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İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi (İst Tıp Fak Derg); bağım-
sız, önyargısız ve çift-kör hakemlik ilkeleri çerçevesinde 
yayın yapan İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakülte-
si’nin uluslararası ve açık erişimli bilimsel yayın organıdır. 
Dergi Mart, Haziran, Eylül ve Aralık aylarında olmak üze-
re üç ayda bir yayınlanır ve dört sayıda bir cildi tamamla-
nır. Yayın dili Türkçe ve İngilizce’dir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi (İst Tıp Fak Derg), tıbbın 
tüm alanlarında klinik ve deneysel özgün araştırmalar, 
ender görülebilecek olgu sunumları, özel ve aktüel ko-
nularda literatür derlemeleri ve editöre mektuplar ya-
yınlamaktadır. Orijinal metot geliştirme, yeni bir girişim 
tekniği ve orijinal çalışmaların ön sonuçlarını içeren kısa 
raporlara da dergide yer verilmektedir.

Derginin hedef kitlesi; sağlık alanındaki tüm disiplinler-
de çalışan hekimler ve akademisyenlerdir.

Derginin editörlük ve yayın süreçleri 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-
nizasyonlarının kılavuzlarına uygun olarak biçimlendiril-
miştir ve Principles of Transparency and Best Practice in 
Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkelerine 
uygun olarak yürütülmektedir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi (İst Tıp Fak Derg), Web of 
Science-Emerging Sources Citation Index ve TÜBİTAK 
ULAKBİM TR Dizin tarafından indekslenmektedir.

Makale değerlendirme ve yayın işlemleri için yazarlar-
dan ücret talep edilmemektedir.

Derginin tüm masrafları İstanbul Üniversitesi tarafından 
karşılanmaktadır.

Dergide yayınlanan makalelerde ifade edilen gö-
rüşler ve fikirler İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi Editör, 
Editör Yardımcıları, Yayın Kurulu ve Yayıncısının değil, 
yazar(lar)ın bakış açılarını yansıtır. Editör, Editör Yar-
dımcıları, Yayın Kurulu ve Yayıncı bu gibi durumlar için 
hiç bir sorumluluk ya da yükümlülük kabul etmemek-
tedir. Yayınlanan içerik ile ilgili tüm sorumluluk yazar-
lara aittir.

Yayınlanan tüm içeriğe ücretsiz olarak erişilebilir. 

Editör: M. Lale Öcal
Adres: İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi 
Dekanlığı, Turgut Özal Cad. 34093 Çapa, Fatih, 
İstanbul, Türkiye
Tel.: +90 212 414 21 61
E-posta: itfdergisi@istanbul.edu.tr

Yayıncı: İstanbul Üniversitesi Yayınevi
Adres: İstanbul Üniversitesi Merkez Kampüsü, 
34452 Beyazıt, Fatih, İstanbul, Türkiye
Tel.: +90 212 440 00 00
Faks: +90 212 217 22 92

AMAÇ KAPSAM VE YAYIN STANDARTLARI

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi
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Journal of İstanbul 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 İstanbul University, İstanbul 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 İstanbul 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 İstanbul 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 
İstanbul University.

Statements or opinions expressed in the manuscripts 
published in Journal of İstanbul 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 Öcal
Address: İstanbul University, İstanbul Faculty of 
Medicine Deanery, Turgut Özal Cad. 34093, Çapa, 
Fatih, İstanbul, Turkey
Phone: +90 212 414 21 61
E-mail: itfdergisi@istanbul.edu.tr

Publisher: Istanbul University Press
Address: İstanbul Üniversitesi Merkez Kampüsü, 
34452 Beyazıt, Fatih / Istanbul - Turkey
Phone: +90 212 440 00 00

AIMS SCOPE AND PUBLICATION STANDARDS
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İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi (İst Tıp Fak Derg); ba-
ğımsız, önyargısız ve çift-kör hakemlik ilkeleri çerçe-
vesinde yayın yapan İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp 
Fakültesi’nin uluslararası ve açık erişimli bilimsel yayın 
organıdır. Dergi Mart, Haziran, Eylül ve Aralık ayların-
da olmak üzere üç ayda bir yayınlanır ve dört sayıda 
bir cildi tamamlanır. Yayın dili Türkçe ve İngilizce’dir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi (İst Tıp Fak Derg), tıbbın 
tüm alanlarında klinik ve deneysel özgün araştırmalar, 
ender görülebilecek olgu sunumları, özel ve aktüel 
konularda literatür derlemeleri ve editöre mektuplar 
yayınlamaktadır. Orijinal metot geliştirme, yeni bir 
girişim tekniği ve orijinal çalışmaların ön sonuçlarını 
içeren kısa raporlara da dergide yer verilmektedir.

EDİTÖRYAL POLİTİKALAR VE HAKEM SÜRECİ

Derginin editörlük ve yayın süreçleri International 
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), Wor-
ld 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) organizasyonlarının kılavuzlarına uygun 
olarak biçimlendirilmiştir ve Principles of Transparen-
cy and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice) ilkelerine uygun olarak yürütülmektedir.

Özgünlük, yüksek bilimsel kalite ve atıf potansiyeli bir 
makalenin yayına kabulü için en önemli kriterlerdir. 
Gönderilen yazıların daha önce başka bir elektronik ya 
da basılı dergide, kitapta veya farklı bir mecrada su-
nulmamış ya da yayınlanmamış olması gerekir. Toplan-
tılarda sunulan çalışmalar için, sunum yapılan organi-
zasyonun tam adı, tarihi, şehri ve ülkesi belirtilmelidir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi’ne gönderilen tüm ma-
kaleler çift-kör hakem değerlendirme sürecinden geç-
mektedir. Tarafsız değerlendirme sürecini sağlamak 
için her makale alanlarında uzman en az iki dış-bağım-
sız hakem tarafından değerlendirilir. Dergi Yayın Kurulu 
üyeleri tarafından gönderilecek makalelerin değerlen-
dirme süreçleri, davet edilecek dış bağımsız editörler 
tarafından yönetilecektir. Bütün makalelerin karar ver-
me süreçlerinde nihai karar yetkisi Editördedir.

Klinik ve deneysel çalışmalar, ilaç araştırmaları ve 
bazı olgu sunumları için World Medical Association 

Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Me-
dical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) çerçevesinde 
hazırlanmış Etik Komisyon raporu gerekmektedir. 
Gerekli görülmesi halinde Etik Komisyon raporu 
veya eşdeğeri olan resmi bir yazı yazarlardan talep 
edilebilir. İnsanlar üzerinde yapılmış deneysel ça-
lışmaların sonuçlarını bildiren yazılarda, çalışmanın 
yapıldığı kişilere uygulanan prosedürlerin niteliği 
tümüyle açıklandıktan sonra, onaylarının alındığına 
ilişkin bir açıklamaya metin içinde yer verilmelidir. 
Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalarda ise ağrı, acı 
ve rahatsızlık verilmemesi için yapılmış olanlar açık 
olarak makalede belirtilmelidir. Hasta onamları, Etik 
Kurul raporunun alındığı kurumun adı, onay belge-
sinin numarası ve tarihi ana metin dosyasında yer 
alan Gereç ve Yöntem başlığı altında yazılmalıdır. 
Hastaların kimliklerinin gizliliğini korumak yazarların 
sorumluluğundadır. Hastaların kimliğini açığa çıka-
rabilecek fotoğraflar için hastadan ya da yasal tem-
silcilerinden alınan imzalı izinlerin de gönderilmesi 
gereklidir.

Bütün makalelerin benzerlik tespiti denetimi, iThenti-
cate yazılımı aracılığıyla yapılmaktadır.

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

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.
org) tarafından önerilen yazarlık koşullarını karşılama-
sı gerekmektedir.

ICMJE, yazarların aşağıdaki 4 koşulu karşılamasını 
önermektedir:
1. Çalışmanın konseptine/tasarımına; ya da çalışma 

için verilerin toplanmasına, analiz edilmesine ve 
yorumlanmasına önemli katkı sağlamış olmak;

2. Yazı taslağını hazırlamış ya da önemli fikirsel içeri-
ğin eleştirel incelemelerini yapmış olmak;

3. Yazının yayından önceki son halini gözden geçir-
miş ve onaylamış olmak;

4. Çalışmanın herhangi bir bölümünün geçerliliği ve 
doğruluğuna ilişkin soruların uygun şekilde soruş-
turulduğunun ve çözümlendiğinin garantisini ver-
mek amacıyla çalışmanın her yönünden sorumlu 
olmayı kabul etmek.

YAZARLARA BİLGİ

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi
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Bir yazar, çalışmada katkı sağladığı kısımların sorum-
luluğunu almasına ek olarak, diğer yazarların çalış-
manın hangi kısımlarından sorumlu olduğunu da ta-
nımlayabilmelidir. Ayrıca,her yazar diğerlerinin katkı 
bütünlüğüne güven duymalıdır.

Yazar olarak belirtilen her kişi yazarlığın dört koşulunu 
karşılamalıdır ve bu dört koşulu karşılayan her kişi ya-
zar olarak tanımlanmalıdır. Dört kriterin hepsini karşı-
lamayan kişilere makalenin başlık sayfasında teşekkür 
edilmelidir.

Yazarlık haklarına uygun hareket etmek ve hayalet ya 
da lütuf yazarlığın önlenmesini sağlamak amacıyla 
sorumlu yazarlar makale yükleme sürecinde 
http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu
adresinden erişilebilen Yazar Katkı Formu’nu imzala-
malı ve taranmış versiyonunu yazıyla birlikte gönder-
melidir. Yayın Kurulu’nun gönderilen bir makalede 
“lütuf yazarlık” olduğundan şüphelenmesi durumun-
da söz konusu makale değerlendirme yapılmaksı-
zın reddedilecektir. Makale gönderimi kapsamında; 
sorumlu yazar makale gönderim ve değerlendirme 
süreçleri boyunca yazarlık ile ilgili tüm sorumluluğu 
kabul ettiğini bildiren kısa bir ön yazı göndermelidir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi, gönderilen makalele-
rin değerlendirme sürecine dahil olan yazarların ve 
bireylerin, potansiyel çıkar çatışmasına ya da önyargı-
ya yol açabilecek finansal, kurumsal ve diğer ilişkiler 
dahil mevcut ya da potansiyel çıkar çatışmalarını be-
yan etmelerini talep ve teşvik eder.

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

Derginin Yayın Kurulu, itiraz ve şikayet vakalarını, COPE 
rehberleri kapsamında işleme almaktadır. Yazarlar, 
itiraz ve şikayetleri için doğrudan Yayıncılık Birimi ile 
temasa geçebilirler. İhtiyaç duyulduğunda Yayın Ku-

rulu’nun kendi içinde çözemediği konular için tarafsız 
bir temsilci atanmaktadır. İtiraz ve şikayetler için karar 
verme süreçlerinde nihai kararı Baş Editör verecektir.

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi her makalenin 
http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu
adresinden erişebileceğiniz Telif Hakkı Devir Formu ile 
beraber gönderilmesini talep eder. Yazarlar, basılı ya da 
elektronik formatta yer alan resimler, tablolar ya da diğer 
her türlü içerik dahil daha önce yayınlanmış içeriği kulla-
nırken telif hakkı sahibinden izin almalıdırlar. Bu konuda-
ki yasal, mali ve cezai sorumluluk yazarlara aittir.

Dergide yayınlanan makalelerde ifade edilen görüşler 
ve fikirler İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi Editör, Editör 
Yardımcıları, Yayın Kurulu ve Yayıncısının değil, yazar(lar)
ın bakış açılarını yansıtır. Editör, Editör Yardımcıları, Yayın 
Kurulu ve Yayıncı bu gibi durumlar için hiç bir sorumlu-
luk ya da yükümlülük kabul etmemektedir. Yayınlanan 
içerik ile ilgili tüm 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 hazırlanmalıdır. Randomize çalışma-
lar CONSORT, gözlemsel çalışmalar STROBE, tanısal 
değerli çalışmalar STARD, sistematik derleme ve me-
ta-analizler PRISMA, hayvan deneyli çalışmalar ARRIVE 
ve randomize olmayan davranış ve halk sağlığıyla ilgili 
çalışmalar TREND kılavuzlarına uyumlu olmalıdır.

Makaleler sadece 
http://jmed.istanbul.edu.tr/tr/content/makale-gon-
derme-kilavuzu/makale-gonderme-kilavuzu
adresinde yer alan derginin online makale yükleme 
ve değerlendirme sistemi üzerinden gönderilebilir. 
Diğer mecralardan gönderilen makaleler değerlen-
dirilmeye alınmayacaktır.

