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AMAC KAPSAM VE YAYIN STANDARTLARI

istanbul Tip Fakdltesi Dergisi (st Tip Fak Derg); bagim-
siz, dnyargisiz ve cift-kor hakemlik ilkeleri cercevesinde
yayin yapan Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakilte-
si'nin uluslararasi ve agik erisimli bilimsel yayin organidrr.
Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik aylarinda olmak tize-
re Ug ayda bir yayinlanir ve dort sayida bir cildi tamamla-
nir. Yayin dili Tiirkge ve ingilizce'dir.

istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi (ist Tip Fak Derg), tibbin
tim alanlaninda klinik ve deneysel 6zgiin arastirmalar,
ender gorilebilecek olgu sunumlan, ézel ve aktiel ko-
nularda literatlr derlemeleri ve editére mektuplar ya-
yinlamaktadir. Orijinal metot gelistirme, yeni bir girisim
teknigi ve orijinal calismalarin 6n sonuglarini iceren kisa
raporlara da dergide yer verilmektedir.

Derginin hedef kitlesi; saglik alanindaki tim disiplinler-
de ¢alisan hekimler ve akademisyenlerdir.

Derginin editorlik ve yayin strecleri International Com-
mittee of Medical Journal Editors (ICMJE), World Asso-
ciation of Medical Editors (WAME), Council of Science
Editors (CSE), Committee on Publication Ethics (COPE),
European Association of Science Editors (EASE) ve Na-
tional Information Standards Organization (NISO) orga-
nizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak bicimlendiril-
mistir ve Principles of Transparency and Best Practice in
Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkelerine
uygun olarak yuritilmektedir.

stanbul Tip Fakdiltesi Dergisi (ist Tip Fak Derg), Web of
Science-Emerging Sources Citation Index ve TUBITAK
ULAKBIM TR Dizin tarafindan indekslenmektedir.

Makale degerlendirme ve yayin iglemleri icin yazarlar-
dan Ucret talep edilmemektedir.

Derginin tiim masraflan istanbul Universitesi tarafindan
kargilanmaktadir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen go-
riisler ve fikirler istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Editér,
Editor Yardimailar, Yayin Kurulu ve Yayincisinin degil,
yazar(lar)in bakis acilarini yansitir. Editor, Editor Yar-
dimcilan, Yayin Kurulu ve Yayinci bu gibi durumlar icin
hi¢ bir sorumluluk ya da yikimlilik kabul etmemek-
tedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tim sorumluluk yazar-
lara aittir.

Yayinlanan tim icerige Ucretsiz olarak erisilebilir.

Editor: M. Lale Ocal

Adres: Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi
Dekanlgi, Turgut Ozal Cad. 34093 Capa, Fatih,
istanbul, Turkiye

Tel.: +90 212414 21 61

E-posta: itfdergisi@istanbul.edu.tr

Yayinci: istanbul Universitesi Yayinevi

Adres: istanbul Universitesi Merkez Kampusu,
34452 Beyazit, Fatih, istanbul, Turkiye

Tel.: +90 212 440 00 00

Faks: +90 212 217 22 92
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AIMS SCOPE AND PUBLICATION STANDARDS

Journal of lIstanbul Faculty of Medicine (J Ist
Faculty Med) an international, scientific, open
access periodical published in accordance with
independent, unbiased, and double-blinded
peer-review principles. The journal is the official
publication of istanbul University, Istanbul Faculty
of Medicine and it is published quarterly on March,
June, September and December. The publication
languages of the journal are Turkish and English.

Journal of istanbul Faculty of Medicine (J Ist Faculty
Med) aims to contribute to the literature by publishing
manuscripts at the highest scientific level on all fields of
medicine. The journal publishes original experimental
and clinical research articles, reports of rare cases,
reviews that contain sufficient amount of source data
conveying the experiences of experts in a particular
field, and letters to the editors as well as brief reports
on a recently established method or technique or
preliminary results of original studies related to all
disciplines of medicine from all countries.

The journal's target audience includes researchers,
physicians and healthcare professionals who are
interested or working in all medical disciplines.

The editorial and publication processes of the journal
are shaped in accordance with the guidelines of the
International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), World Association of Medical Editors
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee
on Publication Ethics (COPE), European Association
of Science Editors (EASE), and National Information
Standards Organization (NISO). The journal is in
conformity with the Principles of Transparency and Best
Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice).

Journal of istanbul Faculty of Medicine is currently
indexed in Web of Science-Emerging Sources
Citation Index and TUBITAK ULAKBIM TR Index.

Processing and publication are free of charge with
the journal. No fees are requested from the authors at
any point throughout the evaluation and publication
process.

All expenses of the journal are covered by the
Istanbul University.

Statements or opinions expressed in the manuscripts
published in Journal of istanbul Faculty of Medicine
reflect the views of the author(s) and not the opinions
of the editors, the editorial board, or the publisher;
the editors, the editorial board, and the publisher
disclaim any responsibility or liability for such
materials. The final responsibility in regard to the
published content rests with the authors.

All published content is available online, free of
charge.

Editor: M. Lale Ocal

Address: istanbul University, istanbul Faculty of
Medicine Deanery, Turgut Ozal Cad. 34093, Capa,
Fatih, Istanbul, Turkey

Phone: +90 212 414 21 61

E-mail: itfdergisi@istanbul.edu.tr

Publisher: Istanbul University Press

Address: istanbul Universitesi Merkez Kampiisi,
34452 Beyazit, Fatih / Istanbul - Turkey

Phone: +90 212 440 00 00
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YAZARLARA BILGI

istanbul Tip Fakdltesi Dergisi (Ist Tip Fak Derg); ba-
gimsiz, Onyargisiz ve cift-kor hakemlik ilkeleri cerce-
vesinde yayin yapan istanbul Universitesi, istanbul Tip
Fakdltesi'nin uluslararasi ve acik erisimli bilimsel yayin
organidir. Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik aylarin-
da olmak Uzere g ayda bir yayinlanir ve dort sayida
bir cildi tamamlanir. Yayin dili Tiirkce ve ingilizce'dir.

istanbul Tip Fakiltesi Dergisi (Ist Tip Fak Derg), tibbin
tim alanlarinda klinik ve deneysel 6zgiin arastirmalar,
ender gorilebilecek olgu sunumlari, 6zel ve aktiel
konularda literatir derlemeleri ve editére mektuplar
yayinlamaktadir. Orijinal metot gelistirme, yeni bir
girisim teknigi ve orijinal ¢alismalarin 6n sonuglarini
iceren kisa raporlara da dergide yer verilmektedir.

EDITORYAL POLITIKALAR VE HAKEM SURECI

Derginin editorlik ve yayin suregleri International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), Wor-
|d Association of Medical Editors (WAME), Council of
Science Editors (CSE), Committee on Publication Et-
hics (COPE), European Association of Science Editors
(EASE) ve National Information Standards Organiza-
tion (NISO) organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun
olarak bicimlendirilmistir ve Principles of Transparen-
cy and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice) ilkelerine uygun olarak yuritilmektedir.

Ozglinliik, yiiksek bilimsel kalite ve atif potansiyeli bir
makalenin yayina kabull icin en énemli kriterlerdir.
Gonderilen yazilarin daha dnce bagka bir elektronik ya
da basili dergide, kitapta veya farkli bir mecrada su-
nulmamis ya da yayinlanmamis olmasi gerekir. Toplan-
tilarda sunulan calismalar icin, sunum yapilan organi-
zasyonun tam adl, tarihi, sehri ve Ulkesi belirtiimelidir.

istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi'ne gonderilen tim ma-
kaleler cift-kdr hakem degerlendirme strecinden geg-
mektedir. Tarafsiz degerlendirme sirecini saglamak
icin her makale alanlarinda uzman en az iki dig-bagim-
siz hakem tarafindan degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu
Uyeleri tarafindan gonderilecek makalelerin degerlen-
dirme sirecleri, davet edilecek dis bagimsiz editorler
tarafindan yonetilecektir. Butin makalelerin karar ver-
me sureclerinde nihai karar yetkisi Editérdedir.

Klinik ve deneysel calismalar, ilag arastirmalan ve
bazi olgu sunumlari icin World Medical Association

Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Me-
dical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) cercevesinde
hazirlanmis Etik Komisyon raporu gerekmektedir.
Gerekli goérilmesi halinde Etik Komisyon raporu
veya esdederi olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. Insanlar tzerinde yapilmis deneysel ca-
lismalarin sonuglarini bildiren yazilarda, ¢aligmanin
yapildigi kisilere uygulanan prosedirlerin niteligi
timdiyle aciklandiktan sonra, onaylarinin alindigina
iliskin bir aciklamaya metin icinde yer verilmelidir.
Hayvanlar Gzerinde yapilan calismalarda ise agn, aci
ve rahatsizlik verilmemesi icin yapilmis olanlar acik
olarak makalede belirtiimelidir. Hasta onamlari, Etik
Kurul raporunun alindigr kurumun adi, onay belge-
sinin numarasi ve tarihi ana metin dosyasinda yer
alan Gere¢ ve Yontem bashgi altinda yazilmalidir.
Hastalarin kimliklerinin gizliligini korumak yazarlarin
sorumlulugundadir. Hastalarin kimligini aciga cika-
rabilecek fotograflar icin hastadan ya da yasal tem-
silcilerinden alinan imzali izinlerin de gdnderilmesi
gereklidir.

Butln makalelerin benzerlik tespiti denetimi, iThenti-
cate yazilimi araciligiyla yapiimaktadir.

Yayin Kurulu, dergimize génderilen calismalar hak-
kindaki intihal, atif manipllasyonu ve veri sahteciligi
iddia ve stpheleri karsisinda COPE kurallarina uygun
olarak hareket edecektir.

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.
org) tarafindan dnerilen yazarlik kosullarini karsilama-
si gerekmektedir.

ICMJE, yazarlann asadidaki 4 kosulu karsilamasini

Snermektedir:

1. Calismanin konseptine/tasarimina; ya da ¢alisma
icin verilerin toplanmasina, analiz edilmesine ve
yorumlanmasina énemli katki saglamis olmak;

2. Yazi taslagini hazirlamis ya da énemli fikirsel iceri-
gin elestirel incelemelerini yapmis olmak;

3. Yazinin yayindan 6nceki son halini gézden gecir-

mis ve onaylamig olmak;

Calismanin herhangi bir boliminin gecerliligi ve

dogruluguna iliskin sorularin uygun sekilde sorug-

turuldugunun ve ¢éziimlendiginin garantisini ver-
mek amaciyla ¢alismanin her yéninden sorumlu
olmayi kabul etmek.

4.
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Bir yazar, calismada katki sagladigr kisimlarin sorum-
lulugunu almasina ek olarak, diger yazarlarin calis-
manin hangi kisimlarindan sorumlu oldugunu da ta-
nimlayabilmelidir. Ayrica,her yazar digerlerinin katki
bitinlugine glven duymalidir.

Yazar olarak belirtilen her kisi yazarligin dért kosulunu
karsilamalidir ve bu dért kosulu karsilayan her kisi ya-
zar olarak tanimlanmalidir. Dért kriterin hepsini karsi-
lamayan kisilere makalenin baslik sayfasinda tesekkir
edilmelidir.

Yazarlik haklarina uygun hareket etmek ve hayalet ya
da lGtuf yazarligin 6nlenmesini saglamak amaciyla
sorumlu yazarlar makale yikleme strecinde

http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu

adresinden erisilebilen Yazar Katki Formu’nu imzala-
mali ve taranmig versiyonunu yaziyla birlikte génder-
melidir. Yayin Kurulu’nun gdnderilen bir makalede
“|Gtuf yazarlik” oldugundan stiphelenmesi durumun-
da s6éz konusu makale degerlendirme yapilmaksi-
zin reddedilecektir. Makale gonderimi kapsaminda;
sorumlu yazar makale gdénderim ve degerlendirme
strecleri boyunca yazarlik ile ilgili tim sorumlulugu
kabul ettigini bildiren kisa bir &n yazi géndermelidir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi, génderilen makalele-
rin degerlendirme surecine dahil olan yazarlarin ve
bireylerin, potansiyel ¢ikar catismasina ya da dnyargi-
ya yol acabilecek finansal, kurumsal ve diger iliskiler
dahil mevcut ya da potansiyel ¢ikar catismalarini be-
yan etmelerini talep ve tesvik eder.

Bir calisma icin bir birey ya da kurumdan alinan her
turld finansal destek ya da diger destekler Yayin Kuru-
lu'na beyan edilmeli ve potansiyel ¢ikar ¢atigmalarini
beyan etmek amaciyla ICMJE Potansiyel Cikar Catis-
malar Formu katki saglayan tim yazarlar tarafindan
ayn ayn doldurulmalidir. Editér, yazarlar ve hakemler
ile ilgili potansiyel ¢ikar catismasi vakalari derginin
Yayin Kurulu tarafindan COPE ve ICMJE rehberleri
kapsaminda ¢ozilmektedir.

Derginin Yayin Kurulu, itiraz ve sikayet vakalarini, COPE
rehberleri kapsaminda isleme almaktadir. Yazarlar,
itiraz ve sikayetleri icin dogrudan Yayincilik Birimi ile
temasa gecebilirler. Ihtiyac duyuldugunda Yayin Ku-

rulu'nun kendi icinde ¢ézemedigi konular icin tarafsiz
bir temsilci atanmaktadir. Itiraz ve sikayetler icin karar
verme slreclerinde nihai karari Bag Editor verecektir.

istanbul Tip Fakdiltesi Dergisi her makalenin
http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu
adresinden erisebilecediniz Telif Hakki Devir Formu ile
beraber gonderilmesini talep eder. Yazarlar, basili ya da
elektronik formatta yer alan resimler, tablolar ya da diger
her turll icerik dahil daha énce yayinlanmis iceridi kulla-
nirken telif hakki sahibinden izin almalidirlar. Bu konuda-
ki yasal, mali ve cezai sorumluluk yazarlara aittir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen gorusler
ve fikirler istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Editér, Editér
Yardimcilar, Yayin Kurulu ve Yayincisinin degil, yazar(lar)
in bakis acilariniyansitir. Editor, Editor Yardimeilar, Yayin
Kurulu ve Yayinci bu gibi durumlar icin hi¢ bir sorumlu-
luk ya da yikimlulik kabul etmemektedir. Yayinlanan
icerik ile ilgili tim sorumluluk yazarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Con-
duct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly
Work in Medical Journals (updated in December 2015
- http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf)
ile uyumlu olarak hazirlanmalidir. Randomize ¢alisma-
lar CONSORT, gozlemsel calismalar STROBE, tanisal
degerli caligmalar STARD, sistematik derleme ve me-
ta-analizler PRISMA, hayvan deneyli calismalar ARRIVE
ve randomize olmayan davranis ve halk saghguyla ilgili
calismalar TREND kilavuzlarina uyumlu olmalidir.

Makaleler sadece
http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu
adresinde yer alan derginin online makale yikleme
ve degerlendirme sistemi UGzerinden gonderilebilir.
Diger mecralardan gonderilen makaleler degderlen-
dirilmeye alinmayacaktir.

Gonderilen makalelerin dergi yazim kurallarina uy-
gunludu ilk olarak Yaymncilik Birimi tarafindan kontrol
edilecek, dergi yazim kurallarina uygun hazirlanma-
mis makaleler teknik dizeltme talepleri ile birlikte
yazarlarina geri goénderilecektir.



Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi

Yazarlarin; Telif Hakki Devir Formu, Yazar Formu ve IC-
MJE Potansiyel Cikar Catismalarn Formu’nu (bu form,
tim yazarlar tarafindan doldurulmalidir) ilk génderim
sirasinda online makale sistemine yiklemeleri gerek-
mektedir. Bu formlara http://jmed.istanbul.edu.tr/
tr/content/makale-gonderme-kilavuzu/makale-gon-
derme-kilavuzu adresinden erisilebilmektedir.

Kapak sayfasi: Gonderilen tim makalelerle birlikte
ayr bir kapak sayfasi da gonderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin Tiirkce ve ingilizce bashgini ve 50 ka-
rakteri gecmeyen Tiirkce ve ingilizce kisa baslidi-
ni,

- Yazarlarin isimlerini, kurumlarini, egitim derece-
lerini ve ORCID numaralarini

- Finansal destek bilgisi ve diger destek kaynaklari
hakkinda detayli bilgiyi,

- Sorumlu yazarin ismi, adresi, telefonu (cep tele-
fonu dahil), faks numarasi ve e-posta adresini,

- Makale hazirlama slrecine katkida bulunan ama
yazarlik kriterlerini kargilamayan bireylerle ilgili
bilgileri icermelidir.

Ozet: Editére Mektup tiiriindeki yazilar diginda kalan
tiim makalelerin Tiirkge ve ingilizce &zetleri olmali-
dir. Ozgiin Arastirma makalelerinin ézetleri “Amac”,
"Gere¢ ve Yontem”, “Bulgular”ve “Sonug” alt bas-
liklarini icerecek bicimde hazirlanmalidir. Olgu sunu-
mu ve derleme tiiriindeki yazilarin Ozet bdlimleri alt
baglk icermemelidir.

Anahtar Sézciikler: Tim makaleler en az 3 en fazla 6
anahtar kelimeyle birlikte génderilmeli, anahtar soz-
cukler 6zetin hemen altina yazilmaldir. Kisaltmalar
anahtar sozclk olarak kullanilmamalidir. Anahtar soz-

ctkler National Library of Medicine (NLM) tarafindan
hazirlanan Medical Subject Headings (MeSH) verita-
banindan secilmelidir.

Makale Tiirleri

Ozgiin Aragtirma: Ana metin “Giris”, “Gereg ve
Yoéntem”, “Bulgular”ve "Tartisma”alt basliklarini icer-
melidir. Ozgiin Arastirmalarla ilgili kisitlamalar igin
|Gtfen Tablo 1'i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek icin istatistiksel analiz genellikle
gereklidir. Istatistiksel analiz, tibbi dergilerdeki ista-
tistik verilerini bildirme kurallarina gére yapilmalidir
(Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. Sta-
tistical guidelines for contributors to medical jour-
nals. Br Med J 1983: 7; 1489-93). istatiksel analiz ile
ilgili bilgi, Yontemler blimu icinde ayn bir alt baglk
olarak yazilmali ve kullanilan yazilim kesinlikle tanim-
lanmalidir.

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

Editéryel Yorum: Dergide yayinlanan bir arastir-
manin, o konunun uzmani olan veya Ust dizeyde
degerlendirme yapan bir hakemi tarafindan kisaca
yorumlanmasi amacini tasimaktadir. Yazarlari, dergi
tarafindan secilip davet edilir. Ozet, anahtar sézcik,
tablo, sekil, resim ve diger gorseller kullaniimaz.

Derleme: Yazinin konusunda birikimi olan ve bu bi-
rikimleri uluslararasi literatlre yayin ve atif sayisi ola-
rak yansimig uzmanlar tarafindan hazirlanmis yazilar
degerlendirmeye alinir. Yazarlar dergi tarafindan
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte
kullanilmasi icin vardigi son dlzeyi anlatan, tartisan,

Tablo 1. Makale tirleri igin kisitlamalar

Sdzciik Ozet Kaynak Tablo
Makale tiirii limiti sdzciik limiti limiti limiti Resim limiti
Ozglin Arastirma 3500 250 (Alt baslikl) 30 6 7 ya da toplamda 15 gorsel
Derleme 5000 250 50 6 10 ya da toplamda 20 gorsel
Olgu Sunumu 1000 200 15 Tabloyok  10vyadatoplamda 20 gorsel
Editore Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Gorsel yok
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degerlendiren ve gelecekte yapilacak olan calismala-
ra yon veren bir formatta hazirlanmalidir. Ana metin
"Giris"”, "Klinik ve Arastirma Etkileri” ve “Sonu¢” bo-
[Gmlerini icermelidir. Derleme tiriindeki yazilarla ilgili
kisitlamalar icin lGtfen Tablo 1'i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari icin sinirli sayida yer
ayrlmakta ve sadece ender gorllen, tani ve tedavisi
gli¢ olan hastaliklarla ilgili, yeni bir yontem 6neren,
kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansitan, ilgi ¢ekici
ve 6gretici 6zelligi olan olgular yayina kabul edilmek-
tedir. Ana metin; "Giris”, “Olgu Sunumu”, “Tartisma”
ve Sonug” alt bagliklarini icermelidir. Olgu Sunumla-
nyla ilgili kisitlamalar icin IGtfen Tablo 1'i inceleyiniz.

Editére Mektup: Dergide daha 6nce yayinlanan bir
yazinin énemini, gdzden kacan bir ayrintisini ya da
eksik kisimlarini tartisabilir. Ayrica derginin kapsami-
na giren alanlarda okurlarin ilgisini ¢cekebilecek ko-
nular ve &zellikle egitici olgular hakkinda da Editore
Mektup formatinda yazilar yaymnlanabilir. Okuyucular
da yayinlanan yazilar hakkinda yorum iceren Editore
Mektup formatinda yazilarini sunabilirler. Ozet, anah-
tar sozclk, tablo, sekil, resim ve diger gorseller kul-
lanilmaz. Ana metin alt basliksiz olmalidir. Hakkinda
mektup yazilan yayina ait cilt, yil, sayi, sayfa numara-
lar, yazi bashdi ve yazarlann adlar agik bir sekilde be-
lirtilmeli, kaynak listesinde yazilmali ve metin icinde
atifta bulunulmalidir.

Tablolar

Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi son-
rasinda sunulmali, ana metin icerisindeki gecis sira-
larina uygun olarak numaralandirlmadir. Tablolarin
Uzerinde tanimlayici bir baglik yer almali ve tablo
icerisinde gecen kisaltmalann acilimlar tablo altina
tanimlanmalidir. Tablolar Microsoft Office Word dos-
yasl! icinde “Tablo Ekle” komutu kullanilarak hazirlan-
mali ve kolay okunabilir sekilde diizenlenmelidir. Tab-
lolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin
tekrar olmamali; ana metindeki verileri destekleyici
nitelikte olmalidir.

Resim ve Resim Altyazilan

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG
formatinda) ayri dosyalar halinde sisteme yiklenme-
lidir. Gorseller bir Word dosyasi dokiimani ya da ana
dokiiman icerisinde sunulmamalidir. Alt birimlere ay-

rlan gorseller oldugunda, alt birimler tek bir gorsel
icerisinde verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayn
bir dosya olarak yiklenmelidir. Resimler alt birimleri
belli etme amaciyla etiketlenmemelidir (a, b, ¢ vb.).
Resimlerde altyazilar desteklemek icin kalin ve ince
oklar, ok baslar, yildizlar, asteriksler ve benzer isa-
retler kullanilabilir. Makalenin geri kalaninda oldugu
gibi resimler de kor olmalidir. Bu sebeple, resimler-
de yer alan kisi ve kurum bilgileri de kérlestiriimelidir.
Gorsellerin minimum ¢6zUnirliga 300 DPI olmalidir.
Degerlendirme surecindeki aksakliklar énlemek icin
gonderilen butin gorsellerin ¢dzUnlrligu net ve bo-
yutu biylik (minimum boyutlar 100x100 mm) olmali-
dir. Resim altyazilari ana metnin sonunda yer almalidir.

Makale icerisinde gegen tim kisaltmalar, ana metin
ve Ozette ayri ayn olmak Uzere ilk kez kullanildiklari
yerde tanimlanarak kisaltma tanimin ardindan paran-
tez icerisinde verilmelidir.

Ana metin icerisinde cihaz, yazilim, ilag vb. Grinler-
den bahsedildiginde Grintn ismi, Ureticisi, Gretildigi
sehir ve Ulke bilgisini iceren Grln bilgisi parantez icin-
de verilmelidir; “Discovery St PET/CT scanner (Gene-
ral Electric, Milwaukee, WI, USA)".

Tum kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin icin-
de uygun olan yerlerde sirayla numara verilerek atif
yapilmalidir.

Ozgiin arastirmalarin kisitlamalari, engelleri ve yeter-
sizliklerinden Sonug paragrafi dncesi “Tartisma” bo-
limiinde bahsedilmelidir.

REVIiZYONLAR

Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarini génderir-
ken, ana metin Uzerinde yaptiklarn degisiklikleri isa-
retlemeli, ek olarak, hakemler tarafindan dne surilen
onerilerle ilgili notlarini “Hakemlere Cevap” dosya-
sinda géndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasinda
her hakemin yorumunun ardindan yazarin cevabi gel-
meli ve degisikliklerin yapildigi satir numaralar da ay-
rica belirtilmelidir. Revize makaleler karar mektubunu
takip eden 30 giin icerisinde dergiye génderilmelidir.
Makalenin revize versiyonu belirtilen sire icerisinde
ylklenmezse, revizyon secenedi iptal olabilir. Yazar-
larin revizyon igin ek sireye ihtiya¢c duymalar duru-
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munda uzatma taleplerini ilk 30 giin sona ermeden
dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayina kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama
ve bicim agisindan kontrol edilir. Yayin streci tamam-
lanan makaleler, yayin planina dahil edildikleri sayiyla
birlikte yayinlanmadan &nce erken cevrimici forma-
tinda dergi web sitesinde yayina alinir. Kabul edilen
makalelerin baskiya hazir PDF dosyalar sorumlu ya-
zarlara iletilir ve yayin onaylarinin 2 gin icerisinde
dergiye iletilmesi istenir.

KAYNAKLAR

Atif yapilirken en son ve en gincel yayinlar tercih
edilmelidir. Atif yapilan erken cevrimici makalelerin
DOI numaralari mutlaka saglanmalidir. Kaynaklarin
dogrulugundan yazarlar sorumludur. Dergi isimleri
Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi
kisaltmalarr ile uyumlu olarak kisaltiimalidir. Alti ya da
daha az yazar oldugunda tim yazar isimleri listelen-
melidir. EGer 7 ya da daha fazla yazar varsa ilk 6 yazar
yazildiktan sonra “et al.” konulmalidir. Ana metinde
kaynaklara atif yapilirken parantez icinde Arap ra-
kamlar kullanilmalidir. Farkli yayin tirleri icin kaynak
stilleri asagidaki 6rneklerde sunulmustur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini
F, Zieleskiewicz L, Nafati C, Albanése J, et al. Long-
term outcome in kidney recipients from donors tre-
ated with hydroxyethylstarch 130/0.4 and hydroxyet-
hylstarch 200/0.6. Br J Anaesth 2015;115(5):797-8.

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

Tek yazarh kitap: Cohn PF. Silent myocardial ische-
mia and infarction. 3rd ed. New York: Marcel Dekker;
1993.

Yazar olarak editor(ler): Norman |J, Redfern SJ,
editors. Mental health care for elderly people. New

York: Churchill Livingstone; 1996.

Toplantida sunulan yazi: Bengisson S. Sothemin
BG. Enforcement of data protection, privacy and se-

Vil

curity in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet
P Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92.
Proceedings of the 7th World Congress on Medical
Informatics; 1992 Sept 6-10; Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North-Holland; 1992.p.1561-5.

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

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

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

Erken Cevrimici Yayin: Aksu HU, Ertirk M, Gl M,
Uslu N. Successful treatment of a patient with pulmo-
nary embolism and biatrial thrombus. Anadolu Kar-
diyol Derg 2012 Dec 26. doi: 10.5152/akd.2013.062.
[Epub ahead of print]

Elektronik formatta yayinlanan yazi: Morse SS. Fa-
ctors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis (serial online) 1995 Jan-Mar (cited 1996
June 5): 1(1): (24 screens). Available from: URL: http:/
www.cdc.gov/ncidodIEID/cid.htm.

SON KONTROL LIiSTESI

e Editore mektup

- Makalenin tdrt

- Baska bir dergiye génderilmemis oldugu bilgisi

- Sponsor veya ticari bir firma ile iliskisi (varsa be-
lirtiniz)

- Istatistik kontroltiniin yapildigi (arastirma maka-
leleri igin)

- Ingilizce yoniinden kontroltiniin yapildigi

- Yazarlara Bilgide detayli olarak anlatilan dergi
politikalarinin gézden gecirildigi

- Kaynaklarin NLM referans sistemine gore belir-
tildigi
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e Telif Hakki Devir Formu
® Yazar Formu
e Daha &nce basilmis materyal (yazi-resim-tablo)
kullanilmis ise izin belgesi
e insan 6gesi bulunan calismalarda “gerec ve yon-
tem” boliminde Helsinki Deklarasyonu prensip-
lerine uygunluk, kendi kurumlarindan alinan etik
kurul onayinin ve hastalardan “bilgilendirilmis olur
(nza)” alindiginin belirtilmesi
e Hayvan 6gesi kullanilmig ise “gere¢ ve yontem”
boliminde “Guide for the Care and Use of La-
boratory Animals” prensiplerine uygunlugunun
belirtilmesi
e Makale kapak sayfasi
Makalenin kategorisi
- Makalenin Tiirkce ve ingilizce bashg
- Makalenin Tiirkce ve ingilizce kisa baghg
- Yazarlarn ismi soyadi, unvanlari ve bagli olduk-
lari kurumlar (Universite ve fakilte bilgisinden
sonra sehir ve Ulke bilgisi de yer almalidir),
e-posta adresleri
- Sorumlu yazarin e-posta adresi, acik yazisma
adresi, is telefonu, GSM, faks nosu
- Tum yazarlarin ORCID’leri

* Makale ana metni dosyasinda olmasi gerekenler

- Makalenin Tiirkge ve ingilizce bashgs

- Ozetler 250 kelime Tiirkce ve 250 kelime ingiliz-
ce, (olgu sunumunda 200 kelime Tirkge ve 200
kelime ingilizce)

- Anahtar Kelimeler: 3 -6 Tiirkce ve 3-6 ingilizce

- Makale ana metin bélimleri

- Kaynaklar

- Tesekkur (varsa belirtiniz)

- Tablolar-Resimler, Sekiller (baslik, tanim ve alt
yazilariyla)

Editér: M. Lale Ocal

Adres: Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakdiltesi
Dekanhg, Turgut Ozal Cad. 34093 Capa, Fatih,
istanbul, Turkiye

Telefon: +90 212 414 21 61

E-mail: itfdergisi@istanbul.edu.tr

Yayinci: istanbul Universitesi Yayinevi

Adres: Istanbul Universitesi Merkez Kampusu,
34452 Beyazit, Fatih, istanbul, Turkiye

Tel.: +90 212 440 00 00

Faks: +90 212 217 22 92
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INTRUCTIONS TO AUTHORS

Journal of istanbul Faculty of Medicine (J Ist Faculty
Med) is an international, scientific, open access pe-
riodical published in accordance with independent,
unbiased, and double-blinded peer-review princi-
ples. The journal is the official publication of istanbul
Faculty of Medicine of istanbul University and it is
published quarterly on March, June, September and
December. The publication languages of the journal
are Turkish and English.

Journal of Istanbul Faculty of Medicine (J Ist Facul-
ty Med) aims to contribute to the literature by pub-
lishing manuscripts at the highest scientific level on
all fields of medicine. The journal publishes original
experimental and clinical research articles, reports of
rare cases, reviews that contain sufficient amount of
source data conveying the experiences of experts in
a particular field, and letters to the editors as well
as brief reports on a recently established method or
technique or preliminary results of original studies
related to all disciplines of medicine from all coun-
tries.

EDITORIAL POLICIES AND PEER REVIEW PROCESS

The editorial and publication processes of the jour-
nal are shaped in accordance with the guidelines of
the International Council of Medical Journal Editors
(ICMJE), the World Association of Medical Editors
(WAME), the Council of Science Editors (CSE), the
Committee on Publication Ethics (COPE), the Euro-
pean Association of Science Editors (EASE), and Na-
tional Information Standards Organization (NISO).
The journal conforms to the Principles of Transpar-
ency and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.
org/bestpractice).

Originality, high scientific quality, and citation poten-
tial are the most important criteria for a manuscript
to be accepted for publication. Manuscripts submit-
ted for evaluation should not have been previously
presented or already published in an electronic or
printed medium. The journal should be informed of
manuscripts that have been submitted to another
journal for evaluation and rejected for publication.
The submission of previous reviewer reports will ex-
pedite the evaluation process. Manuscripts that have
been presented in a meeting should be submitted

with detailed information on the organization, includ-
ing the name, date, and location of the organization.

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

An approval of research protocols by the Ethics Com-
mittee in accordance with international agreements
(World Medical Association Declaration of Helsinki
“Ethical Principles for Medical Research Involving
Human Subjects,” amended in October 2013, www.
wma.net) is required for experimental, clinical, and
drug studies and for some case reports. If required,
ethics committee reports or an equivalent official
document will be requested from the authors. For
manuscripts concerning experimental research on
humans, a statement should be included that shows
that written informed consent of patients and vol-
unteers was obtained following a detailed explana-
tion of the procedures that they may undergo. For
studies carried out on animals, the measures taken
to prevent pain and suffering of the animals should
be stated clearly. Information on patient consent, the
name of the ethics committee, and the ethics com-
mittee approval number should also be stated in the
Materials and Methods section of the manuscript. It
is the authors’ responsibility to carefully protect the
patients’ anonymity. For photographs that may re-
veal the identity of the patients, signed releases of
the patient or of their legal representative should be
enclosed.

All submissions are screened by a similarity detection
software (iThenticate by CrossCheck).

In the event of alleged or suspected research mis-
conduct, e.g., plagiarism, citation manipulation, and
data falsification/fabrication, the Editorial Board will
follow and act in accordance with COPE guidelines.
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Each individual listed as an author should fulfill the
authorship criteria recommended by the Internation-
al Committee of Medical Journal Editors

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

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

Drafting the work or revising it critically for import-
ant intellectual content; AND

Final approval of the version to be published;
AND

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

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

All those designated as authors should meet all four
criteria for authorship, and all who meet the four cri-
teria should be identified as authors. Those who do
not meet all four criteria should be acknowledged in
the title page of the manuscript.

Journal of istanbul Faculty of Medicine requires cor-
responding authors to submit a signed and scanned
version of the authorship contribution form (avail-
able for download through http://jmed.istanbul.
edu.tr/en/content/manuscript-submission-guide/
manuscript-submission-guide) during the initial
submission process in order to act appropriately on
authorship rights and to prevent ghost or honorary
authorship. If the editorial board suspects a case of
"qgift authorship,” the submission will be rejected
without further review. As part of the submission of
the manuscript, the corresponding author should
also send a short statement declaring that he/she
accepts to undertake all the responsibility for author-
ship during the submission and review stages of the

manuscript.

