Sonug olarak deneysel
olarak hafif travmatik beyin hasar olusturdugumuz ratlarda 2.saatte alinan kanlarda pNF-H dizeylerindeki degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. Bu sonuglar hafif travmatik beyin hasarindan sonraki 2.saatte kanda ¢alisilan pNF-H’1n tanisal olarak etkin olmadi-
gin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: pNF-H. Kafa Travmasi. Acil Servis.

The Effectiveness of Serum pNF-H Level Interpreting Brain Damage in Rats with Traumatic Brain Injury Model

ABSTRACT

The aim of our study is to investigate whether pNF-H level is effective in demonstrating traumatic brain injury in serum samples taken from
rats with experimental traumatic brain injury. In our experimental study where the Marmarou model was modified and used, it was aimed to
create trauma with the intensity of 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 Newton respectively by using balls of different weights from different heights with
free fall method. The pNF-H level was investigated in the blood taken from the heart of rats 2 hours after the induction of trauma. As a result,
the changes in pNF-H levels in the blood taken at the 2nd hour from rats with experimental traumatic brain injury were not found to be
statistically significant. These results show that pNF-H, which is studied in the blood in the second hour after traumatic brain injury, is not
diagnostically effective.
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Travmatik beyin hasari (TBH), ciddi bir 6lim ve sa-
katlik nedenidir. Bu nedenle erken tani ve tedavi
énemlidir’.

Klinik olarak TBH; hastanin motor, gz ve sozel ya-
nitlarin  bilingli  seviyesinin  degerlendirildigi
Glasgow Koma Skalasi (GKS) skoruna gore hafif
(GKS 13-15), orta (GKS 9-12) veya siddetli (GKS 3-
8) olarak smiflandirilir®. Hafif TBH tiim vakalarin
yaklasik % 85'inden fazlasini olusturur®. Son yillarda-
ki c¢aligmalar, GKS'nin, o6zellikle hafif TBH tanisi
koymak veya prognozu tahmin etmek icin yeterli
olmadigim gostermistir®. GKS skoruna gére hafif
olarak siniflandirilan TBH hastalarinin basvuru sira-
sinda intrakraniyal kanama riski oldugu gortilmekte-
dir’. Bu yiizden mevcut kilavuzlara gére TBH n1 de-
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gerlendirmek igin Bilgisayarli Tomografi (BT) veya
Manyetik Rezonans Goruntiileme (MRG) taramalari
kullanilir®.

Yapilan ¢aligmalar hafif TBH'nin yaklagik %29'unun
BT’de saptanmadigimi gostermektedir®. BT kanamay:
tespit edebilse de daha ince beyin yaralanmalarinin
tespitinde  ozellikle hassas degildir’. Kontrastsiz
BT'nin diger smirliliklart zayif prognostik yetenek,
serebral perfiizyonun degerlendirilememesi ve beyin
parankiminde altta yatan travma sonrasi degisiklikle-
rin tam olarak degerlendirilememesidir8‘9. Ek olarak,
tekrarlanan BT taramasi, ¢ocuklar gibi risk altindaki
popiilasyonda yiliksek radyasyon maruziyetine neden
olmaktadir’.

BT anormallikleri olmayan TBH vakalar1 geri doniis
Onlemleriyle taburcu edilir ancak bu hastalar subklinik
yaralanmalara ve kalict fonksiyonel semptomlara
sahip olabilir'®. Bazi ¢alismalar hafif TBH nin ilerle-
yici norokognitif disfonksiyona neden olabilecegini
gostermektedir'’. Hafif TBH min, Parkinson hastaligt
dahil olmak Uzere nérodejeneratif ve psikiyatrik hasta-
liklarin gelisme riskinin artmasina neden oldugu bu-
lunmustur'.

Akut kiriklar veya kanama harig hemen hemen tim
travma sonrasi lezyonlardaki degisiklikleri tespit et-
mek icin MRG, BT'den daha duyarli olmasina ragmen,
rutin MRG elde etme yetenegi kaynak mevcudiyeti ve
maliyeti nedeniyle stmirhdir™. MRG ile tespit edilebi-
len anormallikleri ayirt edebilen bir biyobelirte¢, BT
ile tespit edilemeyen TBH tamsi i¢in degerli olabilir'®.

TBH'nin ardindan, Beyin Omurilik Sivisi (BOS)
ve/veya serumda, yaralanmanin siddetine bagl olarak
baz1 biyobelirtegler salinir. Bu biyobelirtecler TBH
tanisinda ve sonu¢ tahmininde hayati bilgiler saglaya-
bilir’. Ek olarak, giivenilir bir biyobelirteg, dzellikle
kii¢iik cocuklarda hareketi dnlemek amaciyla uygula-
nan sedasyon ihtiyacini ve radyasyona gereksiz maru-
ziyeti azaltacaktir. Bu biyobelirteglerin TBH'daki
roliiniin daha iyi anlagiimasina ihtiyag vardir™.

Fosfo Noroflament Agir Protein (pNF-H) TBH tespi-
tinde arastirilan biyobelirteclerden birisidir. Deneysel
kafa travmasi ¢alismalarinda serumda pNF-H diizeyle-
rinin yiikseldigi gostermistir™*°. Nérofilamentler (NF),
tibdler aksonal hicre iskeletinin nérona 6zgu ve bi-
rincil bilesenidir'’. NF, sadece néronlarda bulunur ve
esas olarak akson i¢in yapisal destek saglama ve akson
capini diizenleme islevi géren 6nemli bir hiicre iskeleti
bilesenidir'®.

NF, farkli molekiil agirlikli ti¢ polipeptit alt birimin-
den olusur: Norofilament-Hafif Protein (NF-L; 68K)
Norofilament-Orta Protein (NF-M, 150K) ve Norofi-
lament-Agir Protein (NF-H; 200K)*®. NF'ler arasinda,
NF-H en umut verici aksonal yaralanma biyobelirteci-
dir’. NF-H’mn fosforillesmis sekli olan pNF-H’m
deneysel TBH sonrasinda kanda salindig1 gosterilmis-
tir'®. Neselius ve arkadaslari amatdr boksérler arasin-
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daki maglarin ardindan BOS’ta pNF-H dizeylerinin
arttigin1 bulmuslardir™. Simon ve arkadaslari, siddetli
TBH olan yetigkin hastalarin BOS'unda pNF-H'nin
kontrollere kiyasla arttigi bildirilmistir'®. Zurek ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada pNF-H serum
diizeyinin pediyatrik hastalarda kafa travmasimnimn gid-
deti ile iyi korele oldugu gosterilmistir’,
Calismamizin amaci deneysel olarak hafif travmatik
beyin hasari olusturulan ratlardan alinan serum 6rnek-
lerinde pNF-H dlizeyinin hasar1 gostermede etkin olup
olmadigini aragtirmaktir.

Gerecg ve YOntem

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan De-
neyleri Etik Kurulundan onay almmustir (Karar No:
2020 — 11/01). Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiil-
tesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezi’nden temin
edilen Spraque-Dawley 250-300/gram, toplam 32 adet
erkek sigan deneye dahil edilmistir. Siganlar travmatik
hasar uygulanmadan dnce 18-22°C oda sicakliginda
12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda, yiyecek ve
suya serbest ulagimi saglanacak sekilde kafeslerde
tutulmustur.

TBH’nin olusturulmasi Fizyoloji Anabilim Dali N6-
rovaskiiler Arastirma Laboratuvarinda gergeklestiril-
mistir. Marmarou ve arkadaglarinin impakt akseleras-
yon modeli modifiye edilerek kullanilmistir??. Buna
gore siganlar 5 gruba ayrilmistir (n=8):

Kontrol: Siganlara herhangi bir islem uygulanmamustir.

Grup A: Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 25
mg’lik bilye ile kafa travmasi olugturulmustur.

Grup B: Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile kafa travmasi olusturulmustur.

Grup C: Siganlara 80 cm yiiksekten birakilan 50
mg’lik bilye ile kafa travmasi olusturulmustur.

Grup D: Siganlara 80 cm yiiksekten birakilan 100
mg’lik bilye ile kafa travmasi olusturulmustur.

Bdylece, Newton Yasasina gore sirasiyla 0.05, 0.1, 0.2
ve 0.4 Newton (N) siddetinde travma olusturulmasi
hedeflenmistir.

Tum ratlar bir kutuya konularak sedasyon igin %3
sevoflurana maruz birakildi. Sevoflurane konsantras-
yonu, si¢andaki sagirlik refleksinin kaybi1 dogrulana-
rak hesaplandi. Yukarida belirtildigi gibi Marmarou
ve ark. tarafindan agiklanan modelin modifiye edilmis
versiyonu kullanilarak kafa travmasi uygulandi.
Travma sonrasi Olen ratlar calisma dis1 birakildi.
Travmanin indlksiyonundan 2 saat sonra siganlarin
kalbinden anestezi altinda kan 6rnegi alind1 ve ardin-
dan tiim sicanlar servikal dislokasyon yontemiyle
oldaralda.

Sicanlardan alinan kan ornekleri +4 derecede 5000
devirde 10 dakika santriftij edilerek serumlari ayril-
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mustir. Serum Orneklerindeki pNF-H diizeyleri sigan
ELISA ticari kitleri kullanilmak suretiyle kit prosedi-
rine uygun olarak ELISA prensibine gore spektrofo-
tometre kullanilarak 450 nanometre dalga boyunda
analiz edilmistir.

Bioistatistiksel Analiz

Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi
Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir. Degiskenler
normal dagilima uymadigl i¢in medyan (minimum-
maksimum) degerler ile verilmis olup; ikiden fazla
bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
testi kullamlmustir. Istatistiksel analizler IBM SPSS
Statistics 22.0 paket programinda yapilmistir. Anlam-
lilik diizeyi 0=0,05 olarak alinmustir.

Kontrol grubunda ve travma olusturulan gruplardan
pNFH kan dizeyleri Tablo-1’de gosterilmistir. Tablo-
I’de goriildiigi gibi; siganlara 20 cm yiiksekten biraki-
lan 25 mg’lik bilye ile 0,05 N siddetinde kafa travmasi
olusturulmasi1 hedeflenen A grubunda pNF-H kan
diizeyinin medyan degeri 391,09 (min-maks: 367,19-
501,10) pg/mL iken kontrol grubunda medyan pNF-H
degeri 392,72 (min-max: 367,19-501,10) pg/mL ola-
rak hesaplanmistir.

Tablo I. Kontrol ve Travma Gruplarinda pNFH Kan
Diizeyinin (pg/mL) Karsilastirilmasi

Gruplar Medyan Min-Maks p degeri
KONTROL 392,72 367,19-501,10

GRUP A 391,09 336,82-439,79

GRUP B 442,73 393,99-604,39 0,059
GRUPC 405,15 323,77- 469,82

GRUP D 434,16 375,74-543,41

Min: minimum deger, Maks: maksimum deger

Siganlara 20 cm yiiksekten birakilan 50 mg’lik bilye
ile 0,1 N siddetinde kafa travmasi olusturulmas: he-
deflenen B grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 442,73 (min-maks: 393,99-604,89) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Sicanlara 80 cm yiiksekten birakilan 50 mg’lik bilye
ile 0,2 N siddetinde kafa travmasi olusturulmas: he-
deflenen C grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 405,15 (min-maks: 323,77-469,82) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Sicanlara 80 cm yiiksekten birakilan 100 mg’lik bilye
ile 0,4 N siddetinde kafa travmasi olusturulmasi he-
deflenen D grubunda pNF-H kan diizeyinin medyan
degeri 434,16 (min-maks: 375,74-543,41) pg/mL
olarak hesaplanmistir.

Tlm gruplar degerlendirildiginde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,059).
Bundan dolay1 gruplar ikili olarak karsilastirilmamigtir
(Sekil-1).

700,00

500,00

PNFH
g
2
A
Q

400,00 %

300,004

Sekil 1:
Gruplardaki pNF-H degerleri i¢in kutu grafigi
(0. aykirt deger)

Tartigma ve Sonug

TBH'nin ardindan serumda, yaralanmanin siddetine
bagli olarak bazi biyobelirtecler salinir. Bu biyobelir-
tecler TBH tanisinda ve sonug tahmininde hayati bil-
giler saglayabilir’. Bu biyobelirteglerin  TBH'daki
roliiniin daha iyi anlagilmasina ve klinik tipta yararl
olmak i¢in hassasiyet, dogruluk, 6zgiilliik diizeyinin
iyilestirilmesine hala ihtiyag vardir™.

Anderson ve arkadaslar1 kontrollii kortikal darbe ciha-
z1 kullanarak yaptiklar1 deneysel calismada ratlarda
hafif, orta ve siddetli kortikal kontiizyon olusturmus-
lardir®®. Li ve arkadaslar1 yaptiklari deneysel ¢alisma-
da siganlar1 1.25, 1.75 ve 2.25 metre yiikseklikten
kapali kafa travmasina maruz birakmustir'>. Benady ve
arkadaglar1 hafif kafa travmasi olusturmay:1 hedefle-
dikleri deneysel ¢alismada metal boruya yerlestirdikle-
ri 30 gram agirhigindaki metal cismi 80 cm'lik bir
yiikseklikten serbest diisiisle birakarak hafif kafa
travmast olusturmay: hedeflemislerdir®®. Biz ise ¢a-
lismamizda Marmarou modelini modifiye edilerek
TBH olusturduk®. Farkli yiiksekliklerden farkli agir-
liklarda bilyeler serbest diisme yontemiyle birakilarak
sirayla 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 N siddetinde travma olus-
turulmasi hedeflenmistir.

Li ve arkadaglar1 tarafindan deneysel kafa travmasi
olusturduklar1 ratlarda kanda pNF-H, Glial Fibriller
Asidik Protein (GFAP), interlokin 6 (IL-6) ve amiloid
beta (AP) diizeyleri ELISA ile degerlendirilmigtir™.
Biz calismamizda pNF-H’1n serumdaki diizeyini arag-
tirdik.

Norofilamentlerin yalnizca néronlarda bulundugu goz
Oniine alindiginda, bunlarin kandaki varligi, beyin
hasarini takiben noéronlarin hasarmin ve/veya 6limu-
niin bir gostergesidir'®. Shaw ve arkadaslar1 deneysel
olarak kafa travmasi olusturulan si¢anlarin serumla-
rinda pNF-H duzeyinin arttigin1 géstermislerdir. pNF-
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H'nin aksonal hasarin iyi bir belirteci olabilecegi di-
siiniilmektedir®.

TBH sonras1 pNF-H’nin kan ve BOS i¢gindeki seviye-
leri ELISA testi ile dl¢tlebilmekte olup serum ve BOS
ELISA pNF-H degerleri arasinda korelasyon vardir.
Serum seviyeleri ile BOS seviyelerindeki korelasyon
ve BOS orneklemesinin olasi komplikasyonlar1 g6z
Ontine alindiginda serum o6rneklemesinde ELISA ile
pNF-H diizeylerinin ¢aligilmast daha kullanigli bir
yontem olarak éne ¢ikmaktadir®®. Bu yiizden biz ca-
lismamizda hafif TBH olusturulan ratlarda kan pNF-H
diizeyini aragtirdik.

Li ve arkadaslar1 deneysel kafa travmasi olusturdukla-
1 ratlarda darbeden 24 saat sonra kanda pNF-H di-
zeylerini ELISA ile degerlendirilmis ve travma olustu-
ran ratlarda anlamli derecede daha yiiksek serum pNF-
H seviyeleri bulmustur™. Yang ve arkadaslar1 deney-
sel calismada olusturduklar1 TBH’nda serum pNF-H
seviyelerinin, yaralanmadan 24 saat sonra yukseldigini
bulmustur”’. Anderson ve arkadaslart TBH olustur-
duklar1 deneysel ¢alismada yaralanmadan sonra 1, 6,
12 ve 24. saatlerde ve 2, 3, 5 ve 7. gunlerde toplanan
kanlarda pNF-H diizeyini arastirmuslardir™®. Biz ise
calismamizda deneysel olarak TBH olusturdugumuz
ratlardan travma sonrasi 2.saatte aldigimiz kanlarda
PNF-H diizeyini arastirdik.

Acil servisler hastalarla ilgili hizli kararlarin alinmasi
gereken ortamlardir®®. TBH sonrasi acil servise basvu-
ran hastalar miimkiin oldugunca ¢abuk degerlendiril-
melidir®. TBH sonrasi hastalar ilk 1-6 saat iginde
hastanelerin acil servisine basvurmaktadir®. Karasu
ve arkadaglarmin yaptigi c¢alismada kafa travmali
hastalarin %68’ ilk iki saat igerisinde, %11’inin 2-4
saat arasinda ve %21’inin ise dort saatten sonra hasta-
neye ulastigi belirlenmistir®’. Bizim daha 6nce yapti-
gimiz prospektif caligmada hastalarin %77,8’1 travma-
nin birinci saatinde, %12,7’si ikinci Saatinde %9,5’i
ise 2-6 saat arasinda acil servise bagvurmustur®’. Bu
yiizden deneysel c¢aligmamizda TBH sonrasi ikinci
saatte kanda pNF-H diizeyini arastirmayi hedefledik.

TBH tahmininde aragtirilan biyobelirtecler, hafif TBH
varliginin tahmininde, tedavi basarisinda, hastaligin
siddeti ve prognozunun kestiriminde kullanilabilmek-
tedir (33Shibahashi ve arkadaglar1 yaptigi klinik ¢a-
lismada serum pNF-H degerinin bitkisel yasam/6limii
tahmin etmede yararli olacagim bildirmislerdir®. Biz
calismamizda pNF-H dlizeyinin kafa travmasi sonrasi

erken donemdeki tanisal etkinligini arastirmay1 hedef-
ledik.

Daha o6nce yaptigimiz bir deneysel ¢alismada TBH
olusturdugumuz ratlardan 2.saatte alinan kanlarda
Glial fbrillary acidic protein (GFAP) diizeyinin anlam-
It bir gekilde yiikseldigini saptam1$t1k35. Bu ¢aligma-
mizda ise benzer travma modelleri ile TBH olusturdu-

gumuz ratlarda 2.saatte kan pNF-H diizeyini arastirdik.

Caligmamizda travma grubundaki pNF-H diizeyi degi-
siklikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
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(p=0,059). Anderson ve arkadaslar1 TBH olusturduk-
lar1 deneysel ¢aligmada yaralanmadan 6 saat sonra
PNF-H yiiksekligi tespit edilmis ve diizeyler 24-48
saatte zirveye ulasmustir™®. Bizim sonuglarimiz deney-
sel hafif beyin hasari olugturulan ratlarda pNF-H kan
diizeyinin 2.saatte yiikselmedigini gostermektedir.

Calismamizdaki en o6nemli kisithilik sadece 2.saatte
alinan kanlarda pNF-H dizeylerini incelememizdir.
Esasen pNF-H kan diizeyinin travmanin siddetiyle
korelasyonunu arastirmayr hedefledigimiz calisma-
mizda ayni saatte kan diizeyini ¢aligmamiz gerekiyor-
du. Bu belirtecin erken tanisal degerini incelemek
istedigimizden sadece 2.saatte alinan kan diizeylerine
baktik.

Sonu¢ olarak deneysel olarak hafif travmatik beyin
hasar1 olusturdugumuz ratlarda 2.saatte alinan kanlar-
da pNF-H dizeylerindeki degisiklikler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. Bu sonuglar beyin
hasarindan sonraki 2.saatte kanda pNF-H duzeylerin-
deki degisikliklerin anlamli olmadigint géstermektedir.
Umut vaat eden bir biyobelirte¢ olan pNF-H’in erken
donemdeki tanisal etkinligini arastirmak igin yeni
caligmalara ihtiyag vardir.
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Uzerine__TeIevizyon Dismesi Sonucu Meydana Gelen
Cocuk Olumlerinin Retrospektif Degerlendirilmesi
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OZET

Televizyon diismesi, ¢ocuklarda siklikla kiint kafa travmasina bagh énemli morbidite ve mortalite nedenidir. Televizyon diismesi nedeniyle
6len olgularin detayli incelenmesi alinacak tedbirler i¢in yol gosterici olacaktir. Bu ¢alismada Adli Tip Kurumu Diyarbakir Grup Bagkanligi
tarafindan 2005-2014 yillar1 arasinda Diyarbakir’da 610 muayeneleri veya otopsileri yapilmis olan 9174 olgunun 6lii muayene veya otopsi
raporlari incelendi. Incelenen olgulardan iizerine televizyon diismesi nedeniyle dlmiis oldugu kesin olan ¢ocuk yas grubundaki 24 olgu
caligmaya alindi. Olgularin tamamiin (n=24) kiint kafa travmasina bagh 6ldiikleri, hepsinin yas grubunun 1-4 yas araliginda oldugu, olgula-
rin 13 (%54,2) tanesinin kiz cinsiyette oldugu ve en ¢ok olguya yaz mevsiminde (%45,8) rastlandig saptandi. Televizyon diismesine bagh
6lumlerin tamaminin kaza kaynakli 6nlenebilir halk saglig1 sorunu oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Kaza. Cocuk 6liimii. Adli olgu. Kafa travmasi. Televizyon diismesi.
Retrospective Assessment of Child Deaths as a result of Falling Television

ABSTRACT

Television falling is an important cause of morbidity and mortality in children, often due to blunt head trauma. Detailed analysis of the cases
who died due to falling televisions will be a guide for the prevention protocols. In this study, postmortem examinations or autopsy reports of
9174 cases which were carried out by the Council of Forensic Medicine, Diyarbakir Group Chairmanship between 2005 and 2014 were
examined. Of the examined cases, 24 cases in the pediatric age group whose cause of death was television falling were included in the study.
It was found that all of the cases (n=24) died due to blunt head trauma, all of them were between the ages of 1 and 4, 13 (54.2%) of the cases
were female, and most cases (45.8%) were observed in the summer season. It was determined that all deaths due to falling TVs are preventa-
ble public health problems caused by accident.

Key Words: Accident. Child death. Forensic case. Head trauma. Falling TV.

Cocukluk déneminde kazalara bagli olarak yaralanma
ve Oliim riski yiiksektir. Cocuklarin fiziki olarak k-
clik olmalari, tecriilbe ve koordinasyon eksiklikleri,
motor sistemlerinin yeterince gelismediginden dolay:
ani reaksiyon giigleri zayif olmas1 nedeniyle eriskinler
icin hayat1 tehdit etmeyen durumlar g¢ocuklar igin
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hayat1 tehdit edebilir"%. Onemli bir halk saglig1 prob-
lemi olan ev kazalarina maruz kalan kitle daha ¢ok
okul dncesi ¢ocuklardir®. Okul éncesi yastaki ¢cocukla-
rin kafalarimin viicuda oranla daha biiyiik olmasi, kafa
kemikleri heniiz tam gelismedigi i¢in beyin dokusu-
nun kafa travmasindan kolay etkilenmesi nedeniyle
¢ocukluk c¢agi travmalarinda kafa travmalart ciddi
yaralanmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle
televizyonun hayatimiza girdigi ve ¢ok yayginlastigi
son yillarda ¢ocukluk ¢agi ev kazalarinda televizyon
diismesi kaynakli kafa travmasina bagl hasarlar sik
goriilmektedir®. Bu nedenle cocukluk dénemi kazala-
rin olus mekanizmasini, morbiditesini ve mortalitesini
bilmek, 6zellikle 6nlenebilir kazalarin 6niine gegebil-
mek i¢in koruyucu programlarin hazirlanmasina yar-
dimci olacaktir.

Bu calismanin amaci ev kazalarindan olan iizerine
televizyon diismesi nedeniyle 6ldiigli saptanan ¢ocuk
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olgular1 inceleyip, literatiir esliginde tartisarak, elde
edilen veriler 1s181inda ev kazalarna baglh onlenebilir
oliimler tizerinde yapilabilecek hususlari vurgulamak-
tir.

Gerecg ve YOntem

Mevcut galismada Adli Tip Kurumu Diyarbakir Grup
Baskanlig: tarafindan 2005-2014 yillar1 arasindaki 10
yillik periyotta adli otopsisi veya sadece adli 610 mua-
yenesi yapilmig olan 9174 adet adli 6lim olgusunun
dosyas1 geriye doniik olarak taranmustir. Uzerine tele-
vizyon diismesi sonucu 6len ¢ocuk olgular ¢aligmaya
dahil edilmistir. Bu ¢aligmanin etik kurul izni Adli Tip
Kurumu Baskanligi Egitim ve Bilimsel Arastirma
Komisyonu’ndan 17/09/2019 tarih ve
21589509/2019/747 sayil1 yazi ile alind1.

Calismaya dahil edilen olgularin yas, cinsiyet, yara-
landigt mevsim, olayin oldugu yer, hastanede yatis
sureleri, 6lim yerleri, 6lum nedenleri belirlendi ve
istatistiksel analizleri yapild.

Biyoistatiksel Analiz

Olgularin yaglart ortalamatstandart sapma; dosya
kayitlarina gore televizyon diismesi tespit edilen olgu-
lar say1 (n) ve yiizde (%) olarak belirtilmistir. Istatis-
tiksel analiz icin (Statistical Package for the Social
Sciences) SPSS 13.0 programi kullanilmustir.

Bulgular

2005-2014 yillar1 arasindaki 10 yillik periyotta otopsi
veya sadece Oli muayenesi yapilan 9174 adli olgu
icerisinde 18 yas altt 24 olgunun (%0,26) iizerine
televizyon diismesi sonucu 6ldiigii belirlenmistir. Bu
olgularin 11’ine (%45,8) adli otopsi yapilmis, geri
kalan olgulara ise sadece adli 6lii muayenesi yapilmis-
tir. 24 ¢ocuk olgunun hepsinin 1-4 yas aralifinda
oldugu goriildii. Olgularin 13’4 (%54,2) kiz, 11’1
(%45,8) erkek cinsiyet olarak tespit edildi. Olgularin
20’si (%83,3) hastane ortaminda Olmiis, geri kalani
hastaneye 6lii duhul olarak gelmistir. Hastaneye canli
olarak gelen hastalarin (n=20), 10 tanesinin (%50) ilk
giin icinde vefat ettigi tespit edilmistir. Olgularin ta-
maminda (24/24) kiint kafa travmasi bulgular1 oldugu
saptanmustir. Bu olgularm 22’sinde (%92) kafatasi
kemik kiriklar1 saptanmistir. Kafatasinda kirik sapta-
nan olgularin 14’iinde (%64) sadece kafatasi kaide
kemiklerinde, dordiinde (%18) sadece kafatasi kubbe
kemiklerinde, dordinde (%18) ise kafatasinin hem
kubbe hem de kaide kemiklerinde kiriklar oldugu
saptanmustir. Olgularin ikisinde (%38,3) ise, (birisi kiz,
birisi erkek) kafatasinda kirik saptanmamigtir. Kafata-
st kemiklerinde kirik olmayan olgulardan ii¢ yasindaki
kiz olguda subaraknoidal kanama (SAK), beyinde
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ventrikiil i¢i kanama saptanirken; bir yasindaki erkek
olguda ise SAK ve subdural hematom saptanmustir.
Televizyon diismesi nedeniyle incelenen olgularin
tamaminda (n=24) beyinde SAK tespit edilmistir.
Kafatasinda sadece kaide kemigi kirigi olan olgular
(n=14) incelendiginde; kemik kiriklarina ilave olarak
lclinde (%21,4) beyin dokusunda kontiizyon, birisinde
(%7,1) epidural hematom, birisinde (%7,1) subdural
hematom, birisinde (%7,1) oksipital loblarda harabiyet
ve birisinde (%7,1) akcigerlerde kontiizyon saptanmis-
tir. Kafatasinda sadece kubbe kemigi kirigi olan olgu-
lar (n=4) incelendiginde; kemik kiriklarmna ilave ola-
rak birisinde (%25) beyin dokusunda kontlizyon ve
ikisinde (%50) ventrikill i¢i kanama saptanmistir.
Kafatasinda kubbe ve kaide kemiklerinde birlikte kirik
saptanmis olan olgular (n=4) incelendiginde ise; ke-
mik kiriklarina ilave olarak birisinde (%25) beyin
dokusunda kontiizyon, birisinde (%25) epidural hema-
tom oldugu saptanmustir.

Kazalarin hepsi ev ortaminda meydana gelmis olup
olgularin olus zamani mevsimsel olarak incelendigin-
de, en ¢ok olgunun yaz aylarinda meydana geldigi
tespit edilmistir (Tablo). Olgulardan alinmis olan
ornekler iizerinde yapilmis olan toksikolojik analizler-
de hi¢bir toksik madde bulunmamustir.

Tablo. Olgularin mevsimlere gore dagilimi

Mevsim Olgu Sayisi (n) Yiizdesi (%)
Kis 3 12,5
ilkbahar 4 16,7
Yaz 11 45,8
Sonbahar 6 25
Toplam 24 100

Tartisma ve Sonug¢

Cocuklarin ¢esitli nedenlerden dolay: travmalara baglt
yaralanma ve 6lme riski erigkinlerden daha ylksektir.
Ciinkii cocuklar etraftaki potansiyel risklerin farkinda
olmadan, yasadig1 ¢evreyi tanimak i¢in devamli bir
aragtirma halindedirler. Kiint kafa travmalar1 ¢ocukluk
déneminde yaralanma ve 6limlere neden olan durum-
lardandir®. Kiint kafa travmasia neden olarak gocuk
olimlerine yol agan televizyon diigmesi kazalari, adli
6liim olgularindan olup dogal olmayan dliimlerdendir.
Ceza Muhakemesi Kanunu’nun (CMK) 159. Maddesi,
dogal olmayan bir 6lim meydana geldigi durumlarda,
durumun Cumbhuriyet Bagsavciligina bildirilmesi yU-
kiimliiliiglini getirmis olup bu kapsama giren hallerde
6liniin  gdmiilmesini ancak Cumbhuriyet savcisinin
yazili iznine baglamustir®. Adli liim olgularimin ihba-
rindan sonra, Cumhuriyet Savcisi yonetiminde adli
otopsi veya sadece adli 6li muayenesi yapildiktan
sonra defin ruhsati verilmektedir’. Bizim ¢alismamiz-
daki biitiin olgularin adli 6liim olgulart olmasi nede-
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niyle hepsine adli islemler (adli otopsi/adli 6lii mua-
yenesi) yapilmistir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére; Ulkemizde
digsal yaralanma ve zehirlenme nedenli 6liimler, 6liim
nedenleri arasinda 6. sirada gelmektedir. Cocukluk
cagi ile ilgili 6liimler incelendiginde bes yas alt1 6liim
oranlarmin yillar gegtikge azaldigi goriilmektedir®.
Calismamizda televizyon diigsmesi sonucu 6len ¢ocuk-
larin hepsi 1-4 yas arasinda idi. Literatiirde ¢ocukluk
cag1 kazalar1 incelendiginde en yiiksek oranin bizim
calismamiza benzer sekilde 1-4 yag arasi ¢ocuklarda
oldugu goriilmektedir®™. Mevcut galismamn verileri
incelendiginde kiz cinsiyetin iizerine televizyon diis-
mesi nedenli 6lim oran erkek cinsiyete gore daha
fazla bulunmustur. Bilimsel literatiir incelendiginde
cocukluk ¢ag1 travmalarinin cinsiyetle baglantis1 ko-
nusunda farkli sonu¢lar mevcuttur. Pakis ve ark., ¢o-
cukluk ¢agr1 travmalarinin %77.8’inin erkek cinsiyette
meydana geldigini gostermistir’. Korkmaz ve ark., ise
cocuk acil servisine travma nedeniyle bagvuran olgu-
larinin %50°sinden fazlasinin erkek hastalar oldugunu
bildirmistir'?>. Bununla birlikte Gzerine televizyon
diismesi sonucu 6len ¢ocuklar1 igeren bir ¢alismada,
olgularin %70’ini kiz ¢ocuklar 01usturmaktayd113.

Adli tibbi degerlendirmede kafatasinda tam kat kemik
kiriklari, epidural kanama, subdural kanama, SAK,
ventrikiil i¢i kanama, kafa i¢i yumusak doku kontiiz-
yonlar1 gibi patolojilerin varhigi, yasami tehlikeye
sokan yaralanmalardandir****. Calismadaki ¢ocuklarda
kafatas1 kemik kiriklar1 saptanmasinin nedeni olarak
cocuklar ayakta iken iizerine televizyon diigmesi sO-
nucu yaralanmalarina baglamaktayiz. Olgularin iki
tanesinde kafatasi kemigi kirigi olmamasima ragmen
SAK olmasimm ¢ocuklarin kafa kemiklerinin esnek
olmasindan dolay1 kirik olmadan beyin kanamasina
sebep olmasina baglamaktayiz. Olgularin ¢ogunun
hastane dncesinde veya hastanedeki ilk giinde éImele-
rinin sebebinin ise ciddi travma maruziyetinden kay-
naklandigimi diisiinmekteyiz.

Calismadaki kazalar mevsimsel olarak incelendiginde
en ¢ok olgunun yaz mevsiminde gerceklestigi goriil-
mektedir (Tablo). Literatlirdeki ¢alismalarda da bizim
sonuglarimiza benzer sekilde ¢ocukluk cagi kazalari-
nin yaz mevsiminde daha fazla oldugu goriilmekte-
dir?™>. Bunun sebebi olarak, ¢ocuklarin yaz mevsi-
minde hava sartlarindan dolay1 daha hareketli olma-
sindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak {izerine televizyon diismesi nedenli
olumler, dnlenebilir cocuk dlimlerindendir. Toplumun
temelini olusturan g¢ocuklarin sagliginin korunmasi
oncelikle ev ortamini onlar i¢in giivenli hale getirmek-
le olacaktir. Ev ortaminin c¢ocuklar i¢in uygun hale
getirilmesi, gerekli tedbirlerin alinmasi, ev kazalarin-
dan korunma yollar1 hususunda ailelerin egitilmesi ile
bu Slimlerin Oniine gegilebilir. Fakat alman tim ted-
birlere ragmen 6limlii bir kaza olmugsa CMK usdille-
rine uygun bir sekilde adli otopsi veya sadece adli 6l

muayenesi yapilip, 6liimiin nedeni ortaya konulmalidir.
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OZET

Klinigimizde gesitli adrenal bez patolojileri nedeniyle laparoskopik adrenalektomi (LA) uygulanan hastalarin intra-operatif ve post-operatif
sonuglarmi degerlendirmeyi amacladik. 2008 - 2020 yillar1 arasinda LA uygulanan hastalarin verileri retrospektif olarak degerlendirildi.
Hastalarimn yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikleri, adrenal kitlenin boyutu, operasyon siiresi, kanama miktar1, preop ve postop hemoglobin
degerleri, hastanede kalis siiresi, intraoperatif ve postoperatif komplikasyonlar a¢isindan degerlendirildi. Patoloji raporlar1 incelenerek kay-
dedildi. Calismaya 196’s1 (%60.3) kadin ve 129°u erkek olmak iizere toplam 325 hasta dahil edildi. Y0z elliyedi hastaya sag ve 168 (%51.7)
hastaya sol LA uygulandi. Ortalama yas 51.6 + 12.1 ve ortalama kitle boyutu 40.3 + 20.2 mm idi. Ortalama operasyon siiresi 97 + 36.2 dk ve
ortalama kanama miktar1 50.8 + 44.1 ml idi. Ortalama hastanede kalis siiresi 3.1 + 2.2 giin idi. intraoperatif donemde bir hastada distal
pankreas yaralanmasi, 2 hastada kanama ile toplam 3 hastada intra-operatif komplikasyon gelisti. Bir hastda agik cerrahiye gecildi. Post-
operatif donemde 7 hastada komplikasyon gorildi. Tim postoperatif komplikasyonlar ek girisime gerek kalmadan konservatif izlem ile
tedavi edildi. LA, adrenal kitlelerin cerrahi tedavisinde tecriibeli merkezlerde giivenle uygulanabilecek efektif ve minimal invazif bir tedavi
yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Adrenal kitle. Laparoskopik adrenalektomi. Sonuglar.
Retrospective Analysis of 325 Laparoscopic Adrenalectomy Cases: Single Center Experience

ABSTRACT

We aimed to evaluate intraoperative and postoperative outcomes of the patients who underwent laparoscopic adrenalectomy (LA) for various
adrenal gland pathologies in our clinic. The data of patients who underwent LA between 2008 and 2020 were evaluated retrospectively. The
demographic characteristics of the patients such as age and gender, size of the adrenal mass, operation time, estimated blood loss, preopera-
tive and postoperative hemoglobin, length of hospital stay, intraoperative and postoperative complications were evaluated. Pathology reports
were examined and recorded. A total of 325 patients, 196 (60.3%) female and 129 male, were included to study. Right LA was applied to
157 patients and left LA to 168 (51.7%) patients. The mean age was 51.6 £ 12.1 years and the mean tumor size was 40.3 + 20.2 mm. The
mean operation time was 97 + 36.2 minutes and the mean estimated blood loss was 50.8 + 44.1 ml. Mean length of hospital stay was 3.1 +
2.2 days. In the intraoperative period, distal pancreatic injury in one patient, bleeding due to vascular injury in 2 patients, at totally, intra-
operative complications developed in 3 patients. In one patient conversion to open surgery was needed. Complications were seen in 7 pa-
tients in the post-operative period. All post-operative complications were treated with conservative follow-up without the need for additional
intervention. LA is an effective and minimally invasive treatment method that can be safely applied in experienced centers in the surgical
treatment of adrenal tumors.

Key Words: Adrenal tumor. Laparoscopic adrenalectomy. Outcomes.
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Cerrahi girisim gerektirecek adrenal patolojiler hasta-
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neye yatan hastalarda 19/100,000 gibi gérece seyrek
goriilmekle birlikte son yillarda g6riintiileme teknikle-
rindeki ilerlemeler bu patolojilerin daha fazla teshis ve
tedavi edilmesine olanak saglanmustir™™. Cerrahi ge-
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rektiren adrenal kitleler genellikle hormon aktif kitle-
ler, 4 cm’den biyik non-fonksiyonel adenomlar veya
herhangi bir malignitenin adrenal metastazim diigiin-
diiren kitleler ve adrenal kaynakli maligniteler olarak
genellenebilir’. Adrenalektomiler agik cerrahi yontem
ve laparoskopik yontemler kullanilarak uygulanmak-
tadirlar. Acik operasyon batin duvarinda genis bir
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insizyon gerektirmekte postoperatif dénemde daha
yiiksek morbidite oranlar1 ve daha uzun hastanede
yatis siiresine neden olmaktadir®®. Gagner’in 1992 de
ilk laparoskopik adrenalektomiyi uygulamasindan’ bu
yana minimal invaziv tedaviler giderek énem kazana-
rak gunumizde laparoskopik adrenalektomi (LA)
benign adrenal Kkitlelerin cerrahi tedavisinde altin
standart yaklasim haline gelmistir®®*!. Adrenal glan-
din retroperitoneal bolgede olmasi, sag tarafta ¢ogu
zaman retrokaval bolgeye uzanmasi, derin yerlesimli
olmas1 ve diger bircok laparoskopik prosediire kiyasla
daha az sayilarda yapilan bir operasyon olmasi sebebi
ile ileri dizey zorlukta bir laparoskopik operasyon
olarak siniflandirilmaktadir.’? Reynolds ve ark.™ ise
LA 06grenmek i¢in deneyimli bir laparoskopistin az
sayida vaka yapmasmin yeterli oldugunu belirtmekle
birlikte Rieder ve ark. laparoskopik nefrektomiden
asinaligindan dolay1 bu yorumun sadece iirologlar igin
gegerli olabilecegini belirtmislerdir®.

LA icin retroperitonoskopik ve transperitoneal yakla-
simlar tarif edilmistir. Tercih edilecek yontem cerrahin
tecriibesi ve teknigine gore degismekle birlikte en sik
tercih edilen yontem transperitoneal anterior yakla-
simdir’.

Literatiirde yapilan c¢aligmalar incelendiginde LA
serilerinin sonuglariin operasyonlarin yapildig saglik
kurumlarmin profiline gore, operasyonu uygulayan
cerrahin tecriibesine gore ve kurumda yapilan yillik
operasyon sayisina gore degistigi izlenmektedir®**,
Biz bu ¢aligmada klinigimizin 12 yillik LA deneyimi-
ni sunmayi ve literatiir esliginde intraoperatif ve pos-

toperatif sonuglarini degerlendirmeyi amagladik.

Gerecg ve YOntem

Etik kurul onaymin alinmasinin (Uludag Universitesi
T1p Fakiiltesi Etik kurul no:2021-4/29) ardindan 2008
- 2020 y1llar1 arasinda klinigimizde adrenal bezde Kitle
tanisi ile LA uygulanan hastalarin verileri retrospektif
olarak degerlendirildi. Ayn1 seansta bilateral LA uygu-
lanan hastalar, preop tetktik ve goruntilemelerinde
adrenal bezin primer malignitesi siiphesi olan hastalar,
patolojisi adrenal bezin primer malignitesi (adrenokor-
tikal karsinom) olarak raporlanan hastalar, 18 yasin-
dan kiiciik hastalar ¢alismaya alinmadi. Tiim hastalar
Uroloji Anabilim Dal tarafindan transperitoneal late-
ral LA yontemiyle opere edildi. Hastalarin yas, cinsi-
yet gibi demografik dzellikleri, adrenal Kitlenin boyu-
tu, operasyon siiresi, kanama miktari, preop ve postop
hemoglobin degerleri, hastanede kalis siiresi, intraope-
ratif ve postoperatif komplikasyonlar agisindan deger-
lendirildi. Hastalarin patoloji raporlar1 incelenerek
kaydedildi. Kitle boyutu olarak, patoloji raporlarinda
Olgiilen tiimoér boyutu esas alindi. Operasyon slresi
kamera ve c¢aligma portlarinin yerlestirilmesinden
baglanarak cildin kapatilmasina kadar gegen siire ola-
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rak degerlendirildi. Kanama miktar1 ameliyat sirasinda
aspire edilen ve reseptale biriken sivi miktarinin 6l-
cumi olarak kaydedildi. Preop hemoglobin degeri
hastanin ameliyat Oncesi yatiginda degerlendirilen
laboratuar sonucu gore, postop hemoglobin degeri ise
ameliyat sonrasi birinci giindeki laboratuvar sonucuna
gore kaydedildi

Hastalar tamami ameliyat 6ncesi bilgisayarli tomog-
rafi veya manyetik rezonans goriintiileme ile deger-
lendirilmisti. Rutin olarak her hasta igin ameliyat
oncesi endokrinoloji konsultasyonu istenmis ve hasta-
larin hormon profilleri degerlendirilmisti. Hastalarin
ameliyat kararlar1 endokrinoloji klinigi ortak yapilan
konseylerde verildi. Postoperatif donemde hastalar
yine endokrinoloji tarafindan degerlendirilerek 6neri-
leri uygulandi. Hastalarin taburculuk sonrasi takipleri
yine dUroloji ve endokrinoloji bélumleri tarafindan
ortak olarak yapildi.

Bulgular

Hastalarin demografik 6zellikleri, intraoperatif sonug-
lar1 ve komplikasyonlar Tablo I’de sunulmustur. Ca-
ligmaya 345 hasta dahil edilmesinin ardindan dislama
kriterlerinden sonra kalan 325 hastanin 196°s1 (%60.3)
kadin ve 129’u erkek idi. 157 hastaya sag ve 168
(%51.7) hastaya sol LA uygulandi. Hastalarin ortala-
ma yast 51.6 = 12.1 ve ortalama kitle boyutu 40.3 =
20.2 mm idi. Ortalama operasyon siresi 97 + 36.2 dk
ve ortalama kanama miktar1 50.8 + 44.1 ml olarak
hesaplandi. Hastalarin ortalama preoperatif hemoglo-
bin degeri 12.9 £ 1.6 g/dL iken ortalama postoperatif
hemoglobin degerleri 12.1 £ 5.9 g/dL idi. Ortalama
hastanede kalig siiresinin 3.1 £ 2.2 giin oldugu belir-
lendi. Intraoperatif dénemde bir hastada distal pank-
reas yaralanmasi gelisti, iki hastada peroperatif kan
transfizyonu gerektirecek kanama ve bir hastada ka-
nama nedeniyle agiga gecilmesi ile toplam 4 hastada
intra-operatif komplikasyon gelisti. Postoperatif
komplikasyon; operasyon tarihinden sonraki 30 giun
icinde gelisen komplikasyonlar olarak tanmimlandi.
Postoperatif donemde 7 hastada komplikasyon goril-
dii. Komplikasyon gelisen hastalardan dordiiniinde
Clavien-Dindo siif (CDC) 1 (hafif derecede solunum
sikintis1), bir hastada CDC 2 (transfiizyon gerektiren
kanama), bir hastada CDC 3 (distal pankreas yaralan-
masina bagh pankreatik drenaj) ve bir hastada CDC 4
(intrakranyal hemoraji) komplikasyon gelisti. Hastala-
rin demografik verileri, operatif veriler ve postoperatif
komplikasyonlar Tablo I’de 6zetlemistir. Tiim posto-
peratif komplikasyonlar ek girisime gerek kalmadan
konservatif izlem ile tedavi edildi. Hastalarin patoloji
sonuglar1 Tablo 11’de 6zetlenmistir.
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Tablo I. Hastalarin demografik 6zellikleri, intraopera-
tif sonuglar ve komplikasyonlar.

Cinsiyet (Kadin/Erkek) (n) 196 /129
Yas (yil) 516+12.1
52 (21-88)
Taraf (Sag/Sol) (n) 157 /168
Boyut (mm) 40.3+20.2
36 (10-150)
Operasyon Siresi (dk) 97.0+36.2
90 (20-210)
Kanama Miktari (ml) 50.8+44.1
50 (10-500)
Hemoglohin (Preop/Postop) (mg/dL) 129+1.6/121+5.9
Hastanede kalis siresi (giin) 31+22
(ortalama, SD) |3 (1-26)
(medyan, min-max)
Postoperatif Komplikasyonlar (n)
Uzamis drenaj (Distal pankreas 1 (CDC3)
yaralanmasina sekonder)
Transfiizyon gerektiren kanama 1 (CDC 2)
Solunum sikntisi (Hafif derecede) |4 (CDC 1)
intrakranial kanama 1 (CDC 4)

n: sayl, mm: milimetre, dk: dakika, ml: mililitre, dL: desilit-
re, SD: standart sapma, min: minimum, max: maksimum,
CDC: Clavien- Dindo komplikasyon siniflamasi

Tablo Il. Hastalarin patoloji sonuglarina gore dagilimi

Adenom 159
Diger Benign Patolojiler 60
Feokromasitoma 57
Malign Feokromasitoma 1
Metastaz 48

Tartisma ve Sonug

Literatiirde LA konusunda yapilan ¢alismalarin sonug-
lar1 degerlendirildiginde LA, acik cerrahiye oranla
daha diisiikk mortalite ve morbidite oranlarina sahip
olmasi ve ayrica daha az post operatif agri, daha kisa
hastanede kalig siiresi ve daha iyi kozmetik sonuglar
gibi cesitli avantajlar saglamasinin yani sira. iizerinde
bir hayli tartigma olmakla birlikte LA’nin adrenokor-
tikal karsinom tedavisinde dahi agik adrenalektomi ile
benzer onkolojik sonuglar1 oldugunu bildiren galisma-
lar meveuttur™****°_ Klinigimizin LA serisi Avrupa ve
Birlesik Devletler’deki merkezlerle kiyaslanabilir
sayida olmasindan dolay1 bu ¢alismada serimizi analiz
ederek literatiir ile karsilagtirmayr ve bulgularimizi
paylasmayi planladik.

Laparoskopik adrenalektomi retroperitoneal veya
transperitoneal yaklasim ile uygulanabilir'. Her iki
yaklagimin gesitli avantaj ve dezavantajlart bulunmak-
tadir. Retroperitoneal yaklagim daha dnce abdominal

cerrahi Oykiisii olan hastada batin i¢i yapisikliklardan
uzak kalinmasina olanak saglarken, daha dar calisma
alan1 sunmasi nedeniyle 6zellikle biiyiik adrenal kitle-
lerin laparoskopik cerrahisinde zorluk olusturabilir™.
Suzuki ve ark retroperitoneal yaklagimi, 5 cm'den
kiclk adrenal kitlelerde ve yeterli cerrahi deneyime
sahip olunmasi halinde 6nermektedir®. Bununla bir-
likte transperitoreal yaklagimda karaciger, pankreas ve
dalak gibi adrenal beze komsu intraabdominal organ-
larin ekartasyonu gerekmektedir ve bu yaklasim daha
genis calisma alan1 saglayarak biiyiik boyutlu adrenal
kitlelerin laparoskopik cerrahisini miimkiin kilar™®. Biz
klinigimizde genis laparoskopik bdbrek cerrahisi de-
neyimimizden kaynaklanan tecriibemizden dolay1
rutin olarak transperitoneal lateral yaklasimi tercih
etmekteyiz.

Adrenal cerrahilerde énemli bir konu da adrenal kitle-
nin boyutudur. Bu parametrenin énemi hem biytk
kitlelerin cerrahi diseksiyonu ve eksizyonundaki zor-
luklardan, hem de kitle boyutunun artmasi ile maligni-
te riskinin dogru orantili sekilde yiikselmesinden kay-
naklanmaktadir, Alemanno ve ark. yaymladig: derle-
mede 4 cm’den kiglk adrenal kitlelerde malignite
riski %2’nin altinda iken bu oran 6 cm’nin {izerin-
de %25 olarak belirtilmistir”. Guniimizde bilyik
boyutlu kitlelerde LA'min giivenle uygulanabilecegini
bildiren yaymlar bulunmaktadir'®?, Biz ¢alismamizda
ortalama kitle boyutu 40.3 + 20.2 mm ve medyan 36
(10-150) mm olarak saptadik.

Peroperatif kanama, L A’da en sik goriilen komplikas-
yonlardan olmakla birlikte agik cerrahiye gegisi gerek-
tirebilmektedir®®. Farkli galismalarda farkli agi3a gegis
oranlar1 bildirilmekle birlikte genel olarak ag¢ik cerra-
hiye gecis oranlari %0.2 ile %6.2 arasinda degismek-
tedir®®. Bizim ¢ahismamizda sadece bir hastada (%0.3)
acik cerrahiye gecilmistir ve oransal olarak literatiir-
deki bildirilen g¢aligmalar ile uyum gostermektedir.
Laparoskopik adrenaleketomi uygulanan hastalarda
transflizyon gerektirecek kanama %0 ila %13.5 ara-
sinda degismektedir®. Kanama nedeni daha ¢ok adre-
nal bezin etraf dokulardan diseksiyonu veya strrenal
venin diseksiyonu ve kapatilip ligasyonu sirasinda
ortaya cikabilmektedir. Carter ve ark.’nin ve bizim
onceki caligmamizda belirtildigimiz gibi 6 cm’den
biiyiik kitlesi olan hastalarin daha kiigiik kitlesi olanla-
ra kiyasla daha fazla kanadigimi gésteren caligmalar
olmakla birlikte'® bizim serimizdeki kanama miktari
ortalama 50.8 + 44.1 ml olup genis hasta serileri olan
caligmalar ile uyumludur. Agik cerrahiye gecis ve
kanama miktarimizin diisiik olmasini klinigimizin
gerek LA, gerekse laparoskopik bdbrek cerrahisindeki
yiiksek tecriibemize bagh oldugunu distinmekteyiz.

Operasyon zamani ele alindiginda, literatiirde operas-
yon siresini etkileyen faktorlerin ne oldugu tizerine
bir fikir birligi yoktur. Baz1 ¢aligmalar 6 cm’den bu-
yiik kitlelerde operasyon siiresinin daha uzun oldugu-
nu belirtmekte iken, bazi ¢aligmalar ise kitle boyutu-
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nun operasyon siiresini etkilemedigi sonucuna varmis-
tir®®?’. Tiberio ve ark. calismasinda ise multivariate
analizde 140 dk’y1 asan operasyon siiresinin periope-
ratif komplikasyonlarla iligkili oldugunu saptamislar-
dir®. Bizim serimizde operasyon siiremiz literatiir ile
benzer olarak ortalama 97 + 36.2 dk, medyan 90 (20-
210) dk olarak hesaplanmustir.

Laparoskopik cerrahiler agik cerrahilere gore hastane-
de kalis siiresi agisindan daha avantajhidir®®. Giincel
bir makalede 4 cm’den daha buyik adrenal kitleler
icin yapilan LA’ nin hastanede kalis siiresini uzattigi,
yine benzer olarak bagka bir ¢aligma ise 5 cm tizerin-
deki kitleler icin ayn1 sonucu belirtilmistir’®®*. Bu
sonuglardan farkli olarak Carter ve ark. Yaptiklar
caligmada 6 cm’den kii¢iik ve 6 cm’den biiyiik adrenal
feokromasitomalarda hastanede kalis siiresi agisindan
fark saptamamuglardir®. Literatirde Carter ve ark.
Caligmasi ile benzer sonuglar bildiren c¢aligmalar da
meveuttur®®333, Hastanede kals siiresi ile iliskilendi-
rilen baska bir faktdr de hastalarin ASA skorlaridir.
Chen ve ark. ASA skorunun >3 olmasinin komplikas-
yon gelisimi ve hastanede kalis siiresini uzatan bagim-
siz bir faktoér oldugunu bildirmiglerdir. Biz calisma-
mizda literatiir ile uyumlu olarak hastanede kalig siire-
sini ortalama 3.1 £ 2.2 giin olarak hesapladik.

Sonug olarak LA, adrenal adenokarsinom cerrahisin-
deki yeri tartismali olmakla birlikte, bunun digindaki
adrenal Kitlelerin cerrahi tedavisinde dzellikle tecriibe-
li merkezlerde guvenle uygulanabilecek efektif ve
minimal invazif bir cerrahi yontemdir.
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Kronik Olarak intraserebroventrikiiler Enjekte Edilen
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OZET

Merkezi sinir sistemi icerisinde norotransmitter ve néromodulator etkiye sahip histamin, davranig durumunun, biyolojik ritmin, viicut agirh-
ginin, enerji metabolizmasinin, termoregiilasyonun, sivi dengesinin, stresin ve tiremenin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Histaminin
merkezi akut enjeksiyonlarinin hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aks igerisinde etkili oldugunu ve histaminin merkezi H; ve H, reseptor-
lerinin bu etkiye aracilik ettigini gosterdik. Fakat ¢aligmalarda, histaminin ve histamin resept6r antagonistlerinin uzun siireli merkezi tedavi-
lerinin HPG aks igerisindeki etkilerine dair agiklayict bir bilgi bulunmamaktadir. Caligmada, kronik olarak intraserebroventrikiiler (i.s.v.)
enjekte edilen histamin ve antagonistlerinin hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aksta rol oynayan, gonadotropin salgilatict hormonun
(GnRH), folikiil stimiile edici hormonun (FSH), liiteinlestirici hormonun (LH) ve testosteron hormonunun plazma seviyelerine etkileri arasti-
rilmigtir. Calisma Sprague-Dawley 1rki siganlarda gergeklestirilmistir. Histamin (100 nmol), histaminerjik H1 reseptor antagonisti klorfeni-
ramin (100 nmol), histaminerjik H2 reseptor antagonisti ranitidin (100 nmol) veya histaminerjik H3/H4 reseptor antagonisti tiyoperamid (100
nmol) i.s.v. olarak 7 giin boyunca enjekte edilmistir. Histamin ve antagonistlerinin kronik enjeksiyonu GnRH’nin plazma seviyelerinde
anlamli bir fark olusturmamustir. Kronik histamin veya klorfeniramin tedavisi sonucu plazma FSH seviyelerinde artis (p<0,05) ve LH ve
testosteron (p<0,05) seviyelerinde ise bir diisiis gozlenmistir. Kronik ranitidin veya tiyoperamid tedavisi ise plazma FSH dizeylerinde bir
etki olusturmamig fakat LH ve testosteron seviyelerinde artiglara neden olmustur (p<0,05). Sonug olarak elde edilen veriler, histamin ve
merkezi H; reseptor antagonistinin uzun sureli tedavisinin, LH ve testosteron seviyeleri iizerinde inhibe edici etkilere sahip oldugunu goster-
mektedir. Bunun yaninda, merkezi H, ve Ha/H, reseptor antagonistleri ile yapilan kronik tedavinin tiremenin diizenlenmesine katki saglayabi-
lecegi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Histamin. Histamin antagonistleri. Merkezi Sinir Sistemi. Hipotalamo-hipofizer-gonadal aks. intraserebrovent-
rikuler.

The Effect of Chronically Intracerebroventricular Injected Histamine and Its Antagonists on the Hypothalamic-Pituitary-Axis

ABSTRACT

Histamine, which has neurotransmitter and neuromodulatory effects in the CNS, has a key role in regulating behavioral state, biological
rhythm, body weight, energy metabolism, thermoregulation, fluid balance, stress, and reproduction. We have shown that acute central injec-
tions of histamine are effective in the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis and that histamine central H,/H, receptors mediate this
effect. However, there is no explanatory information about the effects of long-term central treatments of histamine and histamine receptor
antagonists in the HPG axis in studies. In the study, the effects of chronically intracerebroventricular (i.c.v.) injected histamine and its antag-
onists on plasma levels of gonadotropin-releasing hormone (GnRH), follicle-stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), and
testosterone hormone, which play a role in the HPG axis, were investigated. Studies were performed in male Sprague-Dawley rats. Hista-
mine (100 nmol), histaminergic H1 receptor antagonist chlorpheniramine (100 nmol), H2 receptor antagonist ranitidine (100 nmol), or
H3/H4 receptor antagonist thioperamide (100 nmol) was injected i.c.v. for 7 days. Chronic injection of histamine and its antagonists did not
make a significant difference in plasma levels of GnRH. Chronic histamine or chlorpheniramine treatment increased plasma FSH levels
(p<0,05) and decreased LH/testosterone levels (p<0,05). Chronic ranitidine or thioperamide treatment did not have an effect on plasma FSH
levels but caused increases in LH and testosterone levels (p<0,05). The resulting data suggest that long-term treatment of histamine and
central H1 receptor antagonist has inhibitory effects on LH and testosterone levels. Besides, it appears that chronic treatment with central H,,
Ha/H, receptor antagonists can contribute to the regulation of reproduction.

Key Words: Histamine. Histamine Antagonists. Central Nervous System. Hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Intraserebroven-
tricular.
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Hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aks, Uremenin
diizenlenmesinde gorev yapan, birbiriyle baglantili
ndral ve endokrin sisteminlerin humoral bir bileseni-
dir'. Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) néron-
lar1 GnRH {iretimi yoluyla hipofiz gonadotroplari
tizerindeki bir membran reseptoriine baglanir. Bdylece
folikiil uyarict1 hormonun (FSH) ve luteinize edici
hormonun (LH) biyosentezini ve salgilanmasini uya-
rarak bu aksta merkezi diizenleyici bir rol oynar’.
Hipotalamustan GnRH salinimi her saatte bir veya
giinde birka¢ kere olacak sekilde pulzatif olarak ger-
ceklesir. Koyunlarda hipotalamo-hipofizer portal
sistemden direkt olarak GnRH 6l¢timleri, aralikli
GnRH salinimlarinin, her plazma LH artisindan he-
men 6nce gerceklestigini gdstermektedir’. Bu nedenle
pulzatif bir hormon oldugundan LH artiglarinin GnRH
artiglarini géstermek agisindan dnemli bir kanit olabi-
lecegine inanilmaktadir. FSH ve LH testikiiler fonksi-
yonun kontroliinde 6nemli rollere sahiptir. LH, testis-
lerde leydig hicrelerinden testosteronun (retimini
uyararak sirastyla seksiiel ve anabolik olaylarin ger-
ceklesmesine ve ayrica sertoli hiicreleri Uzerindeki
parakrin etkisiyle spermatogenezin korunmasina kat-
kida bulunur®. Sicanlar ve fareler iizerinde yapilan
caligmalar, testosteronun spermatogenez igin cok
6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
calismalar testosteronun, erkek genitallerinin farkli-
lagmasi1 ve biiyiimesi i¢in gerekli oldugunu da ortaya
koymaktadir®. FSH, ergenlik éncesi dénemde sertoli
hiicre ¢ogalmasini uyarir ve testislerin boyutu ile
spermatogenezin miktar1 dahil olmak iizere apoptozu
kisitlayan bir faktor olarak islev goriir®. Bu nedenle
FSH'nin ana etkisi, testosteronun yani sira sperm ure-
timinin artmasina katkida bulunmaktadir®. Testis hor-
monlart, GnRH hormon salmimini disiirerek veya
GnRH stimiilasyonunda hipofizer duyarlilig1 diisiire-
rek FSH ve LH salinimini azaltir. Erkeklerde ekzojen
olarak testesteron uygulanmasmin, GnRH salinimiin
sikligin1 6nemli dl¢lide azalttigi, FSH ve LH salinimi-
1 inhibe ettigi bildirilmistir®’. HPG aksin fonksiyo-
nuna bagli bu hormonal diizenleme, merkezi sinir
sisteminde norotransmisyon tarafindan kontrol edil-
mektedir. Bu nérotransmisyonda simdiye kadar araci-
l1g1 olan bir¢ok norotransmitter ve/veya noromodiila-
toriin etkisi gosterilmistir.

Histamin, hem sinir sisteminde bir norotransmiter
olarak hem de sinir dis1 dokularda bir sinyal molekiilii
olarak bilinmektedir®. Mast hiicrelerinin testiste peri-
ferik histaminin ana kaynag oldugu gosterilmistir®.
Testislerden salinan histaminin testiste steroidojenik
aktiviteyi diizenledigi'® ve hem periferik H, hem de H,
reseptorlerinin aracilifi ile Leydig hiicre fonksiyonu-
nun diizenlenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir'’.
Bu caligmalar, periferal histaminin erkek iiremesinde
cok Onemli bir role sahip oldugunu kanitlamaktadir.
Beyindeki histaminin ana kaynagi ise ndronlar ve
mast hiicreleridir'?. Histaminerjik reseptorler aracili-
giyla bir norotransmiter gorevi gbren merkezi hista-
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minin, enerji dengesi, susama, agri, 6grenme ve hafiza,
dolasim ve solunum sisteminin diizenlenmesi gibi ¢ok
sayida merkezi sinir sistemi fonksiyonunu moddle
ettigi gosterilmistir'**®. Histaminerjik noéronlarm hiic-
re gdvdeleri, arka hipotalamusun tuberomamiller ce-
kirdeginde bulunmaktadir®’ ve bu bélgeden ¢ikan
histaminerjik lifler GnRH noronlarmin bulundugu
mediobazal hipotalamus ve medial preoptik alana
kadar uzanmaktadir. Yine bu bolgelerde bol miktarda
histaminerjik reseptoriin varligi da bildirilmigtir®**,
Merkezi histamin, hipotalamusta bir nérotransmiter
olarak 6nemli bir role sahiptir ve adrenokortikotropik
hormon®, beta-endorfin?, alfa-melanosit uyaric1 hor-
mon® ve prolaktin® dahil olmak Uzere hipotalamik
aktivasyon yoluyla hipofiz hormonlarinin néroendok-
rin regiilasyonunu dolayli olarak modiile ettigi rapor-
lanmistir'®**?# - Ayrica, vazopressin ve oksitosin
sekresyonlarinin da histamin tarafindan uyarildigi
ortaya konmusturzs. Bunun yaninda, merkezi histami-
nerjik reseptorlerin, 6zellikle merkezi H; reseptorleri-
nin, histamin tarafindan dizenlenen ndéroendokrin
kontrole katkida bulundugu bilinmektedir. Caligmalar
ayrica, histaminin HPG aksin diizenlenmesinde de
gorev aldigini gostermektedir. Bununla birlikte, mer-
kezi histaminin, kadimlarda GnRH saliniminin néro-
endokrin kontroliinde 6nemli bir role sahip oldugu
belirtilmektedir'®?. Caligmalarda, histaminin kadin-
larda GnRH iizerinden LH salinimin artirdigr ve ayri-
ca Ostrojen kaynakli LH salmimina H; reseptorleri
iizerinden aracilik ettigi bildirilmistir'®**?’,

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalardan elde edilen veri-
ler gbz Oniine alinarak yakin zamanda laboratuvari-
mizda gerceklestirdigimiz bir ¢aligmada, akut olarak
merkezi uygulanan histaminin plazma tGreme hormon-
lar1 (GnRH, LH, FSH, testosteron) seviyelerini artir-
digmm1 ve bu artislara merkezi histaminin H; ve H,
reseptorlerinin aracilik ettigini gosterdik. Ortaya koy-
dugumuz bu sonuglar akut olarak uygulanan egzojen
histaminin etkilerinin aydinlatilmasia yonelik olup,
kronik olarak uygulanan histamin veya antagonistele-
rinin iiremede gorevli hormonlar1 nasil etkileyecegine
dair bir kanit iretmemektedir. Bu veriler 1s1§inda
literatiirdeki bu eksigi gidermek adina bu ¢aligmamiz-
da, kronik olarak merkezi yolla uygulanan histamin ve
antagonistlerinin endojen histamin manipilasyonuna
bagli iireme hormonlart {izerindeki olasi etkilerinin
aydinlatilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar

Caligmada Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nden saglanan 250-
300 g agirliginda Sprague-Dawley tiirii 35 adet erigkin
erkek sigan kullanildi. Laboratuvar ortamina adaptas-
yonlart i¢in siganlar, uygulamalardan bir hafta once
deney hayvanlari merkezinden alindi1 ve her kafeste 3
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hayvan olacak sekilde yem ve su alimlar1 ad libitum
olarak yapildi. Hayvanlarin bulundugu odanin 1sis1 20-
24°C, nemi %60-70 degerlerinde sabit tutuldu. Oda 12
saat aydinlik/12 saat karanlik (07:00-19:00 saatleri
arast aydmlik) dongiisiiyle aydinlatildi. Caligmadaki
tim cerrahi ve deneysel uygulamalar, Bursa Uludag
Universitesi Etik Kurul Komitesi tarafindan 2021-
03/06 Karar No ile onaylandi.

Genel Hazirlik ve Cerrahi Islemler

Siganlar, sevofluran (%2-4 / %100 O,) ile anestezi
altina alindi. Anestezi altinda, sicanlarin kafataslari
stereotaksik alete yerlestirilerek sabitlendi ve kafa
derisi orta hattan kesilip kemik net bir sekilde ortaya
cikarildi. Intraserebroventrikiiler (i.s.v) yolla ilaglarin
verilmesi i¢in Paxinos ve Watson’un Sican Beyin
Atlasi’nda belirtilen koordinatlara gére bregmanin 1,0
mm posterioru, orta hattin 1,5 mm lateralinde kafata-
sina bir delik acilarak, 22 G’lik paslanmaz ¢elik igne-
den hazirlanmis kafatasindan itibaren 4,5 mm vertika-
le ulasacak olan kilavuz kaniil bu delikten sokularak
lateral ventrikiile dogru itildi. Bu sekilde i.s.v icin
yerlestirilen kilavuz kaniil dis¢i akriligi ile kafatasina
tutturuldu. Kilavuz kaniil kullanilmadiginda, kilavuz
kaniiliin i¢inden sterilize edilmis 28 G’lik paslanmaz
celik tikayict bir kaniil gegirildi. Daha sonra siganlar
ayr1 kafeslere yerlestirildi ve 1 giin boyunca anestezi
etkisinin ortadan kalkmasi i¢in beklenildi. Cerrahi
islemlerin ardindan sig¢anlar, ¢aligma boyunca her giin
penisilin (0,3 mg / kg; kas i¢i) ve ayrica buprenorfin
(25 ng/ kg; deri altr) ile tedavi edildi.