Gönderilen makalelerin dergi yazım kurallarına uy-
gunluğu ilk olarak Yayıncılık Birimi tarafından kontrol 
edilecek, dergi yazım kurallarına uygun hazırlanma-
mış makaleler teknik düzeltme talepleri ile birlikte 
yazarlarına geri gönderilecektir.

YAZARLARA BİLGİ

İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi
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Yazarların; Telif Hakkı Devir Formu, Yazar Formu ve IC-
MJE Potansiyel Çıkar Çatışmaları Formu’nu (bu form, 
tüm yazarlar tarafından doldurulmalıdır) ilk gönderim 
sırasında online makale sistemine yüklemeleri gerek-
mektedir. Bu formlara http://jmed.istanbul.edu.tr/
tr/content/makale-gonderme-kilavuzu/makale-gon-
derme-kilavuzu adresinden erişilebilmektedir.

Kapak sayfası: Gönderilen tüm makalelerle birlikte 
ayrı bir kapak sayfası da gönderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin Türkçe ve İngilizce başlığını ve 50 ka-
rakteri geçmeyen Türkçe ve İngilizce kısa başlığı-
nı,

- Yazarların isimlerini, kurumlarını, eğitim derece-
lerini ve ORCID numaralarını

- Finansal destek bilgisi ve diğer destek kaynakları 
hakkında detaylı bilgiyi,

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

- Makale hazırlama sürecine katkıda bulunan ama 
yazarlık kriterlerini karşılamayan bireylerle ilgili 
bilgileri içermelidir.

Özet: Editöre Mektup türündeki yazılar dışında kalan 
tüm makalelerin Türkçe ve İngilizce özetleri olmalı-
dır. Özgün Araştırma makalelerinin özetleri “Amaç”, 
“Gereç ve Yöntem”, “Bulgular”ve “Sonuç” alt baş-
lıklarını içerecek biçimde hazırlanmalıdır. Olgu sunu-
mu ve derleme türündeki yazıların Özet bölümleri alt 
başlık içermemelidir.

Anahtar Sözcükler: Tüm makaleler en az 3 en fazla 6  
anahtar kelimeyle birlikte gönderilmeli, anahtar söz-
cükler özetin hemen altına yazılmalıdır. Kısaltmalar 
anahtar sözcük olarak kullanılmamalıdır. Anahtar söz-

cükler National Library of Medicine (NLM) tarafından 
hazırlanan Medical Subject Headings (MeSH) verita-
banından seçilmelidir.

Makale Türleri
Özgün Araştırma: Ana metin “Giriş”, “Gereç ve 
Yöntem”, “Bulgular”ve “Tartışma”alt başlıklarını içer-
melidir. Özgün Araştırmalarla ilgili kısıtlamalar için 
lütfen Tablo 1’i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek için istatistiksel analiz genellikle 
gereklidir. İstatistiksel analiz, tıbbi dergilerdeki ista-
tistik verilerini bildirme kurallarına göre yapılmalıdır 
(Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. Sta-
tistical guidelines for contributors to medical jour-
nals. Br Med J 1983: 7; 1489-93). İstatiksel analiz ile 
ilgili bilgi, Yöntemler bölümü içinde ayrı bir alt başlık 
olarak yazılmalı ve kullanılan yazılım kesinlikle tanım-
lanmalıdır.

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

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

Derleme: Yazının konusunda birikimi olan ve bu bi-
rikimleri uluslararası literatüre yayın ve atıf sayısı ola-
rak yansımış uzmanlar tarafından hazırlanmış yazılar 
değerlendirmeye alınır. Yazarları dergi tarafından 
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte 
kullanılması için vardığı son düzeyi anlatan, tartışan, 
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Tablo 1. Makale türleri için kısıtlamalar

Makale türü
Sözcük 
limiti

Özet  
sözcük limiti

Kaynak 
limiti

Tablo 
limiti Resim limiti

Özgün Araştırma 3500 250 (Alt başlıklı) 30 6 7 ya da toplamda 15 görsel

Derleme 5000 250 50 6 10 ya da toplamda 20 görsel

Olgu Sunumu 1000 200 15 Tablo yok 10 ya da toplamda 20 görsel

Editöre Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Görsel yok
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değerlendiren ve gelecekte yapılacak olan çalışmala-
ra yön veren bir formatta hazırlanmalıdır. Ana metin 
“Giriş”, “Klinik ve Araştırma Etkileri” ve “Sonuç” bö-
lümlerini içermelidir. Derleme türündeki yazılarla ilgili 
kısıtlamalar için lütfen Tablo 1’i inceleyiniz.

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

Editöre Mektup: Dergide daha önce yayınlanan bir 
yazının önemini, gözden kaçan bir ayrıntısını ya da 
eksik kısımlarını tartışabilir. Ayrıca derginin kapsamı-
na giren alanlarda okurların ilgisini çekebilecek ko-
nular ve özellikle eğitici olgular hakkında da Editöre 
Mektup formatında yazılar yayınlanabilir. Okuyucular 
da yayınlanan yazılar hakkında yorum içeren Editöre 
Mektup formatında yazılarını sunabilirler. Özet, anah-
tar sözcük, tablo, şekil, resim ve diğer görseller kul-
lanılmaz. Ana metin alt başlıksız olmalıdır. Hakkında 
mektup yazılan yayına ait cilt, yıl, sayı, sayfa numara-
ları, yazı başlığı ve yazarların adları açık bir şekilde be-
lirtilmeli, kaynak listesinde yazılmalı ve metin içinde 
atıfta bulunulmalıdır.

Tablolar
Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi son-
rasında sunulmalı, ana metin içerisindeki geçiş sıra-
larına uygun olarak numaralandırılmadır. Tabloların 
üzerinde tanımlayıcı bir başlık yer almalı ve tablo 
içerisinde geçen kısaltmaların açılımları tablo altına 
tanımlanmalıdır. Tablolar Microsoft Office Word dos-
yası içinde “Tablo Ekle” komutu kullanılarak hazırlan-
malı ve kolay okunabilir şekilde düzenlenmelidir. Tab-
lolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin 
tekrarı olmamalı; ana metindeki verileri destekleyici 
nitelikte olmalıdır.

Resim ve Resim Altyazıları
Resimler, grafikler ve fotoğraflar (TIFF ya da JPEG 
formatında) ayrı dosyalar halinde sisteme yüklenme-
lidir. Görseller bir Word dosyası dokümanı ya da ana 
doküman içerisinde sunulmamalıdır. Alt birimlere ay-

rılan görseller olduğunda, alt birimler tek bir görsel 
içerisinde verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayrı 
bir dosya olarak yüklenmelidir. Resimler alt birimleri 
belli etme amacıyla etiketlenmemelidir (a, b, c vb.). 
Resimlerde altyazıları desteklemek için kalın ve ince 
oklar, ok başları, yıldızlar, asteriksler ve benzer işa-
retler kullanılabilir. Makalenin geri kalanında olduğu 
gibi resimler de kör olmalıdır. Bu sebeple, resimler-
de yer alan kişi ve kurum bilgileri de körleştirilmelidir. 
Görsellerin minimum çözünürlüğü 300 DPI olmalıdır. 
Değerlendirme sürecindeki aksaklıkları önlemek için 
gönderilen bütün görsellerin çözünürlüğü net ve bo-
yutu büyük (minimum boyutlar 100x100 mm) olmalı-
dır. Resim altyazıları ana metnin sonunda yer almalıdır.

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

Ana metin içerisinde cihaz, yazılım, ilaç vb. ürünler-
den bahsedildiğinde ürünün ismi, üreticisi, üretildiği 
şehir ve ülke bilgisini içeren ürün bilgisi parantez için-
de verilmelidir; “Discovery St PET/CT scanner (Gene-
ral Electric, Milwaukee, WI, USA)”.

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

Özgün araştırmaların kısıtlamaları, engelleri ve yeter-
sizliklerinden Sonuç paragrafı öncesi “Tartışma” bö-
lümünde bahsedilmelidir.

REVİZYONLAR

Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarını gönderir-
ken, ana metin üzerinde yaptıkları değişiklikleri işa-
retlemeli, ek olarak, hakemler tarafından öne sürülen 
önerilerle ilgili notlarını “Hakemlere Cevap” dosya-
sında göndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasında 
her hakemin yorumunun ardından yazarın cevabı gel-
meli ve değişikliklerin yapıldığı satır numaraları da ay-
rıca belirtilmelidir. Revize makaleler karar mektubunu 
takip eden 30 gün içerisinde dergiye gönderilmelidir. 
Makalenin revize versiyonu belirtilen süre içerisinde 
yüklenmezse, revizyon seçeneği iptal olabilir. Yazar-
ların revizyon için ek süreye ihtiyaç duymaları duru-
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munda uzatma taleplerini ilk 30 gün sona ermeden 
dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayına kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama 
ve biçim açısından kontrol edilir. Yayın süreci tamam-
lanan makaleler, yayın planına dahil edildikleri sayıyla 
birlikte yayınlanmadan önce erken çevrimiçi forma-
tında dergi web sitesinde yayına alınır. Kabul edilen 
makalelerin baskıya hazır PDF dosyaları sorumlu ya-
zarlara iletilir ve yayın onaylarının 2 gün içerisinde 
dergiye iletilmesi istenir.

KAYNAKLAR

Atıf yapılırken en son ve en güncel yayınlar tercih 
edilmelidir. Atıf yapılan erken çevrimiçi makalelerin 
DOI numaraları mutlaka sağlanmalıdır. Kaynakların 
doğruluğundan yazarlar sorumludur. Dergi isimleri 
Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi 
kısaltmaları ile uyumlu olarak kısaltılmalıdır. Altı ya da 
daha az yazar olduğunda tüm yazar isimleri listelen-
melidir. Eğer 7 ya da daha fazla yazar varsa ilk 6 yazar 
yazıldıktan sonra “et al.” konulmalıdır. Ana metinde 
kaynaklara atıf yapılırken parantez içinde Arap ra-
kamları kullanılmalıdır. Farklı yayın türleri için kaynak 
stilleri aşağıdaki örneklerde sunulmuştur:

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

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

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

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

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

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.

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

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

SON KONTROL LİSTESİ

• Editöre mektup
 - Makalenin türü
 - Başka bir dergiye gönderilmemiş olduğu bilgisi
 - Sponsor veya ticari bir firma ile ilişkisi (varsa be-

lirtiniz)
 - İstatistik kontrolünün yapıldığı (araştırma maka-

leleri için)
 - İngilizce yönünden kontrolünün yapıldığı
 - Yazarlara Bilgide detaylı olarak anlatılan dergi 

politikalarının gözden geçirildiği
 - Kaynakların NLM referans sistemine göre belir-

tildiği
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• Telif Hakkı Devir Formu
• Yazar Formu
• Daha önce basılmış materyal (yazı-resim-tablo) 

kullanılmış ise izin belgesi
• İnsan öğesi bulunan çalışmalarda “gereç ve yön-

tem” bölümünde Helsinki Deklarasyonu prensip-
lerine uygunluk, kendi kurumlarından alınan etik 
kurul onayının ve hastalardan “bilgilendirilmiş olur 
(rıza)” alındığının belirtilmesi

• Hayvan öğesi kullanılmış ise “gereç ve yöntem” 
bölümünde “Guide for the Care and Use of La-
boratory Animals” prensiplerine uygunluğunun 
belirtilmesi

• Makale kapak sayfası
 - Makalenin kategorisi
 - Makalenin Türkçe ve İngilizce başlığı
 - Makalenin Türkçe ve İngilizce kısa başlığı
 - Yazarların ismi soyadı, unvanları ve bağlı olduk-

ları kurumlar (üniversite ve fakülte  bilgisinden 
sonra şehir ve ülke bilgisi de yer almalıdır), 
e-posta adresleri

 - Sorumlu yazarın e-posta adresi, açık yazışma 
adresi, iş telefonu, GSM, faks nosu

 - Tüm yazarların ORCID’leri

• Makale ana metni dosyasında olması gerekenler
 - Makalenin Türkçe ve İngilizce başlığı
 - Özetler 250 kelime Türkçe ve 250 kelime İngiliz-

ce, (olgu sunumunda 200 kelime Türkçe ve 200 
kelime İngilizce)

 - Anahtar Kelimeler: 3 -6  Türkçe ve 3 -6  İngilizce
 - Makale ana metin bölümleri
 - Kaynaklar
 - Teşekkür (varsa belirtiniz)
 - Tablolar-Resimler, Şekiller (başlık, tanım ve alt 

yazılarıyla)

Editör: M. Lale Öcal
Adres: İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi 
Dekanlığı, Turgut Özal Cad. 34093 Çapa, Fatih, 
İstanbul, Türkiye
Telefon: +90 212 414 21 61
E-mail: itfdergisi@istanbul.edu.tr
 
Yayıncı: İstanbul Üniversitesi Yayınevi
Adres: İstanbul Üniversitesi Merkez Kampüsü, 
34452 Beyazıt, Fatih, İstanbul, Türkiye
Tel.: +90 212 440 00 00
Faks: +90 212 217 22 92
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Journal of İstanbul 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 İstanbul 
Faculty of Medicine of İstanbul University and it is 
published quarterly on March, June, September and 
December. The publication languages of the journal 
are Turkish and English.