Journal of istanbul Faculty of Medicine requires and
encourages the authors and the individuals involved
in the evaluation process of submitted manuscripts
to disclose any existing or potential conflicts of inter-
ests, including financial, consultant, and institutional,
that might lead to potential bias or a conflict of in-
terest. Any financial grants or other support received
for a submitted study from individuals or institutions
should be disclosed to the Editorial Board. To dis-
close a potential conflict of interest, the ICMJE Po-
tential Conflict of Interest Disclosure Form should be
filled in and submitted by all contributing authors.
Cases of a potential conflict of interest of the editors,
authors, or reviewers are resolved by the journal’s Ed-
itorial Board within the scope of COPE and ICMJE
guidelines.

The Editorial Board of the journal handles all ap-
peal and complaint cases within the scope of COPE
guidelines. In such cases, authors should get in di-
rect contact with the editorial office regarding their
appeals and complaints. When needed, an ombud-
sperson may be assigned to resolve cases that can-
not be resolved internally. The Editor in Chief is the
final authority in the decision-making process for all
appeals and complaints.

Journal of iIstanbul Faculty of Medicine requires
each submission to be accompanied by a Copyright
Transfer Form (available for download at http://
jmed.istanbul.edu.tr/en/content/manuscript-sub-
mission-guide/manuscript-submission-guide).
When using previously published content, including
figures, tables, or any other material in both print
and electronic formats, authors must obtain per-
mission from the copyright holder. Legal, financial
and criminal liabilities in this regard belong to the
author(s).

Statements or opinions expressed in the manuscripts
published in Journal of istanbul Faculty of Medicine
reflect the views of the author(s) and not the opinions
of the editors, the editorial board, or the publisher;
the editors, the editorial board, and the publisher
disclaim any responsibility or liability for such materi-
als. The final responsibility in regard to the published
content rests with the authors.
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MANUSCRIPT PREPARATION

The manuscripts should be prepared in accordance
with ICMJE-Recommendations for the Conduct, Re-
porting, Editing, and Publication of Scholarly Work
in Medical Journals (updated in December 2015 -
http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf).
Authors are required to prepare manuscripts in accor-
dance with the CONSORT guidelines for randomized
research studies, STROBE guidelines for observa-
tional original research studies, STARD guidelines for
studies on diagnostic accuracy, PRISMA guidelines for
systematic reviews and meta-analysis, ARRIVE guide-
lines for experimental animal studies, and TREND
guidelines for non-randomized public behavior.

Manuscripts can only be submitted through the
journal’s online manuscript submission and evalua-
tion system, available at http://jmed.istanbul.edu.
tr/en/content/manuscript-submission-guide/manu-
script-submission-guide Manuscripts submitted via
any other medium will not be evaluated.

Manuscripts submitted to the journal will first go
through a technical evaluation process where the
editorial office staff will ensure that the manuscript
has been prepared and submitted in accordance
with the journal’s guidelines. Submissions that do not
conform to the journal’s guidelines will be returned
to the submitting author with technical correction
requests.

Authors are required to submit the following:

e Copyright Transfer Form,

e Author Form and ICMJE Potential Conflict of In-
terest Disclosure Form (should be filled in by all
contributing authors) during the initial submission.
These forms are available for download at http://
jmed.istanbul.edu.tr/en/content/manuscript-sub-
mission-guide/manuscript-submission-guide

Title page: A separate title page should be sub-
mitted with all submissions and this page should in-
clude:

e The full title of the manuscript as well as a short
title (running head) of no more than 50 characters,

Name(s), affiliations, highest academic degree(s)

and ORCID ID(s) of the author(s),

e Grant information and detailed information on
the other sources of support,

e Name, address, telephone (including the mobile
phone number) and fax numbers, and email ad-
dress of the corresponding author,

e Acknowledgment of the individuals who contrib-

uted to the preparation of the manuscript but who

do not fulfil the authorship criteria.

Abstract: A Turkish and an English abstract should
be submitted with all submissions except for Letters
to the Editor. Submitting a Turkish abstract is not
compulsory for international authors. The abstract of
Original Articles should be structured with subhead-
ings (Objective, Materials and Methods, Results, and
Conclusion). Abstracts of Case Reports and Reviews
should be unstructured. Please check Table 1 below
for word count specifications.

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

Manuscript Types

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

Statistical analysis to support conclusions is usually
necessary. Statistical analyses must be conducted
in accordance with international statistical report-
ing standards (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ,
Pocock SJ. Statistical guidelines for contributors to
medical journals. Br Med J 1983: 7; 1489-93). Infor-
mation on statistical analyses should be provided
with a separate subheading under the Materials and
Methods section and the statistical software that was
used during the process must be specified.
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Units should be prepared in accordance with the In-
ternational System of Units (SI).

Editorial Comments: Editorial comments aim to
provide a brief critical commentary by reviewers with
expertise or with high reputation in the topic of the
research article published in the journal. Authors are
selected and invited by the journal to provide such
comments. Abstract, Keywords, and Tables, Figures,
Images, and other media are not included.

Review Articles: Reviews prepared by authors who
have extensive knowledge on a particular field and
whose scientific background has been translated into
a high volume of publications with a high citation
potential are welcomed. These authors may even be
invited by the journal. Reviews should describe, dis-
cuss, and evaluate the current level of knowledge of
a topic in clinical practice and should guide future
studies. The main text should contain Introduction,
Clinical and Research Consequences, and Conclu-
sion sections. Please check Table 1 for the limitations
for Review Articles.

Case Reports: There is limited space for case re-
ports in the journal and reports on rare cases or con-
ditions that constitute challenges in diagnosis and
treatment, those offering new therapies or revealing
knowledge not included in the literature, and inter-
esting and educative case reports are accepted for
publication. The text should include Introduction,
Case Presentation, Discussion, and Conclusion sub-
headings. Please check Table 1 for the limitations for
Case Reports.

Letters to the Editor: This type of manuscript
discusses important parts, overlooked aspects, or
lacking parts of a previously published article. Ar-
ticles on subjects within the scope of the journal
that might attract the readers’ attention, partic-
ularly educative cases, may also be submitted in
the form of a “Letter to the Editor.” Readers can
also present their comments on the published
manuscripts in the form of a “Letter to the Editor.”
Abstract, Keywords, and Tables, Figures, Images,
and other media should not be included. The text
should be unstructured. The manuscript that is be-
ing commented on must be properly cited within
this manuscript.

Tables

Tables should be included in the main document,
presented after the reference list, and they should
be numbered consecutively in the order they are
referred to within the main text. A descriptive title
must be placed above the tables. Abbreviations
used in the tables should be defined below the ta-
bles by footnotes (even if they are defined within
the main text). Tables should be created using the
“insert table” command of the word processing
software and they should be arranged clearly to
provide easy reading. Data presented in the tables
should not be a repetition of the data presented
within the main text but should be supporting the
main text.

Figures and Figure Legends
Figures, graphics, and photographs should be sub-
mitted as separate files (in TIFF or JPEG format)

Table 1. Limitations for each manuscript type

Abstract Reference
Type of manuscript  Word limit word limit limit Table limit Figure limit
Original Article 3500 250 (Structured) 30 6 7 or tatal of 15 images
Review Article 5000 250 50 6 10 or total of 20 images
Case Report 1000 200 15 No tables 10 or total of 20 images
Technical Note 1500 No abstract 15 No tables 10 or total of 20 images
Letter to the Editor 500 No abstract 5 No tables No media

X
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through the submission system. The files should
not be embedded in a Word document or the main
document. When there are figure subunits, the sub-
units should not be merged to form a single im-
age. Each subunit should be submitted separately
through the submission system. Images should not
be labeled (a, b, ¢, etc.) to indicate figure subunits.
Thick and thin arrows, arrowheads, stars, asterisks,
and similar marks can be used on the images to
support figure legends. Like the rest of the submis-
sion, the figures too should be blind. Any informa-
tion within the images that may indicate an individ-
ual or institution should be blinded. The minimum
resolution of each submitted figure should be 300
DPI. To prevent delays in the evaluation process, all
submitted figures should be clear in resolution and
large in size (minimum dimensions: 100 x 100 mm).
Figure legends should be listed at the end of the
main document.

All acronyms and abbreviations used in the manu-
script should be defined at first use, both in the ab-
stract and in the main text. The abbreviation should
be provided in parentheses following the definition.

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

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

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

REVISIONS

When submitting a revised version of a paper, the
author must submit a detailed “Response to the re-
viewers” that states point by point how each issue

raised by the reviewers has been covered and where
it can be found (each reviewer's comment, followed
by the author’s reply and line numbers where the
changes have been made) as well as an annotated
copy of the main document. Revised manuscripts
must be submitted within 30 days from the date of
the decision letter. If the revised version of the manu-
script is not submitted within the allocated time, the
revision option may be canceled. If the submitting
author(s) believe that additional time is required,
they should request this extension before the initial
30-day period is over.

Accepted manuscripts are copy-edited for grammar,
punctuation, and format. Once the publication pro-
cess of a manuscript is completed, it is published on-
line on the journal's webpage as an ahead-of-print
publication before it is included in its scheduled is-
sue. A PDF proof of the accepted manuscript is sent
to the corresponding author and their publication
approval is requested within 2 days of their receipt
of the proof.

REFERENCES

While citing publications, preference should be giv-
en to the latest, most up-to-date publications. If an
ahead-of-print publication is cited, the DOl number
should be provided. Authors are responsible for the
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OZET

Amag: intraduktal lezyon &n tanisiyla biyopsi yapilan olgularin
radyolojik ve patolojik bulgularinin degerlendirilmesini, ayrica
postoperatif intraduktal papillom (iDP) tanisi alan olgularin cer-
rahi gereksiniminin tartigilmasini amacladik.

Gereg ve Yontem: Klinigimizde 2012-2014 arasinda intraduktal
papiller lezyon tanisiyla biyopsi yapilan hastalar retrospektif de-
Jerlendirildi. Calismaya dahil edilen hastalar ultrason (US), en-
dikasyon varliginda mamografi (MMG) veya manyetik rezonans
gorintileme (MRQ) ile degerlendirildi. Hastalara tru-cut biyopsi
veya ince igne aspirasyon biyopsisi (i/AB) uygulandi. Cerrahi ek-
sizyon planlamasinda; atipi, radyoloji-patoloji uyumsuzlugdu, risk
faktori ve hasta istegi goz énine alindi.

Bulgular: Calismaya 73 hasta dahil edildi, 59'u 240 yas idi. Has-
talarin timdne ultrasonografi, 240 yas 59 hastaya MMG yapild,
8 hastaya MRG yapildh. iiAB yapilan 11 hastadan birinde iDP, tru-
cut biyopsi yapilan 40 hastanin 10’unda IDP saptandi. Eksizyon
yapilan 22 hastadan 3'U histopatolojik olarak malign, 5'i pre-in-
vaziv veya pre-neoplastik olarak degerlendirildi.

Sonug: Tru-cut biyopsi veya 11AB sonrasi benign papiller lezyon-
larin yonetiminde hangi hastalara eksizyon uygulanacagina dair
konsensus bulunmamaktadir. Atipili papiller lezyonlarin karsi-

ABSTRACT

Objective: The aims of this study were firstly to evaluate the
radiology and histopathology findings of patients diagnosed
with intraductal lesions and who had undergone biopsies. The
second objective was to investigate the surgery requirements
in those cases diagnosed with intraductal papilloma (IDP) post
operatively.

Material and Methods: Patients diagnosed with intraductal
papillary lesions and who then underwent biopsy were retro-
spectively reviewed. An ultrasound (US) was performed on all
patients, if required; a mammography (MMG) and Magnetic res-
onance imaging (MRI) was also performed on patients. A Tru-cut
biopsy or fine needle aspiration biopsy (FNAB) was performed
on patients. Atipia, any discordance between the radiology and
pathology findings, risk factors and patient requests were taken
into account for deciding on surgical excision.

Results: Of the seventy-three patients included in the study, 59
of them were 240 years. An ultrasound was performed on all pa-
tients, an MMG was performed on the 59 patients >40 years, and
an MRI was performed on 8 patients. FNAB was performed on
11 patients, IDP was diagnosed in one of them, a tru-cut biopsy
was performed on 40 patients and 10 of them were diagnosed
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nom riski ile iliskili oldugu kabul edilmekte ve cerrahi eksizyon
planlanmaktadir. Yayimlanan son c¢alismalarda, hastalarn beste
birinde tanisal siniflamanin yukar dogru (upgrade) degistigi ve
tedavi yaklagiminin da cerrahi lehine degistigi gdsterilmistir. Se-
rimizde, literatlire benzer sekilde, upgrade orani %10,9'dur. Pa-
piller lezyon tanili hastalarda radyolojik gorlntileme iyi deger-
lendirilmelidir, radyoloji-patoloji uyumsuzlugunda total eksizyon
yapilmasi dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Benign papiller lezyon, intraduktal papil-
lom, tru-cut biyopsi, ince igne aspirasyon biyopsisi

with IDP. Three lesions were histopatologically malignant and 5
lesions were pre-invasive or pre-neoplastic in 22 of the patients
who underwent surgical resection.

Conclusion: There is still no consensus on the management of
patients diagnosed with benign papillary lesions after Tru-cut bi-
opsy or FNAB. Lesions with atipia usually underwent surgical re-
section due to their malignant potential. Recent studies showed
an upgrade in one-fifth of the patients’ histopathological results
and the treatment strategy was shifted in favor of surgery. In
our series, the upgrade rate was 10.9 % which is similar to the
literature. Imaging studies in patients diagnosed with papillary
lesions should be evaluated carefully, and in the case of discor-
dance between radiology and histopathology, total excision
should be considered.

Keywords: Benign papillary lesion, Intraductal papilloma, tru-
cut biopsy, fine needle aspiration biopsy

GiRiS

Memenin papiller lezyonlari nadirdir ve tru-cut biyopsiler-
de gorilme orani yaklagik %6 kadardir (1). Meme kanseri
taramalarinin yayginlasmasi sayesinde, papiller lezyon-
larin cogunlugu artik asemptomatik kitleler veya kalsifi-
kasyon olarak ultrasonografi veya mamografi ile tespit
edilebilmektedir. Papiller lezyonlar benign veya malign
olarak kategorize edilirler. Buna ragmen atipili veya ma-
lign papillomlardan benign bir papillomu ayirt edici belirli
bir radyolojik dzellik yoktur (1, 2).

Benign papiller lezyonlar; soliter intraduktal papillom
(iDP), multipl IDP ve papillom igerisinde atipik duktal hi-
perplaziyi (ADH) icerir. Malign papiller lezyonlar ise; pa-
pillomdan gelisen in-situ duktal karsinom (DCIS), papiller
DCIS, intrakistik veya kapsilli papiller karsinom, solid pa-
piller karsinom, intrakistik papiller karsinomdan gelisen
invaziv papiller karsinom ve invaziv papiller karsinomlari
icerir (2).

intraduktal papillomlar etrafi epitel ve myoepitel hiicre
tabakasi ile cevrili parmaksi fibrovaskiler cekirdeklerden
olusan benign lezyonlardir (3). Apokrin degisiklikler siklik-
la bu lezyonlara eslik eder. Atipi, periferik papillomlarda
santral papillomlara gére daha sik gérilur (4).

Intraduktal papillomlar genellikle menopoz éncesi kadin-
larda gorilir ve majoér duktustan kdken alir. Siklikla boyu-
tu 0,5 cm’in altindadir ama 5 cm'ye kadar da ulasabilir. En
sik bagvuru sikayeti seréz veya kanl meme basi akintisidir.
Hastalarda genellikle palpasyon bulgusu saptanmaz (5).
Makroskopik olarak siklikla santral yerlesimli olup pem-
bemsi renkte, frajil ve kaynaklandigi kanalin duvarina bir
sap ile bagl halde bulunur (4, 5).

Soliter IDP'lar siklikla 40-55 yaslari arasinda gériiliir. Na-
diren malign transformasyona ugrar; atipi ile birlikte ol-
madigi strece meme kanseri gelisme riskini arttirmaz.

Bilateral gorilme orani ise oldukca azdir. Buna ragmen
multipl IDP’lar (papillomatozis) daha genc yaslarda ortaya
cikar, meme basi akintisi ile daha az iliskilidir ve malign
dénistim riski daha fazladir (5).

Benign papiller neoplaziler, meme biyopsilerinin %1-5'ini
ve tim meme lezyonlarinin da %10’undan azini olustur-
maktadir. Patolojik meme basi akintilarinin %40-70"ini
papiller neoplaziler olustururken papillom tanisi alan has-
talann ancak yarisina yakininda kanli veya patolojik akinti
gorilmektedir. Papiller karsinomlar nadir olarak goérulur
ve tim meme malignitelerinin %1 ila %2'sini olusturur.
Siklikla menopoz sonrasi grupta gorilir, ele gelen kitle
ve meme basi akintisi sikayeti bulunur (2). Lezyonlarin tam
olarak ¢ikarilmasi, tanisal oldugu kadar tedavi agisindan
da anlam tagimaktadir (4).

Mamografi (MMG) 40 yas Ustl hastalarda rutin tarama
icin kullanilir. Ultrasonografi (US) ise kirk yas alti hastalarin
degerlendirmesinde ilk tercih edilmesi gereken goriinti-
leme yéntemidir. Mamografiye tamamlayici olarak yogun
meme parankimine sahip veya semptomatik kadinlarda
sonografik inceleme mutlaka yapilmalidir. Mamografi ve
US birbirlerini tamamlayici gérintileme yontemleri olup
uygun endikasyonlarda bir arada kullaniimalidir (6).

Soliter IDP’lar mammografide siklikla parankimal yapilar-
dan ayirt edilemeyebilirler, yuvarlak veya oval, iyi simnirli
retroareolar kitle olarak gérilurler. Multipl papillomlar
genellikle periferik yerlesimli ve bilateraldir, mikrokalsifi-
kasyonlar eslik edebilirler. Karakteristik US bulgusu dila-
te duktus icerisinde solid mural noduildir (2, 6). Doppler
incelemede mural nodul icerisinde siklikla vaskilarizas-
yon mevcuttur. Duktal dilatasyon eslik etmedigi zaman
tani koymak zordur ve géruntileme 6zelliklerine gore
degismekle birlikte fibroadenom veya meme kanseri ile
kanisabilir. Papiller lezyonlarda kistik komponent (mikst
goriiniim) ve arka plan gliclenmesi sik olarak gordldr (6).
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Duktografi ozellikle tek duktus kanalindan cikan kanli
akinti sikayeti olan olgularda degerli bir tani yontemidir.
Radyolojik olarak IDP'lar kontrast madde ile cevrili dolum
defekti, duktal dilatasyon, duktus duvarinda dizensizlik
ve distorsiyon seklinde gorilirler. Ancak duktografi du-
yarlilik ve 6zgulligunin dustk olmasi, invaziv bir gorin-
tileme ydntemi olmasi nedeniyle bircok merkezde rutin
olarak kullanilmamaktadir (2, 4). Duktoskopi ise, meme
basindaki kanal agzindan milimetrik fiberoptik endoskop-
larla girilerek, sut kanallarinin direkt incelenmesini sagla-
yan bir tekniktir (7). Duktal lavaj ve lezyonun eksizyonu
gibi avantajlan da icerir. Dezavantaji periferik yerlegimli
ve derin lezyonlarda incelemenin glic olmasidir (4).

Meme kanserinde Manyetik Rezonans Gorintileme
(MRG) duyarlihgr en yiksek gorintileme ydntemi olup
bircok ¢calismada %90'in tzerindedir (8-10). Papillom tes-
pitinde ise MRG bulgulari cesitlilik gosterse bile diger go-
rintileme yéntemlerinden daha duyarlidir (11).

Tru-cut biyopside atipi ve malignite tanisi konulan pa-
piller lezyonlar icin cerrahi gerekliligi kabul gormistir.
Bununla beraber, cogu yazar tru-cut biyopside benign
saptanan papiller lezyonlar icin yakin takip énerirken, cer-
rahiyi savunan gruplar da mevcuttur (12).

Benign ve malign papiller lezyon ayinmi spesifik radyolo-
jik ve histolojik bulgular yoklugunda zordur, cerrahi eksiz-
yon gerekmektedir (13).

Calismamizda klinigimiz meme hastaliklar poliklinigine
2012-2014 yillar bagvuran ve intraduktal patoloji n ta-
nisiyla biyopsi yapilan olgularin radyolojik ve patolojik
bulgularinin retrospektif olarak degerlendirilmesi ve pos-
toperatif IDP tanisi alan olgularin cerrahi gereksiniminin
tartisilmasini amacladik.

GEREC VE YONTEM

Klinigimiz meme hastaliklar poliklinigine 2012-2014 ta-
rihleri arasinda basvurup intraduktal papiller lezyon &n
tanisiyla biyopsi yapilan hastalar retrospektif olarak de-
Gerlendirildi. ileri inceleme veya eksizyon &nerisini kabul
etmeyen hastalar dederlendirme digi birakildi (n=7). Ca-
lismaya dahil edilen hastalarin timine US, 40 yas UGzeri
hastalarin timine MMG ile gorintileme yapildi. Papiller
lezyonlarda maligniteyi distindiren bulgulari (sinirlar be-
lirsiz, heterojen i¢ yapida, hipoekoik, papiller projeksiyo-
nu bulunan kompleks kistik lezyon, duktus i¢i dizensiz se-
killi kitle, mammografide amorf/pleomorfik kalsifikasyon
eslik etmesi, multilobule veya spikile kontur, patolojik
meme basi akintisi) ve lezyonun yayginligindan stpheni-
len olgularda ek olarak MRG yapild.

Tum hastalara standardizasyon a¢isindan ayni radyologlar
tarafindan US, tru-cut biyopsi ve ince igne aspirasyon bi-
yopsisi (IIAB) uygulandi. Kistik yapisi olan lezyonlara IIAB,

solid yapisi olan lezyonlara tru-cut biyopsi uygulandi. Tru-
cut biyopsiler US altinda 14 Gauge igne ile yapildi. Pa-
tolojik érnekler formol ile fikse edilerek incelemeye gén-
derildi. Cerrahi eksizyon karari; atipi, radyoloji ve patoloji
uyumsuzlugu, risk faktéri ve hasta istegi goz éniine alina-
rak uygulandi. Cerrahi eksizyon da yine standardizasyon
amacli ayni cerrahlar tarafindan uygulandi.

Yazili hasta onami bu calismaya katilan tim hastalardan
alindi. Hasta kayitlari, anonimize edilip retrospektif olarak
incelendiginden etik kurul basvurusu yapilmadi. Ancak,
calisma bilimsel ilkelere uygun, giincel literatir bilgisi ile
catismayacak bicimde tasarlanmis olup, ¢alismaya kati-
lan hastalarin bilgilendirilmesi, calismanin yiriGtilmesi ve
elde edilen kisisel bilgilerin anonimize edilerek igslenmesi,
verilerin degerlendirilmesi Dinya Tabipleri Birligi Helsinki
Bildirgesi'ne (Ekim 2013 — 7. Revizyonu) Bilimsel Gerekli-
likler ve Arastirma Protokolleri maddesinin kalan sartlarina
uygun olarak gerceklestirildi. Calismamiz orijinal arastirma
makalesi STROBE kilavuzuna uygun olarak hazirlanmuistir.

istatistiksel Analiz

Calismada yer alan hastalara ait tim veriler Excel 2007
programi (Microsoft Office®, USA) ile elektronik ortamda
kaydedildi. jstatistiksel analiz icin SPSS (Statistical Pac-
kage for the Social Sciences for Windows), versiyon 22,0
(IBM Corp. Armonk, NY) programi kullanildi. Sayisal veri-
ler rakam ve yiizde ile ifade edildi. Parametrik tanimlama-
lar ortanca (aralik) olarak ifade edildi.

BULGULAR

Seksen hastanin 7'si dnerilen tedaviyi kabul etmedigin-
den dolayi ¢alismaya dahil edilmedi. Calismaya dahil
edilen hastalarin (n=73) ortanca yasi 48 (30-76) idi. Has-
talann %80,1'i (n=59) 40 yas ve Ustlinde idi. Hastalarin
%16,4'inde (n=12) semptom mevcut olup %83,6'sinda
(n=61) rutin tarama sirasinda radyolojik olarak lezyon tes-
pit edildi. Hastalarin %12,3'iinde (n=9) akinti sikayeti olup

Tablo 1. Hastalanin demografik verileri

Parametre Deger
Ortanca yas (yil-aralik) 48 (30-76)
Yas dagilimi (n, %)
<40 14 (%19)
>40 59 (%81)
Semptom (n, %)
Asemptomatik 61 (%84)
Meme basi akintisi 9(%12)
Mastodini 3 (%4)
Taraf (n, %)
Sag 39 (%53)
Sol 33 (%45)
Bilateral 1(%2)
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bunlarin 5'inde kanli vasifta idi. Uc hastada sadece mas-
todini sikayeti mevcuttu. Bir hastanin 6zge¢misinde karsi
memede (sag) kanser hikayesi nedeniyle ameliyat dykisi
vardi (Tablo 1).

Yetmis U¢ hastanin timlne US, 40 yas alti 2 hastaya MRG,
40 yas Ustlindeki 59 hastaya MMG ve ek olarak 6 olguya
MRG yapildi. Hastalarin 33'Gne sol, 39'una sag memeden
biyopsi yapildi. Bir hastaya ise 1 yil arayla dnce sag sonra
sol memeden biyopsi yapildi. Kirk hastaya sadece tru-cut
biyopsi, 11 hastaya sadece IIAB uygulandi ve daha ileri
bir incelemeye gerek duyulmadi. ince igne aspirasyon bi-
yopsisi yapilan 11 hastanin; 1'inde intraduktal papillom,
10'unda diger benign lezyonlar (filoroadenom, sklerozan
adenozis, mastit, fibrokistik degisiklik vb.) saptandi. Tru-
cut biyopsi yapilan 40 hastanin 10’'unda intraduktal papil-

lom, 30'unda diger benign lezyonlar saptandi. Bes hasta-
ya ise direkt olarak eksizyonel biyopsi uygulandi.

Tru-cut biyopsi yapilan hastalarin 13'Gne eksizyon, 3'lne
mastektomi gerekirken, 11AB sonrasi bir hastaya eksiz-
yon uygulandi (Tablo 2). Eksizyon yapilan 22 hastadan
3'G malign (1 intrakistik papiller karsinom, 1 invaziv pa-
piller karsinom, 1 invaziv duktal karsinom) 5'i pre-invaziv
veya pre-neoplastik (3 distk dereceli duktal karsinoma
in-situ, 1 atipik duktal hiperplazi, 1 atipili kolumnar hiic-
reli hiperplazi) olarak degerlendirildi. Buna gobre, tru-cut
biyopsi veya 11AB'de papiller neoplazi én tanisiyla de-
Jerlendirilen 6 hastanin 2'sinde, benign lezyon olarak
degerlendirilen hastalarin é'sinda piyesin histopatolojik
incelemesinde tanisal siniflamada yukar dogru degisme
(upgrade) (%10,9) oldugu goézlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Eksizyon yapilan hastalarda biyopsi ve histopatoloji sonuglarinin karsilastiriimasi

Biyopsi tiirli Biyopsi sonucu

Eksizyon sonrasi
histopatolojik sonug

Olgu Yas Sikayet Taraf
1* 50 Akinti Sag Tru-Cut
2* 30 Yok Sag Tru-Cut
3 63 Yok Sag Tru-Cut
4* 70 Yok Sol Tru-Cut
5* 76 Kanli akinti Sol Tru-Cut
6 57 Yok Sol Tru-Cut
55 Yok Sol Tru-Cut
8 69 Yok Sag Tru-Cut
9* 67 Yok Sag Tru-Cut
107 44 Yok Sag IIAB§
1* 46 Opere sag meme  Sol Tru-Cut
karsinomu
12 54 Yok Sol Tru-Cut
13 42 Yok Sol Tru-Cut
14 33 Kanli akinti Sag Tru-Cut
15* 40 Kanli akinti Sol Tru-Cut
16* 35 Yok Sag IiAB
17 59 Kanli akinti Sag Tru-Cut

iIDPt
iDP

Papiller neoplazi

Papiller neoplazi
Papiller neoplazi

Papiller neoplazi

Papiller neoplazi
Papiller neoplazi

Duktal epitel
hiperplazisi

intraduktal neoplazi
ve mastit

Non-diagnostik

iDP
iDP
iDP

Papiller epitelyal
hiperplazi

Benign
iDP

intrakistik papiller karsinom

Atipili kolumnar hicreli
hiperplazi

Multifokal invaziv papiller
karsinom

Low Grade DCISt
Low Grade DCIS - Atipik IDP

intraduktal papillomatosis,
Apokrin metaplazi

iDP

iDP

Low Grade DCIS ve
papillomatosis

invaziv Duktal Karsinom
Atipik IDP

iDP

iDP

iDP

iDP

iDP

iDP

*Histopatolojik degerlendirmede biyopsiye gore tanisal upgrade olan hastalar
TIDP: Intraduktal Papillom,

1DCIS: in-situ Duktal Karsinom
**Bu hastaya ilk dnce ince igne aspirasyon biyopsisi, ardindan Tru-Cut biyopsi yapilmistir.
§iiAB: ince igne aspirasyon biyopsisi
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TARTISMA VE SONUC

Eksizyonel biyopsi oranini biytk &lclide azaltmasina rag-
men, tru-cut biyopsi veya liAB sonrasi benign papiller
lezyonlarin yénetiminde hangi hastalara eksizyon uygu-
lanacagina dair standart bir tedavi yaklagimi bulunma-
maktadir. Tru-cut biyopsi veya 11AB ile tani alan olgularin
onemli bir kisminin cerrahi eksizyon sonrasi in-situ veya
invaziv kansere upgrade olmasi nedeniyle eksizyonel bi-
yopsi tavsiye edilmektedir (14). Ge¢miste yapilan calisma-
lar, tru-cut biyopsi sonrasi tani konulan atipi icermeyen
benign papillomlarin eksizyonu sonrasi malignite riskinde
artig acisindan farkl sonuclar vermistir (1).

GunlUmizde genel kani atipili papiller lezyonlarin karsi-
nom riski ile iliskili oldugu ve cerrahi eksizyon gerektirdigi
yonlndedir. Buna ragmen bazi yazarlar atipisiz papiller
lezyonlarin radyoloji ve patolojik bulgular korele ise gu-
venle takip edilebilecegini 6ne surdukleri gibi, kimi ya-
zarlar da tim lezyonlarin benign olup olmamasina bakil-
maksizin maligniteyi ekarte etmek icin mutlaka ¢ikarilmasi
gerektigini savunmaktadir (1, 14). Bununla birlikte bazi
yazarlar ise sadece atipi gorilen lezyonlarin ¢ikariimasini
onermektedir (15, 16). Bu konudaki endisenin bir sebebi
de biyopsi 6rneginde atipi alanlari veya karsinom odagdi-
nin gdzden kagabilmesi olasiligidir. Yayimlanan son calig-
malarda, hastalarin beste birinde upgrade saptandigi ve
bu nedenle tedavi yaklasiminin da cerrahi lehine degistigi
gosterilmistir (17).

Rizzo ve ark.'nin (18) atipisiz IDP iceren serisinde yaklasik
%25'lik bir upstage orani bildirmesine ragmen Jaffer ve
ark. (19) yaklasik benzer hasta serisinde %16,4 oraninda
cerrahi eksizyon sonrasi atipi veya malignite bulgusuna
rastlamiglardir. Bizim calismamizda, literatlire benzer se-
kilde, %10,9 oraninda tanisal upgrade saptandi (14, 17).
Fakat upgrade gérilen hastalarin cogunlugu tru-cut bi-
yopsi ve 1IAB sonrasi benign lezyonlar olarak degerlen-
dirilen hastalardi (10 hastanin 6é'si, %60). Postoperatif iDP
tanisi alan olgularin 3'Uinde papiller neoplazi 6n tanisi,
6'sinda IDP veya benign lezyon &n tanisi rapor edildi.

Literatlrdeki cesitli calismalarda ileri yas, postmenopo-
zal durum, gorintilemede kompleks kistik ekopatern,
periferik yerlesim, mikrokalsifikasyonlar, lezyonun buyik
olmasi, patoloji-radyoloji uyumsuzlugu, ylksek Breast
Imaging Reporting and Data Systems (BI-RADS) skoru ve
meme basi akintisi ile malignite arasinda iliski oldugu tes-
pit edilmistir (1). Calismamizda tanisal upgrade goézlenen
5 hastanin 4'G 45 yas ve Uzerinde idi.

intraduktal papillomlarda en sik basvuru sikayeti seréz
veya kanli meme basi akintisidir (5). Fakat ¢cogu hasta
asemptomatiktir ve rutin incelemelerde patolojik radyo-
lojik bulgular sonrasi tani alir (14). Calismamizda toplam 9
hastanin 5'i kanl akinti sikayetiyle bagvururken bu hasta-
larin sadece bir tanesinde malignite saptand..

Bircok calisma MMG'nin benign ve atipik papiller lezyon
ayrminda guvenilir olmadigini bildirmistir (20-22). McG-
han (14) ve ark."1 %89 oraninda hastada biyopsi dncesi pa-
tolojik mamografi bulgusu olarak dansite artisi veya kitle
saptadiklarini rapor etmislerdir. Calismamizda IDP tanisi
alan olgularin MMG'lerinde papilloma 6zgi malign veya
benign ayirici bir bulgu saptanmad..

Literatirdeki bircok benzer calismanin aksine son yillar-
da yapilan genis serili bir retrospektif ¢alismada atipili
lezyonlarin eksizyon sonrasinda upgrade gostermedigi
sonucu rapor edilmistir (17). Bizim bulgularmiz atipi gos-
teren papiller lezyonlarin eksizyonunu desteklemektedir.

intraduktal patolojilerin degerlendirmesinde US vazgecil-
mez bir ydontemdir, lezyonun yayginligindan siiphenilen
olgularda MRG yardimci oldugu igin énerilmelidir. Bu ¢a-
lismada biyopsi yapilan ve intraduktal proliferatif lezyon
on tanisi alan olgularin %10,9'unun total eksizyon son-
rasi tanisal upgrade oldugu dikkat cekmektedir. Papiller
lezyon tanisi alan hastalarda radyolojik gorintileme iyi
degerlendirilmeli, patolojik radyolojik uyumsuzluk olma-
st durumunda total eksizyon yapilmasinin uygun olacagi
kanaatindeyiz.

CALISMA KISITLILIKLARI

Calismamizin retrospektif dizayni ve omeklem buyik-
[Ggu baslica kisitliliklardir. Cerrahi eksizyon atipi ice-
ren, risk faktorl, radyoloji ve patoloji uyumsuzlugu ve
kendi istegi bu ydnde olan hastalara uygulanmistir.
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OZET

Amag: Vena kava trombektomisi ile birlikte yapilan radikal tu-
mor eksizyonu, kavoatrial timor trombozlarinin tedavisinde son
derece dnemlidir. Bu yazida sag atriuma uzanim gdsteren renal
timorlerde uyguladigimiz hipotermik dolagim durdurulmasini
engelleyen infrarenal vena kava inferior kantlasyon teknigini an-
latmaktayiz.