Deneysel Protokol

Caligmada kronik olarak uygulanacak histamin ve
antagonistlerinin GnRH, FSH, LH ve testosterone
hormonlari {izerine etkisini gostermek icin hayvanlar 5
gruba ayrildi. Her gruba ayri bir ilag enjeksiyonu
yapildi. Bu dogrultuda hayvanlara i.s.v yolla %0,9’luk
tuzlu su (5 pL; n=7), histamin (100 nmol; n=7), his-
taminerjik H; reseptdr antagonisti klorfeniramin (100
nmol; n=7), histaminerjik H, reseptdr antagonisti
ranitidin (100 nmol; n=7) veya histaminerjik Ha/H,4
reseptdr antagonisti tiyoperamid (100 nmol; n=7)
enjeksiyonlart yapildi. Enjeksiyonlar 7 giin boyunca
her gin sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda
gergeklestirildi. Enjeksiyonlarin  ardindan plazma
hormon dizeylerinin belirlenmesi icin 30. dakikada
orbital sinus punksiyonu yoluyla hayvanlardan 250 pL
kan ornegi toplandi. 7. giin deneysel caligmalarin
bitiminde hayvanlara derin anestezi altinda dekapita-
syon islemi uygulandi.

Kan Orneklerinin Toplanmas:

Siganlar, sevofluran (%2-4/%100 O,) ile anestezi
edildi. Anestezi altinda, plazma hormon diizeylerinin
belirlenmesi icin gerekli kan drneklerinin toplanabil-
mesi amactyla siganlardan heparinli kapiller tiipler
kullanilarak orbital sinus punksiyonu yapildi. Orbital

sinus punksiyonu igin kapiller tip goziin i¢ agisindan
yavasca cevrilerek goz yuvarlagi dogrultusunda da-
marlara dogru ilerletildi ve tiipiin damarlar1 yirtmasi
sonucu olusan kanama ile kan ince pipetin kapillaritesi
sayesinde disar1 alindi. Caligmaya 7 giin boyunca
devam edildi ve hergiin i¢in ayn1 deneysel protokole
bagli kalinarak uygulama gerceklestirildi. Kan topla-
nan bélgede meydana gelebilecek hasarlanmayi en aza
indirmek icin kan 6rnekleri, hergiin ayni siganda farkli
bir g6z kullanlarak alindi. Sicanlarin her birinden
glinliik 250 pL kan toplandi. Kanlar, icerisinde EDTA
iceren soguk polipropilen tiiplere alindi ve hemen
ardindan +4°C’de 14,000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilerek plazmalari ayrildi. Ayrilan plazmalar
6l¢lim giiniine kadar -20°C'de sakland.

Plazma GnRH, FSH, LH ve Testosteron Seviyelerinin
Belirlenmesi

GnRH (Cat.No.: E-EL-0071), LH (Cat.No.: E-EL-
R0026), FSH (Cat.No.: E-EL-R0391), ve testos-
teronun (Cat.No.: E-EL-0155), plazma konsantra-
syonlar;, enzim immunoassay (ELISA) yontemi
kullanilarak kitlerde belirtilen talimatlara uygun sekil-
de sirastyla pg/mL, mIU/mL, ng/mL ve ng/mL olarak
olgiildii. Tim sigan kitleri Elabscience Biyoteknoloji
Co, Ltd. Wuhan, PCR’den satin alind.

Tlaglar ve Intraserebroventrikiiler Yolla Ila¢ Uygu-
lanmasi

Calismada  kullanilan  histamin,  klorfeniramin,
ranitidin ve tiyoperamid Sigma-Aldrich Co. (Deisen-
hofen, Almanya) firmasindan temin edildi. flag soli-
syonlart deney giiniinde %0,9’luk tuzlu su i¢inde taze
olarak hazirlandi. Ilaglarmn dozlar1 6nceki ¢aligma-
larimizdan segilmistir****%,

Intraserebroventrilkiiler yolla ilag enjeksiyonlar top-
lam 5 pL iginde yapildi ve bu miktar sivi 60 saniye
boyunca yavag infiizyon tarzinda uygulandi.

Istatistiksel Analiz

Calismadaki tiim sonuglar 7 sicanin “‘ortala-
maz+standart hatas1” olarak verilmistir. Elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi iki yonlii tekrarlanan
RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile
yapilmugtir. p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli
sayilmistir.

Bulgular

Histamin ve Antagonistlerinin Plazma GnRH, FSH,
LH ve Testosteron Hormon Seviyelerine Etkisi

Kronik olarak uygulanan merkezi enjeksiyonlarin 7.
ginlnun sonunda alman kan oOrneklerinden yapilan
ELISA testlerinde histamin ve antagonistlerinin plaz-
ma GnRH hormon seviyesi (zerinde herhangi bir
anlaml1 yanit olusturmadigi goriilmiistiir (Sekil 1).
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Sekil 1.

Histamin ve Merkezi Reseptor Antagonistlerinin
Plazma GnRH Seviyelerine Etkisi. Siganlar kronik
olarak tuzlu su (5 uL, i.s.v.; n=7), histamin (100
nmol; i.s.v.; n=7), klorfeniramin (100 nmol; i.s.v.;
n=7), ranitidin (100 nmol; i.s.v.; n=7) veya tiyopera-
mid (100 nmol; i.s.v.; n=7) ile 7 glin boyunca tedavi
edildi. Sonuclar, tedavi 6ncesine gore (0. giin) 7. glin-
deki % degisimi gostermektedir. Veriler 7 sicanin
“ortalamazxstandart hatasi” olarak verilmistir. Elde
edilen sonuglarin degerlendirilmesi iki yonlii tekrar-
lanan RM-ANOVA ’yi takiben Bonferroni testi ile
yapilmistir. *p<0,05, tedavi éncesi (0. glin) gruplara
gore anlamli farkr gostermektedir. 1.5.v.; intraserebro-
ventrikiiler, GnRH,; gonadotropin salgilatict hormon,
TS; tuzlu su, H; histamin, K; klorfeniramin, R; raniti-
din, T; tiyoperamid.

7. gin sonunda kronik olarak merkezi uygulanan his-
tamin ve merkezi H; reseptdr antagonisti klorfenira-
min enjeksiyonlar1 sonras1 bazal degerlere gore plaz-
ma FSH hormonu seviyelerinde artiglar olusmustur
(Sekil 2). Merkezi H, reseptdr antagonisti ranitidin ve
Ha/H,4 reseptdr antagonisti tiyoperamid enjeksiyonlari
ise plazma FSH hormon seviyelerinde herhangi bir
degisiklik olusturmamustir (Sekil 2).

Plazma LH hormon seviyelerinde ise uzun sireli
merkezi enjeksiyonlar sonrasinda histamin ve merkezi
H; reseptdr antagonisti klorfeniramin enjeksiyonlari
sonrasinda bazal degerlere gore plazma LH hormon
seviyelerinde azalma gorilirken merkezi H, reseptor
antagonisti ranitidin, merkezi Ha/H, reseptdr antago-
nisti tiyoperamid enjeksiyonlar1 sonrasi plazma LH
hormon miktarlarinda artiglar meydana gelmistir
(Sekil 3).

Yine kronik i.s.v. enjeksiyonlar sonrasinda plazma
testosteron seviyeleri tzerinde histamin ve H, reseptor
antagonisti klorfeniramin bazal degerlere gore plazma
testosteron hormon seviyelerinde azalma olustururken
merkezi H, reseptdr antagonisti ranitidin, merkezi
Ha/H, reseptor antagonisti tiyoperamid uygulanan
gruplarda plazma testosteron hormon miktarlarinda
artiglar gézlemlenmistir (Sekil 4).

214

B. Altinbas, ark.

115 4 .
. 0. Gln

3 7.Gin *
110 A

105 +
100 +

95 A

FSH Degisim (%)

90 -

85 -

80 -
TS H K R T
Sekil 2.

Histamin ve Merkezi Reseptdr Antagonistlerinin
Plazma FSH Seviyelerine Etkisi. Sicanlar kronik ola-
rak tuzlu su (5 pL; i.s.v.; n=7), histamin (100 nmol;
i.5.v.; n=7), klorfeniramin (100 nmol; i.s.v.; n=7),
ranitidin (100 nmol; i.s.v.; n=7) veya tiyoperamid
(100 nmol; i.s.v.; n=7) ile 7 glin boyunca tedavi edildi.
Sonuclar, tedavi dncesine gore (0. guin) 7. glindeki %
degisimi gostermektedir. Veriler 7 sicanin “ortala-
mazxstandart hatast” olarak verilmistir. Elde edilen
sonug¢larin degerlendirilmesi iki yonlii tekrarlanan
RM-ANOVA ’yi takiben Bonferroni testi ile yapilmistir.
*p<0,05, tedavi 6ncesi (0. giin) gruplara gére anlamh
fark: géstermektedir. 1.5.v.; intraserebroventrikiler,
FSH; folikil stimile edici hormon, TS; tuzlu su, H;
histamin, K; klorfeniramin, R; ranitidin, T; tiyopera-

mid.
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Sekil 3.

Histamin ve Merkezi Reseptdr Antagonistlerinin
Plazma LH Seviyelerine Etkisi. Siganlar kronik olarak
tuzlu su (5 uL, i.s.v.; n=7), histamin (100 nmol; i.s.v.;
n=7), klorfeniramin (100 nmol; i.s.v.; n=7), ranitidin

(100 nmol; i.s.v.; n=7) veya tiyoperamid (100 nmol;
i.s.v.; n=7) ile 7 giin boyunca tedavi edildi. Sonuclar,
tedavi 6ncesine gore (0. glin) 7. glindeki % degisimi
gostermektedir. Veriler 7 sicamin “ortalamatstandart
hatast” olarak verilmistir. Elde edilen sonuclarin
degerlendirilmesi iki yonli tekrarlanan RM-
ANOVA yi takiben Bonferroni testi ile yapilmigtir.
*p<0,05, tedavi dncesi (0. giin) gruplara gére anlamh
fark: géstermektedir. 1.5.v.; intraserebroventrikiler,
LH; Liiteinlestirici hormon, TS, tuzlu su, H; histamin,
K; klorfeniramin, R; ranitidin, T; tiyoperamid.
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Sekil 4.

Histamin ve Merkezi Reseptdr Antagonistlerinin
Plazma Testosteron Seviyelerine Etkisi. Sicanlar kro-
nik olarak tuzlu su (5 uL; i.s.v.; n=7), histamin (100
nmol; i.s.v.; n=7), klorfeniramin (100 nmol; i.s.v.;
n=7), ranitidin (100 nmol; i.s.v.; n=7) veya tiyopera-
mid (100 nmol; i.s.v.; n=7) ile 7 glin boyunca tedavi
edildi. Sonuclar, tedavi 6ncesine gore (0. gun) 7. glin-
deki % degisimi gostermektedir. Veriler 7 siganin
“ortalamazxstandart hatasi” olarak verilmistir. Elde
edilen sonuglarin degerlendirilmesi iki yonlii tekrar-
lanan RM-ANOVA ’yi takiben Bonferroni testi ile
yapilmistir. *p<0,05, tedavi 6ncesi (0. glin) gruplara
gore anlamli fark gostermektedir. 1.5.V.; intraserebro-
ventrikiler, TS; tuzlu su, H; histamin, K; klorfenira-
min, R; ranitidin, T; tiyoperamid.

Tartisma ve Sonug¢

Calismanin sonuglari, kronik olarak merkezi uygu-
lanan histamin ve antagonistlerinin plazma GnRH
hormon seviyeleri tizerinde istatistiksel olarak anlamli
bir etki olusturmadigini ortaya koymaktadir. Diger
taraftan kronik olarak i.s.v. uygulanan histaminin ve
merkezi H; reseptdr antagonisti klorfeniramin en-
jeksiyonlar1 sonucunda plazma FSH hormon seviye-
lerinde tuzlu su grubuna gore sirasiyla %11 ve %12
oraninda artislar olusurken, plazma LH seviyelerinde
sirastyla %17 ve %19, plazma testosteron seviye-
lerinde ise sirasiyla %21 ve %31 oraninda azalmalarin
oldugu gorilmiistiir. Ayrica, merkezi H, reseptdr an-
tagonisti ranitidinin ve Hs/H, reseptdr antagonisti
tiyoperamidin uzun siireli merkezi enjeksiyonlarinin
sonucunda plazma LH seviyelerinde sirasiyla %10
ve %15, testosteron seviyelerinde ise sirastyla %15
ve %74 oraninda artislarin olustugu ancak plazma
FSH hormon seviyelerinde herhangi bir degisiklik
olusmadig goriilmektedir.

Hipotalamik GnRH hipofizden gonadotropinlerin
sentezini ve sekresyonunu kontrol eden bir dekapep-
titdir®. GnRH hormonu hipotalamik nérosekretuar
hiicrelerden pulzatil olarak salgilanip hipofize
Ozellesmis bir portal sistem araciligiyla adenohipofize
taginirak burada LH ve FSH hormonlarinin sentezini

ve sekresyonunu uyarmaktadir®®. Hipofiz tizerindeki
olusturdugu bu etki ile dolayl1 olarak gametogenez ve
steroidogenez lizerinde Onemli etkiler olusturmak-
tadir®®. Testis hormonlari, hem GnRH {iretimini azal-
tarak hem de hipofiz gonadotroplarinin GnRH
stimiilasyonuna duyarliligini azaltarak gonadotropin
salinimi {izerinde negatif geri bildirime neden olmak-
tadir. Bu durumla uyumlu olarak, egzojen testosteron
uygulamasinin  erkeklerde ~ GnRH  pulzasyon
frekansinda belirgin bir yavaslamay: indiikledigi® ve
dogrudan hipofiz etkisi ile LH ve FSH salinimini
engelledigi gosterilmistir’. Erkeklerde LH, leydig
hiicrelerinden testosteron sentezini uyarirken FSH,
spermatogenezi uyarmak icin sertoli ve germ hiicrel-
erine etki etmektedir. Ayrica LH, intra-testikiler tes-
tosteron salinimimi da uyararak dolayli olarak sper-
matogenezi tegvik eder®®, FSH, sertoli hiicrelerindeki
reseptorlerine ve testisteki spermatogonial membran-
lara baglanir ve spermatogenezin baslangicinda ve
normal sperm Uretiminde dnemlidir®.

Histaminin Gremenin kontrolinde 6nemli bir role
sahip oldugu bildirilmektedir'®°, Merkezi histaminin,
muhtemelen seks steroidlerine olan duyarliligi ve
HPG aks ile olan etkilesimi nedeniyle, cinsiyete 6zgu
cesitli gelisimsel, tireme ve davranigsal beyin
islevlerinde rol oynadigi goriilmektedir®. Erkek
sicanlarda  yapilan  caligmalar, kastrasyonun
hipotalamik ~ histamin  diizeylerini  artirdigini
gostermektedir®. Bunun yani sira, histamin eksikligi
olan (HDC-KO) farelerin yuksek testis ve serum an-
drojen seviyelerine sahip oldugu, ancak testis
agirhiginin azaldig: ve ciftlesme davraniglart ve cinsel
uyarilmalarinin da gii¢lii bir sekilde bozuldugu bild-
irilmistir’®. Yakin zamanda erkek siganlar iizerinde
yaptigimiz bir calismada histaminin akut olarak
merkezi uygulanmasinin HPG aksta gorevli GnRH,
FSH, LH ve testosteron hormonlarinin plazma seviye-
lerinde artislara yol agtigim gosterdik®. Simdiki
calismada ise uzun siireli merkezi histamin en-
jeksiyonlar1 sonucunda GnRH hormonunun plazma
seviyelerinde herhangi bir degisimin olmadigini, FSH
hormonunun plazma seviyelerinde ise artiglarin
olustugunu ortaya koyduk. Ayrica, kronik olarak
merkezi histamin uygulamasi sonrast LH ve testos-
teron hormonlarinin plazma seviyelerinde azalmalarin
oldugunu gosterdik. Caligsmalarda merkezi histamin
uygulamasinin, 6n hipofiz bezinden FSH ve LH hor-
monu salgilanmasi lizerinde dogrudan bir etkiye sahip
olmadigi, supraoptik cekirdekte liiteinlestirici hormon
salgilatict hormon (LHRH) salgilayan ndronlarin
uyarilmast yoluyla HPG aksi uyardigi ortaya
konmustur35’36. Bununla birlikte, bir baska c¢alisamada
ise uzun sureli LHRH reseptdr agonisti tedavisinin
erkek siganlarin serum LH seviyelerinde azalmalara
yol agtigi goriilmiistir’. GnRH analogunun kronik
olarak uygulandig: bir bagka ¢aligmada ise uzun siireli
GnRH uyarilmasinin FSH ve LH hormon iiretimlerini
baskiladig1 gésterilmistir38. Bu ¢alismalarin sonuglari,

215



bulgularimizla baglantili olacak sekilde kronik his-
tamin uygulamasinin GnRH ve/veya LHRH reseptor-
lerinde duyarsizliga neden olmus olabilecegini diisiin-
dirmektedir. Bu durum, histaminin GnRH {zerinde
anlamli bir etki olusturmamasin1 ve plazma LH ve
buna bagli plazma testosteron seviyelerinin azalmasini
aciklar niteliktedir. Antiserum enjeksiyonu yapilan
sicanlarda  GnRH inhibisyonu sonucunda LH
salinimmin baskilandigr fakat GnRH inhibisyonunun
FSH iizerinde herhangi bir etkiye yol agmadigi bild-
irilmistir®®*. Bu calismanin yaninda, LH salimminin
tamamen GnRH salgilanmasina bagl oldugu bilgisini
giclendiren ve GnRH’nin, FSH saliminin tek diizen-
leyicisi olmayabilecegini diislindiiren ¢alismalar da
mevcuttur**2. Yine LHRH’nin de FSH salgisinin
stirdiiriilmesinde etkili oldugu bildirilmektedir. Bu
calismanin sonucu da, LHRH nin FSH salgilanmasin-
da gerekli oldugunu ancak LHRH’nin de FSH
salmimimin tek diizenleyicisi olmayabilecegine isaret
etmektedir®. Bu nedenden dolayr FSH saliumini
secici olarak diizenleyen ayr1 bir FSH salgilatan hor-
monun varligi da disiiniilebilir. Bu ¢aligmalar da, yine
kronik histamin uygulanmasmin, plazma FSH hor-
monu seviyelerinde olusan artiglarin kendi reseptdrleri
araciligiyla yada baska bir mekanizmay1 aktif etmesi
yoluyla olabilecegini gostermektedir. Ayrica, mast
hiicreleri ve bazofillerden salinan histamin, rinit,
Urtiker, astim ve sistemik anafilaksi dahil tiim alerjik
hastaliklarin ~ patofizyolojisinde 6nemli bir rol
oynamaktad1r44. Astim/rinitli  hastalarda  yapilan
caligmalar bu hastalarda diisiik testosteron seviye-
lerinin oldugunu gostermektedir®®. Bu galismalar da
yine ¢alismamizla uyumlu olarak uzun siireli histamin
tedavisinin LH ve testosteron hormonlar: Uzerindeki
baskilayici etkiyi agiklayabilir.

Caligmamizin diger asamasinda kronik uygulanan
histamin antagonistlerinin GnRH, FSH, LH ve testos-
teron Gzerine olan etkileri arastirilmistir. Daha once
yaptigimiz ¢alismanin sonucunda histaminin akut
enjeksiyonunun GnRH, FSH, LH ve testosteron hor-
monlart iizerinde olusturdugu artiglara histaminin
merkezi H; ve H, reseptorlerinin aracilik ettigini rapor
ettik®*. Bu calismada ise kronik olarak uygulanan
histaminin merkezi H; reseptorlerinin, kronik histamin
tedavisiyle ayni sonuglara sahip oldugu verisine
ulastik. Calismamizda da klorfeniraminin reseptor
baglayici etkisiyle endojen histaminin bu resepttrlere
baglanamadig1 ve buna bagli olarak GnRH salinimini
uyaramadig1 ve paralelinde LH ve testosteron seviye-
lerinde diisiislerin yasandig: diisiiniilebilir. FSH nin de
onceden belirtildigi gibi saliniminda birka¢ faktoriin
olabileceginin ortaya konmasi***?, uzun sireli
klorfeniramin enjeksiyonu sonrast gorillen FSH
artislarinda klorfeniramin bagimli ve/veya bagimsiz
etkinin olabilecegini  diisiindiirmektedir.  Ayrica,
klorfeniraminin beyinde merkezi H; reseptorlerini
yiiksek oranda bloke etmesi** LH ve testosteron hor-
monlarimin salinimindaki azalmayi agiklayabilmekte-
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dir. Bunun yaninda, hamilelik sirasinda, nazal alerjisi
olan deneklerde nazal epitel tabakasindan alinan
Orneklerde histaminin H; reseptorinin mRNA se-
viyesinde artiglarin oldugu gosterilmektedir. Histam-
inin, hedef organlari uyarma kabiliyetinin dénlenmesi
amaciyla klinikte H; reseptor antagonistleri sikca
kullanilmaktadir. H; reseptér antagonistleri, histam-
inin H; reseptorii ile etkilesimini rekabetci bir sekilde
inhibe eder, bdylece histaminin vazodilator etkilerini
ortadan kaldirarak 6dem, alevlenme ve kabarikligin
olusumunu 6nler*®. Bu tip hastaliklara sahip kisilerin
tedavide uzun sireli H reseptor antagonisti kullanma-
lar1  kisilerin {ireme faaliyetlerinde aksakliklarin
olusmasina yol agabilir. Son olarak ranitidin ve tiy-
operamidin uzun sureli tedavilerinde GnRH ve FSH
seviyelerinde anlamli bir degisimin olmadigini, LH ve
testosteron seviyelerinde ise artislarin olustugunu
ortaya koyduk. Yapilan birka¢ c¢aligmada erkek has-
talara intravendz veya oral yolla kisa veya uzun siireli
yapilan ranitidin tedavisinin HPG aksta gorevli treme
hormonlarinin plazma seviyelerinde herhangi bir
degisiklige yol agmadigi ortaya konmaktadir*"*®. Bu
yiizden, GNRH’nin aralikli salimma sahip olmasi®***°
nedeniyle ranitidin enjeksiyonlar1 sonrast GnRH se-
viyelerinde bir degisimin olmadig1 disiiniilebilir.
Fakat LH ve testosteron hormon seviyelerindeki
artiglarn muhtemelen GnRH salimmi  sonrasi*™*
ortaya ¢iktig1 yada ranitidinin merkezi tedavisinin bir
etkisi oldugu kanisina varmak miimkiindiir. Yine aym
ajanin FSH saliniminda da anlamli bir etkisinin ol-
mamast FSH’nin de saliniminin farkli faktorlere bagl
443 olmasindan dolay: olabilecegi diisiiniilebilir. Son
olarak, merkezi sinir sistemi igerisinde histaminin
Ha/H, reseptorlerinin etkinliginin arastirildig: caligma-
larda, Hs/H, reseptorlerinin endojen histaminin inhi-
bisyonunda gorevli otoreseptorler olarak calistiklari
gorilmektedir*®®®. Bununla birlikte, Hi/H, reseptor
antagonistlerinin intrahipotalamik ve subkutan en-
jeksiyonlarinin  hipotalamik  histamin  salinimini
artirdig1 da gosterilmistir™". Bu veriler 1s1ginda, kronik
tioperamid enjeksiyonlar1 sonrast LH’de olusan artig
ile testosteronda olusan %74’luk yiiksek orandaki
artiglarin  onceki caligmalarla uyum gdsterdigi
gorilmektedir.

Calismanin sonuglar1, uzun siireli merkezi histamin
tedavisinin LH ve testosteron hormonlar1 Uzerinde
inhibe edici etkilere neden oldugunu ortaya koymak-
tadir. Ayrica, calismada kullanilan H; reseptor antag-
onisti klorfeniraminin, merkezi histamin reseptor-
lerinde olusturdugu blokaja bagli LH ve testosterone
hormonlarinin salimiminda etki gosteremedigi, H;
reseptér antagonisti ranitidinin muhtemelen HPG
aksta etkili olmadigi ve Hi/H, reseptdr antagonisti
tiyoperamidin ise otoreseptor 6zelligine bagli olarak
ireme hormonlarindan o6zellikle LH ve testosteron
hormon salimiminin uyarilmasinda etkili oldugu
gorilmektedir.
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OZGUN ARASTIRMA

Erianinin HT29 Kolorektal Kanser Hucrelerinin
Proliferasyonu ve Koloni Olugsumu Uzerine Etkilerinin
Arastirilmasi
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OZET

Kolorektal kanser, diinyada kanser iliskili 6liimlerin en yaygin dordiincii sebebidir. Erianin antioksidan ve anti-timor etkilere sahip Dendro-
bium ekstraktindan elde edilen yeni bir dibenzil bilesigidir. Bu ¢aligmada, erianinin HT29 kolorektal kanser hiicreleri tizerine olan terap6tik
etkileri arastirilmistir. Erianinin HT29 hiicre canlilig izerine etkileri XTT test ile koloni olusumu {izerine etkileri ise koloni formasyonu ile
degerlendirilmistir. Erianinin HT29 hiicrelerinde ICso degeri 48. saatte 59.05 uM olarak belirlenmistir. HT29 hiicre dizisinde erianin uygula-
nan grupta koloni sayis1 67+33 iken kontrol grubunda 350489 olarak hesaplanmistir. Erianin, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde koloni
olusumunu ise anlaml derecede azaltmigtir. Yapilan galismalarin sonuglari, erianinin kolorektal kanser tedavisinde dogal elde edilen bir
bilesik olarak giivenli, kolay ulasilabilir ve umut veren terapéotik bir ilag olabilecegini destekler niteliktedir. Gelecekte erianinin kolorektal
kanser hiicreleri tizerindeki etki mekanizmasini aydinlatacak daha kapsamli ve ¢ok merkezli desteklenecek ileri diizeyde klinik aligmalara
ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Erianin. HT29. Kolorektal kanser.
Investigation of the Effects of Erianin on Proliferation and Colony Formation of HT29 Colorectal Cancer Cells

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the 4th most common cause of cancer-related death in the global world. Erianin, a novel dibenzyl compound in
Dendrobium extract, has antioxidative and antitumor activities. In this study, the therapeutic effects of erianin on HT29 colorectal cancer
cells were investigated. Effects of erianin on cell viability were evaluated by XTT test. Effects of erianin on colony formation were evaluated
by colony formation analysis. ICs, values of Erianin on HT29 cells were determined as 59.05 uM at 48th hour. While the number of colonies
in the HT29 cell line was 67+33 in the erianin treated group, it was calculated as 350+89 in the control group. Erianin significantly reduced
colony formation in HT29 colorectal cancer cells. The results of the presented studies support that erianin as a natural product in the treat-
ment of colorectal cancer can be a safe, easily accessible and promising therapeutic drug. In the future, more comprehensive and multi-center
supported clinical studies are needed to elucidate the mechanism of action of erianin on colorectal cancer cells.

Key Words: Erianin. HT29. Colorectal cancer.

2018 yilinda, Birlesmis Milletlerde, 145.600 yetiskine

.. i
Geli Tarihi: 18 Nisan 2021 kolorektal kanser (KRK) teshisi konulmustur™. Cevre

Kabul Tarihi: 02. Temmuz.2021 sel ve genetik faktorler, ileri yas, uzun sireli kronik
} inflamasyon, kisisel veya ailede kolorektal polip 8y-
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faktorlerin KRK gelistirme olasiligini artirdign iyi
bilinmektedir?. Mikrosatellit kararsizligi (MSI), BRAF

Tel.: 0537 665 93 19 mutasyonlari, PIK3CA mutasyonlar1 ve KRAS mutas-

E-posta: serter_bio@hotmail.com yonlart KRK'nin gelisimi ile yakindan iliskili ana
faktorlerdir. Daha yakin zamanlarda, SMAD4 kaybi,
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Sema SERTER KOGOGLU: 0000-0002-3180-4007 lamli iligkisi nedeniyle KRK hastalar1 i¢in umut verici

Levent ELMAS: 0000-0002-6865-6466 . . . 3

Miicahit SECME: 0000-0002-2084-760X bir prognostik belirte¢ olarak tanimlanmistir®,

I¢ organlarda gelisen bir kanser tiirii olan KRK hizli
bir sekilde invaze olup viicudun diger organlarina
yayilir. Son 5 yilda hayatta kalma orani %10’un altin-
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dadir™*. Mevcut tedavi yontemleri hastaligin derecesi-
ne bagl olarak cerrahi ve kemoterapidir®. Floropirimi-
din-bazli kemoterapi KRK hastalar1 i¢in uygulanan
standart kemoterapi yontemidir. Kemoterapi ile timor
ilerlemesi durdurulabilir. Ancak, c¢ogu kemoterapi
ajan1 viicuttaki normal hiicreler igin toksik etki goste-
rir’. Genellikle, hastalarda hizhi bir sekilde kemoterapi
ila¢ direnci ve metastaz gergeklesir ve teshisi takiben
5 yil iginde 6liime neden olur’. Hastalarm &liimiine
kanser hiicrelerinin metastazi ve yayilmasi neden olur.

Kolorektal kanserin ana tedavisi cerrahi rezeksiyondur.

Son yillarda, cerrahi sonrasi kanserin yayilma riskinin
arttigin1 gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Timor
damar yaralanmasi ve cerrahi, tiimor hiicrelerinin kan
dolagimina girmesine ve tiimoriin daha hizli yayilma-
sina neden olmaktadir’. Kolorektal kanserin teshis ve
belirlenmesindeki zorluktan dolay1, KRK hastalar1 i¢in
daha guivenli, uygun maliyetli, daha az risk tagiyan ve
hastalarin yasam konforunu arttiracak yeni tedavi
ajanlarmna ihtiyag vardr’.

Dogal bilesikler, insanlar i¢in kanser arastirmalarinda
guvenli bir profil ¢cizmeleri ve tedavideki etkinlikleri
dolayisiyla yiizyillardir kullanilmaktadir®. Dendro-
bium, orkidegiller familyasina ait ¢esitli biyolojik ve
tibbi 6zelliklere sahip ¢ok biiyiik bir yayilim gosteren
orkide cinsidir®.

Erianin  [2-Methoxy-5-(2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
ethyl)-phenol], Dendrobium chrysotoxum’dan elde
edilen anti-timdr ve antioksidan 6zelliklerinden dola-
y1 tercih edilen dogal bir bibenzil bilesigidir™. Eriani-
nin antikarsinojenik 6zellikleri ve etki mekanizmasina
ait calismalar simrhdir. Servikal kanser, mesane
kanser'?, osteosarkoma, akciger kanseri'*, meme
kanseri'® erianinin antikarsinojen etkilerinin ¢alisildig
kanser tlrleridir. Erianinin HT29 kolorektal hiicreleri-
nin canliligl ve koloni olusumu iizerine etkileri daha
once ¢alisilmamustir.

Bu calismada, erianinin HT29 hiicreleri Uzerindeki
terapotik etkisi ilk kez g¢alisilmustir. Erianinin KRK
hicreleri Gzerindeki terap6tik etkisini gostermek igin
HT29 KRK hicre dizisi kullanmilmigtir. Bu baglamda
bu ¢alismada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin canli-
lig1 ve koloni olusumu iizerine etkileri degerlendiril-
mistir.

Gerecg ve YOntem

Hicre Kultiru ve Reaktifler

Bu ¢aligmada, HT29 KRK hiicre dizisi (ATCC, USA)
kullanmilmustir. Hicreler 2 mM L-glutamin, penisilin
(20 units/mL), streptomisin (20pg/mL) ve %10 fetal
sigir serumu iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) kiiltir ortamida %95 hava ve %5
CO, basinc altinda 37°C’de inkiibe edilmistir. Erianin
(Wuhan, China) dimetil silfoksit (DMSO) iginde
¢ozlilmigtiir. HT29 hicreleri 2 uM, 4 uM, 8 uM, 16
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UM, 32 uM, 64 puM, 128 uM erianin ile 24, 48 ve 72.
saatler icin doz ve zaman-bagiml olarak inkiibe edil-
mistir.

Hucre Sayimi

Hicre proliferasyonu deneyleri 6ncesinde, deneyde
kullanilacak hiicre sayisini belirlemek igin hiicre sa-
yimi yapilmigtir. HT29 hiicrelerinin sayim islemi
Neubauer sayim lami kullanilarak, tripan mavisi bo-
yama yontemine gore uygulanmistir. Temiz ve steril
mikro santriflj tupu icerisine 50 pl tripan mavisi ve 50
pl hiicre siispansiyonundan eklenip karigtirilmistir.
Elde edilen karisimdan 10 pl alinarak Neubauer hiicre
sayim lamina aktarilmis invert mikroskopta 10X bi-
yutmede sayim islemi gergeklestirilmistir. Kesin hiicre
sayisi, lamin dis kisminda bulunan 4 biiyiik alandaki
toplam hiicre sayisinin ortalamasi alinarak, asagidaki
formle gére hesaplanmustir.

Hicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = (Toplam Hicre
sayist / 4) x 10.000 x Diltisyon Faktorii

Hucre Canliligi

Erianinin HT29 hicrelerindeki 1Csy dozunun ve hiicre
canliliginin  belirlenmesi i¢in XTT (2,3-bis (2-
methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) Uretici firmanmn talimatlarina gore
uygulanmistir. Erianin 96 kuyucuklu plaklara her
kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonrasi ¢esitli konsantrasyonlarda
erianin ile muamele edilmis ve 24, 48 ve 72 saat icin
inkiibasyona birakilmigtir. Hiicre canliligi degerlen-
dirmek i¢in XTT karigimu iiretici firmanin protokoliine
uygun olarak hazirlanmigtir. Formazan olusumu mik-
roplaka okuyucu kullanilarak ve 630nm dalga boyu
referans alinarak spektrofotometrik olarak belirlenmis-
tir. Hiicre canliligi asagidaki formiil baz alinarak he-
saplanmistir. Kontrol ve erianin doz gruplari her bir
plaka i¢in ti¢ tekrarli olarak ¢aligtlmustir.

% Hiicre Canlihg = Olgiilen optik dansite dege-
ri/Kontrol optik dansite degeri x 100

Koloni Formasyonu Analizi

Koloni olusumunu belirlemek i¢in HT29 hiicreleri 6
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 1000 hiicre olacak
sekilde ekilmis ve 24 saat i¢in inkiibasyona birakil-
mustir. Inkiibasyon sonrasi kontrol ve doz gruplari
olusturulmus ve 48 saat inkiibe edilmistir. Besiyeri her
2 giinde bir degistirilerek 37°C’de %5 CO,’li ortamda
14 giin sureyle inklibasyona birakilmistir. Siire sonun-
da hicrelerin fikse edilmesi i¢in %10’luk metanol
kullanilmis ve -20°C’de 10 dakika birakilmistir. Fikse
olan koloniler kristal viyole (% 0.5 dilution, Merckmi-
lipor, ABD) boyasi ile boyanmig ve PBS ile yikanmusg-
tir. Doz ve kontrol gruplart 3 tekrarli olarak yapilmig
ve 151tk mikroskobu kullanilarak manuel olarak sayil-

mustir™®?,
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Istatistiksel Analiz

Kontrol ve doz gruplari arasindaki istatiksel anlamlilik
karsilastirilmas: ‘Student t test’ ile yapilmustir. Ista-
tiksel analiz degerlendirmesi i¢in SPSS 17.0 istatistik
analiz programi kullanilmig ve p<0.05 anlamli olarak
kabul edilmistir.

Bulgular

Erianinin HT29 KRK Hiicre Canliligini Azaltir

Erianinin HT29 KRK hicrelerinin canlihigi Uzerine
etkileri XTT yontemi ile belirlenmistir. Erianin, HT29
kolon kanseri hicrelerinde doz ve zaman bagimli
olarak hiicre canliligini azaltmustir. 24’(ncu saatte
erianin HT29 KRK hiicre canliligin1 %50°nin altina
distirdiigii bir doz belirlenememigstir. 48 ve 72’inci
saatte erianinin HT29 hiicrelerinin canliligin1 %50 nin
altina diisiirdiigti doz sirasiyla, 64 ve 16 pM olarak
belirlenmistir. Erianinin HT29 kolon kanseri hiicrele-
rinde 1Cs, dozu 48’inci saatte 59.05 uM olarak belir-
lenmistir (Sekil 1).

HT-29
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Sekil 1.
Erianinin HT29 KRK hiicrelerinde hiicre canliligi
tizerine etkileri. Data 3 bagimsiz deneyin ortalama
sonuglarini géstermektedir. Ervianinin ICsy degeri
HT29 hicrelerinde 48 saat i¢in 59.05 uM olarak bu-
lunmustur.

cell Viabilty (%)

Erianin HT29 KRK Hicrelerinde Koloni Formasyo-
nunu Azaltir

Erianinin HT29 KRK hiicrelerinde koloni olusumunu
degerlendirmek i¢in koloni formasyonu analizi uygu-
lanmistir. HT29 hiicrelerinde, erianin uygulanan grup-
ta kontrol grubuyla kiyaslandiginda, koloni olusumu-
nun anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 2A).
HT29 hicre dizisinde erianin uygulanan grupta koloni
sayist 67+33 iken kontrol grubunda 350489 olarak
hesaplanmustir (Sekil 2B). HT29 hiicrelerinde koloni
sonuglart erianin uygulan grupta koloni sayisinin %
80.85 azaldigini gostermistir.

A Erianin Kontrol

Erianin Doz

- .':.;?-‘- K\
A

HT29 - KOLONi FORMASYONU

l

Koloni sayist

Erianin Kontrol Erianin Doz

Sekil 2.
Erianin HT29 KRK hiicrelerinde koloni olusumu iize-
rine etkileri. A) Erianin ve kontrol gruplarinda kristal
viyole ile boyanmus kolonilerin morfolojik gérintisu.
B) Erianin uygulanan grupta kontrol grubuyla kiyas-
landiginda koloni sayist anlaml olarak azalmigtir
(£SS, n=3, p<0.01).

Tartisma ve Sonug¢

Her yil 1.2 milyondan fazla hastaya kolorektal kanser
teshisi konmakta ve 600.000'den fazla KRK hastasi
yasamini yitirmektedir. Goriilme siklig1 kiiresel olarak
biiyiik 6l¢iide degismekle birlikte insidanst erkeklerde
kadinlardan daha yiiksektir ve yasla birlikte goriilme
sikligi da artmaktadir™®. Bu nedenle, KRK hastalarinin
prognozunu iyilestirmek igin yeni ve giivenli tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Dogal iriinler yeni antikanser ilaglarinin kegfinde
verimli kaynaklar haline gelmistir. Su anda kullanil-
makta olan antikanser ilaglarinin yaklasik %350’si
dogrudan ya da dolayli olarak dogal iriinlerden elde
edilmektedir. Bu dogal iiriinler; alkaloidler, polisakka-
ritler, polifenoller, diterpenoid ve doymamis yag asit-
leri yapisindadirlar®, Kahverengi deniz yosunlaridan
elde edilen bir polisakkarit olan fucoidan'n HT29 ve
HCT116 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini goste-
rilmistir®. Curcuma Longa’dan izole edilen bir polife-
nol olan Curcumin'in in vitro ve in vivo olarak, ¢oklu
hicresel yolaklar yoluyla etki gosteren KRK'ya karsi
kanser  Onleyici  Ozelliklere  sahip oldugu
gosterilmistir™. Andrographolide bir diterpenoiddir ve
Asya'da binlerce yildir geleneksel bir bitkisel ilag
olarak kullanilan Andrographis paniculata bitkisinin
baslica biyoaktif bilesenidir’. Andrographolidin’in
insan kolon kanseri hcrelerinde antiproliferatif ve
apoptotik zellikleri gdsterilmistir®. Erianin, Dendro-
bium chrysotoxum’dan elde edilen anti-timér ve anti-
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oksidan 6zelliklerinden dolayi tercih edilen dogal bir
bibenzil bilesigidir. Bizim ¢aligmamizin sonuglarinda
dogal bir irlin olan erianinin KRK kanser hiicrelerinde
antikanserojen etkileri gosterilmistir ve dogal {iriinler-
KRK kanser iligkisini gosteren diger ¢aligmalar1 des-
tekler niteliktedir.

Son yillarda, geleneksel Cin tibbi alternatif tip konu-
sunda oldukca gelisme kaydetmis ve birgok kanser
tirtinde etkili tedavi sonuclart elde edilmistir® %
Farkli kanser hiicrelerinde, dogal bilesiklerin aktif
bilesenlerinin antikanserojen etkisinin ve altinda yatan
temel mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni anti-kanser
ilaglarin kesfinin Oniinii agacaktir. Bu amagla erianinin
antikanserojen etkisi gesitli kanser tiirlerinde calisil-
mustir. Chen ve ark. Dendrobium &ziindeki yeni bir
dibenzil bilesigi olan erianinin kalsiyum/kalmodiilin
aracili ferroptoz yoluyla akciger kanseri hiicre biiyU-
mesini ve gogiinii inhibe ettigini gostermistir™. Zhu ve
ark. erianinin mitokondriyal apoptoz ve JNK yolaklari
yoluyla mesane kanseri hiicresi biylmesini inhibe
ettigini ve mesane kanseri tedavisi igin iimit veren bir
terapi bilesigi olabilecegini Onermistir. Diger bir ca-
lismada, erianinin insan nazofarengeal karsinomunda
ERK yoluyla hiicre apoptozunu indiikledigi ve nazofa-
rengeal kanser terapisi icin umut vaat eden dogal bir
bilesik olabilecegi bildirilmistir”. Ancak, erianinin
HT29 kolon Kkanseri hucrelerinin canliligi ve koloni
olusumu tizerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alis-
mada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin proliferasyo-
nu ve koloni olusumu iizerine etkileri ilk kez aragti-
rilmugtir.

Erianinin kolorektal kanser hiicre canlilig: tizerindeki
etkilerini belirlemek igin HT29 hiicre hatti kullanil-
migtir. Bizim g¢alismamizda erianinin HT29 hiicrele-
rinde doz ve zaman bagimh olarak sitotoksik etki
gosterdigi XTT metodu ile belirlenmistir. Erianinin
ICs dozu 48’inci saatte HT29 hiicrelerinde 59.05 uM
olarak belirlenmistir. Sun ve ark. erianinin T47D hiic-
relerinde hiicre proliferasyonunu azalttigini gostermis-
tir'®. Diger bir calismada, erianinin insan servikal
kanser hicrelerinde antiproliferatif etkisi gosterilmis-
tir'!, Aym zamanda, erianinin osteosarkoma hiicre

proliferasyonunu baskiladigi da bildirilmistir'®.

In vitro koloni olusturan analizler, kanser tedavilerinin
sonucunu tahmin etmek igin kullanilabilir ve genellik-
le antikanser ilaglari test etmek i¢in kullanilir®®. Sunu-
lan ¢aligmada, erianinin HT29 KRK hiicrelerinin ko-
loni olusumu iizerine etkileri koloni formasyonu ana-
lizi ile degerlendirilmistir. Bizim sonuglarimiz, eriani-
nin HT29 KRK hiicrelerinde kontrol grubuyla kiyas-
landiginda koloni olusumunu anlamli olarak azalttig1-
n1 gostermistir.

Sonug olarak, biyoaktif bilesikler, yeni ajanlar ve
biyomarkir molekiiller kanser tedavisinde in vivo ve in
vitro calismalarda aragtirilmistir. Bu tiimorlerin onko-
genezisinin ve altinda yatan temel mekanizmalarin
aydmlatilmasi yeni kanser terapilerin gelistirilmesinin
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Oniinii agacaktir. Bu nedenle kolorektal kanser terapi-
sinde yeni biyolojik ve kimyasal reaktiflere ihtiyac
artmaktadir. Bizim sonug¢larimiz erianinin HT29 KRK
hiicre proliferasyonunu ve koloni olusumunu anlamlt
olarak azalttigin1 gostermistir. Erianin, kolorektal
kanser terapisi i¢in tek basina ya da diger molekiillerle
kombine olarak bir aday olabilir. Gelecekte erianinin
kolorektal kanser hiicreleri lzerindeki etki mekaniz-
masin1 aydinlatacak daha kapsamli ve ¢ok merkezli
desteklenecek ileri diizeyde klinik galigmalara ihtiyag
vardir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:

Bu ¢alisma etik onam alinmasi gereken ¢aligmalar kapsami disinda
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OZET

Mikrosatellit instabilite (MSI), DNA tamir genlerindeki hatalardan kaynaklanan ve kolorektal kanserin (KRK) olusmasina neden olan gene-
tik bir durumdur. Sporadik KRK’larda MSI gériilme sikligi, prognoza olan etkisi literatiirde geliskilidir. Bununla birlikte MSI’ya sahip
KRK’larda standart kemoterapi yetersiz kaldigi i¢in yeni tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. micoRNA’lar (miRNA) kanserlesme
siirecinde gorev alan ve tanida, prognozda ve tedavide belirteg olarak kullanilan kiigiik RNA molekiilleridir. Mevcut ¢alismada, Tiirk popii-
lasyonuna ait sporadik gelisen KRK’larda MSI’nin gériilme sikliginin tanimlanmast ve bu tiimorlerde miRNA’larin ekspresyon farkliliklari-
nin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada, sporadik KRK tanisi almis 63 hasta degerlendirildi. Hastalara ait arsiv tiimor ve normal dokula-
rindan DNA ve RNA izolasyonlar1 yapildi. DNA 6rneklerinden fragment analizine dayali MSI testi gerceklestirildi. qRT-PCR kullanilarak
38 farkli miRNA’nin ekspresyon profili incelendi. 63 hastada MSI goriilme oran1 %23.8 olarak belirlendi. MSI ve mikrosatellit stabil (MSS)
tiimorler karsilastirildiginda, MSI tiimérlerde, miR-124 ve miR-106a’nin yiiksek ve miR-145’in ise diisiik ekspresyon gosterdigi belirlendi
(p<0.05). Bununla birlikte miR-106a’nin yiiksek ekspresyonunun cerrahi sonrasi niiks gelisimi ile iligkili oldugu saptandi (p=0.002). Elde
edilen bulgular 1s18inda miR-106a’nin 6zellikle MSI genotipine sahip KRK tiimérlerde hedeflenmesi ile KRK hastalarinda yeni tedavi
protokollerinin olusturularak niiks olusumunun engellenebilecegini ongoriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sporadik Kolorektal Kanser. Mikrosatellit instability. MikroRNA. miR-106a.

Upregulation of Microrna-106a is Associated with Microsatellite Instability Status in Colorectal Cancer

ABSTRACT

Microsatellite instability (MSI) is a genetic condition that results from errors in DNA repair genes and causes colorectal cancer (CRC). The
incidence of MSI in sporadic CRCs and its effect on prognosis are contradictory in the literature. However, since standard chemotherapy is
insufficient in CRCs with MSI, new treatment options are needed. micoRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that take part in the
cancer process and are used as markers in diagnosis, prognosis and treatment. In the study, it is aimed to define the prevalence of MSI in
sporadically developing CRCs belonging to the Turkish population and to determine the expression differences of miRNAs in these tumors.
63 patients diagnosed with sporadic CRC were evaluated in the study. DNA and RNA isolations were made from archive tumor and normal
tissues of the patients. MSI test was performed based on fragment analysis from DNA samples. The expression profiles of 38 different
miRNAs were examined using qRT-PCR. In 63 patients, the incidence of MSI was determined as 23.8%. When MSI and microsatellite
stable (MSS) tumors were compared, it was determined that miR-124 and miR-106a showed high expression and miR-145 low expression in
MSI tumors (p <0.05). However, high expression of miR-106a was found to be associated with postoperative recurrence (p=0.002). In the
light of the findings obtained, we think that by targeting miR-106a especially in CRC tumors with MSI genetype, recurrence can be preven-
ted by creating new treatment protocols in these tumors.

Key Words: Sporadic colorektal cancer. Mikrosatellite Instability. MicroRNA. miR-106a.

Gelis Tarihi: 29.Nisan.2021 Yazarlarin ORCID ID Bilgisi: Nesrin UGRAS: 0000-0003-0127-548X

Kabul Tarihi: 09.Temmuz.2021 Segil AK AKSOY:0000-0002-3760-9755 Ozkan KANAT: 0000-0001-6973-6540
Berrin TUNCA: 0000-0002-1619-6680 Melis MUTLU: 0000-0002-6633-3428

Dr. Berrin TUNCA Tuncay YILMAZLAR: 0000-0003-1924-0795 Cagla TEKIN: 0000-0002-2568-3667

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Ersin OZTURK: 0000-0001-8593-5101

Tibbi Biyoloji AD Fuat AKSOY: 0000-0001-5808-9384

Tel.: 0224 295 41 61 Ozgen ISIK: 0000-0002-9541-5035

E-posta: btunca@umdag.edu.tr Omer YERCI: 0000-0001-7118-5258

225



Kolorektal kanserler (KRK), kalinbagirsak boyunca
olusan agresif gastrointestinal sistem tiimorleridir.
KRK, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ve Diin-
ya genelinde en yaygin iiciincii kanser olup, yilda

690.000'den fazla dliimiiniin sebebini olugturmaktadir’.

Saglik Bakanlig1 2014 verilerine gore de KRK, Tiirki-
ye’de hem kadin hem de erkekler arasinda en sik goz-
lenen iigiincii kanserdir?.

KRK, bir dizi genomik ve epigenomik degisiklik ile
karakterize = olan  heterojen  bir  hastaliktir.
KRK’nin %75-80’ninde germline mutasyonlardan
bagimsiz olarak sporadik formda timdr gelisir-
ken %20-25’nin ailesinde KRK oykusi bulunmakta-
dir’.

Sporadik KRK'lerin yaklasik % 70'i  kromozomal
instabilite (Chromosomal Instability; CIN) yolu ile
gelismektedir. CIN yolu ile meydana gelen KRK’lar,
anoploid karyotip, timdr baskilayici gen lokuslarinda
sik heterozigotluk kaybi (LOH) ve kromozomal yeni-
den dizenlemelerle sonuglanan sayisal veya yapisal
kromozomal anormalliklerin birikimi ile karakterize
edilmektedir”. Ayrica, CIN tiimorleri, spesifik onko-
genler ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlarin
birikmesi ile ayirt edilmektedir [6rn., APC, KRAS,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt
birim alfa (PIK3CA), B-Raf proto-onkojen, serin /
treonin kinaz (BRAF), SMAD4 ve TP53]°°. KRK
olusumunda diger bir 6nemli yol, DNA yanlis eslesme
(MMR) genlerinin islev bozuklugunun neden oldugu
mikrosatellit instabilite (MSI) yoludur. MSI, toplum-
sal diizeyde farklilik gosterse de, sporadik KRK'larin
yaklasik %15'inde goriilmektedir’.

Mikrostaellitler, bir ya da birden fazla bazin ¢esitli
tekrarlart ile genomun belli bdlgelerinde goriilen kisa
baz dizi tekrarlaridir. DNA replikasyonuna bagli hata-
lar sonucunda mikrosatellitler bélgelerinde delesyon-
lar veya insersiyonlar meydana gelmekte, bu durum
MSI olarak isimlendirilmektedir®®. MSI olusumunda
DNA tamirinde gorev alan MMR genlerindeki kayip-
larin etkili oldugu bilinmektedir. Bu mekanizma,
MMR genlerinde meydana gelen metilasyonlar ya da
bu genlerin somatik mutasyonlar sonucu inaktivasyon-
lar1 ile meydana gelmektedir. MLH1, MSH2, MSHG ve
PMS2 adli MMR genlerindeki germ-line mutasyonla-
rin varlig1 nedeniyle olusan MSI, Lynch Sendromu ile
iliskilendirilirken, MLH1 geni promotér bolge meti-
lasyonlart sonucunda meydana gelen MSI durumu
biiyilk ¢ogunlukla sporadik KRK olusumuna neden
olmaktadir’®. MSI, sporadik olarak meydana gelen
KK’larin yaklagik %15’ inden sorumludur. MSI geno-
tipine sahip KRK’larin prognozlar ile ilgili celiskili
sonuclar bulunmaktadir™. Bir meta-analiz, yiksek
frekansli MSI (MSI-H) KRK’larn, timor evresinden
bagimsiz olarak daha iyi bir prognoza sahip oldugunu
ileri sirmektedir. MSI tumdrleri olan hastalar, gele-
neksel tedavinin basarisizligina karsilik immiinoterapi
yapildiginda anti-PD-1 inhibitdrlerine iyi yanit olus-
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turmaktadir. Baska bir meta-analiz, MSI durumunun
5-FU tabanli kemoterapinin metastatik KRK iizerin-
deki etkisini tahmin etmede yetersiz kaldigini ortaya
koymaktadir. Evre II ve evre III KRK hastalar1 arasin-
daki MSI durumunun farkl: etkisi ve evre II KRK MSI
hastalarinda 5-FU tedavisinin potansiyel zarari gibi
bekleyen sorular hala mevcut olup biyik 6l¢lide ce-
vapsiz kalmaktadir12,13. Evre II KRK hastaliginin bu
tartismali alaninda uygulanmasi kolay ve nispeten
ekonomik bir biyobelirtecin prognostik ve prediktif
gecerliligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle MSI
durumunun prognoz iizerine etkilerinin aragtirtlacagi
kapsamli ¢alismalarin planlanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle MSI durumunun prognoz (zerine etkilerinin
arastirllmasi ile ilgili kapsamli calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

MSI varligit immiinohistokimyasal yontemler ile
MMR proteinlerinin analiz edilmesi ile degerlendiril-
mekte ya da altin standart olarak kabul edilen DNA
dizi analizi temelli fragment analizleri ile direkt olarak
MSI bolgelerindeki tekrar sayilarinin incelenmesi ile
degerlendirilebilmektedir™. MSI bolgelerinin deger-
lendirilmesinde 1997 yilinda olusturulan Bethesda
kriterleri kullamlmaktadir. Giniimizde onlarca mik-
rosatellit bolgesi belirte¢ olarak tanimlanmis olsa da
D5S346, D2S123, D17S250, BAT25 ve BAT26 en sik
takip edilen belirteclerdir®.

Insan genom projesi ile DNA baz dizilimi ortaya ¢1-
kartilarak, genomun sadece %2-3’lik kisminin
MRNA’ya ¢evrildigi, %10-18’lik kismindan protein
sentezine yardimct RNA’larin transkribe edildigi
belirlenmis olup genomun geriye kalan yaklagik %80-
87°lik kismi ise ¢op DNA olarak adlandirilmistir™®,
Cop olarak adlandirilan bu bdlge {izerine yapilan ¢a-
lismalarda, protein kodlamayan ancak transkripsiyon
sonrasi gen diizenlenmesinde gorev alan RNA’lar
kesfedilmistir’. Giincel arastirmalarda kodlama yap-
mayan kiigiik RNA’larin (microRNA:miRNA), KRK
basta olmak iizere bir¢ok kanserin olusumunda ve
gelisiminde gorev aldiklari  belirlenmistir. miR-
NA’larin hedeflerini transkripsiyon sonrasi baskilaya-
rak veya tesvik ederek bir ¢ok tiimor hiicresinin fizyo-
lojik ve patolojik siireglerinde anahtar rol oynadiklari
kanitlanmigtir. miRNA’larin anormal ekspresyonlart
bircok onkogenik ve tiimér baskilayici genin regiilas-
yonunda goérev aldiklari i¢in tiimor baskilayici veya
onkogenik 0zellik gostermektedirler. Guniimizde
devam eden ¢aligmalarla, KRK’da hiicre proliferasyo-
nunu, hicre donglsuni, metastaz siirecini ve apoptozu
yoneten miRNA’lar tamimlanmaktadir*®*,

Sporadik KRK’larda MSI durumu popilasyonlar
arasinda farklilik gostermektedir. Bununla birlikte
sporadik KRK’larda miRNA’lar ve MSI ile yapilmis
siirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Mevcut ¢alisma-
da Turk popilasyonuna ait sporadik KRK tlimérlerin-
de MSI frekansini belirleyerek bu genotipe sahip tU-
morlerdeki miRNA degisimlerini ve prognoza olan
etkilerinin saptanmasi amaglanmaktadir.
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Gerecg ve YOntem

Hasta Secimi

Calismada, sporadik KRK tanist almig 63 hasta deger-
lendirildi. Neadjuvan tedavi alan, {i¢c yildan az takip
siiresine sahip, primer KRK olmayan veya ailesinde
kanser Oykiisii bulunan hastalar ¢alisma dis1 birakild.
Caligmaya ait etik kurul Uludag Universitesi Tip Fa-
kiiltesi klinik aragtirmalar etik kurulu tarafindan onay
(2011-2/7) alindu.

DNA Izolasyonu

Timor ve normal olarak isaretlenen parafilme gomdu-
riilmiis doku 6rneklerinden isaretli alanlar 15 numara
bisturi ucu ile kesildi ve zeri etiketli 1.5 ml ependorf
igerisine aktarildi.

Kesilen dokularin her biri 1ml Ksilen (Sigma Aldrich,
ABD) ve 1 ml Ethennol %99 HPLC Grage (Sigma
Aldrich, ABD) ile muamele edildi. High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Isvicre) kiti kullani-
larak genomik DNA elde edildi. DNA Kalitesi ve
miktar1 UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beck-
man Coulter, ABD) cihazinda 280/260 nm dalga bo-
yundaki optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina
bakilarak 6lgtildii.

DNA Fragment Analizi

MSI analizi floresan igaretlemeye dayanan bir yon-
temdir. Bu analiz, Bethesda kriterlerine uygun olarak
secilen, 5’ucu floresan isaretli D2S123, D5S346,
D17S250, BAT25 ve BAT26 primerleri ile kapiller
elektroforez sisteminde (Beckman Coulter, Inc., Ful-
lerton, ABD) fragment yontemi ile gerceklestirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kalitesi ve miktar1 6l¢iilen DNA’larin her birinden
100 ng olacak sekilde ara stok hazirlandi. Multi HS
Prime Premix (GeNET Bio, Kore) kit iceriginde yer
alan Multi HS Prime Taq Premix (2X)’ten 10 pl,
dH20’dan 4.5 pl, her bir primer c¢iftinin her birinden

1uM olacak sekilde toplamda 2.5 pl eklenerek PCR
kartsimi olusturularak primerlerin baglanma 1sisina
gbére uygun programlarda PCR amplifikasyonu ger-
ceklestirildi.

PCR ornekleri ve MSI analiz karisimi 96-kuyulu pla-
kalara hazirlandi. Reaksiyon karisimi, 22 adet (60, 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 550 ve 600 baz)
DNA fragmenti iceren 600’10k Size Standart’tan 40 pl
PCR f{iriinlerinden ise 1.5 pl ilave edilerek olusturuldu
ve cihaza ytlikleme yapildi.

MSI analizi MSI belirteglerinin fragman yukseltileri-
nin, her hastanin tiimér ve normal dokusunda karsilas-
tirilmast ile gergeklestirildi. Bu karsilagtirma sonu-
cunda herhangi bir belirtecte tumér ve normal DNA
arasinda bir farklilik belirlenmezse hasta mikrosatellit
stabil (MSS), bir belirtecte farklilik belirlenirse MSI-
low (MSI-L), iki ve daha fazla belirtegte farklilik
belirlenirse MSI-high (MSI-H) olarak tanimlanmakta-
dir.

miRNA Ekspresyon Analizi

Normal ve tiimor doku olarak tanimlanmis hastaya ait
parafin blok i¢in ependorf tiipler olusturuldu ve para-
fin bloklardan 0.2-0.4 cm kesilerek bu ependorflar
igerisine alindi. Materyaller, BIOstic (MO BIO Labo-
ratories, Carlsbad, CA) ile 2 kez muamele edilerek
parafinden arindirildi. BIOstic ile doku tizerindeki
parafin ¢ozdurildikten sonra materyaller, %100-%70
ve %40’lik alkol asamalarindan gegirildi ve alkol oda
1s1sinda uguruldu. Bu agamalardan sonra 63 hastaya ait
timor doku ve 8 hastaya ait normal dokudan, parafin
bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari kit (Qiagen
RNeasy FFPE kit) kullanilarak prosediire uygun sekil-
de RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen total
RNA’nin 5 ng’indan RT2 miRNA First Stand Kit
MAO03 (QIAGEN, Germantown, Maryland, USA)
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) elde edildi.
Caligmada, KRK gelisiminde diagnostik ve prognostik
6neme sahip, ayn1 zamanda ilag direnci tizerine etkisi
belirlenen miRNA’larin degerlendirilmesi amaglan-
mustir. Calismamizda degerlendirilen miRNA’lar bu
amag¢ dogrultusunda yapilan litaratiir aragtirmasi sonu-

Tablo I. Custom array ile ¢alisilan 38 farkli miRNA ve KRK ile iliskili hedef genleri

miRNA Hedef genleri* miRNA Hedef genleri miRNA Hedef genleri*
hsa-miR-21 KRAS, AKT, MAPK hsa-miR-16 RET, NF1 hsa-miR-137 ABCD2, CTNB1
hsa-miR-143 NRAS, STAT hsa-miR-181h IL1A, PAM2 hsa-miR-221 KRAS
hsa-miR-145 MAPK1, NF1A, MAPK14 hsa-miR-200c PMS1, IL2 hsa-miR-223 BRAF, TGFB
hsa-miR-19a PIK3CA, SOX2 hsa-miR-139-3p AKT, NF1 hsa-miR-148a ERK, RAF
hsa-let-7a KRAS, MAPK hsa-miR-26a CTNNB1, CD4 hsa-miR-200a JNK, Axin
hsa-let-7c KRAS, MYC hsa-miR-27a Twist, CHD2 hsa-miR-15b LGRS, PIK3
hsa-miR-17 MAP3K8, MYC, MLH1 hsa-miR-30a DDL-1, P53 hsa-miR-15a MEK, BCL2
hsa-miR-155 VHL, SOX4 hsa-miR-34a RET, NF1 hsa-miR-15b SMAD4, BAD
hsa-miR-29b KRAS, LGR5 hsa-miR-96 ALK, BICRAL hsa-miR-20a MEK, SOS
hsa-miR-106a RB1, CTNNB1 hsa-miR-133b P53, PMS2 hsa-miR-99a TP1, BAK
hsa-miR-139-5p ZEB1, HRAS hsa-miR-135b FOXO1, CD47 hsa-miR-478 CD133
hsa-miR-191 PTEN, PIK3CA hsa-miR-124 SMAD4 hsa-miR-320 MAP3K1, PTEN
hsa-miR-181 MTOR, SMAD4 hsa-miR-155 ERBB2, SMAD2

*miRBAase, KEGG
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cu belirlendi. Secilen 38 farkli miRNA’nin timor
dokularindaki ekspresyon durumlari, kromozomal
lokalizasyonlar1 ve hedef genleri ile ilgili bilgiler
Tablo I’de verildi. Calismamizda kullanilmak tizere
belirledigimiz miRNA’lar icin dizayn ettirilmis olan
384 kuyucuklu PCR arrayler diizenlendi. PCR arraylar
icerisinde, her bir 6rnek icin 3 adet PCR array kontro-
I (miRTC, PPC, U6), 3 adet housekeeping gen
(SNORD44, SNORD47, SNORD48) ve 42 miRNA
(38 farkli, 4 tanesi 2 tekrar olacak sekilde) yer verildi.

Istatistiksel Analiz

Hastalara ait Kklinik ve patolojik &zelliklerin nikse
olan etkileri Bagimsiz T, Ki-kare ve Tek yonlu var-
yans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak belir-
lendi. miRNA’larin ekspresyon diizeyleri web-tabanl
“RT2 Profiler PCR Array Data Analysis v3.5” prog-
ramindan yararlanilarak degerlendirildi. Tan1 anindan
niikse kadar gecen siire hastaliksiz sag kalim (Disease
free survival- DFS) olarak tanimlandi ve degerlendiri-
len tim parametrelerin DFS’ye olan etkileri Kaplan
Meier Analizi ile belirlendi. Tum istatistiksel analiz-
lerde SPSS (20.0) ve Graphpad Prism 16.0 programla-
rindan yararlanildi. Parametrelerin DFS’ye olan etkile-
rinin degerlendirildigi Kaplan Meier analizi MedCalc
16.0 programu ile gergeklestirildi. Tiim istatistik ana-
lizlerinde p degerinin 0.05’ten kiigiik olmas: istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismada degerlendirilen 63 hastanin 35’1 (%55.6)
erkek, 28’1 (%44.4) kadindi. Ortalama yas 52.2 (42-
64) olarak belirlendi. Evre 1 ve evre II hastalarina
sadece cerrahi rezeksiyon uygulanirken, evre Il ve
evre IV hastalarimin uygun goriilenlerine 5 Fluoroura-
sil bazli adjuvan kemoterapi (KT) ve gerekli goriilen
rektum tlméorlerine ise ilave olarak radyoterapi (RT)
uygulandi. RT alan hasta sayis1 sinirli oldugunda bu
parametre calisma dig1 birakildi. Degerlendirilen has-
talarin %65’inin (n=26) KT aldig1 tespit edildi. Hasta-
larin ortalama takip siiresi 56 ay olup takip siiresinde
11 (%17.4) hastada sistemik veya lokal niiks gelisimi
belirlendi. Hastalara ait klinik ve patolojik 6zellikler
Tablo 1I’de verildi. KT tedavisi goéren 26 hastanin ise
5’inde (%19.2) niiks gelisimi gozlendi. Niiks geligimi
gozlenen 5 hastanin 1 (%20)’inde MSI pozitifligi
belirlendi.

D2S123, D17S250, D5S346, BAT25 ve BAT26 belir-
tegleri kullanilarak gergeklestirilen MSI analizlerinde;
63 KRK timorunin 48’si (%76.2) MSS, 15°i ise
(%23.8) MSI olarak tamimlandi. MSI tiimorle-
rin %60°1 (n=9) MSI-L, %40’1 (n=8) ise MSI-H olarak
belirlendi (Sekil 1). KT tedavisi sonrasi niiks ile MSI
durumu arasinda herhangi bir anlamlilik belirlenmedi

(p>0.05).
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Tablo 11. Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Ozellkiler Sayi (%)
Cinsiyet

Kadin 28 (%44.4)
Erkek 35 (%55.6)
Yas 52.2 (42-64)
Tumor Lokalizasyonu

Sag Kolon 23 (%36.5)
Sol Kolon 28 (%44.4)
Rektum 12 (%19.1)
Tumor Evresi

Evre | 5 (%7.9)
Evre Il 18 (%28.6)
Evre Ill 21 (%33.3)
Evre IV 19 (%30.2)
NUks

Var 11 (%17.4)
Yok 52 (82.6)

Sekil 1.
MSI belirtecleri. (A) D2S123 normal, (B) D2S123
pozitif, (C) D175250 normal, (D) D17S250 pozitif, (E)
D5S346 normal, (F) D5S346 pozitif, (G) BAT25 nor-
mal, (H) BAT25 pozitif, (1) BAT26 normal, (J) BAT26
pozitif.