Journal of İstanbul 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 İstanbul 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.

INTRUCTIONS TO AUTHORS
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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

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

3 Final approval of the version to be published; 
AND

4 Agreement to be accountable for all aspects of 
the work in ensuring that questions related to the 
accuracy or integrity of any part of the work are 
appropriately investigated and 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 İstanbul 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 
“gift authorship,” the submission will be rejected 
without further review. As part of the submission of 
the manuscript, the corresponding author should 
also send a short statement declaring that he/she 
accepts to undertake all the responsibility for author-
ship during the submission and review stages of the 
manuscript.

Journal of İstanbul 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 İstanbul 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 İstanbul 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:

• Copyright Transfer Form,
• 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:

• 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),

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

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

• 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 
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ÖZET
Amaç: İntraduktal lezyon ön tanısıyla biyopsi yapılan olguların 
radyolojik ve patolojik bulgularının değerlendirilmesini, ayrıca 
postoperatif intraduktal papillom (İDP) tanısı alan olguların cer-
rahi gereksiniminin tartışılmasını amaçladık.

Gereç ve Yöntem: Kliniğimizde 2012-2014 arasında intraduktal 
papiller lezyon tanısıyla biyopsi yapılan hastalar retrospektif de-
ğerlendirildi. Çalışmaya dahil edilen hastalar ultrason (US), en-
dikasyon varlığında mamografi (MMG) veya manyetik rezonans 
görüntüleme (MRG) ile değerlendirildi. Hastalara tru-cut biyopsi 
veya ince iğne aspirasyon biyopsisi (İİAB) uygulandı. Cerrahi ek-
sizyon planlamasında; atipi, radyoloji-patoloji uyumsuzluğu, risk 
faktörü ve hasta isteği göz önüne alındı. 

Bulgular: Çalışmaya 73 hasta dahil edildi, 59’u ≥40 yaş idi. Has-
taların tümüne ultrasonografi, ≥40 yaş 59 hastaya MMG yapıldı, 
8 hastaya MRG yapıldı. İİAB yapılan 11 hastadan birinde İDP, tru-
cut biyopsi yapılan 40 hastanın 10’unda İDP saptandı. Eksizyon 
yapılan 22 hastadan 3’ü histopatolojik olarak malign, 5’i pre-in-
vaziv veya pre-neoplastik olarak değerlendirildi.

Sonuç: Tru-cut biyopsi veya İİAB sonrası benign papiller lezyon-
ların yönetiminde hangi hastalara eksizyon uygulanacağına dair 
konsensus bulunmamaktadır. Atipili papiller lezyonların 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 ≥40 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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GİRİŞ

Memenin papiller lezyonları nadirdir ve tru-cut biyopsiler-
de görülme oranı yaklaşık %6 kadardır (1). Meme kanseri 
taramalarının yaygınlaşması sayesinde, papiller lezyon-
ların çoğunluğu artık asemptomatik kitleler veya kalsifi-
kasyon olarak ultrasonografi veya mamografi ile tespit 
edilebilmektedir. Papiller lezyonlar benign veya malign 
olarak kategorize edilirler. Buna rağmen atipili veya ma-
lign papillomlardan benign bir papillomu ayırt edici belirli 
bir radyolojik özellik yoktur (1, 2). 

Benign papiller lezyonlar; soliter intraduktal papillom 
(İDP), multipl İDP ve papillom içerisinde atipik duktal hi-
perplaziyi (ADH) içerir. Malign papiller lezyonlar ise; pa-
pillomdan gelişen in-situ duktal karsinom (DCIS), papiller 
DCIS, intrakistik veya kapsüllü papiller karsinom, solid pa-
piller karsinom, intrakistik papiller karsinomdan gelişen 
invaziv papiller karsinom ve invaziv papiller karsinomları 
içerir (2). 

İntraduktal papillomlar etrafı epitel ve myoepitel hücre 
tabakası ile çevrili parmaksı fibrovasküler çekirdeklerden 
oluşan benign lezyonlardır (3). Apokrin değişiklikler sıklık-
la bu lezyonlara eşlik eder. Atipi, periferik papillomlarda 
santral papillomlara göre daha sık görülür (4).

Intraduktal papillomlar genellikle menopoz öncesi kadın-
larda görülür ve majör duktustan köken alır. Sıklıkla boyu-
tu 0,5 cm’in altındadır ama 5 cm’ye kadar da ulaşabilir. En 
sık başvuru şikayeti seröz veya kanlı meme başı akıntısıdır. 
Hastalarda genellikle palpasyon bulgusu saptanmaz (5). 
Makroskopik olarak sıklıkla santral yerleşimli olup pem-
bemsi renkte, frajil ve kaynaklandığı kanalın duvarına bir 
sap ile bağlı halde bulunur (4, 5).

Soliter İDP’lar sıklıkla 40-55 yaşları arasında görülür. Na-
diren malign transformasyona uğrar; atipi ile birlikte ol-
madığı sürece meme kanseri gelişme riskini arttırmaz. 

Bilateral görülme oranı ise oldukça azdır. Buna rağmen 
multipl İDP’lar (papillomatozis) daha genç yaşlarda ortaya 
çıkar, meme başı akıntısı ile daha az ilişkilidir ve malign 
dönüşüm riski daha fazladır (5).

Benign papiller neoplaziler, meme biyopsilerinin %1-5’ini 
ve tüm meme lezyonlarının da %10’undan azını oluştur-
maktadır. Patolojik meme başı akıntılarının %40-70’ini 
papiller neoplaziler oluştururken papillom tanısı alan has-
taların ancak yarısına yakınında kanlı veya patolojik akıntı 
görülmektedir. Papiller karsinomlar nadir olarak görülür 
ve tüm meme malignitelerinin %1 ila %2’sini oluşturur. 
Sıklıkla menopoz sonrası grupta görülür, ele gelen kitle 
ve meme başı akıntısı şikayeti bulunur (2). Lezyonların tam 
olarak çıkarılması, tanısal olduğu kadar tedavi açısından 
da anlam taşımaktadır (4).

Mamografi (MMG) 40 yaş üstü hastalarda rutin tarama 
için kullanılır. Ultrasonografi (US) ise kırk yaş altı hastaların 
değerlendirmesinde ilk tercih edilmesi gereken görüntü-
leme yöntemidir. Mamografiye tamamlayıcı olarak yoğun 
meme parankimine sahip veya semptomatik kadınlarda 
sonografik inceleme mutlaka yapılmalıdır. Mamografi ve 
US birbirlerini tamamlayıcı görüntüleme yöntemleri olup 
uygun endikasyonlarda bir arada kullanılmalıdır (6).

Soliter İDP’lar mammografide sıklıkla parankimal yapılar-
dan ayırt edilemeyebilirler, yuvarlak veya oval, iyi sınırlı 
retroareolar kitle olarak görülürler. Multipl papillomlar 
genellikle periferik yerleşimli ve bilateraldir, mikrokalsifi-
kasyonlar eşlik edebilirler. Karakteristik US bulgusu dila-
te duktus içerisinde solid mural nodüldür (2, 6). Doppler 
incelemede mural nodül içerisinde sıklıkla vaskülarizas-
yon mevcuttur. Duktal dilatasyon eşlik etmediği zaman 
tanı koymak zordur ve görüntüleme özelliklerine göre 
değişmekle birlikte fibroadenom veya meme kanseri ile 
karışabilir. Papiller lezyonlarda kistik komponent (mikst 
görünüm) ve arka plan güçlenmesi sık olarak görülür (6). 

nom riski ile ilişkili olduğu kabul edilmekte ve cerrahi eksizyon 
planlanmaktadır. Yayımlanan son çalışmalarda, hastaların beşte 
birinde tanısal sınıflamanın yukarı doğru (upgrade) değiştiği ve 
tedavi yaklaşımının da cerrahi lehine değiştiği gösterilmiştir. Se-
rimizde, literatüre benzer şekilde, upgrade oranı %10,9’dur. Pa-
piller lezyon tanılı hastalarda radyolojik görüntüleme iyi değer-
lendirilmelidir, radyoloji-patoloji uyumsuzluğunda total eksizyon 
yapılması önerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Benign papiller lezyon, İntraduktal papil-
lom, tru-cut biyopsi, ince iğne 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
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Duktografi özellikle tek duktus kanalından çıkan kanlı 
akıntı şikayeti olan olgularda değerli bir tanı yöntemidir. 
Radyolojik olarak İDP’lar kontrast madde ile çevrili dolum 
defekti, duktal dilatasyon, duktus duvarında düzensizlik 
ve distorsiyon şeklinde görülürler. Ancak duktografi du-
yarlılık ve özgüllüğünün düşük olması, invaziv bir görün-
tüleme yöntemi olması nedeniyle birçok merkezde rutin 
olarak kullanılmamaktadır (2, 4). Duktoskopi ise, meme 
başındaki kanal ağzından milimetrik fiberoptik endoskop-
larla girilerek, süt kanallarının direkt incelenmesini sağla-
yan bir tekniktir (7). Duktal lavaj ve lezyonun eksizyonu 
gibi avantajları da içerir. Dezavantajı periferik yerleşimli 
ve derin lezyonlarda incelemenin güç olmasıdır (4).

Meme kanserinde Manyetik Rezonans Görüntüleme 
(MRG) duyarlılığı en yüksek görüntüleme yöntemi olup 
birçok çalışmada %90’ın üzerindedir (8-10). Papillom tes-
pitinde ise MRG bulguları çeşitlilik gösterse bile diğer gö-
rüntüleme yöntemlerinden daha duyarlıdır (11). 

Tru-cut biyopside atipi ve malignite tanısı konulan pa-
piller lezyonlar için cerrahi gerekliliği kabul görmüştür. 
Bununla beraber, çoğu yazar tru-cut biyopside benign 
saptanan papiller lezyonlar için yakın takip önerirken, cer-
rahiyi savunan gruplar da mevcuttur (12). 

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

Çalışmamızda kliniğimiz meme hastalıkları polikliniğine 
2012-2014 yılları başvuran ve intraduktal patoloji ön ta-
nısıyla biyopsi yapılan olguların radyolojik ve patolojik 
bulgularının retrospektif olarak değerlendirilmesi ve pos-
toperatif İDP tanısı alan olguların cerrahi gereksiniminin 
tartışılmasını amaçladık.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kliniğimiz meme hastalıkları polikliniğine 2012-2014 ta-
rihleri arasında başvurup intraduktal papiller lezyon ön 
tanısıyla biyopsi yapılan hastalar retrospektif olarak de-
ğerlendirildi. İleri inceleme veya eksizyon önerisini kabul 
etmeyen hastalar değerlendirme dışı bırakıldı (n=7). Ça-
lışmaya dahil edilen hastaların tümüne US, 40 yaş üzeri 
hastaların tümüne MMG ile görüntüleme yapıldı. Papiller 
lezyonlarda maligniteyi düşündüren bulguları (sınırları be-
lirsiz, heterojen iç yapıda, hipoekoik, papiller projeksiyo-
nu bulunan kompleks kistik lezyon, duktus içi düzensiz şe-
killi kitle, mammografide amorf/pleomorfik kalsifikasyon 
eşlik etmesi, multilobule veya spiküle kontur, patolojik 
meme başı akıntısı) ve lezyonun yaygınlığından şüpheni-
len olgularda ek olarak MRG yapıldı. 