Yéntemler: Haziran 2013 - Aralik 2017 tarihleri arasinda intrakar-
diak uzanim gosteren bobrek kaynakli timér saptanan 5 hasta
tarafimiza konsulte edilmistir. Hastalarin yas ortalamasi 43,2 yil
idi. Pediatrik ve 1 yetigkin hasta erkek, diger 3 yetiskin hasta ka-
dindi. Operasyonlarda vena kava superior, infrarenal vena kava
inferior ve two-stage vendz kanller takili olan Gg¢li vendz kani-
lasyon sistemi kullanildi. Vena kava siperior ve infrarenal vena
kava inferior kanilasyonlarini takiben timér trombusd cikarildi.
Atriotomi kapatilirken two-stage vendz kanil sag atriuma yerles-
tirildi. Prosedure usulince devam edildi.

Bulgular: Operasyon sirasinda ya da sonrasinda mortalite goz-
lenmedi. Ortalama operasyon suresi 465 dk, kardiyopulmoner
bypass stresi 48 dk ve myokardial iskemi stiresi 27 dk idi. Hepatik
ve renal iskemi sureleri ortalama 15,4 dk oldu. Ortalama yogun
bakim ve hastanede kalis sureleri sirasiyla 28,4 saat ve 9,3 gln

ABSTRACT

Objective: Vena cava thrombectomy together with radical tu-
mor excision in the case of cavoatrial tumor thrombosis is vitally
important. In this document, we present the infrarenal inferior
vena cava cannulation technique which overcomes the need of
total circulatory arrest during the treatment of renal tumors ex-
tending into the right atrium.

Methods: Between June 2013 and December 2017, 5 patients
with renal tumors extending into the right atrium, were diag-
nosed. The mean age of the patients was 43.2 years. One pe-
diatric and 1 adult patient were male, the other 3 were adult
females. The three-venous cannulation system containing vena
cava superior, infrarenal vena cava inferior and two-stage venous
cannulae was used. The tumor thrombus was removed following
vena cava superior and infrarenal vena cava inferior cannula-
tions. A two-stage venous cannula was placed in the right atrium
while closing atriotomy. The procedure was continued.

Results: There was no mortality in the peroperative and pos-
troperative period. The mean operation time was 465 minutes,
the duration of cardiopulmonary bypass was 48 minutes and
myocardial ischemia time was 27 minutes. The mean hepatic
and renal ischemia time was 15.4 minutes. The mean intensive
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Renal timdrlerin eksizyonunda infrarenal vena kava inferior kanilasyonu
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hesaplandi.Toplam takip siresi 12 ay idi. Hi¢ bir hastada uzun
dénem takiplerde mortalite ile karsilagiimad.

Sonug: Tumaorin tamamen cikariimasi ve rezidi trombus bira-
kilmamasi bu hasta grubunun mortalitesini belirleyen en dnemli
etkenlerdendir. Uyguladigimiz teknikle birlikte hastalarda hipo-
termik dolagima gereksinim duyulmadan orta hipotermide tam
bir timor eksizyonu saglanmis ve trombls dokusu birakilmadi-
gindan emin olunmustur.

Anahtar Kelimeler: Vena kava inferior, Bobrek kanseri, Tumor
trombdisy, kardiyopulmoner bypass

care unit and hospital stay were 28.4 hours and 9.3 days, respec-
tively. The total follow-up period was 12 months. There was no
mortality in long term follow-up.

Conclusion: Complete tumor resection without any remnant is
the main predictor of mortality in this particular patient popula-
tion. This technique allows tumor resection in moderate hypo-
thermia without needing hypothermic circulation and provides a
safe procedure for complete resection.

Keywords: Inferior vena cava, Kidney cancer, Tumor thrombus,
Cardiopulmonary bypass

GiRiS

Bobrek timarlerinin vena kava inferior yolu ile kalbe dog-
ru yayihmlarinin serilerde ylksek oranlarda olabilecegi
bildiriimektedir (1). Cerrahi tedavi sirasinda timorin vena
kava inferior ve hatta kalp icindeki timér trombdusu ile bir-
likte tamamen ¢ikarilmasi uzun dénem prognoz ve sag
kalim icin son derece dnemlidir (2). Ancak, modern cagda
her tirli medikal ve cerrahi gelismelere ragmen gercek-
lestirilecek bu 6lcekte blylk bir cerrahi dnemli mortalite
ve morbidite oranlarina sahiptir (1,3).

Renal hicreli karsinom eriskin malignitelerinin yaklasik
%3'tinli olusturmaktadir. Urolojik kanserler icinde mor-
talitesi en ylksek olan kanser turidir (4). Renal hicreli
karsinom vakalarinin yaklasik %10’unda vena kava inferi-
orda trombus saptanmaktadir ve cerrahi rezeksiyon tek
kuratif tedavi olarak kargimiza ¢cikmaktadir (5, 6). Olgularin
yaklasik %1'inde ise timor trombist sag atriuma kadar
uzanmaktadir (4).

Vena kava inferiyorda subhepatik diizeyde saptanan timér
trombuslerinin cerrahisi komplike degildir ve genellikle
standart cerrahi yaklagimlar uygulanmaktadir. Ancak trom-
bilstn daha Ust seviyelere ve sag atriuma uzanmasi duru-
munda daha kompleks cerrahi yaklasimlar gerekmektedir.
Supradiafragmatik ve 6zellikle intrakardiak uzanim goste-
ren renal hicreli karsinomlarin givenli cerrahi rezeksiyo-
nunda kardiyopulmoner bypass ve kardiak arrest, hatta to-
tal sirkllatuar arrest siklikla gerekebilmektedir (5). Cerrahi
tedavi kompleks olabilse de; lenf nodu metastazi ve uzak
metastaz olmayan olgularda kir olasiligi saglar. Vena kava
inferiyorda timor trombist bulunan fakat uzak metastazi
olmayan bdbrek timdrlerinde komplet rezeksiyon sonrasi
5yillik sag kalim yaklasik %47-68 oranindadir (4).

Bu yazida vena kava inferior yoluyla intrakardiak uzanim
gosteren renal kaynakli timérlerin tedavisinde klinigimiz-
de uyguladigimiz, total sirkilatuar arrest gereksinimini
ortadan kaldiran teknigi anlatmayi amagladik.

GEREC VE YONTEM

istanbul Tip Fakiiltesinde ilgili branslar tarafindan tani
konulduktan sonra, intrakardiak uzanim gdsteren bébrek

kaynakli timorler nedeniyle 5 hasta Haziran 2013 - Aralik
2017 tarihleri arasinda tarafimiza konsulte edilmislerdir
(Resim 1). Bu 5 hasta disinda vena kava inferior icinde tU-
mor trombUsl olan ancak timérin sag atriuma uzanim
gostermedigi hastalar kardiyopulmoner bypass gereksi-
nimi gostermemeleri nedeniyle bu gruba dahil edilme-
mislerdir. Hastalarin yas ortalamasi 43,2 yil idi. Hastalar-
da makrohematiri, karnin agnsi, halsizlik gibi semptomlar
mevcuttu. 1 hastada diyabetes mellitus ve iskemik kalp
hastaligi, 1 hastada hipertansiyon mevcuttu. Pediatrik ve
1 yetiskin hasta erkek, diger 3 yetiskin hasta kadindi. Yapi-
lan biopsi neticelerinde pediatrik vakada Wilm’s timord,
geri kalan erigkin hastalarda renal hiicreli karsinom olarak

$Sag atriuma uzanan
tomor trombiisii

\\fena kav¥a infdrior

uzammi gosteren tiimor '
‘rumbl’.’lsﬁ

Resim 1: Tomografide bobrek kaynakl timéorin renal
ven invazyonu ve vena kava inverior yoluyla sagd atriuma
uzanan timor trombulsi gorilmekte.
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Tablo 1: Hastalarin demografik ozellikleri

Demografik Ozellikler
Erkek

Kadin

Diyabetes Mellitus

Hasta Sayisi

Hipertansiyon
iskemik kalp hastalig;

Sol bébrek tutulumu

N W = = = W N

Sag bébrek tutulumu

teshis edilmislerdir. Hastalarin 3'inde timor sol bdbrek-
ten, 2'sinde timor sag bobrekten kaynaklanmaktaydi.
Uzak metastaz 1 hastada mevcuttu. 2 hastada intraopera-
tif eritrosit sUspansiyonu kullanimi gerekti. Tim hastalara
operasyon &ncesi dénemde kemoterapi uygulanmis ve
timor boyutlarinda azalma saglanmisti. Hastalara ait de-
mografik &zellikler Tablo 1'de gésterilmistir.

Cerrahi Teknik

Tum operasyonlar kalp ve damar cerrahisi, roloji ve ge-
nel cerrahi ya da cocuk cerrahisi uzmanlarindan olusan
ekip ile gerceklestirildi. Genel anestezi altinda gerekli
invaziv arter ve santral vendz kateterizasyonlari ve moni-
torizasyonlar sonrasi hastalarin tim vicutlan betadin ile
silindikten sonra toraks, batin ve dize kadar bacaklar agcik
kalacak sekilde értiildi. Ozellikle olasi pulmoner emboli
durumunu hizlica degerlendirebilmek amaciyla hastalara
transézofageal ekokardiyografi probu yerlestirilerek de-
vamli ekokardiyografi monitérizasyonu yapildi.

Operasyona cerrahive Groloji ekipleri birlikte bagladi. Me-
dian laparotomi (2 hasta) ya da bilateral subkostal insiz-
yonla (3 hasta) batin acilip timérin kaynaklandigr bobrek

. 5
gL |
frarenal vena kava
Y infesjor kantifasyonu

b\ s

ve renal arter ile vena kava inferiora dokilen hepatik ve-
ndz yapilar ve hepatoduodenal ligaman prepare edildik-
ten sonra kardiyovaskiler cerrahi ekibi operasyona dahil
oldu. infrarenal vena kava inferior prepare edildi, tape ile
dénildi ve kantlasyon icin hazirlandi. Median sternoto-
mi yapilip perikard agildiktan sonra asendan aort ve vena
kava stperior prepare edildi, tape ile dondldd. Bir ucuna
vena kava superior, bagka bir ucuna infrarenal vena kava
inferior ve farkl bir ucuna da two-stage vendz kandller
takilmak Uzere Ggli vendz kanilasyon sistemi (Resim 2a,
2b, 2¢) hazirlandi. Heparinizasyon (300 Unite/kg) sonrasi
asendan aorta, vena kava sUperior ve infrarenal vena kava
inferior kanullasyonlari yapildi. Two-stage kandlin bagh
oldugu hat klemplendi. Kardiyopulmoner bypass basla-
tildi. Orta derecede hipotermide (32°C) asendan aortaya
kros klemp koyuldu, antegrad kan kardiyoplejisi ile kardi-
ak arrest saglandi. Venéz kandllerin snareleri sikildi. Portal
ven ve hepatik arteri de iceren hepatoduodenal ligaman
klempe edildi. Timérin olmadigr renal ven klempe edil-
di. Tumérin kaynaklandidi bébrege nefrektomi uygulan-
di ve o renal ven agik birakildi. Sag atriotomi yapildi. At-
rium ve vena kava inferiora invaze olan timor trombusi
(Resim 3) elevator yardimiyla duvardan kazinarak ¢ikarldi.
Acik birakilan renal ven ile atrium arasindaki timorin ta-
mamen ¢ikarildigindan emin olunduktan sonra (intratora-
sik vena kava inferior ile renal ven arasinin inspeksiyon ile
tamamen timor trombistnden temizlendigi gorilerek)
renal ven primer sitire edildi. Hepatoduodenal ligaman
ve saglikli bébregin renal venindeki klempler kaldinl-
di. Atrium kapatildi. Two-stage vendz kanil sag atriuma
yerlestirildi. Vena kavalardaki snareler acildi. Kros klemp
kaldinldi. Hasta isitilirken infrarenal vena kava inferior ve
vena kava stperiordaki vendz kandller klempe edildi ve
cikanldi. Uygun hemodinami ve isida kardiyopulmoner
bypasstan cikildiktan sonra hasta dekanlle edildi. Hepa-
rin protamin (450 Unite/kg) ile notralize edildi. Hemostaz

Resim 2: Uclii vendz kanlilasyon sistemi. a. Vena kava superior kantilasyonu. b. infrarenal vena kava inferior kaniilasyonu.

c. Tumdr tamamen atrium ve vena kavadan c¢ikarildiktan sonra two-stage sag atrium kanulasyonu.
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Resim 3: Peroperatif atrium ve vena kava inferiora invaze
olan timaor trombisd.

yapildi. Lojlara uygun drenler yerlestirildikten sonra batin
ve toraks bosluklari usultine uygun olarak kapatildi.

Operasyon sonrasi tim hastalar kardiyovaskiler cerrahi
yogun bakim Unitesine transfer edildiler. Uygun sartlarda
ekstibasyonlari saglandiktan sonra troloji servisine alina-
rak taburculuga kadar orada takipleri yapildi. Tim hasta-
lara 6 ay boyunca antikoagilan tedavi uyguland.

BULGULAR

Operasyon sirasinda ya da sonrasinda mortalite goz-
lenmedi. Tum hastalar operasyonu tolere etti ve komp-
likasyonla karsilasilmadi. Ortalama operasyon stiresi 465
dk, kardiyopulmoner bypass stresi 48 dk ve myokardial
iskemi stiresi 27 dk idi. Hepatik ve renal iskemi sireleri or-
talama 15,4 dk oldu. Sadece 2 hastaya kardiyopulmoner
bypass sonrasi ve postoperatif yaklasik 4 saat boyunca
Sugr/kg/dk dozunda dopamin inotropik destegi gerekti.
Hastalar ortalama 5,7 saat icinde ekstibe edildiler. Or-
talama yogun bakim ve hastanede kalig streleri sirasiyla
28,4 saat ve 9,3 glin hesapland.

Toplam takip stresi 12 ay idi. Hi¢ bir hastada uzun dénem
takiplerde mortalite ile karsilagilmadi. Uzak metastazlan
olan 18 yasindaki hastanin akciger ve karacigerindeki me-
tastazlan takiplerinde ¢ikarildi. Bir hastaya postoperatif 1.
ayinda adjuvan kemoterapi baslandi, 1 yil sonunda PET-
CT'de sol paraaortik alandan paravertebral alana ulagan
ve nefrektomi loujnda niiks olabilecek lezyon saptandi, te-
davisinin degistirilmesine karar verildi. 4 hastada uzun do-
nem takiplerde niiks saptanmadi. Tim hastalar yasamlari-
ni saglikl bir sekilde devam ettirmektedirler. Hastalara ait
operatif ve postoperatif veriler Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 2: Hastalarin operatif/postoperatif 6zellikleri

Operatif/postoperatif 6zellikler Hasta Sayisi
intraoperatif komplikasyon -
intraoperatif mortalite -
Postoperatif morbidite -
Eritrosit sUspansiyonu gereksinimi 2
Renal ven invazyonu 5
inotrop destek ihtiyaci 2

NuUks 1

TARTISMA

Renal hicreli karsinomun tedavi stratejileri, bu hastaligin
molekiler ve genetik dzelliklerinin anlagilmasiyla birlikte
degismeye devam etmektedir (7). inferior vena kava'ya
uzanim gosteren renal hicreli karsinom varliginda vena
kaval trombektomi ile birlikte nefrektomi operasyonu ilk
olarak Berg tarafindan 1913 yilinda tanimlanmistir (8). Bu
tarihten itibaren vena kaval trombektomi ile birlikte yapi-
lan radikal timor eksizyonu kavoatrial timor trombozla-
rinda glvenilir bir metot olarak kullaniimaktadir (8).

Operasyon ile iligkili mortalite oranlarn %2,7-13, beklenen
5 yillik sag kalim ise %30 ile %72 arasinda degismektedir
(9). Skinner ve arkadaslarinin ¢alismasina (10) gore timor
trombozu olan olgularda, timorin uzanim gésterme de-
recesinden bagimsiz olarak, yag dokusu veya lokal nod
metastazi yok ise, 5 yillik sag kalim oranlarn renal kapsiil
icinde sinirli kalan timérlerle benzerdir. Bununla birlikte,
tamamlanmamisg timér rezeksiyonu kotl prognoz ile ilis-
kilidir. inkomplet tiimér rezeksiyonu yapilan hastalarda
cerrahiyi takip eden 5 yillik sag-kalim oranlar %0-17,5
arasindadir (2).

Renal hicreli karsinom kemoterapi ve radyoterapi gibi
konvansiyonel yontemlere cevapsizdir; bu nedenle cer-
rahi tedavi bu timérin tedavisinde en givenilir ve etkili
metottur (8). Tumor trombusi infrahepatik inferior vena
kavada lokalize oldugunda (tip | veya Il), timor genelde
inferior vena kava proksimal ve distali kontrol altina alin-
diktan sonra cikarilmaktadir (8). inferior vena kava trom-
bislerinin yarisi infrahepatiktir ve %10'u sag atriumda
yerlesmektedir (11). Timor trombist sag kardiyak bos-
luklara kadar uzandiginda ise (tip IV), en-blok timér eksiz-
yonu kardiyopulmoner bypass altinda yapilmaktadir (8).
Bununla birlikte, inferior vena kava trombozu ile birlikte
renal hicreli karsinomu olan hastalar operasyon sonrasi
adjuvan terapilerin faydasini géremeden masif pulmoner
emboli veya operasyon suresince kanama gibi komplikas-
yonlarla karsilasabilmektedirler (2, 3, 10). TEE preoperatif
olarak timorlin uzandidi yeri gdstermede, timér veya
gaz embolisini saptamada, intraoperatif olarak ise trom-
blstn tamamen cikarldigini konfirme etmede faydalidir
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(10, 12). intraoperatif pulmoner embolinin inferior vena
kava veya bdbregdin manipilasyonu sirasinda olabilecegi
bildirilmistir ve TEE'nun prosedirin her basamaginda ru-
tin kullanilmasi dnerilmektedir (13).

Pulmoner emboli, etkilenen inferior vena kava bdlimu-
ntn direkt gorilerek proksimalinin kontrol altina alinmasi
icin uygun cerrahi saha saglanmasi ile dnlenebilir (13). Ka-
raciger transplantasyon tekniklerini kullanarak karaciger
mobilizasyonu ile timér fragmentasyonu olmadan trom-
blsin tamami cikarnlabilir (14). Bu teknik inferior vena
kavanin kontrol altina alinmasini saglamaktadir. Fakat
duodenal yaralanma, karaciger laserasyonu, pulmoner
emboli gibi komplikasyon riski olup Ill. ve IV. basamak
hastalar ile kullanimi sinirli tutulmustur (14). Secilmis grup
Il vakalarda da uygulanabilir (14, 15). Saha tamamen kont-
rol altina alinmadan, kérlemesine yapilan trombds eksiz-
yonu, postoperatif embolilere, timor fragmentasyonu ve
[Gmen icinde trombus kalmasi sebebiyle olusabilecek er-
ken dénemde rekiirren hastaliga sebep olabilir (16). Kaval
duvarda timér invazyonu olan olgularda medial venoto-
minin kaval duvar eksizyonu ve renal ven onarnimi sonrasi
duvari daraltma riskinin yiksek oldugu ve kaval duvar re-
konstriksiyonu gerektirdigi disintlmektedir (13).

Pulmoner emboliyi engellemek amaciyla kullanilan diger
stratejiler arasinda suprarenal inferior vena kava kontrolu-
nl saglamak amaciyla suprarenal inferior vana kavaya klip
kullanimi, sternotomi ile direk klempleme, sitir/staple
ligasyonu ile inferior vena kavayi ayirma ve suprarenal in-
ferior vena kava filtresi yerlestirilmesi sayilabilir (17). Ope-
rasyon sonrasi rekirren inferior vena kava trombozunu
onlemede antikoagtlanlarin roli literatirde kesin olarak
bulunmamaktadir. Erken postoperatif dénemde derin
ven trombozunu 6nlemek amaciyla diistik molekdl agir-
likl heparin ve dekstran kullaniimaktadir (17).

Ekstrakorporeal sirkilasyonun dahil oldugu metotlar
uzun operasyon suresi, artmig kanama riski, renal disfonk-
siyon ve norolojik komplikasyonlar icermektedir (8). Tip
IV trombdis gorilen bazi vakalarda, trombis veya timér
dokusu lokalize olarak inferior vena kava duvari, hepatik
ven, endokard veya trikispid kapaga guicli olarak tutuna-
bilir (18). Cerrahi tedavinin esas amaci neoplastik doku-
nun tamamen cikarilmasidir. Kardiyopulmoner bypass ile
birlikte hipotermik sirkulatuar arrest kullaniimasi; kanama-
siz bir cerrahi alan saglamasi, pulmoner emboli ve fatal
hemoraji ile hepatik ve renal iskemi riskini azaltmasi gibi
yonlerden avantaj saglamaktadir. Béylece timér eksizyo-
nu sirasinda timor dokusu birakma riski azalir ve inferior
vena kava limeni (zellikle hepatik ven) ile sag atriumun
optimal dederlendiriimesine olanak saglar (9).

Derin hipotermik sirkulatuar arrest ile birlikte olsun veya
olmasin kardiyopulmoner bypass, atriyuma uzanan timor
trombisU olan hastalarda trombektomi icin kansiz bir
alan saglamak icin uygulanan geleneksel yaklagimdir. De-

rin hipotermik sirkulatuar arrest kullaniminda daha uzun
ameliyat slresi, daha yiksek postoperatif koagilopati,
bobrek yetmezligi ve retroperitoneal kanama goérilmek-
tedir. Literatlrde kardiyopulmoner bypass kullanilmadan
uygulanan teknikler de mevcuttur; fakat manipulasyon
ile daha ylksek intraoperatif timor embolizasyonu ris-
ki, timor yuka belirsizligi, sinirli hasta 6rmegi ve daha
blyik atriyal trombisi olan hastalarda sinirli uygulama
nedeniyle tartismalidir (19). Vena kava superior, femoral
ven ve aort kanllasyonu ile derin hipotermik sirkulatuar
arrest altinda kardiyopulmoner bypass, derin hipotermik
sirkulatuar arrest olusturmadan sadece kardiyopulmoner
bypass ve kardiyopulmoner bypassa ek olarak vakum
yardimiyla vendz drenaj saglanmasi veya kavaatrial sant
yoluyla yaklagim teknikleri de tanimlanmistir. Derin hipo-
termik sirkulatuar arrest ve kardiyopulmoner bypass kulla-
nilarak yapilan kardiyak cerrahi girisimler sonrasi nérolojik
hasar riski %5-20 arasinda rapor edilmistir (4). Anestezi
ve cerrahi uygulamalarindaki gelismeler, teknikler arasin-
daki tartismalari ortadan kaldirmistir ve kardiyopulmoner
bypassin ameliyathanede alternatif olarak bulunmasi ge-
rekli gorilmektedir (19). Santrifujal bir pompa kullanilarak
vend-vendz bypass (IVK ve sag atriyum kanilasyonu ile),
minimal invaziv ve perkutan bypass teknikleri de literatir-
de bildirilmistir (20).

Bizim olgularimizda trombis sag atriuma kadar uzanmak-
taydi. Bu sebeple hastalarda kardiyopulmoner gereksini-
mi mevcuttu. Calismamizdaki major sinirlayici faktor has-
ta sayisi olup; uyguladigimiz teknikle birlikte hastalarda
hipotermik dolagima gereksinim duyulmadan orta hipo-
termide tam bir timor eksizyonu saglanmis ve trombds
dokusu birakilmadigindan emin olunmustur. Béylece bu
hasta poptlasyonu icin givenilir ve etkin bir metot olarak
kullanilmistir.
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OZET

Amag: Kirllganlik; geriyatrik populasyonlarda olusturulmus, fizik-
sel inaktiviteyi ve hastalik komplikasyonlarina duyarliligi anlatan
bir tanimlamadir. Hemodiyaliz (HD) hastalarinda kirilganligi ince-
leyen ¢alismalarin codu yasli populasyonlardadir. Kognitif bozuk-
luk HD hastalarinin g6z ardi edilen bir sorunudur. Bu ¢alismanin
amaci geng erigkin HD hastalarinda kirllganlikla kognitif bozukluk
arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

Yéntemler: Calismaya 18-65 yas arasi 102 HD hastasi alindi. Kiril-
ganlik; klinik kirlganlik indeksi (KKi) ile, kognitif durum Montreal
Cognitive Assesment (MoCA) ile degerlendirildi. KKi puani 5-7
arasi olan hastalar kirilgan, 4-7 arasi olanlar duyarli veya kirilgan
olarak belirlendi. MoCA skoru <24/30 olanlar kognitif bozukluk
olarak degerlendirildi.

Bulgular: Hastalarin yas ortalamasi 48,3+12,4 yil idi. Duyarli-ve-
ya-kinlgan olma %26,7, kirllganlik %12,7 siklikta bulundu. Kogni-
tif bozukluk sikligi %69,6 idi. Kognitif bozuklugu olan ve olmayan
HD hastalan kargilastinldiginda, kognitif bozuklugu olanlarda
hem kirllgan olma sikligi hem de duyali veya kirllgan olma sikhigi
anlamli dizeyde artmisti (sirasiyla %22,4; %0,0 p=0,011 ve %57,7,
%3,3 p<0,001). KKi puani ile MoCA skoru arasinda anlamli ne-
gatif korelasyon vardi (-r=0,607, p<0,001). Bu korelasyon yas, di-
yabetes mellitus ve kardiyovaskiler hastalikla yapilan regresyon
analizinden sonra anlamliligini korudu (p=0,012).

Sonug: Bu calisma geng eriskin HD hastalarinda kinlganligin
kognitif bozukluk ile iliskili olabilecegini gésterdi. HD hastalarin-
da kirlganligin belirlenmesi, inaktivite ve komorbiditeler disinda,
kognitif bozukluga karsi da &nlem almamizi gerektirebilir.

Anahtar Kelimeler: Kirllganlik, kognitif bozukluk, hemodiyaliz

ABSTRACT

Objective: Frailty is a definition used in relation to geriatric pop-
ulations, indicating physical inactivity and susceptibility to dis-
ease. Studies investigating frailty in hemodialysis (HD) patients
mostly include the elderly. Cognitive impairment is overlooked
in HD patients. This study aims to investigate associations be-
tween frailty and cognitive impairment in young-adult HD pa-
tients.

Methods: The study included 102 HD patients aged 18-65 years
old. Frailty was evaluated using the clinical frailty index (CFI)
and cognition was evaluated using the Montreal Cognitive As-
sessment (MoCA). A CFl value between 5 and 7 was defined as
frail, and 4-7 was defined as vulnerable-or-frail. An MoCA value
<24/30 was determined as cognitive impairment.

Results: Mean patient age was 48.3+12.4 years. Vulnera-
ble-or-frail patients accounted for 26.7%, frailty, 12.7%. Frequen-
cy of cognitive impairment was 69.6%. The likelihood of Frailty
and being vulnerable-or-frail were increased in patients with
cognitive impairment compared with those without cognitive
impairment (22.4%; 0.0% p=0,011 and 57.7%; 3,3% p<0,001). CFI
and MoCA were negatively correlated (-r=0,607, p<0.001), which
was still significant after adjusting for age, diabetes mellitus and
cardiovascular disease (p=0.012).

Conclusion: This study showed that frailty may be associated
with cognitive impairment in young-adult HD patients. Deter-
mining frail HD patients may necessitate dealing with inactivity,
comorbidities and also cognitive impairment.

Keywords: Frailty, cognitive impairment, hemodialysis
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GiRiS

Kronik hemodiyaliz (HD) programinda takip edilen son
dénem bdbrek yetersizligi (SDBY) hastalarinin yas or-
talamasi giderek yikselirken, genellikle yasli insanlarin
problemleri olan fiziksel kirlganlk ve kognitif bozuklu-
gun geng HD hastalarinda da sik¢a bulunabildigi anlasil-
mistir (1-3). Kirlganlik; geriyatrik populasyonlar Gzerinde
olusturulmus olan ve genel anlamiyla fiziksel inaktivite ve
hastaliklarla iligkili komplikasyonlara duyarli olmay ifade
eden bir tanimlamadir (4, 5). Bu tanimlamanin temelinde
yaslanma ile ortaya ¢ikan ve bircok organ sistemini etki-
leyen islevsel eksilmeler bitlint yer alir (1, 6). HD hastala-
rinda kirllganlik sikh@r artmis olup, kinlganhk durumu yas
ve komorbiditelerden bagimsiz olarak mortalite ile iligkili
bulunmustur (7, 8). Bu hastalarda kognitif bozukluk sikhg
ise tahmin edilenden cok daha fazladir ve bu durumun
temelinde mikrovaskiler hastalik, kronik inflamasyon ve
malnutrisyon yer alir (9).

HD hastalarinda vaskuiler yaslanma belirgin artmistir (2).
Dolayisiyla bu populasyon icin fiziksel kinlganlik ve kog-
nitif bozukluk sikliklarinda artis ve bu ikisinin arasinda
olasi bir iliski beklenebilir. Ustelik kognitif bozuklugun ki-
siyi daha hareketsiz, isteksiz, genel saglik durumunu fark
edemeyen ya da dnemsemeyen bir duruma sokarak kiril-
ganhda katki yapmasi da olasidir. Biz bu calismada, geng
erigkin kronik HD hastalanmizdaki kirllganlik sikhigini ve
bu durumun kognitif bozukluk ve komorbid durumlarla
olast iligkilerini incelemeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Hasta secimi ve veri eldesi

Bu kesitsel calismaya, Kahramanmaras Siitcti imam Uni-
versitesi Tip Fakiltesi Nefroloji Bilim Dali takibinde olan
ve kronik HD tedavisi géren SDBY hastalar dahil edildi.
Calismaya dahil etme kriteri; haftada 3 seans rutin hemo-
diyaliz tedavisi goren, 18-65 yas arasi SDBY hastalar ola-
rak belirlendi. Diglama kriterleri; malign hastalik, gérme
bozuklugu, bakim yurdu veya palyatif tedavi merkezinde
yasamak, kalp yetersizligi tanisi veya kardiyak pacema-
ker olmasi, demans tanisi, tani konmus serebrovaskdiler
hastalik, tiroid fonksiyon bozuklugu, depresyon ve psikoz
tanisi olmak veya ilgili ila¢ kullanmak, romatoid artrit, an-
kilozan spondilit, Ulseratif kolit gibi kronik inflamatuvar
hastaligi olmak, tek havuz Kt/V degerinin < 1,2 olmasi,
serum albumin degerinin < 3 gr/dl olmasi, aktif pnémoni
veya siddetli enfeksiyon bulunmasi olarak belirlendi. Bu
kriterleri kargilayan 102 kronik HD hastasi calisma popu-
lasyonu olarak secildi. Dahil edilen hastalarin beden kitle
indeksi (BKi), HD tedavi siiresi ve egitim durumunu da
iceren demografik bulgularla birlikte, komorbid hastalik-
lar belirlendi. Hastalarin serum paratiroid hormon (PTH),
hemoglobin (Hb), albumin, C-reaktif protein (CRP), diyaliz
yeterliligi (Kt/V) verileri kayit altina alindi. Egitim durumu,
egitim gordukleri yil sayisi olarak; hipertansiyon (HT), en

az bir adet antihipertansif ila¢ kullaniyor olmak; kardiyo-
vaskdiler hastalik (KVH), gésterilmis periferik veya kardiyak
damar hastaligi 6ykisi olarak belirlendi. Diyaliz yeterli-
ligi; Daugirdas denklemi tek-havuz Kt/V ile hesaplandi
(10). Agustos - Eyltl 2018 arasinda yapilan calisma igin
hastalardan bilgilendirilmis onam alindi. Calisma, Kah-
ramanmaras Sttcl imam Universitesi Tip Fakltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

Kirilganhk durumu ve kognitif degerlendirme

HD hastalarinin kirllganlik durumunun degerlendiriime-
sinde klinik kirlganlik indeksi (KKI) (Clinical Frailty Scale
/ Rockwood Frailty Index) kullanildi (5, 11). “Canadian
Study of Health and Aging” kapsamindaki ¢alismalar-
dan tiretilmis olan bu indeks hastalarin gunltk aktivite
durumunu, hastalik semptomlari yasayip yasamadigini
ve baskalarinin yardimina ihtiyag duyup duymadigini 1-9
arasinda puanlandiran bir skala olup, daha yiksek puani
olan kimseler hastaliklarla ilgili komplikasyonlar acisin-
dan daha riskli kimseler olarak kabul edilmektedir. KKi
puanlama sisteminde 1-3 arasi puan alan hastalar genel
olarak iyi durumda, 4 puan alanlar kirlganliga duyarli, 5-7
puan alanlar ise kirllgan olarak degerlendirilir. lyilesmesi
beklenmeyen agir hastalar ve yasamin son déneminde-
ki kimseler ise 8-9 puan alirlar (5, 11). Calismamizda KKi
degerlendirmesi deneyimli bir hekim tarafindan hasta-
nin kendisi, birinci derece yakini ve sorumlu hemodiyaliz
hemsiresi ile goriisiilerek yapildi. Buna gére KKi puani 5-7
arasi olan hastalar kirilgan ve KKi puani 4-7 arasi olanlar
ise duyarli veya kirilgan olarak siniflandirildi. Bu yéntemle
hem kirllgan olan hastalar (KKi; 5-7) digerleri ile karsilas-
tirma hem de KKi degerlendirmesinden 4 puan alan kiril-
ganhda duyarli hastalari da dahil edip (KKi: 4-7), sadece
iyi durumdaki hastalari disarida birakan ikinci karsilastir-
ma yapma imkani elde edildi. Calisma i¢in belirledigimiz
dislama kriterleri KKi puani 8-9 olabilecek agir hastalan
calisma disinda birakti. KKi siniflamasina ait puanlama ve
tanimlamalar Sekil 1'de gorilmektedir.

HD hastalarinda kognitif degerlendirme i¢in Montreal
Cognitive Assessment (MoCA) testi (orijinal version 7,1)
kullanildi. Testler hastalara rutin bir HD seansinin hemen
oncesinde ayr bir oda ve sakin bir ortamda, hekim esli-
ginde uygulandi (12-14). MoCA testinde; ylritme (sayi
takibi, kiip ve saat ¢izme), adlandirma (hayvan adlarn), ha-
fiza (hemen ve gecikmis kelime hatirlama), dikkat (sayi ve
harfleri yakalama, ¢ikarma iglemi), lisan (kelime ve climle
dizgiinligu), soyutlama (benzer anlamlar) ve oryantasyon
(zaman ve mekan uyumu) olacak sekilde toplam 7 alt grup
puanlamasinin toplami, test uygulanan kisinin toplam
MoCA skoru olarak belirlenmektedir. Maksimum MoCA
skoru 30/30 olup, calismamizda toplam MoCA skorur <
24/30 olanlar, kognitif bozukluga sahip HD hastalari olarak
degerlendirildi (2, 14, 15). Tim HD hastalarinin kinlganhk
durumu ve kognitif skorlari belirlendikten sonra, kirllganhk
ile kognitif bozukluk arasinda olast iligkiler arastirildi.