63 tiimor doku 15 normal doku ile karsilagtirildiginda,
38 farkli miRNA arasinda miR-143’ln, miR-145’in
diisiik ekspresyonlari, ile miR-155’in, miR-106a ve
miR-124"{in yiiksek ekspresyon seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli belirlendi (Tablo Il1).
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Tablo I11. Normal dokuya gére tlimér dokuda eksp-
resyon farklilig1 belirlenen miRNA'lar.
MiRNA 2DeltaCT  2'DeltaCT  Kat Degisimi P Degeri
miR-143 0.2349 0.0364 -3.245 0.001
miR-145 0.3848 0.1374 -2.938 0.023
miR-155 0.8374 2,9283 2.094 0.036
miR-106a  0.7348 2.3948 3.0293 0.001
miR-124 0.9384 1.9484 2.3449 0.042

Tumorlerdeki MSI durumu ile miRNA ekspresyon
seviyeleri birlikte degerlendirildiginde, normal dokuya
gore timor dokuda anlamli seviyede farkli ekspresyon
gosteren 5 miRNA arasindan miR-124, miR-106a ve
miR-145 MSS timoérleri ile karsilagtirildiginda MSI
tiimorlerinde istatistiksel olarak anlamli ekspresyon
farkliliklar1 gosterdi (Sekil 2). Bununla birlikte miR-
106a ekspresyonu MSI-H tiimérlerde MSS timérleri-
ne gore 3.1, MSI-L tiimoérlere gore ise 2 kat artig gos-
terdi (Sekil 3; p=0.0001, p=0.034, sirastyla).

MSI durumu ve miRNA ekspresyon degisimleri niiks
gelisimi agisindan degerlendirildiginde, MSI durumu
ile niiks gelisimi arasinda bir iliski saptanmazken
yuksek miR-106a ekspresyonu kisa hastaliksiz yasam
stiresi arasinda anlamli istatistiksel iligki oldugu belir-
lendi (Sekil 4, p=0.002).
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Sekil 2.
Normal doku ile karsilastirildiginda MSS ve MSI
tiimér dokularinda (4) miR-124, (B) miR-145, (C)
MiR-106a nin ekspresyon degisimleri.
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Sekil 3.

MSI-L ve MSI-H timdrlerinde (A) miR-124, (B) miR-
145, (C) miR-106a nin ekspresyon
degisimleri.
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Sekil 4.
Kaplan Meier analizi. (4) MSI durumunun hastaliksiz
sag kalim ile, (B) miR-106a ekspresyonunun hastalik-
siz sag kalim ile iligkisi.

Tartisma ve Sonug¢

Mikrosatellitler, insan genomu boyunca dagilmis
tekrarlayan DNA dizileridir®. Yapilan alismalar, MSI
tiimori olan erken evre KRK hastalarinin genellikle
daha iyi bir prognoza sahip oldugu ve 5FU bazl ke-
moterapiye daha az yanit verdiklerini gostermektedir™.
Ancak son yapilan meta-analiz ¢aligmalarinda bu
konuda celiskiler bulunmaktadir*®*®, Bunun temel
sebepleri arasinda MSI durumunun popiilasyonlar
arasinda farklilik gdstermesinin olabilecegi diistiniil-
mektedir. Bu gune kadar yapilan ¢aligmalarda Tiirk
popiilasyonuna ait sporadik KRK hastalarinda MSI
frekanst net olarak ortaya konulamamistir. Mevcut
¢alismamiz sonucunda sporadik KRK’larda MSI fre-
kans1 %23.8 olarak belirlendi. MSI durumu ile KT
sonrasi niiks gelisimi degerlendirdiginde istatistiki bir
anlamlilik gbzlenmedi. Calismada degerlendirilen
hastalarda kisitli KT tedavisi bulundugu icin 5FU-
tabanli KT ve MSI durumu ile ilgili daha kapsamli
caligmaya ihtiyag duyulmaktadir. Bununla birlikte,
MSI durumu ve kisa hastaliksiz sag kalim siiresi ara-
sinda da anlamli bir iliski saptanmadi.

Calismamizda ikinci asamada MSS tiimérler ile MSI
tiimorler arasinda farkli ekspresyona sahip miR-
NA’larin belirlenmesi amaglandi. Bu kapsamda KRK
gelisiminde rol oynayan 38 farkli miRNA ekspresyo-
nu incelendi. ik olarak miRNA ekspresyonlar1 normal
doku ile karsilastirilarak tiimor dokuda incelendi. 38
farkli miRNA arasinda miR-143’0in, miR-145’in di-
stik ekspresyonlari, ile miR-155’in, miR-106a ve miR-
124’1in yiiksek ekspresyonlar tiimor dokuda istatistik-
sel olarak anlamli bulundu.

miR-143 ve miR-145’in diigiikk ekspresyonlart birgok
kanserde kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir®.
Brinza ve ark. 82 KRK tanili hastada gerceklestirdik-
leri ¢alisma ile miR-143 ve miR-145’in birbirlerinden
bagimsiz olarak uzak metastaz ile iliskili oldugunu
belirlemislerdir®. Bai ve ark., in-vitro ortamda KRK
hucrelerinde miR-143’tUn ekspresyonu arttirildiginda,
ERBB3’nin inhibe edilerek hiicrelerin invazyon ve
metastaz kabiliyetlerinin baskilandigmi gostermistir®.
Bununla birlikte birbirinden bagimsiz gergeklestirilen
caligmalarda miR-143 ve miR-145 KRK geligimi ile
iliskili bulunmamustir®?. Literatiirde, bu celiskili
sonuglarin nedeni farkli Orneklem biyiiklikleri ve
etnik grup farkliliklari ile agiklanmistir®. Bizim ger-
¢eklestirdigimiz mevcut ¢aligmada miR-143 ve miR-
145 normal doku ile karsilastirildiginda timoér dokuda
istatistiksel olarak anlamli diigiis gdstermis ancak uzak
metastaza katkilar1 belirlenmemistir. Bununla birlikte
mevcut ¢calismamizda miR-145 MSI timoérlerde MSS
timorlere gore daha diisiik ekspresyon gostermistir.
Ancak literatlirde miR-145’in MSI durumu ile iliskisi-
ni gosteren bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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miR-155'in anormal ekspresyonu daha 6nce KRK'lar-
da belirlenmistir®. Ancak bazi calismalarda miR-
155'in timor baskilayic1 6zellikte, bazi ¢aligmalarda
ise onkogenik ozellikte oldugu belirtilmektedir®**.
Mevcut galigmamizda ise miR-155 normal dokuya
gore timor dokuda yiiksek eksprese bulunmus, bu
nedenle bu miRNA'nin Tiirk popiilasyonuna ait KRK

timorlerinde onkogenik ozellikte oldugu gosterilmistir.

Fakat bulgularimiz miR-155'in yiiksek ekspresyonu-
nun uzak metastaz veya MSI durumu ile iliskisini
tanimlamamaktadir. Literatiirde ise farkli popiilasyon-
larda yapilan iki arastirmada miR-155"in ekspresyonu,
MSI-H timorlerde MSS tiimorler ile karsilastirildi-
ginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bu-
lunmustur. Ancak miR-155’inde dahil oldugu miRNA
ekspresyon profillerinin degerlendirildigi farkli ¢alig-
malarda bu miRNA MSI durumu ile iligskilendirilme-
mistir®®?’. Bu farkliliklarin nedeni etnik kokene ve
calismalarin bir kismi THC bir kismi ise fragmant
analizi ile gerceklestirildiginden, metot farkliligina
dayandirilmistir. Meveut bulgular miR-155"in KRK
timorlerinde onkogenik o&zellikte oldugunu goster-
mektedir.

miR-124, kanser gelisiminde belirlenen ve hedeflenen
miRNA’lar arasinda yer almaktadir®. Bu miRNA nin
dizensiz ekspresyonu, Notch sinyalinde, néron farkli-
lasmasi ve aktivasyonunda yer alan diger genleri he-
defleyerek noronal gelisimi ve noral plastisiteyi dU-
zenledigi sinir sistemini etkilemektedir®®. miR-124,
medulloblastom ve servikal kanserde diisiik ekspres-
yon gosterirken KRK’larda ekspresyon durumu net
bilinmemektedir.

mMiR-106a, farkli kanserlerde farkli ekspresyon profili
gosterirken KRK’larda onkogenik 6zellige sahiptir
Calisma ekibimiz tarafindan 6nceki yillarda gergekles-
tirdigimiz arastirmamizda, erken evre KRK’larda
miR-106a’mn KRK gelisimi ve kisa sag kalim ile
iligkili oldugu bulundu. Mevcut ¢alismamizda da miR-
106a normal doku ile karsilagtirildiginda timor doku-
larda yiiksek ekspresyon gosterirken, bu miRNA’nin
yiiksek ekspresyonunun niiks ile de iliski oldugu belir-
lenmistir. Calismamizla benzer olarak Liu H ve ark.
Yaptiklar1 arastirmada miR-106’nin KRK’larda niiks
gelisimine katki sagladigini hasta-tabanh ve in-vitro
caligmalar ile gésterrnistir33. Mevcut g¢aligmamizda
miR-106a ekspresyonunun MSI-H timorlerde, MSS
ve MSI-L tiimorlere gore istatistiksel olarak anlaml
arttig1 sekilde belirlendi. Literatiirde MSI durumunda
miR-106a ekspresyonunda anlamli degisim saptayan
bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sporadik KRK’larda MSI frekansi toplumlar arasinda
farklilik gostermektedir. Tiirkiye’de bu oran ise bilin-
memektedir. Bununla birlikte, MSI ve MSS durumla-
rinda miRNA’larin ekspresyon degisimleri de etnik
kdken ve cografyaya gore degisiklik gosterdigi icin
literatiirde ¢eligkili sonuglar bulunmaktadir. Gergek-
lestirdigimiz ¢alismada sporadik KRK’larda MSI
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frekans1 %23.8 olarak belirlenirken, miR-106a’nin
MSI-H tiiméorlerde yiiksek eksprese oldugu ve bu
durumun niiks olusumuna katki sagladigi belirlendi.

Caligmamiz sinirli sayida hastadan olusan retrospektif
bir ¢alisma olmasina ragmen Tiirk popiilasyonunda
sporadik olusan KRK tiimdrlerinde MSI goriilme
sikliginin ve MSI durumunda miRNA degisimlerinin
belirlendigi ilk c¢aligmadir. Bununla birlikte miR-
106a’nin MSI-H timoérlerde prognostik dnemini gos-
teren ve bu timérlerde miR-106a’nin terdpatik bir
hedef olabilecegi kullanilabilecegine dair katki sagla-
yan ilk aragtirmadir.

Giliniimiizde MSI timorlerinin goriilme siklig1, prog-
noza etkisi ve bu tiimorlerde uygulanmasi gerekilen
tedavi protokolleri net olarak ortaya konmamistir. Son
caligmalarda MSI ve ozellikle MSI-H tlmorlerde
immiinoterapinin kullanilabilirligini gostermektedir.
Pembrolizumab MSI tiimoérlerde kullanilan en yaygin
immunoterapi ilacidir ancak bu ilaca karsi heniiz yiik-
sek basar1 oranlar1 gozlenememektedir. Ozellikle MSI
timorlerde SFU tabanli standart tedaviye de basari
orant diisiik oldugu i¢in bu tiimédrlerde yeni terpatik
hedeflerin tanimlanmasina ve hedeflenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizda Tiirk popiilasyonuna ait
sporadik KRK’larda MSI goriilme siklig1 belirlenmis
olup bu tiimérlerde terdpatik hedef olabilecek miR-
NA’lar arastirilmistir. Calismanin sonucunda miR-
106a’nin MSI ve ozellikle MSI-H timdrlerde yiksek
eksprese oldugu, bu miRNA’nin yiiksek ekspresyonu-
nun niiks ile iligkili oldugu belirlenmistir. ileri analiz-
ler gerekmekle birlikte ¢alismamizda miR-106a’nin
Ozellikle MSI genotipine sahip KRK timdrlerinde
hedefe yonelik tedavide kullanilabilecek terdpatik bir
hedef olabilecegi belirlenmistir. miR-106a’nin hedef-
lenmesi ile MSI alt grubuna sahip KRK’larda yeni ve
yiksek basar1 oranina sahip tedavi protokollerinin
olugturulabilmesine imkan saglayabilecegi Ongoriil-
mektedir.
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OZGUN ARASTIRMA

COVID-19 Pandemisinde Elektif Cerrahi Uygulanacak
Hastalarin Preoperatif Anksiyete Dlizeylerinin
Degerlendirilmesi

Ayse Neslihan BALKAYA, Umran KARACA, Canan YILMAZ, Filiz ATA

SBU Bursa Yiiksek Thtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi, Anesteziyoloji ve Reanimasyon Klinigi, Bursa.

OZET

COVID-19 onlemleri alinarak elektif cerrahilerin yeniden baslatildigi pandemi siirecinde elektif cerrahi uygulanacak hastalarin preoperatif
anksiyete duizeylerinin ve anksiyete seviyelerini etkileyen faktorlerin degerlendirilmesi amaglandi. 18-75 yas grubu elektif cerrahi uygulana-
cak 450 hasta dahil edildi. Yazili onamlar1 alinan hastalar preoperatif donemde degerlendirildi. Demografik verileri, egitim durumu, medikal
gegmisi, anestezi ve cerrahi deneyimleri sorgulandi. COVID-19 hakkinda sorularin oldugu anket formu ile yirmiger maddelik durumluk ve
siirekli kayg1 6lgeklerinden olusan Spielberger Durumluk-Siirekli Anksiyete Olgegi (STAI) hastalar tarafindan dolduruldu. Durumluk (STAI-
1) ve sirekli (STAI-II) kaygi Olceklerinde blyiik puan yiiksek anksiyete seviyesini, kiigiik puan ise disiik anksiyete seviyesini belirtir.
49.26+15.51 yas ortalamasi olan hastalarin ortalama anksiyete diizeyi STAI-I’de 41.46+8.43, STAI-II’de 37.79+9.73 olarak bulundu. Opere
edilen kliniklere gore hastalarin STAI-I puanlari orta diizeyde anksiyete, STAI-II puanlar ise hafif diizeyde anksiyete ile uyumluydu. Hasta-
larin yas1 ile STAI-I arasinda negatif yonde korelasyon goriildii (r=-0.52, p=0.136), STAI-II’de ise yas ile pozitif korelasyon saptand: (1=0.22,
p=0.321). Cinsiyet, egitim durumu, gecirilmis ameliyat dykiisii ve anestezi deneyimi agisindan degerlendirildiginde preoperatif STAI-I ve Il
puanlarinda farklilik saptanmadi. COVID-19 pandemisi hakkinda yeterli bilgi sahibi olmadigim diisiinen hastalarin (%17,6) STAI-I ve
STAI-II puanlar1 anlaml yiiksekti (p= 0.000, p= 0.001). Ailesinde gecirilmis COVID-19 enfeksiyonu bulunan hastalarin STAI-1 ve Il puan-
lar1 ile diger hastalarin puanlar benzerdi (p=0.76, p=0.91). Hastane yatisinda COVID-19 ile enfekte olma tedirginligi bulunan hastalarin
(287 hasta, %63.8) STAI-I puan: hastanede COVID-19’a yakalanmaktan korkmayanlara (163 hasta, %36.2) gére yuksek bulundu (p=0.05).
Postoperatif dénemde hastane yatig1 sirasinda COVID-19 ile enfekte olan hasta olmadi. Elektif cerrahi gegirecek hastalarda COVID-19
pandemisinde preoperatif anksiyete diizeyleri artmistir. Preoperatif déonemde hastalara COVID-19 ile ilgili rutin bilgilendirme yapilmasinimn
ve alinacak 6nlemlerden bahsedilmesinin anksiyete diizeyini azaltmada faydali olacag: diigiincesindeyiz

Anahtar Kelimeler: COVID-19. Pandemi. Preoperatif anksiyete. STAL.
Evaluation of Preoperative Anxiety Levels of Patients Undergoing Elective Surgery in COVID-19 Pandemic

ABSTRACT

We aimed to evaluate the pre-operative anxiety levels of patients and the factors affecting their anxiety levels who will undergo elective
surgery during the pandemic process in which elective surgeries are restarted by taking COVID-19 precautions. 450 patients between 18-75
years old, will undergo elective surgery were included in the study. Patients, whose written consents were obtained, were evaluated in the
preoperative period. The demographic data, educational status, medical history, anesthesia and surgical experiences of the patients were
questioned. A questionnaire containing questions about COVID-19 and the Spielberger State-Trait Anxiety Inventory (STAI) consisting of
twenty-item state and trait anxiety scales were filled in by the patients. On the state (STAI-I) and trait (STAI-1I) anxiety scales, a large score
indicates a high level of anxiety, and a small score indicates a low level of anxiety. The average anxiety level of the patients with a mean age
of 49.26 + 15.51 years was found as 41.46 + 8.43 in STAI-I and 37.79 £ 9.73 in STAI-II. According to the type of operation, STAI-I scores
of the patients were compatible with moderate anxiety, and STAI-II scores were compatible with mild anxiety. There was a negative correla-
tion between the age of patients and STAI-I scores (r=-0.52, p=0.136). and a positive correlation was found between STAI-II and the age of
patients (r = 0.22, p = 0.321). No difference was found in preoperative STAI-1 and Il scores when evaluated in terms of gender, educational
status, history of previous surgery and anesthesia experiences. STAI-1 and STAI-II scores were significantly higher in the patients (17.6%)
that thought they didn’t have enough information about the pandemic (p = 0.000, p = 0.001). The STAI-1 and Il scores of the patients with a
family history of COVID-19 infection were similar with the other patients (p = 0.76, p = 0.91). The STAI-I scores of the patients (287 pati-
ents, 63.8%) who were worried about being infected with COVID-19 during hospitalization were found to be higher than those who were not
afraiding of infected with COVID-19 (163 patients, 36.2%) (p = 0.05). There was no patient infected with COVID-19 during hospitalization.
Preoperative anxiety levels have increased in patients undergoing elective surgery in COVID-19 pandemic. We think that informing patients
about COVID-19 routinely and talking about the precautions to be taken in the preoperative period will be beneficial in reducing their anxi-
ety levels.

Key Words: COVID-19. Pandemic. Preoperative anxiety. STAL.
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Hastalik, hastaneye yatis, ameliyat karar1 gibi durum-
lar hem psikolojik hem de fizyolojik yénden bireyleri
etkiler. Hastaneye yatig ve tedavi durumunda hastalar-
da %10-30 oraninda anksiyete goriiliirken cerrahi
girisim karar1 verilen hastalarda preoperatif donemde
bu oran %80’e kadar yiikselebilmektedir'. Anksiyete-
de korku, endise, gerginlik ve sinirlilik seklinde
emosyonel bulgular hissedilirken, sempatik, parasem-
patik ve endokrin sistem etkilendiginden terleme,
bulanti-kusma, ishal, titreme, sicak basmasi, takipne,
tasikardi ve hipertansiyon gibi bulgular gozlenebilir®®.
Preoperatif anksiyete diizeyi hastalarin kisilik yapila-
rina bagl olabilecegi gibi gegirecegi cerrahi girisimin
tipine, Onceden gecirilmis hastalik ve/veya cerrahi
islem deneyimlerine, postoperatif agri, sakatlik ya da
oliim korkusu gibi durumlara bagli olarak degiskenlik
gosterir®®.

Aralik 2019 tarihinde Cin’de baslayan ve hizla diger
tilkelere yayilan SARS-CoV-2 enfeksiyonu (COVID-
19) Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 11 Mart 2020
tarihinde tim dinyada pandemi olarak kabul edilmis-
tir. Insandan insana hizla bulasan, ozellikle de ciddi
solunum yollar1 tutulumu yapan bu viriis mortal sey-
redebilmektedir. COVID-19 pandemisinin neden
oldugu yiiksek 6liim oranlari, bulagsma sekli ve tedavi-
si hakkinda net bilgi sahibi olamamak, virisiin kontrol
altina alinamamasi ve potansiyel risk altinda olmak
bireylerde korku, endige yaratmakta ve stres diizeyle-
rini  arttirmaktadir. COVID-19 pandemisine karsi
toplumun %16-28inde anksiyete ve depresyon semp-
tomlariin oldugu ve bireylerde uyku bozukluklar
gelistigi bildirilmektedir®.

Ulkemizde de tiim diinyada oldugu gibi pandemi se-
bebiyle saglik sisteminde degisiklikler olmus, elektif
cerrahi operasyonlar 6ncelikle ertelenmis, vaka sayila-
rinin azalmasi sonrasi, ameliyathanelerde COVID-19
Onlemleri alinarak elektif cerrahiler yeniden baglatil-
musgtir. Calisgmanin hipotezi COVID-19 pandemisinde
elektif cerrahi gecirecek hastalarin preoperatif anksi-
yete dizeylerinin artmig olmasidir. Bu ¢alismanin
amaci ise pandemi siirecinde elektif cerrahi uygulana-
cak hastalarin preoperatif anksiyete diizeylerinin ve
anksiyete seviyelerini etkileyen faktorlerin degerlendi-
rilmesidir.
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Gerecg ve YOntem

SBU Bursa Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Has-
tanesi Etik Kurulu onay1 (24/06/2020, 2011-KAEK-
25) ve hastalarin yazili onamlar1 alinarak 22 Haziran-
07 Agustos 2020 tarihlerinde elektif cerrahi gegirecek
18-75 yas arasi, okuma yazma bilen, psikiyatrik has-
talig1 olmayan, psikiyatrik ila¢ kullanmayan ve calis-
maya katilmay1 kabul eden 450 hasta ¢alismaya dahil
edildi. Elektif cerrahi uygulanacak hastalar preopera-
tif donemde anestezi polikliniginde ya da cerrahi ser-
viste degerlendirildi. Demografik veriler, medikal
gecmis, anestezi-cerrahi deneyimleri ve COVID-19
hakkinda sorularin oldugu 15 soruluk anket formu ile
Spielberger Durumluk-Siirekli Anksiyete Olgegi | ve
Il hastalar tarafindan dolduruldu. 15 soruluk anket
formunda COVID ile ilgili hastalig1 gegirme, yaka-
lanma korkusu, bilgi diizeyi ile iligkili sorular yonel-
tildi.

Spielberger Durumluk- Siirekli Anksiyete Olcegi
(STAI):

STAI, Spielberger ve arkadaglari tarafindan 1970’de
gelistirilmis, Oner ve ark. tarafindan 1983’te Tiirk-
¢e’ye uyarlanarak gecerlilik ve giivenilirlik ¢aligmasi
yapilmis bir 6lgektir’. STAI yirmiser maddelik durum-
luk (STAI-I) ve surekli (STAI-II) kaygi 6lgeklerinden
olusan “Likert tipi kendini degerlendirme” o6lcegidir
(b). STAI-I"de anksiyete “(1) hig, (2) biraz, (3) ¢ok ve
(4) tamamiyla” seklinde puanlamirken, STAI-II’de ise
(1) hemen hichir zaman, (2) bazen, (3) ¢cok zaman ve
(4) hemen her zaman olarak puan almaktadir. STAI’de
iki tiir ifade bulunur; dogrudan ifadeler olumsuz duy-
gulari, tersine donmiig ifadeler ise olumlu duygulari
gosterir.  STAI-I’deki tersine donmils ifadeler
1,2,5,8,10,11,15,16,19 ve 20. maddelerken STAI-
II’deki tersine donmiis ifadeler ise 21,26,27,30,33,36
ve 39 uncu maddelerdir. Dogrudan ifadeler i¢in elde
edilen toplam agirlik puanindan ters ifadelerin toplam
agirlik puant ¢ikarilir. Elde edilen sonuca degismeyen
bir deger eklenir, bu deger STAI-I icin 50, STAI-II
icin 35°dir. En son elde edilen deger anksiyete puani-
dir ve 20-80 arasinda degisiklik gosterir. Biyuk puan
yiksek anksiyete seviyesini, kiigiik puan ise diisiik
anksiyete seviyesini belirtir (Tablo I).
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Tablo 1. Durumluk Siirekli Kaygi Olgegi’nin puanina
gore kaygi diizeyinin siniflanmasi

Tablo I11. Cerrahi Klinikler ve Cerrahi Girisim Tiirle-

rl

STAI Puan Kaygi Diizeyi
0-19 Kayg! yok
20-39 Hafif diizeyde kaygi
40-59 Orta diizeyde kaygi
60-79 Agir diizeyde kaygi
>80 Panik diizeyde kaygi

STAI: Durumluk Siirekli Kayg1 Olgegi

Istatiksel analiz

Istatistiksel ~degerlendirme
kullanilarak  yapildi.  Sayisal —degiskenler igin
tanimlayict istatistikler ortalamatstandart sapma,
kategorik yapidaki veriler i¢in say1 ve yiizde olarak
ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilima uygun-
lugu Kolmogorov Smirnov Testi ile degerlendirildi.
Normal dagilima uyan degiskenlerin karsilastiril-
masinda Student t test, nomal dagilima uymayan ¢oklu
karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi yapildi. Bagim-
It degiskenlerin analizinde paired samples t testi
kullanildi. Sonuglar %95 giiven araliginda deger-
lendirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

SPSS 23.0 programi

CERRAHI KLINIK

CERRAHI GIRISIM TURU

Ortopedi ve Travmatoloji
(n=76, %16.9)

implant gikarimi (12), kiiglik kemik
cerrahisi (29), bilyiik kemik cerrahisi
(8), total diz protezi (8), artroskopi
(18), amputasyon (1)

Beyin ve Sinir Cerrahisi
(n=63, %14)

vertebra cerrahisi (48), ventrikiiloperi-
toneal shunt takiimasi (3), kraniyoto-
mi (12)

Uroloji
(n=89, %19.8)

perkitan nefrolitotomi (28), lireteros-
kopi (30), transiiretral rezeksiyon-
prostat/ mesane (31)

Genel Cerrahi
(n=80 %17.8)

gastrointestinal sistem onkolojik
cerrahi (19), tiroid cerrahisi (4),

Bulgular

Caligmaya yas ortalamasi 49.26+15.51 olan toplam
450 hasta katildi. Hastalarin demografik verileri ve
egitim durumlar1 Tablo II’de verildi. Calismaya en
yogun olarak Ortopedi ve Travmatoloji (%16,9) ile
Beyin ve Sinir Cerrahisi (%14) kliniklerinin hastala-
rindan katilim saglandi, diger kliniklerin katilim oran-
lar1 Tablo 111’de verildi.

Tablo Il. Hastalarin Sosyo-demografik Verileri ve
Egitim Durumlari

laparoskopik kolesistektomi (21),
inguinal-umbilical herni (36)

kalp kapak cerrahisi (11), koroner
arter bypass greft (57), karotis endar-
terektomi (13)

myomektomi (19), total abdominal

Kardiyovaskiler Cerrahi
(n=81, %18.0)

Kadin Hastaliklari ve

Dogum histerektomi + bilateral salpingoofe-
(n=31, %6.9) rektomi (12)
Diger branglar

G0z Hastaliklari vitrektomi (11)
(n=11, %2.4) VATS (11)
Gogus Cerrahi (n=11%2.4)|mammoplasti (8)
Plastik ve Rekonstriiktif
Cerrahi (n=8, %1.8)

VATS: Video-Assisted Thoracic Surgery
Frekans,%

Hastalarin ortalama anksiyete diizeyi STAI-I’de
41.46%8.43, STAI-1I’de 37.79+9.73 olarak bulundu.
Opere edilen kliniklere gore hastalarin STAI-I puanla-
r orta diizeyde anksiyete ile uyumlu iken STAI-II
puanlari ise hafif diizeyde anksiyete ile uyumluydu.
Beyin ve Sinir Cerrahisi, G6z Hastaliklari, Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi, Gogiis Cerrahi STAI-I ve Il
puanlart arasinda fark bulunmazken Ortopedi ve

K: Kadin, E: Erkek, Frekans, ort + sd, %

_ n=450 (%) Travmatoloji, Uroloji, Genel Cerrahi, Kardiyovaskler
Cinsiyet . . Cerrahi, Kadin Hastaliklari ve Dogum kliniklerinde
Yas o) (KE) 1212/232/50‘1124/ #57.6) opere olacak hastalarin STAI-I ve II puanlar1 arasinda
Kronk hastaik anlamli fark bulundu (p<0.001) (Tablo 1V).

(Evet/Hayir) 191/259 (%42.4 / %57.6)
Diizenli ilag kullanimi Tablo 1V. Kliniklere gore STAI-I ve STAI-II Puanla-
(Evet/Hayr) 189/261 (%42 | %58) rinin Kargilastiriimast
Sigara tiiketimi
(Evet/Hayir) 165/285 (%36.7 / %63.3) STAH STAHI P deger
Gegirilmis ameliyat Ortopedi ve Travmatoloji 40.08+7.55 | 36.67+9.90 | P=0.002*
(Evet/Hayir) 326/124 (%72.4 | %27.6) Beyin ve Sinir Cerrahisi 41194755 | 39.5049.90 | P=0.108
Anestezi tecriibesi Uroloji 42.13+9.40 |39.08+10.23 | P=0.000**
(Evet/Hayir) 317/133 (%70.4 | %29.6) Genel Cerrahi 42.50+9.12 | 39.50+9.00 | P=0.004*
Egitim Kardiyovaskiller Cerrahi 41.51+8.24 | 35.08+9.44 | P=0.000**
llkokul 223 (%49.6) Kadin Hastaliklari ve Dogum | 39.96+7.99 | 34.96+8.08 | P=0.008*
Ortaokul 100 (%22.2) Diger branslar 4126+8.05 | 38.60+9.66 | P=0.185
Lise 77 (%17.1)
Universite 50 (%11.1) STAI, State Trate Anxiety Invantory, Durumluk- Sirekli

Anksiyete Olcegi, Paired- sample test, ort + sd, p degeri, *p
<0.05, **p< 0.001
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Hastalarin yas1 ile STAI-I arasinda negatif yonde
korelasyon (r=-0.52, p=0.136), STAI-II’de ise yas ile
pozitif korelasyon saptandi (r=0.22, p=0.321). Cinsi-
yet, gecirilmis ameliyat dykdiisii ve anestezi deneyimi
acisindan degerlendirildiginde STAI-I ve II puanlarin-
da farklilik saptanmadi. Caligmaya en yogun olarak
ilkokul mezunu (%49,6) hastalarin katildig1 goriildii
(Tablo I1). Egitim diizeylerine gére STAI-I ve Il puan-
lar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
ve anlamlt bir iligki saptanmadi. Medikal ge¢misinde
anestezi ve cerrahi islem deneyimi olan hastalarin
STAI-I ve STAI-II puanlar1 deneyimi olmayan hasta-
larla benzer bulundu. Anestezi deneyiminde sikinti
(postoperatif siddetli bulanti-kusma, ge¢ uyanma,
anestezik altinda farkindalik, zor entiibasyon, bogaz
agrist gibi) yasayanlarin STAI-I ve STAI-II puanlari
sikint1 yagamayan hastalarla benzer bulundu.

Tablo V. Cinsiyet, Egitim Durumu, Medikal Oykii ve
COVID-19 Pandemisine Gore STAI-I ve Il
Puanlarinin Karsilastirilmasi

STAI- STAI-II
Cinsiyet
Kadin 4155 +8.46 37.74+£9.71
Erkek 41.40 +8.42 37.82+£9.70
p=0.85 p=0.93
Egitim Durumu
ilkokul 42.7448.53 38.08+9.98
Ortaokul 40.80+8.11 38.14+9.22
Lise 39.74+8.38 36.10+10.07
Universite 39.74+7.95 38.42+9.05
p=0.69 p=0.47
Gegirilmis ameliyat
Evet 4154 +8.55 37.67+10.22
Hayir 41.2748.11 38.11+8.34
p =0.75 p=0.63
Anestezi tecriibesi
Evet 41.39 +8.62 37.86+10.12
Hayir 41,63+ 8.00 37.61+8.70
p=0.78 p =0.80
Anestezi sirasinda sikinti
Evet 44,07+ 3.37 38.16+ 10.00
Hayir 4131+ 8.47 37.48+9.60
p =0.09 p =0.63
COVID-19 icin yeterli bilgi
Evet 40.84+8.51 37.14+ 9.55
Hayir 4463+ 7.34 40.18+10.00
p =0.000* p =0.001*
Yakinlarinda COVID-19 6ykiisii ,
Evet 42.00+ 12.12 39.14+ 11.50
Hayir 41.46+ 8.38 37.77+9.71
p =0.91 p =0.76
COVID-19 icin sosyal tedirginlik
Evet 4157+ 8.28 38.05+ 9.93
Hayir 41.23+8.70 37.23+9.60
p =0.68 p=0.41
Hastanede olmanin COVID-19
tedirginligi
Evet 38.44+9.93 4156+ 8.21
Hayir 36.63+9.29 41.30+ 8.82
p = 0.05* p =0.75

STAI, State Trate Anxiety Invantory, Durumluk- Sirekli
Anksiyete Olgegi, ort + sd, p degeri, *p < 0.05, **p< 0.001,
Student - t Testi, Kruskal Wallis testi
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COVID-19 pandemisini gincel olarak takip etmeyen,
bu konuda yeterli bilgi sahibi olmadigini diisiinen
hastalarin (%17,6) STAI-I ve STAI-II puanlar1 anlaml
yuksekti (p= 0.000, p= 0.001). 7 hastanin ailesi ya da
yakinlarinda gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu mev-
cuttu. Bu hastalarda STAI-I 42.0+12.12, STAI-II
39.14+11.50 olarak bulundu. Ailesinde ya da yakin
gevresinde gegirilmis COVID-19 enfeksiyonu bulunan
hastalarin STAI-I ve II puanlar ile diger hastalarin
puanlar1 arasinda anlamli fark yoktu (p=0.76, p=0.91).
Caligmaya COVID-19 enfeksiyonu ge¢irmis hasta
katitlimi olmadi. Hastane yatisinda COVID-19 ile
enfekte olma tedirginligi bulunan hastalarin (287 has-
ta, %63,8) STAI-I puani hastanede COVID-19’a yaka-
lanmaktan korkmayanlara (163 hasta, %36,2) gore
yuksek bulundu (p=0.05) (Tablo V). Postoperatif
donemde hastane yatig1 sirasinda COVID-19 ile enfek-
te olan hasta olmadi.

Tartisma

COVID-19 pandemisi surecinde elektif cerrahi uygu-
lanacak hastalarin preoperatif anksiyete diizeylerinin
arastirildigi calismamizda cerrahi kliniklere gore pre-
operatif anksiyete diizeyinde farklilik saptanmadi, tiim
hastalarda orta dereceli preoperatif anksiyete oldugu
gorildu. COVID-19 pandemisini giincel olarak takip
etmeyen, bu konuda yeterli bilgi sahibi olmadigim
diistinen hastalarin hem durumluk hem de siirekli
anksiyete puanlar1 anlamli yiiksek bulundu. Ailesinde
ya da yakin ¢evresinde gegirilmis COVID-19 enfeksi-
yonu bulunan hastalarin preoperatif anksiyete diizeyi-
nin diger hastalarla benzer oldugu goriildi. Hastane
yatisinda COVID-19 ile enfekte olma tedirginligi
bulunan hastalarin preoperatif anksiyete diizeyi hasta-
nede COVID-19’a yakalanmaktan korkmayanlara
gore yiksek bulundu.

Modern cerrahi tekniklerinin gelismesi ve anestezinin
daha giivenli hale gelmesine ragmen cerrahi uygula-
nacak hastalarin ¢ogu preoperatif dénemde anksiyete
yasar. Preoperatif anksiyete sik goriilen, hasta iyiles-
mesini ve taburculugu geciktiren, hasta memnuniyeti-
ni azaltan bir durumdur ve birgok faktdrden etkilenir.
Preoperatif anksiyete degerlendirmelerinde en sik
STAI 6l¢egi kullanilmaktadir. STAI-I Durumluk Ank-
siyete Olcegi, belirli bir anin stresine baglh olarak
degisebilen anksiyete durumunu, STAI-Il Surekli
Anksiyete Olgegi ise kisinin genel anksiyetesini ve
bunu etkileyen kisilik egilimini yansitir”®. Cahisma-
mizda COVID-19 pandemisi sirecinde preoperatif
anksiyete diizeyleri STAI olgegi kullanilarak deger-
lendirildi. Calismamizda hastalarin preoperatif durum-
luk anksiyete diizeyi orta, siirekli anksiyete diizeyi ise
hafif olarak bulundu. Preoperatif anksiyete puanlari
literatlirle uyumlu olarak bulundu, hastalarda orta

diizeyde preoperatif anksiyete oldugu goriildii®*.
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Preoperatif anksiyete her yasta, cinsiyette ve sosyo-
kiltirel smifta goriilebilmektedir ancak cinsiyet, yas,
egitim durumu ve gegmis medikal deneyimler hastala-
rin anksiyete seviyelerini etkileyebilmektedir. ilerle-
yen yas ile birlikte kazanilan hayat tecriibesi, ¢ikan
saglik sorunlarina bagli olarak saglik kuruluslarina
bagvuruda artis olmasi ileri yag bireylerde hastalik,
cerrahi iglem gereksinimi gibi durumlara adaptasyo-
nun kolay olmasimi saglayabilir. Daha kaderci bir
bakis agisina sahip bazi yaslilar ise hastalik varligi,
cerrahi islem gereksinimi gibi stresli durumlar1 daha
kolay kabul edilebilir'*. Gen¢ popiilasyonda ise ileti-
sim araglarinin daha sik kullanimi ve saglik alaninda
yasanan olumsuz olaylardan haberdar olmalar, is ve
ailelerine karsi daha ¢ok sorumluluk hissetmeleri
anksiyetenin yiiksek olmasina sebep olabilir'2. Sun ve
ark’larinin yaptig1 calismada 40 yas altindaki hastalar-
da preoperatif anksiyete prevalansinin arttigi bildiril-
mistir™®, Bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu
olarak yas ile durumluk anksiyete puanlar1 arasinda
negatif korelasyon saptandi. Hastalarin yasi arttikca
preoperatif donemde anksiyetenin azaldigi goriildii.
flerleyen yasla birlikte gelisen fonksiyonel kisithliklar,
kronik hastaliklar, bozulmus yasam kalitesi, 6lim
korkusu, es-akraba kaybi gibi durumlar arttigi igin
ileri yas bireylerde anksiyete artig1 gézlenebilir, bizim
calismamizda da yas ilerledik¢e bireylerde sirekli
anksiyetenin arttig1 gorilmistiir.

Literatiirde preoperatif anksiyete diizeyinin cinsiyet ile
iliskisi incelendiginde, kadinlarda erkeklere gore daha
yiiksek anksiyete oranlarmm oldugu goriilmiistiir***>,
Kadin cinsiyette anksiyete ve depresyon gelistirme
riskinin daha yuksek olmasi ve kadinlarin korkularini,
duygu durum degisikliklerini daha kolay ifade ede-
bilmelerine baglanir. Bazi ¢aligmalarda ise cinsiyetin
preoperatif anksiyete diizeyini etkilemedigi goriilmiis-
tiir’*%. Bizim ¢alismanuzda da preoperatif anksiyete
degerlendirilmesinde cinsiyet agisindan fark saptan-
mamugtir, pandemi sidrecinde hastane yatiglarinda
hastalarda genel olarak yilksek oranda COVID-19 ile
enfekte olma korkusu bulunmasinin bu durumu agik-
layabilecegi diisiiniildii.

Hastalarin egitim durumlar1 preoperatif anksiyete
dizeylerine farkli sekillerde yansiyabilmektedir. Bazi
calismalarda artan egitim diizeyi ile birlikte preopera-
tif anksiyetenin azaldigi bildirilmistir. Egitim diizeyi
arttikca insanlarin daha c¢ok aragtiran ve sorgulayan
bireyler haline gelerek her konuda daha bilingli karar
verebilecekleri vurgulanmustir™**°. Bunun tersi olarak
artan egitim diizeyi ile birlikte anksiyetenin de arttig1-
n1 bildiren, bazi konularda detayli bilgi sahibi olmanin
anksiyeteyi arttirabilecegine dikkat ¢eken calismalar
bulunmaktadir'™®.  Ancak egitim diizeyinin ameliyat
Oncesi anksiyetenin belirleyicisi olamayacagim bildi-
ren yaymlar da literatiirde meveuttur*®. Cahsmamiz-
da da preoperatif anksiyete ile egitim diizeyi arasinda
iliski saptanmadi. Pandemi siirecinde hastaneye yatis,

COVID-19 maruziyeti korkusu, cerrahi islem stresi,
kisilik 6zellikleri gibi bir¢ok faktdriin bir arada bulun-
dugu preoperatif donemde hasta egitim diizeyinin
preoperatif anksiyetenin bagimli bir degiskeni olma-
dig1 gorildii.

Anestezi ve cerrahi deneyimine sahip olmak hastalarin
daha rahat bir preoperatif siire¢ gegirmelerine yardim-
c1 olabilir. Matthias ve ark. yaptiklari ¢aligmada 6nce-
den deneyimi olan hastalarin preoperatif dénemde
daha az endiseli oldugunu gézlemlemislerdir*®. Litera-
tirde anestezi ve cerrahi deneyim dyksu ile preopera-
tif anksiyete diizeyi arasinda anlamli iliskili olmadigi-
n1 gdsteren bazi ¢alismalar da mevcuttur'”?. Bu ca-
ligmalara benzer sekilde bizim ¢alismamizda da me-
dikal ge¢misinde anestezi ve cerrahi deneyimi olan
hastalarla deneyim sahibi olmayan hastalarin preope-
ratif anksiyete diizeyleri arasinda fark bulunmadi.
Kotl anestezi ve cerrahi deneyimler, gelecekteki cer-
rahi operasyonlarla ilgili daha fazla endise yaratabil-
mektedir?. Calismamizda ise medikal Sykiisiinde
kétl anestezi deneyimi bulunan hastalarin durumluk
anksiyete diizeyleri, kotii deneyim yasamayan hasta-
larla benzer bulundu. Hastalarin pandemi siirecinde
opere olmalari nedeniyle yasadiklar1 bulag-hastalanma
korkusu ve anksiyetelerinin, daha oOnce yasadiklari
kotl medikal deneyimleri 6nemsizlestirdigi ya da bu
durumu yadsimalarina neden oldugu distinuldu.

Ameliyat tipi ve ameliyat edecek klinik preoperatif
anksiyetenin bir belirleyicisi olarak tanimlanabilir.
Literatiirde preoperatif anksiyete ve cerrahi prosedi-
rin buylkligi ile iligkili birgok ¢alisma yapilmis-
15?22 Cerrahi prosediiriin bityiikliigii ve invazivli-
8i arttik¢a hastalarda preoperatif anksiyete diizeylerin-
de artis oldugu saptanmustir. Cerrahi prosedirlerin
smiflandirilmasi, prosediiriin uzunlugu, dahil edilen
organ ve dokular, cerrahi kan kaybi, cerrahi nedeniyle
hastanede kalis siiresi gibi ¢esitli 6zellikleri hesaba
katar ancak cerrahi prosedirlerin invazifligine iligkin
tek tip, uluslararasi olarak onaylanmis bir siniflandir-
ma yoktur. Bu sebeple calismamizda kliniklere gore
cerrahi prosediirlerin biiyiikliigli siniflandirilmamas,
sadece kliniklere gore hasta dagilimi yapilarak preope-
ratif anksiyete bakilmistir bu da ¢aligmamizin sinirli-
liklar1 arasinda yer almaktadir.

Postoperatif agr1 insidansinin fazla olmasi ve hastalar-
da postoperatif sakatlik korkusundan dolay1 ortopedik
cerrahi gecirecek hastalarda preoperatif anksiyete
yiiksektir®®, Yapilan bazi galismalarda major girisim
planlanan kardiyovaskiiler cerrahi hastalarinda anksi-
yete sikligi yiiksek bulunmustur, bu durumun kardiyak
sebepli potansiyel 6lim korkusundan oldugu diisu-
niilmektedir®?. Literatiirde batin cerrahisi, iirogenital
cerrahi, onkolojik cerrahi, toraks cerrahisi gegiren
olgularda preoperatif anksiyete dizeyleri ylksek bu-
lunmustur®?#?"?8, Kindler ve ark.’larinin calismasinda
beyin ve sinir cerrahisi olgularinda preoperatif anksi-
yete diizeyleri diger branslardan diisiik saptanmustir®.
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Literatiirde jinekolojik ve obstetrik cerrahi gecirenler-
de anksiyete dizeyi yiksek saptanmis ve bu durum
sadece kadin cinsiyetle ilgili bir brans olmasina bag-
lanmuistir®®?,  Calismamuzda cerrahi kliniklere gére
preoperatif anksiyete diizeyinde farklilik saptanmadi.
Tum hastalarda orta dereceli preoperatif anksiyete ve
hafif diizeyde siirekli anksiyete oldugu goriildi. Beyin
ve sinir cerrahisi, gz hastaliklari, plastik ve rekonst-
riiktif cerrahi, gdgiis cerrahisi hastalar1 hari¢ ¢aligmaya
katilan diger kliniklerin hastalarinda durumluk anksi-
yete ile surekli anksiyete arasinda fark gorildi, bu
branslardaki hastalarda preoperatif sirecte anksiyete
dizeyleri istatistiksel ag¢idan anlamli diizeyde artti.
Plastik ve rekonstriktif cerrahide mammoplasti uygu-
lanacak hastalarda istege bagli, estetik kaygiyla da
iligskilendirilebilecek bir islem yapilacak olmasi sebe-
biyle durumluk anksiyete ile siirekli anksiyete skorlari
arasinda fark goriilmedigi diigtinlildi. G6z hastalikla-
rinda opere olacak hastalarin ise gozii lokal bir organ
olarak algilamasi ve cerrahi riskin daha diisiik oldugu-
nu diisiinmeleri sebebiyle preoperatif anksiyetede
belirgin artis yasanmadigi distiniildi. Preoperatif
durumluk anksiyete ile surekli anksiyete dizeyleri
arasinda farka rastlanmayan hastalarda bu durum
hastalarin kigilik yapilarina ve psikolojik durumlarina
bagli olabilir.

COVID-19 pandemisi, yasamin her yoniinii etkileyen
ve sosyal dokuyu bozan ciddi etiyolojik, kiresel bir
sorun olusturmustur. Bireyler pandemiler sirasinda
degisen diizeylerde psikolojik sikinti yasarlar ve bu
durum yaygin olarak korku, stres, uyku bozukluklari
ve anksiyete seklinde gorilir. Korukgu ve ark’larimin
COVID-19 Korku Olgegi kullanarak yaptiklar1 psi-
kometrik ¢aligmada Turkiye’de COVID-19 i¢in korku
diizeyi yiiksek bulunmustur®®. Satici ve ark’larimin
yaptiklar1 ¢alismada ise Tiirkiye’de COVID-19 ile
enfekte olma korkusu ile anksiyete ve depresyon geli-

simi arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir®.

Bizim ¢alismamizda kendi sosyal ¢evrelerinde enfekte
olmaktan korkan ve korkmayan hastalarmm hem du-
rumluk hem de sirekli anksiyete puanlar1 benzer bu-
lundu. Hastaneye yatista COVID-19 ile enfekte olma
korkusu duyanlarin durumluk anksiyete puanlart en-
fekte olmaktan korkmayan hastalardan yuksekti. Has-
tane yatisi sirasinda COVID-19 ile enfekte olma ko-
nusunda endiselenmek, hastalarin hicbiri enfekte ol-
mamasina ragmen, preoperatif déonem durumluk ank-
siyete dizeyi icin gucli bir faktdrdlr. Hastanelerin
hem normal isleyisine devam etmesi hem de COVID-
19’lu hastalara bakim vermesi sebebiyle hastaneye
yatis COVID-19 bulasi agisindan yiiksek risk tasimak-
tadir. Bu sebeple hastanede yatis stirecinde COVID-19
bulasina dair korku, preoperatif donemde hastalarda
yogun anksiyete yaratabilmektedir.

Toplumda COVID-19 hakkinda bilgi diizeylerinin
arttirilmasi ile bireylerin anksiyete diizeylerinde azal-
ma saglanabilir. Rakhmanov ve ark’lar1 yaptiklari
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calismada COVID-19 ile ilgili bilgi dizeyi arttikga
anksiyete diizeyinde azalma oldugunu bildirmislerdir®".
Liu ve ark’larinin ¢alismasinda da prenatal ddnemde
hamile kadinlarda COVID-19 ile ilgili bilgi diizeyinin
artmasinin anksiyeteyi azalttigi saptanmistir™, Bizim
calisgmamizda da COVID-19 hakkinda yeterli bilgi
sahibi olmayan, giincel durumu takip etmeyen hasta-
larda hem durumluk hem de siirekli anksiyete puanlari
pandemi sirecini takip ederek bilgi sahibi olanlara
gore yiiksek bulundu. Calismamizda COVID-19 hak-
kinda giincel haberlerin, verilerin takip edilmesinin ve
toplumda bilgi diizeyindeki artigin preoperatif anksi-
yete diizeyini azalttigi goriilmistiir. Kuresel bir sorun
olan COVID-19 pandemisi uluslararasi bir halk sagligi
sorunudur. COVID-19 pandemisinde toplumun biylk
kisminin sosyal izolasyon ve karantina slrecinde ol-
dugu disiiniildiigiinde toplumsal bilgilendirmede
medya 6nemli bir rol almistir. Medyada net ve anlagi-
lir olarak hastaligin seyri, bulas sekli, korunma yollari,
tedavi sekli gibi bilgilerin verilmesi ile toplumsal
anksiyetede azalma saglanabilir. Hastaneye basvuru-
larda ise saglik personellerinin COVID-19 hakkinda
hastalara net ve anlasilir bilgi vermesi &nemlidir.
Ozellikle hastalarn COVID-19 disindaki sebeplerle
hastane bagvurularinda hastalar i¢in koruyucu hekim-
lik 6n plana ¢ikmali, hasta bilgilendirmeleri daha
kapsamli olarak yapilmalidir.

Sonug

Elektif cerrahi gecirecek hastalarda COVID-19 pan-
demisi doneminde preoperatif anksiyete dizeyleri
artmigtir. Hastalarin preoperatif anksiyete diizeylerinin
belirlenerek ilerleyen dénemde anksiyeteyi azaltmak
icin yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Calismamizda COVID-19 ile ilgili yetersiz ya da
eksik bilgisi olan hastalarin preoperatif anksiyete
diizeyinin daha fazla olmasindan dolay1 preoperatif
dénemde hastalara COVID-19 ile ilgili rutin bilgilen-
dirme yapilmasinin, ameliyathane ve servislerde ali-
nacak dnlemlerden bahsedilmesinin anksiyete dizeyi-
ni azaltmada faydali olacag: diisiincesindeyiz.

Etik Kurul Onay Bilgisi:

Onaylayan Kurul: Bursa Yiiksek ihtisas Egitim ve Aragtirma
Hastanesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu.

Onay Tarihi: 24.06.2020

Karar No: 2011-KAEK-25 2020/06-20

Arastirmaci1 Katki Beyam: Fikir ve tasarim: A.N.B., C.Y.; Veri
toplama ve isleme: AN.B., F.A., U.K.; Analiz ve verilerin yorum-
lanmasi: AN.B., UK., C.Y.; Makalenin 6nemli bélimlerinin
yazilmasi: AN.B., C.Y., F.A.

Destek ve Tesekkiir Beyam: Calismamizda herhangi bir finansal
destek alinmamustir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani
yoktur.
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OZGUN ARASTIRMA

T-47D Meme Kanseri I—_IUcreIeri Uzerinde Kurkuminin
Doz Bagimli Etkisinin Incelenmesi

Nuriye Ezgi BEKTUR AYKANAT?, Sedat KACAR?

Atilim Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ankara.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Eskisehir.

OZET

Zingiberaceae familyasina ait zerdegaldan elde edilen bir polifenol olan kurkumin, anti-inflamatuar, anti-timor, anti-oksidatif ve antimikro-
biyal etkiler dahil olmak iizere birgok etkiye sahiptir. Kurkuminin farkli kanser hiicreleri tizerindeki etkileri hakkinda bir¢ok ¢alisma bulun-
maktadir. Bu ¢alisma, kurkuminin T-47D meme kanseri hiicre canlilig1 iizerindeki anti-kanser etkisini aragtirmay1 amaglamaktadir. T-47D
meme kanseri hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan kurkuminin etkisi MTT yontemi ve inverted mikroskop ile arasgtirilmigtir. Kurkuminin
T-47D hiicrelerinde IC50 dozu 24 saat sonunda 65,8 UM, 48 saat sonunda 46,4 UM ve 72 saat sonunda ise 26,6 UM olarak belirlenmistir.
Morfolojik degerlendirmede ise kurkumin uygulanmis hiicreler yuvarlak ve flask yiizeyinden ayrilmis kitleler halinde gozlenmektedir.
Sonuglarimiz, kurkuminin T-47D hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermektedir. Kurkumin, tek basina veya diger mole-
killerle kombinasyon halinde meme kanseri tedavisi icin bir aday olabilir. Gelecekte, kurkuminin meme kanseri hiicreleri Uzerindeki etki
mekanizmasini aydinlatmak igin daha kapsamli ve ¢ok merkezli destekli ileri klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Kurkumin. Meme Kanseri. Sitotoksisite.
Investigation of Dose-Dependent Effect of Curcumin on T-47D Breast Cancer Cells

ABSTRACT

Curcumin, a polyphenol derived from turmeric belonging to the Zingiberaceae family, has multiple effects, including anti-inflammatory,
antitumor, anti-oxidative and antimicrobial effects. There are many studies on the effects of curcumin on different cancer cells. This study
aims at investigating the anti-cancer effect of curcumin on T-47D breast cancer cell. T-47D breast cancer cells will be examined by MTT
assay and inverted microscopy. ICs, doses are 65.8 UM for 24 h-long MTT, 46.4uM for 48 h-long MTT and 26.6 uM for 72 h-long MTT
assay. In the inverted microscope, curcumin-treated cells appear to be rounded and detached from the bottom flask with a massive morpho-
logy. Our results showed that curcumin significantly reduced T-47D cell proliferation. Curcumin may be a candidate for breast cancer the-
rapy, either alone or in combination with other molecules. In the future, more comprehensive and multicenter-supported advanced clinical
studies are needed to elucidate the mechanism of action of curcumin on breast cancer cells.

Key Words: Curcumin. Breast Cancer. Cytotoxicity.

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii
olan meme kanseri, gelismis iilkelerde daha yiiksek
prevalanst ile tiim kadin malignitelerinin yakla-
sik %25'ini olusturmaktadir. Meme kanseri gelisimi

Gelig Tarihi: 06.Temmuz.2021
Kabul Tarihi: 17.Agustos.2021

Dr. Nuriye Ezgi BEKTUR AYKANAT
Atilim Universitesi Tip Fakiiltesi,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dall,
Kizilcagsar Mahallesi Golbasi,

Ankara

Tel.: 0534 411 19 79

E-posta Adresi: ezgi.bektur@gmail.com

Yazarlarin ORCID ID Bilgisi:
Nuriye Ezgi BEKTUR AYKANAT: 0000-0003-1453-7311
Sedat KACAR: 0000-0002-0671-8529

Ostrojen diizeyi, diyet, kalitsal yatkinlik ve obezite
gibi ¢esitli faktorlerle iligkilidir. Bu faktorler, gen
mutasyonlarina, hiicre dongiisii anormalliklerine ve
PI3K, mTOR, MAPK, 0strojen reseptori (ER) ve
CDK'ler gibi sinyal yollarindaki degisiklikler dahil
olmak (zere epigenetik modifikasyon kontroliiniin
kaybina neden olmaktadir. Meme kanseri tani ve teda-
visinde son yillarda 6nemli 6l¢lide gelisme katedilme-
sine ragmen, ilerlemis meme kanserli hastalarin prog-
nozu hala kétidir'>,

Yaygin olarak kullanilan baharat zerdegalin (Curcuma
longa Linn) sar1 renginden sorumlu, dogal olarak
olusan bir fitokimyasal olan kurkumin (1,7-bis(4-
hidroksi-3-metoksifenil), Curcuma longa bitkisinden
elde edilir. Anti-inflamatuar, anti-oksidatif ve anti-
timor etkilerinin yani sira anti-proliferatif ve apopto-
tik etkileri nedeniyle, kolon ve mide gibi bazi kanser
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modellerinde klinik onkolojide kemopreventif bir ajan
olarak kapsamli bir sekilde calisilmis ve terapotik bir
ajan olarak kullanilmaktadir. Kurkumin, inflamatuar
sitokinler ve enzimler, transkripsiyon faktorleri, hiic-
renin hayatta kalmasi ve proliferasyonu ile iligkili
genlerin ekspresyonunu ve aktivitelerini etkiler>**,

Kurkuminin anti-kanserojen 6zelligi, hayvanlarda hem
cesitli kanserojenler hem de forbol esterler tarafindan
indiiklenen timér olusumunun inhibisyonu ile goste-
rilmistir. Ksenotransplant veya ortotransplant hayvan
modellerinde, insan tumdrlerinin biyimesi, kurkumi-
nin tek bagina veya kemoterapétik ajanlar/radyasyon
ile kombinasyon halinde kullanilmasiyla inhibe edil-
migtir. Hiicre ¢alismalarinda, tiimor hiicrelerinin proli-
ferasyonunu inhibe ettigi gdzlenmistir’.

Cok hiicreli bir organizmada c¢esitli fizyolojik ve/veya
patolojik kosullarin neden oldugu programlanmis
hiicre 6limine apoptoz denir. Sisplatin, kamptotesin
gibi kemoterap6tik veya anti-timor ajanlarin hedef
tiimor hiicrelerinde apoptoza neden olduguna dair
birikmis kanitlar vardir. Bu baglamda kemopreventif
ajanlarin apoptozu indiiklemesi dikkat cekicidir®.

Sunulan c¢alismamizda farkli dozlardaki kurkuminin
T-47D meme kanseri hicreleri tzerindeki etkilerini 24,
48 ve 72 saat sonunda gostermeyi amacladik. Yapti-
gimiz literatiir taramalarinda kurkuminin genellikle 24
ve 48 saatteki etkinligi calisilirken T-47D meme kan-
seri hiicreleri lizerinde 72 saatteki etkinliginin ve doz-
larinin ¢alisilmadigini gozlemledik. Calismamiz diger
aragtirmacilar tarafindan yapilacak c¢aligmalar igin
referans olacak bir ¢aligmadir.

Gerecg ve YOntem

Hucre Kultira

ATCC firmasindan satin alman T-47D hicre hat-
t1 %10 (h/h) Fetal Bovine Serum ve %1 (h/v) penisi-
lin-streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre medyumun-
da 37 °C'de ve %5 CO, iceren inkibator igerisinde
¢ogaltildi. Medyum, hiicre ortamindaki fenol kirmizi-
simin renk degisimine bagh olarak haftada 2-3 kez
yenilendi. Pasajlama isleminde, hiicreleri kaldirmak
igin %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA soliisyonu kulla-
nildr

MTT testi

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesi igin
siklikla kullanilan ve spektrofotometre ile 6lcilen
yaygin bir kolorimetrik sitotoksisite testidir. MTT,
hiicreler tarafindan aktif olarak emilen bir maddedir.
Mitokondriyal reaksiyonla renkli, suda ¢dziinmeyen
bir formazana indirgenir. Hiicre canliligi, her hiicrenin
MTT indirgeme 6zelligi ile dl¢ulir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre
sayisi ile orantilidir’.

242

N.E. Bektur Aykanat ve S. Kagar

Kurkuminin T-47D meme kanseri hiicreleri Uzerindeki
sitotoksisitesi veya hiicreler (izerindeki canlihig: artti-
rict etkisi MTT yontemi ile belirlendi. T-47D hiicreleri
kuyu basma 5000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24
saat sonra hiicrelere kurkuminin farkli dozlar1 verildi.
Hiicreler, 96’11 plakanin her bir oyuguna 1/10 MTT
(Boster Biyolojik Teknoloji, Pleasanton, CA, USA,
Katalog # AR1156) eklenerek 37°C'de 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyudaki
besiyeri pipetlendi ve 100 pL DMSO eklendi ve ku-
yucuklar c¢alkalayici iizerinde 5-8 dakika calkalandi.
Kuyucuklarda olusan formazan tuzu kristalleri mik-
roskop altinda kontrol edildi ve ardindan bu kristalleri
¢ozmek icin 100 uL. DMSO uygulandi. Sonunda, 96
kuyucuklu plaka bir mikroplaka okuyucusunda
(800TS, BioTek Instruments, Winooski, VT, US) 570
nm'de analiz edildi. Kurkumin ile muamele edilmis
kuyulardan okunan optik yogunluk, kontrole karsi
canli hiicrelerin yiizdesine doniistiiriildii. Elde edilen
veriler, kontroliin ortalama % fraksiyontstandart hata
sapmasi olarak ifade edildi.

Inverted mikroskop

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalarda 5 x 10% hiicre/kuyu
yogunlugunda c¢ogaltild1 ve degisen kurkumin dozlari-
na (0, 30, 50 ve 100 pM) maruz birakildi. Daha sonra
plakalar inverted mikroskopta (ZEISS Axiovert 135,
Oberkochen, Almanya) muamele edilmemis ve kur-
kumin ile muamele edilmis hiicrelerde morfolojik
degisiklikler ve hiicre yogunlugu agisindan 100x bi-
yiiltme altinda incelendi.

Istatistiksel analiz

MTT verilerinin istatistiksel analizi SPSS yazilimi
(Statistics for Windows, Version 21.0. IBM Corp.
Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapildi. Sirasiyla
Shapiro-Wilk testi ve Levene testi ile analiz edilen
tiim veriler normal dagilim gosterdi ve homojen bir
varyansa sahipti. Bu nedenle, post hoc Tukey testi ile
tek yonlii bir varyans analizi yapildi. Istatistiksel an-
lamhilik p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 olarak ifade edildi.

Bulgular

Kurkuminin Sitotoksik Etkisi

T-47D hicrelerinde zamana (24, 48 ve 72 saat) ve
kurkuminin doza (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 100 pM)
bagli sitotoksik analizi yapildi. Tablo I, hiicre canlili-
ginin yiizdelerini ve istatistiksel olarak anlamlilik
dizeyini gostermektedir.

Kurkuminin T-47D hcrelerinde 1C50 konsantrasyon-
lari, doz-canlilik grafigi aracilifiyla hesaplandi. Kur-
kuminin T-47D hicrelerinde IC50 dozu 24 saat so-
nunda 65,8 uM bulunmustur. 5 pM kurkumin hiicre
proliferasyonuna neden olsa da kontrol grubu ile kar-
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silastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Kontrol ve 10 pM kurkumin uygulamasi
sonucunda hiicre canlilig1 birbirine yakindi. 20 ve 30
puM kurkumin uygulamasi hiicrelerde bir miktar proli-
ferasyona neden olsa da istatistiksel olarak anlaml
degildi (p>0.05). Ancak 40 uM kurkumin hiicre canli-
ligimt %69,8%e (p<0.01) ve 50 uM kurkumin ise hiicre
canlihigint %72,8'e (p<0.01) disiirdii. Son olarak,
hiicre canlihigi 100 uM'de %0,7'ye distii (p<0.001)
(Sekil 1, Tablo ).

Eani b s 1)
Camh hiore yaress [

Sekil 1.

24, 48 ve 72 saat boyunca farkl kurkumin dozlar:
uygulanmig T-47D hiicrelerinin canliligi ve istatistik-
sel anlamlilik dereceleri. Sonuc¢lar ortalama+SS ola-
rak goruntllenir. *, ** ve *** kontrol grubu hiicrele-
ri ile karsilastirnlldiginda sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve

p<0.001'lik istatistiksel farkliliklar: gosterir.

Tablo I. 24, 48 ve 72 saat sonunda 0-100 uM dozlar
arasinda kurkumin uygulamasindan sonra
T-47D meme kanseri hcrelerinin hicre can-

liliginin yiizdesi.

Kurkumin Hiicre Canliigi (%)
Dozlari (uM) (ortalamazSS)

24h 48 h 72h
Kontrol (0 pM) 100.0 £5.7 100.0+4.1 100.0 £6.7
5.0 102.3+7.3 106.5+4.1 100.0+17.1
10.0 100.0 £6.2 104.0+7.6 104.9 +18.0
20.0 109.4 £5.2 98.9+3.0 715+ 14.02
30.0 108.8 £5.9 835x127 39.0£7.7¢
40.0 69.8 +17.90 73.9+16.10 79+6.3¢
50.0 728 £11.00 36.6 £6.8 6.3 +4.0c
100.0 0.7 +0.4¢ 18 +25¢ 0.0+2.0c

a: anlaml fark p<0.05, b: anlamli fark p<0.01 and c: anlaml
fark p<0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Kurkuminin T-47D hucrelerinde 1C50 dozu 48 saat
sonunda 46,4 uM bulunmustur. 5 pM ve 10 pM kur-
kumin bir miktar proliferasyona neden olsa da istatis-
tiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). 20 pM Kkurku-
min'de hiicre canlilig1 %98,9'a ve 30 uM kurkuminde
hiicre canliligi %83,5'e diistii ancak hiicre azalmasi
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Bununla

birlikte, 40 puM kurkuminde hiicre canliligi %73,9'a
(p<0.01) ve 50 pM kurkuminde hiicre canlili-
81 %36,6'ya (p<0.001) diistii. Son olarak, hiicre canli-
l1ig1 100 uM'de %1,8'e diismiistiir (kontrol ile karsilas-
tirildiginda p<0.001) (Sekil 1, Tablo ).

Kurkuminin T-47D hucrelerinde 1C50 dozu 72 saat
sonunda 26,6 pM bulunmugtur. Kontrol ve 5 pM
kurkuminin canlilik diizeyleri birbirine yakin bulun-
du.10 uM kurkumin bir miktar proliferasyona neden
olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Bununla birlikte, 20 pM kurkumin hiicre canliligi-
m %71,5'e (p<0.05), 30 UM kurkumin ise hiicre canli-
ligim1 %39,0'a (kontrol karsisinda p<0.001), 40 pM
kurkumin ise %7,9'a ve 50 UM kurkumin'de %6,3'e
diigmiistir (kontrol karsisinda p<0.001). En yiksek
doz olan 100 pM uygulamasinda, canlibik %0 idi
(kontrol ile Kkarsilastirildiginda p<0.001) (Sekil 1,
Tablo I).