Tüm hastalara standardizasyon açısından aynı radyologlar 
tarafından US, tru-cut biyopsi ve ince iğne aspirasyon bi-
yopsisi (İİAB) uygulandı. Kistik yapısı olan lezyonlara İİAB, 

solid yapısı olan lezyonlara tru-cut biyopsi uygulandı. Tru-
cut biyopsiler US altında 14 Gauge iğne ile yapıldı. Pa-
tolojik örnekler formol ile fikse edilerek incelemeye gön-
derildi. Cerrahi eksizyon kararı; atipi, radyoloji ve patoloji 
uyumsuzluğu, risk faktörü ve hasta isteği göz önüne alına-
rak uygulandı. Cerrahi eksizyon da yine standardizasyon 
amaçlı aynı cerrahlar tarafından uygulandı.

Yazılı hasta onamı bu çalışmaya katılan tüm hastalardan 
alındı. Hasta kayıtları, anonimize edilip retrospektif olarak 
incelendiğinden etik kurul başvurusu yapılmadı. Ancak, 
çalışma bilimsel ilkelere uygun, güncel literatür bilgisi ile 
çatışmayacak biçimde tasarlanmış olup, çalışmaya katı-
lan hastaların bilgilendirilmesi, çalışmanın yürütülmesi ve 
elde edilen kişisel bilgilerin anonimize edilerek işlenmesi, 
verilerin değerlendirilmesi Dünya Tabipleri Birliği Helsinki 
Bildirgesi’ne (Ekim 2013 – 7. Revizyonu) Bilimsel Gerekli-
likler ve Araştırma Protokolleri maddesinin kalan şartlarına 
uygun olarak gerçekleştirildi. Çalışmamız orijinal araştırma 
makalesi STROBE kılavuzuna uygun olarak hazırlanmıştır. 

İstatistiksel Analiz
Çalışmada yer alan hastalara ait tüm veriler Excel 2007 
programı (Microsoft Office®, USA) ile elektronik ortamda 
kaydedildi. İstatistiksel analiz için SPSS (Statistical Pac-
kage for the Social Sciences for Windows), versiyon 22,0 
(IBM Corp. Armonk, NY) programı kullanıldı. Sayısal veri-
ler rakam ve yüzde ile ifade edildi. Parametrik tanımlama-
lar ortanca (aralık) olarak ifade edildi.

BULGULAR

Seksen hastanın 7’si önerilen tedaviyi kabul etmediğin-
den dolayı çalışmaya dahil edilmedi. Çalışmaya dahil 
edilen hastaların (n=73) ortanca yaşı 48 (30-76) idi. Has-
taların %80,1’i (n=59) 40 yaş ve üstünde idi. Hastaların 
%16,4’ünde (n=12) semptom mevcut olup %83,6’sında 
(n=61) rutin tarama sırasında radyolojik olarak lezyon tes-
pit edildi. Hastaların %12,3’ünde (n=9) akıntı şikayeti olup 

Tablo 1. Hastaların demografik verileri

Parametre Değer

Ortanca yaş (yıl-aralık) 48 (30-76)
Yaş dağılımı (n, %)

<40 14 (%19)
≥40         59 (%81)

Semptom (n, %)
Asemptomatik 61 (%84)
Meme başı akıntısı 9 (%12)
Mastodini 3 (%4)

Taraf (n, %)
Sağ 39 (%53)
Sol 33 (%45)
Bilateral 1 (%2)
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bunların 5’inde kanlı vasıfta idi. Üç hastada sadece mas-
todini şikayeti mevcuttu. Bir hastanın özgeçmişinde karşı 
memede (sağ) kanser hikayesi nedeniyle ameliyat öyküsü 
vardı (Tablo 1). 

Yetmiş üç hastanın tümüne US, 40 yaş altı 2 hastaya MRG, 
40 yaş üstündeki 59 hastaya MMG ve ek olarak 6 olguya 
MRG yapıldı. Hastaların 33’üne sol, 39’una sağ memeden 
biyopsi yapıldı. Bir hastaya ise 1 yıl arayla önce sağ sonra 
sol memeden biyopsi yapıldı. Kırk hastaya sadece tru-cut 
biyopsi, 11 hastaya sadece İİAB uygulandı ve daha ileri 
bir incelemeye gerek duyulmadı. İnce iğne aspirasyon bi-
yopsisi yapılan 11 hastanın; 1’inde intraduktal papillom, 
10’unda diğer benign lezyonlar (fibroadenom, sklerozan 
adenozis, mastit, fibrokistik değişiklik vb.) saptandı. Tru-
cut biyopsi yapılan 40 hastanın 10’unda intraduktal papil-

lom, 30’unda diğer benign lezyonlar saptandı. Beş hasta-
ya ise direkt olarak eksizyonel biyopsi uygulandı. 

Tru-cut biyopsi yapılan hastaların 13’üne eksizyon, 3’üne 
mastektomi gerekirken, İİAB sonrası bir hastaya eksiz-
yon uygulandı (Tablo 2). Eksizyon yapılan 22 hastadan 
3’ü malign (1 intrakistik papiller karsinom, 1 invaziv pa-
piller karsinom, 1 invaziv duktal karsinom) 5’i pre-invaziv 
veya pre-neoplastik (3 düşük dereceli duktal karsinoma 
in-situ, 1 atipik duktal hiperplazi, 1 atipili kolumnar hüc-
reli hiperplazi) olarak değerlendirildi. Buna göre, tru-cut 
biyopsi veya İİAB’de papiller neoplazi ön tanısıyla de-
ğerlendirilen 6 hastanın 2’sinde, benign lezyon olarak 
değerlendirilen hastaların 6’sında piyesin histopatolojik 
incelemesinde tanısal sınıflamada yukarı doğru değişme 
(upgrade) (%10,9) olduğu gözlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Eksizyon yapılan hastalarda biyopsi ve histopatoloji sonuçlarının karşılaştırılması

Olgu Yaş Şikayet Taraf Biyopsi türü Biyopsi sonucu
Eksizyon sonrası 
histopatolojik sonuç

1* 50 Akıntı Sağ Tru-Cut İDP† İntrakistik papiller karsinom

2* 30 Yok Sağ Tru-Cut İDP Atipili kolumnar hücreli 
hiperplazi

3 63 Yok Sağ Tru-Cut Papiller neoplazi Multifokal invaziv papiller 
karsinom

4* 70 Yok Sol Tru-Cut Papiller neoplazi Low Grade DCIS‡

5* 76 Kanlı akıntı Sol Tru-Cut Papiller neoplazi Low Grade DCIS - Atipik İDP 

6 57 Yok Sol Tru-Cut Papiller neoplazi İntraduktal papillomatosis, 
Apokrin metaplazi

7 55 Yok Sol Tru-Cut Papiller neoplazi İDP

8 69 Yok Sağ Tru-Cut Papiller neoplazi İDP

9* 67 Yok Sağ Tru-Cut Duktal epitel 
hiperplazisi

Low Grade DCIS ve 
papillomatosis

10** 44 Yok Sağ İİAB§ İntraduktal neoplazi 
ve mastit

İnvaziv Duktal Karsinom

11* 46 Opere sağ meme 
karsinomu

Sol Tru-Cut Non-diagnostik Atipik İDP

12 54 Yok Sol Tru-Cut İDP İDP

13 42 Yok Sol Tru-Cut İDP İDP

14 33 Kanlı akıntı Sağ Tru-Cut İDP İDP

15* 40 Kanlı akıntı Sol Tru-Cut Papiller epitelyal 
hiperplazi

İDP

16* 35 Yok Sağ İİAB Benign İDP

17 59 Kanlı akıntı Sağ Tru-Cut İDP İDP

*Histopatolojik değerlendirmede biyopsiye göre tanısal upgrade olan hastalar
†İDP: İntraduktal Papillom, 
‡DCIS: İn-situ Duktal Karsinom
**Bu hastaya ilk önce ince iğne aspirasyon biyopsisi, ardından Tru-Cut biyopsi yapılmıştır.
§İİAB: İnce iğne aspirasyon biyopsisi
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TARTIŞMA VE SONUÇ

Eksizyonel biyopsi oranını büyük ölçüde azaltmasına rağ-
men, tru-cut biyopsi veya İİAB sonrası benign papiller 
lezyonların yönetiminde hangi hastalara eksizyon uygu-
lanacağına dair standart bir tedavi yaklaşımı bulunma-
maktadır. Tru-cut biyopsi veya İİAB ile tanı alan olguların 
önemli bir kısmının cerrahi eksizyon sonrası in-situ veya 
invaziv kansere upgrade olması nedeniyle eksizyonel bi-
yopsi tavsiye edilmektedir (14). Geçmişte yapılan çalışma-
lar, tru-cut biyopsi sonrası tanı konulan atipi içermeyen 
benign papillomların eksizyonu sonrası malignite riskinde 
artış açısından farklı sonuçlar vermiştir (1).

Günümüzde genel kanı atipili papiller lezyonların karsi-
nom riski ile ilişkili olduğu ve cerrahi eksizyon gerektirdiği 
yönündedir. Buna rağmen bazı yazarlar atipisiz papiller 
lezyonların radyoloji ve patolojik bulgular korele ise gü-
venle takip edilebileceğini öne sürdükleri gibi, kimi ya-
zarlar da tüm lezyonların benign olup olmamasına bakıl-
maksızın maligniteyi ekarte etmek için mutlaka çıkarılması 
gerektiğini savunmaktadır (1, 14). Bununla birlikte bazı 
yazarlar ise sadece atipi görülen lezyonların çıkarılmasını 
önermektedir (15, 16). Bu konudaki endişenin bir sebebi 
de biyopsi örneğinde atipi alanları veya karsinom odağı-
nın gözden kaçabilmesi olasılığıdır. Yayımlanan son çalış-
malarda, hastaların beşte birinde upgrade saptandığı ve 
bu nedenle tedavi yaklaşımının da cerrahi lehine değiştiği 
gösterilmiştir (17).

Rizzo ve ark.’nın (18) atipisiz İDP içeren serisinde yaklaşık 
%25’lik bir upstage oranı bildirmesine rağmen Jaffer ve 
ark. (19) yaklaşık benzer hasta serisinde %16,4 oranında 
cerrahi eksizyon sonrası atipi veya malignite bulgusuna 
rastlamışlardır. Bizim çalışmamızda, literatüre benzer şe-
kilde, %10,9 oranında tanısal upgrade saptandı (14, 17). 
Fakat upgrade görülen hastaların çoğunluğu tru-cut bi-
yopsi ve İİAB sonrası benign lezyonlar olarak değerlen-
dirilen hastalardı (10 hastanın 6’sı, %60). Postoperatif İDP 
tanısı alan olguların 3’ünde papiller neoplazi ön tanısı, 
6’sında İDP veya benign lezyon ön tanısı rapor edildi.

Literatürdeki çeşitli çalışmalarda ileri yaş, postmenopo-
zal durum, görüntülemede kompleks kistik ekopatern, 
periferik yerleşim, mikrokalsifikasyonlar, lezyonun büyük 
olması, patoloji-radyoloji uyumsuzluğu, yüksek Breast 
Imaging Reporting and Data Systems (BI-RADS) skoru ve 
meme başı akıntısı ile malignite arasında ilişki olduğu tes-
pit edilmiştir (1). Çalışmamızda tanısal upgrade gözlenen 
5 hastanın 4’ü 45 yaş ve üzerinde idi. 

İntraduktal papillomlarda en sık başvuru şikayeti seröz 
veya kanlı meme başı akıntısıdır (5). Fakat çoğu hasta 
asemptomatiktir ve rutin incelemelerde patolojik radyo-
lojik bulgular sonrası tanı alır (14). Çalışmamızda toplam 9 
hastanın 5’i kanlı akıntı şikayetiyle başvururken bu hasta-
ların sadece bir tanesinde malignite saptandı.

Birçok çalışma MMG’nin benign ve atipik papiller lezyon 
ayrımında güvenilir olmadığını bildirmiştir (20-22). McG-
han (14) ve ark.‘ı %89 oranında hastada biyopsi öncesi pa-
tolojik mamografi bulgusu olarak dansite artışı veya kitle 
saptadıklarını rapor etmişlerdir. Çalışmamızda İDP tanısı 
alan olguların MMG’lerinde papilloma özgü malign veya 
benign ayırıcı bir bulgu saptanmadı.

Literatürdeki birçok benzer çalışmanın aksine son yıllar-
da yapılan geniş serili bir retrospektif çalışmada atipili 
lezyonların eksizyon sonrasında upgrade göstermediği 
sonucu rapor edilmiştir (17). Bizim bulgularımız atipi gös-
teren papiller lezyonların eksizyonunu desteklemektedir.