~ Hemodializ hastalarinda kirilganlik ve kognitif bozukluk
Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi ® J Ist Faculty Med 2019;82(2):81-8

1 Cok zinde Oldukga hareketli, egzersiz yapan, direngli, motive ve
zinde kigiler

2 Iyi Genel olarak hareketli olup, aktif hastalik semptomu
olmayan kigiler

3 Idareli iyi Hastaliklar1 genel olarak kontrol altinda olup, rutin
yiirtime diginda hareketli olmayan kisiler

4 Duyarl Bagskalarma bagimli olmayip, ¢abuk yorulan veya hastalik
semptomlar1 nedeniyle aktivitesi kisitlanan kisiler

5 Kirilgan Genel olarak yavas hareket eden, agir ev isleri ve seyahat
icin yardima ihtiya¢ duyabilen kisiler

6 Orta kinlgan Ev isleri ve ev dis1 aktivitelerin tamaminda yardim alan,
merdiven ¢ikmakta zorlanan kisiler

7 Tleri kirilgan Kisisel bakimda tamamen bagkalarinin bakimma muhtag
olan ancak genel durumu stabil kisiler

Sekil 1: Klinik kinlganlik indeksi (KK puanlama; 1-7 (5, 11).

istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences, for Windows, Version 18,0. Cica-
go: SPSS inc.) programi kullanildi. Veriler ortalama+=SD
veya % olarak sunuldu. Surekli verilerin normal dagilim
gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk yéntemiyle deger-
lendirildi. Kategorik degiskenlerin yorumu icin Ki-kare
ve Fischer's exact testleri kullanildi. Strekli degiskenle-
rin karsilastinlmasinda normal dagilim gosterenler igin
Student t-testi, normal dagilimda olmayanlar i¢in Mann
Whitney-U testi uygulandi. Korelasyon analizleri normal
dagilim gosteren surekli degiskenler icin Pearson, normal
dagilim gostermeyen slrekli degiskenler icin Spearman
testleri ile yapildi. Coklu lineer regresyon analizleri enter
yontemi ile yapilirken KKi puani bagimli degisken olarak
kullanildi. Regresyon modeli olusturulurken éncelikle KKi
puanina énemli etkisi olan dedistirici faktorler belirlendi.
Diger bagimsiz degiskenler icinde, regresyona birer bi-
rer eklendiklerinde bu dnemli degiskenlerin beta yikin-
de etki yaratmayan bazi bagimsiz degdiskenler modelinin
disinda birakilirken, yas, cinsiyet ve komorbid hastaliklar
modelin icinde sabit tutuldu. Istatistiksel yorumda p<0,05
olmasi anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Klinik bulgular, kinlganlik durumu ve kognitif
degerlendirme

Hastalarin yas ortalamasi 48,33+12,46 yil olup, %64,7'si er-
kek cinsiyette idi. Kronik HD tedavisi gordukleri ortalama
stre 64,6+50 ay ve ortalama egitim sureleri ise 7,4+3,1
yil olarak belirlendi. Diyabetes mellitus (DM), HT ve KVH
sikliklari ise sirasiyla %18,6, %45 ve %21,5 oranlarinda sap-
tandi. Tek havuzlu Kt/V degerleri ortalamasi 1,51+0,15
bulundu. Tablo 1, calismaya dahil olan HD hastalarinin
demografik, klinik ve laboratuvar bulgularini icermektedir.
Ortalama kirilganlik puani, 102 HD hastasinda 3,02+1,15
olarak bulundu. Klinik kinlganlik indeksi degerlendirmesi-
ne goére duyarli veya kirilgan olarak dederlendirilen has-
talarin toplami 27 olurken (%26,5), yalnizca kirilgan olarak
siniflandinlan hasta sayisi 13 (%12,7) bulundu. Hastalarin

Tablo 1. HD hastalarinin demografik, klinik ve
laboratuvar bulgulan

Degisken HD hastalar (n=102)
Yas; yil 48,33+12,46
Yas; yil, min./maks. 21/65
Cinsiyet; erkek/kadin (%) 66 (64,7)/36 (35,3)
HD tedavi siiresi; ay 64,66+50,08
Egitim siiresi; yil 7,41+3,17
BKi; kg/m? 24,70+4,32
DM; n (%) 19 (18,6)

HT; n (%) 46 (45,0)
KVH; n (%) 22 (21,5)
Albumin; g/dL 4,03+0,32
CRP; mg/L 11,24+13,82
PTH; pg/mL 520,96+480,05
Hb; g/dL 11,67+1,73
Kt/V 1,51+0,15

BKi, beden kitle indeksi; DM, diyabetes mellitus; HT, hipertansiyon;
KVH, kardiyovaskiler hastalik; CRP, C-reaktif protein;
PTH, paratiroid hormon; Hb, hemoglobin.

Tablo 2. HD hastalarinin kirllganlik durumu ve kognitif
degerlendirmesi

Degisken HD hastalari (n = 102)
KKi 3,02+1,15

KKi; min./maks. 2/6

KKi 4-7; n (%) 27 (26,5)

KKi 5-7; n (%) 13(12,7)
MoCA 21,07+3,76
MoCA; min./maks. 12/29

MoCA < 24/30; n (%) 71 (69,6)

KKi, klinik kinlganlik indeksi; MoCA, Montreal Cognitive
Assessment.
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ortalama MoCA toplam kognitif skoru 21,07+3,76 olup,
kognitif bozukluk olarak degerlendirilen hasta orani ise
%69,6 olarak saptandi. HD hastalarinin kirllganlik durumu
ve kognitif degerlendirmesine ait bulgular Tablo 2'de su-
nulmustur.

Kirilganlik ile kognitif bulgularin karsilastiriimasi

HD hastalarinda kirllganlik puant ile kognitif skor arasinda
kuvvetli negatif korelasyon saptandi (-r=0,607, p<0,001)
(Tablo 3). Bu negatif korelasyon, kirllganliga etki edebile-
cek hasta yasi ve DM, KVH gibi komorbid hastaliklar igin
yapilan regresyon modelinden sonra anlamliligini korudu
(p=0,012). Coklu lineer regresyon analizinde KKi puanina
onemli etki eden degistirici faktorler yas, MoCA skoru ve
KVH olarak belirlendi. (Tablo 4). Kognitif bozuklugu olan
HD hastalarinin (MoCA <24/30) ortalama kirllganlik puant,
kognitif bozuklugu olmayanlardan anlamli derecede yik-
sekti (3,37+1,18; 2,23+0,49, p<0,001). Kirllgan olma (KKi:
5-7), kognitif bozuklugu olan HD hastalarinda, olmayanla-
ra gore anlamli dizeyde artmisti (%22,4; %0,0 p=0,011).
Duyarli veya kinlgan olma durumu da (KKi; 4-7), kognitif
bozuklugu olan HD hastalarinda olmayanlara nazaran art-
mis bulundu (%57,7; %3,3 p<0,001). Kinlgan olarak de-

Jerlendirilen 13 hastanin hepsinde kognitif bozukluk da
mevcuttu. HD hastalarinda kognitif skorun kirlganlik pua-
nina gore dagilimi Sekil 2'de gorilmektedir.

Kirilganhk ve kognitif skor ile klinik &zelliklerin
karsilagtiriimasi

Korelasyon analizinde kirllganlik puani hasta yasi ile kuv-
vetli pozitif korelasyon gosterirken (r=0,641, p<0,001),
egitim slresi, serum albumin dizeyi ve Kt/V ile negatif
korelasyonlar gosterdi. HD suresi, CRP, PTH ve Hb de-
Gerleri KKi puani ile korelasyon gostermedi. (Tablo 3).
Duyarli veya kirllgan olarak degerlendirilen hastalarin yas
ortalamasi digerlerinden anlamli derecede yiiksek bulu-
nurken (59,9; 44,4, p<0,001), benzer sekilde kognitif bo-
zuklugu olan hastalarin da yas ortalamasi artmisti (51,7;
40,5, p<0,001). Cinsiyete gore; erkek ve kadin hastalarin
ortalama KKi puanlari ve ortalama MoCA skorlan farkli
degildi (sirasiyla E/K; 3,20+1,28 / 2,69+0,78 p=0,097 ve
E/K; 20,77+3,75/21,61+3,75 p=0,328). Kirllganlik durumu
ile ortalama BKi arasinda iliski saptanmadi (p=0,541).

HD hastalarinda DM, HT ve KVH bulunmasi durumlarin-
da, ortalama KKI puanlarinin bu tanilara sahip olmamaya

Tablo 3. HD hastalarinda kirlganlik ve kognitif skorla iligkili faktorlerin korelasyon analizi

KKi MoCA
r r P
KKi 1 -0,607 <0,001
Yas 0,641 <0,001 -0,539 <0,001
Egitim siiresi 0,334 0,001 0,463 <0,001
HD siiresi -0,160 0,108 -0,001 0,992
Albumin -0,204 0,039 0,233 0,018
CRP 0,184 0,065 0,111 0,266
PTH 0,030 0,766 0,103 0,303
Hb 0,171 0,086 0,097 0,334
Kt/V -0,289 0,003 0,224 0,024

KKi, klinik kinlganlik indeksi; MoCA, Montreal Cognitive Assessment; CRP, C-reaktif protein; PTH, paratiroid hormon; Hb, hemoglobin.

Tablo 4. HD hastalarinda kirllganlik puanina etki edebilecek faktorlerin regresyon analizi

B
Yas 0,034
MoCA -0,067
Cinsiyet -0,036
DM 0,428
HT 0,228
KVH 0,801

P %95 GA
<0,001 0,018~0,049
0,012 -0,120~-0,015
0,173 -0,407~0,282
0,046 0,008~0,849
0,175 -0,104 ~0,562
<0,001 0,368~1,234

GA, given araligi; MoCA, Montreal Cognitive Assessment; DM, diyabetes mellitus; HT, hipertansiyon; KVH, kardiyovaskiiler hastalik.
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Sekil 2: HD hastalarinda kognitif skorun kinlganlik puanina gére
dagilimi; box-plot grafigi. KKI, klinik kinlganlk indeksi; MoCA,

Montreal Cognitive Assessment.

gore anlamli dizeylerde arttigi géruldu (sirasiyla; 3,5; 2,9,
p=0,004, 3,3; 2,7, p=0,002 ve 4,1; 2,7, p<0,001). MoCA
ortalama toplam kogpnitif skoru ile iligkili saptanan tek ko-
morbidite ise KVH idi (p<0,001). Kirlganlik durumu (KKi;
5-7) ile komorbiditeler birebir karsilastinldiginda ise, KVH
tanisi ile anlamli iligki saptandi (p<0,001). Kirllganlik puani
Uzerine etki eden faktorlerin lineer regresyon analizi son-
rasinda da KVH tanisinin kirilganlik Gzerine olan anlamli
etkisi gorilmekteydi (Tablo 4). DM ve HT mevcudiyetleri
ile birebir kinlganlk arasinda iliski saptanmadi (sirasiyla;
p=0,659 ve p=0,202).

TARTISMA

Fiziksel kirnlganhk ve kognitif bozukluk ozellikle yash in-
sanlari bagkalarinin yardimina muhtag hale getirebilen so-
runlardir. HD hastalarinda kirllganlik, daha sik hastane ya-
tigt, digme riski ve artmig mortalite ile iligkili bulunmustur
(1, 3, 8, 16). KBH'yi; hizlanmis ateroskleroz, kemik mineral
bozuklugu, immin yetersizlik, fiziksel inaktivite ve kogni-
tif bozukluk gibi komplikasyonlari blnyesinde barindiran
bir geriyatrik sendrom olarak degerlendirmek mimkin-
dur (6, 16, 17). Bu nedenle geng eriskin KBH olgularinda
ve Ozellikle de HD popilasyonunda kirllganlik durumunu
degerlendirmek akilci olabilir. HD hastalarinda oldukca
sik rastlanan bir sorun olan kognitif bozukluk bu hastala-
rin medikal tedavi ve diyet uyumlarini olumsuz etkileyerek
mortaliteye katki yapmaktadir (9, 17). SDBY hastalarinda
kirlganlik ve kognitif bozuklugun temelinde yaslanmanin
yani sira iskemik hasar ve vaskiler olmayan bazi faktorle-
rin bulunmasi nedeniyle, bu iki problem arasinda takvim
yasindan bagimsiz bir iliski ve hatta bir sebep sonuc ilis-
kisi bulunmasi olasiligr vardir. Bu calismada geng erigkin

HD hastalarinda kirllganlik ile kognitif bozukluk arasindaki
olasi iliski arastinldi. Sonuglar duyarli ve/veya kirilgan ol-
manin kognitif bozukluk ile iliskili olabildigini ve KKi puani
ile MoCA kognitif skoru arasinda yas ve komorbid has-
taliklardan bagimsiz bir negatif korelasyon bulunabildigi
gosterdi.

Kirlganlik sadlik sorunlarinin kétl sonlanim noktalarina
ulasabilecegine isaret eden bir tanimladir. Kirilganlik ta-
nimi ilk kez Fried L. ve ark. tarafindan fizyolojik rezervleri
azalmis, hastaliklara duyarli ve yardima ihtiyaci olan yasli
kimseleri anlatmak icin kullanilmistir (kirlgan fenotip) (4).
Bu tanimlama kapsamindaki temel 6zellik sarkopeni olup,
degerlendirmesinde kilo kaybi, kuvvet kaybi, cabuk yo-
rulma, hareketlerde yavaglama ve fiziksel inaktivite gibi
olcttler kullanilir (4, 6). Fried ydntemi, 65 yas Ustli saglikh
kabul edilen bireylerde kas gucl ve yirime hizi deger-
lendirilerek olusturulan bir yéntem oldugu icin, HD hasta-
lar gibi 6zel populasyonlarda komorbid hastaliklar veya
depresyon gibi faktorlerin varliginda kinlganlik sikliginin
oldugundan ylksek saptanmasina neden olabilir distn-
cesindeyiz. Oyle ki, bu yéntemle HD hastalarini degerlen-
diren calismalarda kinlganlik sikligi olduk¢a degiskendir
(~%15-70) (7, 18-20).

Kirllganlik durumunun belirlenmesinde kabul gérmus di-
Ger bir degerlendirilme ise KKi'dir (5, 11). KKi, hastanin
organ sistemindeki bozulmalar ve komorbiditelerin et-
kilerini topluca ele alabilen kullanigli bir degerlendirme-
dir. Bu yéontem kirllganlik durumuna sayisal bir él¢iut de
sagladidi igin hastanin durumundaki iyilesme veya koti-
lesmeyi zaman icinde takip etmek miimkiin olabilir. KKi
ile kinlganhk degerlendirmesinin kronik HD populasyonu
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icin daha uygun bir yontem oldugunu disiinmekteyiz.
Yash HD hastalarini KKi ile degerlendiren bir calismada
(n=122) kinlganhk sikhgr %42,6 olarak saptanmistir (21).
Alfaadhel ve ark.'nin yas ortalamasi 63 olan 390 HD has-
tasini KKi ile inceleyen bir calismalarinda ise kirlganlik sik-
hgini (KKi; 5-7) %26 bulunmustur (22). Calismamizda HD
hastalarinda KKi'ye gére kirilganlik sikigini %12,7, duyarli
veya kirilgan olmayi ise (KKi: 4-7) %26,5 oranda saptadik.
Olgu sayimiz dustk olsa da diglama kriterlerimiz dustnul-
digilnde, yas ortalamasi 48,3 olan hastalarimizdaki bu
sonucun kiymetli olabilecegi kanisindayiz.

Saglikh yaslilarda kirnlganlik durumu ile takvim yasi ara-
sinda daima kuvvetli bir korelasyon bulunur. Yasgli SDBY
hastalarinda ise kirilganlik sikligi ayni yas grubundaki sag-
likl poptlasyondan yaklasik 3 kat daha yuksektir (7). HD
hastalarinda kirllganlik ve kognitif bozuklugun yaglanma
ile artiyor olmasina ragmen, her iki durumun da takvim
yasindan badimsiz olarak mortalite ile iliskili olabildigi
gorulmustar (9, 23, 24). Yine de HD hastalarinda kirilgan-
lik durumunu ve kognitif bozuklugu inceleyen meta-ana-
lizlere gore, degerlendirilen hastalarin biyik oranda 60
yasin Ustiinde oldugu ve yasam beklentisi kisalmis agir
hastalarnin da dahil edilebildigi gorilmektedir (7, 17, 23).
Geng eriskin HD hastalarinda kirilganlik durumunu deger-
lendiren yeterince calisma bulunmamaktadir. Calisma so-
nuclarimiz kirlganlik puaninin beklendigi Gzere yaslanma
ile birlikte arttigini ancak HD hastalari 6zelinde komorbid
hastaliklar ve kognitif bozuklugun da kirllganlk durumu-
na yaslanma kadar etki edebildigini gosterdi.

Kognitif bozukluk HD hastalarinda oldukga sik gérilir
ve bu hasta populasyonunda kognitif bozuklugun bas-
ta KVH olmak Gzere komorbid durumlar ve mortalite ile
iliskili olabildigi gosterilmistir (1, 14). MoCA SDBY has-
talarinda kognitif islevleri degerlendirmek icin olduk¢a
kullanisli ve giivenilirligi kanitlanmis bir testtir. Bu testte
ylritme ve hafiza becerileri ile ilgili kognitif degerlendir-
melere kapsamlica yer verilmistir. Bu &zellikler sayesinde
KBH iliskili kognitif bozuklugu daha yiksek bir oranda ve
daha erken safhalarda saptayabilmek mimkin olmakta-
dir (2, 14). Daha onceki calismalarda MoCA kognitif testi
ile HD hastalarinda kognitif bozuklugun belirlenmesi icin
kabul gérmds olan sinir degerler <25/30 ve <24/30 olarak
belirtilmistir (14, 15). Calismamizda spesifiteyi artirabil-
mek adina hasta populasyonumuzun egditim durumunu
da g6z 6nlne alarak <24/30 sinir degerini kullandik. Buna
g6re HD hastalarimizda kognitif bozukluk sikligini %69,6
bulduk. Guncel literatiirde HD hastalarinda kognitif bo-
zukluk sikligi ~%60-80 arasinda belirtiimektedir (2, 9, 14).
Calismamizin sonuclan geng HD hastalarinda dahi kognitif
bozuklugun oldukga sik gorilebildigine isaret etmektedir.
Kognitif bozuklugun sikhigr distinildiginde, bu durumun
geng eriskin HD hastalarini isteksiz, hareketsiz ve kendi
saglik durumlarini umursamaz bir hale sokarak kirilganhga
yol acabildigi kanisindayiz. Literatirde de HD hastalarinda

kognitif bozukluk ile kirlganlik durumu arasinda iliski ola-
bildigini gosteren sonuglar mevceuttur (1, 17, 23).

HD hastalarinda kirilganlik ile iligkili olan durumlar ara-
sinda KVH ve DM, HT gibi kardiyovaskdiler risk faktorleri
onemliyer tutar (7, 23). Calismamizda KVH tanisi olan has-
talanmizda hem kirllganlik hem de kognitif bozukluk sikli-
gint anlamli diizeyde artmis bulduk. HD hastalarinda kog-
nitif bozukluk ve/veya kinlganligin énemli bir sebebi de
serebrovaskdiler hastaliktir (2). Kognitif bozuklugun dog-
rudan sebebi olabilecedi ve kognitif bozukluk ile kirlgan-
lik arasindaki iliskiyi etkileyebilecedi icin serebrovaskiler
hastalik tanisi olan hastalari ¢alismamiza dahil etmedik.
Diger yandan HD hastalarinda kanitlanmis serebrovas-
kuler hastalik olmadan beyinde mikrovaskiler, subklinik
iskemiye bagl beyaz cevher hasar olusabildigi ve bunun
da kognitif bozuklukla iliskili olabildigi belirtilmistir (2, 25).
Kalp beyin ve bdbrek yiksek volimli ve duslk vaskiler
direncli dolagima sahip organlardir (17). Sonugta bu du-
rum her G¢lini de mikrovaskuler hasara karsi duyarli ya da
baska bir deyisle kirlgan hale getirebilmektedir.

Yagli HD hastalarinda malnutrisyon, inflamasyon, anemi,
hormonal dengesizlikler ve kognitif bozuklugun kirllganli-
Ja yol acabildigi bildiriimistir (6, 23). Dolayisiyla HD hastala-
rinda kirllganlik durumu vaskiler yaslanma ve sarkopeninin
otesinde baska faktorlerle de iliskili olabilir gibi gorin-
mektedir (6). Kinlganlik ile anemi arasinda iliski gosteren
sonuglar mevcuttur. Bunun nedeni aneminin ¢abuk yorul-
maya ve kas kuvvetinde azalmaya yol agmasidir (26). Buna
karsin anemi ile kognitif bozukluk arasinda gésterilmis net
bir iligki yoktur (17, 27). Calismamizda HD hastalarinin Hb
diizeyleri, KKi puani ve kognitif skor ile iligkili bulunmadi.
Yasli insanlarda ytksek PTH seviyeleri ile kirlganlik arasin-
da iligki gosterilmistir. PTH, D vitamini eksikligi ve hiicre igi
kalsiyum artigi Gzerinden kas iglevlerini bozarak kinlganliga
yol acabilmektedir (7, 28). Hastalarimizin PTH duzeyleri ile
KKi puanlan arasinda iliski gézlenmedi. Calismamizda Ki-
nlganlik puani ile serum albumin dizeyleri ve tek havuzlu
Kt/V dederleri arasinda negatif korelasyonlar izlendi ancak
ciddi kisitlamalarn olmayan gen¢ HD hastalarinda kognitif
bozuklugun kinlganlk durumuna etkisini arastirdigimiz
icin, malnutrisyonu olan, diyaliz yetersizligi olan ve kalp ye-
tersizligi olan HD hastalarini calismaya dahil etmedik. Do-
layisiyla bu korelasyonlanin kirilganlik Gzerine olan dogru
etkileri gosterebileceginden emin degiliz. Bu degiskenler
ayni zamanda, KKi puanini degistiren faktérlerin beta yiikii-
ne etki etmedigiklerinden, son regresyon modeline dahil
edilmedi. Hastalann egitim gordukleri stre de kinlganhk
puani ile negatif korelasyon gésterdi. Bu sonucun ise, kiril-
ganlik dogrudan puanina etki ettigini gosterdigimiz MoCA
kognitif skoru ile egitim durumu arasindaki birebir iligkinin
bir yansimasi oldugunu kanaatindeyiz. Kirilganlik puani ile
serum CRP duzeyi arasinda korelasyon saptamadik. Buna
ragmen daha buyuk bir drneklem ile caligildiginda farkli so-
nuglar bulunabilecegini distniyoruz.
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Kirlganhgin dizeltiimesinde HD hastalarina egzersizin
ozendirilmesi ¢ok dnemlidir. Egzersiz bu hastalarda sa-
dece kas iskelet sistemi lzerine degil, immin sistem ve
merkezi sinir sistemine faydali etkiler de ortaya ¢ikanr
(17, 29). Bununla beraber, yeterli protein aliminin saglan-
masl! ve D vitamini tedavisi unutulmamalidir (1, 6). Diya-
liz yeterliligini artirmanin ise gerek kirilganlk durumuna
gerekse kognitif bozukluga olumlu etkisi gosterileme-
mistir (9).

HD hastalarindaki kognitif degerlendirmenin saglkli bi-
reylerinkinden farkli &zellikler icermesi ve gencg eriskin
saglikli populasyonda kirllganlik durumunu degerlendir-
menin anlaml bir sonu¢ vermeyecek olmasi nedeniyle
calismamiza kontrol grubu dahil etmedik. Calismamizin
kisitlayici noktalari olarak kesitsel calisma tasarimi ve olgu
sayisinin azligi sayilabilir. Yasl hastalari ve dogrudan kiril-
ganlik veya kognitif bozukluga yola acabilecek bazi du-
rumlar diglamis olmamiz olgu sayimizin istenilen seviyeye
ulagmasini zorlagtird.

SONUC

HD hastalanindaki kinlganlk sikliginin oldukca ylksek
olmasi onlardaki biyolojik yaslanmanin bir gostergesidir.
Yash HD hastalarinda kirllganlik ve fiziksel inaktivite hem
kognitif bozukluk hem de mortalite ile iligkili bulunmustur
(7, 17). Buradan hareketle yaptigimiz bu calismada, ko-
morbidite oranlar dislk olan geng HD hastalarinda dahi
kognitif bozuklugun ne denli sik oldugunu ve bu duru-
mun fiziksel kinlganlikla iliskili olabildigini gosterdik.

Her yastan HD hastasinin uygun yontemlerle kirilganlik ve
kognitif bozukluk agilarindan degerlendirilmesi gerektigi
kanisindayiz. KKi ile duyarli ve/veya kirlgan olarak de-
Jerlendirilenlerin multidisipliner bir yaklagimla sarkope-
ni ve komorbidite iliskili sorunlardan arindiriimasi faydali
olacaktir. Kognitif bozukluk saptananlarda ise depresyon
ve sessiz serebrovaskiler hastalik diglandiktan sonra, bu
hastalann KVH, egzersiz ve beslenme konularinda biling-
lendirilmesi k&tl prognoza sahip kirilgan kisiler olmalarini
onleyebilir.
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OZET

Amag: Meme kanseri teshisinde patolojik tetkikler gibi bircok yon-
tem kullaniimaktadir. Tim bu tetkiklerin ve yéntemlerin yani sira,
kanser arastirmalarinda glikobiyolojinin de dnemi oldukga artmis-
tir. ER (+) &zellik gdsteren MCF-7 ve ER (-) ézellik gésteren MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinin zar ylzeylerinde gérilen
seker rezidlleri miktar farklliklar FITC-(Maackia Amurensis-Lek-
tin-1) Ve FITC-(Wheat Germ Aglutin) ile spesifik olarak isaretlen-
mis ve 1sima yogunlugu goreceli olarak irdelenmistir. Bu yontem
ile meme kanseri hiicre soylarinin membranlarinda bulunan sialik
asit birimlerindeki farkliliklan iki saat gibi kisa bir zamanda, hassas
olarak ayrilabildiginin agik¢a ortaya ¢ikanlmasi amaclanmustir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
soylart kullanilmistir. Calismada kullaniimasi planlanan floresan
isaretli lektinler [FITC-(Maackia Amurensis-Lektin-1) Ve FITC-(W-
heat Germ Aglutin)] ilgili firmalardan satin alinmis ve kullanim
protokollne uygun olarak hazirlanip isaretlemeler yapilmistir.

Bulgular: MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hticre hatlari-
na FITC isaretli Maackia amurensis lektini-1 uygulanmistir. Buna
gore; MDA-MB-231 hticre hattt MCF-7'a gére goreceli olarak
daha yogun bir isima gdstermistir. Ayni kanser hiicre hatlarina
FITC isaretli Wheat Germ Aglutinin uygulanmistir. Bu isaretleme
sonucunda da her iki kanser hattinda da benzer yogunlukta isima
tespit edilmistir.

Sonug: Calismada kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hat-

ABSTRACT

Objective: Many methods such as pathological examinations
are used to diagnose breast cancer. In addition to all these tests
and methods, the use of glycobiology has also increased signifi-
cantly in cancer research. Differences in sugar residues observed
on the membrane surfaces of breast cancer cell lines ER (+) -cre-
ating MCF-7 and ER (-) MDA-MB-231 were specifically marked
with FITC-(Maackia Amurensis-Lectin-1) Ve FITC-(Wheat Germ
Aglutinin) The intensity of radiation is discussed relatively. The
aim of using this method is to clearly reveal that the differences
in the sialic acid units in the membranes of breast cancer cell
lines can be precisely separated in as little as two hours.

Material and Method: MCF-7 and MDA-MB-231 ) cells were
used in our study. [FITC-(Maackia Amurensis-Lectin-1) Ve FITC-
(Wheat Germ Aglutin)] were purchased from the respective
companies. Following this step, the FITC marked products were
prepared and marked according to usage protocols.

Results: FITC-labeled Maackia amurensis Lectin-1 was applied
to MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. Subse-
quently, the MDA-MB-231 cell line showed a relatively more in-
tense radiation than the MCF-7. The FITC marked Wheat germ
agglutinin was applied to the same cancer cell lines. As a result
of this marking, radiation of similar intensity was detected in
both cancer lines.

Conclusion: These differences seen in the membranes of the
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larinin membranlarin da gérilen bu farkhiliklar Snemli bulunmus-
tur. Hiicrelere uygulanan iki saatlik boyama yontemi ile iki farkli
meme kanseri hiicre tipi hizli bir sekilde ayrnimistir. Ayni zamanda
immmunofloresan isaretli lektinler yardimiyla, glikokonjugatlarin,
hizli ve 6zglin ayrimda kullanilabilirligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, lektin, glikolizasyon

MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines used in the study are signifi-
cant. Two different types of breast cancer cell types were rapidly
separated using the two hour staining method applied to the
cells. At the same time, with the help of immunofluorescent-la-
beled lectins, the availability of glyconoconjugates was demon-
strated for rapid and specific discrimination.

Keywords: Breast Cancer, lectin, glycolization

GiRiS

Kanser, hasarli hicrelerin viicudun herhangi bir yerinde
kontrol disi cogalip, o bdlgenin de disina yayilmasindan ileri
gelen hastaliklarin genel adidrr. istatistiklere gére, yasayan
her bes kisiden bir tanesi yasantisinin bir déneminde kan-
ser ile karsi karsiya gelmistir. ilerleyen tip ve uygulanan tim
yeni tedavi yaklagimlarina karsin halen kanserden oltimler
gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (6).

Dinyanin hemen her bdlgesinde meme kanseri énem-
li bir saglk sorunudur. Kadinlar arasinda en sik gérilen
kanser taradur. Akciger kanserinden sonra kansere bagli
olimlerde ikinci sirada yer almaktadir (23). Yaklasik her 10
kadindan birinin yasam boyunca bu hastaliga yakalanma
riskinin ve yakalananlarin Ucte birinin de yasamlarini bu
hastalik nedeniyle kaybetme risklerinin oldugu bildiril-
mektedir (5). Bu son derece dnemli saglik sorununa ¢6-
zUm bulmak bir¢ok arastirmaci icin ilk hedef olmustur.

Meme kanserine yakalanma riski yasin ilerlemesine bag-
[l olarak artmaktadir ancak bu artis menopoz sonrasinda
yavaglamaktadir. Bu, meme kanserinin hormon bagimli
bir hastalik oldugunu ve post-menopoz evresindeki ka-
dinlarda &strojen ve dzellikle progesteron konsantrasyon-
larinda azalma oldugu ortaya ¢ikarmaktadir (11).

Meme kanseri olusumunda birgok risk faktori tanimlan-
mistir. Risk faktorleri arasinda genetik faktorler meme
kanseri olusumunda énemli bir yere sahiptir.

insan meme kanserlerinin yaklasik olarak %401 p53 mutas-
yonlarindan kaynaklanmaktadir. Bunun diginda en yaygin
kalitsal meme kanseri genleri BRCAT ve BRCA2'dir. Bu
genler DNA zincir kiriklarinin tamirinde gorev alirlar (11).

Ancak bu genlerde bozukluk veya mutasyonlar olur-
sa meme kanseri riskinde artis meydana gelir. Anormal
BRCA1 ve BRCA2 genleri tim meme kanserlerinin yakla-
stk %10'undan sorumludur (8).

Ostrojen reseptorl (ER), progesteron reseptori (PR) ve
insan epidermal blylime faktorli reseptori-2 (human
epidermal growth factor receptor-2- [HER-2]) hem prog-
nostik hem de prediktif deger tasir. Son yillarda biyolojik
ve molekiler faktorlerin, prognostik ve prediktif agidan
dnemi artmaktadir (9).

ER hastaligin etiyolojisinde en &nemli roli oynamaktadir.

Risk faktorlerinin pek ¢odu dogrudan veya dolayli olarak
Ostrojen etkisine sahiptir. Meme kanserinde ER ve HER-2 uy-
gun tedavinin secilmesinde énemli rol oynar (15). ER parafin
kesitlerde immUnohistokimyasal olarak degerlendirilir (24).

Patolojik tetkikler, kanserin teshisi i¢in altin standarttir. Bu
tetkiklerin, kanserin etiyolojisinin patogenezinde, hasta-
ligin klinik olarak korelasyon ve belirtilerinin belirlenme-
sinde 6nemli roli vardir. En yeni molekdiler teknolojiler,
ozellikle high-throughput teknolojiler, meme kanserinin
morfolojik olarak benzer alt tiplerinin bile molekiler he-
terojenite gdsterebildigini tespit edebilmektedir. Orne-
gin, infiltre duktal karsinomanin en azindan 4 molekdiler
alt tipe ayrildigr tespit edilebilmistir. Bu alt tipler; luminal
(ER+, PR+, Her-2/neu-), Her-2 overexpressing (ER-, PR-,
Her-2+), Bazal benzeri (ER+, PR-, Her-2-, CK5/6+, EGFR+),
normal meme benzeri (ER-, PR-, Her-2-) olarak belirtilmis-
tir. Her bir tipin farkli klinik sonuglar bulunmaktadir. Bu alt
tiplerde cogalan (proliferatif) gen ekspresyonu ¢ok pahali
molekiler testler olan Ki6é7, Her-2, PR ve ER'i iceren im-
muUnohistokimyasal markerlarla belirlenir (2).

Tum bu tetkiklerin ve yéntemlerin yani sira, son yillarda,
kanser arastirmalarinda glikobiyolojinin de énemi olduk-
ca artmigtir. Glikolizasyon, cesitli fizyopatolojik strecleri
kontrol edebilen bir anahtar dizenleyici mekanizma ola-
rak hareket edebilir. insanlarda glikolizasyondaki bozuk-
luklar hastaliklara yol acabilir. insanlarda bulunan glikom
onemli miktarda biyolojik bilgi icermektedir (20).

Glikozilasyon en 6nemli ve yaygin post translasyonel
modifikasyonlardan bir tanesidir. insan proteinlerinin
%50'den fazlasinin glikolize oldugu bilinmektedir. Gliko-
lizasyon, protein stabilizasyonu, doku yapilarini koruma,
hicre-hiicre adezyonu ve hicre-matriks eki gibi bircok
fizyolojik fonksiyon ve biyolojik yolakta yer alir (18).