Mikroskobi Sonuclar:

Sekil 2'te inverted mikroskoptan alinan goruntiler
gosterilmektedir. Kontrol grubunda (A) kurkumin
uygulanmamis meme kanseri hilcreleri gézlenmekte-
dir.. 20 uM (B), 30 uM (C) ve 40 uM (D) Kurkumin
uygulanmisg hiicreler yuvarlaklagmis ve flask yiizeyin-
den ayrilmis hiicre topluluklar olarak goriinmektedir.
T-47D hiicrelerinin 6liim orani, sekli yuvarlaklagan T-
47D hiicrelerinin artisiyla dogru orantilidir. Goriint(-
lerde de goriildiigii gibi kurkumin, canli hiicre yogun-
lugunu azaltmaktadir.

Sekil 2.
T-47D hiicre morfolojisi (24 saat): (A) Kurkumin
uygulanmamais kontrol grubu ile, sirasiyla 30 uM (B),
50 uM (C) ve 100 uM (D) konsantrasyonlarinda kur-
kumin uygulanmis gruplar. Hiicre morfolojisi ve mik-
tart inverted mikroskop kullanilarak géozliemlendi
(100x). Kalin oklar normal canli hiicreleri gosterirken,
kesikli oklar morfolojisi degismis hiicreleri (yuvarlak
ve/veya yiizeyden ayrilmis hiicreler) gosterir.
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Tartisma ve Sonug¢

Vogel ve Pelletier tarafindan 1815’te Curcuma lon-
ga'nin (zerdegal olarak bilinir) rizomlarindan ekstre
edilen polifenol bileseni olan kurkuminin, inflamas-
yon, artrit, metabolik sendrom, karaciger hastaliklari,
obezite ve noérodejeneratif hastaliklarin yani sira ¢esitli
kanserleri 6nleme konusunda da etkin rol oynadigi
gosterilmistir®®.

Sanayilesmis iilkelerde kanser, baslica 6liim sebeple-
rinden biridir. Kanser hiicrelerinde apoptozis, prolife-
rasyon ve anjiyogenez sinyal yollar1 diizensizdir'.
Son yillarda kanserin erken teshis edilip tedavi sece-

neklerinin artmasindan dolay1 6liim oranlar1 azalmistir.

Ancak ilaca direngli kanserlerde yenilik¢ci ve daha

etkin ilaglarin arastirimasi zorunludur®*,

Giiniimiizde meme kanseri, tiim diinyada kadimnlar
arasinda en yaygin malign timor olup kanser kaynakli
6lim nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Meme kanseri vakalarinda tedavi ajani olarak siklikla
anti-ostrojenler kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
farkli ilag kombinasyonlar1 meme kanseri tedavisinde
cok daha pozitif sonuclar vermektedir®*?. Sunulan
calisgmada T-47D meme kanseri hicreleri (zerine
kurkuminin doz bagiml etkisi arastirilmistir.

Kurkuminin, saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik
etkiye neden olmadan malign hiicrelerde segici olarak
apoptozu indiikledigi disiiniilmektedir. Saglikli meme
hicrelerine, giinlik 8000 mg kadar ylksek kurkumin
dozu uygulandiginda bile ¢ok diisiik toksisite ile he-
men hemen hicbir degisiklik olusturmadig: belirtilmis-
tir. Klinik onkolojide kurkuminin 6nemi artmaktadir.
Preklinik ¢aligmalarda kurkuminin meme kanserinin
baglamasi ve ilerlemesini onlemede etkili oldugunu
goOsterilmistir. Yapilan ¢aligmalar kurkuminin meme
kanseri hiicrelerinde anjiyogenezi inhibe ederek besin
eksikligi ve hipoksiye neden olmasi sonucunda hiicre

Olimiine yol agtigim belirtmislerdir***,

Calismamizda kurkuminin T-47D hicrelerinde doz ve
zaman bagiml olarak sitotoksik etkisini MTT metodu
ile belirledik. Kurkuminin T-47D hicrelerinde 1Cs,
dozu 24’lincl saatte 65.8 UM, 48’ince saatte 46.4 M
ve 72’ince saatte 26.6 uM olarak belirlenmistir. 72
saatin sonunda 20 pM, 30 pM, 40 uM, 50 uM ve 100
UM kurkuminin artan dozlarina paralel olarak T-47D
meme kanseri hucrelerinin 6liimini arttirdigini g6z-
lemledik. Calismamiz kurkuminin 24, 48 ve ozellikle
72 saatte meme kanseri hucreleri Gzerine etkisinin
farkli dozlarla gosterilmesiyle doz ¢aligmalarinda
referans makale olarak kullanilabilecektir.

Yapilan in vitro g¢aligmalarda, kurkuminin MCF-7,
MDA-MB-468 (MDA468), HCC1937 ve HCC1806
gibi ¢esitli hormon-negatif hiicre dizilerinde apoptozi-
si indiikleyerek meme kanserinin yayilmasini durdur-
dugu gosterilmistir™®. Meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu zaman ve doza bagl bir sekilde kur-
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kumin tarafindan inhibe edilmektedir. Mehta ve arka-
daglar1 BT20, SK-BR-3, MCF-7, T-47D ve ZR75-1
meme kanseri hiicre hatlarina kurkumin uygulamasin-
dan sonra MTT testi sonucunda meme kanseri hiicre-
lerinin bilylimesinin tamamen inhibe edildigini gos-
termislerdir'’. Chiu ve arkadaslar1 kurkuminin MDA-
MB-231 meme kanseri hicrelerinde G2/M déngusinii
bloke ederek doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica kurkuminin
apoptozu indiikledigini ve NF-kf65'in protein eksp-
resyonunu azalttigini ve MDA-MB-231 hicrelerinin
go¢ aktivitesini inhibe ettigini belirtmislerdir'®*.

Kanser hiicrelerinin kurkumin tarafindan segici olarak
6ldiriildiigiiniin kesin mekanizmalar1 tam olarak agik-
lanamamustir. Ayrica kurkuminin, birden fazla mole-
kiiler mekanizmanin kontroliinde kanser kok/ progeni-
tor hiicrelerin ve onlarmm soyunun proliferasyonunu
baskilayarak anti-kanser 0Ozelligini gosterdigi diisu-

niilmektedir®®?,

Sonug olarak, biyoaktif bilesikler, yeni ajanlar ve
biyomarkir molekiiller kanser tedavisinde in vivo ve in
vitro caligmalarda arastirilmaktadir. Bu tiimorlerin
onkogenezisinin ve altinda yatan temel mekanizmala-
rin aydinlatilmasi yeni kanser terapilerin gelistirilme-
sinin Oniinii agacaktir. Bu nedenle meme kanser tera-
pisinde yeni biyolojik ve kimyasal reaktiflere ihtiyag
artmaktadir.

Bizim sonuglarimiz kurkuminin T-47D hiicre prolife-
rasyonunu anlamli olarak azalttigini gdstermistir.
Kurkumin, meme kanseri terapisi igin tek basina ya da
diger molekiillerle kombine olarak kullanilabilecek bir
aday olabilir. Gelecekte kurkuminin meme kanseri
hiicreleri tizerindeki etki mekanizmasini aydinlatacak
daha kapsamli ve ¢ok merkezli desteklenecek ileri
diizeyde klinik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Hiicre kiiltiiri ¢alismas1 olmasindan dolayr Etik Kurul onayma
gerek yoktur.

Arastirmaci Katki Beyani: Fikir ve tasarim: N.E.B.A; Veri topla-
ma ve isleme: S.K,; Analiz ve verilerin yorumlanmasi: N.E.B.A;
Makalenin énemli boliimlerinin yazilmasi: N.E.B.A

Destek ve Tesekkiir Beyam: Bu makalede yer alan caligmalar
herhangi bir kurum tarafindan desteklenmemistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani
yoktur.
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OZET

Bu ¢aligmada Tirkiye’de hemsirelerin merhamet kavramini nasil tanimladiklari, goriisleri ve deneyimlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Arastirma genis capli uluslararasi bir galismanin pargas olarak online anket seklinde tasarlanip uygulanmustir. Ingiltere’de Middlesex Uni-
versity’den etik kurul izinleri alindiktan sonra, 15 farkli tilkeden hemsirelerin katilimi ile gergeklestirilmistir. Ana veri tabani iginden Turkiye
orneklemini olusturan hemsirelerin (n=96) verileri bu ¢aliymada kullanilmistir. Verilerin toplanmasinda, Irena Papadopolos tarafindan gelis-
tirilen ve her iilke tarafindan igerik gegerliligi yapilan anket kullanilmistir. Bu ¢alisma ise, Tiirkiye’de ¢alisan hemgirelerin ankete verdikleri
cevaplara odaklanarak yapilmustir. Veriler, agik uglu sorular icerik analizi kullanilarak, ¢oktan se¢meli sorular ise say1 ve ylzdelik olarak
¢oziimlenmistir. Tirkiye’deki hemsirelerin hastalara, ailelerine ve topluma karst merhametli bir bakim vermeyi 6nemsediklerini ortaya
koymustur. Ayn1 zamanda merhametin Ogretilebilecegi ancak yeterince 6gretilmedigi belirlenmistir. Elde edilen nitel veriler; dokunmak,
dinlemek ve anlamak, iletisim ve empati, acilarini hafifletmek, yakin iliski kurmak olarak smiflanmistir. Tiirkiye’de hemsireler merhametli
olmanin hastanin iyilesmesinde ve bakim kalitesinin artmasinda énemli bir kavram oldugunu ve bunun davranislara yansitilarak gosterilmesi
ve hastalara hissettirilmesi gerektigini ifade ederek inanglarmi belirtmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Hemsirelik. Merhamet. Bakim. Hasta hemsire iliskisi. Dokunma.
Compassion Investigation in Nursing in Turkey: Implications of International Research Study

ABSTRACT

The study aimed to determine how nurses in Turkey define the concept of compassion, their views on compassion and how they show it in
the fields of application. A part of a large-scale international study, the study was designed and conducted as an online survey. It was carried
out with the participation of nurses from 15 different countries, after receiving research ethics committee approvals from Middlesex Univer-
sity in England. Turkey forms the main database through the nurse samples (n = 96) data are used in this study. In collection of the data a
survey which was developed by Irena Papadopolos and tested for content validity by each country, was used. In this study the data was
collected by focusing on the answers of the nurses working in Turkey to the survey. In collection of the data the open-ended questions were
analyzed using content analysis, while the multiple-choice questions were analyzed as number and percentage. The study revealed that
nurses in Turkey attach importance to giving compassionate care to patients, their families and community. Also the study found that com-
passion can be taught and yet it is not taught adequately. The qualitative data acquired was classified as touching, listening and understanding,
communication and empathy, easing the pains and establishing affiliation. The nurses in Turkey stated that compassion is an important
concept in the recovery of patients and the increase of care quality and it should be reflected on behaviors for the patients to feel it.

Key Words: Nursing. Compassion. Caring. Nurse-patient relationship. Touch.
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dugu bildirilmistir®*. Merhametin, ac1 ve hassashg
tantyan 6znel bir deneyim, saygi ve hassasiyet, aciyi
hafifletme istegi ve kiiltiirel yeterlilik gibi nitelikleri
icerdigine inanilmaktadir. Bu baglamda merhametin
lic 6nemli boyutundan s6z edilebilir. Bunlardan birin-
cisi, bagkasimin yasadigr durumu tamamen anlayabil-
mek ve merhametin ifadesi olan biligsel algilamadir.
Ikincisi, baska bir kisinin ne hissettigini hissetmek
olan duygusal boyut ve G¢unclsu bizi en yararli bir
sekilde yanit vermek i¢in harekete gegiren davranigsal
boyuttur. Merhamet kavramini bu ii¢ boyutta ele al-
mak bu kavrami eksik birakmamak icin 6nemlidir®.

Merhamet, hemsirelik bakiminin da temel bir bileseni
olarak kabul edilir. Ancak, merhametli bakim: tam
olarak neyin igerdigini tanimlamak zordur®. Bu durum
merhametin, baglamsal ve kiiltiirel olarak spesifik
olan bir deger ve bir duygu oldugunu gosterebilir.
Merhametli bakim bir giilimseme, giiven verici bir
gorliiniim veya bir dokunus gibi basit eylemler yoluyla
verilebilmesine ragmen, siirecin kendisi karmasiktir.
Karmasik olmasini da 6znel deneyim olmasindan
almaktadir ve saglik profesyoneli olan hemsirenin
“hissi tarafi”’dir®. Baskalarmin acisin1 tamamen anla-
mak siirli olsa da degisik yollarla aciyr deneyimleyen
hastalarin, acilarim1 yiirekten hissetmek ve gercek
merhameti géstermek bir saglik profesyoneli olarak
hemsirenin 6nemli sorumluluklarindan biri olarak
gorillmektedir’. Ayni zamanda saglik bakim sistemi
icinde hasta ve hemsirelerin refah1 ve bakim standart-
lariin artirilmasinda merhametin gerekli oldugu agik-
tir. Yapilan ¢aligmalar merhamet kavrami ile kiiltiir
arasinda bir iligki oldugunu, kisilerin kiiltiirel gegmis-
lerinin, maneviyatlarinin ve sosyo politik durumun
merhametli olmayi etkiledigini ve merhametli olmanin
dogustan olmakla birlikte toplumsallasma yoluyla

6grenildigini de belirtmektedir”®. Papadopoulos ve ark.

(2016) 15 dilkede yaptiklart ¢alismada da kisinin kiil-
tirel ge¢misinin ve deneyimlerinin merhameti tanim-
lama bigimini etkiledigini belirtmislerdir”.

Tirkiye’de hemsirelikte merhamet kavrami ile ilgili
literatiir incelendiginde, Oner et. al. (2011) de bakim
kavraminin analizi i¢in yaptiklar1 derlemede merha-

metin bakim kavramu iginde yer aldig goriilmektedir'®.

Bugiin tiim diinyada tartisilan hemsirelikte merhamet
kavramimin Tirkiye’deki hemsireler tarafindan bu
kavramin nasil agikladigini gosteren sinirli sayida
calisma calismaya ulasilabilmistir. Bu arastirmada
Turkiye’de hemgirelerin merhamet kavramini nasil
tamimladiklari, gorisleri ve uygulama deneyimleri
nitel ve nicel bakis agisiyla degerlendirilmistir.

O. Akman, ark.

lanmustir. Ingiltere’de Middlesex University’den etik
kurul izinleri alindiktan sonra, 15 farkli {ilkeden hem-
sirelerin katilimi ile gergeklestirilmistir. Ana veri
tabani i¢inden Tiirkiye 6rneklemini olusturan hemsire-
lerin (n=96) verileri bu ¢aligmada kullanilmistir.

Veri Toplama Araglart

Arastirmada kullanilan anket Irena Papadopolos tara-
findan gelistirilmistir. Calismaya katilan her iilkenin
arastirmacilarina, calismaya kimlerin dahil edilebile-
cegi ile ilgili goriis sorulmus ve oneriler dogrultusun-
da bas arastirmaci tarafindan ankette dlzenlemeler
yapilmistir. Bu degisiklikler ile, anketin kiiltiirel 6ne-
mi ve kullaniglilig1 daha da artirilmig, anketin igerik
gecerliligine katkida bulunmustur. Daha sonra aras-
tirmacilara, pek ¢ok agiklayici bilgi ile anket gonde-
rilmis ve Onerilen yonerge dogrultusunda her iilke
kendi anadiline anketi ¢evirmis ve daha sonra tekrar
geri g¢evirisini yaparak tutarlilik saglanmistir. Hem
evrensel aktarim kolayligi hem de yerel uyum agisin-
dan kapsamli i¢erik analiz ve yorumlara tabi tutulmus-
tur. Buna ek olarak aragtirmacilardan davet/bilgi mek-
tubunu ¢evirmeleri de istenmigtir. Daha sonra her
iilkedeki arastirmacilara, katilimcilara gonderilmek
lzere bir anket baglant1 adresi gonderilmis ve kartopu
teknigi kullanilarak veriler toplanmistir. Anket sekiz
coktan secmeli soru (Soru 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9), iki
acik uglu soru (Soru 5, Soru 10)’dan olugsmustur. Acgik
uclu sorular hemsirelerin merhameti nasil tamimladik-
larim1 ve uygulamadaki kullanimlarini saptamaya
yoneliktir.

Cevaplanan anket sorulari, tekrar ingilizceye ¢evrilmis
ve raporlanmak iizere bas aragtirmaciya gonderilmistir.
Bu caligma ise, Tiirkiye’de ¢aligan hemsirelerin ankete
verdikleri cevaplara odaklanarak hazirlanmustir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Acik uglu sorular icerik analizi kullanilarak, ¢oktan
secmeli sorular ise say1 ve yiizdelik olarak ¢éziimlen-
mistir.

Gerecg ve YOntem

Bu c¢aligma kesitsel ve tanimlayici tiptedir. Arastirma,
hemgirelerin merhamet hakkindaki gorisleri, nasil
tanimladig1 ve uygulama alanlarinda nasil gosterildigi
konusunda genis c¢apli uluslararasi bir g¢aligmanin
pargast olarak online anket seklinde tasarlanip uygu-

248

Bulgular

Tablo I’de, ankette yer alan ¢oktan segcmeli sorulara
hemygirelerin verdigi cevaplar say:1 ve yiizdelik olarak
gosterilmistir. Ankette yer alan agik uglu sorular tab-
loda gosterilmis ancak cevaplar igerik analizi ile grup-
landirilarak tablonun sonunda ele alinmistir.

Tablo | incelendiginde; birinci soruda yer alan “mer-
hamet kavramini nasil tanimlarsiniz?” sorusuna 96
katilimcinin %4,2 (n=4) si diger secenegi, %71,9°u
(n=69) “bagkalarimin ¢ektigi acilarin derin farkindalig
ve onu hafifletme istegi” cevabini vermis, diger sece-
negi isaretleyip aciklama yazan iki kisi ise merhameti,
“Bagskalarimin acilarina karst olan farkindaliga sevgi-
nin eslik etmesi”, “Yardimseverlik fedakarlik” seklin-
de tanimlamuslardir.



Tiirkiye’deki Hemsirelerde Merhamet

Tablo I. Ankette Yer Alan Sorular ve Sorulara Hem-
sirelerin Verdigi Cevaplar

Frequency |Percent

Sorular/Cevaplar (n) (%)
Sayi Yiizde

1- Merhamet kavramini nasil tanimlarsiniz?
Empati ve nezaket 20 20,8
Baskalarinin gektigi acilara karsi derin farkindalik |2 2,1
Baskalarinin cektigi acilarin derin farkindaligi ve |69 719
onu hafifletme istegi
Diger 4 42
Eksik dolduran 1 1,0
Toplam 96 100,0
2- Hemsirelikte merhamet ne kadar 6nemlidir?
Cok 6nemli degil 6 6,3
Onemii 28 29,2
Cok Onemli 62 64,6
Toplam 96 100,0
3-Merhametin hemsirelere 6gretilebilecegine inaniyor musunuz?
Evet 57 59,4
Hayir 23 24,0
Bilmiyorum 15 15,6
Eksik dolduran 1 1,0
Toplam 96 100,0
4- Merhametin hemsirelere yeterince dgretildigine inaniyor musu-
nuz?
Yeteri kadar &retiliyor 10 104
Biraz dgretiyor 30 313
Yeteri kadar 6gretilmiyor 44 458
Bilmiyorum 12 125
Toplam 96 100,0

5- Tiirkiye'de hemsireler tarafindan merhamet pratik alanda nasil
gosteriliyor? (Lutfen 6rnek veriniz) (Igerik analizi yapildi)

6-Size gore merhametin geligmesinde en etkili faktor nedir?

Aile 32 33,3
Kiiltirel degerler 33 344
Kisinin kendi merhamet deneyimi 30 31,3
Eksik dolduran 1 1,0
Toplam 96 100,0
7-Liitfen en ¢ok katildiginiz ifadeyi segin:

Tirkiye'de hastalar yetenege merhametten daha |25 26,0
fazla deger veriyor

Tiirkiye'deki hastalar tibbi teknoloji kullanimina |12 125
merhametten ¢ok daha fazla deger veriyor

Tiirkiye'deki hastalar tibbi tedaviye merhametli (54 56,3
bakimdan daha fazla deger veriyor

Eksik dolduran 5 5,2
Toplam 96 100,0
8-Liitfen en cok katildiginiz ifadeyi segin:

Ttirkiye'deki hemsireler yoneticilerinden merha- |5 5,2
met goriyor

Turkiye'deki hemsireler meslektaslarindan mer- (36 375
hamet goruyor

Tiirkiye'deki hemsireler hastalardan merhamet |51 531
goriyor

Eksik dolduran 4 4,2
Toplam 96 100,0

9- Tiirkiye'deki hastalar agagidaki hangi 6zellige sahip olan hemsire-
ler tarafindan bakilmayi tercih eder?

Iyi kisileraras! becerilere sahip bilgili hemsireler |78 81,3
Iyi teknik becerilere sahip bilgili hemsireler 17 17,7
lyi ydnetim becerilerine sahip bilgili hemsireler 0 0
Eksik dolduran 1 1,0
Toplam 96 100,0

10- Lutfen Tiirkiye'deki hemgirelerin merhametin anlami ve kullani-
mina isik tutabilecek her tiirlii yorum, tavsiye, goriis veya hikaye

Ikinci sirada yer alan “Hemsirelikte merhamet ne
kadar onemlidir?” sorusuna %64,6’s1 (n= 62) “cok
onemli “olarak cevap vermistir.

Uglincii siradaki “merhametin hemsirelere gretilebi-
lecegine inantyor musunuz?” sorusuna %59,4 (n=57)
“evet” cevabii vermis ve bununla baglantili olan
dordiincii soruya ise “merhametin hemsirelere yeterin-
ce Ogretildigine inantyor musunuz?” biiyliik ¢ogunlu-
gunun “yeteri kadar ogretilmiyor” %45,8 (n=44) y0-
niinde goriis bildirdigi gbrilmistiir.

Altmer soru “size goére merhametin gelismesinde en
etkili faktdr nedir?” incelendiginde, en fazla %34,4
(n=33) “kulturel degerler” oldugu belirtilmis ancak
diger seceneklerin de yakin oranlarda oldugu goriil-
mustur.

“Liitfen en ¢ok katildiginiz ifadeyi se¢in” ifadesine ise
yuksek oranda %56,3 (n=54) “Turkiye'deki hastalar
tibbi tedaviye merhametli bakimdan daha fazla deger
veriyor” yanit1 verilmistir.

“Liitfen en ¢ok katildigimz ifadeyi segin” ifadesine ise
katilimcilarin dordii cevap vermezken, cevap verenle-
rin %53,1 (n=51)"1 “Tiirkiye'deki hemsireler hastalar-
dan merhamet goriiyor” olarak yanitlamiglardir.
Coktan se¢meli sorularmm sonuncusunu olusturan
“Tiirkiye'deki hastalar asagidaki hangi 6zellige sahip
olan hemsireler tarafindan bakilmayi tercih eder?”
sorusuna ise, bir kisi cevap vermemis geri kalanlarin
biiyiik cogunlugu %81,3 (n=78) “iyi kisilerarasi bece-
rilere sahip bilgili hemsireler” seklinde cevap vermis-
tir.

Besinci (Tirkiye'de hemsireler tarafindan merhamet
uygulamada nasil gosteriliyor?) ve onuncu (Lutfen
Tiirkiye'deki hemsirelerin merhametin anlami ve kul-
lanimina 1s1k tutabilecek her tiirlii yorum, tavsiye,
goriis veya deneyiminizi paylasiniz) sorulara verilen
cevaplar aragtirmacilar tarafindan analiz edilerek “do-
kunmak, dinlemek ve anlamak, iletisim ve empati,
acilarmi hafifletmek, yakin iliski kurmak” basliklari
altinda gruplanmustir.

Bu ¢alismada hemsireler dokunma yolu ile hastalara
onlarin yaninda olduklarini hissettirmenin merhameti
gostermede kullandiklar: bir yol oldugunu belirtmis-
lerdir. Ayrica, merhameti géstermede hastay: dinleme
ve anlamanin, empati yapmanin, yakin iligkiler kur-
manin da 6nemli oldugunu ifade etmislerdir. Aci ¢ek-
menin ne oldugunu bilmek ve hasta tarafindan nasil
algilandigin1 anlamak ve onu hafifletmeye 6zen gos-
terme 6nemli olan diger bir yanittir.

sununuz. (igerik analizi yapildi)

Tartisma ve Sonug

Bu ¢alismada “merhamet kavramini nasil tanimlarsi-
mz?” sorusuna hemsirelerin yaklasik dortte ticii “bas-
kalarinin ¢ektigi acilarin derin farkindaligi ve onu

hafifletme istegi” cevabini vermistir.
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Elde edilen cevaplar merhametin taniminin yapildigi
calismalar ile benzerlik gostermektedir™®. Gilbert
(2005)™* merhameti; bagkasimin acisini giderme istegi-
ni, acinin kaynagini anlamayla ilgili biligsel slreci ve
merhametli eylemlerde bulunmakla ilgili davranigsal
siireci i¢erisinde barindirma olarak tanimlamistir. Yani
merhametin; gldi, duygu, diisiince ve davranigin
bilesimi ile olustugu ac¢iklanmistir. Sprecher ve
Fehr’in (2005) ¢aligmalarinda ise merhamet merha-
metli (duyarli) sevgi olarak kavramsallastirilmgtir,
Merhametli (duyarli) sevgi, diger insanlar1 sikintili ve
ihtiya¢ duyduklar1 zamanlarinda onlar1 desteklemeye
yonelik, davranigsal, biligsel ve duygusal bir tutum
olarak belirtilmistir.

“Hemgirelikte merhamet ne kadar énemlidir?” sorusu-
na hemsirelerin tamamina yakin bir bolimii “6nemli”
/ “cok onemli” cevaplarini vermistir.

Merhamet hemsirelik mesleginde ¢ok 6nemlidir. Ciin-
kii hemsirelik bakiminin temelinde merhamet vardir®™,
Hemsirelerin en ayricaliklt rolii olan bakim, teknik
bilgi ve becerilere sahip olmanin yan sira bakim veri-
len bireylere karst merhametli olmay1 da gerektirir.
Merhamet hissi, hastalar icin olduk¢a énemlidir. Bu
durumun nedeni ise, hastalarin teknik bakimdan ¢ok,
hizmet veren bireylerin merhametli tutum ve davranig-
larina ihtiyag duymalaridir®. Hemsireler bakim ver-
dikleri kisilerin en savunmasiz anlarma ve 6zel du-
rumlarina tanik olurlar®. Himanisttik bir yaklasim ve
merhamet mukemmel hemsirelik bakiminin temeli
olarak kabul edilmektedir'®. Evrensel olarak, hastalar
bakim ile merhameti esit tutarlar. Bakim veren hemsi-
re sicak ve empatik, merhametli ve ilgili olarak tanim-
lanir'’. Merhamet, hemsirelerin sadece hastayla tera-
potik iletisim kurmasini saglamaz ayni zamanda yiik-
sek kalitede bakim vermesini de saglar'®. Merhamet
iyi bir hemgirenin 6zellikleri arasindadir. Bu nedenle
hastaya bakim verirken memnuniyetin saglanmasinda
anahtar dlcuttir'®*,

“Merhametin hemsirelere ogretilebilecegine inaniyor
musunuz?” sorusuna Katilimcilarin  %59,4 (n=57)
“evet” cevabini vermis ve bununla baglantili olan
dordiincii soruya ise “merhametin hemsirelere yeterin-
ce Ogretildigine inaniyor musunuz?” biiyiik ¢ogunlu-
gunun “Yeteri kadar oOgretilmiyor” %45,8 (n=44)
yoniinde goriis bildirdigi gOrilmiistiir.

Bu ¢alisma sonucu literatiirii desteklemektedir. Arkan,
Yilmaz ve Diizgiin’iin®® 2020 yilinda hemsirelerin
merhamet diizeylerinin degerlendirildigi ¢aligmada
hemsirelerin merhamet seviyesinin orta diizeyde oldu-
gu ve egitim seviyesinin ise hemsirelerin merhamet
diizeylerini etkiledigi bulunmustur. Ozellikle hemsire-
lerin egitim seviyesinin ve bakim verilen hastaya
empati kurma durumlariin “bilingli farkindalik™ alt
boyutunu ve oOlgegin toplam puan ortalamasini
etkiledigi bulunmustur. Bununla birlikte lisansustu
mezunu ve bakim verdigi hastaya her zaman empati
kuran hemsirelerin merhamet diizeyleri diger hemsire-
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lere gore daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla bura-
dan egitim seviyesinin ve empati duygusunun merha-
met diizeyi Uzerinde olumlu etkisi oldugu sonucuna
varilabilir. Literatlirde; empati kurma ile merhamet
duygusu arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmek-
tedir® %,

Ulkemizde ilgili literatiir degerlendirildiginde 6grenci-
lerin merhamet diizeyini, hemsirelerin ise merhamet
yorgunlugunu 6l¢en c¢alismalarin cogunlukta oldugu
fakat hemsirelerin merhamet duygusu ve diizeylerini
inceleyen arastirmalarin yeterli sayida olmadig: dikka-
ti cekmektedir. Sadece Arkan, Yilmaz ve Diizgiin’iin
2020 yilinda yaptig1 ¢aligmada hemsirelerin merhamet
diizeylerinin degerlendirilmis ve hemsirelerin merha-
met seviyesinin orta diizeyde oldugu belirlenmistir®.
Sinirh sayida ¢alisma hemgirelere merhametin yeterli
ogretilip ogretilemedigini degerlendirilmekte yeterli
degildir. Hemsirelik 6grencileri iizerinde yapilan ¢a-
ligmalar incelendiginde ise de su sonuglar ortaya ¢ik-
mustir; Cing6l ve ark (2018)’larinin 494 saglik yiikse-
kokulu 6grencisi lizerinde yaptig1 ¢alismada dgrencile-
rin merhamet diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmis-
tir’. Hacikelesoglu ve Kartopu (2017) da bes ayri
fakiiltede 6grencilerin merhamet diizeyini incelemistir.
Arastirma sonucuna gore Ilahiyat, Saglik Bilimleri ve
iktisadi ve Idari Bilimler Fakiiltesi &grencilerinin
diger fakiiltelere gbére merhamet duzeylerini daha
yiiksek bulmuslardir®®. Elde edilen bu bulgular egitim
stiresince Ogrencilere merhamet egitimi verilmeye
calisildigin fakat seviyesi ve diizeyi hakkinda herhan-
gi bir bilginin yer almadigi, hastanede g¢aligamaya
baslayinca da merhamet hissinin zamanla merhamet
yorgunluguna doniistiigii ifade edilebilir.

“Size gbre merhametin gelismesinde en etkili faktor
nedir?” sorusu incelendiginde, en fazla %34,4 (n=33)
“Kiiltiirel degerler” oldugu belirtilmis ancak diger
seceneklerin de yakin oranlarda oldugu goriilmiistiir.

Bu calisma bulgusu Hacikelesoglu ve Kartopu’nun
2017 yilinda bes ayr fakiiltede 490 6grencinin mer-
hamet dizeyinin incelendigi ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Calismada; namazlarini diizenli kilan,
yasamlarinda dinin bir anlami ve amaci oldugunu
diisiinen, toplumda yasanan (kapkag, riigvet, hortum-
culuk gibi) bir¢ok ahlaki sorunun dini degerlerin yay-
ginlastirilmasiyla ¢oziilebilecegini diislinen, toplum
icerisinde yaganan bir takim sikintilara ragmen insan-
larin mutlu olmalarinin temelinde dini duygularin
bulundugunu diisiinen, dogruluk, yardimseverlik,
fedakarlik gibi toplumsal ve kiiltiirel degerleri 6nem-
seyen 6grencilerin merhamet diizeyinin diger dgrenci-
lere gore daha yiiksek oldugu saptanmustir®. Kiltiirel
degerler cevabi kadar yakin bir cevap alan diger mad-
de ise ailedir. Bu sonug ile ilgili herhangi bir ¢alisma-
ya rastlanamasa da sonug¢ sasirtici degildir. Ciinki
insanlar aileleri, aileler toplumu olusturdugu i¢in mer-
hamet duygusunun olusmasinda ailelerin yeri oldukga
onemlidir.



Tiirkiye’deki Hemsirelerde Merhamet

“Liitfen en ¢ok katildiginiz ifadeyi se¢in” ifadesine ise
yuksek oranda %56,3 (n=54) “Tirkiye'deki hastalar
tibbi tedaviye merhametli bakimdan daha fazla deger
veriyor” yaniti verilmistir.

Ulkemizde 2007 yilinda 100.000 kisi basma diisen
hekim sayis1 155 iken, bu oran 2012 yilinda 173’e ve
2014 yilinda 175’e yilikselmistir. Bu hizli artisa rag-
men Tiirkiye kisi basina diisen hekim sayist bakimin-
dan 2012 y1l1 AB ortalama degeri olan 321’in olduk¢a
gerisindedir. Ayrica 2017 yilinda 1.000 kisi basina
diisen hemsire sayilarina bakildiginda OECD ortala-
masinin yaklagik 8 hemgireden, 9 hemsireye yiiksel-
mistir. Isvigre, Norveg, Izlanda, Finlandiya gibi tilke-
lerde bu oranin 14’{in {izerinde oldugu Tiirkiye’de ise
1.000 kisi basina 2.4 hemsire distiigii belirlenmistir.
Bu kisith ulasim tlkemizde medikal tedaviyi daha
degerli ve 6nemli hale getirmistir®.

Coktan se¢meli sorularin sonuncusunu olusturan
“Tirkiye'deki hastalar asagidaki hangi 6zellige sahip
olan hemsireler tarafindan bakilmay1 tercih eder?”
sorusuna ise, bir kisi cevap vermemis geri kalanlarin
biyiik ¢ogunlugu %81,3 (n=78) “iyi kisilerarasi bece-
rilere sahip bilgili hemsireler” seklinde cevap vermis-
tir.

Biitiin kisiler aras1 iligkiler iletisime dayali olarak
gerceklesmektedir. Hemsire de hem tedavi edici hem
koruyucu hizmet alanlarinda ¢alisirken bireylerle
dogrudan iletigime girmektedir. Hemsirenin hastayla
veya saglikli bireyle kurdugu mesleki etkilesim yar-
dim edici anlamda bir iliskidir. Iletisim, hemsirenin
bireye ulagsma ve yardim islevini yerine getirirken
yararlandig1 en 6nemli aragtir. Hasta ile kurulan olum-
lu iletisim hemsirelik bakiminin niteligini, hasta
memnuniyetini, uyumunu ve iyilesmesini arttirmakta-
dir. Olumsuz iletisimin ise; hemsirelik uygulamalarini
giiclestirdigi, agr1 kontroliinii engelledigi, hastadan
uzaklastirdigi, hastanin dogru degerlendirilmesini ve
gereksinimlerinin karsilanmasini engelledigi belirlen-
mistir?" %,

Soru 5 (Tirkiye'de hemsireler tarafindan merhamet
pratik alanda nasil gosteriliyor?) ve soru 10 (Lutfen
Tiirkiye'deki hemsirelerin merhametin anlami ve kul-
lanimina 151k tutabilecek her tlirli yorum, tavsiye,
gOriis veya deneyiminizi paylasiniz) sorularina verilen
cevaplar incelendiginde, verilerin asagidaki basliklar-
da gruplandig1 belirlenmistir;

Dokunmak: Sozsiiz iletisimin bir bigimi olan fiziksel
dokunus terapotik iletisimin temel bir 6zelligidir.
Dokunma hemsireler ve hastalar arasindaki engelleri
agmak i¢in bir giivence, rahatlik bi¢imi ve bir arag
olarak kullanilabilir. Burada hemsirenin hastaya fizik-
sel bakim yaparken uyguladigi dokunmanin disinda
merhametli bir sekilde elini tutmasi, sirtina veya bagi-
na dokunmasi yer almaktadir®®. Bu c¢aligmada da
hemsireler dokunma yolu ile hastalara onlarin yaninda
olduklarin1 hissettirmenin merhameti gostermede
kullandiklar1 bir yol oldugunu belirtmislerdir. Litera-

tiir incelendiginde merhametin gdsterilmesinde kiiltU-
rel veya etnik farkliklar olsa da dokunmanin dnemli
oldugu belirtilmistir®> .

Dinlemek ve anlamak: Dinleme, muhtemelen saglik
becerilerinin en eskisidir ve hemsirelik bakimimin tim
yonlerinin kritik bir bilesenidir. Bu nedenle hastalarla
anlamli etkilesimler kurmak, onlarin ne istedigini
anlamak, hastalarin refahin1 arttirmak ve bakim kalite-
sini yilkselmek icin 6nemlidir**®. Hastalarn saglik
profesyonelinden en billyik beklentilerinin dinlenmek
ve anlagilmak oldugu belirtilmektedir®®. Yapilan ca-
ligsmalarda merhametin gdsterilmesinde aktif dinleme-
nin énemine vurgu yapilmaktadir’™™*. Ayrica, hemsi-
relik becerilerinin kisilerarast nitelikleri arasinda has-
taya kisi olarak ilgi duymak, arkadas canlisi ve neseli
olmak ve etkili bir dinleyici olmak gerektigi belirtil-
mektedir®’. Bu baglamda, Tiirkiye’deki hemsireler de
merhameti gostermede hastay1 dinlemenin ve anlama-
nin énemli oldugunu bildirmistir.

Iletisim ve empati: 1letisimin kendisi saglik hizmetle-
rinde merhametin gosterilmesi icin dénemli bir arac
olarak tammlanmistir®®. Ozellikle hemsirenin baslatti-
g1 ve hastanin kendisini ve hikayesini anlatmaya,
endiselerini anlatmaya tesvik edildigi etkili ve mer-
hametli iletisim sekli hastanin duyuldugu bir ortamin
yaratilmasina yol agarak hemsire ve hasta arasinda
anlamli bir baglanti kurulmasini saglar. Bu da hemsi-
relerin erigilebilir goriinmesine ve hastalar tarafindan
bir bakim eylemi olarak algilanmasini neden olur®>®.
Bu ¢alismada da hemsireler empatinin, sozlii ve s6z-
stiz iletisimin merhameti gdstermede 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. Ozellikle sozsiiz iletisimde hastay
konusmaya tesvik ederken, giilimseme, gdz temast
kurma, basini sallama ve s6z tonunun 6nemli oldugu
belirtilmektedir®’. Tiirkiye’deki hemsireler de giiler
yiizlii olmanin, merhameti gostermede énemli bir arag
oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde iran’da yapi-
lan bir ¢aligmada da sozsiiz duygusal davramiglarin ve
baskalariyla empatinin sevgi ve merhamet ifadesi
oldugu ayni zamanda merhameti gostermede guler
yiizlii olmanin énemli oldugu sonucuna ulasiimistir™.
Bir bagka ¢alismada da hemsireler, mizah ve giilim-
seme ile hastalarla iyi iligkiler kurabilecegine inandik-
larini ifade etmiglerdir®.

Acilarmt hafifletmek: Merhamet kavrami igin yapilan
tanimlamalardan biri “acty1 tanimak ve aciy1 hafiflet-
mek i¢in harekete gecmek, ya da ac1 ¢eken ile baglan-
tida olmaktadir” seklindedir®’. Goetz ve arkadaslari
(2010) ise merhameti su sekilde tanmimlamistir: “Basg-
kalarinin acilarina taniklik etmede ortaya ¢ikan ve
daha sonra yardim etme arzusunu motive eden duy-
gu”’. Schantz (2007) ise, “merhamet insanlar1 sadece
kabul etmekle kalmaz, aym zamanda baskalarinin
acilarini anlamaya, acilarini hafifletmeye veya ortadan
kaldirmaya da tegvik eder” diye merhamet kavrami
analiz etmistir’. Bu nedenle hemsireler olarak, aci
¢ekmenin ne oldugunu bilmek ve hasta tarafindan
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nasil algilandigini anlamak ve onu hafifletmeye ézen
gostermek gerekir. Merhametli bir hemsire, ac1 ¢geken
hastalarin durumuna agik bir sekilde yanit verir ve
girisimlerini gerceklestirir. Bu girisim sadece fiziksel
actyl degil ayni zamanda duygusal actyr da anlamak
ve hafifletmek olmalidir®®. Calisma sonucumuz Ame-
rikan hemsireleri yapilan ¢alisma sonucu ile de ben-
zerlik gostermektedir®.

Yakin iligki kurmak: Hasta-hemsire iligkisi iki kisiyi
kisa ya da uzunca bir siire iliskiye sokar. Bu iliski
hemsirenin, hastanin bedensel, toplumsal ve duygusal
esenligine yararli olacak bigimde mesleksel bilgi ve
becerilerini uygulama roliinii gerc¢eklestirdigi bir etki-
lesimi baslatir. Lewis (2003) hemsire-hasta iligkisi
gelistirme kavramim kendimizin Otesine ge¢cmeyle
iligkilendirmektedir; bir kisinin bakis acilarin1 dinle-
meyi se¢cmek ve bagka biriyle iligki i¢inde olmaya
bzen gostermeyi gerektirdigini belirtmektedir®®. Bu
ifade, bu calismada hemsirelerin zaman i¢inde iliski-
nin gelisimi, iligkinin derinligi ve merhametli bir iligki
ile gelen gliven ve uyumun ingasindan bahseden yanat-
lar ile yeniden teyit edilmistir. Ayrica bu iligkinin
gelisiminde hastalara esit davranmak gerektigi de
vurgulanmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada da hemsi-
relerin hastalara yakinlik hissinin merhamete yol aca-
bilecegini belirtilmistir®.

Aagard, Papadopoulus ve Biles tarafindan yapilan
calismada hemsirelerin merhameti gosterme davranis-
larim1 sirayla dinlemek, yakin iliski kurmak, acilari
hafifletmek, dokunmak olarak saptamuslardir*. Ayrica
merhametin tanimiin ve igeriginin anlatildig1 c¢alis-
malarda ise empati yapmak, aciy1 hafifletmek, deger
verme ve saygl gostermek, dinlemek ve anlamak iize-
rinde durulmustur**®. Bu merhamet davranislarin
siralamasinin  degisme nedeni ise insanlarin farkl
kiiltiirlerde yetistigi ve yetistikleri kiiltiirler onlarin
merhameti nasil tanimlayacaklarini, nasil ifade ede-
ceklerini sekillendirmesinden kaynaklandigimi diisiin-
dirmektedir.

Merhametli bakim, hasta bakiminin kalitesinde 6nemli
rol oynar. Katilimcilar merhametin hasta bakiminda
o6nemli oldugunu ve iyilesmeye katki sagladigini be-
lirtmiglerdir. Bunun yaninda hemsirelik egitim prog-
ramlarinda merhamet konusunun yeterince ele alin-
madigin1 ve bu konunun programlara daha fazla enteg-
re edilmesi gerektigini vurgulamislardir. Bu nedenle
hem hemsirelik programlarinda merhamet kavramina
yer verilmesi hem de ¢aligma ortamlarinda hizmet i¢i
egitimler ile bu kavramim desteklenmesi gerektigi
sOylenebilir. Aynt zamanda merhametin uygulanma-
sinda ve gosterilmesinde kiiltiirel farkliliklar da goz
ontine alinarak kilavuzlarin hazirlanmasi 6nerilmekte-

dir.
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Hipotalamusta_iyonotropik Glutamat Reseptor
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OZET

Merkezi sinir sisteminde (MSS) néron fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gok gesitli norotransmitter madde rol oynar. Glutamat, hipotala-
musta en 6nemli eksitatér amino asit norotransmitterlerden biri olarak yer alir ve nOronlar {izerindeki diizenleyici islevini iyonotropik ve
metabotropik olarak iki alt ailede smiflandirilan reseptorlerine baglanarak gerceklestirir. Glutamatin bazi néroendokrin noronlar iizerinde
etkili oldugu yapilan elektrofizyolojik ve farmakolojik caligmalarla belirlenmistir. Calismamiz kapsaminda, glutamaterjik innervasyonun
histomorfolojik olarak desteklendigi ¢aligmalarin bulunmamasi sebebiyle hipotalamik glutamat reseptor alt birimlerine odaklanilmustir.
Iyonotropik glutamat reseptor alt birimlerinden AMPA (GluAl, GluA2, GluA3, GluA4), Kainik asit (GluK5, GluK1, GluK2, GluK3) ve
NMDA’nin (GluN1, GluN2A) hipotalamustaki dagilimlari immiinohistokimya yontemi Kullanilarak arastirilmistir. Disi siganlarin beyin
dokularindan vibratom araciligiyla alinan kesitler, hipotalamik noronlardaki glutamat reseptor alt birimlerinin varligi ve yogunlugu agisindan
degerlendirilmistir. Calismada, AMPA reseptorlerinden GluA1 ve GluA2’nin yaygin olarak hipotalamusta lokalize oldugu, GluA3 ve GluA4
immiinoreaksiyonunun ise ¢ok smirli oldugu; kainat reseptdr alt birimlerinden GluK5’in ¢ok yaygin oldugu ve GluK1/2/3 igeren néronlarin
daha az sayida oldugu, NMDA reseptor alt birimlerinden GIuN1’in ise hipotalamusta yogun olarak bulundugu saptanmistir. Sonug olarak, bu
calisma ile hipotalamik bir¢ok ndéronun iyon spesifik iGluR kanallarini farkli miktar ve yogunlukta eksprese edebildigi, bunun da hedef
noronlarin glutamat tarafindan farkli sekilde diizenlenmesine izin verebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat. Kainik Asit. AMPA. NMDA. Hipotalamus.

lonotropic Glutamate Receptor Expression in the Hypothalamus: An Immunohistochemical
Localization Study

ABSTRACT

A wide variety of neurotransmitters play a role in the regulation of neuron functions in the central nervous system (CNS). Glutamate is the
major excitatory amino acid neurotransmitter in the hypothalamus. Glutamate performs its regulatory function on neurons by binding to its
receptors, which are classified in two subfamilies as ionotropic and metabotropic. It has been determined by electrophysiological and phar-
macological studies that glutamate is effective on some neuroendocrine neurons. Due to the lack of studies supporting glutamatergic innerva-
tion histomorphologically, our study focused on hypothalamic glutamate receptor subunits. The distributions of AMPA (GluAl, GIuA2,
GIuA3, GluA4), kainic acid (GIuK5, GluK1, GluK2, GluK3) and NMDA (GIuN1, GIuN2A) in the hypothalamus, which are ionotropic
glutamate receptor subunits, were investigated using the immunohistochemistry method. Sections taken by vibratome from brain tissues of
female rats were evaluated for the presence and density of glutamate receptor subunits in hypothalamic neurons. It was determined that the
AMPA receptors subunits GIuAl and GIuA2 are highly expressed in the hypothalamus while the synthesis of GIUA3 and GluA4 is too
limited. Very high number of GluK5-immunoreactive neurons was detected, where the expression of GluK1/2/3 was moderate. GIuN1A, one
of the NMDA receptor subunits, was found to be densely localized in the hypothalamus. In conclusion, with this study, many hypothalamic
neurons can express ion-specific iGIUR channels in different amounts and intensities, which would allow a differential regulation of the
target neurons by glutamate.

Key Words: Glutamate. Kainic Acid. AMPA. NMDA. Hypothalamus.
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Glutamat memeli merkezi sinir sisteminde (MSS)
yerlesik noronlarin regiilasyonunda rol alan baslica
eksitatsr amino asit norotransmitterdir’.  Biling,
o0grenme ve hafiza gibi normal beyin fonksiyonlarin
yant sira MSS’nin gelisiminde, sinaps iletimi ve
eliminasyonu, hiicre gogl, farklilanmasi ve 6liimiinde
de major rol oynadigi bildirilmistir’. Glutamat
konsantrasyonunun en fazla oldugu yer sinir
terminallerinin  icidir®.  Glutamat,  presinaptik
terminallerdeki vezikiillerden voltaj bagimli Ca®*
kapilarmim bulundugu mekanizma ile salmir®. Gluta-
mat sinaptik araliga salinir salinmaz, pre- ya da post-
sinaptik membrandaki reseptorlerine baglanir ve onlari
aktive eder®. Glutamat aracili ndrotransmisyon, iyo-
notropik (iyon kanali reseptorleri) ve metabotropik
reseptorler (G-protein-bagli reseptdrler) Uzerinden

gergeklesirl'6’7.

Iyonotropik glutamat reseptdrleri, hizli eksitator
postsinaptik potansiyel olusturarak néronal
depolarizasyon yaparken metabotropik reseptorler,
norotransmisyonda modiilator olarak islev
gérmektedir®. iyonotropik glutamat reseptorleri, farkl:
glutamat agonistlerine verdikleri yanitlar karsilagtirila-
rak 3 alt gruba ayrilmaktadir; Kainat (KA, 2-karboksi-
3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidin), AMPA (o-
amino-3-hidroksi-5-  metil-4-isoksazol  proprionik
asit)/ quisqualate ve NMDA (N-metil-D-aspartat)
reseptorleri®*’. Bu reseptorlerin en ilgi cekici 6zellik-
lerinden biri, memeli beynindeki ekspresyon profilleri
ile alt birim kompozisyonuna dayanan kanal dzellikle-
rinin gesitliligidir. AMPA reseptorleri GluA1-4, kainat
reseptorleri GluK1-5 ve NMDA reseptorleri GIuN1,
GIuN2A-D, GIUN3A-B alt birimlerinden olusur®. Bu
alt birimler homomerik (tek bir alt birim) ya da hete-
romerik (birden fazla farkli alt birim kombinasyonu)
olarak iyon kanallari olustururlar ki bunlar fonksiyo-
nel reseptor kanallaridir®™. Farkli reseptor grubuna
ait iyon kanallarinin glutamatin farkli fizyolojik etkile-
rinde araci olduklarini belirleyen ¢aligmalar vardir®*®,
Bu nedenle glutamaterjik innervasyon alan ndéron
gruplarinda eksprese olan farkli reseptor alt birimleri-
nin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir.

Hipotalamus farkli organlarin fizyolojik yanitlarini
koordine ederek homeostazin saglanmasindan sorumlu
beyin bolgesidir. Bunu gergeklestirirken dis ¢evreden
gelen, diger beyin bolgelerinden alinan ve viseral
afferentlerle ulasan sinyalleri entegre eder ve boylece
uygun bir néroendokrin yanitin ortaya ¢ikmasini sag-
lar. Bunun sonucunda hipotalamus organizmanin
besin ve sivi alimi dengesi, enerji kullanimi, viicut
agirligi, kan basinci, susama, viicut 1sis1 ve uyku don-
gusu gibi bir¢ok giinliik fonksiyonlarinin diizenlenme-
sinde 6nemli bir rol oynar’. Hipotalamik fonksiyonla-
rin ger¢eklesmesinde nérosekretuvar ya da noroendok-
rin hicreler (ndronlar) rol alirlar. Bu néronlara ait
hiicre govdeleri hipotalamus igerisinde cok sayida
gruplar olustururlar. Glutamatin hipotalamik néroen-
dokrin ndronlar Uzerindeki diizenleyici etkisi bilin-
mektedir'®,
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Literatlirde hipotalamik noronlarin glutamat reseptor-
lerini eksprese ettiklerine dair raporlarin olmasina
ragmen, bu ¢aligmalar glutamat reseptdrlerinin tim alt
ailelerini ya da alt ailelerin her alt birimini kapsama-
maktadir. Hipotalamik ndronlarin glutamaterjik etkile-
siminde yer alma olasilig1 olan reseptor alt birimleri-
nin tiimiinii kapsayan ve ayrica hipotalamik ¢ekirdek-
ler 6zelinde lokalizasyonlarini bir biitiin olarak tanim-
layan bir ¢alisma literatiirde yoktur. Bu calismada;
hipotalamik noronlardaki glutamat reseptdr ailelerinin
tlm alt birimlerinin protein diizeyindeki ekspresyonla-
rinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik
olarak iyonotropik reseptorlerden kainat (GIuKS,
GluKl, GluK2, GluK3), AMPA (GluAl, GIluA2,
GluA3, GluA4) ve NMDA (GIuN1, GIuN2A) alt
birimlerinin hipotalamustaki lokalizasyonlari ile hipo-
talamik cekirdeklerdeki yogunluklari immiinohisto-
kimyasal yontem kullanilarak arastirilmistir.

Gerecg ve YOntem

Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Calismada, 200-250 gr agirhginda erigskin (2-3 aylik)
Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullanildi. Siganlar
25 °C oda sisinda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
(07.00-19.00 arasi1 aydinlik) dénemler seklinde ayar-
lanmis ortamda tutulup, ad libitum olarak beslendi.
Caligmada kullanilan deney hayvanlari, Uludag Uni-
versitesi Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi’nin
19.04.2005/1 sayil karari ile etik yonden uygun bulu-
narak kullanild.

Dokularin Hazirlanmasi

Herhangi bir enjeksiyon yapilmayan 10 disi denek,
derin eter anestezisi altinda 0.13 M fosfat tamponu® ile
hazirlanan %4  paraformaldehitin®  kullamldig:
transkardiyak  perfizyon  fiksasyonu  ydntemi
kullanilarak sakrifiye edildi. Bu yontemde deneklerin
goglis kafesleri acilarak kateter kalp apeksinden
aortaya yerlestirildi ve sabitlendi. Deneklerin kan
basincina uygun sekilde ayarlanan perflizyon
pompasina bagli bu katater yardimiyla oncelikle
deneklerin dolasim sistemleri %0.9 serum fizyolojik
(NaCl, 150 ml) kullanilarak temizlendi, sonrasinda
denek basina taze hazirlanmis 400 ml fiksatif ile
perfiizyon fiksasyon islemi gergeklestirildi. Perflizyon
sonrasi ¢ikarilarak aym fiksatifte +4°C’de gece boyu
post-fiksasyon uygulanan beyinlerden vibrotom ile
30-50 pm’lik koronal kesitler alindi. Hipotalamusun
rostra-kaudal ekseninin tamamini igerecek sekilde

alman kesitler 5 seri halinde Tris-HCI tampon
soliisyonu® (pH 7.6) icine toplandi. Tris-HCI
solisyonunda 3x10 dk. yikanarak fiksatiften

arindirilan kesitler kriyoprotektan madde® icinde —
20°C’de saklandi.
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Immiinohistokimyasal Islemler

Immiinohistokimyasal islemlerin ~ tiimii cam
sintilasyon viyallerindeki yiizen kesitlere uyguland.
Immiinohistokimya uygulamasi 6ncesinde kesitler —
20°C’den oda sicakligina c¢ikartilarak soliisyon
sicakliginin  ortam 1sisina  yiikselmesi beklendi.
Takiben, kriyoprotektan maddeden arindirtlmak {izere

kesitler tampon ile yikandi. Calismanin tiim
asamalarinda tampon madde olarak Tris-HCI
solisyonu  kullanildi. Tamponda yikama ve

inkiibasyon islemleri, orbital sallayici yardimi ile
uygun ajitasyonla gerceklestirildi. Kriyoprotektandan
arindirilan  kesitlere spesifik olmayan baglanmay1
azaltmak i¢in bloklayict tampon uygulandi. Calismada
kullanilacak  tiim sekonder antikorlarin  esekte
tiretilmis olmast nedeniyle bloklayici ajan olarak
normal at serumu secildi. Bloklayic1 tampon, Tris-HCI
tamponunda, %10 normal at serumu (Sigma, Cat No:
H1138, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), bakteri

olusumunu engelleyen %0.1 sodyum azid (BDH, Prod.

No: 30111, BDH Laboratory Supplies, Poole,
Ingiltere) ve yiizey gerilimini azaltip antikorlarin
hiicre igine girisini kolaylastiran %0.2 Triton-X 100
(BDH, Prod. No: 43700, BDH Laboratory Supplies,
Poole, Ingiltere) igerecek sekilde hazirlandi. Bloklama
islemini primer antikor inkiibasyonu takip etti.
Kullanilan tiim primer ve sekonder antikorlar
bloklayici tampon ile sulandirildi. Primer antikor
inklibasyonunu  takiben yikanan kesitler uygun
sekonder antikorlar i¢eren soliisyona alind1 ve uygun
siirelerde inkiibe edildi. Isaretleme igin kromojen
soliisyonu kKkullanilacak kesitler iireticisinin verdigi
bilgilere gore Tris-HCI tamponda avidin-biotin
soliisyonunda (ABC Elite Kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) inkiibe edildi. Olusan kompleksi
goriiniir hale getirmek amaciyla kesitlere son islem
olarak kromojen madde uygulamasi yapildi. Avidin-
biotin kompleksi peroksidaz enzimi ile isaretli oldugu
icin kromojen madde olarak diaminobenzidine (DAB,
Sigma, D5637, St. Louis, MO) secildi. Kromojen
solisyonu, 100 ml Tris-HCI tamponda, 50 mg DAB
ve 5 pl hidrojen peroksit eklenerek hazirlandi. Kesitler
bu son asamadan sonra yikanarak lamlara alindi.
Kuruyan kesitler 1s1tk mikroskopi inceleme 6ncesi
DPX ile kapatildi. Bu ¢aligmalar sirasinda test edilen

antikorlar icin belirlenen optimum dillisyonlar Tablo
I’de 6zetlenmistir.

Tablo I. Caligmada kullanilan antikorlarin 6zellikleri

. . Optimum .
Test Edllen C_)ptlmum inkiibasyon | Sicaklik Tedarlkgl Katalog
Antikor | Dilusyonlar o Firma | Numarasi
Suresi
Tavsananti-| 41500 | 4gsaat | +4°C |Chemicon| ABL504
GluAl
Fareanti- | 41000 | 24saat | +4°C |Chemicon| MAB397
GluA2
Fareanti- | 41000 | 72saat | +4°C |Chemicon| MABS416
GIuA3
Tavsan anti- . 0 .
CluAd 1:500 72 saat +40C |Chemicon| AB1508
. antikor
TangL:'lKasntl— 1:2000 Timgece | +4°C J%n?egr& referans no:
Y9 R52-4
Fare anti- . 0 .
GIUK1/213 1:2000 48 saat +40C |Chemicon| MAB379
Mouse anti- . Pharmin-
GIUN1 (1gG) 1:500 48 saat 0Ss gen 556,308
Mouse anti- . -
GIUN2A (IgG) 1:2000 48 saat 0s Millipore | MAB5216
0S: oda sicakhg

Hipotalamusta AMPA (GluAl, GIuA2, GIuA3, GluA4),
Kainat (GIuK5 ve GluK1/2/3) ve NMDA (GIuN1,
GIuN2A) Reseptor Dagilimlarimin  Belirlenebilmesi
I¢in Immiinohistokimya Boyama Protolokii

Kriyoprotektandan ¢ikarilan kesitler Tris-HCI tam-
ponda 3x10 dk. yikanarak zemin boyanmasinin mas-
kelenmesi amaciyla %10’luk normal at serumu ile 2
saat slreyle inkibe edildi. Primer antikor uygulama-
sinda kesitler tablo I’de verilen dilusyon ve surelerde
inklbe edildi. Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikama-
nin ardindan Kesitler, kullanilan primer antikoru
taniyan ve biyotin konjuge sekonder antikorlar (1:100-
1:200; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.
West Grove, PA) ile 2 saat inkiibe edildi. Sekonder
antikordan Tris-HCI tamponunda yikama ile arindiri-
lan kesitler avidin-biotin kompleksi (ABC Elite Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA) soliisyonu ile 1
saat siireyle inkiibe edildi. Yikamanin ardindan, kesit-
lere substrat kromojen soliisyonu (DAB) uygulandi.
Tris-HCI tamponu ile yikanan kesitler lamlara alinip
kurutuldu. Kuruyan kesitler 11k mikroskopi inceleme
Oncesi DPX ile kapatild.

?  Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlamsi. Solisyon A [Na2HPO412H20 (0.13 M), (Merck, CAS n0:10039-32-4, Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya)] 46.54 g/lt, Solisyon B [KH2PO4 (0.13 M), (ChemCruz, CAS no:7778-77-0, sc-203211, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX.)] 17.68 g/lt. Her iki soliisyon buzdolabinda saklanir. Soliisyon A iizerine soliisyon B eklenerek pH

7.4’ ayarlanir.

® %4 Paraformaldehit Hazirlamsi. 100 ml distile suda 40 gr paraformaldehit (Merck, Cat. No: 104005, Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) magnetik karistirict ve 1sitict lizerinde 58°C’ye kadar 1sitilarak ¢oziiliir. Sicaklik kesilir. 1 N NaOH (Merck, CAS1310-73-2,
Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ilave edilir ve soliisyon berraklasincaya kadar karigtirihir. Filtre kagidindan siiziiliir. Fosfat
tamponu ile 1 1t’ye tamamlanir. pH 6l¢timii yapilarak konsantre hidroklorik asit ya da 1 N NaOH ile son pH 7.4’ ayarlanir.

¢ Tris Tamponu (0.05 M) Hazirlamgi. Trizma base (Merck, Cat. No: 108387, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) 6 g, distile su 1000

ml. Konsantre hidroklorik asit ile pH 7.6’ya ayarlanir.

4 Kriyoprotektan Hazirlamisi. 0.05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (BDH, Prod. No: 302997, BDH Laboratory Supplies, Poole,
Ingiltere) (300 g), etilen glikol (Sigma-Aldrich, Lot# STBH2872, Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO) (300 ml) ve polivinilprolidon
(Amresco, Cat. No: 1512B22, Solon, OH) (10 g). Maddeler verilen siraya gore eklenir. Distile su ile 1 litreye tamamlanir.
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Preparatlarin Incelenmesi

Immiinoperoksidaz boyamasi yapilan kesitlerin ince-
lemesi, Olympus BX-50 fotomikroskopta 40X
objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71
CCD color camera, 1,5 million pixel, Tokyo, Japonya)
ile bilgisayar ekranmna alman gorlintiiler iizerinde
aninda tarama yapilarak gerceklestirildi. Caligmalar
kapsaminda yapilan tekli isaretlemeler sonucu hazirla-
nan kesitlerin koordinatlar1 sigan beyin atlasma®® gére
belirlendi. Supraoptik ¢ekirdek (SON) icin bregma —
0.48 mm ile -1.44 mm, paraventrikiiler cekirdek
(PVN) icin bregma —-1.32 mm ile -1.92 mm, lateral
hipotalamus (LH) i¢in ise bregma —2.04 mm ile —-3.60
mm koordinatlar1 arasindaki Kesitler segildi. Bu
araliklarda rostrakaudal diizlemde hipotalamusun 5
farkli seviyesinden alinan kesitlerde inceleme yapild.
Kesitlerin ~ birbirine  esit  uzaklikta  (lateral
hipotalamusta 350 um’lik aralikla) ve her denek igin
ayni koordinatta olmasina dikkat edildi. Kesitler, hipo-
talamik noronlardaki iyonotropik glutamat reseptor alt
birimlerinin varligi ve yogunlugu agisindan Semi-
kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo Il). Belirli bir
hipotalamik ¢ekirdekteki néronlarmn ¢ogu ilgili alt
birimi eksprese ediyorsa “+++”, orta duzeydeki eksp-
resyon igin “++”, hafif diizeyde ekspresyon varsa “+”
ve imminopozitifligin olmadigi bolgeler icin “—”
olucak sekilde immunoperoksidaz reaksiyonlarin
yogunluklari siniflandirildi.

Bulgular

Bu ¢aligmada, glutamat reseptdr alt birimlerinin hipo-
talamustaki yerlesim 6zellikleri ile hipotalamik ¢ekir-
deklerdeki yogunluklari immiinohistokimyasal yakla-
simla arastirildi.

D. Gok Yurtseven, ark.

AMPA Reseptorleri

Yapilan immiinoperoksidaz boyamalarinda hipotala-
musta GluAl, GluA2, GIuA3 ve GluA4 alt birimlerine
ait imminoreaksiyonun mikroskobik olarak degerlen-
dirilmesiyle bu alt birimlerin dagilim paterni belirlendi.
Buna gore GIuAl ve GluA2’nin hipotalamusta daha
yogun olarak yer aldigi, GluA3 ve GluA4’{in ¢cok daha
az sayidaki ndronda eksprese oldugu ve segici bir
dagilim gosterdikleri tespit edildi.

GluAl: GIuAl imminoreaktif hiicrelere preoptik
bélgede anteroventral periventrikiler nukleus (AVPe)
ve medial preoptik nukleusda (MPO) rastlandi. isaretli
ndronlar AVPe’de orta yogunlukta izlenirken MPO’da
¢ok sayida noron goriildi. Median preoptik nukleusda
(MnPO) az ile orta yogunlukta igaretli néron vardi
(Sekil 1A). Anterior hipotalamik bolge incelendiginde,
PVN’de 6zellikle magnoselliiler néronlarin bulundugu
kisimlarda yogun GIuAl isaretlenmesi gozlendi (Sekil
1B). SON’de ¢ok sayida néronun GluAl-pozitif oldu-
gu belirlendi (Sekil 1C). Suprakiazmatik cekirdekte
(SCN) yogun aksonal boyanma izlenirken az sayida
noron govdesinin immiinoreaktif oldugu tespit edildi
(Sekil 1D). Ventromedial cekirdekte (VMH) yaygin
isaretli hiicre gozlenirken, ¢ekirdegin &zellikle dorso-
medial ve santral boliimlerinde ventrolateral kismina
gore daha yogun sayida immiinoreaktif hiicre belirlen-
di (Sekil 1E). Arkuat cekirdekte (ARC) az sayida,
ancak sitoplazmik antijen-antikor reaksiyonunun yo-
gun oldugu bdlgede GluAl-pozitif norona rastlandi
(Sekil 1F). Lateral hipotalamus incelendiginde peri-
fornikal alanda yogunlasmis GluAl-pozitif ndéronlar
goriildii (Sekil 1G).

Tablo 1. Glutamat reseptor alt birimlerinin hipotalamik ¢ekirdeklerdeki dagilimlari ve immiin reaksiyon diizey-

leri

Hipotalamik Bolgeler AMPA Reseptor Alt Birimi Kainat Reseptdr Alt Birimi | NMDA Reseptor Alt Birimi
GluAl | GIuA2 | GIuA3 | GluAd | GIuk5 Gluk1/2/3 GluN1 GIuN2A

Preoptik Seviye
Median preoptik nukleus (MnPO) ++ - - - +++ + +H+ -
Anteroventral Periventrikiiler Nukleus (AVPe) ++ ++ - ++t+ +++ +++ -
Medial Preoptik Nukleus (MPO) +++ ++ - ++ + +H+ -
Lateral Preoptik Alan - - - - - - - _
Anterior Seviye
Anterior Periventrikiiler Nukleus (APeV) - + - - - o _
Suprakiazmatik Nukleus (SCN) + ++ - + +H+ -
Paraventrikiiler Nukleus (PVN) ++t ++ - - +++ ++ +++ -
Supraoptik Nukleus (SON) +++ ++ +H+ + +H+ -
Lateral Hipotalamik Alan (LH) - - - - - - — _
Tuberal Seviye
Arkuat Nukleus (ARC) ++ + + ++t+ +H+ + -
Ventromedial Nukleus (VMH) +++ + - 4+ +++ + _
Dorsamedial Nukleus (DMH) - + - - ++ _ ¥ _
Lateral Hipotalamik Alan (LH) +++ - - - +++ - +H+ -

Yogun diizeydeki ekspresyon igin “+++, orta diizeydeki ekspresyon icin “++” ve hafif dizeydeki ekspresyon i¢in “+”, immiinpozitifligin

olmadig1 bolgeler i¢in “~” ifadeleri kullanilmistir.
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Preoptik Seviye

Anterior Seviye

Tuberal Seviye

GNPl e o=

Sekil 1.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA1 im-
munreaktivitesi. (A) Preoptik bolgedeki AVPe, MPO,
MnPO’da lokalize GluAl-pozitif ndronlar gorilmek-
tedir. Anterior hipotalamusta PVN’de 6zellikle mag-

noselliiler noronlarin bulundugu kistmlarda (B),

SON’de (C) ve SCN'ta (D) yogun GluAl isaretlenmesi
izlenmektedir. Mediobazal hipotalamusta VMH’da
(E), arkuat cekirdekte (F) ve lateral hipotalamusun

perifornikal alaninda (G) yogunlasmis GluAI-
immiinoreaktivitesi belirlenmistir. 3V: Uciincii
ventrikal, f: forniks, ox: optik kiazma, ME: median
eminens.