İntraduktal patolojilerin değerlendirmesinde US vazgeçil-
mez bir yöntemdir, lezyonun yaygınlığından şüphenilen 
olgularda MRG yardımcı olduğu için önerilmelidir. Bu ça-
lışmada biyopsi yapılan ve intraduktal proliferatif lezyon 
ön tanısı alan olguların %10,9’unun total eksizyon son-
rası tanısal upgrade olduğu dikkat çekmektedir. Papiller 
lezyon tanısı alan hastalarda radyolojik görüntüleme iyi 
değerlendirilmeli, patolojik radyolojik uyumsuzluk olma-
sı durumunda total eksizyon yapılmasının uygun olacağı 
kanaatindeyiz.

ÇALIŞMA KISITLILIKLARI

Çalışmamızın retrospektif dizaynı ve örneklem büyük-
lüğü başlıca kısıtlılıklardır. Cerrahi eksizyon atipi içe-
ren, risk faktörü, radyoloji ve patoloji uyumsuzluğu ve 
kendi isteği bu yönde olan hastalara uygulanmıştır. 
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ÖZET

Amaç: Vena kava trombektomisi ile birlikte yapılan radikal tü-
mör eksizyonu, kavoatrial tümör trombozlarının tedavisinde son 
derece önemlidir. Bu yazıda sağ atriuma uzanım gösteren renal 
tümörlerde uyguladığımız hipotermik dolaşım durdurulmasını 
engelleyen infrarenal vena kava inferior kanülasyon tekniğini an-
latmaktayız. 

Yöntemler: Haziran 2013 - Aralık 2017 tarihleri arasında intrakar-
diak uzanım gösteren böbrek kaynaklı tümör saptanan 5 hasta 
tarafımıza konsülte edilmiştir. Hastaların yaş ortalaması 43,2 yıl 
idi. Pediatrik ve 1 yetişkin hasta erkek, diğer 3 yetişkin hasta ka-
dındı. Operasyonlarda vena kava superior, infrarenal vena kava 
inferior ve two-stage venöz kanüller takılı olan üçlü venöz kanü-
lasyon sistemi kullanıldı. Vena kava süperior ve infrarenal vena 
kava inferior kanülasyonlarını takiben tümör trombüsü çıkarıldı. 
Atriotomi kapatılırken two-stage venöz kanül sağ atriuma yerleş-
tirildi. Prosedüre usulünce devam edildi.

Bulgular: Operasyon sırasında ya da sonrasında mortalite göz-
lenmedi. Ortalama operasyon süresi 465 dk, kardiyopulmoner 
bypass süresi 48 dk ve myokardial iskemi süresi 27 dk idi. Hepatik 
ve renal iskemi süreleri ortalama 15,4 dk oldu. Ortalama yoğun 
bakım ve hastanede kalış süreleri sırasıyla 28,4 saat ve 9,3 gün 

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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GİRİŞ

Böbrek tümörlerinin vena kava inferior yolu ile kalbe doğ-
ru yayılımlarının serilerde yüksek oranlarda olabileceği 
bildirilmektedir (1). Cerrahi tedavi sırasında tümörün vena 
kava inferior ve hatta kalp içindeki tümör trombüsü ile bir-
likte tamamen çıkarılması uzun dönem prognoz ve sağ 
kalım için son derece önemlidir (2). Ancak, modern çağda 
her türlü medikal ve cerrahi gelişmelere rağmen gerçek-
leştirilecek bu ölçekte büyük bir cerrahi önemli mortalite 
ve morbidite oranlarına sahiptir (1,3). 

Renal hücreli karsinom erişkin malignitelerinin yaklaşık 
%3’ünü oluşturmaktadır. Ürolojik kanserler içinde mor-
talitesi en yüksek olan kanser türüdür (4). Renal hücreli 
karsinom vakalarının yaklaşık %10’unda vena kava inferi-
orda trombüs saptanmaktadır ve cerrahi rezeksiyon tek 
küratif tedavi olarak karşımıza çıkmaktadır (5, 6). Olguların 
yaklaşık %1’inde ise tümör trombüsü sağ atriuma kadar 
uzanmaktadır (4).

Vena kava inferiyorda subhepatik düzeyde saptanan tümör 
trombüslerinin cerrahisi komplike değildir ve genellikle 
standart cerrahi yaklaşımlar uygulanmaktadır. Ancak trom-
büsün daha üst seviyelere ve sağ atriuma uzanması duru-
munda daha kompleks cerrahi yaklaşımlar gerekmektedir. 
Supradiafragmatik ve özellikle intrakardiak uzanım göste-
ren renal hücreli karsinomların güvenli cerrahi rezeksiyo-
nunda kardiyopulmoner bypass ve kardiak arrest, hatta to-
tal sirkülatuar arrest sıklıkla gerekebilmektedir (5). Cerrahi 
tedavi kompleks olabilse de; lenf nodu metastazı ve uzak 
metastaz olmayan olgularda kür olasılığı sağlar. Vena kava 
inferiyorda tümör trombüsü bulunan fakat uzak metastazı 
olmayan böbrek tümörlerinde komplet rezeksiyon sonrası 
5 yıllık sağ kalım yaklaşık %47-68 oranındadır (4).

Bu yazıda vena kava inferior yoluyla intrakardiak uzanım 
gösteren renal kaynaklı tümörlerin tedavisinde kliniğimiz-
de uyguladığımız, total sirkülatuar arrest gereksinimini 
ortadan kaldıran tekniği anlatmayı amaçladık. 

GEREÇ VE YÖNTEM

İstanbul Tıp Fakültesinde ilgili branşlar tarafından tanı 
konulduktan sonra, intrakardiak uzanım gösteren böbrek 

kaynaklı tümörler nedeniyle 5 hasta Haziran 2013 - Aralık 
2017 tarihleri arasında tarafımıza konsülte edilmişlerdir 
(Resim 1). Bu 5 hasta dışında vena kava inferior içinde tü-
mör trombüsü olan ancak tümörün sağ atriuma uzanım 
göstermediği hastalar kardiyopulmoner bypass gereksi-
nimi göstermemeleri nedeniyle bu gruba dahil edilme-
mişlerdir. Hastaların yaş ortalaması 43,2 yıl idi. Hastalar-
da makrohematüri, karın ağrısı, halsizlik gibi semptomlar 
mevcuttu. 1 hastada diyabetes mellitus ve iskemik kalp 
hastalığı, 1 hastada hipertansiyon mevcuttu. Pediatrik ve 
1 yetişkin hasta erkek, diğer 3 yetişkin hasta kadındı. Yapı-
lan biopsi neticelerinde pediatrik vakada Wilm’s tümörü, 
geri kalan erişkin hastalarda renal hücreli karsinom olarak 

hesaplandı.Toplam takip süresi 12 ay idi. Hiç bir hastada uzun 
dönem takiplerde mortalite ile karşılaşılmadı.

Sonuç: Tümörün tamamen çıkarılması ve rezidü trombüs bıra-
kılmaması bu hasta grubunun mortalitesini belirleyen en önemli 
etkenlerdendir. Uyguladığımız teknikle birlikte hastalarda hipo-
termik dolaşıma gereksinim duyulmadan orta hipotermide tam 
bir tümör eksizyonu sağlanmış ve trombüs dokusu bırakılmadı-
ğından emin olunmuştur.

Anahtar Kelimeler: Vena kava inferior, Böbrek kanseri, Tümör 
trombüsü, 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

Resim 1: Tomografide böbrek kaynaklı tümörün renal 
ven invazyonu ve vena kava inverior yoluyla sağ atriuma 
uzanan tümör trombüsü görülmekte.
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teşhis edilmişlerdir. Hastaların 3’ünde tümör sol böbrek-
ten, 2’sinde tümör sağ böbrekten kaynaklanmaktaydı. 
Uzak metastaz 1 hastada mevcuttu. 2 hastada intraopera-
tif eritrosit süspansiyonu kullanımı gerekti. Tüm hastalara 
operasyon öncesi dönemde kemoterapi uygulanmış ve 
tümör boyutlarında azalma sağlanmıştı. Hastalara ait de-
mografik özellikler Tablo 1’de gösterilmiştir. 

Cerrahi Teknik
Tüm operasyonlar kalp ve damar cerrahisi, üroloji ve ge-
nel cerrahi ya da çocuk cerrahisi uzmanlarından oluşan 
ekip ile gerçekleştirildi. Genel anestezi altında gerekli 
invaziv arter ve santral venöz kateterizasyonları ve moni-
törizasyonları sonrası hastaların tüm vücutları betadin ile 
silindikten sonra toraks, batın ve dize kadar bacaklar açık 
kalacak şekilde örtüldü. Özellikle olası pulmoner emboli 
durumunu hızlıca değerlendirebilmek amacıyla hastalara 
transözofageal ekokardiyografi probu yerleştirilerek de-
vamlı ekokardiyografi monitörizasyonu yapıldı.

Operasyona cerrahi ve üroloji ekipleri birlikte başladı. Me-
dian laparotomi (2 hasta) ya da bilateral subkostal insiz-
yonla (3 hasta) batın açılıp tümörün kaynaklandığı böbrek 

ve renal arter ile vena kava inferiora dökülen hepatik ve-
nöz yapılar ve hepatoduodenal ligaman prepare edildik-
ten sonra kardiyovasküler cerrahi ekibi operasyona dahil 
oldu. İnfrarenal vena kava inferior prepare edildi, tape ile 
dönüldü ve kanülasyon için hazırlandı. Median sternoto-
mi yapılıp perikard açıldıktan sonra asendan aort ve vena 
kava süperior prepare edildi, tape ile dönüldü. Bir ucuna 
vena kava superior, başka bir ucuna infrarenal vena kava 
inferior ve farklı bir ucuna da two-stage venöz kanüller 
takılmak üzere üçlü venöz kanülasyon sistemi (Resim 2a, 
2b, 2c) hazırlandı. Heparinizasyon (300 Ünite/kg) sonrası 
asendan aorta, vena kava süperior ve infrarenal vena kava 
inferior kanülasyonları yapıldı. Two-stage kanülün bağlı 
olduğu hat klemplendi. Kardiyopulmoner bypass başla-
tıldı. Orta derecede hipotermide (32°C) asendan aortaya 
kros klemp koyuldu, antegrad kan kardiyoplejisi ile kardi-
ak arrest sağlandı. Venöz kanüllerin snareleri sıkıldı. Portal 
ven ve hepatik arteri de içeren hepatoduodenal ligaman 
klempe edildi. Tümörün olmadığı renal ven klempe edil-
di. Tümörün kaynaklandığı böbreğe nefrektomi uygulan-
dı ve o renal ven açık bırakıldı. Sağ atriotomi yapıldı. At-
rium ve vena kava inferiora invaze olan tümör trombüsü 
(Resim 3) elevatör yardımıyla duvardan kazınarak çıkarıldı. 
Açık bırakılan renal ven ile atrium arasındaki tümörün ta-
mamen çıkarıldığından emin olunduktan sonra (intratora-
sik vena kava inferior ile renal ven arasının inspeksiyon ile 
tamamen tümör trombüsünden temizlendiği görülerek)
renal ven primer sütüre edildi. Hepatoduodenal ligaman 
ve sağlıklı böbreğin renal venindeki klempler kaldırıl-
dı. Atrium kapatıldı. Two-stage venöz kanül sağ atriuma 
yerleştirildi. Vena kavalardaki snareler açıldı. Kros klemp 
kaldırıldı. Hasta ısıtılırken infrarenal vena kava inferior ve 
vena kava süperiordaki venöz kanüller klempe edildi ve 
çıkarıldı. Uygun hemodinami ve ısıda kardiyopulmoner 
bypasstan çıkıldıktan sonra hasta dekanüle edildi. Hepa-
rin protamin (450 Ünite/kg) ile nötralize edildi. Hemostaz 

Tablo 1: Hastaların demografik özellikleri

Demografik Özellikler Hasta Sayısı

Erkek 2

Kadın 3

Diyabetes Mellitus 1

Hipertansiyon 1

İskemik kalp hastalığı 1

Sol böbrek tutulumu 3

Sağ böbrek tutulumu 2

Resim 2: Üçlü venöz kanülasyon sistemi. a. Vena kava superior kanülasyonu. b. İnfrarenal vena kava inferior kanülasyonu.

c. Tümör tamamen atrium ve vena kavadan çıkarıldıktan sonra two-stage sağ atrium kanülasyonu.
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yapıldı. Lojlara uygun drenler yerleştirildikten sonra batın 
ve toraks boşlukları usulüne uygun olarak kapatıldı.