N-bagl veya O-bagli glikolizasyon protein glikolizasyo-
nunun tipleridir. inflamatuvar deri hastaliklar, diabetes
mellitus, kardiyovaskuler hastaliklar, romatoid artrit, alz-
heimer, prion hastaliklari ve kanser gibi bir¢ok hastalikta
anormal glikozilasyon gdzlemlenmistir (13).

Lektinler, belirli bir tir glikana 6zgil afiniteye sahip olan
glikoproteinlerdir. Lektin afinitesi zenginlestirmesi, lektin-
lerin &zel bir glikan kalintisi veya baglanti tipine 6zgdllu-
gund kullanan baslica tekniklerden biridir. Su anda yaygin
olarak kullanilan iki glikoprotein / glikopeptid zenginles-
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tirme teknigi olarak kabul edilmektedir. Ornegin, Wheat
Germ Agglutinin (WGA), esas olarak bir glikan yapisinda
olan N-Asetil Glikozamin (GlcNAC) residileri ile etkilesir.

Kanser hiicre ylzeylerinde yer alan zengin glikan yapila-
rinin da onlara spesifik olarak baglanabilen lektinler yar-
dimiyla gosterilmesi mimkindir. Bununla birlikte, cok
cesitli glikanlar yakalamak ve zenginlestirmek icin bir
multilektin kansimi kullanilmistir. Akciger, meme ve kara-
ciger de dahil olmak Uzere farkli kanser tipleri ile iligkili
glikoproteomik degisiklikleri incelemek icin etkili bir se-
kilde lektin zenginlestirme teknigi kullaniimistir (25).

Yang ve ark. duktal karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv
meme kanseri (IBC) tanisi koyulan hastalarin kan serumun-
daki glikoproteinlerdeki degisiklikleri degerlendirmek icin
lektin zenginlestirme teknigini kullanmiglardir. Mannoz,
Galaktoz ve GIcNAc / sialik asit residilerini yakalamak icin
concavanalin A (ConA), Jacalin (AIL) ve WGA kullanilarak
multilektin afinite zenginlestirmesi uygulamiglardir (30).

Whelan ve ark. hidrazid kimya temelli zenginlestirme kulla-
narak, G¢ meme kanseri hiicre hattindan N-baglh membran
glikoproteomikleri calismasini bildirmiglerdir. Kullanilan
hicre soylarindan MCF-7, ER ve PR (+) ve Her-2 (-), MDA-
MB-453, ER ve PR (-) ve Her-2 (+) ve MDA-MB-468, ER ve
PR ve Her-2 (-) (lclu negatif) 6zellikleri tagimaktadir (29).

Yapilan ¢alismada, ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-
MB-231 meme kanser hiicre hatlarini olusturan hicrelere,
hlcre zar ylzeylerinde yer alan bir tir galaktoz (GalB4Gl-
cNACc) sekerine 6zgln olarak baglanabilen floresan (FITC)
isaretli Maackia amurensis lektin-1 (FITC-[MAL-I]) ve bazi
sialik asit tiplerine (GIcNAc, Neu5Ac) ve &zellikle B tipi
N-Asetil Glikozamin (3-GlcNAC) sialik asit sekerine 6zgin
olarak baglanabilen floresan isaretli Wheat Germ Agluti-
nin (FITC-Triticum vulgaris [WGA]) uygulanmistir.

Boylece ER (+) ve ER (-) 6zelliklere sahip adi gecen kanser
hicre hatlarninin zar yuzeylerinde goérilen seker rezidileri

SN

miktar farkliliklar FITC-[MAL-I] ve FITC-[WGA] ile spesifik
olarak isaretlenmis ve isima yogunlugu goreceli olarak ir-
delenmistir.

Bu amacgla calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231, ER (+)
ve ER (-) kanser hiicre hatlarina FITC-[MAL-I] uygulanarak,
kanser hicre yizeylerindeki GalB4GlcNAc tipi glikan bi-
rimlerine spesifik baglanma 6zelligi sayesinde bu birimler
g6rilir hale getirilmistir. Ayni uygulama FITC-[WGA] kul-
lanilarak, sialik asit (GIcNAc, Neu5Ac) birimleri ve dzellik-
le B-GlcNAc tipi sialik asit iceren glikan birimlerine spesi-
fik baglanma 6zelligi sayesinde gorilir hale getirilmistir.

Bu yontem ile meme kanseri hiicre soylarinin membranla-
rinda bulunan sialik asit birimlerindeki farkliliklarin iki saat
gibi kisa bir zamanda, hassas olarak ayrilabildiginin ortaya
cikarimasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deneyde Kullanilacak Hiicrelerin Eldesi ve Hazirlanmasi
Calismamizda ATCC'den temin edilen MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) ve MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) hiicre
soylar kullanilimistir.

Hicreler, icerisinde inaktive edilmis %10 fetal sigir seru-
mu (FCS), 0,2 mM glutamin, 100 pg/ml streptomisin 100
IU/ml penisilin iceren DMEM-F12 Ham medyumunda
(Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu, besle-
yici karigim F12 Ham medyumu) 37°C'de, %5 CO, ve 1
atmosfer basing altinda kiltire edilmistir.

DMEM-F12 Ham medyumu ticari olarak kullanima hazir
sekilde satin alinmistir. Hicreler rutin olarak haftada iki
kez pasajlanmistir. Hicreler, yogunluk olarak flaskin yari
ylzeyini kapladiklarinda deneylerde kullanilmistir.

Calismada kullanilmasi planlanan floresan (Fluorescein,
FITC) isaretli Maackia amurensis lektini-1(Maackia amu-
rensis lectin-1 [MAL-I], FL-1311 Vector Labroratories, Bur-

Sekil 1: Meme kanseri hiicre hatlar 1gik mikroskobu gérintileri (20X) A-MCF-7 hiicre hatti B- MDA-MB-231

hicre hatti Floresan Isaretleme Prosedurd.
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lingame, CA, USA) ve floresan isaretli Wheat Germ Agluti-
nin (Triticum vulgaris [WGA] FL-1021 Vector Labroratories,
Burlingame, CA, USA) ilgili firmalardan satin alinmistir. Bu
basamagi takiben FITC isaretli Grinler kullanim protoko-
[ine uygun olarak hazirlanmis ve isaretlemeler yapilmistir.

isaretleme slirecinde medyumlan iizerlerinden alinan
hicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan, BSA iceren PBS
ile yikama yapilmistir. Yikama islemlerinden sonra FITC
isaretli lektinler ile uygun stirede inkiibasyona birakilmig-
tir. inkilbasyon sonunda FITC iceren lektinler hiicrelerin

Uzerinden uzaklastinlmig, Tween 20'li PBS ile yikama ger-
ceklestirilmistir. Sonraki adimda yikama sollsyonu uzak-
lastinlmis ve hicreler bir middet kurumaya birakilmistir.
Kurumayi takiben Uzerlerine DAPI (4',6-diamidino-2-fe-
nilindol) iceren ozel kapatici solisyonu (Fluoroshield
Mounting Medium with DAPI, ab 104139, Abcam) damla-
tilmigtir. Ornekler, Nikon Eclipse 80i Floresan Mikroskobu
ile incelenmis, DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak fotog-
raflanmistir. Elde edilen mikrograflar ayni makinede yer
alan, NIS Elements BR 3.0 programi ile gérintilenmistir.

Sekil 3: MDA-MB-231 hiicre hattinda FITC-MAL-I.
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BULGULAR

Calismada kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hicre hatlar (Sekil 1) Gzerine ilk olarak FITC-
MAL-I uygulanmistir. Bu lektin hicre zar ylzeylerin-
de yer alan galaktoz iceren bir tir sialik asit olan
GalB4GIcNAc sekerini 6zgln isaretlemistir. Buna
gbre; MDA-MB-231 kanser hlcre hattit MCF-7'a gore

goreceli olarak daha yogun bir isima géstermistir (Se-

kil 2 ve 3).

Calismanin ikinci kisminda ayni tir kanser hicre hatla-
rn Uzerine GlcNAc, Neu5Ac yapisinda sialik asit tiplerini
ozgln olarak isaretleyen FITC-WGA uygulanmistir. Bu
isaretleme sonucunda da her iki kanser hattinda yogun
isima tespit edilmistir (Sekil 4 ve 5).

Sekil 5: MDA-MB-231 hicre hattinda FITC-WGA.
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TARTISMA

Diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin kanser tiri
meme kanseri olarak bilinir (10). Meme kanseri diinyadaki
kanser vakalarinin yaklagik %23'Uni olusturur (12). Kanser
olusumunda cesitli faktorler rol alir. Bu faktorler timor
olusum tipine ve yerine bagl olarak cesitli semptomlara
yol acabilir. Bu ylzden, kanser tedavisi, erken evrede tani,
etkin tedavi prosedurleri ve kanserin tekrar olugmasini 6n-
lemek icin tedavi sonrasi bakim gerektirmektedir. Meme
kanseri tani teknikleri arasinda mamografi, biyopsi, MRI,
sonografi, molekiler meme gorintileme, termografi vb.
yer alir. Bunlar oldukga etkili ydntemlerdir ve kadinlarda
meme kanserinin %80-90"ini tespit edebilmektedir (14).

Bunlarin disinda, enzim baglantili imminosorbent testi
(ELISA), radioimmunoassay (RIA) ve immunhistokimya
(IHC) gibi biyobelirte¢ temelli ekspresyon teknikleri de
mevcut tani gereksinimlerini karsilamaktadir. Tim bu tek-
nikler verimli olsa da, yine de bazi sinirlamalari vardir (16).

Tum hicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinde de, yiize-
yi reseptor proteinleri, mutasyona ugramis genler, mikroR-
NA'lar vb. gibi, timor hicrelerinin ylizeyinde veya icinde
degisken olarak eksprese edilen biyomolekdller bulunur.
Bu molekdller kanser ilerlemesinin géstergesi olan belir-
tecler olarak kabul edilirler. Biyolojik olarak bu molekdller,
biyobelirtecler olarak adlandirilir. Kanser hastalarina 6z-
glin biyobelirteclerin tanida kullanilabilmesi icin noninva-
ziv bir prosedrle hastalarin fizyolojik sivilarindan kolayca
elde edilebilir olmasi ve saglikl kisilerde bulunmamasi
beklenmektedir. Bu nedenle potansiyel hedef belirtecler
olarak biyosensérler yardimiyla kanser teshisi blydk 6lci-
de arastinlmis ve ayrintili bir sekilde tartisiimistir (4, 27, 28).

Bir tir biyobelirte¢ olarak glikoproteinler, Her-2, Mucin1
(MUC?), karsinoembriyonik antijen (CEA), epitelyal hiicre
adezyon molekili (EpCAM), epidermal blylime faktori
reseptorl (EGFR) gibi ylzey bagh glikoprotein reseptor-
lerini olustururlar. Reseptorler tzerindeki kontrol kaybol-
dugunda, MAPK ve PI3K / Akt yolaklarini degistiren (21)
ve metastazi indikleyen biylme faktorlerinin Gretilme-
siyle kanser hlcresi proliferasyonuna aracilik ederler (19).
Cesitli glikoproteinler arasinda Her-2 ve MUC1, meme
kanserinin saptanmasinda en yaygin olarak kabul edilen
tani ve prognostik biyobelirteglerdir. Her-2, bir proto-on-
kogen kodlayan trans-membran glikoproteindir (M. Wt-
185 kDa). Meme kanseri tanisi icin uygun bir biyobelirteg
olan Her-2'nin %20-30 meme kanseri olgusunda asir eks-
presyonu saptanmistir (1).

Hastalik tani ve teshisinde hucre hatlan laboratuvar ca-
lismalarinin  bircok alaninda vazgecilmezdir. Ozellikle
kanser aragtirmalarinda in vitro model olarak kullanilirlar
(17). Meme kanseri arastirmalarinda en yaygin olarak kul-
lanilan meme kanseri hiicre hatlari, MCF-7 (26), ve MDA-
MB-231"dir (3). Her ikisi de metastatik meme karsinomu

hastalarinin plevral efliizyonlarindan tiretilmistir. MCF-7
hicre hatti, meme hucrelerinin luminal epitelyal fenotipi-
nin isaretleyicilerini ifade eder ve ER (+) timorler icin bir
model olarak kullanilir (7). MDA-MB-231 hicre hatti, epi-
tel isaretleyicileri ifade etmez fakat mezenkimal fenotipin
bir belirteci olan yiksek dizeyde vimentin icerir. MDA-
MB-231 hicre hatti ER (-) ve Her-2 / neu-negatif meme
kanseri icin bir model olarak kullanilir (22).

Calismada ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-MB-231
meme kanser hicre hatlar kullanilmistir. Bilinen konvan-
siyonel meme kanseri teshis metotlarindan daha ucuz ve
2 saat gibi kisa zamanda yanit veren yontemimizin temeli
lektinlerin hicre ylzeyinde bulunan seker rezidilerine 6z-
glin baglanabilme &zelligine dayanmaktadir.

Bu ¢alismada gelistirilen isaretleme yontemi ile hiicre yi-
zeyinde bulunan, yaygin sialik asit birimleri (GIcNAc, Neu-
5Ac) ve daha nadir bulunan B bagli galaktoz birimler iceren
sialik asitler floresan isaretli WGA ve MAL lektinleri yardimi
ile 6zgiin olarak isaretlenmis ve sonuglarn irdelenmistir.

Calismadan elde edilen bulgulara gére hem FITC-[MAL-I]
hem de FITC-[WGA], ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan
MDA-MB 231 hiicre hatlarinin membranlarinda gérilen
iki farkl sialik asit tipini 6zgiin olarak isaretlemistir. Ancak
mikrograflarda goérilen rezidilerin miktar farkhliklan bize
FITC-IMAL-I]''n ER (-) ozellikteki MDA-MB-231 hucrele-
rinde B bagli, galaktoz sekeri de iceren sialik asit tipini
(GalB4GIcNAC), daha yodun isaretledigini gostermistir.
Bu sonuglarda B bagli, galaktoz sekeri de iceren sialik asit
tipinin MDA-MB-231 hicre hattinda daha yogun bulundu-
Junu gostermektedir. Her iki hicre hattinin membranla-
rinda gorilen bu farklilik iki saatlik bir boyama yéntemi ile
iki hicre tipinin hizli bir sekilde ayrlmasinda kullanilabilir.

SONUC

Yapilan calismada, immminofloresan isaretli lektinler ve
seker residuleri yardimiyla, glikokonjugatlarin hizli ve 6z-
glin aynmda kullanilabilirligi gosterilmistir. Devam eden
calismalarmizla bu yéntemin iyilestirilmesi ve daha da
gelistirilerek, meme kanseri hicre hatlarinda, hasta or-
neklerinde, hastaligin erken teshisinde, patolojik bulgu-
lara destek ve/veya alternatif bir yontem olarak tercih
edilebilirliginin arttirlmasina amaglanmaktadir.
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OZET

Amag: Kk hicre (KH) nakli malin kan hastaliklar, kemik iligi yet-
mezlikleri ve dogumsal kan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
yontemdir. Bu amacla, periferik kan projenitor hicreleri (PKPH)
oldukea fazla kullaniimaktadir. Son yillarda insan embriyonik kék
hicrelerinin sahip oldugu pluripotent 6zelligi bulunan yeni KH
turd tanimlanmistir. Cok kiiclik embriyonik benzeri (VSEL) kok
hicreler olarak adlandinlan bu hicrelerin, yetiskin bireyde peri-
ferik kanda (PK) bulundugu distntlmektedir. Bu ¢alismada VSEL
kdk hicrelerinin periferik kan kaynagi kullanarak elde edilmesi ve
tanimlanmasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yéntem: Dondrlerden alinan materyallerden lizis ve
fikol gradient yontemleri kullanilarak elde edilen mononUkleer
ve eritrosit katmaninlarindan, VSEL hiicreleri izole edilmistir. Flov
sitometri ve immunfloresan boyama ile NANOG, OCT4, SSEA-4
ve CXCR-4 embriyonal kék hiicre belirteglerinin varligi incelen-
mistir. Western blot yontemiyle ise, NANOG ve OCT4 proteinle-
rinin varlig arastinlmistir.

Bulgular: Flov sitometri sonuglarina gére debris katmaninda,
VSEL belirteci tastyan hiicre sayisi CD45- popllasyonuna gore
daha yuksek bulunmustur. Elde edilen western ve immunfloresan
sonuglarina goére ylUksek miktarda OCT4 ve NANOG ekspresyo-
nu goérilmustir. Ayni zamanda bu proteinlerin hiicre icinde hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulundugu gésterilmistir.

Sonug: Pluripotent kok hiicre belirteci olarak bilinen bu protein-
lerin yetiskin periferik kaninda yiiksek miktarda ekspresyonunun,
farklilagmis dokularda nasil gérev yaptigi sorusunu akillara ge-
tirmektedir. Bu bulgular; periferik kanda pluripotent belirtecler
tastyan yeni bir kék hiicre populasyonu bulundugdu tezini giiclen-
dirmekte ve bu konuda yapilacak ileriye dénik klinik calismalar
icinde temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cok ki¢lk embriyonik benzeri (VSEL) kok
hlcreler, Periferik kan, Pluripotent kék hiicre markirlari

ABSTRACT

Objective: Stem cell transplantation is considered to be one of
the available treatments for malign or hereditary blood diseas-
es and bone marrow failure. Peripheral blood progenitor cells
(PBPC) are widely used for this technique. Recently a new type of
stem cell with a pluripotent potential has been identified. These
cells, called very small embryonic-like (VSEL) stem cells, are
thought to be found in peripheral blood (PB) in adult individuals.
The aim of this study was to obtain and identify VSEL stem cells
using a peripheral blood source.

Material and Method: VSEL cells were isolated from mononu-
clear and erythrocyte layers obtained by using lysis and ficoll gra-
dient methods from the materials taken from donors. The pres-
ence of NANOG, OCT4, SSEA-4 and CXCR-4 embryonal stem
cell markers by flow cytometry and immunofluorescence staining
was investigated. The presence of NANOG and OCT4 proteins
was investigated using the Western blot method.

Results: According to the flow cytometry results, the number
of cells carrying the VSEL marker was higher in the debris layer
than in the CD45-population. Western and immunofluorescence
results showed high levels of OCT4 and NANOG expression. It
was also determined that these proteins are present in both the
cytoplasm and the nucleus.

Conclusions: High expression of these proteins, known as plurip-
otent stem cell markers, in adult peripheral blood brings to mind
the question of how they work in differentiated tissues. These
findings strengthen the thesis of a new stem cell population that
have pluripotent markers in peripheral blood and provide the
basis for future clinical studies about this point.

Keywords: Very Small Embryonic-like (VSEL) stem cells, Periph-
eral blood, Pluripotent stem cell markers
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GiRiS

GuUnUmuzde kék hicre nakli (KHN) rejeneratif tipta Gnem-
li bir tedavi yontemidir. KHN; I6semi, lenfoma gibi bazi
malin kan hastaliklar ve kemik iligi yetmezlikleri ile do-
gumsal kan hastaliklarinin tedavisinde siklikla bagvurulan
hayat kurtarici yontemlerden biridir. Kok hicreler cesitli
kaynaklardan elde edilir. Embriyonik kék hiicreler yetigkin
bireyin tim hicre ve dokularini olusturabilme kapasite-
sinden dolayi, genis bir kullanim alanina sahipken, insan
embriyonik kék hicrelerinin kullanimi diinyanin bircok
Ulkesinde cesitli etik tartismalar, allojenik kullanimindaki
sorunlar ve teratoma riski nedeniyle sinirlandiriimistir. Kok
hicre nakillerinde bu ylizden kemik iligi, periferik kan pro-
jenitor hiicreleri (PKPH) ve kordon kani gibi hematopoetik
kok hiicre (HKH) kaynaklari tercih edilmektedir (1). Bu kay-
naklardan elde edilen kok hicrelerin hematopoetik reje-
nerasyonu saglayabilmesi icin agirlikli olarak pluripotent
potansiyeli olan kdk hiicreler olmasi gerekmektedir (2).

Son yillarda insan embriyonik kék hicrelerinin pluripo-
tansiyel karakterine sahip ve organizmada tim yasam bo-
yunca var olan yeni bir kdk hicre tiri tanimlanmistir (3).
Cok kictk embriyonik benzeri kék hicreler (Very small
embryonic-like stem cells - VSEL) olarak adlandirlan bu
hicrelerin, yetiskin bireyde simdilik kemik iligi, kordon
kani ve periferik kanda bulundugu gosterilmistir (4). Bu
hicrelerin izolasyon islemi esnasinda monontkleer taba-
kanin disinda eritrosit katmaninda bulundugu icin kaybe-
dildigi iddia edilmektedir. PKPH gibi kok hicre kaynak-
larinin pluripotent kdk hicre sayisini artirarak niteligini
iyilestirmek ve yetiskinlerde de kullanilabilme potansiyeli-
ni artirmak konusundaki ¢aligmalarin, bu materyalin kulla-
nim sinirlarini genisletecedi disintlmektedir.

VSEL kok hucreler, ilk olarak 2006 yilinda Zuba-Surma
ve arkadaslan tarafindan tanimlanan yeni bir kok hiicre
tartdir. Oldukca yeni kesfedilmis olmalar nedeniyle,
haklarinda bilinenler son derece kisithidir. Simdiye kadar
yapilan ¢alismalarin cogunun fareler tGzerinde yapilmis ol-
masi da, insandaki durumlar hakkinda bize yeterince bil-
gi verememektedir (5). Bu ylzden, bu calismada periferik
kan kullanilarak VSEL kék hicrelerinin insandaki varliginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacla periferik kan fikol
ile sanriftj edildikten sonra hem mononukleer hem de
eritrosit katmanindaki hicrelerin VSEL karakterizasyonu
yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza katilan bireylere gonillid onam formlart im-
zalatilmistir. Calismaya dahil edilen dmekler istanbul Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 20.06.2013 tarih’li
724 no'lu izni ile kullanilmistir. Calismaya Saglkl 18 yas
ve Ustl dondrler dahil edilmistir. Bunun aksine, kronik bir
hastaligi olan, son 1 ay icerisinde enfeksiyon gecirmis ve
sigara kullanan dondrler calismaya dahil etmemistir. izo-

lasyon ve karakterizasyon yéntemleri canli hiicrelerde ca-
lismay gerektirdigi icin alinan kanlar bekletiimeden ayni
glin icinde caligilmistir.

Hiicre Izolasyonlari

Fikol ile Hiicre izolasyonu

Fikol-gradient santrifij yontemi siklikla kullanilan ve kan
hicrelerini gesitli katmanlara ayirmaya yarayan bir yon-
temdir (6). Kan fikol Uzerine yayildiktan sonra santrifij
edilir ve 4 katman halinde hiicreler aynlmis olur. ilk bas-
taki katmanda (1. katman) trombositler, sonraki katmanda
(2. katman) ince bir ¢izgi halinde mononukleer hiicreler
(MNH), ardindan 3. katmandaki fikolda bulunan nétrofil-
ler ve en son olarak yogunluklarindan dolay: en altta bu-
lunan eritrositler (4. Katman) olarak siralanir. Bu izolasyon
yonteminde, mononikleer hicreler fikol ile ayrilarak, hem
MNH katmaninda hemde eritrosit katmaninda VSEL saf-
lastinlmistir. Alinan materyal 1:1 oraninda PBS (phospha-
te-buffered saline) ile dilie edilmistir. Sonrasinda solus-
yon 1:2 oraninda Ficoll-Hypaque (BioWest Lymphosep
1.077 g/mL) solisyonu tzerine eklenerek 2000 rpm’de 30
dk santrifij edilmigtir. Santriflij sonunda olusan 4 katma-
nin 2.si (MNH) ve 4.sU (eritrosit) ayn tiplere aktariimistir.
2. Katmana 1:3 oraninda RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) eklenerek diliie edildikten sonra 2000
rom’de 10 dk santrifij edilmistir. Sipernatant dokilerek
kalan pellet RPMI ile yeniden slspanse edilmistir. Daha
sonra eritrositlerin bol miktarda bulundugu 4.katman ayni
sekilde dilue edilerek daha ylksek bir hizda (2690 rpm 15
dk) santriftj edilmistir. Bunun nedeni, VSEL kok hicrele-
rinin boyut olarak eritrositlere yakin olmasidir. Ortalama
eritrosit boyutu ~7-8 um iken VSEL kék hiicrelerinin boyu-
tu yaklagik 5-6 um’dir. Boylece eritrositlerin dibe ¢dkmesi
saglanarak stpernatant yeni bir tipe aktarilmis ve 3000
rom 10 dk santrifdj edilmistir. Tekrar sipernatant atildik-
tan sonra dipteki pellet RPMI ile sspanse edilmistir. Bu
sUspansiyon VSEL hicrelerinin bulundugu bilinen kat-
mandir (5. katman) (7). Elde edilen her katmandan yayma
preperat hazirlanmistir. Kullanilmayan pelletler protein
izolasyonu icin -20'de saklanmistir.

Eritrosit Lizisi ile izolasyon

VSEL izolasyonu icin kullanilan diger yontem, eritrosit lizi-
sidir. Fikol yontemi ile ¢ok fazla hiicre kaybi olusurken, bu
yontemde hicre kaybinin daha az oldugu disindlmek-
tedir (8). Bu nedenle ¢alismada 2 yontem birlikte kulla-
nilmistir. TGm materyal eritrositleri parcalayan (amonyum
klorGir) tamponlu ¢ozelti ile 1:5 oraninda kanstirilarak 15
dk oda isisinda bekletildikten sonra 2000 rom‘de 10'dk
santriflj edilerek Ust katman toplanmistir. Eritrositler ta-
mamen uzaklasincaya kadar bu islem tekrarlanmistir.
Daha sonra PBS ile 2000 rpmde 10 dk yikama yapilarak,
sUpernatant atilmig ve dipteki pellet RPMI ile sispanse
edilmistir. Yayma preperat yapildiktan sonra kullaniima-
yan pellet -20'de saklanmistir.



Periferik kandan gok kiigiik embryonik (VSEL) kok hiicre izolasyonu
Istanbul Tip Fakiltesi Dergisi ® J Ist Faculty Med 2019;82(2):96-106

Flow Sitometri Olglimleri

Floresan isimalarin birbirine karismamasi icin 4 ayn tipte,
4 farkli antikora bakilmistir. Kullanilan antikorlar SSEA-4
(evre-spesifik embriyonik antijen 4) (Santa Cruz), PE an-
ti-human CD45 (BioLegend), FITC anti-human CD34
(BioLegend), NANOG (Nanog homeobox) (Santa Cruz),
CXCR-4 (C-X-C motif kemokin reseptor 4) (Santa Cruz),
OCT % (major octamer-baglayici protein) (Santa Cruz);
sekonder antikorlar ise, Goat anti-mouse IgG-TR* (Santa
Cruz), Donkey anti-goat IgG-FITC* (Santa Cruz) dir.

Flov sitometrik ol¢imler sadece eritrosit lizisi yapilmig
hiicre grubuna uygulanmustir. Lizis yapilmig hicreler
1x10°/ml hiicre olacak sekilde PBS ile sulandinlmistir. Her
bir flov tiplne 100 pl hicre stspansiyonu konulmustur.
Tupte 1 ug olacak sekilde primer antikorlar eklenerek, 30
dakika karanlikta birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiip-
lere 500 pl PBS eklenip, 2000 rom’de 10 dakika santrif(j
edilmis ve slpernatant atilarak 100’er ul PBS eklenmistir.
Primer antikorlar ile uyumlu olan sekonder antikorlar her
tipte 0,5 — 1 pg arasinda olacak sekilde eklenmis ve ka-
ranlikta 30 dk inkibasyona birakilmistir. PBS ile yikanarak,
slpernatant atilmistir. Her tipe yaklasik 500 pl flov solls-
yonu konarak Slctim yapilmistir.

VSEL hcrelerinde literatlre gore CD45 belirteginin ne-
gatif oldugunu, CD34'un ise pozitif oldugu gosterilmistir
(9). Bu bilgi dogrultusunda; 1. tiipte CD45-/CD34+/SSEA-
4+ hicreleri, 2. tipte CD45-/NANOG+, 3. tipte CD45-/
CXCR-4+ ve 4. tupte CD45-/ OCT-3/4+ olan hucreler
kapilanarak incelenmistir. Ayni zamanda, VSEL hicreleri-
nin monontkleer hicrelere gére daha kigik oldugu icin
debris kisminda da bulunabilecegdi belirtildiginden dola-
y1, debrisden de kapi alinarak ayni élcimler gerceklesti-
rilmistir.

Tablo 1: Immiinfloresan preperatlar ve antikorlar

immiinfloresan Boyama

Hazirlanan yayma preperatlar %96'lik etanolde fikse edil-
mistir. PBS ile 3 kere yikama yapilmistir. Hiicre permea-
bilizasyonu igin, %0,1'lik triton X-100 2 ml PBS icinde
hazirlanarak 15 dk buzda inkibe edilmis ve 3 kere PBS
ile yikanarak, her ylkamada 3'er dakika bekletilmistir. Blo-
king tamponunda (%2'lik BSA (bovine serum albumin) ve
%0,3'luk triton X-100) 1 saat inkibasyona birakilmistir. 3x3
dk PBS ile yikama yapilmistir. Primer antikor 1:1000 ora-
ninda bloking solisyonunda dilue edilerek hazirlanmstir.
+4°C'de tim gece inkibasyona birakilmis ve ertesi gin
PBS ile 5x5 dk yikama yapilmistir. 1:1000 oraninda dilue
edilen sekonder antikor ile 1 saat karanlkta bekletilmis
ve tekrar PBS ile 5x5dk yikama yapilmistir. 4',6-diamidi-
no-2-phenylindole (DAPI) (Santa Cruz Biotechnology
sc-3598) ile boyama yapilmis ve floresan mikroskobunda
incelenmistir. Floresan mikroskobu igin kullanilan antikor-
lar, flov sitometride kullanilanlar ile ayni antikorlardir. Liste
Tablo 1'de gosterilmektedir.

Western Blot Yéntemi ile Spesifik Proteinlerin Karak-
terizasyonu

Calisilan proteinler NANOG ve OCT4'dur. Kontrol olarak
B-aktin kullanilmistir. Ornekler 2000 rpom’de 10 dk santrifij
yapilarak, sipernatantlar atilmistir. Hicre Lizis Tamponu
(1:10 EDTA/Tris-HCI, %0,5 Triton X-100) hazirlanmis ve 10
ml stok hicre lizis tamponunu i¢ine, PMSF (Phenylmethy-
Isulfonyl Fluoride proteaz inhibitérd) stoktan 10 pl eklen-
mistir. Hucre pelletlerinin Gzerine 100 pl lizis tamponu ek-
lenerek, 30-60 dk buzda inkibe edilmis ve 14.000 rpm’de
10 dakika santrifij edilmistir.

Protein Tayini (Bradford Testi)
BSA'dan (1,46mg/ml dsu) seri dilisyonlar yapilarak 5 tane
standart elde edilmistir. Hicre lizis drnekleri kullaniimistir.

Kaynak Adi

Periferik Kan

Hiicre Grubu

MNH Katman Preperati

5. Katman Preperati

Lizis Preperati

Antikorlar
1.Preperat 2.Preperat 3.Preperat
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI




Periferik kandan gok kiigiik embryonik (VSEL) kok hiicre izolasyonu
Istanbul Tip Fakiltesi Dergisi ® J Ist Faculty Med 2019;82(2):96-106

96'lik mikroplatelere 10 ul 6rnek 200 pl Bradford belirte-
ci 3 tekrarl sekilde eklenmistir. 5 dk inkibasyona birakil-
mistir. Spektrofotometrede 560-590 nm arasinda okun-
mustur. Standartlarin dlgllen absorbanslar kullanilarak
standart grafigi olusturulmus, éreklerin absorbanslar bu
grafikte yerine konularak protein miktarlar saptanmistir.

Calismada %12'lik akrilamid iceren ayirma jeli ve %5'lik
yikleme jeli kullanilmistir. 2x Laemmli Ornek Tamponu
(Laemli Sample Buffer) ile drnekler 1:1 oraninda karigtinl-
mis ve icine %5 oraninda 3-merkaptoetanol eklenmistir.
Protein denatirasyonu icin 80°C’'de 15 dk inkibe edile-
rek, hemen buza alinmis, érnekler 20 pl olacak sekilde jele
yuklenmis ve 130 V'da 45 dk yiratilmastir. PVDF memb-
ran kullanilarak, membran filtre kagidi ve jel sistemi hazir-
lanmis ve 350 mA'de 60 dk blotlama yapilmistir.

Membranda Spesifik Proteinin isaretlenmesi

TBST (50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, %0,1 Twe-
en-20) icinde %5'lik stt tozu bloking sollisyonu olarak
kullanilmis ve membran bu sollsyonda 1 saat boyunca,
calkalayicida inkibasyona birakilmistir. Bloking bitince
yikama solusyonu olan TBST'de 3 kere 5'er dakikalik cal-
kalayicida yikama yapilmistir. Primer antikor bloking so-
l[Gsyonunda istenen oranda sulandirlarak hazirlanarak,
gece boyu +4°C'de calkalayicida birakilmistir. inkiibasyon
bitince 3'er kez 5'er dakikalik TBST ile yikama yapilmis-
tir. Sekonder antikor, alkalin fosfataz (AP) konjuge olarak
secilmistir. Sekonder antikorda istenilen oranda %5'lik
sUt tozu sollUsyonunda dilue edilerek, 1 saat calkalayici-
da, oda sicakh@inda inkiibe edilmistir. Kullanilan antikor
ve dillsyonlan sirasiyla NANOG (1:1000), OCT-4(1:1000),
B-actin (1:1000), Donkey anti-goat IgG-AP (1:10000) sek-
lindedir.

Gériintiileme

Sekonder antikor AP ile konjuge olarak secildiginden AP
substrati olan Novex AP Chromogenic Substrat ile go-
rintileme yapilmistir. Sekonder antikordan sonra 3'er kez
5'er dakikalik TBST ile yikama yapilmis ve distile su ile 2
dk daha membran calkalayicida calkalandiktan sonra No-
vex Substrat konulmustur. istenen gériinti elde edilince
distile su ile reaksiyon durdurulmustur. Membran kurutu-
larak, bilgisayarda taranmistir.

istatistiksel Analiz

Calismada Graphpad Prism5 (La Jolla, Amerika) progra-
mi kullaniimistir. Flov sonuglarinda kapilardaki antikorla-
rin kendi i¢clerinde anlamliligi ‘one-way ANOVA" testi ile,
kapilar arasindaki antikorlarin anlamliliklari ise “two-way
ANOVA" testi ile yapilmistir. Western sonuglarinda an-
tikorlarin her birinin katmanlardaki degerleri “one-way
ANOVA" testi ile bakilmistir. iki antikorun katmanlar ara-
sindaki anlamliliklar ise “two-way ANOVA” testi ile ince-
lenmistir. Anlamlilik degeri p<0,05 olan sonuclar anlamli
kabul edilmistir.