GluA2: Hipotalamusun preoptik bolgesinde AVPe’de
orta diizeyde bir GIuA2 ekspresyonu izlendi. MPO’da
GluA2-pozitif néron sayisinin daha fazla oldugu an-
cak ndronlardaki immiin reaksiyonun orta dizeyde
kaldig1 belirlendi. Az sayida isaretli norona perivent-
rikiiler alanda rastland1 (Sekil 2A). Anterior hipotala-
mus seviyesi incelendiginde, PVN’de (Sekil 2B) biraz
daha fazla olmakla birlikte SCN (Sekil 2C) ve
SON’de (Sekil 2D) orta diizeyde ndron yogunlugu
goriildii. Mediobazal hipotalamusta dorsomedial (Se-
kil 2E) ve arkuat (Sekil 2F) gekirdeklerde az sayida
norona rastlandi. Ventromedial ¢ekirdekte ise daginik
yerlesimli néronlar goriildi (Sekil 2E-F).

GIuA3: Cok az sayida ve daginik yerlesimli GluA3-
pozitif nérona AVPe, MPO, SON, SCN, ARC, VMH
ve dorsomedial hipotalamusta (DMH) rastland1 (Sekil
3A-C). Lateral hipotalamus da dahil olmak iizere diger
alanlarda isaretli ndron goriilmedi.

GluA4: GluA4 iceren ndronlara ¢ok az sayida arkuat
(Sekil 3D) ve supraoptik (Sekil 3E) cekirdeklerde
rastlandi.
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Sekil 2.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA2 im-
munreaktivitesi. Preoptik hipotalamik alanda yer alan
AVPe, periventrikiler gekirdek (Pe) ve MPO’da (A)
lokalize GluA2-pozitif néronlar gérilmektedir. Ante-
rior seviyedeki PVN (B), SCN (C) ve SON’de (D)
GIuA2 ekspresyonu izlenmektedir. Tuberal seviyede
dorsomedial ve ventromedial ¢ekirdek (E) ile arkuat
cekirdekte (F) GIuA2 alt birimini eksprese eden hiicre-
ler goriilmektedir. 3V: Ugiincii ventrikiil, f: forniks,
ox: optik kiazma.
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Sekil 3.

Hipotalamusun farkl seviyelerindeki GluA3 ve GluA4
immunreaktivitesi. GIuA3 ekspresyonunun sinirli
oldugu, ¢cok az sayida néronun AVPe (A), SON de (B)
ve SCN'de (C) yerlestigi izlenmektedir. GluA4 eksp-
resyonuna ise ARC (D) ile SON’deki (E) birkag no-
ronda rastlanmustir. 3V: Uglincil ventrikiil, ox: optik
kiazma.
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Kainat Reseptorleri

Hipotalamusta kainat reseptérlerinden GluK5’in ok
sayida noronda eksprese oldugu ve yogun bir dagilim
ozelligi gosterdigi belirlendi. Diisiik afiniteli kainat
reseptor alt birimleri olan GluK1, GIuK2 ve GIuK3’iin
belirlenmesi i¢in her ii¢ alt birimi de tamyacak bir
ortak sekanstan elde edilen GluK1/2/3 antikoru ile
yapilan boyamalarda, bu antikorun da hipotalamusta
yerlesik ndronlarda immiin reaksiyon verdigi ve dagi-
liminin yaygin oldugu belirlendi.

GluK5: GIuKS5 reseptor alt birimine ait immun reaksi-
yon gosteren noronlara tim hipotalamik cekirdeklerde
ve alanlarda rastlandi. Preoptik bélgede, en yogun
GluK5-pozitif néron gruplart MnPO’da (Sekil 4A) ve
AVPe’de (Sekil 4B) yerlesikti. MPO’da (Sekil 4A)
orta yogunlukta ve alana dagilmis sekilde lokalize,
ancak gucld immun reaksiyon veren noronlar tespit
edildi. Anterior hipotalamusta, PVN’de hem parvosel-
liler hem de magnoselliiler kisimlarinda ¢ok sayida
immdinopozitif néron izlendi. Magnoselltler néronla-
rin GluK5 ekspresyonunun parvoselliiler néronlara
gore daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4C). Bu
seviyede, Uglincl ventrikil cevresindeki periventrikdi-
ler alanda GIuK5 iceren ndronlar goruldi (Sekil 4D).
SCN’de ¢ok az sayida GluKS5-pozitif ndrona rastlandi
(Sekil 4E). Cekirdegin hemen cevresinde medial alan-
da dagmik yerlesimli GluK5’i eksprese eden néronlar
gorildi. SON’de ¢ok sayida GluKS5 igeren ve sitop-
lazmik GluK5 miktari fazla olan néron gézlendi. Bu
noronlarin magnoselliler néronlar oldugu belirlendi
(Sekil 4F). Mediobazal bolgede en yogun GluK5-
pozitif néron igeren ¢ekirdegin ARC’de oldugu belir-
lendi. Median eminensin dis zonundaki aksonal yapi-
larda yogun GluK5 boyamasi goriildii (Sekil 4H).
VMH’1n anteromedial kisminda isaretli néron sayist
fazla iken posterolateral kisminda daha az sayida
GluK5 eksprese eden ndron saptandi. Supraoptik
retrokiazmatik cekirdekteki (SOR) ndéronlarda da
yogun GIuK5 reaksiyonu goriulmektedir (Sekil 4G).
Lateral hipotalamik alanda dagmik olarak yayilmig
noronlarin yam sira ozellikle perifornikal bdlgede
GIluK5 néronlarimin yogunlastigi ve belirgin bir sayiya
erigtigi goriildii. Dorsomedial hipotalamik g¢ekirdekte
orta diizeyde bir ekspresyon ve isaretli néron sayisi
belirlendi (Sekil 4G).

GluK1/2/3: Hipotalamusta GluK5-pozitif n&ronlar
kadar ¢cok olmamakla birlikte, kainat reseptor alt bi-
rimlerinden GluK1, 2, 3’0 tamyan antikor ile isaretli
¢ok sayida noron tespit edildi. Preoptik alanda, néron-
larin AVPe’de yogunlastigi daha az miktarda hiicrenin
ise MnPO ve MPO’da lokalize oldugu belirlendi (Se-
kil 5A, B). PVN’de posterior magnoselliler, medial
parvoselliler ve dorsal parvoselliler bélimlerde belir-
gin, medial parvoselliller alanda ise daha az sayida
néronun GluK1/2/3-pozitif oldugu goriildii (Sekil 5C).
SON’de magnoselliller noronlarin ¢ogunda yogun
sitoplazmik tutulum izlendi (Sekil 5E). SCN’nin ante-
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rior kisminda ¢ok az sayida néron goriiliirken, poste-
romedial yerlesimli belirgin immiinoreaktif akson
varligi tespit edildi (Sekil 5F). Anterior periventrikuler
cekirdekte (APeV) dagmik yerlesimli immiinopozitif
noronlar belirlendi (Sekil 5D). Mediobazal hipotala-
musta ise VMH (Sekil 5G) ve arkuat cekirdekte (Sekil
5H) ¢ok sayida GluK1/2/3’ii eksprese eden ndron
g6zlendi.
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Sekil 4.

Hipotalamusun farkli seviyelerindeki GluK5 im-
miinreaktivitesinin dagilimi. En yogun GluK5-pozitif
ndron iceren preoptik bolge cekirdekleri olarak
MnPO (A) ve AVPe (B) goriilmektedir. Ugtinci ventri-
kiiltin lateralinde yer alan MPO’da (A) orta yogunluk-
ta ve alana dagilmis néronlar izlenmektedir. Anterior
hipotalamus bélgesindeki PVN’de magnoselliler
néronlar daha belirgin olmak tizere parvoselliler
néronlarin biiytik bir kisminda GIluKS immiin reaksi-
yonu izlenmektedir (C). Ugtincii ventrikiil cevresindeki
periventrikiller alanda GluK5-pozitif néronlar izlen-
mektedir (D). SCN'de ¢ok az sayida GluKS5-pozitif
norona rastlanirken, ¢ekirdegin medialine komsu ¢ok
sayida GluKS5 noronu gorilmektedir (E). SON’in ¢ok
sayida GluK5-pozitif ndron igerdigi, bu néronlarda
yogun reaksiyon oldugu goriilmektedir. Noron biiyiik-
[Ukleri itibariyle isaretli néronlarin magnoselliler
noronlar oldugu anlasiimaktadir (F). Mediobazal
hipotalamusta yerlesik arkuat ¢ekirdekte yogun bo-
yanmig ¢ok sayida néron goriilmektedir (H). Median
eminensin dis zOnunda yogun boyalr aksonal yapilar
dikkati cekmektedir (H). VMH in anteromedial kis-
minda isaretli nOronlarmm daha fazla sayida oldugu
gorilirken, posterolateral kisminda daha az sayida
GIuK5’i eksprese eden ndron izlenmektedir. SOR’deki
noronlarda da yogun GluK5 reaksiyonu gériilmekte-
dir (G). 3V: Uglincii ventrikl, f: forniks, ox: optik
kiazma, ac: anterior komissur.
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Sekil 5.

Hipotalamusun farkh seviyelerindeki GluK1/2/3 im-
miinreaktivitesi. GluR1, 2, 3’ii taniyan antikor ile
isaretli noronlarin preoptik alanda AVPe’de (4, B)
yogunlastigi, daha az miktarda hiicrenin ise MnPO
(A) ve MPOda (A, B) lokalize oldugu izlenmektedir.
Anterior hipotalamik ¢ekirdeklerden PVN’in posterior
magnoselliler, medial parvoselliler ve dorsal par-
voselliler bélumlerde belirgin (C), SON’deki magno-
selliiler néronlarin ¢ogunda yogun (E), SCN 'nin ante-
rior kisminda ¢ok az sayida (F) ve periventrikiiler
cekirdekte (D) daginik yerlesimli GluK1/2/3-
imminopozitif néronlar gorilmektedir. Mediobazal
hipotalamusta VMH (G) ve ARC’de (H) GluK1/2/3’1i
eksprese eden néronlarin dagilimi izlenmektedir. 3V:
Uciincii ventrikiil, ox: optik kiazma, ac: anterior
komissur.

NMDA reseptorleri

NMDA reseptorlerinden GIuN1’in ¢ok sayidaki hipo-
talamik alanda ve noronda eksprese oldugu, yogun bir
dagilim 6zelligi gosterdigi belirlendi.

GIluN1: Preoptik seviyede, medial septal nukleus (MS),
lamina terminalis’in vascular organi (VOLT) ile
AVPe’de, medial preoptik alandaki ventromedial
preoptik c¢ekirdek (VMPO) ile ventrolateral preoptik
cekirdekte (VLPO) ve forniks ¢evresindeki néronlarda
yogun bir GluN1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 6A-B).
Anterior seviyede perifornikal nukleusda (PeF),
PVN’in (Sekil 6C) o6zellikle posterior magnoseliiler
kisminda belirgin olmak tizere, SON’de (Sekil 6D) ve
retrokiazmatik supraoptik cekirdekte (SOR) (Sekil 6E)
¢ok sayida GluN1-pozitif néronun lokalize oldugu
gorildu. Tuberal seviyedeki alanda lokalize ARC’de,
VMH’de ve DMH’de daha az sayida GluN1’i ekspre-
se eden noron tespit edildi (Sekil 6E). Tuberal seviye-
deki lateral hipotalamus incelendiginde perifornikal
alanda yogunlasmis GluN1-pozitif néronlar gorildi
(Sekil 6F).
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Sekil 6.

Hipotalamusun farkli seviyelerindeki GluN1 im-
munreaktivitesi. Preoptik seviyede, AVPe’de (A),
VMPO ’da (A) ve VLPO ’daki (B) noronlarda yogun
GIuN1 ekspresyonu gbzlenmektedir. Anterior seviyede,
PVN’in (C) ozellikle posterior magnoseliiler kiSminda
belirgin olmak lizere, SON’de (D) ve SOR’da (E) ¢ok
sayida GluN1-pozitif néronun lokalize oldugu goriil-
mektedir. Tuberal seviyedeki ¢ekirdeklerden ARC’de,
VMH da ve DMH de az sayida, lateral hipotalamik
alanda (F) ¢ok sayida GIuN1'i eksprese eden hiicreler
tespit edilmigtir. 3V: Uglincii ventrikil, ox: optik
kiazma.

GIuN2A: GIUN2A reseptor alt Unitesi ile ilgili incele-
nen kesitler, elimizdeki antikorun spesifik ve yeterli
boyama yapmamasi nedeniyle degerlendirilememistir.
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Tartisma ve Sonug¢

Calismalarimiz kapsaminda yapilan immiinohistokim-
yasal boyamalarda, iyonotropik glutamat reseptor alt
birimlerinden AMPA reseptdr ailesine ait alt Uniteler
olan GluAl, GIuA2, GIuA3, GluA4, kainat reseptdr
ailesine ait alt uniteler GIluK5 ve GIuK1/2/3 ve
NMDA reseptor ailesine ait GIUN1 alt birimini eksp-
rese eden noronlarin hipotalamustaki dagilim ve hipo-
talamik cekirdeklerdeki yerlesim diizenleri belirlen-
mistir.

Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin hipotalamusta
dagilim motifini mRNA diizeyinde gdsteren in situ
hibridizasyon calismalari literatiirde meveuttur®®?. In
situ hibridizasyon tekniginin kullanildigi ve  AMPA
reseptor ailesinden GluAl-4’tin arastirildigi bir ¢alis-
mada, GIuAl ve GIuA2’nin hipotalamus boyunca
glcli bir ekspresyon gosterdigi, GluA3 ve GluA4 alt
birimlerinin ise daha diisiik yogunlukta eksprese edil-
digi bildirilmistir®. Aym teknigin kullanildigi basgka
bir calismada ise, kainat reseptor ailesinden GluKS5,
AMPA reseptdr ailesinden GIuAl ve GluA2, NMDA
reseptor ailesinden GIuN1, GIuN2A ve GIuN2B
mRNA’larinin ¢ok yiiksek yogunlukta, diger alt birim-
lerin (GluK1-3, GluA3-4, GIuN2C-2D) ise daha zayif
bir hibridizasyon sinyali ile saptandig1 gosterilmistir.
Farkli ¢alismalarda ise GIuA1 ve GIuA2 imminoreak-
tivitesi ve. mRNA sinyalleri hipotalamusta medial
preoptik nukleus, ARC, SCN, SON ve PVN’de goste-
rilirken, GIUA3 ve GIuA4’in hipotalamik cekirdekler-
de daha az eksprese edildigi bildirilmistir®®**®,
Hipotalamusun  preoptik  seviyesinden  tuberal
seviyesine kadar olan tim bdlgeleri g6z ©nine
alindiginda; néron sayisinin fazla oldugu, sitoplazmik
tutulumun  yogun gozlendigi GluAl ve GIuA2
ekspresyonuna rastlanirken, GIUA3 ve GluA4 alt
birimleri icin dagmnik yerlesimli, daha az sayida
immunopozitif hiicreye rastlanmustir.

Sican hipotalamusu, korteks gibi beyin bolgeleriyle
karsilagtirildigi zaman orta derecede NMDA reseptor
baglama alanlar1 gosterilmis®® olmakla birlikte non-
NMDA reseptorleri ile karsilastirildiginda bu oranin
diisiik oldugu bildirilmektedir?’. Hipotalamusta yaygin
GluN1 mRNA varlig in situ hibridizasyon ¢alismalari
ile belirlenirken**??# calismamizda bu alt birimin
noronlardaki yogun sekildeki lokalizasyonu immiino-
histokimyasal teknik kullanilarak gosterilmistir.

Glutamatin hipotalamustaki dagilimi ile ilgili ultrast-
riiktiirel calismalar, suprakiazmatik, ventromedial,
arkuat ile parvoselliiler ve magnoselliler paraventrikii-
ler nukleuslarda presinaptik butonlarda glutamat im-
munopozitifligi gosterdigini bildirmistir®®. immiino-
reaktif glutamat aksonlarmin tim mediobazal hipota-
lamus bolgelerindeki hiicre govdeleri ve dentritik
uzantilar ile temas ettigi'® ve supraoptik nukleusta
yerlesik magnoselliller noroendokrin hiicrelerdeki
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sinaptik girdilerin {igte birinden fazlasinin glutamat-
pozitif oldugu bilinmektedir®.

Hipotalamusun belirli alanlarina spesifi ya da tek
bir alt birimin hipotalamusta belirlenmesine yonelik®
% imminohistokimyasal ¢alismalar literatiirde var
olmasma ragmen, genel dagilimi belirleyen calisma
sayis1 oldukca azdir. Bu teknigin kullanilarak yapildi-
&1 bir bagka ¢aligmada, sigan red nuklesundaki gluta-
mat reseptor alt birimlerin ekspresyonu arastirilmig
olup, isaretlenen néronlarin immiinoreaktivite ve sayi-
larinin ilgili reseptoriin alt birim proteinlerine bagl
olarak degistigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada, red
nukleusun magnoseliiler kismindaki néronlarin GluA2,
GluA4, GIluK2/3, GIuK5, GIuN1 ve GIUN2A reseptor
proteinleri i¢cin immunopozitif boyanma, parvoseliler
kismindaki noronlar igin diisiik-orta yogunlukta bir
boyanma gésterdikleri bildirilmistir®®. SON’de lokali-
ze magnoseliler norosekretuar néronlarim (MNC)
eksitabilitesinin glutamat tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir. NMDA reseptorleri, MNC’lerin sinap-
tik plastisitesine aracilik eden, bu ndronlarin hormon
salimimlarini en st diizeye ¢ikaran elektriksel aktivite-
leri icin gerekli iyonotropik glutamat reseptér alt bi-
rimlerindendir. SON'daki GIuN1 ve GIuN2 alt birim-
lerinin ekspresyon profillerinin mRNA ve protein
seviyelerinde aragtirlldigi  bir calismada; GIluNI1,
GIuN2B ve GIuN2D alt birimlerinin glclu, GIUN2A
alt biriminin ise daha zayif bir ekspresyon paterni
sergiledigi gosterilmistir®’.

Merkezi sinir sisteminde, GIUN2A alt birimine ait
ekspresyon bolgeseldir ve gegici olarak gesitlilik g6s-
terir. Bu alt birimin doguma kadar eksprese edilmedigi,
en yuksek ekspresyon seviyesinin hipokampils ve
korteksde izlendigi bildirilmistir®. Supraoptik ge-
kirdekteki NMDAR alt (nitelerinin ekpresyon profil-
lerinin arastirildigi baska bir calismada, MRNA diize-
yinde GIuN1 ve GIuN2 alt birimlerinin timtn{n gicli
bir sekilde eksprese edildigi, protein duzeyinde ise
sadece GIuN1, GIuN2B ve GIuN2D’nin gucli immi-
noreaktivite gosterdigi  bildirilmistir’’. Cahsmamiz
kapsaminda yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal
boyamalarda, GIuN1 alt (nitesinin pek cok hipotala-
mik ¢ekirdekte lokalize oldugu gosterilmistir. GluN2A
alt birimine ait protein ekspresyonuna ise, beyin kesit-
lerinde rastlanmamigtir. Bu alt birime ait olan 6zgul
antikorun cok yiksek konsantrasyonda bile sinyal
vermemesi, dillisyon denemesi disinda uygulanan
antijen retrieval protokolinun de sorunu ¢6zicu bir
katkisinin olmamast sebebiyle galisma kapsaminda
GIuN2A proteinine ait ekspresyon elde edilememistir.

k30—32

Sican ve maymunda yapilan c¢aligmalar, hipotalamusta
kainat reseptdrlerinin NMDA reseptorlerine benzer
dagilm paterni oldugunu géstermistir’. Preoptik
seviyede ve mediobazal hipotalamusta ise 6zellikle

arkuat nukleus ile median eminenste kainat
reseptorlerinin -~ yogun  oldugu  gdzlenmistir®?’,
Immiinohistokimyasal ~¢alismalar GIluK1 reseptdr
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proteininin, AVPE, SCN, PVN, SON, ve ARC’de®,
GluK2 ve GIuK5 reseptor proteininin hipotalamusta
yaygmn dagilimma karsin ekspresyonun ozellikle
AVPE, PVN’nin posterior magnoselliler ve medial
parvoselliiler bélimiinde, SCN ve ARC’de* yogun
oldugunu gosterdi. Yapmis oldugumuz c¢aligmada,
GIuKS5 reseptor alt birimine ait immun reaksiyon gos-
teren ndronlara tim hipotalamik cekirdeklerde ve
alanlarda rastlanirken, GluK1/2/3’i taniyan antikorla
isaretli noronlara sadece AVPE, PVN, SON, ARC ve
VMH’de rastlanmustir.

Calisma sonuglarimiz, non-NMDA ve NMDA gluta-
mat reseptor alt birim proteinlerinin pek ¢ok hipota-
lamik gekirdekte lokalize néronlarca sentezlendigini
gOstermistir. Ayrica immiin boyamalardaki benzerlik-
lerin, bu bdlgelerdeki hiicrelerin glutamaterjik girdiye
benzer sekilde yanit verebilecegini gostermektedir.

Son yillarda hem iyonotropik hem de metabotropik
glutamat reseptor alt tiplerinin molekiiler olarak go-
rintilenebilmesinde kullanighi olabilecek ligandlar
iizerinde calisiimaktadir®®. Beyin fonksiyonunda glu-
tamaterjik sinyalizasyonun merkeziligi ve gesitliligi
g6z oniline alindiginda, glutamat reseptorlerinin mole-
kiler olarak goriintilenebilmesi icin selektivitesi ve
sensitivitesi daha az yontemlere sahip oldugumuz
agikardir. Caligmalarda ¢oklu isaretleme teknigi kulla-
nilamadigi i¢in her bir néronda hangi alt birimlerin
ko-eksprese oldugunu séylemek bu yaklagimla miim-
kiin degildir.

Calismalarimizda kullanilan immiinohistokimya tek-
nigi antikorlarin &zgiinliigii seviyesinde sonug ver-
mektedir. Bu 0Ozellik immiinohistokimya teknigine
belirli bir diizeyde limitasyon getirmektedir. Calis-
mamizdan elde edilen sonuglarin literatiirde yer alan
ve glutamat reseptor alt birimlerinin mRNA seviye-
sinde ekspresyonunu gosteren ¢alismalarla karsilagtiri-
larak bir biitiin olarak degerlendirilmesi uygun olacak-
tir. Caligmamizda laboratuvar ve deney hayvanlari
yetistirme merkezimizin sartlar1 dogrultusunda sadece
disi denekler kullanilmigtir. Hipotalamusta yer alan
farkli noéronlarda protein ekspresyonunun cinsiyete
bagl olarak degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir.
Bu kapsamda c¢alismamizda erkek deneklerin kulla-
nilmamis olmasi ¢aligmanin limitasyonudur.

Sonug olarak, bu calismada sunulan bulgular hipota-
lamusta fonksiyonel glutamat reseptdrii olusturabile-
cek tiim alt birimlerin sentezlendigini gdstermesi agi-
sindan 6nemlidir. Hipotalamusta lokalize olan hedef
néronlardaki glutamaterjik fonksiyonun daha iyi ay-
dinlatilabilmesi i¢in, iGluR'lerin alt birimlerinin loka-
lizasyonlarinin gosterilmesi glutamaterjik innervasyo-
nun gosterilebilmesi agisindan bir belirteg olarak kul-
lanilabilir. Bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar belirli hipo-
talamik alanda yerlesik ndronlarin glutamaterjik ola-
rak hedeflenmesinde yol gosterici olacaktir. Ayni
zamanda hipotalamusta yer alan néroendokrin sistem-

lere terapotik yaklasimlarda aragtirmacilara bilgi sag-
layacaktir.
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OZET

Sol iist lobda yer alan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) igin sol st lobektomi ve segmentektomi sonuglarini karsilastirmay1
amagladik. Klinigimizde 1999-2016 yillar1 arasinda sol iist lob yerlesimli KHDAK nedeniyle segmentektomi veya lobektomi uygulanan
hastalarin verilerini retrospektif olarak inceledik. Segmentektomi; lobektomi igin uygun evre I hastalar ve siirh kardiyopulmoner rezervi
nedeniyle lobektomi i¢in uygun olmayan hastalarda uygulandi. Toplamda 127 hasta optimal veri eslestirme algoritmasi kullanilarak propen-
sity skoru analizine dahil edildi. 1: 2 eslestirme algoritmasindan sonra 90 hasta iki gruba ayrildi; grup 1 segmentektomi (n=30) ve grup 2
lobektomi (n=60). Morbidite, mortalite, uzun donem sagkalim oranlar1 ve prognostik faktorler analiz edildi. Histopatolojik incelemede 57
hasta evre | [grup 1 (n = 18), grup 2 (n = 39)], 33 hasta evre I1-IV [grup 1 (n = 12), grup 2 (n = 21 )] tespit edildi. Morbidite oran1 % 37.78
(37/90) [grup 1: n= 11 (% 36.67), grup 2: n =23 (% 38.33), p = 1.000] ve mortalite oran1 % 1.11 [grup 1: n=1 (% 3.33), grup 2: n =0 (% 0),
p = 0.333] idi. Evre | hastalarda ortalama Kaplan-Meier sagkalim siiresi grup 1 i¢in 146.09 (% 95 CI: 111.70-180.49) ve grup 2 i¢in 106.99
(% 95 ClI: 77.68-136.30) idi (p = 0.185) olarak sonuglandi. Bu ¢aligmada sol iist lobda segmentektomi veya lobektomi uygulanan erken evre
KHDAK'li hastalar icin benzer sonuglar elde edildi. Ozellikle lingulektomi veya trisegmentektomi, evre I KHDAK igin lobektomiye kiyasla
standart bir proseddir olarak onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Trisegmentektomi. Lingulektomi. Sol iist lobektomi. Akciger rezeksiyonu.

Is Left Upper Lobectomy an Overtreatment for Patients with Stage | Lung Cancer in the Left Upper Lobe? A Propensity Score-
Matched Analysis.

ABSTRACT

We aim to compare the outcomes of left upper lobectomy and segmentectomy for non-small cell lung cancer (NSCLC) located at the left
upper lobe. We retrospectively reviewed the medical data of patients with NSCLC located in the left upper lobe who underwent segmen-
tectomy or lobectomy between 1999 and 2016. Segmentectomy was preferred for patients with stage | who were also eligible for lobectomy
and for patients who were not eligible for lobectomy due to limited cardiopulmonary reserve. In total, 127 patients were included into the
propensity score analysis by using optimal data matching algorithm. After the 1:2 matching algorithm, 90 patients were divided into two
groups; group 1 segmentectomy (n=30), and group 2 lobectomy (n=60). The morbidity, mortality, long-term survival rates and prognostic
factors were analyzed. Histopathological investigation revealed 57 patients as stage | [group 1 (n=18), group 2 (n= 39)], 33 patients as stage
11-1V [group 1 (n=12), group 2 (n= 21)]. Morbidity rate was 37.78% (37/90) [group 1: n=11 (36.67%), group 2: n=23 (38.33%), p=1.000]
along with mortality rate of 1.11% [group 1: n=1 (3.33%), group 2: n=0 (0%), p=0.333]. In stage | patients, mean Kaplan-Meier survival
time was 146.09 (95%Cl: 111.70-180.49) for group I and 106.99 (95%CI: 77.68-136.30) for group 2 (p=0.185). This study revealed similar
outcomes for patients with early stage NSCLC located at the left upper lobe undergoing either segmentectomy or lobectomy. In particular,
lingulectomy or trisegmentectomy is recommended as a standard procedure for Stage | NSCLC compared to lobectomy.
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Yetmis yil once, pndmonektomi kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri (KHDAK) i¢in standart cerrahi prose-
dir olarak kabul edilirken, lobektomi ancak akciger
rezervi kisith olan hastalarda uygulanmaktaydi. Daha
sonraki yillarda, lobektominin daha az mortaliteyle
pndmonektomiye benzer sagkalim oramt sagladigi
tespit edildi'. Akciger Kanseri Calisma Grubunun
1995 yilinda yaymlamig oldugu prospektif randomize
kontrollii ¢alismanin sonuglarina gore sublobar rezek-
siyon yapilan hastalarda lobektomiye kiyasla lokal
hastalik rekiirrensinin ii¢ kat daha fazla oldugu goste-
rildi>. Bu ¢alismadan sonra lobektomi KHDAK icin
standart cerrahi tedavi yontemi olarak kabul edildi®.
Ancak bu g¢aligmada sublobar rezeksiyon grubunda
segmentektomi uygulanan hastalarin yaninda wedge
(kama) rezeksiyon uygulanan ¢ok sayida hasta yer
almaktaydi. Son yillarda teknolojideki gelismeler ve
artan ortalama yasam siiresi, erken evre akciger kanse-
ri tanisi alan hasta sayisinin artmasina, nilks, metakron
akciger kanseri ve yash hastalarda akciger kanserine
rastlanma yayginlhigina yol agti. Bu nedenlerle birgok
cerrah, solunum fonksiyonu Uzerinde daha az etkisi
olan, lobektomiye gore daha diisik morbidi-
te/mortalite ve en az lobektomiye esit onkolojik fayda
saglayan akciger rezeksiyon yontemlerini arastirmaya
bagladi. Son yirmi yilda segmental rezeksiyon ve
lobektomiyi karsilastiran birgok calisma yayinlandi.
Bu ¢aligmalarin sonucu olarak guiniimizde segmentek-
tominin secilmis hastalarda (diisiik akciger fonksiyonu
nedeniyle lobektominin kontraendike oldugu, periferik
yerlesimli ve < 2 cm tlimdrler, ve belirtilen dzellikler-
den en az biri ile: saf adenokarsinoma in situ histoloji-
si, Toraks Bilgisayarli Tomografide (BT) % 50'den
fazla buzlu cam gérinumi iceren noduller ve uzun
doubling time) yapilmas: énerilmektedir”.

Sag ve sol akcigerler arasindaki anatomik farklilik
nedeniyle cerrahi prosediir olarak farkli tanimlansa da
sol Ust lob trisegmentektomi (TS/S1-3 segmentekto-
mi/ust divizyonektomi), sag st lobektomiye, lingu-
lektomi (L/S4-5 segmentektomi) ise orta lobektomiye
esdegerdirs. Ancak bu gercek, calismalarda goz ardi
edilmistir. Anatomik karsilagtirmalar1 dikkate alan bir
calisma Houck ve arkadaglari tarafindan yapilmisg olup,
sol Ust lob apikal yerlesimli kiguk tumorler igin stan-
dart cerrahi tedavi olarak TS'yi 6nermislerdir®. Hatta
yazarlar, sec¢ilmig hastalarda TS yerine sol (st lobek-
tominin agir1 tedavi olabilecegini belirtmislerdir. Kli-
nigimizde 2007 yilindan bu yana, se¢ilmis hastalarda
tercih ettigimiz yaklasim sol iist lobektomi yerine
parankim koruyucu cerrahidir. Bu c¢alismanin amaci
sol akciger Ust lob yerlesimli evre I KHDAK hastalar-
da st lobektomi ve parankimal koruyucu cerrahi (TS
veya L) sonuglarini karsilagtirmaktir.

Gerecg ve YOntem

Etik kurulu onamu alinarak (Karar No: 2020-9/20,
27.05.2020) 1999-2016 yillar1 arasinda anatomik
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pulmoner rezeksiyon (segmentektomi veya lobektomi)
yapilan sol iist lobda yerlesimli KHDAK'li hastalarin
tibbi verileri retrospektif olarak analiz edildi. Klinik
evreleme, BT, kemik sintigrafisi, abdominal ultraso-
nografi ve 2006’dan sonra pozitron emisyon tomogra-
fisi (PET/CT) kullanilarak yapildi. Semptomatik has-
talarda kraniyal MR goriintilemesi, mediastinal lenf
nodu metastaz siiphesi olan hastalarda invazif medias-
tinal evreleme igin endobrongiyal ultrason, mediasti-
noskopi, mediastinotomi ydntemleri tercih edildi.
Uygun hastalara cerrahi tedavi teklif edildi. Segmen-
tektomi, sol st lobektomi igin uygun olan klinik evre
I KHDAK hastalarda ve simirli kardiyopulmoner re-
zervi ve ciddi komorbiditesi nedeniyle lobektomiye
uygun olmayan hastalarda tercih edildi. Belirtilen
kriterlere uyan hastalardan segmentektominin risk ve
faydalarin1 agiklayan bilgilendirilmis onam ve tiim
hastalardan ameliyat i¢in onam alindi. Akciger rezek-
siyonu video yardimli torakoskopi (VATS) veya tam
kas koruyucu mini torakotomi kullanilarak yapildi.
Rezeke edilecek segmentin parankim siniri, segment
brongunun klemplenmesi ve hastanin yeniden ventile
edilmesiyle belirlendi. Fissir veya segmentler stapler
kullanilarak ayrildi. Segmentektomi sirasinda, lobek-
tomiye ge¢cme karari, peribrongiyal veya segmentler
arasi lenf diiglimlerinin frozen patoloji sonuglarina ve
bunlarin akciger kanseri metastazi i¢in pozitif olup
olmadigina gore verildi. Ayrica segmentektominin
parankimal cerrahi sinirlar1 tiimére iki cm'den az ol-
dugu taktirde lobektomi yapildi. Tiim hastalara ek
olarak mediastinal lenf nodu diseksiyonu yapildi
Plevral cadir, pnémoperiton ve gegici frenik sinir
paraliz yontemleri kullanilmadi. Bes giinden fazla
stiren hava kacagi, uzamis hava kagagi (UHK) olarak
kabul edildi. Operasyondan 72 saat sonra cekilen
akciger grafisinde visseral plevra ile g6gis duvari
arasinda % 20 veya 3 cm'den fazla pndmotoraks olma-
st plevral bosluk olarak kabul edildi. Perioperatif mor-
talite, ameliyattan sonraki ilk 30 giin i¢inde meydana
gelen olim veya ilgili akciger rezeksiyon ameliyati
icin hastanede kalis sirasinda meydana gelen oliim
olarak tanimlandi. Doksan giinliikk 6liim orani da he-
saplandi. Patolojik evreleme, TNM evrelemesinin 8.
baskist kullanilarak yapildi. N1 hastalig1 olan hastalar
adjuvan kemoterapi alirken, N2 hastaligi i¢in kemo-
radyoterapi verildi. Ayrica adenokarsinom veya biiyiik
hiicreli karsinom tanis1 alan 4 cm'den biiyiik tiimorleri
olan hastalara da adjuvan kemoterapi verildi. Tim
hastalar ameliyat sonrasi ilk iki yil ii¢ ay ve sonrasinda
6 ay arayla BT cekilerek takip edildi. Lokal rekirrens
segmentektomi hastalarinda ipsilateral lob, hilum veya
mediastende herhangi bir rekiirrens gelismesi olarak
tamimlanirken, lobektomi hastalarinda herhangi bir
hiler veya mediastinal yapida rekiirrens gelismesi
olarak tanimlandi. Uzak niiks, ipsilateral akcigerin
farkli lobunda herhangi bir niiks, kontralateral medias-
ten veya hilumun veya ekstratorasik metastaz olarak
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tanimland:’. Sagkalim, ameliyattan oliime veya son
takibe kadar gecen siire olarak belirlendi.

Asagidaki kriterlere sahip hastalar ¢alismadan ¢ikaril-
di:

1. TS/L disindaki segmentektomiler (S1, S1+2 gibi)

2. Ekstended rezeksiyonlu hastalar (vertebra, gogiis
duvari, brongiyal-arteriyel sleeve, intraperikardiyal
vb.)

Toplamda 127 hasta, optimal veri eslestirme algorit-
mast kullamlarak egilim skoru analizine dahil edildi.
1:2 eslestirme algoritmasindan sonra 90 hasta iki gru-
ba ayrildi; grup 1 segmentektomi (n=30), grup 2 lo-
bektomi (n=60). Cinsiyet, yas, birinci saniyedeki zorlu
ekspiratuar volim (FEV1), VATS, komplikasyon,
timér histopatolojik tipi, TNM evresi (timér boyutu,
lenf nodu metastaz varligi), adjuvan tedavi ve karisti-
rict degiskenler igin propensity skoru eslestirmesi
yapildi. Morbidite, 30-90 giinliik mortalite, sagkalim
oranlar1 ve prognostik faktorler analiz edildi.

Istatistik Analizi

Siirekli degiskenlerin normalligi Shapiro-Wilk testi ile
test edildi. Normal dagilim gdsteren degiskenler icin
stirekli degiskenler ortalama + standart sapma olarak
sunuldu, aksi takdirde medyan (minimum-maksimum)
degerler verildi. Sirastyla normal dagilimli ve normal
olmayan degiskenler i¢in iki bagimsiz grubu karsilas-
tirmak i¢in bagimsiz Ornekler t testi veya Mann-
Whitney U testi yapildi. Kategorik degiskenler fre-
kanslar ve yilizdelerle ifade edildi. Gruplar arasi karsgi-
lastirmalar Pearson Ki-kare testi, Fisher'n kesin ki-
kare testi ve kategorik degiskenler icin Fisher-
Freeman-Halton testi ile yapildi. Genel sagkalim,
Kaplan-Meier yontemiyle tahmin edildi ve iki 6rnegin
sagkalim dagilimlarmi karsilagtirmak igin log-rank
testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi a = 0.05 olarak
alind1. Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 21.0
(IBM Corp., USA) ve NCSS version 10 (Hintze J.
NCSS LLC.) yazilimlari ile yapildi.

metastazlar1 (N1 veya N2) grup  l'deki
rin %13.33'inde ve grup 2'de %16.67'sinde dogrulandi
(p = 0.767). Otuz bir hastaya adjuvan tedavi verildi
[grup 1: n=10, (% 33.33), grup 2: n=21 (% 35.00), p =
1.000]. iki grup arasinda cinsiyet, ortalama FEV1,
timor histolojik tipi, timér boyutu, lenf nodu metas-
tazi, hastanede kalig siiresi, evre dagilimi ve adjuvan
tedavi agisindan istatistiksel fark yoktu (Tablo I).

Tablo I. Hasta ozellikleri

Degiskenler Total TSIL oL p-
(n=90) (n=30) (n=60) value
Yas 60.81£9.93 | 60.90:9.71 = 60.77+10.13  0.953
Cinsiyet Erkek 79 (%87.78) | 27 (%90) | 52 (%86.67) | 0.746
Kadin 11(%1222) | 3(%10) | 8(%13.33)
FEVL () 216.09£70.07 | 211.50+93.40 218.31457.44 0.805
FEVL (%) 75.33+19.84 | 69.79+24.46 | 78.00£0.3  0.272
:ljsetﬂgi;"rgr:‘;;‘f 28(%3L11) | 9(%3000) 19 (%3L67)
Skuamdz hiicreli karsinom =~ 41 (%45.56) | 13 (%43.33) = 28 (%46.67) 0869
Digerleri 21 (%23.33) | 8 (%26.67) @ 13 (%21.67)
VATS 12(%13.33) | 4(%1333)  8(%13.33)  1.000
Lenf Nodu 76 (%84.44) | 26 (%86.67) | 50 (%83.33)
NL 7 (%7.78) 2(%6.67) | 5(%8.33)  1.000
N2 7(%7.78) 2(%6.67) | 5(%8.33)
pEvre | 1A1 13(%144) = 5(%16.7) | 8(%133)
A2 15 %167) | 4(%133) | 11(%18.3)
IA3 17 (%18.9) | 8(%26.7) 9 (%15)
B 12 (%13.3) 1%33) | 11(%18.3) 0.817
pEvre Il 1A 8 (%8.9) 1(%3.3) 7 (%11.7)
B 15 (%16.7) 6 (%20) 9 (%15.0)
WA-B-IV 10 (%1L1) | 5(%16.7) 5 (98.3)
Tiimér gap! (cm) 2944126 | 301121 | 291129  0.743
Adjuvan tedavi n (%) 31 (%34.44) | 10 (%33.33) 20 (%66.67) | 1.000
Hastanede kalig stiresi 6(0:16) 6(0:114) 6(0:16)  0.450

(gun)*

Bulgular

Yas ortalamas1 60.81 + 9.93 yil (38-87y) olan 79 er-
kek ve 11 kadin hastanin verileri analiz edildi. Tercih
edilen cerrahi yaklasgim 12 (%13.33) hastada VATS
idi [grup 1: n=4 (%13.33), grup 2: n=8 (% 13.33),
p=1.000]. Histopatolojik incelemede tlimor tipi 41
(%45.56) hastada skuamdz hucreli karsinom, 28
(%31.11) hastada adenokarsinom ve 21 (%23.33)
hastada diger hiicre tipinde karsinomlar gorildi. TNM
siniflandirmasinin 8. baskisina gére 57 (%63.33) hasta
evre I, 23 (% 25.56) hasta evre Il ve 10 (% 11.11)
hastada evre Il ve IV olarak saptandi. Ortalama timor
boyutu 2.94 + 1.26 cm (min-maks: 0.2-5.5) idi, 22
hastada 2 cm veya daha kugiik tiimor vardi. Lenf nodu

TS: trisegmentektomi, L: Lingulektomi, UL:iist lobektomi,
E: erkek, K:kadin, FEV1: Birinci Saniyedeki Zorlu Ekspira-
tuar Volim, VATS: video-yardimli torakoskopik cerrahi,
L:litre. Veriler ortalama + standart sapma, medyan (min:
maks) veya n (%) olarak sunuldu

Otuz dort (%37.78) hastada [grup 1: n=11 (%36.67),
grup 2: 23 (%38.33), p=1.000] komplikasyon gérildu.
En sik goriilen komplikasyon UHK (%17.7) idi. Cer-
rahi islem sonrasi komplikasyonlar Tablo Il'de liste-
lenmistir. Mortalite oram1 tim gruplarda 30 gln-
luk %1.11 [grup 1: n=1 (% 3.33), grup 2: n=0 (% 0), p
=0.333 ], 90 guinlik ise %3.33 [grup 1: n=1 (%3.33),
grup 2: n=2 (% 3.33), p = 1.000] olarak saptandi.
Sinirh akciger rezervi olan 79 yasindaki bir hastaya
(FEV1=0.90L, %37) lingulektomi yapildi ve 27 giin
stren UHK gelisti. Hasta pndmoni ve septisemi nede-
niyle ex oldu. Diger iki hasta problemsiz gecen posto-
peratif erken donem sonrasi taburcu edildi. Bir hasta
lobektomiden 2 ay sonra pndmoni ve adjuvan kemo-
terapi alan bagka bir hasta ameliyattan 2 ay sonra
intrakraniyal kanama nedeniyle ex oldu. Toplam 5
yillik sagkalim oram1 %61.47 idi (grup 1: %56.98;
grup 2: %64.05). Grup 1 i¢in ortalama Kaplan-Meier
sagkalim siiresi 113.61 (% 95 Cl: 80.71-146.52) ve
grup 2 igin 105.84 (% 95 Cl: 81.98-129.70) idi. Sag-
kalim siiresi acisindan gruplar arasinda istatistiksel
fark yoktu (p = 0.780). Evre I hastalar i¢in bes yillik
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sagkalim oram %70.87 idi [grup 1: %75.83, grup
2: %67.61]. Evre | hastalarda ortalama Kaplan-Meier
sagkalim siiresi grup 1 igin 146.09 (% 95 ClI: 111.70-
180.49) ve grup 2 igin 106.99 (% 95 CI: 77.68-
136.30) idi. Evre | hastalarda sagkalim siiresi agisin-
dan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p =
0.185) (Sekil 1-2). Squamdz hucreli karsinom (p=0.5)
ve adenokarsinom (p=0.4) alt tiplerine gore sag kalim
analizinde gruplar arasinda fark saptanmadi.
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Sekil 1.
Kaplan-Meier egrileri, trisegmentektomi-lingtlektomi
ve sol iist lobektomi uygulanan hastalarin genel sag-
kalimlarini karsilastirtr. Gruplar arasinda sagkalim
oranlarinda fark yok
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Kaplan-Meier egrileri, Evre I KHDAK i¢in trisegmen-
tektomi-lingulektomi ve sol Gst lobektomi uygulanan
hastalarin genel sagkalimlarin karsilagtirir. Gruplar

arasinda sag kalim oranlarinda fark yok

Takiplerde bir hastada (%1.11) lokal niiks goruld.
Segmentektomi grubunda lokal niiks gériilmezken,
lobektomi grubunda %1.67 oraninda gorildi. Sadece
evre | hastalar incelendiginde, lokal niiks oran1 %1.75
idi. Lokal rekiirrens ag¢isindan iki grup arasinda anlam-
It fark yoktu (p = 1.000). Uzak niiks orani gruplar
arasinda benzerdi (Tablo II).
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Tablo Il. Postoperatif komplikasyonlar, gruplarda
niks
Degiskenler Total TSL uL p-value
(n=90) (n=30) (n=60)
Komplikasyonlar n (%) (%3?74.78) (%31&67) (%3?.33) 1.000
Uzamis hava kagaglg([j?ni 16 5 1
Pnémoni 7 4
Plevral bosluk 9 6
Atelektazi 5 2 3
Aritmi 2 2
Digerleri 5 1 4
Mortalite n(%)|1(%1.11) 1(%3.33) 0.333
90 giin mortalite n (%) | 3 (%3.33) 1(%3.33) 2 (%3.33)| 1.000
Evre | niks n (%) |7 (%12.28) 3 (%16.67) 4 (%10.26)| 0.667
Evre | lokal niks n (%) | 1(%1.75) 1(%2.56) | 1.000

TS: trisegmentektomi, L: Lingulektomi, UL: Ust lobektomi
Veriler n (%) olarak sunuldu.

Tartisma ve Sonug¢

Lobektomi, KHDAK tedavisinde altin standart cerrahi
prosediirdiir. Diisiik kardiyopulmoner fonksiyon ne-
deniyle lobektomiyi tolere edemeyen hastalarda, en iyi
cerrahi segenek segmentektomidir. Yirmi dort farkl
segmentektomi  tammlanmigtir.  Trisegmentektomi
(TS), anatomik farkliliklardan dolay:r segmentektomi
olarak tamimlansa da aslinda sag iist lobektomiye
esittir ve sol akciger segmentektomilerinin %24'Unu
olusturur®™®. Lobektomiye alternatif olarak TS yapil-
masinda ki en énemli amag, linguler segmentin pul-
moner fonksiyonunu korumaktir®. Ancak klinik olarak
sol Ust lobektomiye es deger kabul edilebilmesi igin
onkolojik sonuglarla desteklenmesi gerekir. Son yil-
larda parankim koruyucu ameliyatlarin erken evre
akciger kanseri i¢in daha popiiler hale gelmesiyle
segmentektomi ve lobektomi sonuglarini karsilagtiran
bir dizi ¢aligma yayinlandi. Lobektomi ile kiyaslandi-
ginda segmentektominin en biiyiik dezavantaji yiiksek
nilks oranlaridir’. Akciger rezeksiyonu sonrasi niiks,
beklenen uzun vadeli sagkalimda keskin bir diisiise
yol agan en sik nedendir'’. Segmentektomi sonrasi
lokal niiksler, yetersiz cerrahi sinir, ayni lobda intra-
pulmoner metastazin ve hiler-mediastinal lenf nodu
metastazinin taninmamasi nedeniyle olabilir*?, Seg-
mentektomi sonrasi lokal niiksii belirlemede en 6nemli
faktor rezeksiyon simridir®*?. Sag iist lob tiimérlerinde
mindr fissiir invazyonlarinda bilobektomi tercih edilir.
Benzer sekilde TS apikal yerlesimli tiimorlere uygu-
lanmali ve cerrahi simir 1 cm'den az ise lobektominin
TS'ye tercih edilmesi savunulmaktadir®. VATS veya
torakotomi ile yapilan segmentektomi veya lobektomi
sonrasi lokal niiks oranlari, evre Ia i¢in birgcok calis-
mada yayinlandigi gibi yaklasik %3-5 ile neredeyse
benzerdir®**!, Serimizde TS/L veya lobektomi sonra-
s1 niiks orani benzer olmakla birlikte, lokal niiks sade-
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ce lobektomi grubunda evre I'de gorilmiistir. Bu
bulgunun agiklamasi, segmentektomi sonrasi yetersiz
parankimal cerrahi simir varsa lobektomi yapilmasi
olabilir.

Patolojik N1 ve N2 hastalik olasiligi (pN1-2) klinik
Evre I KHDAK'de diisiiktiir. Japon Akciger Kanseri
Kayit Calismasinda, cTINOMO akciger karsinomu
olan hastalarda %10 lenf nodu metastazi tespit edildigi
bildirilmistir’®. Ancak segmentektomi uygulanan
olgularda niiks olasilifinin artmasi nedeniyle brons
cevresinde intraoperatif lenf nodu pozitifligi olmasi
durumunda lobektomi yapilmasi 6nerilir. Bu bakim-
dan intraoperatif sentinal lenf nodu tespit yontemleri
ve frozen inceleme faydali olabilir. Nomori H ve ar-
kadaglar1, segmentektomi sirasinda frozen kesitlerinde
lenf diigiimlerinin negatif sonu¢lanmasina ragmen,
nihai patoloji raporunda rezeke edilen akciger doku-
sunda lenf nodu metastazlar ortaya ¢ikarsa, tamamla-
yic1 lobektominin gerekliligini arastirdi. Bu nedenle
lokal rekiirrensi azaltmak igin 10 tamamlayici lobek-
tomi yaptilar ancak kalan akciger dokusunda metastaz
izlenmedi. Bdoylelikle, cTINOMO / pN1-2 KHDAK
hastalarinda lobektomide oldugu gibi ayni1 lokal kont-
rolii sagladigindan, lenf nodu diseksiyonu ile birlikte
yeterli cerrahi sinirlar elde edildiginde segmentekto-
miden sonra tamamlayici lobektominin gereksiz oldu-
gu sonucuna varmislardir'®. Cahsmamizda TS / L
grubunda pN2'li iki hasta ve pN1 lenf nodu metastazi
olan iki hasta saptandi. Ancak bu hastalara tamamla-
yict lobektomi yapilmadi. pN1 hastalarina adjuvan
kemoterapi, pN2 hastalarina kemoradyoterapi verildi.
pN2 hastalarindan biri 44 ay sonra kraniyal metastaz
nedeniyle, digeri 20 ay sonra akut miyokard enfarktl-
st nedeniyle ex oldu. pN1 lenf nodu metastazi olan
hastalar sirasiyla ameliyattan 45 ve 16 ay sonra hasta-
liks1z olarak takip edilmektedir.

Akciger kanseri 8. TNM Evreleme sisteminde; timor
capindaki her bir santimetrelik artisin daha kétii prog-
noz gostergesi olmasi nedeniyle 5 cm’ye kadar olan
timor boyutlari her bir santimetrede bir kademe yiik-
selecek sekilde bes gruba ayrildi (T1a, T1b, Tlc, T2a,
T2b)™.Tumér boyutunun anatomik akciger rezeksiyo-
nu sonrasi sonuclara etkisini arastiran ¢alismalarda ise
farkli sonuglara ulasildi. Yu ve arkadaslari tUmor
boyutu 21-30 mm olan hastalarda segmental rezeksi-
yonun daha kotu sagkalim ile iligkili oldugu igin lo-
bektomi yapilmasi 6nerdiler'’. Diger cahismalarda ise
segmentektomi ile lobektomi arasinda benzer sonuglar
elde edildi*®*. Sadece sol iist lob yerlesimli timérleri
iceren bir ¢aligmada TS/L ve sol {ist lobektomi sonug-
lar1 karsilagtirilmig, TS/L’nin T1 timdrler yaninda
T2NO timdérlerde de benzer onkolojik sonuclara yol
actig1 ve akciger fonksiyonu iyi olan hastalarda bile
lobektomiye alternatif olarak kullanilabilecegi belir-
tilmistir’®. Bizde ¢alismamizda da benzer sonuglara
ulastik. Ancak timor ¢apina gore alt gruplar arasinda
sag kalim analizi yapabilmek icin mevcut hasta sayi-

miz yeterli degildi. Ayrica ¢aliysmamizda hiicre tipine
gore sag kalim farki saptanmadi.

Segmentektominin onkolojik sonuglarina ek olarak
olas1 avantaj ve dezavantajlar1 da tartigilmalidir. Lite-
ratiirde segmentektominin lobektomi ile karsilastiril-
diginda akciger fonksiyonu iizerinde herhangi bir
yararl etkisinin olmadigini gésteren bazi galigmalarin
aksine?, segmentektominin daha avantajl oldugu ve
akciger fonksiyonunun korunmasina katkida bulundu-
gu seklinde genel fikir birligi mevcuttur®®, Kiratif
tedaviden sonra yeni akciger kanseri geligme riski %1-
6'dir®®. Giiniimiizde metakron akciger timérii sikligt
artmaktadir. Gelismis tarama teknikleri nedeniyle,
erken evre akciger kanseri insidansi artmis ve bu has-
talarda iyi cerrahi sonuglar elde edilmistir. {lk hasta-
liktan kurtulan hastalar icin ikincil bir hastalik gelis-
tirme riski daha yiiksektir. Bu nedenlerle ilk ameliyat
olarak solunum fonksiyonlarini1 koruyucu segmentek-
tomi yapmak, gelecekte ikinci bir cerrahi firsat1 suna-
bilir®.

Lobektomiye gore segmentektominin dezavantajlarin-
dan biri teknik olarak daha zor olmasidir. TS ve sag
Ust lobektomiyi anatomik olarak birbirine esdeger
kabul ederken, TS ve sag iist lobektomiyi birbirinden
ayiran en Onemli faktorlerden biri, sol tarafta mindr
fissiir olmadig: igin lingula segmentinden ayrimini
yapmaktir. Lobektomi sirasinda fissiirii ayirmak icin
siklikla stapler kullanilir. Bununla birlikte, segmentek-
tomilerde segmental planin ayrilmasi sirasinda, stapler
telleri kalan segmentin parankimini sikistirabilir ve
mevcut parankimal ventilasyonu bozabilir®®. Baz
yazarlar, segmentlerin stapler veya bagka yollarla
ayrilmasinda bir fark olmadigii iddia etmektedir?’.
Biz daha az hava kagagina yol agtig1 igin segmentas-
yon icin stapler kullamyoruz®*. Calismamzda TS/L
grubunda 5 (%16.6) hastada UHK ve 3 (%10) hastada
plevral bosluk izlendi. Bu komplikasyonlar nedeniyle
cerrahi midahale uygulanmadi. Birgok cerrah VATS
ile segmentektomi yapilmasinin zor olduguna inanma-
sma ragmen, teknik olarak uygulanabilir oldugu bir-
¢ok kez kanitlanmustir. Calismalarda, VATS'in evre |
KHDAK igin giivenli ve etkili oldugu gdsterilmistir>®.
Biz de son yillarda segmentektomi i¢in VATS’1 tercih
etmekteyiz.

Literatiirde TS'min sonuglarimi sol iist lobektomi ile
kargilagtiran ¢ok az c¢alisma vardir. Bu c¢aligmalar
klinik ve onkolojik sonuglarimizi desteklemekte-
dir®??® Twasaki A ve arkadaslari, capt 2 cm'den
kiclk olan ve sol Ust bélimde yer alan timorler ile
evre | KHDAK igin bir ¢aligma yiiriittiiler ve ¢alisma-
ya 86 hastay1 dahil ettiler. Otuz bir hastaya TS, 55
hastaya lobektomi yapildi. TS grubundaki hastalarda
daha diigiitk FEV1 degerine sahipti ve yas olarak daha
yasliydi, ancak morbidite ve mortalite agisindan iki
grup arasinda fark bulunmadi. TS'li hastalarda niks
orani %3.2, bes yillik sagkalim oran1 % 69.7 ve lobek-
tomi hastalarinda sirasiyla bu oranlar %3.6 ve %72.5
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olarak sonuclandi. Yazarlar, TSmin apikal tiimorler
icin standart tedavi olabilecegi sonucuna varmislar-
dir”®. Bagka bir ¢alisma, sol akciger apikal lokalizas-
yonu olan kiigiik boyutlu akciger kanseri i¢in lingula
rezeksiyonunun gereksiz oldugunu ve TS sonrasi
sagkalim oranlarinin evre IA ve IB hastalig1 igin lo-
bektomiye benzer oldugunu bildirmistir™. Witte B ve
arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligma. 2 cm'den
biiyiik tiimor caplarinin, nodal tutulumun ve Onceki
neoadjuvan tedavinin, titiz bir nodal diseksiyon kosulu
altinda se¢ilmis hastalar icin bu secenegi mutlaka
dislamadig1 sonucuna varmistir’. Calismamizda TS
uygulanan 18/30 hastada evre I hastalik mevcuttu.
TS'nin kiigiik ¢apli sol iist apikal segmental KHDAK
icin standart cerrahi rezeksiyon oldugu konusunda
hemfikiriz®?°.

Sonug olarak giincel kanaat, klinik evre I hastaligin
standart cerrahi tedavisi olan lobektomi sonuglar ile
kargilagtirildiginda, anatomik segmentektomi sonugla-
rinin perioperatif morbidite/mortalite, niiks ve sagka-
lima bakildiginda farkin istatistiksel olarak 6nemsiz
olmasidir. Bu nedenle, se¢ilmis hastalarda sol (st
lobektomiye alternatif olarak anatomik TS/L diisU-
nilmelidir.
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OZET

Bu tamimlayici galismada gastrointestinal sistem yerlesimli lipoma tanisi alan olgularin sunulmasi ve bu tiimérlerin klinikopatolojik ézellikle-
rinin literatiir bilgileri esliginde degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamizda Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivi taranarak gastrointestinal
sistem yerlesimli lipoma tanisi alan 19 olgu retrospektif olarak incelendi. Olgularin 11' kadin (%57,9), 8'i erkekti (%42,1). Ortalama yas
degeri 62,3 yas olarak saptandi (yas dagilim 36-78). 19 olgunun 14'i kolon, 3'i ince barsak, 1'i mide ve 1'i rektum yerlesimliydi. Angioli-
poma tanisi alan inen kolon yerlesimli tek olgu disinda kalan tiim olgular klasik lipoma morfolojsindeydi. Genellikle insidental olarak sapta-
nan lipomalar, obtriiksiyon, intusepsiyon ve kanama gibi ciddi gastrointestinal semptomlara yol agabilen, adenokarsinomalara eslik edebilen
ve malignitelerle ayirici tanisi yapilmasi gereken tiimérlerdir. Tiim olgular operasyon oncesinde uygun radyolojik ve endoskopik yontemlerle
incelenmeli ve her olgu i¢in en uygun tedavi secenegi degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Gastrointestinal sistem. Mezenkimal timdrler. Lipoma. Tedavi. Semptom.
Lipomas of the Gastrointestinal Tract: Retrospective Analysis of 19 Cases

ABSTRACT

In this descriptive study, we aimed to present lipoma cases diagnosed in the gastrointestinal tract and to evaluate the clinicopathological
features of these tumors based on literature review. In this study, patient files of 19 cases diagnosed with lipoma of the gastrointestinal tract
were retrospectively reviewed from the archives of the Department of Pathology of Faculty of Medicine. Eleven of the cases were female
(%57,9), and eight (42,1%) were male. The mean age was 62,3 years (range: 36-78 years). Of the 19 cases, 14 were located in the colon, 3 in
the small intestine, 1 in the stomach and 1 in the rectum. The classical morphology of lipoma was seen in all cases except one case that was
diagnosed with angiolipoma located in the descending colon. Generally, incidentally detected lipomas, which can be accompanied by adeno-
carcinomas, are tumors that can lead to gastrointestinal symptoms such as obstruction, intussusception and bleeding, and differential diagno-
sis of malignancies is required. All cases should be examined by appropriate radiological and endoscopic methods before operation and the
most appropriate treatment option should be evaluated for each case.

Key Words: Gastrointestinal tract. Mesenchymal tumors. Lipoma. Treatment. Symptoms.
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yerlesimli, yavas biiyliyen, benign mezenkimal timér-
lerdir'. Kolonda adenomatdz poliplerden sonra en sik
gorilen ikinci benign tumdrler olan lipomalar, gastro-
intestinal sistemin (GIS) benign lezyonlarinin % 4'{inii
olustururken, insidans1 ¢esitli klinik ¢alismalarda ve
otopsi serilerinde % 0,15-4,4 arasinda degisen oran-
larda bildirilmektedir®®.

Lipomalar, gastrointestinal sistemde en sik sag kolon
lokalizasyonunda saptanirken, bunu siklik sirasiyla
sigmoid kolon, sol kolon ve transvers kolon izlemek-
tedir. Ozofagus ve mide yerlesimi nispeten daha nadir
goriilen lokalizasyonlardir®®.

Bu ¢alismada gastrointestinal sistem yerlesimli lipoma
tanisi alan olgularin sunulmasi ve bu tiimérlerin klini-
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kopatolojik ozelliklerinin literatiir bilgileri esliginde
degerlendirilmesini amaglanmustir.

Gerecg ve YOntem

Calismamiza Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivi ret-
rospektif olarak taranarak histopatolojik tanist verifiye
edilmis (endoskopik veya cerrahi yolla), GIS yerle-
simli, lipoma tanist alan 19 olgu dahil edildi. Olgulara
ait hematoksilen-eozin ve imminohistokimyasal bo-
yama yapilmis preparatlar yeniden degerlendirilerek
histopatolojik 6zellikler kaydedildi.

Yas, cinsiyet, tiimor lokalizasyonu, tiimor boyutu gibi
demografik bilgiler ile anamnez, radyolojik goérunti-
lemeler, tedavi, tedavi sonrasi takip siireleri gibi klinik
bilgiler elektronik hastane veri tabami taranarak hasta
dosyalarindan elde edildi. Calismaya ait etik kurul
Tip Fakdiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafin-
dan (2018-16/10) onaylandi.

Bulgular

Endoskopik veya cerrahi olarak histopatolojik tanisi
verifiye edilmis, GIS lipoma tanisi alan 19 olgu tespit
edildi. Olgulara ait genel 6zellikler Tablo I'de 6zet-
lenmektedir. Olgularin 11'1 kadin (%57,9), 8" erkekti
(%42,1). Ortalama yas 62,3+9 y1l olarak saptandi.

Tablo I. Olgularin klinikopatolojik bulgulari (n=19)

Degiskenler Olgu Sayisi

Cinsiyet Kadin 11
Erkek 8

Yas <50 2
50-70 13
>70 4

Timoér Capi <5cm 15
=5cm 2

Klinik Prezentasyon Karin agrisi 10
Barsak 4
aliskanliklarinda
degisiklik 2
Kanama 1
Akinti

Tedavi Hemikolektomi 9
Polipektomi 7
Eksizyonel Biyopsi 2
Wedge Rezeksiyon 1

Ortalama tiimér cap1 2,5+1,6 cm idi. Iki olgunun ise
timor ¢apina ulasilamadi. TUmorlerden 14'U kolon, 3
'l ince barsak, 1'i mide ve 1'i rektum yerlesimliydi.
Ince barsak yerlesimli tiimorlerden 2'si duodenum ve
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1'1 terminal ileum, kolon yerlesimli olgulardan ise 5'i
inen kolon, 4'ii gekum, 4'1 ¢ikan kolon ve 1'i sigmoid
kolonda lokalizeydi.

Klinik prezentasyon 10 olguda karin agrisi, 4 olguda
barsak aligkanliklarinda degisiklik, 2 olguda gastroin-
testinal sistem kanamasi ve 1 olguda rektal akinti
sikayetiyleydi. 2 olgu ise insidental olarak saptandi.

On sekiz olguda timoér endoskopik muayeneyle, akut
batin semptomlariyla basvuran tek olguda ise yapilan
acil operasyon sonrasi saptandi. Endoskopik girigim
yapilan olgularin hicbirinde igleme bagli morbidite ya
da mortalite gelismedi.

Fizik muayene, radyolojik ve endoskopik degerlen-
dirmeler dogrultusunda; 9 olguda polip, 5 olguda
malignite, 1 olguda yabanci cisim ve 1 olguda lipoma
On tanisi ile operasyon planlandi. Akut batin semp-
tomlariyla basvuran tek olguya ¢ekumda nekroz ve
palpable kitle 6n tamisiyla acil cerrahi uygulandi. 2
olguda ise On tanilara ulagilamadi.

Toplam 7 olguda lipomalar endoskopik olarak yoéne-
tildi ve 6 olgu polipektomi ile lipomanin eksizyonu
sonrast takibe alindi. Kolonoskopi sonucu terminal
ileumda polip 6n tanisiyla biyopsi yapilan 1 olgu ise
patoloji sonucunun lipoma gelmesi (zerine eksizyon
uygulanmaksizin takip edildi..

Cerrahi olarak tedavi edilen toplam 12 olgu mevcuttu.
Bunlardan biri akut batin nedeniyle acil olarak opere
edilen, digerleri ise elektif cerrahi uygulanan olgulardi.
Ameliyat endikasyonu 5 olguda malignite siiphesi, 1
olguda endoskopik olarak ¢ikarilamayan polip, 1 ol-
guda GIS kanama, 1 olguda polipozis koli ve 1 olguda
obstriiksiyondu. Polipozis koli tanili olguda lipoma
yapilan kolonoskopi esnasinda insidental olarak sap-
tandi. En sik uygulanan cerrahi prosediir sag hemiko-
lektomi iken bunu sol hemikolektomi, subtotal kolek-
tomi, laparoskopik sag hemikolektomi ve laparosko-
pik mide wedge rezeksiyonu izlemekteydi. Sadece acil
sag hemikolektomi uygulanan olguda postoperatif
komplikasyon (postoperatif pnémoni ve derin cerrahi
alan enfeksiyonu) saptanirken, higbir olguda rekirrens
veya mortalite gelismedi.