Operasyon sonrası tüm hastalar kardiyovasküler cerrahi 
yoğun bakım ünitesine transfer edildiler. Uygun şartlarda 
ekstübasyonları sağlandıktan sonra üroloji servisine alına-
rak taburculuğa kadar orada takipleri yapıldı. Tüm hasta-
lara 6 ay boyunca antikoagülan tedavi uygulandı. 

BULGULAR

Operasyon sırasında ya da sonrasında mortalite göz-
lenmedi. Tüm hastalar operasyonu tolere etti ve komp-
likasyonla karşılaşılmadı. Ortalama operasyon süresi 465 
dk, kardiyopulmoner bypass süresi 48 dk ve myokardial 
iskemi süresi 27 dk idi. Hepatik ve renal iskemi süreleri or-
talama 15,4 dk oldu. Sadece 2 hastaya kardiyopulmoner 
bypass sonrası ve postoperatif yaklaşık 4 saat boyunca 
5μgr/kg/dk dozunda dopamin inotropik desteği gerekti. 
Hastalar ortalama 5,7 saat içinde ekstübe edildiler. Or-
talama yoğun bakım ve hastanede kalış süreleri sırasıyla 
28,4 saat ve 9,3 gün hesaplandı. 

Toplam takip süresi 12 ay idi. Hiç bir hastada uzun dönem 
takiplerde mortalite ile karşılaşılmadı. Uzak metastazları 
olan 18 yaşındaki hastanın akciğer ve karaciğerindeki me-
tastazları takiplerinde çıkarıldı. Bir hastaya postoperatif 1. 
ayında adjuvan kemoterapi başlandı, 1 yıl sonunda PET-
CT’de sol paraaortik alandan paravertebral alana ulaşan 
ve nefrektomi loujnda nüks olabilecek lezyon saptandı, te-
davisinin değiştirilmesine karar verildi. 4 hastada uzun dö-
nem takiplerde nüks saptanmadı. Tüm hastalar yaşamları-
nı sağlıklı bir şekilde devam ettirmektedirler. Hastalara ait 
operatif ve postoperatif veriler Tablo 2’de gösterilmiştir. 

TARTIŞMA

Renal hücreli karsinomun tedavi stratejileri, bu hastalığın 
moleküler ve genetik özelliklerinin anlaşılmasıyla birlikte 
değişmeye devam etmektedir (7). İnferior vena kava’ya 
uzanım gösteren renal hücreli karsinom varlığında vena 
kaval trombektomi ile birlikte nefrektomi operasyonu ilk 
olarak Berg tarafından 1913 yılında tanımlanmıştır (8). Bu 
tarihten itibaren vena kaval trombektomi ile birlikte yapı-
lan radikal tümör eksizyonu kavoatrial tümör trombozla-
rında güvenilir bir metot olarak kullanılmaktadır (8). 

Operasyon ile ilişkili mortalite oranları %2,7-13, beklenen 
5 yıllık sağ kalım ise %30 ile %72 arasında değişmektedir 
(9). Skinner ve arkadaşlarının çalışmasına (10) göre tümör 
trombozu olan olgularda, tümörün uzanım gösterme de-
recesinden bağımsız olarak, yağ dokusu veya lokal nod 
metastazı yok ise, 5 yıllık sağ kalım oranları renal kapsül 
içinde sınırlı kalan tümörlerle benzerdir. Bununla birlikte, 
tamamlanmamış tümör rezeksiyonu kötü prognoz ile iliş-
kilidir. İnkomplet tümör rezeksiyonu yapılan hastalarda 
cerrahiyi takip eden 5 yıllık sağ-kalım oranları %0-17,5 
arasındadır (2).

Renal hücreli karsinom kemoterapi ve radyoterapi gibi 
konvansiyonel yöntemlere cevapsızdır; bu nedenle cer-
rahi tedavi bu tümörün tedavisinde en güvenilir ve etkili 
metottur (8). Tümör trombüsü infrahepatik inferior vena 
kavada lokalize olduğunda (tip I veya II), tümör genelde 
inferior vena kava proksimal ve distali kontrol altına alın-
dıktan sonra çıkarılmaktadır (8). İnferior vena kava trom-
büslerinin yarısı infrahepatiktir ve %10’u sağ atriumda 
yerleşmektedir (11). Tümör trombüsü sağ kardiyak boş-
luklara kadar uzandığında ise (tip IV), en-blok tümör eksiz-
yonu kardiyopulmoner bypass altında yapılmaktadır (8). 
Bununla birlikte, inferior vena kava trombozu ile birlikte 
renal hücreli karsinomu olan hastalar operasyon sonrası 
adjuvan terapilerin faydasını göremeden masif pulmoner 
emboli veya operasyon süresince kanama gibi komplikas-
yonlarla karşılaşabilmektedirler (2, 3, 10). TEE preoperatif 
olarak tümörün uzandığı yeri göstermede, tümör veya 
gaz embolisini saptamada, intraoperatif olarak ise trom-
büsün tamamen çıkarıldığını konfirme etmede faydalıdır 

Resim 3: Peroperatif atrium ve vena kava inferiora invaze 
olan tümör trombüsü.

Tablo 2: Hastaların operatif/postoperatif özellikleri

Operatif/postoperatif özellikler Hasta Sayısı

İntraoperatif komplikasyon -

İntraoperatif mortalite -

Postoperatif morbidite -

Eritrosit süspansiyonu gereksinimi 2

Renal ven invazyonu 5

İnotrop destek ihtiyacı 2

Nüks 1
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(10, 12). İntraoperatif pulmoner embolinin inferior vena 
kava veya böbreğin manipülasyonu sırasında olabileceği 
bildirilmiştir ve TEE’nun prosedürün her basamağında ru-
tin kullanılması önerilmektedir (13). 

Pulmoner emboli, etkilenen inferior vena kava bölümü-
nün direkt görülerek proksimalinin kontrol altına alınması 
için uygun cerrahi saha sağlanması ile önlenebilir (13). Ka-
raciğer transplantasyon tekniklerini kullanarak karaciğer 
mobilizasyonu ile tümör fragmentasyonu olmadan trom-
büsün tamamı çıkarılabilir (14). Bu teknik inferior vena 
kavanın kontrol altına alınmasını sağlamaktadır. Fakat 
duodenal yaralanma, karaciğer laserasyonu, pulmoner 
emboli gibi komplikasyon riski olup III. ve IV. basamak 
hastalar ile kullanımı sınırlı tutulmuştur (14). Seçilmiş grup 
II vakalarda da uygulanabilir (14, 15). Saha tamamen kont-
rol altına alınmadan, körlemesine yapılan trombüs eksiz-
yonu, postoperatif embolilere, tümör fragmentasyonu ve 
lümen içinde trombüs kalması sebebiyle oluşabilecek er-
ken dönemde rekürren hastalığa sebep olabilir (16). Kaval 
duvarda tümör invazyonu olan olgularda medial venoto-
minin kaval duvar eksizyonu ve renal ven onarımı sonrası 
duvarı daraltma riskinin yüksek olduğu ve kaval duvar re-
konstrüksiyonu gerektirdiği düşünülmektedir (13). 

Pulmoner emboliyi engellemek amacıyla kullanılan diğer 
stratejiler arasında suprarenal inferior vena kava kontrolü-
nü sağlamak amacıyla suprarenal inferior vana kavaya klip 
kullanımı, sternotomi ile direk klempleme, sütür/staple 
ligasyonu ile inferior vena kavayı ayırma ve suprarenal in-
ferior vena kava filtresi yerleştirilmesi sayılabilir (17). Ope-
rasyon sonrası rekürren inferior vena kava trombozunu 
önlemede antikoagülanların rolü literatürde kesin olarak 
bulunmamaktadır. Erken postoperatif dönemde derin 
ven trombozunu önlemek amacıyla düşük molekül ağır-
lıklı heparin ve dekstran kullanılmaktadır (17).

Ekstrakorporeal sirkülasyonun dahil olduğu metotlar 
uzun operasyon süresi, artmış kanama riski, renal disfonk-
siyon ve nörolojik komplikasyonlar içermektedir (8). Tip 
IV trombüs görülen bazı vakalarda, trombüs veya tümör 
dokusu lokalize olarak inferior vena kava duvarı, hepatik 
ven, endokard veya triküspid kapağa güçlü olarak tutuna-
bilir (18). Cerrahi tedavinin esas amacı neoplastik doku-
nun tamamen çıkarılmasıdır. Kardiyopulmoner bypass ile 
birlikte hipotermik sirkulatuar arrest kullanılması; kanama-
sız bir cerrahi alan sağlaması, pulmoner emboli ve fatal 
hemoraji ile hepatik ve renal iskemi riskini azaltması gibi 
yönlerden avantaj sağlamaktadır. Böylece tümör eksizyo-
nu sırasında tümör dokusu bırakma riski azalır ve inferior 
vena kava lümeni (özellikle hepatik ven) ile sağ atriumun 
optimal değerlendirilmesine olanak sağlar (9). 

Derin hipotermik sirkulatuar arrest ile birlikte olsun veya 
olmasın kardiyopulmoner bypass, atriyuma uzanan tümör 
trombüsü olan hastalarda trombektomi için kansız bir 
alan sağlamak için uygulanan geleneksel yaklaşımdır. De-

rin hipotermik sirkulatuar arrest kullanımında daha uzun 
ameliyat süresi, daha yüksek postoperatif koagülopati, 
böbrek yetmezliği ve retroperitoneal kanama görülmek-
tedir. Literatürde kardiyopulmoner bypass kullanılmadan 
uygulanan teknikler de mevcuttur; fakat manipülasyon 
ile daha yüksek intraoperatif tümör embolizasyonu ris-
ki, tümör yükü belirsizliği, sınırlı hasta örneği ve daha 
büyük atriyal trombüsü olan hastalarda sınırlı uygulama 
nedeniyle tartışmalıdır (19). Vena kava superior, femoral 
ven ve aort kanülasyonu ile derin hipotermik sirkulatuar 
arrest altında kardiyopulmoner bypass, derin hipotermik 
sirkulatuar arrest oluşturmadan sadece kardiyopulmoner 
bypass ve kardiyopulmoner bypassa ek olarak vakum 
yardımıyla venöz drenaj sağlanması veya kavaatrial şant 
yoluyla yaklaşım teknikleri de tanımlanmıştır. Derin hipo-
termik sirkulatuar arrest ve kardiyopulmoner bypass kulla-
nılarak yapılan kardiyak cerrahi girişimler sonrası nörolojik 
hasar riski %5-20 arasında rapor edilmiştir (4). Anestezi 
ve cerrahi uygulamalarındaki gelişmeler, teknikler arasın-
daki tartışmaları ortadan kaldırmıştır ve kardiyopulmoner 
bypassın ameliyathanede alternatif olarak bulunması ge-
rekli görülmektedir (19). Santrifujal bir pompa kullanılarak 
venö-venöz bypass (IVK ve sağ atriyum kanülasyonu ile), 
minimal invaziv ve perkutan bypass teknikleri de literatür-
de bildirilmiştir (20). 

Bizim olgularımızda trombüs sağ atriuma kadar uzanmak-
taydı. Bu sebeple hastalarda kardiyopulmoner gereksini-
mi mevcuttu. Çalışmamızdaki majör sınırlayıcı faktör has-
ta sayısı olup; uyguladığımız teknikle birlikte hastalarda 
hipotermik dolaşıma gereksinim duyulmadan orta hipo-
termide tam bir tümör eksizyonu sağlanmış ve trombüs 
dokusu bırakılmadığından emin olunmuştur. Böylece bu 
hasta popülasyonu için güvenilir ve etkin bir metot olarak 
kullanılmıştır.

Etik Komite Onayı: Etik komite onayı bu çalışma için, yerel etik 
komiteden alınmıştır.

Bilgilendirilmiş Onam: Katılımcılardan bilgilendirilmiş onam 
alınmıştır.

Hakem Değerlendirmesi: Dış bağımsız.