A [W] SSEA4 TR J 55 INT [X] SSEA4 TR / 55 INT N
000 1000
[z : 4885y [AA: 1.714%]
00 800
E &00 E &00.
n 1 s
v N w
400 400
2004 200
o T T T T T
10° 10" 107 10 1w 10 10° 107
SSEA4 TR SSEA4 TR
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
Al 3,216 1.105 100.000 AlL 11,666 3.889 100.000
z 162 0.054 4.885 AA 200 0.067 1.714
B [W] Maneg FITC / 55 INT [X] Manog FITC / 55 INT B’
o 2 2797 1ooer] M : 0.956%
- i 300
E &0
a
400
00—
T r o T T T
00 1w 10 10 0 1w 0P w0
Hamog FITC Hanog FITC
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[W] CXCR4 FITC / 55 INT

I
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200-] m-t
o0 "“"‘li
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v v i
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1
_— e
1w 10 0 1w w 1w 16 1w
CXCR4 FITC CXCR4 FITC
Gate Mumber %Total %Gated Gate Mumber %Total ¥Gated
Al 2,948 0.983 100.000 AlL 9,140  2.047 100.000
4 760 0.253 25.780 AL 136 0.045 1.488
D [W] OKT-4 FITC / 55 INT [X] OKT-4 FITC / 55 INT D’
1000 oz 27.435% 1000 :
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800
E E 600-|
F4 4 }
|
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AU 3,255 1.085 100.000 AL 9,055  3.018 100.000
z 893 0.298 27.435 AA 8 0.029 0.950

Sekil 1: Periferik kanda VSEL belirteclerinin flov sitometri
ile gosterilmesi. A) Debris populasyonunda, SSEA-4 po-
zitif hicreler A') CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif
hicreler B) Debris populasyonunda, NANOG porzitif hiic-
reler B') CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hicreler
C) Debris populasyonunda, CXCR4 porzitif hicreler C')
CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hiicreler D) Deb-
ris populasyonunda, OCT3/4 pozitif hicreler D') CD45-
populasyonunda, OCT3/4 pozitif hiicreler gorilmektedir.
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BULGULAR

Flow Sitometri ile Kapilama ve Hiicre Sayimi

Flow sitometride iki farkli kapilama yapilarak, hicreler
Uzerindeki VSEL belirteclerinin varligina ve sayisina ba-
kilmistir. ik kapilama CD45- hicreler (CD45 soluk hiic-
reler de dahil) Gzerinden yapilmistir. Bu grubun icindeki
NANOG, CXCR4, OCT3/4 ve SSEA-4 pozitif hiicre sayi-
si belirlenmistir. ikinci kapilama debris kismi Gzerinden
yapilmistir. Bu kisimda da ayni belirtecler incelenmistir.

Sekil 1'de alinan bir periferik kan érneginin flov sonuclari
verilmektedir.

Elde edilen sayimlarin yizde olarak ortalamalarn Tablo
2'de gosterilmektedir. Her iki kapilamadaki antikorlarin
kendi aralarindaki korelansi anlamli bulunmustur (p<0,05).
Debris ve CD45- populasyonunda CXCR4 ve OCT3/4
antikorlarinin farkhih@inin anlamli oldugu gosterilmistir
(0<0,05). Iki grubun ortalamalarinin karsilastinimasi Sekil
2'de gosterilmektedir.

Tablo 2. Flow sitometri ile sayilan hicrelerin (%) ortalamalari.

%NANOG %CXCR4 %OCT3/4 %SSEA-4 P Degeri

CD45- 0,180 0,215 0,235 0,05 0,0172
DEBRIS 0,044 0,049 0,038 0,101 0,0076

%7 * Bl NANOG Western Blot Yontemi ile VSEL Proteinlerinin Tayini
_ 0.4 o Il CXCR4 Alinan 8 periferik kanin incelenen katmanlarinda (lizis,
2 I — 5 i
> = OCT3/4 MNC ve 5. katman) western blot yontemi ile OCT3/4 ve
@ 0-31 O SSEA4 NANOG proteinlerinin varligi arastinlmistir. Sekil 3'de i-
,§ 0.2- zis katmaninda, NANOG 40 kDa agirliginda sadece 1 6r-
i T nekte pozitif iken digerlerinde tespit edilemedi. OCT3/4

019 proteini ise 33 kDa dlzeyinde 5 drnekte pozitif bulundu.

0.0- & ° Sekil 4’'de MNC katmaninda NANOG 40 kDa dizeyinde

e O&Q' sadece 3 drnekte pozitif iken digerlerinde tespit edileme-

Sekil 2: Periferik kandan eritrosit lizisi ile elde edilen hic-
relerde flov sitometride CD45- populasyonunda ve debris-
de VSEL belirtecleri (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4).
*p<0,05, **p<0,01
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1

mistir. Ayni drneklerde 25 kDa dizeyinde ekstra ladder
seklinde bantlar gérilmustir. OCT3/4 proteini ise 33 kDa
dlzeyinde 5 drnekte pozitif bulunmustur.

NANOG

OCT3/4

5 6 7 8

Sekil 3: Periferik kan lizis katmaninda, VSEL belirteclerinin protein diizeylerinin wes-
tern blot ile gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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Sekil 5'de 5. katman hiicrelerinde bulunan bantlar géste-  VSEL Belirteclerinin immiinfloresan Boyamalar ile Gés-
rilmektedir. NANOG 25 kDa duzeyinde tim &rneklerde  terilmesi

ladder seklinde bantlar tespit edilmistir. OCT3/4 proteini Sekil 6'da, 3 hiicre katmaninda da yapilan immdinfloresan
33 kDa duzeyinde 1 érnekte pozitif bulunmustur. boyamalar gosterilmektedir.

A
NANOG
~75 H-—" i "
~48 _—
=35
25
=20
B OCT34
75 ' |
-35
-25 .
=20 - e
e
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4: Periferik kan MNC katmaninda, VSEL belirteclerinin protein dizeylerinin
western blot ile gosteriimesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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Sekil 5: Periferik kan 5. Katman hiicrelerinde, VSEL belirteclerinin protein du-
zeylerinin western blot ile gosteriimesi A) NANOG proteinin varhidi B) OCT3/4
proteinin varligi
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5. KATMAN

h - .
- . . .

SSEA4
CXCR4

Lizis

MNC

Sekil 6: Periferik kandan izole edilen Ug farkli hicre katmaninda VSEL belirteclerinin
(NANOG, OCT3/4, SSEA-4, CXCR4) immunfloresan ile gosterilmesi. Satirlarda kullanilan
antikorlar, stitunlarda ise hicre katmanlan gostermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi
floresan vermektedir. VSEL belirteclerinin pozitifligi ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 igin
yesil floresan ile, SSEA-4 icin ise kirmizi floresan ile gosterilmistir.

TARTISMA

HKH'lerin transplantasyonda kullanim oranin yiksek ol-
masl, rejenerasyonu saglamada daha basarili olmalarin-
dan kaynaklanmaktadir. Bu &zellikten plastitenin sorumlu
oldugu dustnilmekteydi (10). Bunun nedeninin kemik ili-
ginde bulunan, heniiz tanimlanmamis, hematopoetik ol-
mayan, primitif bir hiicre grubu olabilecedi ileri strtilmus-
tdr (11, 12). VSEL kavrami da bu hipotez dogrultusunda
ortaya ¢cikmistir. Yiiksek niikleus/sitoplazma oranina sahip,
boyutlar 4-6 pm olan, EKH belirteclerini sentezleyen ve
dormansi halde bir grup kék hiicrenin kemik iliginde var-
lig1 gosterilmistir. Bu hiicrelerin boyutlarinin kigtik olmasi
nedeniyle 'Cok Kictk Embriyonik Benzeri Kok Hucreler
(VSELsc)' olarak tanimlanmistir (3). GUnidmizde halen bu
hicrelerin varligi, pluripotent kapasiteleri ve kendilerini
yenileyebilir oluslari, in vitro/vivo ¢ogalmasi bir tartisma
konusu halindedir (13-15).

Simdiye kadar yapilan calismalar, bu hiicreleri tanimlamak ve
fonksiyonlarini anlayabilmek amagli yapilmig olmakla beraber

genellikle fare calismalandir. Son yillarda insan materyalinde
VSEL caligmalar arttinlarak, farelerdeki VSEL kok hicreleriyle
benzerlikleri ve farkliliklan aragtinlmaktadir (16, 17).

Kucia ve arkadaglarinin (2006) yaptiklar calisma VSEL
kavrami icin oncl niteligi tagimaktadir. Flov sitometri
ile bulduklar sonuclara gore; fare PK'sinda Sca-17/Lin”/
CD45 olan hicre miktar 160 hiicre/ml (yani total beyaz
kan hicrelerinin %0,0016) iken mobilize olmus PK'da 800
hiicre/ml'dir (yani total beyaz kan hicrelerinin %0,0035").
Ayni zamanda Oct4, NANOG gibi transkripsiyon faktor-
lerinin mobilize kanda ekspresyonunun arttigini, mRNA
duizeylerine gére hesaplamislardir. immiinofloresan bo-
yama ile, nukleusta Oct4 ve NANOG ekspresyonunu
gostermislerdir. Bu hucrelerin sadece PKH belirteclerini
ifade etmediklerini ayni zamanda 3 germ tabakasina da
farkhlastigini gdstermek icin hiicreleri kiltir yaptiklarinda
farklilastiklarini gézlemlemislerdir. izole edilen VSEL hiic-
releri kardiyomiyosit, néral hicreler ve pankreatik hicre-
lere benzer kimeler olusturmuslardir (3, 5). Bagka bir ca-
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lismada ise, insan kordon kanindan 3 grup olmak Uzere
lin"/CD45/CXCR4*, lin/CD45/CD34*, lin/CD45/CD133*
hiicreleri izole etmislerdir. Bu hiicre gruplarinin total kor-
don kani hiicrelerinde sirasiyla %0,037, %0,118 ve %0,018
oraninda oldudunu gdstermiglerdir. Ayni zamanda bu
gruplar FACS ile izole ederek, yiksek miktarda Oct4 ve
NANOG mRNA dizeyleri elde etmisler ve imminflore-
san ile de hicre ylzeyinde SSEA-4, nukleusda Oct4 ve
NANOG varligini belirlemiglerdir (18). Bu makalelerin
1s1ginda, bu ¢alismada insan periferik kaninda flov sito-
metri ile VSEL varligi arastinimisgtir. PK hiicrelerinde CD45-
gruptan sirasiyla %0,18 NANOG, %0,215 CXCR4, %0,235
Oct4 ve %0,05 SSEA-4 pozitif bulunmustur. CD45-/Deb-
ris grubundan %0,044 NANOG, %0,049 CXCR4, %0,038
Oct4 ve %0,101 SSEA-4 pozitifligi gosterilmistir (n=8).

Bhartiya ve arkadaslari (2012), VSEL hucrelerinin boyutlari-
ni gz dniine alarak VSEL izolasyonu icin bu ¢alismada kul-
lanilan yontemi belirtmislerdir. 5. Katmandaki htcrelerin
Oct4 ve NANOG ifade ettigini hatta MNH katmanindaki
hicrelere oranla bu transkripsiyon faktérlerinin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Oct4'un HKH'lerde sitoplazma-
da, VSELlerde ise ¢ekirdekte oldugunu, SSEA4 unda hiic-
re ylzeyinde VSEL'lerde pozitif oldugunu géstermislerdir.
Bu sonuglann 1siginda VSEL hicrelerinin MNH katmani
digindaki eritrosit katmaninda daha fazla bulundugunu
ve bundan dolayi kordon kani saklanirken, sadece MNH
hicrelerinin donduruldugu ve bu alt katman olan kismin
dahil edilmedigi i¢in VSEL hicrelerinin atilmig oldugunu
ileri sirmuslerdir (7). Bu arastirmaya benzer sekilde, bu ca-
lismada 5. ve MNH katmanlari izole edilerek, bu katman-
lardaki VSEL kiyaslamasi icin western blot yontemi kulla-
nilmisti. Western blot yéntemi VSEL calismalarinda bu
gline kadar hig¢ kullanilmamis bir ydntemdir. Genellikle ca-
lismalar mRNA miktarini gésteren RT-PCR Gzerinden yapil-
mistir. Fakat RT-PCR genellikle western ile de dogrulama
gerektiren bir ydntemdir. Clinkd RT-PCR ile bakilan mRNA
duzeyi, her ne kadar bir proteinin bilgisini transkripsiyonal
dlzeyde verse de, proteine donlsen miktar hakkinda bir
sey sdylememektedir. MRNA'dan protein sentezi sirasinda
yanlis, eksik veya sentezlenmeyen proteinler olabilmekte-
dir. Bu ylzden sonuglara gore, lizis ve MNC katmaninda
Oct4 varhgi gosterilirken; 5. Katmanda varligi gosterile-
memistir. 5. Katman ¢ok az miktarda hicreden olugmak-
tadir ve bu da western blot icin gerekli olan total protein
miktarini genel olarak saglayamamasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ozellikle PKH belirteci olan bir transkip-
siyon faktorl Octd'nin varligi gosterilmistir. Bu calismada
bulunan sonuclara benzer sekilde, PK MNH'lerinde Oct4
varligini PCR, Western blot ve immuinfloresan yontemlerle
gosterilmis ve Oct4'un saf bir pluripotent kok hiicre be-
lirteci olup olmadiginin tartismali bir konu olabilecegine
deginilmistir (19). Fakat bagka bir calismada, Oct4 izo-
formlar incelenerek Oct4'un yapisini anlayama yonelik
onemli bilgiler elde edilmistir (20). Oct4 varligi hiicrenin
farklilagmasini engellemektedir. Oct4 baskilaninca hicre

farklilagmaya baglar. Ayrica, Oct4 POU domain ailesinin
bir Gyesidir ve insanda Oct4A ve Oct4B izoformlari olmak
Uzere 2 formu bulunmaktadir (21). Oct4 mRNA'si 3 bolim-
den olugsmaktadir. N-terminal kismi, POU DNA baglanma
bélgesive C-terminal kismi. Oct4A ve Oct4B mRNAlarinin
POU ve C-terminal kismi ayni olmasina ragmen N-termi-
nal kisimlar farklidir. Oct4B N-terminal kisminda yaklagik
95 amino asitlik bir eksik bulunmaktadir. Bu eksiklik Oct4B
izoformunun DNA ya baglanma yetenegini inhibe etmek-
tedir. Bunun aksine Oct4A DNA'ya baglanabilmekte ve
pluripotensiyi koruyabilmektedir. Ayni zamanda embriyo-
nik hicre hatlarinda iki izoformda bulunmasina ragmen
Oct4A miktar, Oct4B miktarina oranla oldukca yiksek
olarak gosterilmistir. Ayrica, Oct4A ¢ekirdekte, Oct4B ise
sitoplazmada lokalize olmaktadir (20). Liedtke ve arkadas-
lar (2007), Oct4 varligini PK ve kordon kani MNH'lerinde
RT-PCR ile gosterirken primer se¢iminin ¢cok énemli oldu-
Junu, yanhs primer secimi ile Oct4A ile Oct4B izoform-
larinin birbirine kanistirlabilecegini (22); Zangrossi ve ark.
(2007) ise bulduklarinin aslinda Oct4B izoformu oldugunu
bildirmiglerdir (19). Daha sonraki calismalarda bazi kanserli
hiicre hatlarinda ve HKH'lerde Oct4B izoformunun varligi
gOsterilmistir (23-26). Bu ¢alismada, Oct4 varliginin Oct4B
izoformu oldugu diisiinilmektedir. immunofloresan gé-
rintllerde bu kaniyi desteklemektedir. Ayrica yapilan
immunfloresan boyamalarda Oct3/4'un sitoplazmik lokas-
yona sahip oldugu gérilmektedir. Western blot sonugla-
nyla beraber ele alininca PK'da Oct4B izoformunun yiiksek
miktarda ifade edildigini séylemenin yanlis olmayacagi
distnilmektedir. Fakat yapilan izolasyon islemleriyle mik-
tarinin azaldigi gozlenmistir. Fikol ile aynlan katmanlarda
Oct4 ifadesinin azaldigi veya yok oldugu gorilmistir. Bu
da fikolun hiicre kaybina neden oldugunu dogrulamakta-
dir. Veya MNC katmani diginda kalan bir hiicre gurubunun
daha Oct4B ifade ettigini gdstermektedir. Oct4B izofor-
munun tam olarak gérevi, hangi hiicrelerde bulundugu,
Oct4A ile olan etkilesimlerinin ne oldugu bilinmemekte-
dir. Bu hentiz aydinlatilmamis bir konu olarak durmakta ve
daha kapsamli arastirmalar gerektirmektedir.

NANOG; Oct4 ve Sox2 genleriyle is birligi halinde hiicrenin
pluripotent dzelligin strdirilmesini saglar, miktarn azaldi-
ginda pluripotansiyel 6zellik azalir. Bu calismada, NANOG
ekspresyonu gosterilmistir. Fakat NANOG antikorunun
birden fazla bant verdigi ve tahmin edilen kDa'dan fark-
li noktalarda da bantlar olusturdugu da gérilmuistir. Bu
NANOG'un cabuk degrade oldugunu, post translasyonal
modifikasyonlara ugrayarak bu sekilde bir bant dizisi ver-
digini dusindurmektedir (27). PK'da varhi@inin tartismali
olmasi, NANOG'un saf bir kdk hiicre belirteci olup olma-
digini dustindirmektedir. NANOG proteinin 11 tane pso-
dogeni oldugunu gdsterilmisti. NANOGP1 ve NANOGPS8
disinda geri kalan NANOGP2, NANOGP3, NANOGP4,
NANOGP5, NANOGP6, NANOGP7, NANOGP?, NA-
NOGP10 ve NANOGP11 psddogenler eksik intronlari,
okuma cergevesi icinde stop kodonu bulundurmasi veya
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okuma gercevelerinin kaymasi gibi nedenlerle protein Ure-
tememektedirler. NANOGP1 ise duplike psédogendir.
NANOG ile ¢cok benzer ekson-intron organizasyonuna sa-
hiptir ve fiziksel olarak da birbirilerine baglidirlar. Sekans
dizimi %97 NANOG ile aynidir. Fakat NANOGP1 dizisin-
deki bir nikleotidin degisimi ile dizinin baglarinda stop ko-
donu olusmaktadir. Dolayisiyla mRNA'si diizgln bir protein
kodlayamamaktadir. NANOGP8 okuma ¢ercevesine sahip
olan ve fonksiyonel olabilecedi duslnilen psédogendir
(28). Farelerde yaplan bir calismada, NANOG proteini wes-
tern blotile incelendiginde, antikorun kolaylikta fragmente
olup bir merdiven (ladder) seklinde bant gérintisi verdi-
Ji; bununda proteinin strekli turnover gecirmesi nedeniyle
olabilecedi savunulmustur. Ayrica NANOG'un ¢ekirdekte
lokalize oldugu gésterilmistir (29). insan embriyonik kok
hicreleri, neonatal fibroblastlar, HelLa hicreleri (servikal
kanser hucreleri), SH-SY5Y (néroblastoma hicreleri), ve in-
san mezensimal kok hicreleri embriyonik NANOG ifade
ederken; eriskin fibroblastlar, HUVEC hucreleri (endotel
hicreleri), total kalp dokusu ve insan duiz kas hicrelerinin
sadece NANOGPS ifade ettigi gosterilmistir. Ayni zaman-
da farkli hiicre tiplerinde NANOG proteinin farkli hiicresel
lokalizasyonuna sahip oldugu belirlenmisti. NANOG yada
NANOGPS ifade etmelerinin lokalizasyon agisindan anlam-
Ii bir farki olmadigy, iki formunda farkli hiicrelerde sitoplaz-
mik yada nukleik olabilecegi ve lokalizasyonun hiicre tipine
gore degistigi gozlemlenmistir NANOG proteinin birden
fazla bant vermesinin post translasyonel modifikasyonlar-
dan kaynaklanabilecedi de savunulmustur (27). Farelerde
NANOG proteininin 3 adet varyanti oldugu saptanmistir.
Alternatif bolinme ile 3 farkli NANOG proteininin olustu-
Ju ve 3 varyantinda kendini yenilemeyi koruyabildigi gos-
terilmistir. Ayni zamanda bu farkli varyantlarin farkli kDa'a
sahip oldugundan, ladder formuna b varyantlarin sebep
olabilecedi belirtilmistir. Ayrica, NANOG isoformlarinin
sitoplazmada bulundugu gésterilmistir (30). insan servikal
kanser hicrelerinde (SCC) de, NANOG varligi sitoplazmik
olarak gosterilmis; NANOG hcresel lokalizasyonun hiic-
re tipine ve kanserin safhasina gore degistigi bildirilmistir
(31). Tim bu calismalanin 1s1ginda, bu calismanin sonuclar
karsilastinldiginda, NANOG proteinin periferik kanda bu-
lundugu sdylenebilir. NANOG proteininin bir ladder olus-
turdugu goézlemlendiginde, western blot icin optimize et-
mesi zor bir antikor oldugunu distinilimistdr. Ayrica, belirli
katmanlarda farkli agirlikta bantlar gérilmekte; bu da NA-
NOG proteinin farkli hiicre gruplarinda farkli post translas-
yonel modifikasyonlara ugrayabilecedini gostermektedir.
Ayni zamanda farkli NANOG varyantlarininda, farkli hiicre
gruplarinda bulunabilecegdini ortaya cikartmaktadir. Bunlar
hakkinda kesin kaniya varabilmek icin ayrica gen diizeyinde
PCR gibi ilave testlerle de gosterilmesi gerekmektedir. Bu
calismada, lizis katmaninda bir ekspresyon gérilmezken,
MNC katmaninda NANOG ifade edilmektedir. 5. Katman-
da ise 27 kDa yakinlarinda bir bant grubu gézlemlenmistir.
Normal NANOG bantindan ¢ok asagilarda béyle bir ban-

tin olmasi, belki NANOG proteinin fragmente olarak boy-
le bantlar vermis olabilecegini distindirmektedir. Genel
olarak 5. Katmanda protein miktarinin cok az olmasi hiicre
grubu hakkinda yorum yapmayi kisitli bir alana itmektedir.

Yapilan imminfloresan boyama ile 6zellikle sitoplazma-
da tim katmanlarda NANOG saptanmistir. Simdiye ka-
dar NANOG varligi embriyonik kék hicrelerde, primor-
dial germ hicrelerinde, insan germ hiicre timérlerinde,
mezensimal kok hicrelerde, testis kanserinde, meme
karsinomalarinda, fetal testisde, malin servikal epital hiic-
relerinde ve erigkin insan fibroblastlarinda gosterilmistir
(31-35). NANOG proteninin baska hangi hlcrelerde oldu-
Ju veya psodogeni olan NANOGP8'in nasil bir etki yarat-
tugmni bilinmemektedir. Sitoplazmik yada nukleik olmasi-
nin nasil bir degisiklige veya fonksiyona neden oldugunu,
hangi mekanizmalarla sitoplazmik NANOG olustuguna
dair bir bilgi de bulunmamaktadir. Bu konuda daha ayrin-
tili calismalara ihtiyag vardr.

Sonug olarak, 5. Katmanda Bhartiya ve ekibinin goster-
digi derecede yuksek pluripotent 6zellikte, rejenerasyon
kapasitesi ylksek yeterli miktarda hlcre grubuna rastlan-
mamistir. 5. Katmanda pluripotent 6zellik gosteren hiic-
reler var olsa da, yeterli miktarda ve sayida bulunmadik-
lar ve transplantasyon basarnsini arttirabilecek dizeyde
olamayacaklar dustnilmektedir. Lizis ve MNC katman-
lan ele alinirsa, fikol kullaniminin hicre miktarini azalttigi
ve hicre kaybina neden oldugu da gdsterilmistir. VSEL
hicrelerini ve hematopoetik kék hicrelerinin korunmasi
ve materyaldeki bitin degderlendirilmek isteniyorsa fikol
kullanimi sinirlandinimalidir.

VSEL hcrelerinin varligi ve miktari hakkinda western blot
ile kesin olarak bir yargiya varmak pek mimkdn gérinme-
mektedir. Bunun nedeni, kullanilan pluripotent belirtecle-
rin cesitli izoformlarinin olmasi ve bu izoformlarin western
blot ile birbirinden ayirt edilememesidir. Flov sonuclarina
gore bakildiginda pluripotent belirtegleri tasiyan hicre
miktari Zuba-Surma ve arkadaslarinin gésterdigi gibi deb-
ris kisminda daha fazla gériinmektedir. Bu hicrelerin k-
cuk olmalari debrisle karismalarina ve bu ylzden gdzden
kagmalarina neden olmaktadir. VSEL hiicrelerinin karakter-
lerinin tam olarak anlagilabilmesi icin daha fazla aragtirma
yapilmalidir. Bu hicrelerin kendini yenileyebilme kapasite-
si, bulunduklari dokular ve iglevlerinin anlagilmasi sonunda
klinik kullanim potansiyellerinin de yolu acilacaktr.
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OZET

Amag: Ogrenme-hafiza bozukluklarinda ve epileptogenezde
dnemli bir medyatdr olan nitrik oksit, hipokampus basta olmak
Uzere beynin bircok bdlgesinde néronal hicrelerde nitrik ok-
sit sentaz (NOS) tarafindan olusturulur. Eritropoietin (EPO)'nun
noroprotektif ve antiepileptik etkileri oldugu gésterilmistir. EPO
dn-uygulamasinin, pentilentetrazol (PTZ) ile indiklenen jenera-
lize nébet modelinde konvulsiyonlar ve hipokampus ve frontal
kortekste NOS turleri Gzerine etkilerini aragtirmayi amagladik.

Gereg ve Yéntem: Wistar albino 40 erkek sican 4 gruba ayril-
di: kontrol, PTZ-tek doz 60 mg/kg; EPO-3000 IU/kg; EPO+PTZ
grubu-PTZ uygulanmasindan 24 saat 6nce EPO &n-uygulamasi
yapilan grup. PTZ uygulamasindan sonra, ndbet siddeti gézlendi
ve skorlandi. Sicanlarin plazma, hipokampus ve frontal korteks
orneklerinde néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS), in-
diklenebilir NOS (iNOS) dizeyleri ve hipokampusde NOS tirle-
rinin anlatimlari degerlendirildi.

Bulgular: EPO &n-uygulamasi nébet siddetini azaltti. Tek basina
EPO uygulamasi nNOS diizeyini plazma (p<0,001), frontal kor-
teks (p<0,05) ve hipokampus (p<0,001) érneklerinde azaltti. Hi-
pokampus nNOS diizeyi ve anlatimi, EPO+PTZ grubunda, PTZ
grubuna gére artti (p<0,001). PTZ uygulamasiyla hipokampusde
eNOS (p<0,01) ve iNOS (p<0,05) azalirken; EPO 6n-uygulamasiy-
la kontrole yakin oldugu gozlendi.

Sonug: EPO &n-uygulamasi antikonvulsif etkilerini, eNOS ve
nNOS duizeylerini artirarak gésterdi. EPO 6n-uygulamasi, eNOS
araciigiyla hipokapusde kan akimini artirarak, néronlarin hiperek-
sitabilitesini azaltabilir. Ayrica EPO, antioksidan gorevi gérerek
eNOS ve nNOS'un azalmasini engelleyerek antikonvulzif etkileri-
ne katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Eritropoietin, nitrik oksit sentaz, hipokam-
pus, ndbet

ABSTRACT

Objective: Nitric oxide, an important mediator in the dysfunc-
tions of learning-memory and epileptogenesis, is formed by
nitric oxide synthase (NOS) in neuronal cells in many areas of
the brain, primarily the hippocampus. It is has been shown that
erythropoietin (EPO) has neuroprotective and antiepileptic ef-
fects. The aims of this study was to investigate the effects of EPO
pre-treatment on convulsions and NOS species in the hippocam-
pus and frontal cortex in pentylenetetrazole (PTZ)-induced gen-
eralized seizure model.

Material and Method: Forty adult male Wistar albino rats were
divided into four groups: Control-saline; PTZ-single dose 60 mg/
kg, EPO-3000 IU/kg; and EPO+PTZ- EPO pretreatment 24 hours
before PTZ administration. After the administration of PTZ, the
seizure severity (stage) was observed and scored. The levels of
neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS), inducible NOS
(iNOS) levels in the plasma, hippocampus and frontal cortex
specimens of animals and expressions of NOS species in the hip-
pocampus tissues were examined.

Results: EPO pretreatment decreased seizure stage (p<0.01). EPO
administration alone reduced nNOS levels in plasma (p<0.001),
frontal cortex (p<0.05), hippocampus (p<0.001). Hipocampus
nNOS level and expression increased in the EPO+PTZ group
compared to the PTZ group (p<0.001). eNOS (p<0.01) and iNOS
(p<0.05) levels of hippocampus decreased in the PTZ group; EPO
pretreatment before PTZ application improved nNOS level.

Conclusion: The EPO pre-treatment demonstrated anticonvul-
sive effects by increasing eNOS and nNOS levels. EPO pre-treat-
ment can reduce the hyperexcitability of neurons by increasing
blood flow in the hypocampus via eNOS. In addition, EPO may
contribute to its anticonvulsive effects by inhibiting the decrease
of eNOS and nNOS by acting as antioxidant.

Keywords: Erythropoietin, nitric oxide synthase, hippocampus,
seizure
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GiRiS

Epilepsi diinyada sik gorilen dérdinci nérolojik bir has-
taliktir ve beyindeki sinir hicrelerinin artmis uyanlabilirli-
ginden (néronal hiperekstabilite) kaynaklanir (1). Epileptik
nobetlerin antiepileptik ilaclarla engellenebilecedi, ylzyil
kadar 6nce sodyum pentotalin bulunusu ve kullanilmasiy-
la ortaya konmustur (2). Pentilenterazol (PTZ) ve maksi-
mal elektrogsok deneysel nébet modelleri, yaygin olarak
antiepileptik ilaglarin degerlendirilmesinde kullanilan de-
neysel modellerdir. PTZ, y-aminobdtirik asit-A (GABA-A)
reseptor'in antogonisti olarak davranir ve glutamerjik
néronal aktivitenin artmasiyla PTZ-indtkli konvilsif né-
betler gerceklesir (3).

Ogrenme-hafiza bozukluklar ve epilepsi patogenezinde
onemli bir medyatdr olan nitrik oksit (NO) hipokampus
basta olmak Uzere beynin bircok bdlgesinde ndronal
hicrelerde nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-argininin
L-sitriline dénUstirilmesi sirasinda olusur ve g tip NOS
vardir, endoteliyal NOS (eNQOS), néronal NOS (nNOS) ve
indiklenebilir NOS (iNOS) (4). nNOS ve eNOS, noron-
larda ve endoteliyal hiicrelerde eksprese edilirken; iNOS
reaktif astrositlerde eksprese edilir ve immin fonksiyona
aracilik eder (5). eNOS'dan kokenli NO, beyindeki mikro
sirkllasyonun korunmasi ve slrdirilmesinde rol oyna-
maktadir (6). Ayrica nérotoksisiteye karsi koruyucudur ve
néronal sag kalim icin dnemlidir. nANOS'dan tiretilen NO,
néronal plastisite, bellek olusumu, merkezi sinir sistemi
kan akiginin dizenlenmesi, agri sinyalleri iletimi ve nérot-
ransmitter salimimi ile iligkili dnemli bir nérotransmitter
olarak gérev yapar (7). Asirt miktarda néronal NO Uretildi-
ginde fizyolojik bir néromodulatérden nérotoksik bir fak-
tére donlsebilir. Bu nedenle nNOS, genis bir yelpazede
hem fizyolojik ve hem de patolojik kosullarda énemlidir.
iNOS, pro-inflamatuvar sitokinlere veya endotoksine ya-
nit olarak makrofajlar, glial hiicreler ve timér hiicrelerinde
eksprese edilir. Reaktif astrositlerde iINOS ekspresyonu-
nun artmasi, glutamaterjik yolu uyarir ve hipereksitabilite-
ye neden olur (5). INOS aracili NO, status epileptikus (SE)
sonrasi dénemde, yani epileptojenez déneminde ndron-
lari uyarmaya devam eder (8) ve bu faktorler, néronlan
nébet esigini daha da distrmek igin israrla duyarli hale
getirir (9).

Klinik ve deneysel calismalar, uzun sureli epileptik nébet-
lerin cogunlukla hipokampusta néronal hasar olusturarak
biligsel fonksiyonlarda bozulmaya neden oldugunu goés-
termistir (10). Ogrenme ve hafizadan sorumlu olan hipo-
kampus, cornu ammonis (CA) ve dentat girus olmak Gzere
iki kisimdan olusur. Hipokampusun CA bélgesi CA1, CA2,
CA3 ve CA4 olmak Uzere dort zondan olustugu kabul edi-
lir. CA1 ve CA2 zonlarn kigik piramidal hiicrelerden, CA3
ve CA4 zonlari genis piramidal hiicrelerden olusur. Dentat
girus bir kavite seklindedir ve kicik grandl hiicrelerden
olugsmaktadir. Deneysel olusturulmus status epileptikus
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modellerinde CA1 bdlgesindeki piramidal néronlar se-
rebral iskemiye kargi daha hassas olduklar (11, 12), hi-
pokampus CA1, CA3 piramidal néronlar ve dendat hilus
bolgesi graniler néronlarda histolojik degisikler saptan-
mistir (13). Ayrica temporal lob epilepsisinde CA1'in en
fazla etkilenen hipokampus alt bdlgesi oldugu rapor edil-
mistir (14). ilaveten hipokampus alt bélgeleri (DG, CA3,
CA1) arasindaki intrahipokampal baglantilar, epileptik
durum olusturabilen eksitatdr geri besleme halkalari
iceren devrelere sahiptir. CA1 bdlgesi néronlar spasyal
(uzaysal) 6grenme ve bellek icin gereklidir. CA1 bdlgesi
bir hata dedektéri gibi calisir ve kortikal bilgiler ile CA3
ve entorniyal korteksden gelen bilgiler arasinda uyum-
suzluk olup olmadigini kontrol eder. CAT ve CA3'deki
hicre sayilan adélesan dénemden énce daha az iken bu
dénemden sonra giderek artmaktadir (15). Epileptik no-
betler ve biligsel bozukluk iliskisi iyi bilinmektedir. Uzun
strreli anilarin olusumu ve depolanmasindaki zorluklar né-
betlerde hipokampus disinda diger beyin boélgelerinin de
etkilendigini distndirmektedir (16, 17). Frontal korteks
hipokampusda kodlanan bilgilerin uzun sureli hafizada
depolanmasindan sorumlu oldugdu bilinen en énemli be-
yin bélgesidir (18). Dolayisiyla ¢alismamizda PTZ ile in-
dikledigimiz nébetlerin frontal korteksde NOS tirlerinin
ekspresyonuna eritropoetinin etkisini de arastirdik.