Makroskopik degerlendirmede, tim rezeksiyon ma-
teryallerinde mukozada iilserasyon olusturmamus, iyi
siurli, kesit yiizeyleri parlak sar1 renkte soliter lezyon
izlendi (Sekil 1). Histopatolojik incelemede, normal
kolon mukozasmin altinda, submukozal biyuime gos-
teren, c¢evresinde ince fibroz kapsiiliin izlendigi ve
fibroz bantlarla ayrilmig matiir adipositlerden olusan
timoral lezyon izlendi. Tumor hicrelerinde pleomor-
fizm, hiperkromatik nukleus, lipoblast formasyonu
izlenmedi ve timorde atipik mitotik figlr ile nekroz
saptanmadi. Angiolipoma tanisi alan inen kolon yerle-
simli tek olgu disinda kalan tiim olgular klasik lipoma
morfolojisindeydi (Sekil 2).
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Sekil 1:
Makroskobik degerlendirme. Mukozada iilserasyon
olusturmamusg, iyi stmirl, kesit yiizeyleri parlak sar
renkte soliter lezyon

Submukozada matir adiposit ve konjesyone damar
proliferasyonu iceren nodiler lezyon (H&Ex25)

Tartisma ve Sonug¢

Erigkin ¢agda en sik goriilen yumusak doku tiimorleri
olan lipomalar, gastrointestinal sistemde nispeten
nadir goriilen, gastrointestinal stromal timoér digi me-
zenkimal ttimorlerdir. Genellikle 5-6. dekadda tan
alan bu tiimorler, kadinlarda erkeklere oranla daha sik
gorilmektedir*®. Bu calismadaki olgularin ortalama
yast 62,3 olarak saptanmig olup kadmlarin erkeklere
orani 1,3'tiir.

Lipomalarin etiyolojileri heniiz net olarak aydinlatila-
mamugtir. Endokrin ve genetik etkenlerin yani sira

travma gibi c¢esitli durumlar da etiyolojide suclanan
etkenler arasindadir. Bazi yayimlarda gastrointestinal
sistem yerlesimli lipomalarin kronik inflamasyona
sekonder gelisen psodd lezyonlar oldugunu one si-
rilmektedir”®.

Gastrointestinal sistemde herhangi bir lokalizasyonda
saptanabilen lipomalarin en sik yerlesim yeri kolondur
(swrasiyla ¢ekum, sag kolon ve sigmoid kolon). Kolon
yerlesimini %20-25 siklikla ince barsak ve %S5 siklikla
mide yerlesimi izlemektedir. Lipomalar midede genel-
likle antrum lokalizasyonunda saptanirken oldukca
nadir goriildiigii 6zofagusta iist 1/3'liik kisma yerles-
mektedir’. Bu serideki mide yerlesimli tek olguda
timor korpusta lokalizedir. Literatirle uyumlu olarak
14 olguyla kolon lokalizasyonu en sik yerlesim yeri
olup, lipomalarin 8’i sag kolon, 6’s1 ise sol kolon
yerlesimlidir.

Lipomalar genellikle soliter submukozal lezyonlardir
ancak nadiren intermuskiler veya subserozal yerle-
simli ya da multiple sayida (6zelikle ¢ekum lokalizas-
yonunda) olabilmektedir. Sesil ya da pedinkile form-
da saptanabilir. Boyutlar1 degisken olmakla birlikte
genellikle 3-5 c¢m arasindadir. Literatirde 20 cm'e
varan olgularda bildirilmistirz’lo’ll. Bu calismada yer
alan timorlerin ortalama ¢ap1 2,5 cm'dir. Tumorlerin
2'si intramuskiiler kalan tamami ise submukozal yerle-
simlidir.

Lipomalarin yavas biiylime 6zelligi nedeniyle olgular
baslangicta genellikle asemptomatiktir ve insidental
olarak saptanir. Semptomatik hale genellikle timor
boyutu 2 cm'i astiginda gegmeye baslarlar ve olgular-
da gastrointestinal kanama, anemi, karin agrisi, intu-
sepsiyon, obstriiksiyon, dispeptik sikayetler ile barsak
aligkanliklarinda degisiklikler goriiliir. Gastrointestinal
kanama tiimoriin tizerini 6rten mukozanin ilsere ol-
masi sonucu meydana gelir ve gizli kanama olabilece-
gi gibi abondan da olabilmektedir'®®. Jiang ve
ark.larmin literatiirde yer alan kolon yerlesimli 33
olguyu derledikleri yayinlarinda %54,5 oran ile rektal
kanama en sik sikayet olarak saptanmistir. Diger sik
rastlanan sikayetler ise karmn agris1 (%42,4) ve barsak
aliskanliklarinda degisikliklerdir (%24,2)'. Bu ¢alis-
madaki olgularda ise en sik klinik bagvuru nedeni
karin agrisidir.

Bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans veya
endoskopik ultrasonografi gibi ¢esitli radyolojik g0-
rintiileme yontemleri taniya yardimcidir. Kiiciik bo-
yutlu tiimorler (2 cm'in alt1) dzellikle BT goriintiile-
melerde tani zorlugu yaratsa da —70 ile —120 HU
arasindaki degerleri lipoma igin tanisal kabul edilmek-
tedir. Endoskopik ultrasonografi ile yapilan degerlen-
dirmelerde genellikle submukozal yerlesimli hipere-
koik lezyon seklinde saptanirlar. Kolonoskopide sapli
veya sapsiz, diizglin yiizeyli, submukozal yerlesimli
lezyonlar seklinde saptanirlar. Forseps ile tutulan
lezyonun birakildiginda eski haline donmesi onemli
bir ozelliktir. Biyopsi ile tani imkani, 6zellikle 2,5
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cm'in altinda ve sapli lezyonlarda polipektomi ile
tedavi olanagi sunmasi kolonoskopinin avantajlari
iken submukozal yerlesimi nedeniyle 6zellikle yiizeyel
biyopsilerin tani i¢in yetersiz kalabilecegi de unutul-
mamalidir*®’. Bu seride radyolojik géruntiilemelerine
ulagilabilen tlimorler diizgin simirh, yumusak doku
ekojenitesinde kitle lezyonu seklinde bulgu vermek-
teydi.

Mikroskobik olarak submukozal yerlesimli, matiir
lipositlerden olusan, yer yer fibroz septalarin izlendigi
iyi stmirli benign neoplazilerdir. Ozellikle biiyiik bo-
yutlara ulasan lipomalarda iilserasyon, iltihabi grani-
lasyon dokusu ve yag nekrozu da saptanabilmektedir.
Lipomalarin anjiolipoma, kondroid lipoma, myolipo-
ma, myelolipoma, fibrolipoma, fibrohistiyositik lipo-
ma, igsi hiicreli lipoma ve pleomorfik lipoma gibi
cesitli varyantlari da tamimlanmustir. Ayirici tamda ilk
sirada yer alan liposarkomada gozlenen hiperkromatik
nikleuslu hiicreler, bizar hicreler, lipoblastlar, liposit-
ler aras1 boyut ve sekil farkliliklari, genis fibréz bant-
lar ile artmis mitoz gibi histopatolojik bulgular ayrim-
da yardimcidir. Gastrointestinal sistem lipomalarda
malign transformasyon oldukca nadir gorilurken,
niiks beklenen bir durum degildir'>*®. Ayrica literatiir-
de gastrointestinal sistem kaynakli lipoma ve adeno-
karsinoma birlikteligi de bildirilmistir’’. Bu ¢alismada
19 olgudan 1'i anjiolipoma ozelligindeyken, diger
olgular klasik lipoma morfolojisindedir.

Molekiiler genetik incelemelerde lipomalarda, 12q13-
15°de lokalize HMGA2/HMGIC’in flizyon transkripti
ve nadiren kromozomal degisiklikler gosterilmistir

Insidental olarak saptanan lipoma olgularinda herhan-
gi bir tedavi veya takip gerekmezken, semptomatik
olgularda tiimdriin elektif sartlarda endoskopik, lapa-
roskopik veya laparotomik yontemlerle cikarilmasi
gerekmektedir®®.

Bu ¢aligmanin en énemli kisitliligi retrospektif dizayni
ve olgu sayisinin az olmasidir ancak mevcut demogra-

fik, klinik ve patolojik bulgular literatir ile uyumludur.

Sonug olarak, kii¢iik boyutlu olduklarinda herhangi bir
semptoma neden olmaksizin insidental olarak sapta-
nan lipomalar, biiyiik boyutlara ulastiklarinda gastro-
intestinal sistem malignitelerini taklit eder ozellikler
kazanabilmektedir. Gastrointestinal sistemde 6zellikle
submukozal yerlesimli lezyonlarin ayirici tanisinda
nadir gorulen lipomalarda akla getirilmelidir. Gereksiz
rezeksiyonlarin 6nlenmesi adina operasyon dncesinde
olgular mutlaka uygun radyolojik ve endoskopik yon-
temlerle incelenmeli, malignite ekarte edilmeli ve
komplikasyongelisimini en aza indirecek en uygun
tedavi segenegi agisindan degerlendirilmelidir.
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Ebeveynleri COVID-19 Gegiren Cocuk ve Ergenlerde
Psikolojik Saglamlik, Depresyon, Anksiyete ve
Travma Sonrasi Stres Bozuklugu Belirtileri
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OZET

Aralik 2019'da, Cin'de Yeni Koronaviriis (SARS-CoV-2) olarak bilinen bir koronaviriis tespit edilmis ve diinya ¢apinda bir salgin haline
gelmigtir. COVID-19’dan korunmanin temel yolu, izolasyon ve sosyal uzaklagsma stratejileri olmustur. Bu ¢alisgmada, COVID-19 nedeni ile
izole edilen ebeveynlerin ¢ocuklarini depresyon, anksiyete ve travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) belirtileri agisindan degerlendirdik.
Caligmaya anne ve/veya babasi son 3 ay i¢cinde COVID-19 enfeksiyonu gegirmis 52 ¢ocuk dahil edilmistir. Cocuklarin yaglar1 7 yas ile 17
yas arasindadir ve 27°si kizdir. Tiim ¢ocuklara, Cocuklar i¢in Depresyon Olgegi, Cocuklar i¢in Travma Sonras1 Stres Tepki Olgegi, Cocukluk
Anksiyete Tarama Olgegi, Psikolojik Saglamlik Olgegi uygulanmustir. Cocuklarm %19.2’sinde depresif semptomlarin oldugu, depresyon
semptomlarin kronik hastaligi olanlarda %40, tam almis psikiyatrik hastaligi olanlarda %50 oldugu tespit edilmistir. Cocuklarda, degisen
diizeylerde TSSB belirtileri saptanmistir. Annesi izole edilenlerde, agir TSSB belirtileri oran1 %35.1; babasi izole edilenlerde %6.7’dir. Her
iki ebeveyni de COVID-19 enfeksiyonu gegiren ¢ocuklarda anksiyete puani en yiiksek bulunurken, bunu sirasiyla sadece annesi gegiren
¢ocuklar ve sadece babasi gegirenler izlemistir. Bilim adamlarinin koronaviriisii iyi anladiklari, tilkemizde Saglik Bakanligi’nin siireci iyi
yonettigi, koronaviriisiin yayilmasini kisitlamak igin kendi alacagi ve tilkemizde alinacak koruyucu onlemlerin fark olusturacagi fikrine
katilmayan ¢ocuklarda depresyon semptom siklig1 daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, bilim adamlarmin koronavirisii iyi anladiklart fikrine
katilmayan ve iilkemizde uygulanan kurallarin giinliik yasamlarina ¢ok fazla miidahalede bulundugunu diisiinen ¢ocuklarda, agir TSSB
belirti sikligmimn daha yiiksek oldugu gosterilmistir. COVID-19 salgini ile giinlik yasamlar1 kisitlanmis olan ¢ocuklarin; bilissel, duygusal,
fiziksel ve psikolojik gelisimlerinin heniiz tamamlanmamis oldugu dikkate alindiginda, bu siiregte yasayabilecekleri sorunlara kars1 uyumla-
rin1 arttirmak, psikolojik dayanikliliklarini giiclendirmek igin ruhsal destek sunulmali ve etkin stratejiler izlenmelidir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19. Cocuk. Depresyon. Travma sonrasi stres. Anksiyete. Algilanan tehdit.

Psychological Resilience, Symptoms of Depression, Anxiety, and Post-Traumatic Stress Disorder in Children and
Adolescents whose Parents With COVID-19

ABSTRACT

In December 2019, a coronavirus known as Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) was detected in China and turned into a pandemic. The main
strategy to avoid COVID-19 infection has been isolation and social distancing strategies. Therefore, we evaluated the children of parents who
were isolated due to COVID-19 in terms of depression, anxiety, and post-traumatic stress disorder (PTSD) symptoms. Fifty-two children
whose mother and / or father had been infected with COVID-19 in the last three months were included in the study. The children's ages vary
between the ages of 7 and 17; 27 of them are girls. The Child Depression Scale, Post-Traumatic Stress Response Scale for Children, Child-
hood Anxiety Screening Scale, and Psychological Resilience Scale were administered to all children. It was determined that 19.2% of the
children had depressive symptoms; the frequency of depression symptoms was 40% in those with chronic disease and 50% in those with a
diagnosed psychiatric disorder. Various levels of PTSD symptoms were observed in all children included in the present study. While the rate
of severe PTSD symptoms was 35.1% in those whose mothers were isolated; It was found to be 6.7% in those whose fathers were isolated.
Children whose both parents were infected with COVID-19 had the highest anxiety scores, followed by children whose only mothers were
infected and whose only fathers were infected, respectively. The depression symptoms were found to be more frequent in children who
disagreed with the idea that scientists understand the coronavirus well, that the Ministry of Health in Turkey manages the process well, that
the measures taken by themselves or the government will make a difference. In addition, it has been shown that severe PTSD symptoms are
more frequent in children who disagree with the idea that scientists understand the coronavirus well and who think that the rules applied in
Turkey interfere too much with their daily lives. Children whose daily life was restricted by the COVID-19 Pandemic; considering that their
cognitive, emotional, physical, and psychological development has not yet been completed, psychological support should be provided, and
effective strategies should be followed to increase their adaptation to the problems they may experience during this process, to strengthen
their psychological resilience.

Key Words: COVID-19. Child. Depression. Post-traumatic stress. Anxiety. Perceived threat.
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Aralik 2019'da, Cin'de koronaviriis hastaligt 2019
(COVID-19) olarak bilinen yeni bir tip koronaviris
hastalig1 tespit edilmistir’. Bundan birkag ay sonra,
COVID-19 diinya capinda bir salgin haline gelmis ve
halk saglig1 icin Onemli bir tehdit olusturmustur.
COVID-19, cocuklar ve ergenler de dahil olmak tzere
diinyanin dort bir yanindaki insanlarin yasamlarini
benzeri goriilmemis bir sekilde etkilemistir. Blyuk bir
pandeminin, bireylerin ruh saglhgi ilizerinde yaygin
zararli etkileri olabilir®®. Yayihmi hizli bir salgin,
toplumda korku, sikint1 ve anksiyeteye neden olur™®.
Bir pandeminin neden oldugu uzun vadeli stres ve
anksiyete, depresyon semptomlarini daha da tetikleye-
bilir"®.

Tlm dinyada, COVID-19 enfeksiyonundan korunma-
nin temel yolu, izolasyon ve sosyal uzaklagma strateji-
leri olmustur®. Izolasyon, bulasici hastalik tanis1 almis
kisileri heniiz enfekte olmayanlardan ayirmak olarak
tanimlanmaktadir'®. izolasyon, bir salgin sirasinda
bulasict bir hastaligin daha fazla yayilmasini dnlemeyi
amagclayan en dnemli ve etkili halk sagligi dnlemle-
rinden biridir. Bununla birlikte, izolasyonun, belirsiz-
lik duygulari, uykusuzluk ve digerlerinden kopma gibi
psikolojik etkileri genis kapsamli ve uzun siirelidir*’.
Sosyal izolasyonun, kisiler arasi iletisimi azaltarak
insanlarin yalnizlik duygularinin artmasina ve bunun
da depresif belirtilere yol actig1 bilinmektedir'. izo-
lasyon, anksiyete, depresyon ve uykusuzluk gibi
olumsuz ruh saghg sonuclaryla iliskilidir .
COVID-19 ile enfekte olunmasi nedeni ile hastanin
izole edilmesi ya da hastanede takip edilmesini gerek-
tirecek diizeyde hastaligin siddetli olmasi; hastanin
kendisi kadar beraber yasadigi bireyleri 6zellikle de
cocuklarini ruhsal agidan olumsuz etkileyebilmektedir.
Ebeveynlerinden ayr1 kalan cocuklar, psikiyatrik ra-
hatsizlik acisindan risk altindadirlar. Birincil bakim
verenden ayrilmanin ¢ocugu daha savunmasiz hale
getirebilecegi ve ¢ocugun ruh sagligina tehdit olustu-
rabilecegi bilinmektedir'™. Cocuklarda, mutsuzluk,
kaygi, 6liim korkusu, ebeveynlerini kaybetme korkusu
gibi olumsuz etkiler gelisebilir’®?. izolasyon tedbirle-
ri genel olarak toplumun yararina olsa da, psikolojik
etkileri goz ardi edilemez™. Normal deneyimin dte-
sinde olan bu durumlar; stres, endise ve caresizlik
hissine yol acar. Ki¢lik cocuklarda ve ergenlerde
salgin, yetigkinlere kiyasla duygusal ve sosyal gelisim
tUzerinde daha fazla olumsuz bir etkiye sahiptir. Cocuk
ve ergenler tizerindeki etkinin niteligi, ¢ocugun geli-
sim yast, mevcut egitim durumu, 6zel ihtiyacinin olup
olmamasi, 6nceden var olan ruhsal rahatsizlik durumu
veya enfeksiyon korkusu gibi faktorlerden etkilen-
mektedir®.

Ortaya ¢ikis nedeninin tam olarak bilinmemesi, virU-
sin gbzle gorilememesi ve toplumun tim kesimindeki
bireylerin risk altinda olmas1 salgini kiiresel bir trav-
maya doniistiirmistiir. Travma sonrasi beklenen psi-
kolojik tepkilerin tamami salgin déneminde adim
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adim gé‘)zlenmistir23'24. Herhangi bir afet sonrasinda
beklendigi gibi, COVID-19 pandemisinde de tim
gelisim asamalarindaki g¢ocuklarda, yiiksek oranda
depresyon, anksiyete ve travma sonrasi stres semp-
tomlarmnin oldugu bildirilmistir®™ %,

Sonug olarak bazi gruplar, pandeminin psikososyal
etkilerine kars1 digerlerinden daha savunmasiz olabilir.
Kritik bir gelisim doneminde olduklart i¢in ¢ocuklar
ve ergenler, ruh sagliklarin1 korumak ve gelistirmek
icin 0zel bir 6zeni hak ediyorlar. Biz bu calismamizda
COVID-19 ile enfekte olup evde ya da hastanede izole
edilmig olan hastalarin ¢ocuklarimi depresyon, anksi-
yete ve travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) belirti-
leri agisindan degerlendirdik.

Gerecg ve YOntem

Katilimcilar ve Prosediir

Calisma tanimlayict tipte bir ¢alismadir. Calismaya
anne ve/veya babasi son 3 ay i¢ginde COVID-19 enfek-
siyonu gecirmis 52 cocuk dahil edilmistir. Caligma
verisi Haziran 2020-Eylul 2020 tarihleri arasinda
toplanmustir. Cocuklar Nigde Toplum Sagligi Merke-
zinde degerlendirilmis ve Cocuklar i¢in Depresyon
Olgegi, Cocuklar icin Travma Sonrasi Stres Tepki
Olgegi, Cocukluk Anksiyete Tarama Olgegi, Psikolo-
jik Saglamlik Olgegi ve Bilgi Toplama Formu uygu-
lanmustir. Calisma uygulanmadan dnce etik kurul izni
(Nigde Omer Halisdemir Universitesi Etik kuruluw/
Karar no: 2020/05-18) ve Nigde Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden kurum izni alinmistir.

Kullamilan Olcekler

Cocuklar igin Depresyon Olgegi, Kovacs tarafindan
1981°de gelistirilmistir®. Beck depresyon Slgegi esas
almarak hazirlanan bu dlgek alt1 ile on yedi yas arasi
cocuk ve ergenlere uygulanabilir ve 27 maddeden
olugsmaktadir. Kendini degerlendirme 6lgegi olup son
iki haftay1 degerlendirir. Ug ciimlelik her sette verilen
cevaplara 0 ile 2 arasinda puanlar verilir. Bu puanlarin
toplanmast ile depresyon puami elde edilir. Olgekten
almabilecek en yiiksek puan 54’diir. Alinan puanin
yiiksekligi, depresyon diizeyinin agirligini gosterir.
Ulkemizde gegerlik ve giivenirlik ¢alismasi Oy (1991)
tarafindan® yapilmis ve patoloji kesim noktast 19
puan olarak saptanmustir.

Cocuklar i¢cin Travma Sonrasi Stres Tepki Olcegi
(CTSS-TO), TSSB belirtilerinin siddetini arastirmak
i¢in Pynoos ve arkadaglar1 (1987) tarafindan gelisti-
rilmistir®’. CTSS-TO ¢esitli travmatik yasantilar son-
rasinda ¢ocuk ve ergenlerde ortaya ¢ikan stres tepkile-
rini degerlendirmek amaciyla gelistirilmis 20 madde-
lik bir dlgektir. Olgegin Tiirkce'ye cevrisi ile gegerlilik
ve giivenirlik ¢aligmast yapilmis olup; Tiirkce'de test-
tekrar test glivenilirligi 0.86, goriismeci arasi giiveni-




COVID-19 Pandemisi ve Cocuk Psikolojisi

lirligi 0.98 olarak bulunmustur®?. CTSS-TO besli
Likert tipi yar1 yapilandirilmis bir 6lgektir. Toplam
puaninin 12-24 arasinda olmasi hafif TSSB tepkisi,
25-39 arasi orta diizeyde, 40-59 aras1 agir ve 60'in iistii
cok agir derecede TSSB tepkisine isaret etmektedir.

Cocukluk Anksiyete Tarama Olgegi (CATO), Cocuk-
luk c¢agi anksiyete bozukluklarini tarama amaciyla
Birmaher ve ark.® tarafindan gelistirilen ve Tiirkge
gecerlik ve giivenirligi Cakmakg1 ve ark.> tarafindan
yapilan CATO'niin ebeveyn ve cocuk formu mevcut-
tur. Toplam 41 maddeden olusan CATO'de 25 ve
iizeri puanin kaygi bozuklugu i¢in uyar niteligi tasi-
dig1 kabul edilmektedir.

Cocuk ve Geng Psikolojik Saglamlik Olcegi, Lieben-

berg ve ark. tarafindan gelistirilen ve ilk olarak 28
maddeden olusan 6lgek, sonrasinda 12 maddelik kisa
form seklinde gelistirilmistir35. Olgegin Tiirkgeye
uyarlama calismasi ise Arslan tarafindan yap11m1$t1r36.
Besli likert yapida olup “Beni tamamen tanimliyor
(5)” ile “Hig¢ tammlamiyor (1)” arasinda derecelendi-
rilmektedir. Olgek puani arttikca psikolojik saglamlik
da artmaktadir.

Bilgi Toplama Formu, sosydemografik veriler, tani
almig tibbi hastalik ve psikiyatrik hastalik, pandemi
sirecinde ebeveynlerin yasadigi is kaybi, ailede
COVID-19 hastalig1 geciren kisi ve izolasyon siireci,
COVID-19 ile ilgili algilanan tehdit ve bilgi diizeyi,
ekran basinda gegirilen siire, giinliikk uyku siiresi soru-
larini igermektedir.

Istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizinde; tanimlayici verile-
rin sunulmasinda frekans ve ylizde dagilimi ile ortanca,
minimum ve maksimum degerler; kategorik degisken
analizinde Ki-kare testi, Fisher Exact Testi; surekli
degiskenlerin analizinde Mann Whitney U Testi,
Kruskal Wallis Testi kullamilmustir. Istatistiksel an-
lamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Calismaya anne ve/veya babasi son 3 ay iginde
COVID-19 enfeksiyonu gecirmis 52 ¢ocuk dahil
edilmigtir. Cocuklarin yas ortanca degeri 12 (7-17)
olup, 27 (%51.9)’si kizdir. Dokuz (%17.3) ¢ocugun
kronik hastaligi, 10 (%19.2) ¢ocugun ise psikiyatrik
bir hastaligi bulunmaktadir. Bes ¢ocugun Dikkat Eksi-
ligi ve Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB), bir ¢cocugun
anksiyete, bir cocugun davranig problemi ve {i¢ ¢ocu-
gun hem anksiyete hem DEHB tanisi bulunmaktadir.
Cocuklarin 25 (%48.1)’inin sadece annesi, 15
(%28.8)’inin sadece babasi ve 12 (%23.1)’sinin her iki
ebeveyni de COVID-19 enfeksiyonu gecirmistir.
COVID-19 enfeksiyonu gegiren ebeveynin izolasyon
stireci %353.8 oraninda hastanede gegirilmistir. Cocuk-
larin 16 (%30.8)’sinin evinde birden fazla COVID-19

enfeksiyonu geciren kisi bulunmaktadir. Arastirma
zamaninda ise bir ¢ocugun ebeveyninin COVID-19
nedeni ile hastanede yatmakta oldugu ifade edilmistir.
Ortanca hastanede yatis siiresi 12 (1-20) olup, hastane
¢ikigsindan ortanca 60 (14-90) gun gegmistir.

Cocuk Depresyon Olgegi’nden alinan puanin kesim
noktas1 19 alindiginda cocuklarin %19.2°sinde dep-
resyon semptomlarimin oldugu goériilmustir. Kronik
tibbi hastaligt olan g¢ocuklarda depresyon semptom
siklig1 %40, olmayanlarda %14.3 olarak bulunmustur.
Tan1 almis psikiyatrik hastaligt olan ¢ocuklarda dep-
resyon semptom sikligi %350, olmayanlarda %11.9
olarak bulunmustur (p=0.015). Depresif semptomu
olmayan ¢ocuklarda psikolojik saglamlik 6l¢ek puani,
depresif semptomu olan ¢ocuklarinkinden daha yiik-
sek bulunmustur (p<0.001). Depresyonla iligkili olabi-
lecek bazi degiskenler Tablo I’de gosterilmistir.

Tablo I. Ebeveyni COVID-19 Geciren Cocuklarda
Depresyon Siklig1 ve iliskili Faktorler

Depresif ~ Non-depresif

0 (%) n (%) p degeri
Cinsiyet Kiz 5(18.5) 22 (81,5) 1.000%
Erkek 5 (20.0) 20 (80.0)
Yas 15 (8-17) 11 (7-17) 0.1488
Pandemi siirecinde ~ Evet 3(33.3) 6 (66.7)
is kaybi Hayr  7(16.3) 36(83.7) 0.849
Kronik hastalik Evet 4(40.0) 6 (60.0) 0.085
Hayir 6(14.3) 36 (85.7)
Tani almig psikiyatrik ~ Evet 5(50.0) 5(50.0)
hastalik tanis Hayir 5 (11.9) 37(88.1) 0.015
Psikolojik saglamlik élgek puani 42 (30-49) 52 (34-60) <0.0018
Annenin COVID-19  Evet 9(24.3) 28 (75.7)
pozitfigi Hayr  1(6.7) 14 (933) 0.247
Pozitif ebeveyn Anne 6(24.0) 19 (76.0)
Baba  1(6.7) 14 (93.3) 0.342¢
Her ikisi 3 (25.0) 9 (75.0)
izolasyon yeri Ev 7(29.2) 17 (70.8) 0157
Hastane 3(10.7) 25(89.3)

*Fisher Exact Testi, *Mann Whitney U Testi, *Ki-kare Testi

En az bir ebeveyni COVID-19 enfeksiyonu gegirmis
calisma grubumuzda tiim c¢ocuklarda degisen diizey-
lerde TSSB belirtileri goriilmiistiir. Yirmi dort
(%46.2) cocukta hafif duzeyde, 14 (%26.9) ¢ocukta
orta diizeyde ve 14 (%26.9) cocukta agir diizeyde
TSSB belirtileri gelismistir. Annesi COVID-19 enfek-
siyonu geciren ¢ocuklarda, agir TSSB belirtileri ora-
m %35.1 iken, gecirmeyen cocuklarda %6.7 olarak
bulunmustur (p=0.043). Psikolojik saglamlik dlcek
puant hafif/orta TSSB belirtileri olan ¢ocuklarda, agir
TSSB belirtileri olan ¢ocuklardan daha yiliksek bu-
lunmustur (p=0.037). TSSB ile iligkili olabilecek bazi
degiskenler Tablo 1I’de gosterilmistir.
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Tablo Il. Ebeveyni COVID-19 Gegiren Cocuklarda
TSSB Siklig1 ve iliskili Faktorler

Hafif/Orta TSSB~ Agir TSSB p
n (%) n (%) degeri
Cinsiyet Kiz 18 (66.7) 9(33.3) 0.279%
Erkek 20 (80.0) 5(20.0)
Yas 12 (7-17) 13 (8-17) 0.9178
Pandemi surrecinde Evet 7(77.8) 2(222)
is kaybi 1.000*
Hayrr ~ 31(72.1) 12 (27.9)
Kronik hastalik Evet 7(70.0) 3(30.0
1.000*
Hayrr ~ 31(73.8) 11(26.2)
Tani almig psikiyatrik ~ Evet 6 (60.0) 4(40.0) 0.300°
hastalik tanisi Hayr  32(76.2) 10 (23.8) '
Psikolojik saglamlik 6lcek puani 52 (30-60) 475 (34-53)  0.037¢
Annenin COVID-19 Evet 24 (64.9) 13(35.1)
pozitifligi 0.043*
Hayrr 14 (93.3) 1(6.7)
Pozitif ebeveyn Anne 16 (64.0) 9 (36.0)
Baba  14(93.3) 1(6.7) 0.109*
Her ikisi 8 (66.7) 4(33.3)
izolasyon yeri Ev 17(70.8 7(29.2
yon yeri (708) (29.2) 0.736*
Hastane 21 (75.0) 7(25.0)

*Fisher Exact Testi, *Mann Whitney U Testi, *Ki-kare Testi
TSSB: Travma Sonrasi Stres Bozuklugu

M. Eroglu ve N. Yaksi

Calisma grubumuzda anksiyete ortanca puani 25.50
(0-68)’dir. Her iki ebeveyni de COVID-19 enfeksiyo-
nu gegiren ¢ocuklarda anksiyete puani en yiiksek
bulunurken, bunu sirasiyla sadece annesi gegiren ¢o-
cuklar ve sadece babasi gegirenler izlemistir (p=0.018).
Cinsiyet, aile tipi, ebeveyn 6grenim durumlari, pan-
demi siirecinde is kaybi, ev tipi, kronik hastalik, psiki-
yatrik hastalik, pozitif ebeveyn izolasyon yeri, evde
birden fazla COVID-19 pozitif vaka bulunmasi ile
anksiyete Olgek puani arasinda herhangi bir iligki
bulunmamistir (p<0.05). Psikolojik saglamlik 6lcek
puant ile anksiyete 6lgek puani arasinda negatif yonde
orta diizeyde bir korelasyon tespit edilmistir (r=-0.441,
p=0.001). Yas, aylik aile geliri, ekran basinda gegiri-
len sire, gunlik uyku siresi ve pozitif ebeveynin
hastanede yatis siiresi ile anksiyete 6lgek puani arasin-
da herhangi bir korelasyon saptanmamistir (p<0.05).

COVID-19 ile ilgili distinceler degerlendirildiginde;
bilim adamlarmin koronaviriisii iyi anladiklari
(p=0.023), iilkemizde Saglik Bakanligi’nin siireci iyi
yonettigi (p=0.011), koronaviriisiin yayilmasim kisit-
lamak icin alacag1 kisisel koruyucu onlemlerin fark
olusturacagi (p=0.030) ve iilkemizde alinacak koruyu-
cu Onlemlerin fark olusturacagr (p<0.001) fikrine
katilmayan c¢ocuklarda, depresyon semptom sikligi
daha yiiksek bulunmustur (Tablo Ill). Ayrica, bilim

Tablo I11. Katilimcilarin COVID-19 ile diisiinceleri ile Depresyon, TSSB ve Anksiyete Arasindaki Iligki

Depresyon TSSB Anksiyete
. Non- Hafif/ N
Depresif depresit p degeri Orta TSSB AGrTSSB- p  Ortanca P
degeri* (min-maks) degeri**
n(%) n(%) n(%) n(%)
Koronavi__ru__sle ilgili kendini ne kadar ~ Hig 2(18.2) 9(81.8) 8(72.7) 3(27.3) 18 (0-51)
kaygih goriiyorsun? Kismen/biraziorta 5(17.9) 23(821) 0921 23(821) 5(17.9) 0164 24(4-48)  0.118
Fazla/gok fazla/cok cok fazla 3(23.1) 10(76.9) 7(53.8) 6 (46.2) 30 (10-68)
On[jmi]zdeki6ayboyuncakoron{;1\{i- Hig 2(14.3) 12(85.7) 10(71.4) 4(28.6) 28 (0-48)
riise yakalanma konusunda kendini y,con irazforta 7(241) 22(759) 0591 24(828) 5(17.2) 0076 24(455) 0413
ne kadar risk altinda gériiyorsun?
Fazla/gok fazla/cok cok fazla 1(11.1) 8(88.9) 4(44.4) 5 (55.6) 29 (13-68)
On[]ml']zdeki6ayb0yuncako.ronavi- Hi¢ 0(0.0) 5(100.0) 4(80.0) 1(20.0) 15 (0-42)
riise yakalanma konusunda ailen ve s en hirazforta 6(20.7) 23(793) 0513 22(759) 7(41) 0736 25(455)  0.050
arkadaglarini ne kadar risk altinda
goriiyorsun? Fazla/gok fazla/cok ok fazla 4(22.2) 14(77.8) 12 (66.7) 6(33.3) 31 (13-68)
Yasadigim iilkede ¢ok fazla kisinin  Hig katilmiyorum 1(12.5) 7(87.5) 6 (75.0) 2(25.0) 23 (0-47)
etkilenecegini dsinmayorum. Biraz/cok az katiliyorum 6(18.2) 27(8L8) 0700 27(81.8) 6(18.2) 0.062 24(451)  0.262
Fazla/tamamen katiliyorum 3(27.3) 8(72.7) 5(45.5) 6 (54.5) 29 (13-68)
Muhtemelen koronaviriis hastaliina  Hig katiimiyorum 2(11.1) 16(88.9) 13(72.2) 5(27.8) 22 (0-48)
yakalanacagim. Biraz/cok az katiliyorum 6(231) 20(769) 0553 19(73.1) 7(269) 0989 26(8-55)  0.699
Fazla/tamamen katiliyorum 2(25.0) 6(75.0) 6 (75.0) 2(25.0) 26 (15-68)
Koronaviriis hastallglnaygkalanmak Hig katiimiyorum 0(0.0) 4(100.0) 4(100.00 0(0.0) 18 (0-28)
ciddi hastaliga neden olabilr. Birazlgok az katiiyorum 4(182) 18(818) 0545 18(8L8) 4(182) 0130 20(4-48)  0.164
Fazla/tamamen katiliyorum 6(23.1) 20(76.9) 16 (61.5) 10(38.5) 29 (8-68)
Bilim adamlarl_r)lr]_ kgronavirUsU iyi Hig 4(57.1) 3(42.9) 3(42.9) 4(57.1) 32 (16-47)
anladiklanni digtindyorum. Kismen/birazlorta 3(143) 18(857) 0023 19(905) 2(95) 0030 20(048) 0212
Fazla/cok fazla/cok ok fazla 3(125) 21(87.5) 16 (66.7) 8(33.3) 25 (4-68)
Ulkemizde SagllkBakanI|g| slireciiyi  Hic 3(75.0) 1(25.0) 2(50.0) 2 (50.0) 33 (28-41)
yonetiyor ve ona giiveniyorum. Kismen/biraz/orta 2(222) 7(77.8) 0011 7(778) 2(22.2) 0544 32(8-68)  0.071
Fazla/gok fazla/cok cok fazla 5(12.8) 34(87.2) 29 (74.4) 10(25.6) 20 (0-55)
Koronavirus kapmis olabilecegini Evet 7(29.2) 17(70.8) 0.157* 15(62.5) 9(37.5) 0411 30 (8-68) 0.0105
disiindin mi? Hayir 3(107) 25(893) . 23(821) 5(179) . 18(042)

*Ki-kare Testi, **Kruskal Wallis Testi, *Fisher Exact Testi, *Mann Whitney U Testi
TSSB: Travma Sonrasi Stres Bozuklugu
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Tablo I11. (Devami)

Depresyon TSSB Anksiyete
Non- Hafifl
Depresif ~ depresif degperi* OrtaTSSB  AgirTSSB. p degeri* Ortanca deg%ri**
n(%) n(%) n(%) n(%) (min-maks)

Aile veya arkadaslarindan korona- Evet 9(20.5) 35(79.5) 32(72.7) 12(27.3) 27 (4-68)
virusle ilgili bilgiler duydun mu? Hayir 1(125) 7/(875) 1.000¥ 6 (75.0) 2(25.0) 1.000¢ 24 (0-47) 0770
Senin icin olumsuz yénleri olsa da  Hig 0(0.0) 2 (100.0) 2 (100.0) 0(0.0) 9(0-18)
;‘;F:)'”mfgﬁlnnyfefag; ;’Lancsr'r‘“?gm” Kismenlbiraz/orta 5(357) 9(643) 0.66 11(786)  3(214) 0551 27(6-51) 0.276
gunu diistiniiyorsun? Fazla/cok fazla/gok cok fazla 5(13.9)  31(86.1) 25(69.4) 11(30.6) 27 (4-68)
Ulkemizde koyulan kurallar bizim  Hig 0(0.0) 8 (100.0) 7(87.5) 1(12.5) 20 (8-42)
?#ﬂiﬁﬁi”ﬁfm ;?grk fazZla  smenbiraziorta 5(200) 20(800) 0282 21(840)  4(160) 0041 25(0-48) 0.386

Fazla/cok fazla/gok cok fazla 5(26.3) 14 (73.7) 10 (52.6) 9(47.4) 28 (9-68)
Doktorlar ve hemsirelere ne kadar Hic 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
gliveniyorsun? Biraz/cok az 2(40.0)  3(60.0) 0.242% 4(80.0) 1(20.0) 1.000 30 (9-41) 0.7808

Fazla/tamamen 8(17.0)  39(83.0) 34(72.3) 13(27.7) 25 (0-68)
Koronaviriistin yaylimasini kisitla-  Hig 1(50.0) 1(50.0) 2(100.0) 0(0.0) 27 (20-34)
kmofiﬁy'ﬁ'gusggl'grﬁl'g;asy;g:'Etr'?;’r‘k Kismen/birazlorta 6(37.5 10(625) 0030 10(625)  6(37.5) 0397 27(0-51) 0.917
olugturacak mi? Fazla/gok fazla/cok cok fazla 3 (8.8) 31(91.2) 26 (76.5) 8 (23.5) 26 (6-68)
Koronaviriistin yaylimasini kisitla- - Hig 2(100.0) 0(0.0) 1(50.0) 1(50.0) 35 (28-41)
Cmua(‘jr:‘l?e”r‘n‘l‘;';esfgr'fcdeef:'r'k“ﬁﬂj‘;&fr“ayclgk Kismen/birazlorta 5(417)  7(58.3) <0.001 9(75.0) 3(250) 0752 28(8-44) 0582
mi? Fazla/cok fazla/ok cok fazla 3 (7.9) 35(92.1) 28(73.7) 10(26.3) 25 (0-68)

*Ki-kare Testi, **Kruskal Wallis Testi, *Fisher Exact Testi, $Mann Whitney U Testi

TSSB: Travma Sonrasi Stres Bozuklugu

adamlarmin koronaviriisii iyi anladiklar1 fikrine katil-
mayan ¢ocuklarda (p=0.030) ve llkemizde uygulanan
kurallarin giinlik yasamlarina ¢ok fazla miidahalede
bulundugunu diisiinen ¢ocuklarda (p=0.041), agir
TSSB belirti sikliginin daha yiiksek oldugu gosteril-
mistir (Tablo Il). Koronaviriis kapmis olabilecegini
diislinen g¢ocuklarda ise anksiyete puan1 anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur (p=0.010).

Tartisma ve Sonug¢

COVID-19 ile enfekte olan Kkisilerin g¢ocuklarinin
degerlendirildigi ¢alismamizda; %19.2°sinde depres-
yon semptomlarinin oldugu saptanmistir. Alan-
yazinda yer alan birgok c¢aligmada, olumsuz yasam
olaylarina bagli olarak psikolojik stresin ¢ocuklarda
gozlenen zararli etkilerini ortaya koymus, bu tiir du-
rumlarda kaygi, depresyon gibi belirtiler ile yaygin
olarak karsilagildig1 belirtilmistir'®. Enfekte olan ebe-
veynlerin izole edilmesi nedeni ile ¢ocuklarin bu si-
recte ebeveynlerinden ayr1 kalmalar1 psikolojik stresin
boyutunu arttirmaktadir. Salgina karst koruyucu olan
bu tedbir, diger yandan sosyal baglari azaltarak, ruh
saglig1 icin bir risk faktorii haline doniisebilmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada, COVID-19 nedeniyle ebeveyn-
lerinden soyutlanarak kurumlarda izolasyona alinan
cocuklarin, en ¢ok zarar goren g¢ocuklar olduklari
bildirilmistir’®. Benzer sekilde, izolasyon nedeniyle
ebeveynleri kendilerinden ayrilmis olan ¢ocuklarin da
bu zorunlu mesafeden dolay1 stresli, endiseli sikintil
ve giivensiz hissettikleri belirtilmistir’’. Cocuklarin

iyilik hali yalnizca beslenme ve tibbi bakima degil,
ayn1 zamanda uygun ebeveyn arkadasligina da bagli-
dir. Bu nedenle, bu kritik dénemde ebeveynlerden
kopmak; TSSB, anksiyete, psikoz, depresyon, suclu-
luk gibi psikiyatrik sonuglara neden olabilir®. Ebe-
veynlerin, COVID-19'un cocuklar ve ergenler tzerin-
deki psikososyal kotii etkilerini azaltma agisindan
onemli rolleri vardir. Calismamizda enfeksiyon nedeni
ile annesinin izole edildigi cocuklarin %24’iinde,
babasinin izole edildigi ¢ocuklarin %6.7’sinde; her iki
ebeveynin izole edildigi ¢ocuklarin %25’inde depres-
yon semptomlarinin varligr tespit edilmistir. Bu so-
nuglarimiz, istatistiksel olarak anlamli olmasa da
COVID-19’a bagh psikiyatrik agidan kot etkilenimi
azaltma agisindan annenin roliiniin dikkate alinmasi
gerektigini disiindiirmesi agisindan 6nemlidir. Gele-
cek caligmalarin 6rneklem sayisini arttirarak, bu du-
rumu degerlendirmelerinde fayda oldugunu diisiin-
mekteyiz. Ayrica ebeveyni evde izole edilen gocukla-
rin %29.2°sinde, hastanede izole edilenle-
rin %10.7’sinde depresyon semptomlarinin oldugu
saptanmis olan ¢alismamizda, izolasyon yerinden
ziyade cocuk ile iletisim kurulamayan ve karsilikli
vakit gecirilemeyen izolasyon siirecinin asil olumsuz
etki yaratmig oldugunu gérmekteyiz.

Cocuklarm biligsel yetenekleri halen gelismekte oldu-
gu icin salgini anlamalart ve sorunlarla bas etme bece-
rileri sinirli diizeydedir, bu nedenle benzer sorun kar-
sisinda yetiskinlere gore daha endiseli olabilirler®.
Gunluk rutinlerin bozulmasi ve izolasyon gibi 6nemli
yasam degisiklikleri, cocuklar arasinda ebeveynlerin-
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den daha yiiksek diizeyde kaygiya yol acabilir. Belir-
sizlik, izolasyon siirecinde yasanabilecek kaygi ve
korku gibi baz1 olumsuz duygular tetikleyebilmekte-
dir"®. Cocuklara kendileri igin anlamli olan dogru
aciklamalar sunmak kaygilarini hafifletmeye yardimci
olacaktir. Genel popiilasyon i¢inde, salginin psikolojik
etkisine 6zellikle acik olduklari i¢in ¢ocuklara 6zel ilgi
gosterilmelidir®.

Calismamizda, kronik tibbi hastalig1 olanlarda depres-
yon semptom siklig1 %40, olmayanlarda %14.3; tani
almus psikiyatrik rahatsizlig1 olanlarda %50, olmayan-
larda %11.3 olarak saptanmstir. Ispanya’da yapilan
bir ¢aligmada, kronik hastaligi olanlarda niifusun geri
kalanina gore daha fazla anksiyete, depresyon ve stres
diizeylerinin oldugu belirtilmistir*. COVID-19’un
ozellikle kronik hastalig1t olanlarda mortalite riskini
arttirdigr bilgisi dikkate alindiginda, en yiiksek dep-
resyon oraninin kronik hastaligi olanlarda olacagi
beklenmektedir. Fakat psikiyatrik rahatsizligin ¢ocu-
gun bas etme becerisini olumsuz etkileyerek, ¢cocugu
depresyona yatkin duruma getirebilecegini diisiindU-
giimiizde aslinda sonug ¢ok da sasirtic1 degildir. Zaten
psikiyatrik rahatsizlig1 olmayanlarda en diisiik depres-
yon orani da bunu desteklemektedir. Psikolojik sag-
lamlik ile depresyon semptomlar: arasindaki iliskiyi
degerlendirdigimizde; istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde psikolojik saglamlik 6lgek puani disiik olan-
larda daha fazla depresyon semptomlarinin oldugunu
tespit ettik. Alan yazindaki arastirmalar da, psikolojik
saglamlik seviyesi yiiksek bireylerin ruhsal olarak
daha saglikli olduklarini®®, zorluklar karsisinda yilma-
diklarmi* ve iyimser olduklarini® géstermektedir.

TSSB’nin degerlendirildigi c¢alismamizda, ebeveyni
COVID-19 nedeni ile izole edilen tiim cocuklarda
degisen oranlarda TSSB belirtilerinin oldugu saptan-
mistir. Cocuklarin %73.1°inde hafif ya da orta diizey-
de, %26.9’unda agir diizeyde TSSB belirtilerinin ol-
dugu; tani almis psikiyatrik  rahatsizlig1
rin %40’1inda, tan1 almis psikiyatrik rahatsizligi olma-
yanlarin %23.8’inde agir diizeyde TSSB belirtilerinin
oldugu tespit edilmistir. Annesinin izole edildigi ¢o-
cuklarin  %35.1’inde; annesi izole edilmeyenle-
rin %6.7’sinde agir diizeyde TSSB belirtilerinin oldu-
gu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde saptanmustir.
Ebeveyni izole edilen ¢ocuklarin degerlendirildigi
calismamizda oranlar yukarida belirtildigi sekilde
olup; herhangi bir saglik problemi nedeni ile karanti-
naya alman g¢ocuklarin degerlendirildigi baska bir
calismada, karantinada kalan ¢ocuklarin travma sonra-
st stres puanlarinin, karantinada kalmamig akranlarina
kiyasla 4 kat daha fazla oldugu ve izole edilen ya da
karantinada kalan ¢ocuklarin %30’unun TSSB o6lgiitle-
rini karsiladiklar1 belirtilmektedir®. Calismamizda
psikolojik saglamlik ile TSSB belirtileri arasindaki
iliski de degerlendirilmis olup; psikolojik saglamlik
6lcek puani yiiksek olanlarin istatistiksel olarak an-
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laml bir sekilde daha hafif diizeyde TSSB semptom-
larina sahip oldugu saptanmustir.

Cocuklarin COVID-19 ile ilgili distinceleri ve psiki-
yatrik semptom arasindaki iliskiye bakildiginda, bilim
adamlarinin koronaviriisii iyi anladiklari fikrine katil-
mayanlarda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha fazla depresif semptom ve daha agir TSSB belir-
tisi; lilkemizde saglik bakanliginin siireci iyi yonettigi
fikrine katilmayanlarda, istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde daha fazla depresif semptom; koronaviriisii
kapmis olabilecegini diigiinenlerde, istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde daha fazla anksiyete belirtisi; {l-
kemizde uygulanan kurallarin giinliik yasamlarina ¢ok
fazla miidahalede bulundugunu diisiinenlerde, istatis-
tiksel olarak anlamli bir sekilde daha agir TSSB belir-
tisi; koronaviriis yayilmasini kisitlamak igin kendi
kigisel koruyucu onlemlerin ve iilkemizde alman ko-
ruyucu Onlemlerin higbir fark olusturmayacagini di-
stinenlerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
fazla depresif semptom oldugunu saptadik. Cin’de
yapilan bir ¢alismada; bireylere detayli, giincel ve
dogru saglik bilgilerinin verilmesinin (6rn. tedavi ve
yerel salgin durumu hakkinda) psikolojik etki, stres,
depresyon ve kaygi diizeyinin azalmasii sagladigi
gézlemlenmigtir“. Bu nedenle, calismamizda Saglik
Bakanligi'na daha az giivenen kisilerde daha fazla
depresif semptomun gdrilmesi beklenen bir durumdur.
Caresizlik, karamsar bir bakis acisina neden olmakta
iken; yeterli ve etkili hissetme, iyimser bakis agist
saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Birey, kendini
engellerin Ustesinden gelmek igin yeterli ve yetkin
hissediyorsa, egilim iyimserlik yoniinde olacaktir *,
Fakat calismamizda oldugu gibi bilim adamlarinin
virlisii iyi anlamadiklarin1 diisiinmek, kisiyi garesiz
hissettirip karamsar bakis acistyla daha depresif his-
setmesine neden olmaktadir. Belirsizlik, kisilerde
psikolojik sikintiya neden olarak TSSB semptomlari-
nin agirlasmasina da neden olabilir. Hong Kong’ta
yapilan bir arastirmada, COVID-19 salginindan ko-
runmada en etkin yontemin, kisisel hijyen uygulama-
larm artirmak oldugu goriilmiistir®™. Bu nedenle
calismamizda da oldugu gibi, kisi tarafindan giinliik
yasama ¢ok fazla miidahale olarak diisiiniilen ve psi-
kolojik baski olarak algilanan iilkenin aldigi genel
koruyucu onlemlerin yerine, kisileri bilgilendirip kisi-
sel koruyucu Onlemlerin alinmasini saglamak daha
yararli olacaktir. Ciinkii psikolojik sikinti ve baski
TSSB'nin bir yordayicisidir.

Diinya niifusunun %42’sini olusturan cocuklar ve
ergenlerin akut psikososyal gereksinimlerinin farkina
varilmamasinin, uzun dénemde bazi psikososyal prob-
lemlere yol agabilecegi akilda tutulmalidir. COVID-
19 salgimi ile giinliik yasamlar1 kisitlanmis olan ¢ocuk-
larin; bilissel, duygusal, fiziksel ve psikolojik gelisim-
lerinin heniiz tamamlanmamis oldugu dikkate alindi-
ginda, bu siirecte yasayabilecekleri sorunlara karsi
uyumlarini  arttirmak, psikolojik dayanikliliklarini
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giiclendirmek icin ruhsal destek sunulmali ve etkin
stratejiler izlenmelidir. Cocuga gerekli ve uygun bilgi-
lendirmenin yapilmasi, ¢gocugun kendini ifade etmesi-
nin saglanmasi, degisen ve aksayan kosullarin belirle-
nip yapilabileceklerin planlanmasi, ¢ocuga bas etme
stratejilerinin ve sorun ¢ézme yontemlerinin Ogretil-
mesi bunlarin bashcalaridir™. Cocuklar yogun stres
altindayken giivende hissedebilmeleri i¢in baz1 bilgile-
ri emin olana kadar sorabilirler. Bu nedenle ¢ocuklarla
bu siireci konusurken ayni seyleri defalarca tekrar
etmeniz gerekebilir. Cocuklara durumu aktarirken
bizimle rahatca konusabileceklerini, soru sorabilecek-
lerini belirtmeli ve onlar1 ciddiyetle dinlemeliyiz.
Gereksiz detay vermeden ve yalan soylemeden kisa ve
net konusmak, sadece dogruyu anlatmak, medyada
c¢ikan bilgileri filtreden gegirerek aktarmak dnemlidir.
Biitiin ¢ocuklarin bu kadar enerjik oldugu bir dénem-
de sosyal yasamdan izole olmalar1 kolay degildir. Bu
nedenle aile bireylerinin birbirine destek olmalari,
birlikte aktiviteler ger¢eklestirmeleri; gocugun projele-
rini ve ddevlerini birlikte yapmalar1 bu donemin en az
zararla atlatilmasini saglayabilir.

Calismamizda 6rneklem sayisinin diisiik olmasi, psi-
kiyatrik semptomlar ile bazi degiskenler arasindaki
iliskinin tespit edilmesini engellemis olabilir. Bu du-
rum ¢alismamizin 6nemli bir kisithligidir. Fakat 6l-
ceklerin ¢ocuk psikiyatristi tarafindan goriigme sek-
linde uygulanmig olmasi ve literatiir taramasinda bu
konuda Tiirkiye’de yapilmis bir calismaya rastlanma-
mis olmasi ¢aligmamizi giiglii kilmaktadir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda ebeveyni COVID-19
enfeksiyonu gegiren cocuklarda depresyon, anksiyete
ve TSSB sikliginin artmis oldugu gosterilmistir. Ka-
rantina sirecinde ebeveyninden uzak kalma ve onu
kaybetme korkusu yasayan ¢ocuklara, 6zellikle artmig
risk grubunda olanlara, gerekli psikososyal destegin
saglanmasi ve anlayabilecekleri sekilde pandemi siire-
ci ile ilgili bilgilendirilmeleri oldukga 6nemlidir.
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9 Yasinda Bir Cocukta Servikal Meningioma:
Bir Olgu Sunumu
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OZET

Pediatrik spinal tiimérler igerisinde spinal meningiomlarin gériilme sikhig1 %4,3 gibi oldukga diisiik oran olmasina ragmen metastatik kitlele-
ri taklit edebildiginden ayirici tanida mutlaka akilda tutulmalidir. Bu olgu sunumunda, travma sonrast baslayan boyun ve sol omuza yayilan
agr1, sol kolunda giigsiizliik sikayeti olan ve servikal meningiom saptanan 9 yasinda erkek hasta bildirilmistir. Tedavide altin standart cerrahi
rezeksiyondur.

Anahtar Kelimeler: Pediatrik meningiom. Servikal meningiom. Spinal timér.
Cervical Meningioma in a 9-Year-Old Child: A Case Report

ABSTRACT

Although the incidence of spinal meningiomas among pediatric spinal tumors is quite low, at 4.3%, it should be kept in mind in differential
diagnosis as it can mimic metastatic masses. In this case report, a 9-year-old male patient with cervical meningioma with complaints of post-
traumatic pain spreading to the neck and left shoulder, weakness in the left arm was reported. The gold standard in treatment is surgical

resection.

Key Words: Pediatric meningioma. Cervical meningioma. Spinal tumor.

[lk olarak 1922 yilinda Cushing tarafindan tanimlanan
meningiomlar, meningotelyal (araknoidal) hiicrelerden
kaynaklanan tiimoérlerdir. Genellikle yavas biiyliyen
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) evre I tiimorlerdir. Daha
nadir goriilen ve agresif bir klinige sahip alt tipleri de
vardir. Yetigkin yas grubunda cok sik rastlanan neop-
lazmlar olmalarina karsin, pediatrik grupta oldukca
nadir goriiliirler. Ayrica ¢ocukluk c¢aginda goriilen
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meningiomlar yerlesim yeri, klinigi ve prognostik
Ozellikleri agisindan da yetiskin gruptan oldukga fark-
lidir*. Spinal meningiomlar, pediatrik grupta kraniyal
bélgeye oranla ¢ok daha az gorulmekle birlikte yetis-
kinden farkli olarak daha g¢ok iist servikal bolgeye
yerlesim gosterirler. Pediatrik spinal meningiomlar,
genellikle berrak hiicreli histolojik tiptedirler (DSO
evre II). Bu tip daha agresif davranis, daha yiiksek
niiks orani ve metastaz olasihig1 ile karakterizedir?.

Bu yazimizda klinigimizde opere edilmis olan pediat-
rik spinal meningioma olgusu takdim edilmistir.

Olgu Sunumu

Daha 6nce bilinen bir hastaligi bulunmayan 9 yasinda
erkek hasta, travma sonrasi baglayan boyun ve sol
omuza yayilan agr1 ve sol kolunda giigsiizliik sikayeti
ile hastanemize bagvurdu. Hastanin yapilan norolojik
muayenesinde; sol kolda distalde belirgin 4/5 kas
gliciinde monoparezi mevcut olup, his kusuru yoktu.
Derin tendon refleksleri st ekstremitelerde hipoaktif
ve sagda babinski pozitifti.
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Hastanin yapilan kontrastli ve kontrastsiz spinal man-
yetik rezonans goéruntileme (MRG)’lerinde; C4-5
dizeyinde spinal kord anteriorunda kordu belirgin
indante ederek incelmesine sebep olan 22 x 12mm
boyutunda, T2A da hafif hiperintens, T1A da izoin-
tens, igerisinde milimetrik hipointens ve hiperintens
odaklar bulunan, kontrastli incelemelerde belirgin
homojen kontrast tutulumu gosteren, intradural ekst-
rameduller yerlesimli lezyon mevcuttu (Sekil 1A, B).
Hasta opere edildi. Peroperatif néromonitrizasyon
kullanilarak C4-5-6 laminoplati yapildi. Mikroskop
altinda mikrosirurjikal teknikle dura lineer acildi.
Kordu ileri derecede posteriora deplase etmis, solda
spinal sinir kilifindan kdken almis, kirli beyaz renkte,
diizgiin smirli, kapsiillii, az kanamali timor dokusu,
kord yapilar1 korunarak total ¢ikartildr (Sekil 2). Pos-
toperatif norolojik muayenesinde preoperatif doneme
gore degisiklik saptanmayan hastanin patolojisi Ber-
rak Hucreli Meningioma (DSO evre 11) olarak rapor-
land1. (Sekil 3). Postoperatif 6. ay kontroliinde ¢ekilen
Servikal MR T2A kesitlerde niiks izlenmedi (Sekil 1C,
D).

Sekil 1:

A-B) C 4-5 diizeyinde spinal kord anteriorunda kordu
belirgin indante ederek incelmesine sebep olan 22 x
12mm boyutunda, T2A da hafif hiperintens, icerisinde
milimetrik hipointens ve hiperintens odaklar bulunan
intradural ekstrameduller yerlesimli lezyon. C-D) T2A
sagital ve aksiyel goriintilerde C 4-5-6 diizeyinde
postoperatif degisiklikler saptand:. Niiks kitle izlen-
medi.
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Sekil 2:
A) Peroperatif tumérin eksizyonu, B) Tumor eksize
edildikten sonra operasyon loju. Yildiz: spinal kord,
kalin ok: duramater, ince ok: meningiom

Sekil 3:
Stromal hyalinizasyon zemininde kiguk, yuvarlak

niikleuslu, genis seffaf sitoplazmali poligonal hiicreler
(H&EX200)

Tartisma ve Sonug

Meningiomlar en sik 2. dekatta gorlllrler. Fakat her
yasta hatta fetal gelisim sirasinda bile ortaya ¢ikabilir-
ler'. istatistiklere gore primer santral sinir sistemi
timorlerinin % 2,5’i menengiomlardir. Serviko-
oksipital lokasyonda bulunan meningiomlar ise bunun
yalnizca % 3,7’sini olustururlar. Bir diger ilging nokta
ise spinal menengiomlarda 4/1 oraninda bariz bir
kadin tstiinliigi goriilmesine karsin, pediatrik vaka-
larda kadimn tistiinliigii goriilmemesidir®™.

Cocukluk ¢ag1 meningiomlar1 nonspesfik semptomlar-
la karakterize oldugundan teshisleri zordur ve gocuk-
larda kooperasyon gii¢liigii olmasi bu durumu daha da
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle servikooksipital bolgede
goriilen meningiomlar, siklikla kafa i¢i basing artist
bulgulari ile tespit edilirler. Bu yas grubunda, intradu-
ral-ekstrameddller timorler genellikle, primer beyin
timorlerinin (Ozellikle schwannom ve nérofibrom)
leptomeningeal metastazlarindan kaynaklanir. Bu
lokalizasyondaki kitleler spinal kordun karsi tarafa
itilmesine ve aymi taraftaki BOS mesafesinin genisle-
mesine yol acar. Intradural ekstramediiller neoplazmi



Pediatrik Servikal Meningioma

olan hastalar genellikle progresif myelopati ile bagvu-
rurlar ve en sik goriilen semptom gii¢stzlik olmakla
birlikte yaygin sirt agrisi veya radikiiler agr1 da olabi-
lir?. Bizim olgumuzda travma sonrast baslayan boyun
ve sol omuza yayilan agri1 ve sol kolunda giigsiizliik
sikdyeti i¢in yapilan radyolojik incelemede servikal
meningiom saptandi.

Meningiomlar, pediatrik yas grubunda genellikle N6-
rofibromatozis (NF) tip 2 ile iliskilidir ve spinal me-
ningiomlu tim c¢ocuklarda bu tam arastirilmalidir.
Pediatrik spinal tumorler igerisinde spinal meningiom-
larin goriilme sikhg %4,3 oraminda bildirilmistir®®.
Cocuklarda radyasyon tedavisinin meningiom ile
iligkili oldugu iyi bilinmektedir. Bizim olgumuzda NF
tip 2 birlikteligi ya da radyasyon Oykiisii bulunma-
maktaydi.

Meningiomalar, BT de izodens- hiperdens goriinirler.
Hiperdensite, bu lezyonlarin hiicresel yapisini yansitir,
ancak kalsifikasyon da hiperdensiteye neden olabilir.
MRG’de, T1 ve T2 agirlikli gorintiilerde, iyi sinirli,
spinal kord ile izointens gdriinimde Kitlelerdir. Kont-
rast tutulumu homojen ve degiskendir. Intrakranial
meningiomlarda gorilen dural kuyruk bulgusu spinal-
de daha nadir gorilir. Bu durum schwannoma ile
ayirict tamisimt zorlastirmaktadir. Bizim olgumuzda
yapilan kontrastli ve kontrastsiz MRG’lerinde; C4-5
dizeyinde, kontrastli incelemelerde belirgin homojen
kontrast tutulumu gosteren, intradural ekstrameduller
yerlesimli lezyon mevcuttu.

Pediatrik spinal meningiomlar, genellikle berrak hiic-
reli histolojik tiptedirler (DSO Grade 11). Bu tip daha
agresif davranig, daha yiiksek niiks orani ve metastaz
olasilig1 ile karakterizedir. Spinal berrak hiicreli me-
ninjiomlarin niikks oran1 %80 iken, diger histolojik
tiplerin niiks orani %4,8’dir. Tedavi cerrahidir. Komp-
let ¢cikarilmasina ragmen niiks olasilig1 yiiksektir.

Pediatrik spinal meningiomlar cok nadir gorilen,
malign seyirli patolojilerdir. Erkeklerde daha sik goru-
lur ve NF-2 ile iliskisi vardir. Cerrahi rezeksiyon te-
davide altin standarttir.
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OZET

Hidrosefali, beyin omurilik sivisinda artis ile seyreden, serebral ventrikiillerde genislemeye ve serebral kortekste incelmeye neden olan
artmis intrakraniyal basing ile karakterize yaygin bir norosirurjikal hastaliktir. Hidrosefalinin y6netiminde en sik kullanilan tedavi yontemi
ventrikiiloperitoneal santtir. Sant islemi sonrasi daha ¢ok mekanik obstriiksiyonlar ve enfeksiyonlar gériilmektedir. Torasik migrasyon ol-
dukea nadir goriiliir fakat goriildiigii zaman ivedilikle miidahale edilmesi gereken bir tablodur.

Anahtar Kelimeler: Hidrosefali. Ventrikuloperitoneal sant. Sant komplikasyonu. Torasik migrasyon.
Thoracic Migration of the Distal Tip of the Ventriculoperitoneal Shunt Catheter: a Case Report

ABSTRACT

Hydrocephalus is a common neurosurgical pathology characterized by increased production of cerebrospinal fluid, causing high intracranial
pressure, which results with dilatation of cerebral ventricles and thinned cerebral cortex. The most common treatment of hydrocephalus is
ventricoloperitoneal shunt. Mechanic obstruction and infection are seen frequently after shunt procedures. Thoracic migration of distal shunt

catheter is rare complication, but when present it must be carried out immediately.
Key Words: Hydrocephalus. Ventriculoperitoneal shunt. Shunt complication. Thoracic migration.

Hidrosefali, beyin omurilik sivisinda (BOS) artis ile
seyreden, serebral ventrikiillerde genislemeye ve se-
rebral kortekste incelmeye neden olan, artmis intrak-
raniyal basing ile karakterize yaygin bir ndrosirurjikal
hastaliktir. Bu bozuklugun nedeni BOS {iretimi ve
absorpsiyonu arasindaki dengesizlik veya BOS dola-
siminda tikanmadir. Hidrosefalinin yonetiminde en sik
kullanilan tedavi yontemi ventrikiloperitoneal (VP)
santtir. Sant disfonksiyonu nedenleri arasinda valv
arizasi, proksimal veya distal kateter tikanikligi, en-
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feksiyon, distal kateter yer degistirmesi (migrasyon),
sant kopmasi, veya bu sorunlarin kombine bir sekilde
gorilmesi sayilabilir'.

Bu calismada nadir olarak goriilen VP sant kataterinin
torasik migrasyonu olgusu sunulmaktadir.

Olgu Sunumu

Akut hidrosefali nedeni ile 20 aylik kadin hastaya
Mart 2018’de 100 mmH,O sabit basingli VP sant
takilmis idi. Hasta beyin ve sinir cerrahisi poliklini-
ginde yillik olarak takip edilmekte idi (Sekil 1A).
Hasta poliklinigimize nefes darlig1 ve oksiiriik sikayet-
leri ile bagvurdu. Kan tetkiklerinde anormallik sap-
tanmadi. Yapilan radyolojik incelemeler neticesinde
santin distal kateter ucunun sol toraks boslugunda
oldugu tespit edildi (Sekil 1B). Plevral efiizyon veya
hidrotoraks goriilmedi, Taniy1 desteklemek amaciyla
kontrastsiz toraks bilgisayarli tomografi (BT) incele-
mesi yapildi (Sekil 2). Kranial ugta malpozisyon ol-
madigi kraniyal BT ile teyit edildi. Norolojik muaye-
nesi dogal, vital bulgular stabil idi, hastanin takipleri
sirasinda aralikli olarak satiirasyon diisiikliigli meyda-
na geldi. Hasta opere edildi. Eski subksifoid cilt insiz-
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yonu agilarak, santin distal ucu bulundu ve dikkatli bir
sekilde cekildi. Berrak vasifta, aktif BOS gelisi izlen-
dikten sonra, yeni subkostal insizyon yapilarak periton
icine yerlestirildi (Sekil 3). Postoperatif dénemde
hastanin dispne ve 6kstiriik sikayetleri geriledi. iki giin
sonra taburcu edilen hastada postoperatif 3. ay kont-
rollerinde sorun izlenmemistir.