Yazar Katkıları: Çalışma Konsepti/Tasarım- M.U., U.A., D.M.Ö.; 
Veri Toplama- M.U., D.M.Ö., S.E., F.E., Z.S., B.E., Ö.Ş., F.Ö.; 
Veri Analizi/Yorumlama- M.U., A.H.A., İ.N.; Yazı Taslağı- M.U., 
D.M.Ö., U.A.; İçeriğin Eleştirel İncelemesi- M.U., D.M.Ö., U.A., 
F.E., S.E., B.E., Ö.Ş., F.Ö., A.H.A., İ.N.; Son Onay ve Sorumluluk- 
M.U., D.M.Ö., S.E., F.E., Z.S., B.E., Ö.Ş., F.Ö., A.H.A., İ.N., U.A.; 
Süpervizyon- M.U., U.A.

Çıkar Çatışması: Yazarlar çıkar çatışması beyan etmemişlerdir.

Finansal Destek: Yazarlar finansal destek beyan etmemişlerdir.



80

Renal tümörlerin eksizyonunda infrarenal vena kava inferior kanülasyonu 
İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi • J Ist Faculty Med 2019;82(2):75-80

Ethics Committee Approval: Ethics committee approval was 
received for this study from the local ethics committee.

Informed Consent: Written consent was obtained from the par-
ticipants.

Peer Review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Conception/Design of Study- M.U., U.A., 
D.M.Ö.; Data Acquisition- M.U., D.M.Ö., S.E., F.E., Z.S., B.E., 
Ö.Ş., F.Ö.; Data Analysis/Interpretation- M.U., A.H.A., İ.N.; Draft-
ing Manuscript- M.U., D.M.Ö., U.A.; Critical Revision of Manu-
script- M.U., D.M.Ö., U.A., F.E., S.E., B.E., Ö.Ş., F.Ö., A.H.A., İ.N.; 
Final Approval and Accountability- M.U., D.M.Ö., S.E., F.E., Z.S., 
B.E., Ö.Ş., F.Ö., A.H.A., İ.N., U.A.; Supervision- M.U., U.A.

Conflict of Interest: Authors declared no conflict of interest. 

Financial Disclosure: Authors declared no financial support.

KAYNAKLAR

1. Nouh MA, Inui M, Kakehi Y. Renal Cell Carcinoma with IVC 
Thrombi; Current Concepts and Future Perspectives. Clin 
Med Oncol 2008;2:247-56. [CroosRef]

2. Hatcher PA, Anderson EE, Paulson DF, Carson CC, 
Robertson JE. Surgical management and prognosis 
of renal cell carcinoma invading the vena cava. J Urol 
1991;145(1):20-3;23-4.

3. Ciancio G, Livingstone AS, Soloway M. Surgical 
management of renal cell carcinoma with tumor thrombus 
in the renal and inferior vena cava: the University of Miami 
experience in using liver transplantation techniques. Eur 
Urol 2007;51(4):988-94;994-5.

4. Eryıldırım B, Kuyumcuoğlu U, İdiz M, Faydacı G, Erbay 
E. Sağ atriuma tümör trombüs uzanımı gösteren böbrek 
hücreli kanser olgusu. Turk J Urol 2005;31(1):142-5.

5. Adams LC, Ralla B, Bender YY, Bressem K, Hamm B, Busch 
J, Fuller F, Makowski MR. Renal cell carcinoma with venous 
extension: Prediction of inferior vena cava wall invasion by 
MRI. Cancer Imaging 2018;18(1):17. [CroosRef]

6. Gedik HS, Alp İ, Arslan G, Dereli Y, Korkmaz K, Yılmaz AT. 
A different approach in the treatment of left renal cell 
carcinoma with tumor thrombus extension into the vena 
cava inferior. Turk Gogus Kalp Dama 2012;20(2):396-8. 
[CroosRef]

7. Rini BI, Rathmell WK, Godley P. Renal cell carcinoma. Curr 
Opin Oncol 2008;20:300-6. [CroosRef]

8. Noguchi K, Hori D, Nomura Y, Tanaka H. Renal cell 
carcinoma with tumor-thrombus extension into the right 
ventricle. Ann Vasc Dis 2012;5(3):376-80. [CroosRef]

9. Dedeilias P, Koletsis E, Rousakis AG, et al. Deep 
hypothermia and circulatory arrest in the surgical 
management of renal tumors with cavoatrial extension. J 
Card Surg 2009;24:617-23. [CroosRef]

10. Skinner DG, Pritchett TR, Lieskovsky G, et al. Vena caval 
involvement by renal cell carcinoma. Surgical resection 
provides meaningful long-term survival. Ann Surg 
1989;210:387-92, discussion 392-4. [CroosRef]

11. Kirkali Z, Van Poppel H. A critical analysis of surgery 
for kidney cancer with vena cava invasion. Eur Urol. 
2007;52:658-62. [CroosRef]

12. Zini L, Haulon S, Decoene C, Amara N, Villers A, Biserte 
J, Leroy X, Koussa M. Renal cell carcinoma associated 
with tumor thrombus in the inferior vena cava: Surgical 
strategies. Ann Vasc Surg 2005;19:522-8. [CroosRef]

13. Kwon TW, Kim H, Moon KM, Cho YP, Song C, Kim CS, 
Ahn H. Surgical treatment of inferior vena cava tumor 
thrombus in patients with renal cell carcinoma. J Korean 
Med Sci 2010;25(1):104-9. [CroosRef]

 14. Kaplan S, Ekici S, Dogan R, Demircin M, Ozen H, Pasaoglu 
I. Surgical management of renal cell carcinoma with inferior 
vena cava tumor thrombus. Am J Surg 2002;183:292-9. 
[CroosRef]

15. Jibiki M, Iwai T, Inoue Y, Sugano N, Kihara K, Hyochi N, 
Sunamori M. Surgical strategy for treating renal cell 
carcinoma with thrombus extending into the inferior vena 
cava. J Vasc Surg 2004;39:829-35. [CroosRef]

16. Gallucci M, Borzomati D, Flammia G, Alcini A, Albino G, 
Caricato M, Esposito A, Vincenzi B, Rossi M, Coppola 
R, Berloco P. Liver harvesting surgical technique for the 
treatment of retro-hepatic caval thrombosis concomitant 
to renal cell carcinoma: perioperative and long-term results 
in 15 patients without mortality. Eur Urol 2004;45:194-202. 
[CroosRef]

17. Wellons E, Rosenthal D, Schoborg T, Shuler F, Levitt A. 
Renal cell carcinoma invading the inferior vena cava: use 
of a “temporary” vena cava filter to prevent tumor emboli 
during nephrectomy. Urology 2004;63:380-2. [CroosRef]

18. Hedderich GS, O’Connor RJ, Reid EC, Mulder DS. Caval 
tumor thrombus complicating renal cell carcinoma: A 
surgical challenge. Surgery 1987;102:614-21.

19. Mavrigiannaki E, Fesatidis I, Kalogridaki E, Katralis IP, 
Filippou D, Skandalakis P, et al. Synchronous nephrectomy 
and cavoatrial tumor thrombectomy under normothermic 
extracorporeal circulation and beating heart. J Surg Case 
Rep 2018;2018(5):rjy095. [CroosRef]

20. Kayalar N, Özkaynak B, Gümüş F, Kuplay H, Nuhoğlu B, 
Erentuğ V. IVC Thrombus in Renal Cell Carcinoma. JAREM 
2013;3:47-52. [CroosRef]

https://doi.org/10.4137/CMO.S464
https://doi.org/10.1186/s40644-018-0150-z
https://doi.org/10.5606/tgkdc.dergisi.2012.080
https://doi.org/10.1097/CCO.0b013e3282f9782b
https://doi.org/10.3400/avd.cr.11.00067
https://doi.org/10.1111/j.1540-8191.2009.00887.x
https://doi.org/10.1097/00000658-198909000-00014
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2007.05.009
https://doi.org/10.1007/s10016-005-5031-9
https://doi.org/10.3346/jkms.2010.25.1.104
https://doi.org/10.1016/S0002-9610(02)00782-1
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2003.12.004
https://doi.org/10.1016/j.eururo.2003.09.004
https://doi.org/10.1016/j.urology.2003.10.010
https://doi.org/10.1093/jscr/rjy095
https://doi.org/10.5152/jarem.2013.14


81

Hemodializ hastalarında kırılganlık ve kognitif bozukluk 
İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi • J Ist Faculty Med 2019;82(2):81-8

İletişim kurulacak yazar/Corresponding author: ertugrulerken@hotmail.com 

Geliş tarihi/Received Date: 10.12.2018 • Kabul tarihi/Accepted Date: 04.03.2019

©Telif Hakkı 2019 J Ist Faculty Med - Makale metnine jmed.istanbul.edu.tr web sayfasından ulaşılabilir.
©Copyright 2019 by J Ist Faculty Med - Available online at jmed.istanbul.edu.tr

ARAŞTIRMA / RESEARCH 
DOI: 10.26650/2018.0037

İst Tıp Fak Derg 2019 / J Ist Faculty Med 2019

GENÇ ERİŞKİN HEMODİYALİZ HASTALARINDA KIRILGANLIK VE 
KOGNİTİF BOZUKLUK ARASINDAKİ İLİŞKİ

THE RELATIONSHIP BETWEEN FRAILTY AND COGNITIVE IMPAIRMENT IN YOUNG 
ADULT HEMODIALYSIS PATIENTS

Ertuğrul ERKEN1 , Gülsüm AKKUŞ2 , Fatma Betül GÜZEL2 , Neziha ULUSOYLAR3 , Orçun ALTINÖREN1 , 
Özkan GÜNGÖR1 

Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi, 2İçhastalıkları Anabilim Dalı, 1Nefroloji Bilim Dalı, Kahramanmaraş, Türkiye
3Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi, İç Hastalıkları Anabilim Dalı, Geriatri Bilim Dalı, İzmir, Türkiye

ORCID IDs of the authors: E.E. 0000-0002-7054-1203; G.A. 0000-0002-3819-8169; F.B.G. 0000-0003-1569-9654; N.U. 0000-0002-4878-1569; 
O.A. 0000-0002-8913-4341; O.G. 0000-0003-1861-5452

Cite this article as: Erken E, Akkus G, Guzel FB, Ulusoylar N, Altunoren O, Gungor O. The relationship between frailty and cognitive 
impairment in young adult hemodialysis patients. J Ist Faculty Med 2019;82(2):81-8. doi: 10.26650/2018.0037

ÖZET
Amaç: Kırılganlık; geriyatrik popülasyonlarda oluşturulmuş, fizik-
sel inaktiviteyi ve hastalık komplikasyonlarına duyarlılığı anlatan 
bir tanımlamadır. Hemodiyaliz (HD) hastalarında kırılganlığı ince-
leyen çalışmaların çoğu yaşlı popülasyonlardadır. Kognitif bozuk-
luk HD hastalarının göz ardı edilen bir sorunudur. Bu çalışmanın 
amacı genç erişkin HD hastalarında kırılganlıkla kognitif bozukluk 
arasındaki ilişkiyi araştırmaktır. 

Yöntemler: Çalışmaya 18-65 yaş arası 102 HD hastası alındı. Kırıl-
ganlık; klinik kırılganlık indeksi (KKİ) ile, kognitif durum Montreal 
Cognitive Assesment (MoCA) ile değerlendirildi. KKİ puanı 5-7 
arası olan hastalar kırılgan, 4-7 arası olanlar duyarlı veya kırılgan 
olarak belirlendi. MoCA skoru <24/30 olanlar kognitif bozukluk 
olarak değerlendirildi. 

Bulgular: Hastaların yaş ortalaması 48,3±12,4 yıl idi. Duyarlı-ve-
ya-kırılgan olma %26,7, kırılganlık %12,7 sıklıkta bulundu. Kogni-
tif bozukluk sıklığı %69,6 idi. Kognitif bozukluğu olan ve olmayan 
HD hastaları karşılaştırıldığında, kognitif bozukluğu olanlarda 
hem kırılgan olma sıklığı hem de duyalı veya kırılgan olma sıklığı 
anlamlı düzeyde artmıştı (sırasıyla %22,4; %0,0 p=0,011 ve %57,7; 
%3,3 p<0,001). KKİ puanı ile MoCA skoru arasında anlamlı ne-
gatif korelasyon vardı (-r=0,607, p<0,001). Bu korelasyon yaş, di-
yabetes mellitus ve kardiyovasküler hastalıkla yapılan regresyon 
analizinden sonra anlamlılığını korudu (p=0,012). 

Sonuç: Bu çalışma genç erişkin HD hastalarında kırılganlığın 
kognitif bozukluk ile ilişkili olabileceğini gösterdi. HD hastaların-
da kırılganlığın belirlenmesi, inaktivite ve komorbiditeler dışında, 
kognitif bozukluğa karşı da önlem almamızı gerektirebilir.