Eritopoietin  (EPO) esasen eritropoezde rol oynar.
EPO’'nun genis yelpazede nérodejeneratif hastalik mo-
dellerinde pleitropik etkileri ortaya konmustur. EPO &n-
tedavisinin serebral iskemi, travma modellerinde ndron
koruyucu ve antiinflamatuar etkileri, deneysel indiklen-
mis epileptik ndbet modellerinde antiepileptik etkisi gos-
terilmistir (19-21). EPO’nun vazodilatasyonla sonuglanan
nérovaskiler yanitinda kan akisini artirma yoluyla NO
Uretimini artirarak néroprotektif etkileri rapor edilmistir
(22). NO’nun, néronal hicre kiltirlerinde EPO reseptori
(EpoR) ekspresyonunu indikleyebildigi (23), vazodilatas-
yon yoluyla oksijen teminini artirabilecegi ve dolayisiyla
doku koruyucu etkileri saglayabilecedi ancak NO'nun asi-
r Uretilmesinin nérotoksik olduguda bilinmektedir (24).
Basal gangliyon hicre kiltirlerinde, NO uygulamasinin,
glial hiicrelerde EPO'nun hipoksi indikleyici faktor (HIF)
aracili transkripsiyonuna bagl olarak aksonal dejeneras-
yona karsi koruma sagladigi gdsterilmistir (25).

Bu calismada, PTZ ile indikledigimiz tonik klonik nébet-
lerden 24 saat dnce EPO uygulamasinin ndbet davranigi
ile (proflaktik olarak) plazma, frontal korteks ve hipokam-
pus CA1, CA3 ve DG boélgelerinde NOS tirlerinin dizey-
leri Uzerine etkileri arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM

Deney diizenegi ve gruplar

Bu calismada kirk adet agirliklari 300-350 g arasinda degi-
sen 3 aylik erkek Wistar albino sican kullanildi ve sicanlar
standart laboratuvar kosullarinda (12 saat aydinlik-12 saat
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karanlik, 21+1°C oda sicakligi, ad-libitum su ve besin) ba-
rindirldi. Tim deneyler ulusal saglik enstitileri tarafindan
kabul edilen deney hayvanlari bakimi ve kullanimi ilgili
kurallar cercevesinde Bezmialem Vakif Universitesi De-
neysel Arastirma Merkezi'nde (Etik Kurul Onayr 2016/128
sayili, 22.04.2016 tarihli olarak Bezmialem Vakif Universi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 'ndan alind)
gerceklestirildi. Hayvanlar rastgele olarak : (i) tek bagina
serum fizyolojik (SF) uygulanan (kontrol, n=10); (ii) tek ba-
sina pentilentetrazol (PTZ, n=10) uygulanan (24 saat dnce
SF uyguland)), (iii) tek basina EPO uygulanan (SF uygula-
masindan 24 saat 6nce EPO, n=10) ve (iv) PTZ enjeksiyo-
nundan 24 saat dnce EPO uygulanan (EPO + PTZ, n=10)
olmak lzere dort gruba ayrilmistir.

Uygulanan maddeler ve dozlari

Rekombinant insan eritropoeiteni, (-HUEPO, Eprex; Epo-
etin alfa, 3000 IU/ml, Santa Farma, Turkey) intraperitoneal
(i.p) 3000 1U/kg olacak sekilde SF icerisinde seyreltilerek
kullanildi. Bu doz daha &nce kullanilmis olup herhangi bir
yan etkisi gorilmemesi (17) sebebiyle tercih edilmistir.
EPO veya SF uygulamalarindan 24 saat sonra sicanlara
SF igcinde ¢ozindurilen 60 mg/kg i.p. PTZ (Sigma) uygu-
lanmistir. Kontrol ve EPO kontrol gruplarindaki sicanlara
serum fizyolojik uygulandi.

Epileptik nobetler gecirildikten 48 saat sonra (kisa ve
uzun sureli hafiza testi yapilmistir, ancak sonuglari burada
degerlendirilmemistir) biyokimyasal analizler icin 6 hay-
vandan kardiyak kan alindi, dekapite edilen hayvanlarin
hipokampus ve korteksleri ayrilarak sivi azotla dondurul-
du ve -80°C saklandi. Alinan kanlar 3000 xg'de santrifij-
lenerek calisilmak tizere saklandi. immunohistokimyasal
calismalar icin ise perfizyon yontemi uyguland.

PTZ induiklii nébet siddetlerinin degerlendirilmesi
Nobet siddeti; PTZ verildikten sonra iki saat sire ile si-
canlar gozlenerek nébetler Racine skalasina gére skorlan-
di (26). 0 ndbet yok; 1 jeneralize myoklonikjerk (bir kasin
gegcici olarak kasilip sarsilmasi); 2 dogrulma kaybinin eslik
etmedigi jeneralize klonik nébet; 3 dogrulma kaybinin es-
lik ettigi jeneralize klonik ndbet; 4 6n ekstremite tonusu
ile dogrulma kaybi; 5 arka ekstremite tonusu ile dogrul-
ma refleksinin kaybi olarak kabul edilerek ndbet siddeti
belirlendi.

Hipokampus ve frontal korteks dokularinda ve plazma
6rneklerinde biyokimyasal belirteclerin ¢alisiimasi
Dondurularak saklanan hipokampus ve frontal korteks
dokulari 137 mM NaCl, 10 mM fosfat ve 2,7 mM KCl
iceren ve pH'si 7,4 olan fosfat tamponunda (PBS) homo-
jenize edildikten sonra +4°C'de 10000g’'de 15 dakika
santriftj edildi. Plazma ve doku (hipokampus ve korteks)
orneklerinde nNOS (SunLong, SL1253Ra, China), iNOS
(SunLong, SL1250Ra, China), eNOS (SunLong, SL1251Ra,
China) belirtecleri caligildi.

immunohistokimyasal metod

Deney sirasinda 4 sicanin perflizyon ydntemiyle kismen
fikse edilen beyinleri, sag ve sol hemisferler olarak ayril-
di. %10 notral formalinde fikse edildi. Dokular daha sonra
parafin bloklar haline getirilerek 5 pm kalinhiginda alinan
kesitler immunohistokimyasal caligmalar icin kullanildi.

Lamlara alinan kesitler deparafinizasyon ve dehidratasyon
islemlerinden sonra saf suda yikandi. Lamlar mikrodalga
firnda sitrat tamponu (pH:6,0) icerisinde 600 Watt'ta 10
dakika kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Sitrat tamponunun ardindan saf suda yikanan
kesitler 10-15 dakika boyunca PBS (pH:7,2)'de bekletildi.
Tum kesitler, endojen peroksidaz aktivitesinin engellen-
mesi icin, oda sicakliginda ve nemli ortamda %3’k hid-
rojen peroksit (H202) (Merck, 1,08597) icinde 10 dakika
tutulduktan sonra PBS’e alindi. Daha sonra, kesitlere oda
sicakliginda 10 dakika Ultra V blok (Thermo Scientific, TA-
125-UB) uygulandi. Kesitler nNOS ( 1:150 dilisyonunda,
Invitrogen 617000) ve eNOS (1:100 dilisyonunda Labvisi-
on RB9279) antikorlar +4 °C'de bir gece (18 saat), iNOS
antikoru (1:100 dilisyonunda, Lab VisionRB1605) ile oda
isisinda 1 saat tutuldu. Tim antikorlar, UltrAb Diluent (Lab
Vision, TA-125-UD)'de sulandirildi. Lamlar, PBS’' de 3 kez
5’er dakika yikandiktan sonra, 30 dakika oda sicakliginda,
keciden elde edilmis biyotinlenmis anti-tavsan sekonder
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inklibe edildi.
Kesitler PBS' de yikandiktan sonra, peroksidaz ile isaretli
streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)'de oda sicak-
liginda 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon Grdndnin olus-
masi icin, maksimum 10 dakika AEC (3-amino-9-etilkarba-
zol) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile inkibe edildikten
sonra distile su ile yikandi. 45 saniye boyunca Mayer he-
matoksilende (Lab Vision, TA-125-MH) tutularak zit boya-
ma yapilan kesitler, 5 dakika musluk suyunda yikandiktan
sonra gliserol jelatin (Lab Vision, TA-125-UG) ile kapatild.
Leica stk mikroskobu ile incelenerek hipokampusun CA3,
CA1 ve DG alanlarindaki eNOS, iNOS ve nNOS pozitif
reaksiyonlu hiicrelerin dagilimi H-skor ile degerlendirildi.
[H-skor=S Pi (i + 1), "i" reaksiyon siddeti ve "P" reaksiyon
gosteren hiicre yizdesi] (21). DG, CA3 ve CA1 bdlgele-
rinin H-skorlar birlikte degerlendirilerek ortak bir H-skor
degeri elde edildi ve gruplar karsilastirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen tim veriler Instat istatistik yazilimi (Instat
Graphpad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
analiz edilmistir. Normal dagilim igin gruplarin uyumlulu-
Junun test edilmesinin ardindan, doku homojenatlari ve
plazma ornekleri, tek yonli varyans analizi uygulanarak
Tukey coklu karsilagtirma testi kullanilarak degerlendiril-
di. Nébet siddeti ise student-t testi (Mann Whitney post
test) ile degerlendirildi. Degerler + standart sapma olarak
ifade edildi. P<0,05 dederi tim analizlerde istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

EPO &n-uygulamasinin nébet siddeti lizerine etkileri

PTZ uygulanmasi sonucunda ndébet siddeti 4,8+0,4 olarak
skorlanirken, EPO 6n-uygulamasiyla ndbet siddetlerinin
3,4+0,5 oldugu ve EPO &n uygulamasinin nébet siddeti-
ni anlamli olarak azalttigi (p<0,01) tespit edildi. Son PTZ
uygulamasindan sonra olacak sekilde hafiza testi (kisa ve
uzun sureli hafiza) yapilmistir ancak sonuglar verilmemistir.

EPO 6n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks 6rneklerinde nNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma nNOS duzeyleri kontrol grubunda 116,8+9,5; EPO
grubunda 29,9+9; PTZ grubunda 133,9+16,6; EPO+PTZ
grubunda 64,1+25 pg/ml'dir. Kontrol grubuna gére EPO

Kontrol EPO

DG

CA3

CAl

EPO+PTZ

grubu nNOS dizeyinin anlamli olarak azaldigi (p<0,001)
gorilirken, PTZ grubunda ise anlamli bir degisiklik go-
rilmedi. EPO+PTZ grubunun plazma nNOS dizeyi PTZ
grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,001). Hipo-
kampus nNOS duzeyleri degerlendirildiginde ise, EPO
uygulanan grupta (35,6+1,8) kontrol grubuna (121,3+7,4)
g6re anlamli olarak azalis (p<0,001) gorilirken; PTZ uy-
gulanan grupta (140,9+9,5) ise kontrole gore farklilik tes-
pit edilmedi. EPO+PTZ grubu nNOS dizeyi (273,6+59)
ise PTZ grubuna goére anlamli olarak artti (p<0,001) (Se-
kil 1). Frontal korteks nNOS duzeyleri kontrol grubuna
(74,6+30,1) gore; EPO uygulanan grupta (35,1+18,5)
azaldigi (p<0,05); PTZ uygulanan grupta (156,3+22) ise
anlamli olarak arttigi (p<0,001) gérildu. Frontal korteks
nNOS duzeyi EPO+PTZ grubunda (82,8+20,2) ise, PTZ
grubuna gdre azaldi (p<0,001) (Sekil 1).

PTZ EPO+PTZ

B Serum
E=8 Hipokampus
Il Frontal korteks

Sekil 1: Hipokampusde nNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks
doku &rneklerinde nNOS dzeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C:
Kontrol grubu CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ
grubu DG, H: PTZ grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ
grubu CA3 ve L: EPO+PTZ grubu CA1 bolgelerinde nNOS anlatimi gésterilmektedir.
I: Hipokampusteki nNOS anlatiminin H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma,
hipokampus ve frontal korteks érneklerinde nNOS duzeyleri (n=6).*, kontrol grubuna;
8, PTZ grubuna gore karsilagtirmayi ifade etmektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
¥®p<0,01; ®p<0,001. Veriler ortalama+standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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Hipokampusun CA3, CA1 ve DG alanlarinda immuno-
histokimyasal olarak nNOS pozitif reaksiyonunun siddeti
incelendiginde EPO grubunda ve PTZ grubunda nNOS
reaksiyonunun kontrol grubuna gére azaldigi (p<0,01)
gdzlemlendi. EPO 6n-uygulamasindan 24 saat sonra PTZ
verilen gruptanNOS anlatiminin, PTZ grubuna gore an-
lamli olarak bir arttigi gorildu (p<0,01) (Sekil 1).

EPO &n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde iNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma iNOS duzeyleri kontrol grubunda 25,9+9,5;
EPO grubunda 37,0+10,7; PTZ grubunda 32,1+6,4 ve
EPO+PTZ grubunda 33,2+6,7 pg/ml'dir ve gruplar ara-
sinda anlamli bir farklilik yoktu. Hipokampus iNOS dize-
yinde, EPO uygulanan grup (46,3+6,3) ile kontrol grubu

(41,4+8,0) arasinda anlamli bir farklilik gézlenmezken;
PTZ uygulanan grupta (29,8+1,5) iNOS duzeyinin kontrol
grubuna gore (p<0,05) azaldigi gorildi. EPO+PTZ grubu
iNOS duzeyi (46,1+6,2), PTZ grubuna gore artti (p<0,001)
(Sekil 2). Frontal korteks iINOS duzeyleri ise kontrol gru-
bunda 41,8+8,6;, EPO grubunda 42,2+5,6; PTZ grubunda
37,6+3,0 ve EPO+PTZ grubunda 40,0+4,3 pg/ml'dir ve
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmad..

immunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1
ve DG alanlari incelendiginde EPO grubundave PTZ gru-
bunda iINOS pozitif reaksiyonu, kontrol grubuna gére
anlamli bir farkhlik géstermedi. EPO 6n-uygulamasindan
24 saat sonra PTZ verilen grup ile PTZ grubu arasinda da

belirgin farklilik goézlemlenmedi (Sekil 2).

iNOS H-skor
iNOS (pg/ml)
8

@ Serum
B8 Hipokampus
@ Frontal korteks

556

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol

EEE

Sekil 2: Hipokampusde iNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku
drneklerinde iINOS dizeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C: Kontrol grubu
CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ grubu DG, H: PTZ
grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ grubu CA3 ve L: EPO+PTZ
grubu CAT bélgelerinde iINOS anlatimlan gésterilmektedir. I: Hipokampusteki iNOS anlatiminin
H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma, hipokampus ve frontal korteks érneklerinde iNOS
duzeyleri (n=6). *, kontrol grubuna; 8, PTZ grubuna gore karsilagtirmay ifade etmektedir.
*0<0,05; ***p<0,001; #p<0,001. Veriler ortalama+standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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EPO 6n-uygulamasinin plazma, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde eNOS diizeyi ve hipokampusteki
ekspresyonu lizerine etkisi

Plazma eNOS duzeyleri kontrol grubunda 33,3+14,2; EPO
grubunda 43,5+13,3; PTZ grubunda 42,7+9,5; EPO+PTZ
grubunda 40,1+8,1 pg/ml’dir ve gruplar arasinda anlam-
I bir farklilik yoktu. Hipokampus eNOS duzeyleri kontrol
grubunda 56,8+12; PTZ uygulanan grupta 39,2+2,2; EPO
grubuna 64,1+3,6 ve EPO+PTZ grubunda 63,7+5,3 pg/
ml'dir. PTZ grubu hipokampal eNOS duzeyi kontrol gru-
buna gore anlamli olarak azalirken (p<0,01); EPO grubun-
da kontrol grubuna gére anlaml bir farkhlik gérilmedi.
EPO+PTZ grubunda ise PTZ grubuna gére eNOS duze-

Kontrol EPO

DG

CAl

Kontrol

g Y
5 3
x o

w

eNOS (pg/ml)
o B8 & 8

PTZ

EPO
EPO+PTZ

yinin arttigi (p<0,001) ve kontrol ile EPO gruplarina yak-
lastigi goraldu (Sekil 3). Frontal korteks eNOS duzeyleri
ise kontrol grubunda 57,3+13; EPO grubunda 64,4+10,7;
PTZ grubunda 51,0+4,5 ve EPO+PTZ grubunda 54,5+3,3
pg/ml'dir ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu
(Sekil 3).

immunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1
ve DG alanlarindaki eNOS pozitif reaksiyonu EPO gru-
bunda (p<0,01) ve PTZ grubunda (p<0,001) kontrol gru-
buna gére azaldi. EPO 6n-uygulamasindan 24 saat sonra
PTZ verilen grupta eNOS anlatiminin PTZ grubuna gére
(p<0,01) anlamli olarak arttigr goralda (Sekil 3).

EPO+PTZ

B Serum
B8 Hipokampus
B Frontal korteks

555

*x

Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ
Kontrol
EPO

PTZ
EPO+PTZ

Sekil 3: Hipokampusde eNOS anlatimi ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku
orneklerinde eNOS duzeyleri. A: Kontrol grubu DG, B: Kontrol grubu CA3, C: Kontrol
grubu CA1, D: EPO grubu DG, E: EPO grubu CA3, F: EPO grubu CA1, G: PTZ grubu
DG, H: PTZ grubu CA3, I: PTZ grubu CA1, J: EPO+PTZ grubu DG, K: EPO+PTZ grubu
CA3 ve L: EPO+PTZ grubu CA1 bdlgelerinde eNOS anlatimlari gdsterilmektedir.
I: Hipokampusteki eNOS anlatiminin H-skor olarak gosterilmesi (n=4). Il: Plazma,
hipokampus ve frontal korteks érneklerinde eNOS duzeyleri (n=6). *kontrol grubuna;
8, PTZ grubuna gore karsilagtirmayi ifade etmektedir. **p<0,01; ***p<0,001; *p<0,01;
¥ <0,001. Veriler ortalama=standart sapma olarak degerlendirilmistir.
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TARTISMA VE SONUC

Eritropoietin, antikonvulsan etkileriyle beraber, i¢ NOS
izoformu Uzerinden hipokampus veya frontal korteksde
farkli etkiler géstermektedir. PTZ uygulamasindan 24 saat
once EPO uygulanmasi, hipokampusde agirlikli olarak
nNOS olmak Gzere kismen eNOS ve iINOS Uzerinden hi-
pokampus ve frontal korteksde etkileri olmaktadir.

Deneysel olarak indiklenen ndbetlerde, EPO dn-tedavisi-
nin serebral iskemi, travma modellerinde néron koruyucu
ve antiinflamatuar etkileri gdsterilmistir (20, 21). Bizim de
calismamizda EPO 6n-uygulamasiyla nébet siddetlerinin
azaldigini gosterdik ve literatirle uyumludur. NMDA re-
septorlerinin aktivasyonu L-argininden NO Ureten enzim-
leri tetikler (27). EPO'nun néroprotektif etkisinde NO'nun
sorumlulugu, genellikle NO'nun vazodilatator etkisi yani
kan akimini artirmasi ile aciklanmaktadir (22). NO'nun,
néronal hicre kiltirlerinde EpoR ekspresyonunu indiik-
leyebildigi (23), vazodilatasyon yoluyla oksijen teminini
artirabilecedi ve dolayisiyla doku koruyucu etkileri sag-
layabilecegdi ancak NO'nun asirt Uretilmesinin nérotoksik
oldugu da bilinmektedir (24). Bazal gangliyon hicre kul-
turlerinde, NO uygulamasinin, glial hiicrelerde EPO'nun
HIF aracilikli transkripsiyonuna bagli olarak aksonal deje-
nerasyona karsi koruma sagladigi gdsterilmistir (25).

Farelerde, normal kosullarda NO iceridi serebral kortek-
sin temporal bodlgesinde (amigdala dahil); hipokampus,
serebellum ve serebral korteksin diger bdlgelerinden
daha fazla oldugu bildirilmistir (28). PTZ induklt konvul-
sif ndbetlerden sonra tim beyin bélgelerinde NO mik-
tarinin %50'den fazla arttigi gosterilmistir (3). nNOS (-/-)
olan farelerde, PTZ ile nébet olugmasi daha yuksektir (29).
PTZ, dozuna da bagli olarak beynin farkl bélgelerinde
farkli hicrelerde farkli etkiler gésterir. NO, NOS bagmli
hicreye 6zgu sinyal kompleksleri araciligiyla bu etkileri-
ni segileyebilir (30). NO'nun prokonvulzan etkisini rapor
eden caligmalar (31, 32), yaninda antikonvulsan etkisini
gosteren caligmalarda mevcuttur (29).PTZ ile indiklenen
kindling ndbetlerde NO'nun elektriksel desarjlar azalta-
rak antikonvulzan etkisi gosterilmistir (32). nNOS tarafin-
dan NO duretimi, hipoksi slresince veya sonrasinda artar
(33). Bizim calismamizda da PTZ ile olustrulan tonik klonik
nobetler sonrasinda frontal korteksde nNOS dizeyi artig
gostermistir. Ancak PTZ grubunda, serum dizeyinin aksi-
ne hipokampus alt bdlgelerinde nNOS ekspresyonunun
dismesinin bir nedeni epileptik nébetlerin indikledigi
oksidatif stres olabilir. NMDA reseptorl iceren néronlarin
ylUksek oranda nNOS icerdikleri rapor edilmistir (34). Epi-
leptik nobetlere 6zellikle hipokampal néronlarin hassasi-
yeti ve ndbetlerin olusumunda hipokampal néronlardaki
asin elektriksel aktivitenin sorumlulugu bilinmektedir.
Dolayisiyla frontal korteksden farkl olarak hipokampusda
NMDA reseptérlerinin asgin aktivasyonu, hicre icine asin
kalsiyum girisi reaktif oksijen Urlnlerinin olusumuna ne-

den olur. Bu oksidatif Grlinlerin hipokampusda nNOS ile
reaksiyona girip oksidatif peroksit Grinlerinin olusumuna
(35) boylece hipokampusda nNOS'da azalmaya neden
olabilicedini dusindirmektedir. Ayrica deneyin hafiza
testinden sonra sonlandinimasi, iyilesme sireclerinin
devreye girmis olmasini da etkin kilmis olabilir. ilging ola-
rak tek basina EPO uygulamasindan sonra hem plazma,
hipokampus ve frontal korteksdeki diizeyleri ve hem de
hipokampusdeki nNOS anlatminin (kontrole grubuna ki-
yasla) cok belirgin olarak diismuis olmasi, tek basina EPO
uygulamasinin nNOS Uzerine baskilayici olabilecegini
dustindirmektedir. Bu digiincemiz Kilic ve ark. (2005) ta-
rafindan yapilan murin beyninde rhEPO’sunun transgenik
ekspresyonu, striatal néronlarda nNOS ekspresyonunu
baskiladigini bildiren calismayla da értigsmektedir (36).

NQ'in, kortikal néronlarda eksitotoksisiteye kargi koruyu-
cu fakat hipokampusdeki néronlarda uyarilabilirlige kars:
hicre tiplerine 6zgu etki gosterdigi distintiimektedir (30).
Glial (Shwann) hucre kilttrinde, NO-indukla aksonal ko-
rumanin hipoksi indukleyici faktér (HIF)-1 aracili olarak
EPO transkripsiyonuna bagl oldugu gosterilmistir (25).
Calismamizda da EPO uygulamasindan sonra PTZ verilen
hayvanlarin hipokampuslarinda nNOS ekpresyonunun
kontrol seviyesinde korunmasi, EPO’nun antioksidan etki-
sine bagdli oldugunu dustindirmektedir. EPO hipokamus-
da oksidatif stresi azaltarak mevcut nNOS ekspresyonun
korunmasini saglayabilir. Nitekim EPO 6n tedavisinin,
PTZ induklu epileptik nébetlerin hipokampusda indikle-
digi lipid perksidasyon rlini olan MDA seviyesini distr-
digu gosterilmistir (21).

PTZ verilerek akut nébet olustuktan 1 saat sonra izole
edilen sican hipokampuslerinde iINOS dizeyi artarken
eNOS dizeyinin azaldigi bildirilmektedir (21). Buna karsin
60 mg/kg PTZ ile indiklenen akut nébetlerde hipokam-
pusda iINOS ekspresyonun degismedigini rapor eden
calisma da mevcuttur (37). Bizim calismamizda PTZ veri-
len grupta hipokampus eNOS dizeyi literatirle uyumlu
sekilde dismdustd, ancak ilging olarak iINOS duzeyleri de
dUstktl. Bu durum literatirle celismektedir. Bunun nede-
ni nébetlerden sonra érneklerin alinma sureleri arasindaki
farkhlik olabilir. Ayrica nébetlerin neden oldugu oksidatif
stres tim NOS tirleri ile Gretilmis NO ile birleserek reak-
tif nitrojen Urlnleri olusturabilir, bu nedenle diger NOS
turlerinde oldugu gibi INOS da dislk bulunmus olabilir.
Nitekim reaktif oksijen Griinlerinin iNOS ile reaksiyonu
yiksek oranda gerceklesmektedir. EPO’nun, inflamatuvar
uyaranlara maruz kalmig oligodendrositlerdeki proinfla-
matuar medyator olan iINOS ekspresyonunu hafiflettigi,
buna kargin EPO’nun orta dizeyde eNOS'u aktive ede-
bilecedi bildiriimektedir (37). Bahcekapili ve ark. (2014)
tarafindan yapilan calismada EPO 6n uygulamasi ile hi-
pokampusde eNOS dizeyinin arttigi, iINOS seviyesinin
de azaldigi rapor edilmistir (21). Calismamizda PTZ uygu-
lamasindan 6nce EPO 6n-uygulamasi ile hipokampusde-
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ki iNOS ve eNOS duzeyleri ve anlatimlari kontrol grubu
degerlerine yaklasti. eNOS ve iNOS normal degerlere
yaklasirken, nNOS duzeyinin yaklasik 2 kat kadar hipo-
kampusde belirgin olarak artmis olmasi, EPO 6n-uygula-
masinin tonik klonik ndbetlerde hipokampusde nNOS'u
artirarak koruyucu 6zelliklerini sergileyebilecegini du-
stindirmektedir. Bu dusliince de, nNOS'un beynin farkli
bolgelerinde ve farkli durumlarda prokonvilsan veya an-
tikonvulsan davranis sergiledigi seklinde yorumlanabilir.
Bazi calismalarda nNOS'un antikonvilsan &zelliklerinin
de ortaya konmasiyla epilepsi tedavilerinde NO aracili
tedavi yontemlerini ve olasiliklarini gelistirme gerekliligi
ortaya cikmaktadir. Ayrica, EPO 6n uygulamasi yapilan
kontrol grubu hayvanlarin serum, hipokampus ve frontal
korteks érneklerinde nNOS duzeyinin disik olmasi ilging
bir bulgu olarak karsimiza ¢cikmaktadir ve bu bulgu bize
EPO’'nun agirlikl olarak nNOS'u da etkileyebilecegdini
gosterir.

Calismamizda hipokampusdeki NOS tirleri anlatimlari-
nin zaman zaman biyokimyasal él¢imlerden farkli olmasi,
biyokimyasal incelemeler icin total hipokampus dokusu
kullaniimasi ve anlatimlarinin incelemesi hipokampusdeki
belli zonlardaki hicrelerin sayimi ile ince bir kesit Gzerin-
de yapilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Sonug¢ olarak, EPO &n-uygulamasinin ndbet siddetini
azalttigi ve PTZ indukli nébetlerden 48 saat sonra dene-
yin sonlandinimasiyla EPO uygulamasi, hipokampus alt
bolgelerinde eNOS ve daha belirgin olarak nNOS du-
zeyini artirmisti. EPO'nun antiepileptik etkisini NOS'lar
baglaminda degderlendirecek olursak; EPO on tedavisi;
1) eNOS araciligiyla nébete hassas bdlge olan hipokam-
pusda kan akimini artirarak nébetlerin neden oldugu
iskeminin engellenmesi ve dolayisiyla kanlanmanin azal-
masina bagli néronlardaki hipereksitabilitenin engellen-
mesi ile, 2) muhtemelen antioksidan etki ile nébetlerin
neden oldugu oksidatif etkiyi azaltip antioksidan etki ile
hem eNOS hem de nNOS'un azalmasni engellemistir.
Boylelikle EPO &n tedavisi eNOS ve nNOS aracihidi ile
antikonvulzif etki gosterebilir. Bu preliminer ancak 6zgln
bulgularimiz EPO’nun antiepileptik ve antiamnezik etki-
sinde NO'nun sorumlulugunun spesifik NO inhibitorleri
ile daha ileri arastrilmasi gerekliligini distindirda.
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OZET

Amag: Sendromik (SCS) ve non-sendromik kraniyosinostozlu
(NSCS) olgularda, kraniyosinostoz tipleriyle iligkilendirilmis gen-
lerde (FGFR1-3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23) mutas-
yonlarin arastirilmasi ve molekiler genetik tani icin akilci bir akis
semasi olusturulmasi.

Gereg ve Yontem: istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi,
Tibbi Genetik AD'da kromozom anomalisi diglanmis, altisi prena-
tal ve 34'U postnatal tani alan, dokuzu NSCS ve 31'i SCS toplam
40 olgu ile 34 saglikli ebeveyn calismamiza dahil edildi. SCS'li ol-
gularin dokuzu Pfeiffer (PS), altisi Crouzon (CRS), besi Apert (AS),
yedisi Saethre-Chotzen (SaCS) ve doérdi Muenke (MUS)/Saethre
Chotzen (SaCS) idi. Kraniyosinostoz tipine gére mutasyonlarin en
sik gézlendigi gen/ekzon bdlgelerinden baslanarak, tim gen ve
iliskili diger genler asamali olarak Sanger dizileme yéntemi ile in-
celendi. Mutasyon saptanmayan olgularda incelenen genlerdeki
blylk delesyon ve duplikasyonlar Multiplex Ligation-depended
Probe Amplification (MLPA) yontemi ile arastinldi.

Bulgular: Olgularimizin %50'sinde dizi analizi ile ve %2,5'unda
MLPA yéntemi ile klinik bulgular destekleyen molekiler gene-
tik sonuglara ulagildi. Molekdler tani orani SCS grubunda %64,5,
NSCS grubunda %11,1 oldu.

Sonug: Sendromik olgularda molekdiler tani orani seri ortalama-
sinin Uzerinde idi. Birinci basamakta FGFR2 geni ekzon 7-8'de
olasi mutasyonlar dislandiktan sonra, ikinci basamaktaki hedef
ekzonlara (3, 5, 11, 14-17) ekzon 12 ve 13'Un ilavesi PS'de mutas-
yon saptama oranini %33 arttirdi. Calismamiz, molekuler tani alan
ailelere 6zgiin genetik danigsma olanagi sagladi. CS olgularinda
izlenen akis semasinda Sanger dizileme ile 1. ve 2. basamak test-
lerden sonra mutasyon saptanmayan olgularin yeni nesil dizileme
teknigi ile klinik ekzom ve yUksek ¢oztnUrlikld mikroarray calis-
masina alinmasinin uygun olacagina karar verildi.

Anahtar Kelimeler: Kraniyosinostoz, FGFR, TWIST1

ABSTRACT

Objective: Craniosynostosis (CS) associated genes (FGFR1-3,
TWIST1, MSX2, POR, FREM1 and RAB23) were investigated in
order to determine the mutation rates and establish an effective
flow chart for molecular genetic diagnosis for syndromic (SCS)
and non-syndromic craniosynostosis (NSCS).

Material and Method: A total of 40 cases, including six prenatal
cases, with normal karyotypes, and 34 parents were investigated
in the Medical Genetics Department of Istanbul Medical Faculty.
The clinical diagnosis was NSCS in 9, Pfeiffer in 9 (PS), Crouzon in
6 (CRS), Apert in 5 (AS), Saethre-Chotzen in 7 (SaCS) and Muen-
ke/Saethre Chotzen in 4 (MUS/SaCS) of the cases. According to
the clinical diagnosis, the hot spot mutation sites of genes/exons
were screened initially and the whole gene and other genes were
progressively examined by Sanger sequencing. The Multiplex
Ligation-Depended Probe Amplification (MLPA) technique was
applied to detect deletions/duplications.

Results: Molecular results were achieved in 50% of cases by se-
quencing and in 2.5% by MLPA. Molecular diagnosis rate was
64.5% in SCSs and 11.1% in NSCSs.

Conclusion: Molecular diagnosis rate was higher in the SCS than
in the NSCS group. Including exons 12 and 13 to target exons (3,
5, 11, 14-17) of FGFR2 gene increases the mutation rate by 33%
in the second step of the molecular investigation in PS cases. Ge-
netic counseling with the families following molecular diagnosis
is important. Our results supported the fact that CS cases with
un-identified pathogenic variants in the first and second steps of
the algorithmic chart, should be followed by clinical exome and
high resolution microarray techniques.

Keywords: Craniosynostosis, FGFR, TWIST1
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GiRiS

Kafatasi kemiklerini birlestiren kraniyal stttrler, fibréz do-
kular olup dogum sirasinda kafanin kanaldan rahat gec-
mesine ve ilerleyen sirecte beynin blylimesine olanak
saglar (1, 2). Beyin kubbesinde sagital, koronal, metopik
ve lambdoid olmak lzere sekiz adet kraniyal sitir bulu-
nur. SUtdrlerin erken fiizyonu sinostoz, sttirlerden bir veya
birkaginin erken kapanmasi ile ortaya ¢cikan malformasyon
da kraniyosinostoz (CS) olarak tanimlanir. 1/2100-1/2500
canli dogumda bir gozlenen (3, 4) bu malformasyonun
varliginda beyin, kranyumun acik olan sutdrleri yonlinde
blyimeye devam eder ve kapanan sltire 6zgln (trigo-
nosefali, skafosefali, akrosefali, plagiosefali, ve brakisefali
vb.) deformasyonlar ortaya ¢ikar. CS'larin dnemli bir kismi
izole formda non-sendromik (NSCS), pek azi ek bulgu-
larin eslik ettigi sendromik formda (SCS) gozlenir. izole
formlar; sagital, lambdoid, koronal (tek veya cift tarafli
sUtlrln etkilenmesiyle), metopik ya da ¢oklu sitir sinos-
tozlandir (4, 5). Prevelansi 3-5/10.000 olarak verilen CS'la-
rin %70-85'inini olusturan NSCS'larin %92'si sporadiktir ve
patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir (6-8).