Sekil 1:
A; VP sant operasyonu sonrasi sant trasesini gosteren
direkt grafi, B, erken VP santin peritoneal kataterinin
sol diafragmadan toraks kavitesine migrasyonu

Sekil 2:
Toraks BT sinde VP santin peritoneal kataterinin sol
toraks kavitesinde oldugu izlemektedir

Sekil 3:
Hastanin postoperatif PAAC grafisinde santin perito-
neal ucunun batinda oldugu izlenmektedir.
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Tartisma

Ventrikiiloperitoneal sant komplikasyonlar1 peritoneal
bosluktan ventrikiilere kadar herhangi bir noktada
izlenebilir. VP sant torasik migrasyonu olduk¢a nadir
goralir, fakat goriildiigii zaman hizli bir gekilde mi-
dahale edilmelidir. Bildirilen vakalarda pnémoni
velveya hidrotoraks gériilebilir®®. Olgumuzda santin
peritoneal ucu torasik kavitede olmasina ragmen sade-
ce hafif 6ksurik sikayeti mevcuttu.

Hidrotoraks olmasi ig¢in santin abdominal ucunun
torasik kavitede olmasi sart degildir, zira Taub ve ark
torasik komplikasyonlar1 3 grupta incelemistir; 1) sant
yerlestirme esnasinda torasik duvarin zedelenmesi ve
buna bagli pnémotoraks 2) diafram kusuru sonrasi
santin toraks igine migrasyonu 3) plevral eflizyon.

Migrasyonlar 3 tipe ayrilmistir: internal (tip I), ekster-
nal (Tip 11) ve kombine (Tip 3)*. internal migrasyonlar
da kendi iginde 3 tipe ayrilmigtir: torasik, abdominal
ve pelvik®. Torasik migrasyon supradiafragmatik (SD)
ve transdiafragmatik (TD) olarak iki alt grupta ince-
lenmistir*. SD migrasyon, yanhslikla kaburgalara
gore ¢ok derin olusturulan bir tiinel igindeki Kateterin
distal ucunun yukar: dogru retraksiyonundan kaynak-
laniyor olabilir. Ote yandan, TD migrasyon, diyaf-
ragmanin kas sistemi erozyonlarindan, diyaframin
anatomik agikliklar1 veya dogustan diyafram kusuru
(Bochdalek veya Morgagni hernisi) olanlarda gorile-
bilir. Iki giris yolu radyolojik olarak gosterilebilir; SD
migrasyonda kateterin tamamu torasik kavitede gorU-
lirken, TD migrasyonlarda kateterin bir pargas: halen
diafram altinda gorilir. Bizim vakamizda da TD mig-
rasyon gorilmekteydi.

VP sant toraksa migre oldugunda siklikla plevral
effuzyona neden olur. Solunum sikintis1 genellikle ilk
basvuru sikayetidir. Tansiyon pnomotoraksa bagli sok
ile prezente olan bir olgu da bildirilmistir®. Bizim
olgumuz da poliklinigimize nefes darligi ve 6kslruk
sikayetleri ile basvurmus idi. Literatiirde karsilagilan
olgularin yaslar1 5 aylik ile 10 yas arasindadir; sant
ameliyat1 ile solunumsal sikayetlerin baslamas1 ara-
sindaki siire 6 hafta ile 8 ay arasinda izlenmektedir.
Bizim olgumuzda ise sant cerrahisi ile nefes darlig1 ve
okstiriik sikayetleri arasindaki stire yaklagik 2,5 yil idi.
Literatiirde bir olguda sant cerrahisi ile sikayetlerin
baslamasi arasindaki siire 10 yil olarak bildirilmistir’.
Yazarlar aradaki bu farki hastanin bir siire asempto-
matik olabilecegine baglamiglardir. Klinigimizde
santli hastalarin yillik kontrollerinde ayakta batin
grafisi, PA akciger grafisi rutin olarak cektirildiginden
olgumuzda asemptomatik bir periyod olsa dahi mig-
rasyonun literatiirde bildirilen periyoddan daha ge¢
oldugunu diistinmekteyiz.

Plevral efiizyon olmasi i¢in abdomimal ucun kavitede

olmasi sart degildir, baz1 vakalarda BOS bagimli asit
olusumu ile birlikte plevral efiizyon goriilebilir’. San-



Santin Torasik Migrasyonu

tin abdominal ucu batin igerisinde oldugu durumlarda
plevral efiizyon varliginda torasentez yapilip torasik
bosluktaki sividan B2 transferin bakilmasi ile tani
konulmustur®. Saha ve ark. asemtomatik torasik mig-
rasyonu olan bir olgu bildirmistir®. Bazi vakalarda tan:
i¢in transtorasik USG kullanilirken, olgumuzda x-ray
ve BT ile tan1 konulmustur®>,

VP sant iglemi sonrasi daha ¢ok mekanik obstriiksi-
yonlar ve enfeksiyonlar gortlmektedir. Torasik mig-
rasyon oldukg¢a nadir goriiliir fakat goriildiigii zaman
ivedilikle miidahale edilmesi gerekir. VP sant uygu-
lanmig hastalar aradan uzun yillar gegse dahi oksruk,
gogiis agrist gibi USYE semptomlar1 goriildiigiinde
olasi sant komplikasyonu ydniinden aragtiriimalidir.
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OZET

COVID-19 (Koronaviriis Hastaligt 19) olarak adlandirilan SARS-CoV-2 (Siddetli akut solunum yolu sendromu koronavirls-2) viriistiniin
neden oldugu enfeksiyon baslangicta Aralik 2019°da Cin'de tespit edilmistir ve daha sonra diinyaya hizla yayilmistir. 13 Ocak 2020 tarihinde
Tayland Halk Saghig1 Bakanlig1 Cin'in Wuhan sehrinde yasayan 8 Ocak 2020 tarihinde Tayland’a giden 61 yasinda Cinli bir kadinda ilk
importe olguyu bildirmistir. Daha sonra 11 Mart'ta Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bu salgin kiiresel bir pandemi ilan etmistir. Hastalhigin
yayilmasini 6nlemek ve pandemiyi kontrol etmek i¢in ilaglarin etkinligi arastirilmakta olup ¢ok sayida COVID-19 as1 aday1 ve ilag aday1
gelistirilmektedir. ABD- Gida ve Ilag Idaresi (FDA), Aralik 2020'de sirastyla Pfizer ve Moderna tarafindan gelistirilen iki mRNA asis1 igin
acil kullanim onay1 yaymlamistir. u anda gelistirilmekte olan diger COVID-19 asilar1i mRNA, DNA, viral vektor, subiinite, inaktive edilmis
ve canl zayiflatilmus asilart kapsayan cesitli platformlara dayanmaktadir. Bu derlemede COVID-19 tani ve/veya tedavisinde kullanilan
testler, asilar ve ilaglarin roliinii incelenmektedir.
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ABSTRACT

The infection caused by the SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) virus, called COVID-19 (Coronavirus disease
19), was initially detected in China in December 2019, and then spread rapidly around the world. On January 13, 2020, the Ministry of
Public Health of Thailand reported the first imported case in a 61-year-old Chinese woman living in Wuhan, China, who went to Thailand on
January 8, 2020. Later, on March 11, the World Health Organization (WHO) declared this outbreak a global pandemic. The effectiveness of
drugs is being investigated to prevent the spread of the disease and control the pandemic, and many COVID-19 vaccine candidates and drug
candidates are being developed. The U.S. Food and Drug Administration (FDA) issued emergency-use approval for two mRNA vaccines
developed by Pfizer and Moderna, respectively, in December 2020. Other COVID-19 vaccines currently in development are based on a
variety of platforms including mRNA, DNA, viral vector, subunit, inactivated and live attenuated vaccines. This review examines the role of
tests, vaccines and drugs used in the diagnosis and/or treatment of COVID-19.
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Insan koronaviriisleri (CoVs) ilk olarak 1960'larin
sonlarinda kesfedilmistir'. Karakteristik tac benzeri
goriiniimii nedeniyle Korona olarak adlandirilmakta-
dirlar. Koronaviriisler, insanlar ve hayvanlar1 enfekte
eden Coronaviridae familyasimin, Orthocoronavirinae
alt familyasi ig¢inde yer alan tek iplikli, pozitif polarite-
li RNA virdslerdir. Bu virlsler, alfacoronavirus (a),
betacoronavirus (), gammacoronavirus (y), ve del-
tacoronavirus (8) olmak iizere 4 major cins ile simf-
landirilmaktadirlar. Su ana kadar, 7 insan koronavirii-
sii tamimlanmugtir. Bunlar: o tiirii olan HCoV 229E,
HCoV NL63 ve [ tiirtine ait olan HCoV-OC43,
HCoVHKU1, SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-
CoV-2 koronavirisleridir®®,

Insan koronaviriisleri hem hafif (0C43, HKU1, 229E
ve NL63) hem de siddetli (SARS-CoV-1,
SARS-CoV-2 ve MERS) hastaliga neden olabilirler.
Taksonomik olarak SARS-CoV-2, Sarbecovirus alt
cinsine ait SARS-iligkili koronaviriis tiirlerinin bir
parcasidir.

Koronavirisler esas olarak epitel hicrelerini hedef
alirlar. Koronaviriis tiiriine bagli olarak, aerosol, fomit
veya fekal-oral yolla bir konak¢idan bagka bir konak-
ciya bulagsmaktadir. Insan koronavirtsleri solunum
yollarinin epitel hiicrelerini enfekte ederken, hayvan
koronavirtsleri genellikle sindirim sisteminin epitel
hiicrelerini enfekte etmektedir®,

Sadece 21. ylizyilin ilk yirmi yilinda, insan koronavi-
riislerinin neden oldugu Siddetli akut solunum yolu
sendromu  koronaviris-1 (SARS-CoV1), Ortadogu
Solunum Yolu Sendromu koronaviris (MERS-CoV)
ve simdi, yeni bir koronaviriis olan Siddetli Akut
Solunum Yolu Sendromu koronaviriis-2 (SARS-CoV?2
veya nCoV-19) olmak iizere ii¢ pandemik bulasict
hastalik ortaya ¢ikmustir.

Atipik pnémoni (SARS) ilk olarak 2002 yilinin sonla-
rinda Cin'in Guangdong eyaletinden bildirilmistir®.
Hem SARS-CoV hem de MERS-CoV hayvanlardan
insanlara bulasan zoonotik viriislerdir. Bunlar yarasa-
lar1 dogal rezervuarlari olarak kullanirlar ve yarasalar-
dan ara konakgilara (6rnegin, SARS-CoV igin misk
kedileri, MERS-CoV igin develer) iletirler ve insan-
larda enfeksiyona yol acarlar®.

SARS-CoV-2 diger koronaviriisler gibi, ¢oklu yapisal
ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan ~30 kilobaz-
lik bir genom boyutuna sahiptir. Bu ve diger ortaya
¢ikan patojenik insan Cov'lerinin genomu, dort ana
protein olan spike (S) proteini, zarf (E) proteini,
membran (M) proteini ve nikleokapsid (N) proteini
ile yaklagik 16 yapisal olmayan proteini (nsp1l-16) ve
bes ila sekiz yardimci proteini kodlar. Bunlar arasinda,
blyik multi fonksiyonel transmembran proteini olan S
glikoproteini; viral baglanma, fiizyon, konake1 hiicre-
ye girig ve iletimde 6nemli bir rol oynar. S proteini,
farkli fonksiyonel domainlere ayrilan S1 ve S2 su-
biinitlerden olusur.S1 alt birimi, N-terminal domaini
(NTD), reseptor baglanma domaini (RBD) ve korun-
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mus reseptdr baglanma motifi (RBM) igerir. S2 alt
birimi ise flizyon peptidi (FP), heptad tekrari (HR) 1
ve 2 olmak (izere ii¢ operasyonel domaine sahiptir®’.
Viral S proteini, viriisiin baglanmasina ve anjiyotensin
doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) yoluyla konakgi hiicreye
daha fazla girmesine aracilik eder. Viral antijenlerin
veya viral gen sekanslarinin uygulanmasint kullanan
COVID-19 aday agilarin ¢ogunlugu, viral S proteinle-
rine karst notrlestirici antikorlar1 indiiklemeyi, insan
ACE2 reseptorii yoluyla alimini dnlemeyi ve bu ne-
denle enfeksiyonu engellemeyi amaglamaktadir.

SARS-CoV-2 hastalarinda hafif/ortadan siddetliye,
hizla ilerleyen ve fulminan hastalik arasinda degisen
cok  cesitli  klinik  bulgular  goriilmektedir.
SARS-CoV-2'nin semptomlar1 spesifik degildir ve
hastalik asemptomatikten siddetli pndmoniye kadar
degisebilmektedir. Asemptomatik SARS-CoV-2 vaka-
larmin insidanst %1.6 ila %51.7 arasinda degismekte-
dir ve bu kisiler tipik klinik semptomlar veya bulgular
gostermemektedir ve akciger bilgisayarli tomografi-
sinde (BT) belirgin anormallikler gdérilmemektedir.
COVID-19 enfeksiyonlarinda genellikle ates, oksiirtik,
dispne, miyalji, halsizlik, bas agrisi, bogaz agrisi, tat
veya koku kaybi, polipne ve diger semptomlar goriiliir.
Agir vakalarda, akcigerlerdeki hava keseciklerine sivi
dolmast sonucu gelisen, septik soka sebep olan Akut
Respiratuar Distress Sendromu’na (ARDS) neden
olabilir®™. Tian ve ark. sindirim sistemi ile ilgili vaka
raporlarindan ve retrospektif klinik ¢aligmalardan elde
ettikleri bilgiler 1s181inda anoreksi, ishal, kusma, bulan-
ti, karm agrist ve gastrointestinal kanamay1 igeren
gastrointestinal ~ semptomlarm,  vakalarm  %3-
%79'unda ortaya ¢iktigi sonucuna varmislardir™.

Su anda COVID-19'un erken tespiti i¢in kullanilan en
yaygin molekiiler yontem, ters transkripsiyon polime-
raz zincir reaksiyonudur (RT-PCR). Klinikte COVID-
19 enfeksiyonu ve patolojik durumu teshis etmek i¢in
RT-PCR bazli molekiiler tan1 yontemi ve BT bazlh
tibbi goriintiileme teknolojileri kullanilmaktadir. Ayri-
ca, hastanin antikorlarini tespit etmeyi amaglayan
serolojik testlerde kullanilmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), enfeksiy6z pato-
jenleri tespit etmek i¢in altin standart olarak kabul
edilir ve daha onceki salginlarda da CoV'leri tespit
etmek i¢in basartyla kullanilmistir. PCR, primerler
spesifik olarak viral genomun spesifik bélgesine bag-
landigindan DNA/ RNA hedefine kars1 oldukca duyar-
lidirlar. Salginin baslangicinda SARS-CoV-2 salgini-
na yanit olarak tiim diinyadaki laboratuvarlarda RT-
PCR Kkantitatif test yontemi 6ncelikli olarak kullanil-
mistir.

Immiinoglobulinler M ve G (IgM ve IgG), SARS-
COV-2 serolojik tanist igin en sik kullanilan biyobelir-
teclerdir. SARS-CoV-2 ile su anda veya daha Once
enfekte olmus olanlart tespit etmek icin kullanilan
cesitli tan testleri, IgM ve IgG antikorlariin varligini
tespit eden kan Ornegi analizine dayanarak gelistiril-
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mistir. IgM antikorlar1 ilk olarak enfeksiyondan son-
raki ilk birka¢ hafta boyunca serumda saptanabilir hale
gelir ve daha sonra izotip IgG'ye doniisiir. Bu nedenle,
IgM erken evre enfeksiyonun bir gostergesini saglar-
ken, 1gG mevcut veya dnceki enfeksiyonu gosterir. Bu
test, SARS-CoV-2 i¢in epidemiyoloji ve as1 gelistir-
mede 6nemli bir rol oynar ve hem kisa hem de uzun
doénem antikor yanitini, antikor miktarini ve ¢esitlili-
ginin bir degerlendirmesini saglar. Bu testlerin yapil-
mas1 kolaydir, hizli bir yanit saglar ve bu nedenle viral
enfeksiyonlar1 teshis etmek icin yiiksek ¢iktili bir
yontemdir®?.

COVID-19'un patogenezini iki ana stirecin yénlendir-
digi diisiiniilmektedir. Enfeksiyonun baslangicinda,
hastalik  oncelikle SARS-CoV-2  koronaviristiniin
replikasyonu ile ger¢eklesmektedir. Daha sonra enfek-
siyon sirasinda, hastalik, doku hasarina yol agan viri-
se karsi abartilt bir bagisiklik/enflamatuar tepki olus-
turmaktadir. Bu anlayisa dayanarak, antiviral tedavile-
rin hastaligin erken evrelerinde en biiyiik etkiye sahip
olacagi beklenmektedir, immiinosupresif/ antiinflama-
tuar tedavilerin ise COVID-19'un ileri asamalarinda
daha faydali olmas1 muhtemeldir®®.

Diinya ¢apinda SARS-CoV-2'ye Kkarsi terapiler ve
profilaktik asilar gelistirmek igin ¢abalar sirmektedir.
Terapotikler hastaneye yatis siiresini kisaltmay1 ve
enfekte hastalarin sagkalimini arttirmayr amaglarken,
profilaktik asilar SARS-CoV-2'ye karst koruyucu
bagisiklik olusturmay1 amaglamaktadir. Sinirlt ventila-
tor ve hastane kapasitesi gibi acil pandemik ortam
sonuclar1 g6z Oniine alindiginda, SARS-CoV-2'ye
kars1 basarili profilaktik asilarin gelistirilmesi kritik
Oneme sahiptir.

Asilar her y1l milyonlarca hayat kurtarmaktadir. Asilar,
hedefledikleri viriisleri ve bakterileri tanimak ve sa-
vagsmak i¢in viicudun dogal savunmasini (immun
sistem) hazirlama ve egitme yoluyla calisirlar. Asila-
madan sonra, viicut hastaliga neden olan viriis, bakteri
gibi mikroplara maruz kalirsa, hemen onlar1 yok et-
meye ve hastaligi 6nlemeye hazir halde bulunmaktadir.

18 Subat 2021 itibariyle, iilkelerde ii¢ platformda en
az yedi farkli ast kullanima sunulmustur. Asilama da
tim ulkelerdeki savunmasiz popiilasyonlara oncelik
verilmigtir. 14 Haziran 2021 tarihinde SARS-CoV-2
Vaccine ClinicalTrials.gov arama verilerine gore 194
pre-klinik ve klinik asi calismasi bulunmaktadir™.
Bunlardan 46 tanesi Faz 3 asamasindadir™.

DSO verilerine gore diinya genelinde 14 Haziran 2021
tarihi itibari ile 185 preklinik, 102 klinik asamada
olmak {izere toplam 287 as1 aday1 bulunmaktadir™.
Diinyanin doért bir yanindaki bilim adamlar1 COVID-
19 i¢in potansiyel bir¢ok asi gelistirmektedirler. Bu
agilarmn tiimii, COVID-19’a neden olan virusleri vicu-
dun immiin sistemine giivenli olarak tanitmak ve bun-
lar1 bloke etmek icin tasarlanmistir.

COVID-19 igin birkag farkli potansiyel as1 tiirii gelis-
tirilmektedir. Asilar yaygin olarak kullanilan klasik as1
platformlar1 (viriis bazli, protein bazli ve viriis benzeri
parcaciklar) ve yeni jenerasyon platformlar1 (viral
vektor, nikleik- asit bazli asilar (RNA, DNA), antijen
sunanﬂhﬁcreler) olmak {iizere iki platforma ayrilmakta-
dirlar™’.

Viriis bazli agilar, artik bulagiciligi olmayan inaktive
viriis veya canli zayiflatilmis virtisten olusabilirler.
Inaktive viriislerin hepsi ¢ogalmadigindan, immiin
sistemi uyarmak i¢in adjuvanlar gerektirirler. Canli
zayiflatilmig viriis asilari, patojenik dzelliklerini kay-
bedene ve enjeksiyon akabinde hafif bir enfeksiyona
neden olana kadar klasik olarak hiicre kultiirinde
pasajlanarak uretilmektedirler.

Protein bazl asilar, giivenli immiin yanit olugturmada,
COVID-19 viriistin disint taklit eden zararsiz protein
pargalar1 veya protein kabuklarini kullanirlar. Protein
bazli agilar, virlis veya viriisle enfekte hiicrelerden,
rekombinant protein veya virus benzeri pargaciklardan
saflagtirilmig bir proteinden olusabilirler.

Viriis benzeri pargaciklar, bir virlis parcacigt olustur-
mak i¢in gerekli olan yapisal viral proteinlerden olu-
sur ancak viral genom ve yapisal olmayan proteinler-
den yoksundurlar. Bu asilar, giiclii bir immiin yanitt
indiiklemek igin bir adjuvan gerektirir.

Viral vektor asilari, hastalia sebep olamayan ancak
immiin yanmit olusturmak i¢in koronavirlis proteinleri
tiretmek i¢in platform islevi goren giivenli viriisleri
kullanilirlar. Viral vektor asilari, siklikla patojeniteyi
azaltmak icin zayiflatilmig bir rekombinant viriisten
(yani viral vektorden) olusur, viral antijenleri kodla-
yan genler, rekombinant DNA teknikleri kullanilarak
klonlanmaktadirlar. Vektor agilarimin replike ve repli-
ke olmayan olmak tizere iki tiirli vardir.

RNA ve DNA agilari, giivenli immiin cevabi tetikle-
yen bir protein iretmek igin genetik olarak tasarlanmig
olan RNA veya DNA'y1 kullanan son teknoloji yakla-
simlardir®®,

Niikleik asit bazli agilar DNA veya mRNA'dan olugur-
lar ve yeni viriisler ortaya ¢iktiginda kolaylikla adapte
edilebilirler. Bu sebeple bunlar klinik ¢aligmalara
giren ilk COVID-19 agilar1 arasinda yer almiglardir.
Kendi kendini kopyalayan RNA agilari, hiicre basina
daha fazla as1 antijeni eksprese edildiginden daha
diisiik doz kullanarak koruyucu immiiniteyi indiikle-
mesi muhtemeldir. mRNA c¢ok kararli degildir. Bu
yapilar degradasyonu 6nlemek igin modifiye niikleo-
sitler icerirler. Hucrelere mRNA (mesajct RNA) gir-
mesini saglamak icin bir tastyict molekiil gereklidir.
En yaygin olarak lipid nanopartikiiller kullanilmakta-
dir. Niikleik asit bazli agilar humoral ve hiicresel im-
miin yanit1 indiikler, ancak g¢oklu dozlar gereklidir.
Antijen sunan hiicreler, bagisiklik sisteminin asiya
verdigi yanitta onemli bir bilesendir. Bilindigi iizere
dendritik hiicreler bireyden alinir, daha sonra istenen
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antijeni sunmak i¢in manipiile edilir ve ayn1 bireye
geri infiize edilir’.

SARS-Cov-2 ic¢in Klinik Denemelerde Olan Mev-
cut As1 Adaylar:

ABD'de mevcutta olan ilk iki ag1 (Pfizer-Biontech ve
Moderna) mRNA agilaridir. Diger asilar (ABD'de
Janssen-Johnson & Johnson ve ABD disindaki Astra-
Zeneca, Sputnik-V ve Casino) insan ve primat adeno-
viriis vektorleri kullanilarak yapilan asilardir. ABD
disinda mevcut olan bagka bir a1 tiirii ise inaktive tim
viris SARS-CoV- 2 agisidir (Bharat Biotech ve Sino-
vac). Bu asilarin higbiri canli a1 degildir.

MRNA-1273 Asisi (Moderna/US NIAID)

Boston merkezli Moderna Therapeutics, SARS-CoV-
2'nin genom sekanslamasindan 63 giin sonra klinik
caligmalara giren ilk as1 adayini iiretmek i¢in Ulusal
Alerji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Enstitiisii (NIAID)
ile ortaklik kurmustur. Bu as1, konak¢r immiin hiicre-
ler yoluyla alimini artiran bir lipid nanopartikil (LNP)
vektoriinde enkapsiile edilmistir. SARS-CoV-2, spike
(S) proteininin stabilize edilmis preflizyon formunun
sentezi icin bilgi iceren mRNA molekdiliine dayan-
maktadir.

MRNA-1273 asis1, proteini eksprese etmek icin
mRNA kullanma prensibine dayanan ABD sirketi
Moderna tarafindan iretilmektedir. MRNA-1273,
SARS CoV-2 glikoproteinini transmembran baglanti
ve intakt S1 (baglanma)- S2 (flizyon) b6élinme bolgesi
ile kodlamaktadir. 30 Kasim 2020 tarihinde Moderna,
196 dogrulanmig COVID-19 vakada yapilan birincil
etkinlik analizi sonuglarinm agiklamistir. Siddetli hasta-
lik gelistiren 30 birey arasinda, bu vakalarin higbiri as1
aday1 ile agtlanmamus olup bu da mRNA-1273"in agir
hastaliga kars1 giiclii bir sekilde koruyucu oldugunu
gdstermistir. 8 Aralik 2020°de ABD Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) bu as1 icin 18 yasindan biiyiik bireyler-
de acil kullanim izni yayinlamistir.

30 Aralik 2020 tarihinde mRNA-1273 asisinin Faz 3
denemesinden elde edilen glivenlik ve etkinlik sonug-
lari, New England Journal of Medicine'de yaymlanmig
olup as1 adaymin %94.1 etkinlik ve glvenlik profili
dogrulanmistir. 4 Ocak 2021'de Israil, Moderna'nin as1
adaymm da onaylamistir ve daha sonra Avrupa Ilag
Ajanst (EMEA) asiy1 yetkilendirme igin 6neride bu-
lunmustur™.

Moderna Inc. Faz 3 klinik ¢aligmalarinda %94.5 etkin-
lik elde ettigini agiklamigtir ve son zamanlarda
ABD'de FDA acil durum onayi almistir. Bu asinin
birincil dezavantaji diisik yar1 émrii olmasi, diisiik
stabilite ve viral vektorlerden 10 kat daha diisiik bir
transfeksiyon orani sergilemesidir'?.
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BioNTech/Pfizer Asist (Almanya /ABD) (20)

11 Aralik 2020'de FDA, lipit nanopartikille formiile
edilen COVID-19 hastaligima neden olan SARS-CoV-
2 virlstin prefizyon spike glikoproteinini kodlayan
niikleosit-modifiye mRNA asis1 olan Pfizer-BioNTech
COVID-19 (BNT162b2) asist igin 16 yas ve isti
bireylerde COVID-19 hastaliginin 6nlenmesi igin acil
kullanim  iznini (EUA) yaymnlamistir.  Pfizer-
BioNTech COVID-19 agisi ile asilama, 3 hafta arayla
intramuskiiler olarak 2 doz (her biri 30 pg, 0.3 mL)
uygulanmaktadir. Denemeler kapsaminda BioNTech
ve Pfizer'in mRNA asisinin BNT162b1, BNT162b2,
BNT162al ve BNT162c2 olmak iizere dort adayi
vardir. Bunlarin her biri farkli bir mRNA formati ve
antijenini temsil etmektedir. BNT162b1 ve BNT162b2
ikisi de nukleosit modifiye mRNA (modRNA) agisidir.
BNT162b1, spike proteininin trimerize reseptor-
baglama domainini kodlarken, BNT162b2 tam spike
proteinini kodlamaktadir. Ote yandan, BNT162al
iridin mRNA (uRNA) bazli bir asidir ve BNT162c2
kendi21l<endini kopyalayan mRNA (saRNA) bazli bir
asidir.

Kasim ayinda biiyiik miktarda tanitima neden olan asi,
Alman sirketi BioNTech ve Pfizer tarafindan gelistiri-
len asidir. Faz 1 randomize plasebo kontrollii klinik
calismalardan elde edilen sonuglar, BNT162b2'nin
hem gen¢ (18-55 yas) hem de yaslilarda (65-85 yas)
minimum yan etki yarattigini gosterilmistir. Ayrica,
bu c¢aligmalarda BNT162b1 ve BNT162b2 olmak
iizere iki farkli aday degerlendirilmistir. Her iki adayin
da benzer sekilde asilananlarda SARS-CoV-2'ye karst
yitksek doza bagl notralize edici antikor titrelerinin
tretimini indiiklemigtir. BNT162b1 ve BNT162b2,
sentetik mRNA'nin enjekte edildigi ve konake1 tara-
findan hizla proteine c¢evrildigi mRNA asilaridir.
mRNA, genetik bilgi tasiyan oldukca yeni bir ilag
smifidir.

Pfizer ve BioNTech tarafindan gerceklestirilen galis-
ma verilerine gore 21.720°si BNT162b2 ile agilanan
21.728’1 plasebo olmak iizere toplam 43.448 katilim-
ctya enjeksiyon yapilmigtir. Bu 43.448 katilimcidan
170’inde COVID-19 gelismistir. Bunlar arasinda
162'sinin plasebo grubuna, 8'inin de as1 adayi ile asi-
lanan gruba ait oldugu tespit edilmis ve bu verilerle
BNT162b2 agisinin COVID-19'un énlenmede %95
etkili oldugu bulunmustur (%95 giivenilir aralik, 90.3-
97.6). Yas, cinsiyet, irk, etnik koken, temel viicut kitle
indeksi ve birlikte var olan kosullarin varligi ile tanim-
lanan alt gruplarda benzer as1 etkinligi (genellik-
le 9%90-%100) gdzlenmistir. BNT162b2'nin giivenlik
profili, enjeksiyon bolgesinde kisa siireli, hafif ila orta
siddette agr1, yorgunluk ve bas agrisi ile karakterize
edilmistir®.

Her iki aginin da birbirine benzer, hem lokal (agri,
eritem, sisme ve lenfadenopati) hem de sistemik yan
etkileri (ates, bas agrisi, miyalji, bulanti veya kusma)
iceren giivenlik endisesi olmayan yan etki profilleri
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rapor edilmistir”®. Asinmn ilk dozu immiin sistemi
gigclendirirken, ikinci doz immiin yaniti giiglendir-
mektedir’*®. Protein subunit as1 adaylari inaktive
patojen asilarina benzer sekilde, genellikle son derece
uygun bir givenlik profili sergiler. Ancak ¢oklu des-
tek dozlar gerektirir ve diisiik dereceli hiicresel tepki-
ler ortaya ¢ikarmaktadirlar.

Novavax Asisi (Gaithersburg, MA, ABD)

Maryland merkezli bir biyoteknoloji sirketi olan No-
vavax, bir bakuloviris-Sf 9 sisteminde eksprese edilen
ve Matrix M1 adli bir adjuvan iceren rekombinant
SARS-CoV-2 S glikoprotein nanopartikiil ast gelis-
tirmigtir. Sirketin nanopargacik teknolojisi kullanila-
rak drettigi NVX-CoV2373, kararli bir prefiizyon
proteindir. NVX-CoV2373 ilk olarak asi ile asilanan
makaklarda (Macaca fascicularis) test edilmistir. Bu
astlanma sonrast maymunlarin COVID-19'a karsi
korundugu ve herhangi bir Ust veya alt hava yolu
enfeksiyonu veya akciger hastalig1 belirtisi gosterme-
digi gozlenmistir®.

Novavax, protein bazli COVID-19 as1 adayr NVX-
CoV2373'iin, Birlesik Krallik'ta (ingiltere) yapilan
Faz-3 klinik calismasinda %89.3'lik bir as1 etkinligi
ile birincil hedefi karsiladigini agiklamistir®’,

LV-Smenp-DC Asist (Shenzhen Geno-immiin Tip EnS-
titlsu, Cin)

LV-Smenp-DC agisi, SARS-CoV-2 yapisal proteinle-
rinin korunmus domainlerini eksprese eden ve Smenp
minigenlerini proteazini kullanarak lentiviral vektor
ile dendritik hiicrelerin (DC) miihendisligi ile hazir-
lanmaktadir®®,

INO-4800 (Inovio Pharmaceuticals, ABD)

INO-4800, SARS-CoV-2 genetik sekansina dayanan
DNA plazmid bazli bir agidir. Inovio Pharmaceuticals
biyoteknoloji sirketi tarafindan, Cellectra adi1 verilen el
tipi bir akilli cihaz kullanarak intramuskiler veya
intradermal olarak optimize plazmidleri dogrudan
hiicrelere tasimak i¢in tasarlanmistir”®. Su anda ABD
genelinde 6578 saglikli bireyde giivenlik, tolere edile-
bilirlik ve immdinojenisiteyi belirlemek icin faz 2/3
klinik ¢alismalarda bulunmaktadir®.

24 Aralik yayinlanan makalede 18-50 yas aras1 40
goniilli izerinde yapilan bir faz 1 ¢aligmasindan elde
edilen ara verilerin sonuglarina gére 1.dozdan 8 hafta
sonra toplam 11 lokal ve sistemik advers olay (AEs)
tespit edilmis olup bunlardan altisi ag1 ile ilgili olarak
kabul edilmistir. Tlgili alt: yan etkiden besi, enjeksiyon
bdlgesi agrist ve eritem dahil olmak {izere enjeksiyon
bolgesi reaksiyonlaridir. Asi ile iligkili grade 1 siste-
mik yan etki olarak da mide bulantisi tespit edilmistir.
Ayrica INO-4800 dengeli humoral ve hicresel immin
tepkiler tiretmis iki doz INO-4800 asilanmay1 takiben

antikor veya T hiicresi yanit1 ya da her ikisini de gos-
termistir®.

Oxford / Astra Zeneca Agist (Ingiltere | ABD)- Janssen
Asist (Hollanda / ABD)

Hem AZD-1222 (ChAdOx1 nCoV-19) olarak da ad-
landirilan  Oxford Universitesi/AstraZeneca (ChA-
dOx1) hem de Janssen (Ad26.COV2) asilart spike
geni ile degistirilen E1 geninin silinmesiyle inaktive
edilen adenoviruslerin genetik modifikasyonuna da-
yanmaktadir. Janssen Ad26.Cov2 asis1 insan adenovi-
risiine Oxford asis1 sempanze (ChAdOx1) adenovirl-
stine dayanmaktadir. 8 Aralik 2020'de iiretici, AZD-
1222'nin kabul edilebilir bir guvenlik profiline sahip
oldugunu ve hastaneye yatis veya ciddi reaksiyonlar
olmaksizin semptomatik COVID-19'a kars1 etkili
oldugunu agiklamistir. AZD-1222’nin su anda ABD,
Ingiltere, Hindistan ve diger iilkelerde Faz 3 klinik
calismalar yiiriitiilmektedir. Son zamanlarda, Ingiltere
ve Hindistan AZD-1222'nin acil kullanimini onayla-
mig ve asilamaya baglanmustir.

23 Nisan- 21 Mayis tarihleri arasinda Ingiltere'deki
Oxford Universitesi Klinik As1 Bilimi ve Tropikal Tip
Merkezinin de icinde bulundugu bes merkezde ger-
ceklesen goniillii-kor, gok merkezli, randomize kont-
rolli Faz 1/2 calismasi yapilmustir ve 15 Agustos
2020°de 6n rapor olarak yaymlanmistir®’. Calisma
ChAdOx1 nCoV-19 (n=543) ve MenACWY (n=534)
olmak iizere 1077 goniillide gerceklestirilmistir. Ca-
lismada bircogu agri, ates, titreme, kas agrisi, bas
agrist ve halsizlik dahil olmak tizere lokal ve sistemik
reaksiyonlar ChAdOx1 nCoV-19 grubunda daha yay-
gin goriilmiis olup; profilaktik parasetamol kullanimi
ile azaltilmigtir. ChAdOx1 nCoV-19 ile ilgili ciddi
advers etkiler gdzlenmemigtir. ChAdOx1 nCoV-19
grubunda, S proteinine 6zgii T hiicresi yanitlarinin 14.
giinde zirveye ulastig1 anti-spike IgG yanitlarinin ise
28. giine kadar yiikseldigi bulunmustur®™. 30 Mayis-8
Agustos 2020 tarihleri arasinda gerceklesen faz 2/3
caligmasinda 560 goniilli ¢aligmaya alinmistir ve
gonulluler rastgele olarak 18- 55 yas, 56- 69 yas ve 70
yas ve lizeri 3 gruba deneysel ag1 ve kontrol grubuna
ayrilmislardir®,

ChAdOx1 nCoV-19 asis1 verilen goniilliilerde kontrol
agis1 verilenlere gore lokal ve sistemik reaksiyonlar
daha yaygmn bulunmus ve daha 6nce bildirilenlere
(enjeksiyon bolgesi agrisi, ates, kas agrisi, bas agrisi)
benzer bulunmustur. Ancak daha yash yetiskinlerde
(>56 yas) geng yetiskinlere gore daha az yaygin bu-
lunmustur. Calismada, ChAdOx1 nCoV-19 asisinin
yash yetiskinlerde genglere gore daha diisiik bir reak-
tojenite profili ile giivenli ve iyi tolere edildigini gos-
terilmistir. Immiinojenite, ikinci asilamadan sonra tiim
yas gruplarinda benzer bulunmustur. ChAdOx1
nCoV-19 asisinin, 70 yag ve istii yetiskinler de dahil
olmak Uzere tim yas gruplarinda tek dozdan 28 giin
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sonra SARS-CoV-2 spike glikoproteinine ve RBD'ye

spesifik bir antikor yanitin indiikledigi gosterilmistir®.

27 Subat 2021'de FDA, SARS-CoV-2’nin neden ol-
dugu COVID-19 hastaliginin énlenmesi icin uguincu
agt olan Janssen COVID-19 asisinin ABD'de 18 yas ve
istii bireylerde kullanimi ig¢in acil kullanim izni
(EUA) yayinlamustir™, Janssen'in faz II ¢alismasi, 65
yas ve {istii sadece 15 goniilli ile yapilmistir ve advers
etki oranlar1 %36 orani ile 65 yas ve iistii olan katilim-
cilarda geng (%64) olanlardan daha diisiik bulunmus-
tur®. Janssen COVID-19 asisi olan bazi kisilerde
diisiik trombosit seviyeleri ile birlikte beyin, karin ve
bacaklarda damarlarda piht1 goriillmiistiir. Bu piht1 ve
diisiik trombosit seviyeleri ¢ogu 18 ila 49 yas arasin-
daki kadinlarda gorulmekle birlikte semptomlar agi-
lamadan yaklagik bir ila iki hafta sonra baslamigtir®.
13 Nisan 2021'de FDA ve CDC (Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri), beyindeki biiyiik kan damarla-
rinda serebral vendz siniis trombozu (CVST) olarak
adlandirilan bir tiir kan pihtisinin ciddi yan etki rapor-
lar1 nedeniyle Janssen COVID-19 asisinin kullanimin-
da bir duraklama Onermistir. FDA ve CDC’nin, asi
kullanimin1 duraklatma onerisinden sonra yeni bilgiler
de dahil olmak Uzere mevcut tim verileri gdzden
gecirilmistir. Bu veriler, Janssen COVID-19 asisinin
bilinen ve potansiyel faydalarinin 18 yas ve {stii bi-
reylerde bilinen ve potansiyel risklerinden daha agir
bastigin1 degerlendirmelerine sebep olmustur.

Corona Vac Asis1 (SinoVac Inc., Cin)

Corona Vac, Sinovac Research and Development Co.
tarafindan gelistirilen inaktive edilmis bir viral vektor
agisidir. Cin saglik calisanlart gibi yiiksek riskli grup-
lar1 agilamak i¢in 28 Agustos 2020 tarihinde tiim inak-
tive SARS-CoV-2 virtisunl kullanarak Corona Vac
asisinin acil kullanimini onaylamuistir.

Plasebo veya CoronaVac iki farkli as1 dozu (3 veya 6
png/0.5 ml) alan 18 ila 59 yaslar1 arasinda 600 saglikli
goniillide yapilan faz 2 randomize, ¢ift-kor, plasebo-
kontrollii doz yiikseltme giivenligi ve immiinojenite
calismalar1 yapilmigtir. Corona Vac her iki dozda da
iyi tolere edilmis ve advers reaksiyonlarin ¢ogu hafif
bulunmustur. Bildirilen semptomlarin en yaygin olani
enjeksiyon bolgesinde agridir. Her iki Corona Vac
dozunun, asilanan bireylerin %90'mdan fazlasinda
serokonversiyona neden olmustur™.

Ad5-nCoV Agist (Cansino Biologics Inc, Pekin Biyo-
teknoloji Enstitlist)

Cin Pekin Biyoteknoloji Enstitlisi ve Cansino Biolo-
gics tarafindan gelistirilen Ad5-nCoV, SARS-CoV-
2'nin rekombinant S proteinini eksprese eden rekom-
binant, replikasyon-defektif bir adenoviris tip-5 vek-
tor (AdS) asisidir. E1 ve E3 genlerinden yoksun Ad5
vektoriinde plazminojen aktivatér sinyal peptid geni
ile optimize edilmis tiim S proteininin geninin klon-
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lanmasiyla hazirlanmigtir. Corona Vac asisinin su
anda 14 gunlik aralikla iki dozluk bir enjeksiyon
rejimi ile faz 3 klinik ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

25 Haziran 2020'de, Cin Merkez Askeri Komisyonu,
bir y1l boyunca Ad5-nCoV asisimi “6zel olarak ihtiyag
duyulan ilag" olarak kullanilmasini onaylamistir. Su
anda Rusya, Suudi Arabistan ve Pakistan'da faz 3
klinik ¢aligma asamasindadir. Mart 2020°de Cin Wu-
han’da bir rehabilitasyon merkezinde as1 adaymin tek
merkezli, acik etiketli, randomize olmayan, doz yiik-
seltme faz 1 denemesi yapilmigtir. Bu ¢aligmada 195
kisiden 108’ine diisiik doz (n=36), orta doz (n=36)
veya yliksek doz (n=36) olmak iizere as1 uygulanmis-
tir. Asilanan 108 kiside en yaygin goriilen advers
reaksiyonu, enjeksiyon bdlgesinde 58 kiside (%54)
agrt olmustur ve en sik bildirilen sistematik advers
reaksiyonu 50 kiside ates (%46), 47 kiside yorgunluk
(%A44), 42 kiside bas agris1 (%39) ve 18 kiside kas
agrist (%17) olmustur. Asilamadan sonraki 28 giin
icinde ciddi bir yan etki kaydedilmemistir. 14. giinde
ELISA antikorlar1 ve nétrlestirici antikorlar 6nemli
Olclide artmis ve asilamadan 28 giin sonra zirveye
ulagmistir. Spesifik T hiicresi yaniti ise asilamadan
sonraki 14. giinde zirveye ulasmistir®®.

Sputnik V Asist (Gam-COVID-Vac, Rusya)

Sputnik V olarak da bilinen Gam-COVID-Vac Rus-
ya’daki Gamaleya Arastirma Enstitlsi bilim adamlari,
ilk bagisiklamadan sonra viral vektdre karsi ortaya
cikan antikorlara bagli olarak azaltilmis immiinojenite
sorununu agmak i¢in simdiye kadar tek olan heterolog
birincil-ikincil SARS-CoV-2 ag1 adayim gelistirmis-
lerdir. Birincil asilama i¢in kullanilan adenoviral vek-
tor serotipi, ikincil olarak kullanilan adenoviral sero-
tipten farklidir. Rekombinant adenoviriis tip 26 vektor
(rAd26), Rekombinant adenovir(s tip 5 vektor (rAd5)
olmak Uzere iki vektor iceren SARS-CoV-2 spike
glikoproteini igin gen tasiyan heterolog COVID-19
agisidir.

Bu nedenle, ilk agilama sirasinda S proteinine genetik
bilgiyi tasimak i¢in replikasyon- defektif Ad26 ve
ikincisi icin rekombinant replikasyon- defektif Ad5 iki
vektorlii adenoviriis asist gelistirilmistir®.

Rusya Savunma Bakanligi'na bagli Burdenko Hasta-
nesin’de askeri ve sivil goniillillerde yapilan faz 1/2
randomize olmayan ¢aligsmanin bulgulari, rekombinant
adenoviral vektorler rAd26-S ve rAd5-S'ye dayanan
heterolog asinin giivenli, iyi tolere edildigini ve sag-
likli katilimeilari %100'inde giiglii humoral ve hiic-
resel immiin yanitlar1 indiikledigini gostermektedir.
Bildirilen tiim advers etkiler ¢ogunlukla hafif bulun-
mustur. En sik goriilen sistemik ve lokal reaksiyonlar,
rekombinant viral vektdrlere dayanan asilar icin tipik
olan enjeksiyon bdlgesinde agri, hipertermi (viicut
1151 37-38°C), bas agrisi, asteni ve kas ve eklem agrisi
bulunmustur®. 24 Kasim'da, Sputnik V ikinci faz 3
ara raporunun sonuglarinda, heterolog immunizasyon
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rejiminin her iki dozunu aldiktan bir hafta sonra
18.794 kisiden elde edilen veriler analiz edilmis bu as1
adaymnin %91.4 etkinligi ortaya konulmustur®.

Tiirkiye 'de Yiiriiyen As1 Calismalar

Ulkemizde 13 Haziran 2021 tarihi itibari ile 48.721
oltimle 5.330.447 toplam vaka goriilmiis olup toplam
33.765.656 as1 yapilmustir®®. Tiirkiye’de yeni tip koro-
naviriise kars1 gelistirilecek asilar icin Tiirkiye Saglik
Enstitiileri Baskanligi (TUSEB) ve Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Aragtirma Kurumu (TUBITAK) tara-
findan hizlica harekete gegirilen destekler ile 17 yerli
agl calismasi yirUtulmektedir. ClinicalTrials.gov’da
“COVID-19 Turkey vaccine” arama verilerine gore
TUSEB destekli Erciyes Universitesi ERUCOV-VAC
inaktif asisinin faz 1, 2, Kogak Farma Kogak-19 inak-
tif adjuvanli COVID-19 asisiin faz 1, TUBITAK
destekli VETAL Inc. Monitor CRO inaktif SARS-
CoV-2 asmin faz 1, TUBITAK destekli Dr. Abdur-
rahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi Monitor CRO, Nobel Pharmaceuticals
VLP (Virlis-benzeri pargacik) asinin faz 1, ¢aligmalari
devam etmektedir. Ayrica CoronaVac inaktif asisinin
Faz 3 calismalar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Hacettepe Universitesi T1ip Fakiiltesi olmak iizere 25
merkezde caligmalar1 siirmektedir. Pfizer-BioNTech
mRNA agisinin Faz 1, 2, 3 ¢aligmalar1 da {ilkemizde
devam etmektedir®. Yerli imkanlarla gelistirilmekte
olan, TUSEB tarafindan desteklenen intranazal
COVID-19 as1 projesi, Faz I agamasma gegmek iize-
redir. Marmara Universitesi, Akdeniz Universitesi-
Hacettepe Universitesi, Yildiz Teknik Universitesi,
Atatiirk Universitesi yiritiiculiiklerinde Ar-Ge ¢alis-
malari ve hayvan deneyleri devam etmektedir®. Ayri-
ca Ege Universitesi, COVID-19’a kars1 koruma sag-
lamak (izere Tlag Gelistirme ve Farmakokinetik Aras-
tirma Uygulama Merkezi (ARGEFAR) biinyesindeki
EU As1 ve Arastirma Gelistirme Grubu ile TUBITAK
destegiyle DNA Asisi gelistirmektedir. Calisma grubu,
koronaviriise karsi dort farkli DNA agis1 prototipi
tasarlamuglardir.  Hayvan deneylerini ve farelerde
astlama ile uyarilan bagisiklik yanitini incelemislerdir
ve DNA asis1 prototiplerinden iki tanesinin gucli
hiicresel ve humoral bagisiklik yaniti olusturdugunu
saptamislardir. Bu iki as1 adayiyla goniillii insanlarda
faz caligmalara ge¢meyi planlamaktadirlar®,

SARS-Cov-2 l¢in Klinikte Kullamilan Antiviral
ilaclar

COVID-19 tedavisi i¢in degisik antiviral ilaglar salgin
boyunca denenmistir. Su anda COVID-19 tedavisi igin
onaylanan bir antiviral ajan bulunmamaktadir.
COVID-19 tedavisinde kullanilan antiviraller arasinda
remdesivir, favipiravir, umifenovir, lopinavir/ ritona-
vir ve ribavirin bulunur. Bu antivirallerin monoterapi-
de ve baska ilaglarla kombinasyon halinde kullanimi-

nin degerlendirilmesine dair klinik arastirmalar siir-
mektedir**.

Favipiravir

Favipiravir, 2014 yilinda Japonya'da Toyama Chemi-
cal tarafindan geligtirilen RNA'ya bagimli RNA poli-
merazinin selektif inhibitoriidiir. Bazi iilkelerde influ-
enza, ebola ve noroviriis tedavisi igin onaylanmugstir®.
Favipiravir iyi karakterize edilmis bir giivenlik profi-
line sahiptir. Yaygin goriilen yan etkiler arasinda gast-
rointestinal yan etkiler, Urik asit yikselmesi, nétrofil
sayisinda azalma, aspartat aminotransferaz (SGOT) ve
alanin transaminaz (SGPT) artis1, psikiyatrik semptom
reaksiyonlar1 ve kan trigliseridlerinde yiikselme yer
almaktadir. Diigiik ve yiiksek favipiravir dozlar1 ara-
sinda benzer yan etki oranlar1 gozlenmektedir®.

On klinik sonuclar, favipiravirin, lopinavir-ritonavir
ile karsilastirildiginda COVID-19 hastalarinda gogiis
goriintiilemesinde anlamli 6l¢iide daha fazla iyilesme
gostermektedir (favipiravir ile %91.4, lopinavir-
ritonavir ile %62.2 iyilesme). Favipiravir uygulanan
hastalarda lopinavir-ritonavir alanlara kiyasla daha
hizli viral klirens (4 giine karst 11 giin) ve daha az
advers olay (%11.4'e kars1 %55.6) gézlenmistir‘”.

Cin’de yiiriitiilen favipiravir ve umifenovir kullanimi-
n1 kargilagtiran randomize kontrolli bir klinik ¢alig-
mada, favipiravir grubunda oksiiriik ve ates sikayetleri
bulunan hafif ve orta siddetli COVID-19 hastalarinin
umifenovir ile tedavi edilen hastalara kiyasla daha kisa
stirede iyilestigi gdzlemlenirken oksijen terapisi géren
veya solunum destegine gereksinim duyan hastalarda
herhangi bir farklilik gézlenmemistir®®. Ancak anor-
mal karaciger fonksiyon testleri, psikiyatrik semptom
reaksiyonlari, sindirim sistemi reaksiyonlari ve yiik-
selmis serum iirik asit gibi bazi anti-viral iliskili yan
etkiler favipiravir grubunda daha yiksek oranda go-
riilmiistir®.

Tayland’da hastanede yatan ancak oksijen tedavisine
ihtiya¢ duymayan hastalarda yapilan retrospektif goz-
lemsel bir ¢alisma sonucunda favipiravir ile tedavinin
yedinci glniinde klinik iyilesme orami %92.6 olarak
bulunmustur™.

Umifenovir

Umifenovir, viral S-proteinleri ve ACE2 reseptorleri
arasindaki etkilesimi hedefleyerek viral zarfin memb-
ran flizyonunu inhibe eder ve virlisiin hicre icine
girisini engeller. Rusya ve Cin'de umifenovir, influen-

za A ve B'nin profilaksisi ve tedavisi i¢in onaylanmis-
49,51
™

Cin'de 67 COVID-19 hastalarinda yapilan randomize
olmayan bir caligmada, ortalama 9 giinliik bir siire
boyunca umifenovir ile tedavinin, daha diisiik mortali-

te orani ve daha yiiksek taburcu etme orani ile iliskili
oldugunu gosterilmistir®,
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1052 hastanin dahil edildigi ve standart bakima kiyas-
la gesitli antiviral ilaglarin etkinliginin degerlendiril-
digi bir meta analiz ¢calismasinda umifenovir ile tedavi
edilen grup 14. giinde daha yiiksek negatif RT-PCR
orani ile iliskilendirilmistir. Ancak ates diismesi, 6ksU-
rik hafiflemesi ve hastanede kalig siiresi agisindan
anlamh bir farklilik gériilmemistir™.

Umifenovir ve lopinavir-ritonavir veya lopinavir-
ritonavir monoterapisi alan 16, COVID-19 hastasinin
tek merkezli, geriye doniik bir kohort caligmasinin
sonuglar1 14 giinlik uygulamadan sonra, kontrol gru-
buna kiyasla umifenovir ile tedavi edilen hastala-
rin %94'tinde SARS-CoV-2, RT-PCR ile saptanamaz-
ken, kontrol grubunda bu oran %53 bulunmustur.
Umifenovir deney grubu ayrica gogiis BT’sinde de
daha vyiiksek oranda iyilesme gostermistir™. Subat
2020'de Changzhou ve Wuhu, Cin'de yurdtiilen benzer
bir retrospektif ¢aligmada, lopinavir-ritonavir monote-
rapisi verilen hastalarda %44.1 viral yik tespitine
kiyasla umifenovir alan 16 hastanin tiimiinde viral
yiiklerin tespit edilemedigi gosterilmistir. Bu, umife-
novirin COVID-19 tedavisinde lopinavir- ritonavirden
daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir®.

Umifenovirin yan etkileri arasinda bulanti, ishal, yiik-
sek serum aminotransferaz seviyeleri ve bas donmesi
bulunur, ayrica karacigerde metabolize edildiginden
karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalarda dikkat-
li kullanilmalidir®.

Remdesivir

Remdesivir, viral replikasyon icin gerekli bir enzim
olan RNA'ya bagimli RNA polimerazin bir inhibitorii
olarak gorev yapan genis spektrumlu bir antiviral

ajandir. Ebola tedavisinde kullanilmak i¢in tiretilmistir.

Ancak bu viriise kars1 etkili degildir®. Ebola'y: tedavi
etmek i¢in klinik ¢aligmalarda kullanilan dozlara ben-
zer sekilde, remdesivir, 1. giinde 200 mg yiikleme
dozu olarak uygulanir, ardindan dokuz giin boyunca
giinlilk 100 mg IV dozu uygulanir®. Remdesivirin
SARS-CoV-2 ve iliskili koronaviriislere kars1 etkinligi
in vitro ¢alismalar ve hayvan modellerinden ¢ikarila-
bilir. Yapilan bir ¢calismada SARS-CoV-2 enfeksiyon-
lu bir fare modelinde profilaksi icin remdesivir kulla-
nim1 akcigerlerdeki viral yiikte bir azalmaya ve solu-
nugl fonksiyonunda iyilesmeye yol actig1 gosterilmis-
tir’’.

Ulusal Alerji ve Bulagici Hastaliklar Enstitiisii
(NIAID) tarafindan yapilan ilk randomize, plasebo
kontrollii klinik ¢aligmada plasebo grubuna kiyasla
remdesivir tedavisi alan 1000 COVID-19 hastasinda
iyilesme siiresi daha kisa bulunmustur. Ancak, remde-
sivir alan tedavisi alanlar ile almayanlar arasindaki
6liim oraninda 6nemli bir fark goriilmemistir®®. Ulusal
Saglik Enstitusi’niin (NIH) hastanede yatan yetigkin
COVID-19 hastalarinda gergeklestirdigi ¢ok uluslu,
randomize, c¢ift kor ve plasebo kontrolli yapilan bir
calismada, ozellikle oksijen destegine ihtiyag duyan
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hastalarda remdesivir tedavisinin iyilesme stiresini
kisalttig1 ancak hafif ve orta seviyedeki COVID-19
hastalarinda herhangi bir yarar saglamadig1 goriilmiis-
tiir’®. Siddetli COVID-19 sebebiyle hastaneye yatirilan
bir hasta kohortunda yapilan bagka bir c¢alismada,
remdesivir ile tedavi edilenlerin %68’inde Klinik iyi-
lesme gdzlemlenmistir®. Celiskili klinik sonuclara
ragmen, FDA, 1 Mayis 2020'de siddetli COVID-19
hastalarina hastanede intravendz remdesivir uygula-
masi i¢in bir "acil kullanim izni" vermistir. Cesitli
klinik aragtirmalar, remdesivir uygulamasinin ardin-
dan hepatoksisite gibi ciddi yan etkiler bildirmistir®".
flacin gergek etkinligi ve faydasinin anlagilabilmesi
icin farkli yas gruplarinda ve hastaligin farkli evrele-
rinde daha fazla klinik aragtirmaya ihtiyag¢ vardir. Tim
bunlarin yaninda maliyet ve bulunabilirligi bu ilacin
kullanimini sinirlamaktadir’.

Lopinavir/ Ritonair

Lopinavir/ritonavir kombinasyonu, HIV pozitif hasta-
larda antiretroviral tedavi olarak kullanilmaktadir.
Lopinavir, yeni viral olusum igin gerekli bir enzim
olan HIV proteazi inhibe etmektedir®. Lopinovirin
oral biyoyararlaniminin diisiik olmasindan ve CYP3A
enziminin substrati olmasi nedeniyle lopinavir,
CYP3A enzim inhibitorl ritonavir ile birlikte uygu-
lanmaktadir®. Lopinavir/ ritonavir kombinasyonunun
COVID-19 tedavisinde doz rejimi ginde iki kez
400mg/100mg’dir®. in vitro SARS-Cov-2 viriisiine
karg1 antiviral etki gostermistir ancak mevcut veriler,
COVID-19 tedavisinde lopinavir/ ritonavirin sinirli bir
rol oynadigim gostermektedir®. SARS-CoV 2 enfek-
siyonu gegiren 199 hastada yapilan baska bir calisma-
da standart bakima kiyasla lopinovir/ ritonavir tedavi-
sinin klinik iyilesme siiresini ve 6liim oranim degis-
tirmedigi goriilmistiir. Ancak kor bir ¢alisma olma-
mas! ve tedaviye gecikmeli baglanmasi bu g¢alismay1
sinirlandirmaktadir®. Bir meta analizinde lopinavir/
ritonavir ile tedavi géren COVID-19 hastalarinda,
solunum yetmezligi gelismesinde, invaziv mekanik
ventilasyon ihtiyacinda ve ARDS gelisme riskinde
hafif bir diisme goriilmesine ragmen hastanede kalis
siiresinde herhangi bir degisiklik gdriilmemistir®".
Lopinavir/ ritonavirin en yaygin yan etkisi ishal ve
mide bulanitst gibi gastrointestinal rahatsizliklar
(%28) ve hepatotoksisite (%2-10)’dir>*. Lopinavir/
ritonavir tedavisinin ger¢ek faydalarini kanitlamak
i¢in siirdiiriilen ¢alismalar devam etmektedir.

Ribavirin

Ribavirin, viral RNA'ya bagimli RNA polimerazi
inhibe eden bir guanin analogudur®. Hepatit C, solu-
num sinsityal virusi ve Lassa Atesi gibi bazi viral
hemorajik atesleri tedavi etmek igin kullanilan antivi-
ral bir ilagtir™. 2003’te SARS-CoV ve 2012°de

MERS-CoV salginlar1 sirasinda kesin bir terapdtik
fayda saglamadigindan, COVID-19 salgim sirasinda
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daha az sayida klinik test yapilmistir®. Hastanede
yatan 115 hasta ile yapilan tek merkezli retrospektif
bir kohort ¢alismasinda ribavirin ile tedavi edilen
grubun kontrol grubuna kiyasla PCR testinin negatife
donme siiresi ve 0liim oraninda bir iyilesme goriilme-
mistir®®. Hong Kong'da COVID-19 hastalarinda ¢ok
merkezli, prospektif, agik etiketli, randomize bir faz 11
calismasit yapilmis olup bu ¢alismada kontrol grubun-
daki hastalar 14 giin boyunca 12 saatte bir lopinavir
400 mg ve ritonavir 100 mg almistir. Diger grup 14
giin boyunca her 12 saatte bir lopinavir 400 mg, rito-
navir 100 mg, 12 saatte bir ribavirin 400 mg ve 8
milyon IU doz interferon B-1b ile tedavi edilmistir.
Elde edilen sonuclar kombinasyon tedavisinin iyi
tolere edildigini ve hafif ila orta siddetli COVID-19
hastalarinda nazofaringeal siiriintiiniin negatife doniis
siiresini ve hastanede kalig siiresini kisalttigimni gos-
termistir®™. Ayrica, SARS-CoV tedavisi icin ribavirin
klinik caligmalari, hemolitik anemi, hipokalsemi ve
hipomagnezemi ve karaciger toksisitesi dahil olmak
iizere doza bagl advers ilag¢ reaksiyonlar1 gostermistir,

ayni zamanda teratojeniktir ve gebelikte kontrendike-
dir™.

SARS-Cov-2 i¢in Klinikte Kullamlan immiinomo-
dulatorler

Interleukin-1 Inhibitorleri (Anakinra, Canakinumab,
Rilonacept)

Sitokin firtinasi, akciger makrofajlarinin hiperaktive
olarak IL-1 ve diger sitokinlerin salindig1 bir siiregtir.
IL-1 ailesi lokositlerden ve endotel hcrelerinden
integrinlerin eksprese edilmesini indikleyerek infla-
matuar yanitlari baglatir ve diizenler. En giiglii protinf-
lamatuar sitokinler IL-1a ve IL-1B’dir. Bu agidan
interlokin 1, COVID-19 tedavisinde potansiyel bir
hedeftir®. IL-1 inhibitorleri arasinda anakinra, canaki-
numab, rilonacept bulunur. Anakinra, romatoid artrit
tedavisinde kullanilan rekombinant bir insan IL-1
reseptdr antagonistidir ve IL-l1a ve IL-1pB'yi inhibe
eder®. Anakinra yetiskinlerde SC olarak giinde 100 ile
200 mg arasinda veya haftada {i¢ kez 100 mg olarak
degisen dozlarda uygulanir®.

Faz 111 randomize kontrollii bir ¢aligmadan elde edilen
veriler, anakinra ile IL-1 reseptor blokajinin, sepsisli
hastalarin sagkaliminda 6nemli iyilesme ile iliskili
oldugunu ortaya koymustur’®. Orta veya siddetli
COVID-19 pnémonisi olan 9 hastadan olusan kiiglik
bir vaka serisinde, anakinra kullanimimin iyi tolere
edildigi ve klinik ve biyolojik belirteclerin iyilestiril-
mesinde etkili oldugu bulunmustur’. Standart tedavi
grubuna kiyasla yiliksek doz anakinra ile tedavi edilen
COVID-19 hastalarinda yapilan geriye doniik bir
calismada elde edilen 6n kanitlar, hastalarda solunum
fonksiyonlarinda iyilesme ve artmis sag kalim orani
géstermistir72. Yapilan baska bir kohort ¢alismasinda
anakinranin agir COVID-19 hastalarinda invaziv me-

kanik solunum destegi ihtiyacini ve Olim oranini
azalttig1 gosterilmistir’.

Interleukin-6 Inhibitorleri (Tocilizumab, Sarilumab,
Siltuximab)

Agir COVID-19 hastalarinda diger proinflamatuar
sitokinlerin yan1 sira serumda yiiksek IL-6 seviyeleri
gozlenir. Ylksek IL-6 seviyesi kotii prognozla iliski-
lendirildiginden bu sitokinlerin inhibe edilmesin agir
COVID-19 hastalarinda iyilesmeye sebep olacagi
dﬁsﬁnﬁlmﬁstﬁrM. Agir COVID-19 hastalarinda kulla-
nilan ve olumlu sonuglar veren tek IL-6 inhibitori
tocilizumab’tr*. Tocilizumab, IL-6 reseptoriine yiik-
sek afinite ile baglanan bir rekombinant insan IL-6
reseptoril karsiti monoklonal antikordur. Sitokin salim
sendromu (CRS), romatizmal artrit ve sistemik juvenil
idiyopatik artrit tedavisi icin onaylanmugtir™. COVID-
19’a bagl gelisen sitokin firtinasi i¢in 6nerilen doz 1V
8 mg/kg (maksimum 800 mg/doz) seklindedir™.

Yapilan g¢aligmalar tocilizumab ile tedavi edilen 21
COVID-19 hastasinda yan etki olmaksizin ates ve IL-
6 seviyesinde diisme, oksijen tedavisi ve mekanik
ventilasyon ihtiyacinda azalma ve radyolojik akciger
bulgularinda iyilesme ile sonuglanmistir. Arastirmaci-
lar, 21 hastadan 20'sinin tamamen iyilestigini ve toci-
lizumab tedavisini izleyen iki hafta icinde taburcu
edildigini dogrulamlstlr76. 544 hasta ile yapilan ¢ok
merkezli, retrospektif bir kohort ¢aligmada, tocilizu-
mab tedavisinin uygulama yolundan bagimsiz olarak
mekanik ventilasyon ihtiyacin1 ve 6liim riskini azaltti-
g1 gosterilmistir’”’. Roumier ve ark. 80 yasindan
kiigiik, hastalik siiresi 5 giinden fazla, siddetli pndmo-
nisi olan ve hizla kotiilesen 30 hastada (%23’ii yogun
bakimda tedavi goéren) tocilizumab tedavisini incele-
miglerdir. Ortalama 8 giin takip edilen hastalarda toci-
lizumab, mekanik ventilasyon ihtiyacin1 ve yogun
bakima yatis riskini azaltmistir’®. Mekanik ventilasyo-
na ihtiya¢ duyan 100 siddetli COVID-19 hastasiyla
yapilan prospektif bir ¢calisma sonucunda 10 giin i¢in-
de 77 hastada klinik iyilesme veya stabilizasyon g0-
rilmiistir ve 15 hasta tamamen iyileserek taburcu
olmustur. 20 hasta G&lmiistiir’. Yapilan bir meta-
analizde standart tedavi géren 2488 hasta ve tocilizu-
mab ile tedavi goren 1153 hasta incelendiginde tocili-
zumab grubundaki mortalite oranmin (% 22.4) kontrol
grg(?undan (% 26.21) daha diistik oldugu gosterilmis-
tir-.

Janus Kinase (Jaks) Inhibitorleri (Barisitinib, Ruxoli-
tinib)

Janus Kinazlar (JAK'lar), gerektiginde konakei hiicre-
lerde sitokinlerin ve biiyiime faktdrlerinin yogunlugu-
nu arttiran transmembran proteinleridir. Janus Kinaz
inhibitoérleri (JAKI); coklu, proinflamatuar sitokinlerin
es zamanli bloke ederek sitokin firtinasini engelleyebi-
lir ve hiicresel viral endositozu engelleyerek antiviral
etkisiyle diger immunmoddlattrlerden ustunlik goste-
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rebilir®. JAK inhibitérleri arasinda ruxolitinib, barici-
tinib, fedratinib, upadacitinib, tofacitinib ve filgotinib
bulunur ve bunlar esas olarak miyelofibroz veya roma-
toid artrit, Ulseratif kolit ve psoriazis dahil diger inf-
lamatuar hastaliklarm tedavisinde kullamlir®. JAK
inhibitorleri, SARS-CoV-2 igin nispeten givenli tera-
potikler olarak kabul edilmelerine ragmen viriislere
kargt savunmada Onemli bir sitokin olan IFN-o’y1
inhibe etmektedirler®. italya’da yapilan agik etiketli
bir ¢alismada lopinavir/ritonavire ek olarak baricitinib
ile tedavi edilen 12 hastada kontrol grubuna kiyasla
ates, nefes darlig1 ve Oksiiriikte diistis sagladigr goriil-
miistiir. Bunun yani sira solunum fonksiyon testlerin-
de iyilesme ve daha diigsiik CRP seviyesi gozlemlen-
mistir, hastalarin hi¢biri yogun bakim iinitesine ihtiyac
durmamustir®.  Tromboembolizm riski  JAKi’lerin
kullanimlarini  siirlayan  énemli bir durumdur ve
kullanilirken bu yan etki goz oniinde bulundurulmali-
dlrésAncak ruksolitinib bu yan etki riskine sahip degil-
dir™.

Tiimér Nekroz Faktorii (Tnf) Inhibitérleri (Adalimu-
mab, Infliximab, Etanercept)

TNF, bazi otoimmiin hastaliklar ve septik sok dahil
olmak iizere ¢esitli akut ve kronik inflamasyonda rol
oynayan 6nemli bir proinflamatuar sitokindir. TNF- a,
esas olarak makrofajlar tarafindan iretilir, ancak ayni
zamanda monositler, B hiicreleri ve diger dokular
tarafindan da iretilebilir®®. Ates, apoptoz, kaseksi ve
inflamasyona neden olur ve ayni zamanda timor olu-
sumunu ve viral replikasyonu inhibe eder®. Birincil
islevi bagisiklik diizenlemesidir ve sepsise IL-1 ve IL-
6 iireten hiicreler araciligiyla yamt verir®. Anti-TNF
ajanlar1 (adalimumab, infiximab), romatoid artrit,
ankilozan spondilit, inflamatuar bagirsak hastalig1 ve
psoriatik artritin tedavisinde yaygin olarak kullanil-
maktadir®. SARS hastalarinda serum TNF-a seviyele-
ri orta derecede yikselirken, COVID-19 enfeksiyonu
olan hastalarda hastaligin siddeti arttik¢a artan serum
seviyeleri gozlenmistir®. Romatizmal hastaliklar1 olan
ve COVID-19 enfeksiyonu gegirmis 600 hasta deger-
lendirildiginde anti TNF ajan1 kullanan hastalarin
hastaneye yatig oraninin daha diigiik oldugu goriilmiis-
tir®’. Kuzey Amerikal enfeksiyon uzmanlari tarafin-
dan bildirilen 77 hastadan olusan bir vaka serisi, en-
feksiyondan 6nce anti-TNF tedavisi kullanan 16 has-
tay1 gozlemlemislerdir. Diger sitokin bloke edici biyo-
lojikler, JAK inhibitorleri veya diger immunsupresor-
ler ile tedavi goren 61 hastanin aksine anti-TNF kulla-
nan higbir hastamin solunum destegine ihtiya¢ duyma-
dig1 veya Slmedigi goriilmiistir®.

Hidroksiklorokin / Klorokin

Klorokin ve hidroksiklorokin, sistemik lupus eritema-
tozus (SLE) ve romatoid artrit (RA) gibi inflamatuar
hastaliklarin tedavisi ve ayrica malaryanin 6nlenmesi
ve tedavisi igin kullamlan ilaglardir®. Bu ilaclar anti
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inflamatuar etkilerini T ve B hicrelerinin reseptorleri-
ni inhibe ederek gosterir®®. Bu sayede IL-1 ve IL-6
gibi makrofajlardan sitokin fiiretimi azalir. Ayrica
TNF-0, interferon-a ve y'y1 inhibe ederler ve SARS-
CoV-2’ye karst in vitro antiviral etki gostermislerdir
(90). Bunlarm tiimii, SARS-CoV-2 sitokin firtinasinda
rol oynayan inflamatuar sitokinlerdir”™. Doku kiilti-
riinde yapilan in vitro deneyler, klorokin ve hidroksik-
lorokinin endozomal pH'1 artirabildigini, viriis-hiicre
flizyonunu oOnleyebildigini ve ACE2 reseptortinln
glikosilasyonunu ve dolayisiyla SARS-CoV-2 S prote-
ininin ACE2'ye baglanmasini inhibe edebilecegini

gostermistir®>®,

Pandeminin baglangi¢ déneminde yapilan ¢aligmalar,
COVID-19 hastalarmin tedavisinde bu ilaglarla umut
vaat ettigini gostermistir. Bu ilag diinya capinda daha
fazla COVID-19 hastasinda kullanildigindan, COVID-
19 tedavisi i¢in etkinligi konusunda geligkili kanitlar
ortaya ¢cikmuistir.

28 Mart 2020'de COVID-19 hastalarinda klorokin ve
hidroksiklorokin kullanimina FDA tarafindan izin
verilmistir. Ancak FDA, ciddi kalp ritmi sorunlarina
iliskin raporlar oldugu i¢in 24 Nisan 2020’de COVID-
19 icin Kklinik uygulamalar ve hastane ortami disinda
klorokin ve hidroksiklorokin kullanimina iligkin bir
giivenlik uyaris1 yaymlamistir®®®. COVID-19 igin
farmakolojik tedavi alan bir¢ok hastada, QT uzamasi,
Torsade de Pointes (TdP) ve aritmi dahil olmak (izere
ciddi kardiyak yan etkiler gosterilmistir. Belgelenen
ek yan etkiler arasinda hepatit, akut pankreatit, ndtro-
peni ve anafilaksi bulunur®. Ulkemizde de bu ilag 7
May1s 2021 tarihi itibari ile COVID -19 rehberinden
cikarilmustir.

Sonug olarak, SARS-CoV- 2, hizla kiiresel bir pande-
miye yol acan, yasamlar1 ve ge¢cim kaynaklarini endise
verici bir hizda yok eden oldukca bulasici yeni bir
koronaviriistiir. Bu hastalik igin diinyanin dort bir
yaninda bir¢ok ilac ve asi adayr arastirilmaktadir.
Asilarin ve ilaglarin, bu viriislin ortaya ¢ikardig: kiire-
sel halk sagligi hasarini azaltacagi ongoriilmektedir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Makale tiiriiniin derleme olmasi sebebi ile etik kurul onayina ihtiyag
yoktur.

Arastirmac1 Katki Beyan: Fikir ve tasarim: E.0.C.U., Y.U.; Veri
toplama ve igleme: D.S.S., M.S., E.E.C.; Analiz ve verilerin
yorumlanmast: E.O.C.U., Y.U.; Makalenin &nemli béliimlerinin
yazilmasi: D.S.S., M.S., E.0.C.U., Y.U.

Destek ve Tesekkiir Beyam: Calismamizda herhangi bir finansal
destek alinmamustir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarinin ¢ikar ¢atigmasi beyant
yoktur.
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Semptomatik Kalga Agrisinin Nadir Goriilen Bir Nedeni:
Sinoviyal Pit: Olgu Bazli Derleme
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OZET

Sinoviyal pitler; genellikle 1 cm'den kiigiik ¢apli, gevresi ince bir skleroz tabaka ile gevrili radyoliisent yuvarlak lezyonlar seklinde gozlenir-
ler ve siklikla femur boynunun proksimal iist kisminda yerlesirler. Cogunlukla asemptomatik seyrederler ama bazen kalga agrisina neden
olabilirler. Bu olgu bazli derlemede, klinige non-travmatik sag kalga agrisi ile bagvuran 57 yasindaki bir kadin hasta tizerinden konu irdele-
necektir. Cesitli analjezik ilaglardan fayda gormeyen hastada yapilan sag kalgca manyetik rezonans gorintiilemede (MRG) sinoviyal pit
saptanmis ve konservatif tedavi ile agris1 kontrol altina alinmigtir. Bu derlemede ¢ok yaygin bir bulgu olan kalga agrisinin nispeten ¢ok akla
gelmeyen nedenlerinden biri olan sinoviyal pit ve radyolojik olarak ayirici tanisinda géz 6niinde bulundurulacak hastaliklar vurgulanmustir.

Anahtar Kelimeler: Sinoviyal pit. Kal¢a agrisi. Manyetik rezonans goriintiileme.
A Rare Cause of Symptomatic Hip Pain: Synovial Pit: Case-Based Review

ABSTRACT

Synovial pits are usually observed as radiolucent round lesions less than 1 cm in diameter, surrounded by a thin layer of sclerosis, and are
often localized in the proximal upper part of the femoral neck. They are mostly asymptomatic, but sometimes they can cause hip pain. In this
case-based review, a 57-year-old female patient who applied to the outpatient clinic with non-traumatic right hip pain will examine the
subject. In the patient who did not benefit from various analgesic drugs, a synovial pit was detected in the magnetic resonance imaging
(MRI) of the right hip and the pain was controlled with conservative treatment. In this review, synovial pit, which is one of the relatively
unimaginable causes of hip pain, which is a very common finding, and diseases that will be considered in the differential diagnosis of radio-

logical findings are emphasized.
Key Words: Synovial pit. Hip pain. Magnetic resonance imaging.

Kalga agris1 yetiskinlerde sik goriilen ve fonksiyonel
oziirliliige neden olabilen bir durumdur. Spor yapan
yetiskinler arasinda kalga agrisi goriilme insidan-
s1 %49, kronik kalca agrisi insidanst %31 gibi yiiksek
seviyelerdedir®. 60 yasin iizerindeki yetiskinler arasin-
da kalga agris1 goriilme orani ise %12 ila %15 arasin-
da degismektedir®®. Displazik kalca, Perthes hastalig1,
femur bas1 epifiz kaymasi, femoroasetabular sikisma
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sendromu ve labral problemler geng yastaki popiilas-
yonda en sik kalga agrisi nedenlerinin baginda gelmek-
tedir’. Yash popiilasyonda ise kalga kiriklari agri,
fonksiyon kaybi ve mortalitenin énemli ve sik bir
nedenidir’. Bunun disinda kalga osteoartriti yaslilar-
daki 6nemli kalca agrisi nedenlerinden biridir®.

Femur boynunun herniasyon piti 1982'de Pitt ve ark.
tarafindan tammlanmigtir. Arastiricilar bu terimi ilk
olarak, proksimal ust kadranda yer alan femur boynu-
nun X-igmi1 gOriintiilerinde keskin siurlt yuvarlak ila
oval parlak alanlar1 belirtmek igin kullanmuslardir’®,
Daha sonraki yillarda bu konu ile iliskili sinirli sayida
olgu raporu ve inceleme makalesi yayinlanmistir. Bu
lezyonlar sinoviyal herniasyon pitleri veya sinoviyal
pitler olarak isimlendirilmeye baslanmugtir’.

Sinoviyal pitler, semptomatik kalga agrisinin nispeten
nadir gorilen nedenlerinden biridir. Genellikle 1
cm'den kiigtik ¢apli, cevresi ince bir skleroz tabaka ile
cevrili, radyoliisent yuvarlak lezyonlar seklinde gozle-
nirler ve siklikla femur boynunun proksimal iist kis-
minda yerlesirler. Bu radyolusensi goriinim genellikle
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tesadlifen saptanmasma ve iyi huylu olarak kabul
edilmesine ragmen, kal¢ca semptomlar1 olan hastalarda
bazen klinik agidan énemli olabilmektedir®. Genellikle
tek tarafli olarak yerlesirler. Genel popilasyonda
goriilme sikhgmin %35 oldugu disiniilmektedir’. Bu-
nun disinda yasli erkek hastalarda kadin hastalara gore
daha sik olarak gézlenmektedir™.

Sinoviyal pit tanisi igin diiz grafi, magnetik rezonans
gorintiileme (MRG) veya bilgisayarli tomografi (BT)
kullanilir. BT, sinoviyal cukuru, genellikle sklerotik
sinirlar ve Uzerinde lineer bir kortikal defekt bulunan,
iyi tamimlanmus bir subkortikal litik ¢ukur olarak gos-
terir. MRG’de ise tipik gorinimi T1 sekanslarda
diigiik sinyal intensitesi, T2 sekanslarda iyi sinirl
diisiik sinyal periferi ile parlak ve iyi siirli lezyon
seklindedir. Diiz grafi sinoviyal g)it tanisi icin diger
yontemlere gore daha az hassastir™*2,

Sinoviyal pitlerin MRG’ye gore ayirici tanisinda oste-
oid osteoma, intraossedz ganglion Kkisti, stres kirigdi,
Brodie apsesi ve metastatik lezyonlar éncelikli olarak
diisiiniilmektedir***?,

MRG’ye gore Sinoviyal Pit Ayirici Tanisi

1. Osteoid Osteoma

Osteoid osteoma; etrafi yogun sklerotik kemik ile
cevrili, ortas1 gevsek vaskiilarize dokudan olusan ve
bunun iginde degisen dizeyde kalsifiye osteoid doku-
nun kiglk bir nidus olusturmasiyla karakterize olan
bir kemik timéridir. MRG'de osteoid osteomadaki
perinidal 6dem ve inflamasyon, kimyasal sift goriint-
lemesi kullanilarak diger tiimor infiltrasyon tiplerin-
den ayirt edilebilir™. Femur boynundaki osteoid oste-
omada, bu perilezyonel 6demin karakteristik yarim ay
g6rinimii tanimlanmistir™. Ayrica MRG’de nidus, bir
osteoblast kenar1 ve bir skleroz kenarina neden olan
bir reaktif kemik olusumu bolgesiyle ¢evrili vaskuler
osteoid doku ve ortiilmiis kemik dokudan olusur®.
MRG’deki karakteristik 6zellikleri, nispeten geng
yaglarda goriilmesi ve gece agris1 gibi klinik tablosu
sayesinde sinoviyal pitten ayrilabilirler'®.

2. Intraosseéz Ganglion Kisti

Intraossedz ganglion kisti, nadir gériilen kemiklerin
kistik kusurlarindandir®?. MRG'de ganglion Kistleri
T1 agulikli goriintllerde hipointens lezyonlar olarak
ve T2 agirlikli goriintiilerde hiperintens veya heterojen
lezyonlar olarak goriniirler”. Genellikle iyi smirlidir-
lar, radyolusenttirler ve bazen sklerotik bir sinir goste-
rebilirler. Bu lezyonu olan hastalar genellikle asemp-
tomatiktir. Cogu soliter olmasina ragmen, multifokal
intraossedz ganglion Kkistleri bildirilmistir™. Klinik
bulgulari, lokalizasyonlar1 ve MRG bulgulariyla sino-
viyal pitten ayrilabilirler. Intraossedz ganglion kistleri
alt ekstremite kemiklerinde Ust ekstremiteye gdre daha
siklikla gozlenirler. Alt ekstremitede ayak bilegi gev-
resinde, Ozellikle distal tibia ve medial malleolde
gozlenirler®.
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3. Brodie Apsesi

Brodie apsesi subakut osteomiyelitin en sik goriilen
formudur. Genellikle uzun kemiklerin metafizlerinde,
sklerotik ince duvarla ¢evrili iyi sinurlt lezyonlar ola-
rak gorulirler?®?, Periostal reaksiyon, kortikal kirik
veya goriilebilen matriks genellikle yoktur®. Hastalar
baglangicta hafif veya orta siddetli agridan yakinrlar.
Agn aktiviteden bagimsiz olarak siddetlenebilmekte-
dir. Aspirin ile rahatlayan gece agrist siklikla ifade
edilir. Bu bulgular ve radyolojik gorunttleme yontem-
leri ile degerlendirildiginde osteid osteoma ile karisa-
bilir®. Sinoviyal pitten goriintilleme ve karakteristik
klinik bulgulariyla ayirt edilir.

4. Stres Kirigi

Femur boynu stres kiriklari, uygun sekilde tani ve
tedavi edilmezse yikici sonuglart olan agir1 kullanim
yaralanmalaridir®®. Genellikle sporcular ve askerlerle
iliskilendirilen uygun yapilandirilmamis antrenman
programlar1, anatomik varyantlar, uygun olmayan
veya eski kosu ayakkabilar1 ve sert antrenman yiizey-
leri basta olmak iizere, stres kirik olusumuna katkida
bulunan birgok faktor vardir™. inguinal agri sik rastla-
nilan bir problemdir. Bunun yaninda travma oykiisii
olmaksizin siiregelen agrilarda femur boynu stres
kiriklar1 gbz ardi edilmemelidir®’. MRG'de daha rad-
yografik bulgular ortaya ¢ikmadan yaygin, spesifik
olmayan 6dem gozlenebilir. Baslangicta kemik iligi
o6demi T1 agirlikli sekanslarda kot tanimlanmis di-
stik sinyal ve T2 agirlikli sekanslarda yiiksek sinyal
bélgesi olarak gorilir. Kirk cizgisi tanisaldir'®. Fe-
mur boyun stres kiriklart ani baglayan kalca agrisi olan
hastalarda ayirici tanida akla gelmelidir. Kendine 6zgii
Klinik 6zellikleri ve MRG bulgular1 ile sinoviyal pitten
ayrimi yapilabilir.

5. Metastatik Lezyonlar

MRG’de, T1 agirlikli sekanslarda fokal veya yaygin
hipointensite, STIR gorintilerinde orta-yiksek sinyal
yogunlugu ve difiizyon agirlikli gérintilerde ylksek
sinyal yogunlugu bulundugunda lezyonun malign
oldugu diisiiniiliir’®. Kemik metastazlarinda agr1 digin-
da alkalen fosfataz ve kalsiyum degerinde yiikseklik
olabilmektedir”®. Tedavi ve klinik ozellikleri farkli
olan atipik metastatik lezyonlar ile sinoviyal pit’in
ayiricl tanist onemlidir. Goriintiileme, klinik ve labo-
ratuvar bulgular1 ayirici tani agisindan yol gosterici
olmaktadir.

Olgu Sunumu

57 yasinda kadin hasta, 2 ay dnce baslayan ve giderek
artarak devam eden sag kalga agrisi nedeniyle bagvur-
du. Agn siz1 seklinde lokalize karakterde olup zaman
zaman sag kalca on yizden kasiga yayiliyordu. Hasta
calismiyordu ve agriy1 baglatan zorlama veya travma
Oykuslt yoktu. Agrist noéropatik karakterde degildi.



Sinoviyal Pit

Ozgegmisinde alerjik rinit diginda tibbi sorunu bulun-
muyordu. Gegmiste travma Oykiisii yoktu. Analjezik
ilaclar ve anti-histaminik turevi ila¢ kullanimi disinda
diizenli ila¢ kullanmiyordu. Daha dnce kisa siireli ve
diizensiz steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglar ve
miyorelaksanlar gibi tedavi yontemleri kigik bir ra-
hatlama saglamisg, ancak agrisin1 tam anlamiyla gegir-

memisti. Diizenli egzersiz yapmadigini ifade ediyordu.

Agrist hareketle viziel analog skalaya (VAS) gore 7,
istirahatte VAS’a gore 3 degerindeydi. Fizik muaye-
nede Kkalga dis rotasyonu agriliydi. Bunun disinda
lomber bdlge muayenesi dogal, lomber eklem hareket
aciklig1 tam ve agrisiz, Patrick testi kalca lehine pozi-
tif, diiz bacak kaldirma testi ve sakroiliak testler nega-
tifti. Norolojik muayenesi normaldi. Laboratuvar
tetkiklerinde hemogram, karaciger ve bobrek fonksi-
yon testleri, 25(OH) Vit D, parathormon, alkalen
fosfotaz, akut faz reaktanlar1 normaldi. Lomber
MRG’de agrisint agiklayacak patoloji saptanmadi.
Kalca MRG’de femur boyun anteriorunda izlenen
sinoviyal pit ile uyumlu Kistik 6zellikte lezyon saptan-
di (Sekil 1).

v

Sekil 1:
Sinoviyal pit MRG goruntisi

Avaskiiler nekroz goriinimii ve kirik yoktu, ayrica
eklem yizeyleri, labrum normaldi. Sinoviyal pit disin-
da agrisini agiklayacak herhangi bir patoloji bulunma-
yan hastanin agrisinin kaynagi sinoviyal pit olarak
diisliniildii. Hasta fizik tedavi programina alindi ve
evde diizenli yapmasi agisindan egzersiz programi
recete edildi. Egzersiz olarak 0Ozellikle eksantrik tip
kuvvetlendirme, eklem hareket aciklii ve germe
egzersizleri regete edildi. Bunun disinda agrisi igin
kisa siireli meloksikam 15mg 1x1 seklinde ilag tedavi-
si baglandi. Ik asamada perilezyonel kemik &demi
olmadig i¢in enjeksiyon diisiiniilmeyen hastaya kon-
servatif tedaviden yarar gormezse kist ici enjeksiyon
ya da cerrahinin tedavi segenekleri arasinda oldugu
anlatilarak takip Onerildi. Hastanin 6 aylik takip sonu-
cunda konservatif tedavi ile agrisimin hareketle VAS
2’ye geriledigi gozlendi.

Tartisma ve Sonug¢

Sinoviyal pitler genellikle asemptomatik seyreden ve
tesadiifen taninan lezyonlardir. Buylk boyutlu olan ve
takiplerde biylyen sinoviyal pitler semptomatik ola-
bilmektedirler®. Kavanagh ve ark. nin paylastigi ol-
guda; 59 yasinda hasta, kiigiik bir travmay:1 takiben

kasiklara yayilan sag kalca agrist ile bagvurmustur.
Istirahat, steroid olmayan antienflamatuar ilaglar ve
fizyoterapi gibi konservatif tedavilerle agrida hafif bir
azalma saglanmakla birlikte istenen agri yanmiti elde
edilmeyince cekilen kalca MRG'de sinoviyal pit ve
cevresinde hafif miktarda kemik ddemi saptanmistir.
Kalga eklemine uygulanan steroid enjeksiyonu sonrasi
agrinin 6 giin iginde tamamen gegtigi belirtilmistir.
Bizim olgumuz Kavanagh ve ark.’nin olgusunda ol-
dugu gibi kalca agrisi tablosu ile bagvurmus ve kalga
MRG ile sinovyal pit tamsi konmustur'”. Non-
travmatik kalga agrisi romatoid artrit, juvenil artrit,
ankilozan spondilit, timorler ve metabolik kemik
hastaligi gibi sistemik hastaliklardan da kaynaklana-
bilmektedir®®. Bu hastaliklarin kendine has klinik
oOzellikleri sayesinde kolayca sinoviyal pit ile ayirici
tanis1 yapilabilmektedir. Ayrica bu hastaliklarin rad-
yolojik bulgular1 sinoviyal pitten tamamen farklidir.
Geng erigkinlerde kal¢a bozukluklarinda uzmanlagsmis
hekimler tarafindan {iglincli basamak bakimda, en sik
kalca agrisi sebepleri olarak femoroasetabular sikigma
sendromu, kalca displazisi ve femur basi osteonekrozu
gozlenmistir. Yash erigkinlerde ise osteoartrit yaygin
olarak gozlenmektedir®®. Semptomatik kalga agrisi
nedeni olarak sinoviyal pit sik gézlenmese bile mutla-
ka ayirici tanida akilda tutulmalidir. MRG’de sinovyal
pitlerin karakteristik goriiniimlerinin bilinmesi ayirici
tan1 agisindan 6nemlidir. Ayirici taniya giren hastalik-
lar diisiintildiigiinde yanlis tan1 konulmasi, hastalarin
gereksiz yere ileri tetkik edilmesine neden olabilir.

Bu olgu bazli derlemede, kalga agris1 gibi ¢ok sik
rastlanan bir problemin nispeten nadir bir nedeni olan
sinoviyal pit ve sinoviyal pit ile radyolojik olarak
aywrict taniya giren hastaliklara kisaca deginilmistir.
Sinoviyal pit’in taninmasi hastalarin dogru yonlendi-
rilmesi ve tedavisi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu
derlemenin bu konudaki farkindahigi arttiracagini
diistinmekteyiz.
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“Fikir ve tasarim: U.E., J.1; Veri toplama ve isleme: U.E., J.1;
Analiz ve verilerin yorumlanmasi: U.E., J.I; Makalenin 6nemli
béliimlerinin yazilmasi: U.E., J.1.”

Destek ve Tesekkiir Beyam:
Yazarlarin destek ve tesekkiir beyani yoktur.

Cikar Catismas1 Beyani:
Makale yazarlarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani yoktur.
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DERLEME

Covid-19 Enfeksiyonunun ARDS komplikasyonunda IL-10
ve IL-10 (-1082G/A) Gen Varyasyonunun Potansiyel
Rollerinin Incelenmesi
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OZET

COVID-19 yeni koronaviriis hastaligi olarak bilinmektedir ve COVID-19 enfeksiyonundan kaynaklanan komplikasyonlar yas, cinsiyet ve
komorbiditeler gibi cesitli faktorlere bagl olarak degismektedir. Tiim yas gruplarini etkileyebilen COVID-19 enfeksiyonu etkilenen popiilas-
yonlarin bireysel 6zelliklerine bagl olarak dogrulanmis vakalarin bir kisminda ciddi rahatsizlik ve 6liim nedeni olarak ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu enfeksiyon ozellikle yash bireylerde ve hipertansiyon, diabetes mellitus, astim gibi komorbiditelere sahip kisilerde daha siddetli seyret-
mektedir. Ancak COVID-19 enfeksiyonunun oldukga geng olan bireylerde de goriilebilecegi bildirilmistir. Bu yiizden doku proteinlerinin
ekspresyon diizeyleri gibi intrinsik faktorlerin yanisira, genetik varyasyonlar gibi genetik faktorler de enfeksiyon patogenezine katkida
bulunabilmektedir. COVID-19 hastalarinin yarisindan fazlasinda en sik goriilen komplikasyonlardan biri yogun bakim tedavisi gerektiren
ARDS (Akut Solunum Sikintisi Sendromu) dir. COVID-19°da viral enfeksiyona yanit olarak Interlokin-10 (IL-10) gibi sitokinler salinmak-
tadir. COVID-19 enfeksiyonu sirasinda gelisen sitokin firtinasi kontrolsiiz inflamasyona neden olmaktadir. Béylece ¢oklu organ yetmezlikle-
ri gelisebilmekte ve ARDS ile iliskili sendromlar indiiklenebilmektedir. Sitokin firtmasi COVID-19 hastalarinda anlaml derecede artmis IL-
10 diizeyleri ile iliskilendirilmistir. ARDS patogenezinde inflamasyon 6nemli bir belirtegtir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler
arasindaki dengesizlik sonucunda ARDS gelisebilmektedir. IL-10 geninin promotdr bolgelerindeki genetik varyasyonlar sonucunda IL-10
mRNA ve protein diizeylerinde degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. IL-10’un patolojik proinflamatuar islevi engelleyerek COVID-19 enfeksi-
yonundaki mortalitenin azalmasia katk: saglayabilecegi diisiiniilmektedir. ARDS gelisen COVID-19 hastalarinda IL-10 geninin promotdr
bolgesinde tanimlanan IL-10 (-1082G/A) gen varyasyonu genotip dagilimlarina gore IL-10 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi, ARDS nin
patolojik mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi ve ARDS’ye yonelik terapétik stratejilerin gelistirilebilmesi bakimindan oldukga &nem-
lidir. Bu derlemede COVID-19 enfeksiyonunda gelisen ARDS komplikasyonunda IL-10 ve I1L-10 (-1082G/A) gen varyasyonlarinin roliiniin
incelenmesi amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19. Akut Solunum Sikintis1 Sendromu. interlékin. 1L-10. Genetik Varyasyon.

Examination of the Potential Roles of IL-10 and IL-10 (-1082G/A) Gene Variation in ARDS Complication of COVID-19
Infection ARDS Complication of COVID-19 and IL-10 Gene Variation

ABSTRACT

COVID-19 is known as the novel coronavirus disease and complications proceed from COVID-19 infection vary depending on various
factors such as age, gender and comorbidities. COVID-19 infection which can affect all age groups may occur as a cause of serious illness
and death in some of the confirmed cases, depending on the individual characteristics of the affected populations. Therefore, besides intrinsic
factors such as the expression levels of tissue proteins, genetic factors such as genetic variations may also contribute to the pathogenesis of
the infection. One of the most common complications in COVID-19 patients is ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome). In COVID-19,
cytokines such as IL-10 are released in response to viral infection. Cytokine storm that develops during COVID-19 infection causes uncont-
rolled inflammation. Thus, multiple organ failure can develop and ARDS-related syndromes can be induced. Cytokine storm has been asso-
ciated with significantly increased 1L-10 levels in COVID-19 patients. Changes occur in IL-10 mRNA and protein levels as a result of gene-
tic variations in the promoter regions of the I1L-10 gene. It is thought that IL-10 can contribute to the reduction of mortality in COVID-19
infection by preventing pathological proinflammatory function. Determining IL-10 expression levels according to IL-10 (-1082G/A) gene
variation genotype distributions defined in the promoter region of IL-10 gene in COVID-19 patients with ARDS very important in terms of
better understanding of the pathological mechanisms and developing of therapeutic strategies. In this review, it is aimed to examine the role
of IL-10 and IL-10 (-1082G/A) gene variation in ARDS complication of COVID-19 infection.

Key Words: COVID-19. Acute Respiratory Distress Syndrome. Interleukin. IL-10. Genetic Variation.
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SARS-CoV-2’nin neden oldugu COVID-19 dinya
capinda sosyal ve ekonomik sorunlara yol acan énemli
bir halk sagligi sorunudur. COVID-19 patogenezine
bakildiginda enfeksiyon virlisiin c¢esitli dokularda
ekprese edilen Anjiyotensin Doniistiiriici Enzim 2
(ACE 2) reseptorlerine baglanmasi ile baglamakta ve
bdylece asir1 immiin yanit tetiklenmektedir. Proinfla-
matuar sitokinlerin asir1 Uretimi sonucunda ortaya
cikan sitokin firtinasi COVID-19 enfeksiyonunun
siddetli progresyonu ve organ hasari ile iligkilendiril-
mistir.  COVID-19 enfeksiyonunun patofizyolojik
mekanizmast tam olarak ag¢iklanamamigtir, ancak
inflamasyon ile iliskili yolaklardaki genlerde ortaya
cikan genetik varyasyonlarin enfeksiyonun seyri ve
ciddiyetine olan etkileri arastirilmaktadir. Yagh yetis-
kinlerde ve komorbiditeleri olan kisilerde COVID-19
enfeksiyonu daha siddetli seyretmektedir. COVID-19
enfeksiyonu ates, oksiiriik, nefes darligi, halsizlik, kas
agrilari, tat ve koku bozukluklari, ishal, bag agrist gibi
cesitli semptomlar ile karakterizedir. Ayrica enfeksi-
yon sirasinda ARDS, tromboembolik durumlar, kardi-
yovaskiiler rahatsizliklar ve bunlara bagl olarak ikin-
cil enfeksiyonlar gibi komplikasyonlar ortaya g¢ika-
bilmektedir'.

Genetik varyasyonlar ile yapilmis ¢alismalarin sonug-

lar1 popiilasyonlar arasinda farkliliklar géstermektedirz.

Immiinite ve inflamatuar yamitta etkili olan IL-10
(-1082G/A) gen varyasyonu gibi IL-10 gen varyas-
yonlart ve ARDS gelisimi arasinda anlamli iliskiler
oldugu diisiiniilmektedir®. Antiinflamatuar bir sitokin
olarak bilinen 1L-10, diger proinflamatuar sitokinlerin
modiilasyonunda da 6nemli rol oynamaktadir. IL-10
(-1082G/A) gen varyasyonu sonucunda ortaya ¢ikan
guanin / adenin baz yer degistirmesi, IL-10 duzeyleri-
nin diizenlenmesinde etkilidir’. COVID-19 kompli-
kasyonlarindan biri olan ARDS’de 1L-10 (-1082G/A)
gen varyasyonunun GG homozigot genotipi daha
diisiik hastalik siddeti ile iliskilendirilmistir®.
COVID-19 enfeksiyonu ile iligkili ARDS gelisiminde
IL-10’un hastaliktaki olas1 rolii ile ARDS ve IL-10 (-
1082G/A) gen varyasyonu arasindaki iliskinin daha iyi
anlagilabilmesi, hastalik ile ilgili terap6tik stratejilerin
gelistirilebilmesi i¢in farkli popiilasyonlar ile daha
kapsamli ¢aligmalarin gergeklestirilmesi gerekmekte-
dir. Bu derlemenin amaci, COVID-19 enfeksiyonunun
komplikasyonlarindan biri olan ARDS’nin fizyopato-
lojisi hakkinda genel bilgi verilmesinin yanisira; IL-
10°’un ve bu genin promotdér bolgesinde tanimlanan
IL-10 (-1082G/A) gen varyasyonunun hastalik gelisi-
mindeki olasi roliiniin incelenmesidir.

Koronavirisler

Koronaviriisler insanlarda ve hayvanlarda hastaliga
neden olabilen genis bir viriis ailesidir. Ilk olarak 2002
yilinda SARS-CoV tanimlanmistir ve bu koronaviriis
siddetli akut solunum sendromuna (SARS) neden
olmustur. Daha sonra 2012 yilinda MERS-CoV ve
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2019 yilinda SARS-CoV-2 koronaviriisleri tanimlan-
mustir. Bu koronaviriislerden MERS-CoV Orta Dogu
Solunum Sendromuna (MERS), SARS-CoV-2 ise
COVID-19 enfeksiyonuna neden olmustur. insanlari
enfekte edebilen yedi koronaviriis arasinda olan
HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 ve HKU1
koronaviriisleri iist solunum yolu enfeksiyonlarimin
yaklasik %10-%30’undan sorumludur. SARS-CoV,
MERS-CoV, SARS-CoV-2 olarak bilinen, yuksek
mortalite ve morbidite oranlari ile iligkilendirilen diger
koronavirUsler ise ARDS gibi ciddi solunum yolu
enfeksiyonlarma yol agabilmektedirler®.

Coronaviridae ailesine ait olan koronavirtsler alfa (o),
beta (), gama (y) ve sigma (8) olmak lizere dort grup-
ta siniflandirilmaktadirlar. SARS-CoV-2, RNA geno-
munu tutan N (nukleokapsid) proteini ile S (spike), E
(zarf) ve M (zar) proteinlerinden olusmaktadir. Bu
proteinlerden S proteini ACE 2 reseptoriinii tanimakta
ve ona baglanmaktadir. ACE 2 yolag: viriisiin girisin-
de ve akciger alveoler epitel hiicrelerine replikasyonda
onemli rol oynamaktadir®.

COVID-19 Patogenezi

SARS-CoV-2 koronaviriisinden kaynaklanan bir
enfeksiyon olarak ortaya ¢ikan COVID-19, dinya
capinda hizla yayilan 6nemli bir halk saglig1 sorunu ve
kiresel pandemi olarak bilinmektedir. COVID-19
enfeksiyonu gdzlenen bireylerin bazilarinda asempto-
matik ya da hafif semptomlar gozlenmesine ragmen,
bu enfeksiyondan etkilenen ve progresif solunum
yetmezligi, Oliimciil pndmoni ile karakterize olan
siddetli vakalar da goriilebilmektedir. COVID-19’un
klinik yonetiminin belirlenmesi icin genetik dzellikle-
rin yaninda hastalik sonuglarimi etkileyebilecek olan
gen ve protein ekspresyon modellerinin incelenmesi
de onemlidir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu solunum
yolu hastalig1 olarak bilinmekle birlikte bu enfeksiyo-
nun sistemik patogeneze ve bir¢ok organin etkilenme-
sine neden olarak 6liime yol agabilecegi bildirilmistir.
COVID-19 enfeksiyonunun bulagmas: ile ilgili belir-
sizlikler olmasma ragmen bu enfeksiyonun dogrudan
temas, solunum damlaciklart ve viral partikiillerin
yutulmasi yoluyla bulasabilecegi diisiiniilmektedir.
Bireye iletilen virus, S proteininin ACE 2 reseptor ile
etkilesimi yoluyla insan hiicrelerine dogrudan gire-
bilmektedir®. ACE 2’nin insan alveoler epitel hiicrele-
rinde, dil ve oral mukoza epitel hicrelerinde, 16kosit-
ler, kan damarlar1, kalp, bobrek, bagirsak gibi diger
hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigi bilinmek-
tedir?®’.

Tip 1l transmembran serin proteaz (TMPRSS2), ACE
2 reseptoriine baglanmaktadir ve bu proteolitik bir
stirectir. Bu siiregte S proteininin aktive olmasiyla
hiicreye viral giris gergeklesmektedir. Immiinglobulin
stper ailesine ait olan transmembran glikoprotein
olarak bilinen CD147 epitel hiicrelerde bulunmaktadir.
SARS-CoV tarafindan baglanan diger bir reseptdr
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olarak bilinen bu glikoprotein inflamatuar dokularda,
enfekte olmus hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese
edilmektedir’.

COVID-19 patogenezi olduk¢a karmagsiktir ve ilk
olarak viral replikasyon st solunum yolunun mukozal
epitelinde gerceklesmektedir®®., Bu durumda enfeksi-
yon asemptomatik olarak gelismektedir. COVID-19
patogenezi esas olarak SARS-CoV-2’nin akcigerlerde
ACE 2 reseptorlerine baglanmasi yoluyla alt solunum
yollarinda tetiklenen inflamasyon ile karakterizedir.
COVID-19 enfeksiyonu gelisen hastalardan bazilarin-
da solunum semptomlar1 diginda ¢oklu organ tutulum-
larina yol acabilen hasarlar da ortaya cikabilmekte-
dir®*™,

COVID-19 enfeksiyonunun erken asamalarinda
TMPRSS2, katepsin B ve L (Cat B/L) proteinleri gibi
proteinlerin ekspresyon profilleri ve interferon gama
tretimi enfeksiyonun sonucunu belirleyebilecek olan
6nemli yolaklardir'®™, Enfeksiyonun ilerleyen agama-
larinda ise hiicresel immiin yanitlar 6nemli belirleyici-
ler haline gelmektedir. Bu yolaklarda ortaya ¢ikan
interferon gama Uretimindeki ve hiicre migrasyonu
veya aktivasyonundaki dengesizlikler, inflamatuar
mediyatorlerin salinimi ve immiin hiicrelerde farklilik-
lara neden olabilen kotii hastalik prognozuna yol aca-
bilmektedir. Akciger enfeksiyonu ile birlikte yogun
inflamatuar yanit gelismektedir. Hafif ya da orta dere-
celi enfeksiyon durumunda normal lenfosit-nétrofil
oranlart ve CD8+, CD4+ hiicrelerinde yiikselme gos-
terilmistir. Enfeksiyonun siddetli olmasi durumunda
yiksek nétrofil-lenfosit oranlari, diisiik CD4+ sayilari,
dizenleyici T hucrelerinde eksiklikler gdzlenmekte-
dir**®, Sistemik inflamatuar dizeyler COVID-19
enfeksiyonunun siddeti ile iligkilendirilmistir. Hafif
COVID-19 enfeksiyonunda diisiik sitokin ve kemokin
diizeyleri belirlenmistir. Siddetli COVID-19 enfeksi-
yonunda ise yiksek seviyelerde I1L-10 diizeyleri tespit
edilmigtir'®*.

COVID-19 enfeksiyonunda koroner kalp hastaliklari,
kalp yetmezligi, serebrovaskiiler hastaliklar ve kardi-
yovaskiiler hastaliklar gibi gesitli komplikasyonlar da
ortaya cikmaktadir. Artmis sempatik stimiilasyon,
hiperkoagulabilite ve inflamasyonun bu komplikas-
yonlara katkida bulundugu diisiiniilmektedir®®?. Ay-
rica COVID-19 enfeksiyonunun diger belirleyici bir
komplikasyonu da bdbrek yetmezligidir. Bu durum
virtisiin dogrudan bir etkisi olabilecegi gibi enfeksiyo-
nun ardindan gozlenen hipoksi sonucunda ortaya ¢i-
kan bir durum da olabilir. Onceden var olan kardiyo-
vaskiiler hastaliklar ve bobrek hastaliklart COVID-19
enfeksiyonu icin 6nemli risk faktérleri olarak bildiril-
mistir. Bu yiizden bu risk faktorlerinin enfeksiyonun
siddetlenmesine katkida bulunabilecegi diistiniilmek-
tedir. Bunlarin diginda gastrointestinal sistem bulgula-
r1 da COVID-19 enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir.
COVID-19 enfeksiyonunda karin agrisi, istahsizlik,
karaciger fonksiyonlarinda bozukluklar, diyare, bulan-

t1 ve kusma gibi ¢esitli bulgular gézlenmektedir. Sid-
detli COVID-19 enfeksiyonundan 06len hastalarda
yapilmig Olim sonrasi analizlerde gastrointestinal
mukozal dejenerasyon, ince bagirsaklarda dilatasyon
ve stenoz gibi cesitli degisiklikler tespit edilmistir.
Ayrica bu enfeksiyondan 6len hastalarin mide, duode-
nal ve rektal epitel hicrelerinde viral proteinler sap-
tanmustir. COVID-19 enfeksiyonunun gastrointestinal
semptomlarimin SARS-CoV-2 virlisiinin gastrointes-
tinal hiicreler ile dogrudan etkilesiminden kaynakla-
nabilecegi diisiiniilmektedir. COVID-19 enfeksiyonu
sonucunda testis dokusu da etkilenebilmektedir’**?’,

Sitokinler ve IL-10 Gen Varyasyonlari

Stimiilasyon sonucunda immiin hiicreler tarafindan
sitokinler Uretilmektedir. Sitokinler spesifik reseptor-
lere baglanarak hedef hiicrelerin aktivasyonunun,
proliferasyonunun ve farklilagmasimin upregiile edil-
mesinde, immiin reaksiyonlarin diizenlenmesinde ve
diger sitokinlerin iiretiminin indiiklenebilmesinde
veya inhibe edilebilmesinde 6nemli rol oynamaktadir-
lar. Sitokinler islevlerine gére proinflamatuar sitokin-
ler ve antiinflamatuar sitokinler olmak izere iki grupta
siiflandirilmaktadirlar. Proinflamatuar ve antiinfla-
matuar sitokinler arasinda ortaya ¢ikan dengesizlikler
sonucunda immiin sistemin diizgiin ¢alismasi engel-
lenmektedir®® (Figir 1). Sitokin genlerindeki denge-
sizlikler sitokin genlerinde ortaya ¢ikan genetik var-
yasyonlar ile iliskilendirilmigstir. Bu sitokinlerden biri
olan IL-10 énemli bir immunoregulator sitokindir ve
esas olarak makrofajlar tarafindan salgilanmaktadir.
IL-10 makrofajlar disinda ayrica Th1l ve Th2 lenfosit-
leri, dendritik hicreler, monositler ve mast hiicreleri,
sitotoksik T hiicreleri, B lenfositleri tarafindan da
salgilanmaktadir®®,

© Antiinflamatuar
Sitokinler .
KONTROLSUZ
1L-10, IL-37
LA INFLAMASYON
InmmiinopaToLon
E—
t
ENFEKSIYONA

Proinflamatuar Sitokinler
Tumér nekroz faktr alfa,
1L-12 gibi

ARTMIS YATKINLIK
INFLAMASYON

Figur 1.
Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler
arasmdaki denge

IL-10 aktivitesi IL-10 reseptdri (IL-10R) araciligiyla
gergeklesmektedir. 1L-10’un IL-1, IL-6, IL-8, IL-12
gibi diger sitokinlerin ekspresyonlarini upregiile ettigi
bildirilmistir. B hiicrelerinde apoptozu onleyebilen IL-
10, hiicre proliferasyonunun arttirilmasinda ve im-
minglobulin sinif degisimlerinde etkili bir immiino-
moddlatordiir. 4 intron ve 5 ekson iceren IL-10 geni
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imminomoddlatér pleiotropik bir sitokindir ve kro-
mozom 1q31-32 Uzerinde lokalizedir. IL-10 geninde
tanimlanmis olan genetik varyasyonlar arasinda IL-10
(-1082G/A), 1L-10 (-892C/T) ve IL-10 (-592C/A) gen
varyasyonlart bulunmaktadir®*  (Figiir 2). IL-10
(-1082G/A) gen varyasyonu genotip dagilimlarinin
belirlenmesinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemi uygulanmaktadir. PZR yonteminde G alel
spesifik primeri, A alel spesifik primeri, kontrol frag-
ment primeri ve reverse primer kullanilmaktadir. PZR
yontemi kullanilarak IL-10 (-1082G/A) gen varyasyo-
nu genotip dagilimlart GG ve AA homozigot genotip-
leri ile GA heterozigot genotipi olarak belirlenmekte-
dir. PZR yonteminde kullanilan primer dizileri ve PZR
kosullar1 Tablo | ve Tablo II’de sunulmustur® (Figiir
3)

Tablo I. IL-10 (-1082G/A) Gen Varyasyonunu igin
Primer Dizileri

IL-10 (-1082G/A) gen varyasyonu igin primer dizileri
G-Alel Spesifik Primeri F1: 5-ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3
A-Alel Spesifik Primeri F2: 5-ACTACTAAGGCTTCTTTGGAA-3'
Forward Kontrol Primeri ~ FK: 5-GACTCCAGCCACAGAAGCT-3’
RP: 5-GGATGTGTTCCAGGCTCCT-3'

Reverse Primer

G: Guanin; A: Adenin; F1: Forward 1; F2: Forward 2; FK:
Forward Kontrol; RP: Reverse Primer

Tablo IlI. IL-10 (-1082G/A) Gen Varyasyonu icin
PZR Kosullar1

Baglangig 95°C’de 5 dakika

IL-10 94°C’de 60 saniye
éelno?/i?;gg 50°C'de 30 saniye 30 dongii }
yonu 72°C’de 30 saniye

Sonlanma:  72°C'de 10 dakika

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

parm qarm

Figur 2.
IL-10 geni ve IL-10 gen varyasyonlari

Alel &: 231 baz gifti SA L AR
Alel A: 231 baz gifti
Kontrol Fragment: 410 baz ¢ifti

Figur 3.

PZR sonucunda elde edilen IL-10 (-1082G/A) gen
varyasyonlart genotip dagilimlart
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IL-10 gen varyasyonlar1 astim, sistemik lupus eritema-
tozus, sedef hastaligi, romatoid artrit, inflamatuar
bagirsak hastaliklari, tiiberkiiloz, pndmoni gibi gesitli
hastaliklarin patofizyolojisinde ve klinik seyirlerinde
6nemli rol oynamaktadirlar. Endojen ve eksojen fak-
torler tarafindan IL-10 Uretimi tetiklenebilmektedir ve
IL-10 salinim1 genin promotdr bdlgesindeki microsa-
tellites olarak bilinen diniikleotid tekrarlarina ve genin
promotor bolgesindeki tek niikleotid gen varyasyonla-
rina baghdir. IL-10’un immdin sistem diizenlenmesin-
deki rolu ve IL-10 ekspresyonunun polimorfik regu-
lasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde hastalik pato-
fizyolojisi hakkinda énemli bilgiler saglanabilir®*®,

COVID-19 Enfeksiyonunda Sitokin Furtinast ve IL-
10’un Potansiyel Roli

COVID-19 enfeksiyonu tiim diinyada yaklasik 1.1
milyondan fazla 6liime ve 42 milyondan fazla vakaya
neden olmustur. Siddetli COVID-19 enfeksiyonunda
sitokin salimim sendromu olarak da adlandirilan pato-
lojik bir durum gelismektedir ve bu durum ¢ok sayida
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin hizli bir sekilde
uzun streli olarak sistemik ylkselmesi ile karakterize-
dir. Sitokin salinim sendromu sonucunda organ yet-
mezligi ve 6lime kadar ilerleyebilen ARDS iligkili
hemofagositik sendrom indiiklenebilmektedir®® (Figiir
4). COVID-19 enfeksiyonu siiresince geligebilen sito-
kin firtinasinin karakteristik bir 6zelligi, agir ve kritik
COVID-19 hastalarinda IL-10 diizeylerindeki drama-
tik yiikselmedir’. Yogun bakim tedavisi goren
COVID-19 hastalarinda yogun bakim tedavisi gérme-
yen hastalara kiyasla anlamli derecede daha yiiksek
periferik IL-10 konsantrasyonu belirlenmistir'. 1L-10
dizeyleri IL-16 gibi diger sitokinler ve CRP gibi inf-
lamatuar belirtecler ile iliskilendirilmistir. TL-10’un
COVID-19 enfeksiyonunun siddeti ile iligkili 6nemli
bir immiin belirte¢ oldugu disiiniilmektedir. 1L-10
ekpresyonlarindaki artiy COVID-19 enfeksiyonunun
kétii sonuglart ile iliskilendirilmistir®.

ARDS
Goklu ergan yetmezlikles
Hiperinflamasyon sendromu
Bidm

Dendritik hlicre:

Makrofa) ‘e %,

Figur 4.
COVID-19 Enfeksiyonunda Sitokin Furtinast ve IL-
10’un Potansiyel Roli

Bir meta-analiz calismasinda IL-6 ve IL-10"un
COVID-19 siddetinin tahmin edilebilmesinde 6nemli
faktorler oldugu belirlenmistir. Serum IL-10 dizeyleri
COVID-19 enfeksiyonununda yukselmektedir ve bu
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durum klinik agidan énemlidir®. Antiinflamatuar veya
immiin inhibitér mekanizma olarak diisliniilen artmis
IL-10 dizeyleri, proinflamatuar sitokinlerin negatif
geri besleme doénglisi sonucunda birikmesi yoluyla
uyarilmaktadir. COVID-19 enfeksiyonunda gelisen bir
komplikasyon olan ARDS tedavisinde immiinoregiila-
tor ve antifibrotik etkiler gosterebilen rekombinant IL-
10 6nemli bir terapétik faktor olarak onerilmistir® !,
Buna kargin, COVID-19 enfeksiyonunda IL-10 diizey-
lerindeki anormal ylkselmenin COVID-19 siddetinin
belirlenmesinde patolojik bir rol oynayabilecegi de
diistiniilmektedir. IL-10 genellikle imminosupresif ve
antiinflamatuar bir sitokin olarak bilinmesine ragmen
otoimmiin hastaliklar, cesitli kanser tiirleri gibi hasta-
liklarda immiin sistemi aktive edebilen proinflamatuar
bir sitokin olarak da diisiintilebilmektedir. Rekombi-
nant IL-10 proinflamatuar etki gdstererek immin
sistemi aktive edebilmekte ve bdylece inflamasyonun
artisinda etkili olabilmektedir. Siddetli pndmoni ve
proinflamatuar mediyatorler aracilifiyla ortaya ¢ikan
ciddi organ hasart COVID-19 hastalarinda mortalite
ile iligkilendirilmistir. IL-10, COVID-19 enfeksiyo-
nunda mortalitenin azaltilmasinda potansiyel bir rol
oynayabilmektedir. Siddetli COVID-19 enfeksiyonu
olan hastalarda anormal derecede yiksek IL-10 diizey-
leri gozlenmektedir. 1L-10’un COVID-19 patogene-
zinde proinflamatuar etki gostererek immin aktive
edici bir rol oynayabilecegi bildirilmistir. Ayrica sid-
detli COVID-19 enfeksiyonu olan hastalarin periferik
kanlarinda IL-4, IL-7, IL-18, IFN-gama, TNF-alfa gibi
inflamatuar sitokinlerin ve ¢esitli kemokinlerin arttig1
belirlenmistir®’. Siddetli COVID-19 enfeksiyonu olan
hastalarda periferik CD8+T hiicre sayisinda toplam bir
azalma goézlenmektedir. COVID-19 enfeksiyonunun
ilerleyen donemlerinde hastalarin periferik kanlarin-
daki CD8+T hiicrelerinin arttig1 tespit edilmistir*. Bu
durumun asir1 aktivasyon ve proliferasyon araciligiyla
serum IL-10 diizeylerindeki artma ile iliskili olabile-
cegi disiiniilmektedir®’. Yiiksek sistemik 1L-10 diizey-
lerine sahip olan siddetli COVID-19 hastalarinda IL-
10 diizeylerinin hastali§in progresyonunda énemli rol
oynayabilecegi diigiiniilmektedir. COVID-19 enfeksi-
yonu ile iligkili immiinopatolojik yolak énemlidir*.

Akcigerlerde baglangic agamasinda COVID-19 enfek-
siyonunda IL-10 erken indiksiyonunun gergeklesmesi
diger proinflamatuar mediyatdrlerin yol agtig1 infla-
masyona karst onemli bir faktordiir. Endojen IL-10
iiretimindeki artig, sitokin firtinasinin diger mediyator-
lerinin iretiminin uyarilmasinda etkili olarak immiin
aktive edebilen bir proinflamatuar faktor olarak etki
gosterebilir. Ayrica IL-10, ciddi COVID-19 hastala-
rinda viral sepsise bagli olarak daha yiiksek hiperinf-
lamasyonuna neden olabilmektedir****. 1L-10 sitotok-
sik efektor CD8+T hiicrelerinde artisa neden olmakta-
dir ve boylece COVID-19 hastalarinda adaptif imm-
nite hiperaktivasyonu gerceklesmektedir. Bu da
COVID-19 enfeksiyonunun siddetindeki artis ile ilis-
kilendirilmigtir. IL-10 6lumcal bir imminopatolojik

stirecte 6nemli rol oynayabilmektedir. COVID-19
hastalarinda sistemik inflamatuar sitokin Uretimini
indiikleyebilen IL-10, T hiicre aktivasyonu ve prolife-
rasyonunu da uyarabilen bir sitokindir. IL-10’un pato-
lojik proinflamatuar islevi engelleme yoluyla COVID-
19 enfeksiyonundaki mortalitenin azalmasma Kkatki
saglayabilecegi distiniilmektedir. Ciddi COVID-19
enfeksiyonu gelisen hastalarda IL-10 aktivitesinin
engellenebilmesinde zaman oldukga 6nemli bir faktor
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. COVID-19 enfeksiyo-
nunun baslangicinda 1L-10 aktivitesinin engellenebil-
mesi icin notralize edici bir antikor kullanilmasinin,
immiin aktive edici etkilerinin sinirlandirilabilmesi
bakimindan o6nemli olabilecegi disiiniilmektedir.
COVID-19 enfeksiyonunun patogenezinde ve tedavi-
sinin belirlenmesinde sistemik olarak artmis IL-10"un
rolind belirleyebilmek icin kapsamli ¢aligmalara ihti-
yag duyulmaktadir®’,

COVID-19 Komplikasyonu ARDS Fizyopatolojisi:

COVID-19 enfeksiyonunun ilk agamalarinda akciger
hasari pulmoner vaskiiler bozukluk ile iliskilendiril-
mistir. ARDS tanis1 ve tedavisi hakkinda farkli goriis-
ler bildirilmigtir. ARDS genellikle akcigerlerde gaz
degisim kisitlamasina ve sivi birikmesine neden olabi-
len ve boylece sistemik hipoksiye yol acabilen ciddi
bir hasar ile karakterizedir. ARDS hastalarinda tasipne
ve siyanoz ile birlikte nefes darligi da goriilmektedir.
Bu yiizden ARDS gelisen hastalarda kalp ve beyin
gibi organlarin diizgiin calismas: etkilenebilmektedir®.

ARDS’nin L (Low) ve H (High) fenotipleri olmak
iizere iki grupta smiflandirildigr bildirilmistir. Bu
simiflandirmanin, ARDS patofizyolojisinin daha iyi
anlasilabilmesi ve bu fenotiplere gore farkli terapdtik
stratejilerin gelistirilebilmesi agisindan 6nemli oldugu

diisiiniilmektedir**°.

ARDS’de L fenotipi erken asamalarda ortaya ¢ikan,
subplevral interstisyum ile sinirlt hafif bir inflamasyon
ile karakterize olan fenotiptir*’. Bu fenotipte akciger-
lerde homojen olmayan alanlarda farkli elastik 6zellik-
ler ve ara sira konsolidasyon ile birlikte buzlu cam
gorinumleri gézlenmektedir. Nominal kompliyans ve
diisiik akciger agirlig ile karakterize olan L tipi feno-
tipte diistik elastans gozlenmektedir. Pulmoner vaskdi-
ler diizensizlik, endotel hiicrelerinin ve arteriyel diiz
kas hucrelerinin ytzeylerinde bulunan ACE 2 resepto-
riine SARS-CoV-2 afinitesi ile iliskilendirilmistir®.

COVID-19 enfeksiyonunun diiz kas kasilmasi kaybina
yol acarak zayif hipoksik vazokonstriksiyona ve akci-
gerlerin bazi bolgelerinde disiik vaskiler dirence
neden olabilecegi diisiiniilmektedir*®. Viral replikas-
yon sonucunda epitelde ve endotelde hiicresel hasara
yol agabilecek proinflamatuar sitokinler salgilanmak-
tadir. Dogustan gelen immiin sistemin asir1 aktivasyo-
nu ve sitokin firtinas1 mikrovaskiler sistemde onemli
hasar gelisimi ile iliskilendirilmigtir**®°. Ayrica
COVID-19 enfeksiyonundan kaynaklanan trombozun
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sistemik bir hiperkoagulasyon tarafindan tetiklenmesi
alveoler birimlere kan akiginin engellenmesine neden
olabilen birgok mikrotrombin olusumuna yol agmak-
tadir™*”. Yogun bakim iinitelerinde tedavi goren has-
talarin yaklasik %20-%30 kadarinda azalmig bolgesel
akciger kompliyansi ile karakterize olan ARDS gelis-
mektedir. Boylece azalmis ventilatuar yanit ve zayif
oksijenasyon ortaya ¢ikmaktadir”,

ARDS’nin H fenotipi hipoksemi, azalmis pulmoner
kompliyans, bilateral akciger infiltratlari ile karakteri-
zedir*®. SARS-CoV-2 yapisinda bulunan spike protei-
ni olarak adlandirilan S proteini ACE 2 reseptOrine
baglanma yoluyla konake1 hiicreye giris yapilabilme-
sinde rol olan énemli bir belirleyicidir. ACE 2 resep-
torliine baglanma sonucunda konakg1 serin proteaz tip
2 olarak bilinen TMPRSS2, S proteinini boler. Boyle-
ce viral ve hiicresel membran flizyonu gergeklegsmek-
tedir. SARS-CoV-2"nin replikasyona yardimei olacak
genetik materyali sitoplazmada serbest kalmaktadir.
Akcigerlerde Tip II alveoler epitel hiiceleri viriis rep-
likasyonunda 6nemlidir ve viriisiin konakg¢i hiicreye
girisi sonucunda konak¢1 immiin yanit tetiklenmekte-
dir. Boylece IL-6, IL-12, IL-17, IL-18, IL-33 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimi indiiklenmektedir.
Bu proinflamatuar sitokinler enfeksiyon bdélgesinde
nétrofilleri ve monositleri toplama yoluyla diger pro-
inflamatuar sitokinleri ve kemokinleri aktive etmekte-
dir. Bu sekilde hiperinflamasyon durumu ortaya ¢ik-
makta ve ARDS gelisimi ile iligkili olarak akcigerler-
de dogrudan hasar meydana gelmektedir®.

ARDS gelisiminde genetik yatkinlik ve inflamatuar
sitokinler de 6nemli rol oynamaktadirlar. ACE 2 ve
IL-10, Tumdr Nekroz Faktor (TNF) ve Vaskiiler En-
dotel Biiyiime Faktorii (VEGF) gibi cesitli genler
arasinda anlamli bir iliskinin oldugu distinilmektedir.
COVID-19 enfeksiyonunda sitokin firtinas1 ortaya
cikabilmekte ve ARDS gelisebilmektedir. Onemli
sitokinler olarak bilinen IL-6 ve IL-8 plazma diizeyle-
rindeki artiglar, ARDS’nin negatif sonuglan ile iligki-
lendirilmistir. ARDS hastalarinda gelisen pulmoner
infiltrasyon ve buna bagli olarak gelisen akciger hasar1
da artmus IL-6 diizeyleri ile iligkilendirilmistir. Makro-
faj aktivasyon sendromu gelisen hastalarin yaklagik
yarisinda ARDS sonucunda akciger hasari1 gelisebil-
mektedir. COVID-19 hastalarinda serum C-Reaktif
Protein (CRP), laktat dehidrogenaz, kreatinin, kreatin
kinaz, ferritin, IL-6 ve D-dimer diizeylerinin arttig
belirlenmistir’.

ARDS ve IL-10 Gen Varyasyonu

Sepsis ve travma gibi klinik risklere sahip olan hasta-
larin bir boliimiinde ARDS gelisebilmektedir. Bireyler
arast farkli sonuglar gosteren genetik varyasyonlar
dogustan gelen immiinitede, pulmoner defansta ve
inflamatuar yanitta dnemli rol oynamaktadirlar. Cesitli
genetik varyasyonlar ve ARDS, sepsis, pnomoni geli-

simi arasinda anlamli iligkiler oldugu diigiiniilmektedir.
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Bu genetik varyasyonlar arasinda, IL-10 geni gibi
sitokin genlerinde ortaya ¢ikan genetik varyasyonlar
bulunmaktadir®,

IL-10 6nemli bir antiinflamatuar sitokin olarak bilin-
mektedir. Nitrik oksit sentezinde, inflamatuar hicrele-
rin apoptozunda ve makrofaj aktivasyonunun baski-
lanmasinda 6nemli rol oynayan IL-10, diger proinfla-
matuar sitokinlerin modiilasyonunda da etkilidir. in-
sanlarda dolasimdaki yiiksek IL-10 diizeyleri ve septik
sok, yaralanma siddeti, 6liim oranlar1 arasinda anlamli
bir iliski oldugu bildirilmistir. ARDS hastalarinda
yuksek plazma IL-10 diizeyleri ve diigiik IL-10 bron-
koalveolar lavaj konsantrasyonu artmis mortalite ile
iliskilendirilmigtir™.

IL-10 geninde tanimlanan IL-10 (-1082G/A) gen var-
yasyonu genin promotdr bdélgesinde -1082 pozisyo-
nunda guanin / adenin baz yer degistirmesi ile karakte-
rize bir genetik varyasyondur ve bu genetik varyasyon
IL-10 duzeylerinin diizenlenmesinde etkilidir. 1L-10 (-
1082G/A) gen varyasyonunun GG homozigot genoti-
pini ve G alelini tasiyan bireylerde in vitro uyarimi
takiben dolagimda daha yiiksek IL-10 diizeyleri, daha
yuksek IL-10 mRNA ekspresyonu ve buna bagli ola-
rak daha yiiksek I1L-10 tiretimi belirlenmistir™>".

ARDS gibi kritik hastaliklarda IL-10 (-1082G/A) gen
varyasyonunun GG homozigot genotipi diigiik hastalik
siddeti, azalmis hastaneye yatig orani, organ disfonk-
siyonu ve mortalite ile iliskilendirilmistir’®*°. ARDS
gibi kritik hastaliklarin gelisiminde proinflamatuar ve
antiinflamatuar yanitlar arasindaki denge oldukca
onemlidir. Pnémoni hastalarinda yiiksek IL-10 dretimi
ile iligkili olan genotipin daha fazla immunosupresyo-
na yol agabilecegi ve bu durumun siddetli hastalik
yuki ile sonuglanabilecegi diistiniilmektedir. Yogun
inflamasyon ARDS gibi hastaliklarin patogenezinde
belirleyici bir o&zelliktir ve yiksek proinflamatuar
durumu olan hastalarda yiksek IL-10 dizeyleri ile
iligkili olan genotiplerin faydali yonde modiile edici,
koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi de bildirilmistir.
Amerikali bir popiilasyon ile gergeklestirilmis ¢alis-
mada ARDS olan hastalarda 1L-10 (-1082G/A) gen
varyasyonunun GG homozigot genotipi daha diisiik
mortalite ve organ yetmezligi ile iliskilendirilmistir.
Ancak ARDS ve IL-10 gen varyasyonlari, ekspresyon
diizeyleri arasindaki iligkilerin dogrulanabilmesi igin
farklt popiilasyonlar ile gerceklestirilmis daha kap-
saml1 aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir>*®.

Sonug

SARS-CoV-2’nin neden oldugu COVID-19 enfeksi-
yonu tum dinyada Kkiresel bir kriz yaratmustir.
COVID-19 enfeksiyonunun riskinin ve ciddiyetinin
diizenlenmesinde etkili olabilecek genetik varyasyon-
larin belirlenmesi 6nemlidir. Cesitli etnik gruplarda
COVID-19 enfeksiyon oraninin belirlenmesinde gene-
tik varyasyonlar gibi genetik risk faktorlerinin rolli ve
enfeksiyonun siddeti arasindaki iliskinin aragtirilmasi-
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n1 amaglayan sinirli sayida aragtirma bulunmaktadir.
Solunum yolu enfeksiyonlarina yatkinliklarda genetik
ve kazanilmig risk faktorlerinin birlikte etkili olabile-
cegi diigtiniilmektedir. Siddetli COVID-19 enfeksiyo-
nu ve bu enfeksiyonun dnemli komplikasyonlarindan
biri olan ARDS gelisimine yatkinlikta dnemli genetik
varyasyonlar gibi prognostik faktorlerin belirlenebil-
mesi oldukca dnemlidir. IL-10 geninde tanimlanan IL-
10 (-1082G/A) gen varyasyonu gibi sitokin gen var-
yasyonlarinin proinflamatuar ve antiinflamatuar sito-
kin duzeylerini etkileyebilme yoluyla COVID-19
enfeksiyonu olan hastalarda, hastaligin progresyonunu
modiile edebilecegi diigiintilmektedir. IL-10 geni hiic-
resel ve humoral imminitenin dizenlenmesindeki
potansiyel rolii nedeniyle ¢esitli otoimmiin hastalikla-
rin, inflamatuar hastaliklarin, neoplazmalarin patofiz-
yolojik mekanizmalarinda etkili olabilecek aday bir
gen olarak gosterilmektedir. 1L-10 geninin promotor
bolgesinde ortaya ¢ikan IL-10 (-1082G/A), IL-10 (-
892C/T) ve IL-10 (-592C/A) gen varyasyonlar1 sonu-
cunda IL-10 mRNA ve protein diizeylerinde degisik-
likler saptanmistir. IL-10 geninde tanimlanan bu gene-
tik varyasyonlar ve COVID-19 komplikasyonlarindan
biri olan ARDS gibi hastaliklara yatkinligin altinda
yatan patolojik siirecler ile ilgili mekanizmalar arasin-
daki iligkileri aragtirmaya yonelik daha kapsamli ¢a-
lismalar yapilmasi gerekmektedir. Bdylece COVID-19
ile iligkili ARDS patogenezinde, IL-10’un potansiyel
roline bagli olarak hastalik igin yeni tedavi yontemle-
rinin belirlenebilmesine yonelik stratejilerin gelistiri-
lebilmesi miimkiin olabilecektir.
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