CS'lu olgularin %15-40"in1 olusturan SCS'lar, bugiine
kadar 180'den fazla sendromla iligkilendirilmistir (8, 9).
SCS'lar, otozomal dominant (OD), otozomal resesif (OR)
ve X-e badl kalitim gostermektedir (8, 10, 11). SCS'lar
icinde en iyi bilinenler; Apert (AS), Pfeiffer (PS), Crouzon
(CRS) ve Saethre-Chotzen (SaCS) sendromudur. AS, el ve
ayaklarda bilateral simetrik kompleks sindaktili ve bikoro-
nal sinostoz ile (4, 12), genis bir klinik spektrumu olan PS-
genellikle genis, radyale doniik basparmak ve/veya bi-
ylk ayak bas parmak, nadiren kutanéz sindaktili ile, CRS,
el ve ayaklarda herhangi bir bulgu olmaksizin kruzonoid
ylz gérinimd ile (4, 13) SaCS uni/veya bilateral koronal
sinostoz, fasiyal asimetri, pitoz, anormal kulak gérinimu
ile karakterizedir (4, 8, 14).

CS ile iligkili ilk tek gen mutasyonu, MSX2 geninde Jabs
ve ark.'lan (1993) tarafindan tanimlanmustir (15), ancak gu-
nimuze kadar baska hi¢cbir olguda goésterilememistir (4,
8). Son yillarda yeni nesil dizileme teknolojilerinin kulla-
nilmasiyla CS iliskili genlerin ve yolaklarin belirlenmesine
yonelik calismalann sayisi artmisti. Giinimiizde, insan
Genomu Mutasyon Veri Bankasinda (HGMD) CS'la ilis-
kilendirilmis 73 gen bildirilmektedir. CS iliskili gen sayisi
artmasina ragmen, SCS ile iliskili genler arasinda FGFR2
%32 ile ilk sirada yer alirken, bunu %25 ile FGFR3 ve %19
ile TWIST1 genleri izlemektedir (4, 16). FGFR (Fibroblast
Growth Factor Receptor) grubundan CS iliskisi tanimlan-
mis diger bir gen ise, FGFR1'dir.

FGFR genlerinin kodladigi fibroblast blylime faktori
reseptorlerin, fibroblast biyime faktérlerine baglanan,
membran disina uzanan ligand domaininde U¢ adet im-
munoglobin benzeri domain (Ig I, Il ve Ill), heliks yapi-
sinda olan tek bir transmembran domaini ve hiicre igine

uzanan tirozin kinaz aktivitesi gosteren intrasellller do-
maini bulunmaktadir (4, 8). FGFR2 ve FGFR3'de saptanan
mutasyonlarin blytk cogunlugu genin Igll (D2) ve Iglll
(D3), TWISTT'de ise “helix-loop-helix” domaini kodlayan
bolgelerinde saptanmaktadir (4). CS iliskisi iyi tanimlan-
mis ancak nadir sayida olguda gdézlenen genler ise POR,
FREM1 ve RAB23'dlr (4, 8, 17, 18).

FGFR2'deki mutasyonlar, AS ve CRS'lu olgularin %100'in-
den, PS'nun ise >%95'inden sorumlu tutulmaktadir (8).
Bu gendeki farkli tip mutasyonlarin, AS, CRS ve PS'na yol
acmasi ekspresivite degiskenligini gostermektedir (4, 19).
PS'da olgularin %5'inde FGFRT geni mutasyonlari tanim-
lanmistir. TWISTT ve FGFR2 genlerindeki heterozigot mu-
tasyonlar, SaCS'na yol agmaktadir (4, 8, 20).

CS olgularindaki genetik calismalar, FGFR mutasyonlari-
nin cogunun reseptdr dimerizasyonunu, ligand baglan-
ma aktivitesini ve reseptorin kinaz aktivasyonunu artti-
ran mutasyonlarla iliskili oldugunu géstermistir (21, 22).
Fibroblast Buyime Faktor (FGF)'leri, FGFR gen ailesinin
ligantlandir. Gunimuize kadar FGF ailesinden 23 Uye
(FGF1-FGF23) tanimlanmustir (21, 23-25). Gebeligin olu-
sumuyla FGF ve FGFR'ler, kraniyal sitlrlerde ifade edilir.
EkstraselUler matrikste ve hicre ylzeyinde bulunan hepa-
ran silfat proteoglikan (HSPG) molekdlleri, FGF molekdl-
lerinin uzaysal ve zamansal aktivitesini belirleyici 6zellige
sahiptir. Hicre ylzeyinde HSPG'lerin, FGF/FGFR etkile-
siminde FGF'leri i1s1, pH ya da proteazlara bagli yikimdan
koruyarak stabilize ettikleri bildirilmistir (24, 26, 27). Aktive
olan FGF/FGFR sinyal yolaklan kafatasi ve kraniyal sttir
gelisiminde 6nemli bir yer tuttugundan bu yolaktaki pro-
teinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar normal gelisi-
min bozulmasina ve FGFR iligkili kraniyosinozlara neden
olmaktadir (7, 28).

Bu calisma ile CS iligkili fenotiplerde, sekiz gende (FGFR1,
FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23)
olgularin klinik tanilar dikkate alinarak,molekiler genetik
test akis semasi ile incelenmesi, SCS ile NSCS olgularinda
molekiler tani saptama oranlarinin belirlenmesi ve elde
edilen veriler ile etkin bir akis semasi olusturulmasi he-

deflendi.
GEREC VE YONTEM

1990-2014 yillan arasinda istanbul Universitesi, istanbul
Tip Fakiltesi, Tibbi Genetik AD polikliniginde kraniyosi-
nostoz tanisi alan ve izlenen, kromozom anomalisi digla-
nan ve projeye katilmaya onam veren, altisi prenatal ve
34'G postnatal olan toplam 40 olgu ve 34 aile bireyi calis-
maya alindi. Olgularin 31'i (AS n:5, PS n:9, CRS n:6, MUS
n:4, SaCS n:7) SCS ve dokuzu NSCS grubunda degerlen-
dirildi. Postnatal olgularda periferik kan (n=68), prenatal
olgularda kordon kani (n=2), fetal deri (n=2), amniyotik
sivi hiicre kiltiri (n=1) ve kardiyosentez (n=1) 6rnekleri
DNA izolasyonu i¢gin kullanildi, test icin -20°C'de sakland.

117




Sendromik ve non-sendromik kraniyosinostoz olgularinda molekiler analizler
Istanbul Tip Fakiltesi Dergisi  J Ist Faculty Med 2019;82(2):116-22

Aday genlerin transkriptleri HGMD ile uyumlu olarak se-
cildi. Primerlerin tasarminda Ensembl’dan yararlanildi,
ozginlik UCSC'de test edildi. Sanger dizileme yontemi
ilk 21 olguda hizmet alimi (Macrogen), 19 olguda ve ailele-
rinde laboratuvarimizda (ABI3500) gergeklestirildi. Varyant
degerlendiriimesinde in silico veri taban analizleri uygu-
landi, ClinVar, HGMD ve cesitli literatirlere bagvuruldu.

Delesyon/duplikasyon analizleri icin  SALSA-MLPA-Kra-
niofasial (P080-B1 Lot.0710) kiti firma protokollerine uy-
gun olarak caligildi. incelenen bolgeler; ALX1/ekzon/1-4;
ALX3/ekzon/1-4; ALX4/ekzon/2-4; EFNB1/ekzon/1-5;-
RUNX2/ekzon/2,3a,4-9; TWIST1/ekzon/1-2; TWISTNB/
ekzon/4; FGFR1/ekzon/4-8; FGFR2/ekzon/8,11b; FGFR3/
ekzon/,7; MSX2/ ekzon 1-2 idi.

BULGULAR

Caligsmaya alinan olgularin (n=40), 31'i SCS (%77,5) ve 9'u
NSCS (%22,5) idi. Olgularin klinik tani dagilimi Sekil 1'de,
bulgulan Tablo 1'de sunulmaktadir.

NSCS
23%

OLGULAR

MUs
10%

12%

CRS
15%

SaCs
18%

Sekil 1: CS olgularinin klinik taniya gére dagilimi

Genel seride mutasyon saptanma orani %52,5 (21/40) olup
OD kalitim gosteren ti¢ gende (FGFR2, FGFR3ve TWISTT)
13 farkli mutasyon saptandi. Bu mutasyonlardan 12'si dizi-
analizi ile gosterilen degisimlerdi: sekiz yanhs anlamli, iki
anlamsiz, biri daha énce tanimlanmamis sessiz ve biri 21
b¢'lik duplikasyon; 1'i ise MLPA analizinde saptanan tim
gen delesyonu idi (Tablo 2). Ebeveyn ¢alismasinda mutas-
yonlarnin dért olgunun ikisinde maternal, ikisinde pater-
nal kaynakli oldugu gosterildi. Maternal kalitilan iki olgu
SaCS, paternal kalitilan iki olgunun biri PS tanili, digeri
NSCS grubunda idi. Diger 13 olgunun ebeveynleri mutas-
yon tasimadigindan, gonadal mozaisizm diglanamamakla
birlikte, mutasyonun de novo olustugu 6ngérildi.

TARTISMA

AS'lu olgularin %95-98'inde  FGFR2 geninde &zellikle
ekzon 7'deki yanlis anlamli ¢.755C>G (p.Ser252Trp) ve
c.758C>G (p.Pro253Arg) mutasyonlart sendromla iligki-
lendirilmisti (4, 29). Uyguladigimiz test akis semasinda
1.basamakta yer alan FGFRZ2 geni ekzon 7'nin dizilenme-
si, AS’li olgularin tamamina tani olanagdi sagladi. Bu sonug
literatr ile uyumlu bulundu (4).
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PS'lu olgularda, 1. basamakta FGFR2 ekzon 8 dizilemesi
ile, Ucte birine tani konuldu. Literatiirde 2. basamak tes-
ti olan ekzon 3, 5, 11, 14-17'nin dizilenmesi, ekzon 12 ve
13'Un ise 3. basamakta dizilenmesi onerilmektedir (4).
Calismada ekzon 12-13, 2. basamakta dizilenmis ve iki ol-
guda saptanan mutasyonlarla tani orani PS'unda %66,6'ya
yukselmistir. Literatirde onerildigi gibi 1. basamakta
FGFR2 ekzon 7-8 dizilemesi ile CRS'lu alti olgunun Ggline
tani konulabilmis (%50), mutasyon saptanmayan olgularda
diger ekzon ve genlerde dizileme ve MLPA teknigiyle her-
hangi bir mutasyon saptanmamistir. Ayirici tanida biligsel
geriligin 6nemli oldugu MUS ile fenotipi siklikla 6rtlisen
SaCS olgularinda 1. basamak test olarak FGFR3 ekzon 7
ve TWIST1 ekzon 1'in dizilenmesi dnerilmekte ve mutas-
yon saptanan gene gore adlandinimaktadir. Serimizdeki
MUS klinik tanili dort olgunun ikisinde (%50), birinci ba-
samakta calisilan FGFR3 ekzon 7'de ¢.749C>G (p.Pro-
250Arg) mutasyonu saptanmistir. SaCS olgularinda en sik
TWIST1 geninde mutasyon gdzlenmektedir. Literatirde
sadece bir SaCS olgusunda FGFR2 geninde mutasyon
bildirilmistir (30). Calismamizda SaCS olgularinda, 1. basa-
makta TWISTT ekzon 1 incelenmis (Tablo 3) ve yedi olgu-
nun Uglinde mutasyon saptanmistir (%42,8). 2. basamakta
uygulanan delesyon/duplikasyon testi ile bir olguda tim
gen delesyonu saptanmis ve SaCS olgularinda mutasyon
saptama oranimiz %57'ye yikselmistir. MLPA ¢alismasi ile
bir olguda mutasyon saptanmis oldudu icin, SaCS olgula-
rinda 2. basamak testi olarak MLPA &nerilmelidir.

Calisma grubumuzda yer alan genlerde ekzon dizileme
ve MLPA teknigi ile taranmasina ragmen (Tablo 3) mutas-
yon saptanamayan, PS (n=3), CRS (n=3) ve bir MUS (n:2)
olgusunda akraba evliligi varligi, calismamizda yer alma-
yan OR kalitimli CS iliskili genlerin sorumlu olabilecegini
disindurdu.

SCS olgularinda MSX2, POR, FREM1, RAB23 genlerinin,
kraniyosinoztozlarin etiyopatogenezinde ¢ok nadir yer al-
digr bildirilmektedir (4). Calismamizda son basamakta yer
alan bu doért gende dizileme ile mutasyon saptanmamistir.

NSCS on tanili dokuz olguda es zamanli olarak FGFR3
ekzon 7-9, FGFR2 ekzon 7 (llla) ve 8 (lllc) ve TWIST1 dizi
analizi gergeklestirildi (4). Sadece 1 olguda FGFR2 geninde
literatiirde daha 6nce tanimlanmamig ¢.234C>T (p.His78=)
sessiz degisim saptandi. Bu degisim igin in silico program-
larda “patojenik varyant” éngorlist yapilmasi ve ailedeki
segregasyon calismasinda sadece etkilenmis bireylerde
gosterilmesi, etkilenmemislerde gosterilememesi  bul-
gularla iligkili oldugu yéninde degerlendirildi, ancak 1,5
kuzen evliligi Grind olan bu olgudaki sonucun rastgele bir-
liktelik olabilecegi de goz ardi edilmemelidir. ileride bu de-
Gisimi tasiyan farkl etkilenmis bireylerin varligi fenotip-ge-
notip iligkisini destekleyecektir. Mutasyon saptanmayan
olgularda delesyon ve duplikasyon tanisi icin MLPA analizi
ve es zamanl olarak FGFR2 ve FGFR3 genlerinin diger
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demografik ve klinik bulgulan

Olgu

AS1
AS2
AS3
AS4
ASS5
PS1

PS2
PS3
PS4
PS5
PS6
PS7
PS8
PS9

CRS1
CRS2
CRS3
CRs4
CRSS
CRS6
SaCs1
SaCSs2
SaCS3
SaCs4
SaCS5
SaCSé
SaCS7
MUS1
MUS2
MUS3
MuUs4
NCS1
NCS2
NCS3
NCSs4
NCS5
NCS6
NCSs7
NCS8
NCS9

C.

O O m mmm

O m m m m O O O

m m g o m m m O O O © m ©O OO O O m O m O m Qg O m m

E

Akraba
Evliligi

1° kuzen
1° kuzen

1° kuzen

1° kuzen

1,5" kuzen

1° kuzen

1" kuzen

1° kuzen

1,5 kuzen

1,5 kuzen
1° kuzen
1,5" kuzen
1" kuzen

1° kuzen

Tani yasi

25GH
2 ay
1ay
1,5 yas
27 GH
23 GH

2,5 yas
3,5ay
1,5ay
6 ay
9 yas
5yas
2 ay
22 GH

6yas
14 yas
14 yas
2yas
4,5yas
2 ay
3,5yas
7 ay
1,5ay
3ay

2 ay

11 ay
2,5ay
1yas
3,5ay
2 ay
2,5ay
10 giin
2,5yas
25 GH
2 yas
36 GH
1yas
8 glin
2 yas
S5ay

Mat/pat

yas
36/38
32/38
28/36
34/36
26/30
32/35

32/36
27/34
39/38
30/33
28/32
26/32
21/24
22/25

28/34
24/30
27/31
30/37
27/31
25/28
37/41
37/49
28/36
28/26
35/37
33/38
30/37
35/34
29/34
28/29
28/30
26/30
28/36
20/20
27126
21/25
29/30
26/38
33/35
30/30

Ailede
Tasicihk

mat.

mat.

Etkilenmis siitiir

Koronal
Koronal
Koronal
Koronal

Koronal

Koronal, sagital ve

lambdoid
Koronal, sagital
Koronal, sagital
Sagital
Koronal, sagital
Koronal
Koronal, sagital

Koronal

Koronal, sagital ve

lambdoid
Koronal, sagital
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Koronal, sagital
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Bikoronal
Koronal
Bikoronal
Bikoronal
Koronal
Sagital
Sagital
Koronal
Bikoronal
Koronal
Sagital
Sagital
Sagital

Bikoronal

Sd.

Kd.

Genis el/ayak
bas parmagi

+

+

Proptozis

Mutasyon
+/-

+

+

GH: gebelik haftasi, C.Cinsiyet, Ik degerlendirme, Sd:Sindaktili, Kd:Klinodaktili,mat.:maternal,pat.:paternal
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Tablo 2: FGFR2, FGFR3, TWIST1 genlerinde mutasyon saptanan olgularda, fenotip, iliskili gen mutasyonlari ve

aminoasit degisimleri (n:21)

Fenotip Gen ve NM numarasi Ekzon Nikleotid Aminoasit Degisimi
Apert sendromu 7 ¢ 755C>G b.Ser252Trp
:f;'ﬁe’ sendromu 8 C.1019A5G b.Tyr340Cys
Pheiffer sendromu 5 ¢514_515delGCinsTT  p.Ala172Phe
Pfeiffer sendromu FGFR2
1 NM_000141.4 12 c.1646A>C p.Asn549Thr
:ﬁ"'ﬁer sendromu 13 c.1694A>C p.Glu565Ala
crouzon sendromu 7 .833G>T b.Cys278Phe
g,'f”“" sendromu 8 c.1025G>A p.Cys342Tyr
Muenke sendromu FGFR3
n:2 NM_000142.4 7 749C>G p.Pro250Arg
Saethre-Chotzen 1 355C>T p.GIn119*
sendromu n:1
Saethre-Chotzen 1 c.376G>T 0.Glu126*
sendromu n:1

h h TWIST1
Saethre-Chotzen NM_000474.3 1 €.396_416, 21bp dup ;
sendromu n:1

MLPA
Saethre-Chotzen tim gen TWIST1 heterozigot tim -
sendromu n:1
gen delesyonu

Non-sendromik FGFR2 .
kraniyosinostoz n:1 NM_000141.4 3 c.234C>T p-His78=

ekzonlarn dizilendi ve herhangi bir mutasyon saptanmadi.
NSCS olgularinin altisinin ebeveyninde 1° ya da 1,5 kuzen
evliligi varhigr (%66,6), OR kalitim modeline uygun, heniiz
tanimlanmamis yeni genlerin varligini diistindiirmektedir.

Calismamizin basladigi 2011 yilindan sonra, 6zellikle yeni
nesil dizileme teknolojisinin kullanimi ile genis seri ¢alis-
malari yayinlanmaya, yeni genler ve yolaklar belirlenmeye
baglamistir. 2012 yilinda Justice ve ark.’lar 172 NSCS ol-
gusu ve 548 kontrolden olusan serilerinde genom boyu
iliskilendirme calismalar (GWAS) ile BMP2 ve BBS? gen-
lerinin de CS ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir (31).
Twigg ve ark.lar 2013 yilinda tim ekzom dizileme (TED)
ile bir olguda ERF geninde mutasyon saptamislar, aile ¢a-
lismasini takiben SCS ve NSCS olgularindan olusan 412
olguluk serilerinde bu gende 12 olguda daha ERF ge-
ninde farkli mutasyonlarin varligini géstermislerdir (32).
Sharma ve ark.’lari 2013 yilinda SCS ve NSCS olgularin-
da 6nce FGFR2-3 ve TWIST1'de mutasyon oranlarinin

yiksek oldugu gen bélgelerini dizilemisler ve mutasyon
saptamadiklar bilateral koronal sinostozu olan yedi ol-
guda WES uygulamiglardir. Bu olgularda TCF12 geninde
patojenik dzellikte farkl varyantlar saptamalar Gzerine bu
genin CS ile iliskili olabilecedi 6ngdrisi ile ayni geni 347
olguluk serilerinde ¢alismiglar ve 38 olguda daha mutas-
yon saptadiklarini bildirmislerdir (33). Lee ve ark.'nin 2017
yilindaki calismasinda FGFR1-3 genlerinin hastalik iligkili
hedef bdlgeleri ve TWISTT geni mutasyonlar acisindan
diglanmig 233'U retrospektif ve 86'si ise prospektif olan
kohortlarinda, CS iligkileri daha énce bildirilen 20 genden
olusan panel calismasinda retrospektif gruptaki olgularin
%14'linde ve prospektif gruptaki olgularn ise %15'inde
mutasyon saptamiglardir. Toplamda 33 olgunun 22'sinde
TCF12 (55%), altisinda EFNB1 (18%), ikisinde ALX4, ikisin-
de POR, ikisinde FGF10 ve birer olguda EFNA4, ILT1RA
ve ER'de mutasyon saptadiklarini bildirmiglerdir (34).

Sonuclanmiz, ézgin klinik taninin varliginda, CS'un mo-
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Tablo 3: SCS olgularinda uygulanan molekdler analiz akis semasi (mutasyon
saptanan gen/ekzonlar koyu goésterilmistir)

Sendrom 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
AS FGFR2
Ekzon?7
n:s > %100 (5/5)
Ps FGFR2 FGSF"Z ikzml’; FGFR2 ve FGFR3 MSX2
3,511 14-17 o
Ekzon7-8 12t h2f2S, Diger ekzonlar RAB23
n:9 Y| wasz(z9)  [TT| %S0B/E) — —
FGFR1 ekzon 7 MLPA(PO80)
FGFR3 ekzon 7
CRS FGFR2 FGFR2 ekzon FGFR2 ve FGFR3 MSX2
Ekzon7-8 3,5,11,14-17 Diger ekzonlar FREM1
n:6 >| %s0(3/6) — | FGFR3 — | ror
ekzon 7-9 MLPA(P080)
SaCs TWIST1 FGFR2 MSX2
ekzon1 3 MLPA (P080) Y Ly
n:7 ' %42,8(3/7) %25 (1/4) ekzon7-8
FGFR3 ekzon 7
MUs TWIST1 FGFR2 MSX2
ekzonl MLPA (P080) L,
n:4 FGFR3 ekzon 7 — —> ekzon7-8
%50 (2/4)
lekiler analiz akis semasi uygulanarak (1. ve 2. basamak ~ 24379) ve CRANIRARE-2 konsorsiyum (ERA-NET) TU-

testler) hizli ve hedefe yonelik olarak planlanabilecegini,
mutasyon saptanmayan olgularda ise YND temelli klinik
ekzom ya da panel-gen testlerinin daha ekonomik, hizl
ve etkin molekiler taniya yardimer olabilecegini goster-
mektedir. Her TED'de oldudu gibi test 6ncesi yiksek ¢o-
zUnUrltkld mikroarray/aCGH analizleri ile mikrodelesyon
ve duplikasyonlarin digslanmasi mutlaka dnerilmelidir.
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ABSTRACT

Objective: Brain shrinkage in fetal life is a dismal, misunderstood
anomaly. In this report, we described a rare case of severe brain
shrinkage diagnosed in the 25" weeks of gestation complicated
with fetal anemia and ascites.

Case Report: We detected polyhydramnios, ascites and severe
brain anomaly in the fetus. Although the head circumference was
normal; the brain tissue was atrophic and positioned in the cen-
ter of the skull. The two cerebral hemispheres were adequately
developed. Subarachnoid space was much extended, and the
surface of the brain was smooth. Also, we detected severe fetal
anemia. Perinatal infectious diseases were excluded. Fetal crani-
al MRI confirmed the brain shrinkage and TOP were performed.
Conclusion: We showed a unique fetal brain malformation which
comprises intracranial shrinkage and extreme subarachnoid
space wideness without microcephaly. It is not well recognized in
the literature, and the etiology is unclear.

Keywords: Brain, fetus, MRI, prenatal diagnosis, ultrasonogra-
phy

INTRODUCTION

Fetal brain shrinkage or atrophy is a rare anomaly which
describes reducing the brain volume without small skull
size. It is characterized by the positioning of well-devel-
oped cerebral hemispheres in the central of the skull and
most of the space of cranium fulfill with cerebrospinal flu-
id. The cause of the pathology is unknown in the majority
of cases; however, determined risk factors are maternal
alcohol consumption, intrauterine infections, particularly

OZET

Amag: Fetal hayatta gerceklesen beyin biizlismesi iyi anlagilama-
mis, kétl bir anomalidir. Bu vaka sunumunda fetal anemi ve asitle
komplike olmus ve 25. haftada tani almig ciddi bir beyin bizis-
mesi anomalisini tanimladik.

Vaka Sunumu: Fetlste polihidramniyos, asit ve adir bir beyin
anomalisi saptadik. Kafa ¢evresi normal sinirlarda olmasina rag-
men; beyin dokusu atrofikti ve kafatasinin ortasinda yerlesmisti.
Her iki hemisfer yeterli dlclide gelismisti. Subaraknoid mesafe
oldukca genisti ve beyin yizeyi duzlesmisti. Ayrica fetlste agir
anemi saptadik. Perinatal enfeksiyonlar dislandi. Fetal MRI beyin
blztusmesini dogruladi ve aileye gebeligin terminasyon secenedi
sunuldu.

Sonug: Mikrosefali eslik etmeksizin beyin bizismesi ve asir ge-
niglemis subaraknoid mesafe ile tanimlanan nadir bir beyin mal-
formasyonunu gosterdik. Bu anomali literatiirde yeteri kadar ta-
nimlanmamistir ve etiyolojisi hentz aydinlatilamamustr.

Anahtar Kelimeler: Beyin, fetls, MRI, prenatal tani, ultrasonog-
rafi

cytomegalovirus (CMV) and vascular insults (1). It is differ-
ent from microcephaly or micrencephaly which is defined
as low brain weight accompany decreased skull circum-
ference. The other differential diagnoses are perinatal
Zika virus (ZIKV) and cytomegalovirus (CMV) infections,
hydranencephaly and fetal brain disruption sequence.
This report shows a rare case of severe brain shrinkage
diagnosed in the 25" weeks of gestation complicated
with fetal anemia and ascites and review of the literature.
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CASE REPORT

A 22-year-old woman, gravida five paras 2, 25"-week
gestation referred to our center for hydrocephaly, as-
cites, and polyhydramnios. She was healthy, and there
was no familial disease. There was no history of medi-
cation or drug abuse. She had two healthy children and
first-trimester aneuploidy screening test was negative.
Ultrasonographic examination revealed polyhydramnios
(amniotic fluid index: 24 cm) and ascites. There was no
pleural or pericardial effusion, ascites or skin edema. The
biparietal diameter and head circumferences were 36
and 58 percentiles respectively, and the cranial sutures
were visualized. The brain appeared highly abnormal.
Entire brain tissue was atrophic. In the axial plan, the ce-
rebral hemispheres were positioned in the center of the
skull and most of the space of cranium occupied by an-
echoic cerebrospinal fluid. The subarachnoid space was
very extended (Figure 1). Cavum septum pellucidium and
cerebellum were absent. The surface of the brain was
smooth, and sulcus and gyri pattern vanished. Falx cere-
bri was preserved, and lateral ventricles were containing
the choroid plexus could be demonstrated but markedly
diminished. The circle of Willis could not be visualized. In
the coronal plane, thalamic nuclei and falx cerebri were
demonstrated (Figure 2). After counseling the patient,
cordocentesis was performed, and fetal karyotype and
microarray results were normal. Fetal hemoglobin was 3.1
gr/dl, and thrombocyte count was 112.000, fetal blood
group was A Rh negative and direct Coombs was neg-
ative. For the investigation of fetal anemia, hemoglobin
electrophoresis was performed and demonstrated nor-
mal values (HbF %87, HbA2 %5.7, and HbA %6.6). Indi-
rect Coombs, Parvovirus IgM, and IgG results were neg-
ative. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency
was ruled out by genetic testing. Toxoplasma and CMV
polymerase chain reaction (PCR) analysis in amniotic fluid

Figure 1: An axial ultrasound image of the fetal brain shows
shrunken cerebral hemispheres and wide distance between
the brain surface and calvarium bones

were negative. Also, maternal Zika virus (ZIKV) IgM and
IgG antibodies were negative. Fetal cranial MRI suggest-
ed, and it demonstrated central display of atrophic brain
with the wideness of subarachnoid space and confirmed
our findings (Figure 3). After counseling with the pediatric
neurologist, poor outcome was declared and termination
of pregnancy was offered. The family decided to contin-
ue the pregnancy. One week later, fetal death and 1280
gr male fetus were delivered. A medical genetic special-
ist performed the morphologic examination of the fetus
and revealed normal morphology. A fetal autopsy was
suggested, but it was rejected by the family.

Figure 2: A coronal view of extenden subarachnoid space of
the brain in ultrasonography

Figure 3: Fetal MRI demonstrates atrophic brain hemispheres
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DISCUSSION

Fetal brain shrinkage or atrophy is a rare anomaly, and
its incidence is unknown. The diagnosis is based on the
presence of very small brain hemispheres in the centrum
of the cranium and extreme subarachnoid space wide-
ness. Paradoxically, the skull circumference is in the nor-
mal range. Only one case report was presented during
the prenatal period which was published by Tongsong et
al. (2). They demonstrated a fetus at 34 weeks of gesta-
tion which was diagnosed with severe brain shrinkage.
The cerebral hemispheres were very small but were de-
veloped clearly and displayed to the center of the skull. A
wide range between the surface of the brain and calvari-
um bones was present. They elucidated the pathogenesis
with heavy maternal alcohol consumption. Possible haz-
ardous effects of alcohol consumption during pregnan-
cy has been interpreted in the literature. Unfortunately,
alcohol abuse is common among many populations. Al-
cohol exposure during the prenatal period is responsible
for devastating consequences, which are broadly termed
fetal alcohol syndrome (FAS). The diagnosis of FAS is
based on individual facial dysmorphologies, growth re-
tardation and central nervous system (CNS) malforma-
tions (3). Alcohol alters fetal development by multiple
mechanisms. Ethanol (the metabolite of alcohol) disrupt
neuronal cell-cell adhesion also, cause apoptosis of neu-
rons (4). Microcephaly and structural CNS defects are
findings of FAS. Global loss of volume accompanied by
measurement of head circumference (HC) below -2 SD is
a strong determination for the diagnosis of microcephaly.
A spectrum of structural anomalies; listed as corpus callo-
sum anomalies; dysgenesis, agenesis, or partial agenesis,
and posterior fossa anomalies which include cerebellar
hypoplasia and Dandy-Walker malformation is present (5,
6). Reduced brain volume; most prominent in basal gan-
glia and diencephalon; has been implied (7). Our case
was similar to the consequence of FAS, but there was no
alcohol consumption history of the patient.

Maternal red cell alloimmunization is the leading cause
of fetal anemia. The other etiologies are Parvovirus B19
infection, alpha thalassemia, glucose 6-phosphate de-
hydrogenase deficiency, etc. Fetal anemia can be diag-
nosed with noninvasive or invasive methods. The nonin-
vasive method is the first line method for assessment of
anemia. Investigation of MCA (Middle Cerebral Artery)
with Doppler is a suggested tool because of its relative
easily measurement and strict measuring conditions (8).
Fetal anemia can be indirectly evaluated by fetal blood
sampling which is the gold standard for diagnosis; how-
ever, 1-2% of the risk of loss is present due to the proce-
dure. Severe anemia leads to hyperdynamic cardiac fail-
ure and hydrops fetalis. It can cause edema in the fetal
brain, but there is no evidence that it can be related to
intracranial shrinkage. We could not evaluate the MCA

Doppler due to severe brain damage and detected the
fetal anemia by fetal blood sampling. However we exam-
ined the fetal anemia reasons, we could not identify the
underlying cause.

We determined Zika virus and CMV infection, Hydranen-
cephaly and fetal brain disruption sequence (FBDS) in the
differential diagnosis

Zika virus (ZIKV); member of Flaviviridae; transmitted by
Aedes mosquitoes, infections are mostly asymptomatic (9).
In pregnancy, it is associated with severe congenital anom-
alies mainly if infection occurs in the first trimester. Micro-
cephaly and ZIKV relation were demonstrated in several
reports, but microcephaly was not the only cranial anomaly
observed, and other malformations were reported. Ven-
triculomegaly, cerebral and cerebellar calcifications, verm-
ian agenesis, mega cisterna magna, abnormal cortical de-
velopment, and severe brain atrophy were demonstrated
in ultrasonography or MRI (10). We performed ZIKV IgM
and IgG in maternal blood and resulted negative.

Congenital CMV accounts for common reasons of con-
genital malformations; such as developmental delay,
sensorineural hearing loss, and fetal death; in developed
countries (11). Though the frequency is strongly related
to the gestational age of primary infection, the rate of
congenital CMV infection is reckoned as 0.3-0.7% in all
live births worldwide. CMV can cause a wide range of
malformations in CNS. Ventriculomegaly and increased
periventricular echogenicity are frequently present in
periventriculitis. Microcephaly and intracranial calcifica-
tions can be seen as the consequence of encephalitis.
Periventricular pseudocyst and intraventricular synechiae
are specific findings of CMV infection. Also, it can lead to
cortical development disorders and agenesis of corpus
callosum. Although it is associated with severe cranial
destructive lesions, intracranial shrinkage was not report-
ed related to CMV in literature. We performed CMV PCR
analysis in amniotic fluid, but it resulted negative.

Hydranencephaly; defined as replacement of cerebral
neural tissue by large volumes of fluid accumulation in
sacs around brain stem and supratentorial area (12). The
definitive cause of hydrocephaly is not explicit; however
the mostly accepted theory supports sudden occlusion
of bilateral internal carotid arteries; which leads to ne-
crosis of evolving cerebral structures. Ultrasonography
reveals large volumes of anechoic fluid accumulation
rather than the presence of cerebral hemispheres. We
demonstrated atrophic but developed brain hemi-
spheres in our patient.

Partial necrosis of brain tissue leads sequela of several
malformations, which is called Fetal Brain Disruption Se-
quence, such as the failure of proper skull formation, se-
vere microcephaly, overlying sutures along with protrud-
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ing occipital bone and scalp rugae (13). Hyperthermia,
viral infections, and vascular disruption have been sug-
gested for possible etiologies. Severe microcephaly and
marked destruction of cerebral hemispheres are cardinal
findings in the prenatal period.

However brain volume was markedly decreased, crani-
um circumference was within normal range, and relative-
ly well developed cerebral hemispheres existed. Based
on this findings, we hypothesized that the brain malfor-
mation has occurred after the basic brain structures were
fully formed. Most likely a vascular disruption may have
damaged the brain and caused globally necrosis. Unfor-
tunately, we could not perform a fetal autopsy to reveal
the exact reason.

CONCLUSION

We described a unique fetal brain malformation which
comprises of intracranial shrinkage and extreme sub-
arachnoid space wideness without microcephaly.
We could not determine the exact etiology, howev-
er it is most likely a consequence of vascular insult.
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