Anahtar Kelimeler: Kırılganlık, 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 CFI 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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GİRİŞ

Kronik hemodiyaliz (HD) programında takip edilen son 
dönem böbrek yetersizliği (SDBY) hastalarının yaş or-
talaması giderek yükselirken, genellikle yaşlı insanların 
problemleri olan fiziksel kırılganlık ve kognitif bozuklu-
ğun genç HD hastalarında da sıkça bulunabildiği anlaşıl-
mıştır (1-3). Kırılganlık; geriyatrik popülasyonlar üzerinde 
oluşturulmuş olan ve genel anlamıyla fiziksel inaktivite ve 
hastalıklarla ilişkili komplikasyonlara duyarlı olmayı ifade 
eden bir tanımlamadır (4, 5). Bu tanımlamanın temelinde 
yaşlanma ile ortaya çıkan ve birçok organ sistemini etki-
leyen işlevsel eksilmeler bütünü yer alır (1, 6). HD hastala-
rında kırılganlık sıklığı artmış olup, kırılganlık durumu yaş 
ve komorbiditelerden bağımsız olarak mortalite ile ilişkili 
bulunmuştur (7, 8). Bu hastalarda kognitif bozukluk sıklığı 
ise tahmin edilenden çok daha fazladır ve bu durumun 
temelinde mikrovasküler hastalık, kronik inflamasyon ve 
malnutrisyon yer alır (9).

HD hastalarında vasküler yaşlanma belirgin artmıştır (2). 
Dolayısıyla bu popülasyon için fiziksel kırılganlık ve kog-
nitif bozukluk sıklıklarında artış ve bu ikisinin arasında 
olası bir ilişki beklenebilir. Üstelik kognitif bozukluğun ki-
şiyi daha hareketsiz, isteksiz, genel sağlık durumunu fark 
edemeyen ya da önemsemeyen bir duruma sokarak kırıl-
ganlığa katkı yapması da olasıdır. Biz bu çalışmada, genç 
erişkin kronik HD hastalarımızdaki kırılganlık sıklığını ve 
bu durumun kognitif bozukluk ve komorbid durumlarla 
olası ilişkilerini incelemeyi amaçladık.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hasta seçimi ve veri eldesi
Bu kesitsel çalışmaya, Kahramanmaraş Sütçü İmam Üni-
versitesi Tıp Fakültesi Nefroloji Bilim Dalı takibinde olan 
ve kronik HD tedavisi gören SDBY hastaları dahil edildi. 
Çalışmaya dahil etme kriteri; haftada 3 seans rutin hemo-
diyaliz tedavisi gören, 18-65 yaş arası SDBY hastaları ola-
rak belirlendi. Dışlama kriterleri; malign hastalık, görme 
bozukluğu, bakım yurdu veya palyatif tedavi merkezinde 
yaşamak, kalp yetersizliği tanısı veya kardiyak pacema-
ker olması, demans tanısı, tanı konmuş serebrovasküler 
hastalık, tiroid fonksiyon bozukluğu, depresyon ve psikoz 
tanısı olmak veya ilgili ilaç kullanmak, romatoid artrit, an-
kilozan spondilit, ülseratif kolit gibi kronik inflamatuvar 
hastalığı olmak, tek havuz Kt/V değerinin < 1,2 olması, 
serum albumin değerinin < 3 gr/dl olması, aktif pnömoni 
veya şiddetli enfeksiyon bulunması olarak belirlendi. Bu 
kriterleri karşılayan 102 kronik HD hastası çalışma popü-
lasyonu olarak seçildi. Dahil edilen hastaların beden kitle 
indeksi (BKİ), HD tedavi süresi ve eğitim durumunu da 
içeren demografik bulgularla birlikte, komorbid hastalık-
ları belirlendi. Hastaların serum paratiroid hormon (PTH), 
hemoglobin (Hb), albumin, C-reaktif protein (CRP), diyaliz 
yeterliliği (Kt/V) verileri kayıt altına alındı. Eğitim durumu, 
eğitim gördükleri yıl sayısı olarak; hipertansiyon (HT), en 

az bir adet antihipertansif ilaç kullanıyor olmak; kardiyo-
vasküler hastalık (KVH), gösterilmiş periferik veya kardiyak 
damar hastalığı öyküsü olarak belirlendi. Diyaliz yeterli-
liği; Daugirdas denklemi tek-havuz Kt/V ile hesaplandı 
(10). Ağustos - Eylül 2018 arasında yapılan çalışma için 
hastalardan bilgilendirilmiş onam alındı. Çalışma, Kah-
ramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik 
Araştırmalar Etik Kurulu tarafından onaylandı.

Kırılganlık durumu ve kognitif değerlendirme
HD hastalarının kırılganlık durumunun değerlendirilme-
sinde klinik kırılganlık indeksi (KKİ) (Clinical Frailty Scale 
/ Rockwood Frailty Index) kullanıldı (5, 11). ‘’Canadian 
Study of Health and Aging’’ kapsamındaki çalışmalar-
dan türetilmiş olan bu indeks hastaların günlük aktivite 
durumunu, hastalık semptomları yaşayıp yaşamadığını 
ve başkalarının yardımına ihtiyaç duyup duymadığını 1-9 
arasında puanlandıran bir skala olup, daha yüksek puanı 
olan kimseler hastalıklarla ilgili komplikasyonlar açısın-
dan daha riskli kimseler olarak kabul edilmektedir. KKİ 
puanlama sisteminde 1-3 arası puan alan hastalar genel 
olarak iyi durumda, 4 puan alanlar kırılganlığa duyarlı, 5-7 
puan alanlar ise kırılgan olarak değerlendirilir. İyileşmesi 
beklenmeyen ağır hastalar ve yaşamın son döneminde-
ki kimseler ise 8-9 puan alırlar (5, 11). Çalışmamızda KKİ 
değerlendirmesi deneyimli bir hekim tarafından hasta-
nın kendisi, birinci derece yakını ve sorumlu hemodiyaliz 
hemşiresi ile görüşülerek yapıldı. Buna göre KKİ puanı 5-7 
arası olan hastalar kırılgan ve KKİ puanı 4-7 arası olanlar 
ise duyarlı veya kırılgan olarak sınıflandırıldı. Bu yöntemle 
hem kırılgan olan hastaları (KKİ; 5-7) diğerleri ile karşılaş-
tırma hem de KKİ değerlendirmesinden 4 puan alan kırıl-
ganlığa duyarlı hastaları da dahil edip (KKİ; 4-7), sadece 
iyi durumdaki hastaları dışarıda bırakan ikinci karşılaştır-
ma yapma imkanı elde edildi. Çalışma için belirlediğimiz 
dışlama kriterleri KKİ puanı 8-9 olabilecek ağır hastaları 
çalışma dışında bıraktı. KKİ sınıflamasına ait puanlama ve 
tanımlamalar Şekil 1’de görülmektedir.

HD hastalarında kognitif değerlendirme için Montreal 
Cognitive Assessment (MoCA) testi (orijinal version 7,1) 
kullanıldı. Testler hastalara rutin bir HD seansının hemen 
öncesinde ayrı bir oda ve sakin bir ortamda, hekim eşli-
ğinde uygulandı (12-14). MoCA testinde; yürütme (sayı 
takibi, küp ve saat çizme), adlandırma (hayvan adları), ha-
fıza (hemen ve gecikmiş kelime hatırlama), dikkat (sayı ve 
harfleri yakalama, çıkarma işlemi), lisan (kelime ve cümle 
düzgünlüğü), soyutlama (benzer anlamlar) ve oryantasyon 
(zaman ve mekân uyumu) olacak şekilde toplam 7 alt grup 
puanlamasının toplamı, test uygulanan kişinin toplam 
MoCA skoru olarak belirlenmektedir. Maksimum MoCA 
skoru 30/30 olup, çalışmamızda toplam MoCA skoruı < 
24/30 olanlar, kognitif bozukluğa sahip HD hastaları olarak 
değerlendirildi (2, 14, 15). Tüm HD hastalarının kırılganlık 
durumu ve kognitif skorları belirlendikten sonra, kırılganlık 
ile kognitif bozukluk arasında olası ilişkiler araştırıldı.
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İstatistiksel analiz
Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package 
for the Social Sciences, for Windows, Version 18,0. Cica-
go: SPSS inc.) programı kullanıldı. Veriler ortalama±SD 
veya % olarak sunuldu. Sürekli verilerin normal dağılım 
gösterip göstermediği Shapiro-Wilk yöntemiyle değer-
lendirildi. Kategorik değişkenlerin yorumu için Ki-kare 
ve Fischer’s exact testleri kullanıldı. Sürekli değişkenle-
rin karşılaştırılmasında normal dağılım gösterenler için 
Student t-testi, normal dağılımda olmayanlar için Mann 
Whitney-U testi uygulandı. Korelasyon analizleri normal 
dağılım gösteren sürekli değişkenler için Pearson, normal 
dağılım göstermeyen sürekli değişkenler için Spearman 
testleri ile yapıldı. Çoklu lineer regresyon analizleri enter 
yöntemi ile yapılırken KKİ puanı bağımlı değişken olarak 
kullanıldı. Regresyon modeli oluşturulurken öncelikle KKİ 
puanına önemli etkisi olan değiştirici faktörler belirlendi. 
Diğer bağımsız değişkenler içinde, regresyona birer bi-
rer eklendiklerinde bu önemli değişkenlerin beta yükün-
de etki yaratmayan bazı bağımsız değişkenler modelinin 
dışında bırakılırken, yaş, cinsiyet ve komorbid hastalıklar 
modelin içinde sabit tutuldu. İstatistiksel yorumda p<0,05 
olması anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Klinik bulgular, kırılganlık durumu ve kognitif 
değerlendirme
Hastaların yaş ortalaması 48,33±12,46 yıl olup, %64,7’si er-
kek cinsiyette idi. Kronik HD tedavisi gördükleri ortalama 
süre 64,6±50 ay ve ortalama eğitim süreleri ise 7,4±3,1 
yıl olarak belirlendi. Diyabetes mellitus (DM), HT ve KVH 
sıklıkları ise sırasıyla %18,6, %45 ve %21,5 oranlarında sap-
tandı. Tek havuzlu Kt/V değerleri ortalaması 1,51±0,15 
bulundu. Tablo 1, çalışmaya dahil olan HD hastalarının 
demografik, klinik ve laboratuvar bulgularını içermektedir. 
Ortalama kırılganlık puanı, 102 HD hastasında 3,02±1,15 
olarak bulundu. Klinik kırılganlık indeksi değerlendirmesi-
ne göre duyarlı veya kırılgan olarak değerlendirilen has-
taların toplamı 27 olurken (%26,5), yalnızca kırılgan olarak 
sınıflandırılan hasta sayısı 13 (%12,7) bulundu. Hastaların 

Tablo 1. HD hastalarının demografik, klinik ve 
laboratuvar bulguları

Değişken HD hastaları (n=102)

Yaş; yıl 48,33±12,46

Yaş; yıl, min./maks. 21/65

Cinsiyet; erkek/kadın (%) 66 (64,7)/36 (35,3)

HD tedavi süresi; ay 64,66±50,08

Eğitim süresi; yıl 7,41±3,17

BKİ; kg/m2 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

BKİ, beden kitle indeksi; DM, diyabetes mellitus; HT, hipertansiyon; 
KVH, kardiyovasküler hastalık; CRP, C-reaktif protein;
PTH, paratiroid hormon; Hb, hemoglobin.

Tablo 2. HD hastalarının kırılganlık durumu ve kognitif 
değerlendirmesi

Değişken HD hastaları (n = 102)

KKİ 3,02±1,15

KKİ; min./maks. 2/6

KKİ 4-7; n (%) 27 (26,5)

KKİ 5-7; n (%) 13 (12,7)

MoCA 21,07±3,76

MoCA; min./maks. 12/29

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

KKİ, klinik kırılganlık indeksi; MoCA, Montreal Cognitive 
Assessment.

Şekil 1: Klinik kırılganlık indeksi (KKİ) puanlama; 1-7 (5, 11).
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ortalama MoCA toplam kognitif skoru 21,07±3,76 olup, 
kognitif bozukluk olarak değerlendirilen hasta oranı ise 
%69,6 olarak saptandı. HD hastalarının kırılganlık durumu 
ve kognitif değerlendirmesine ait bulgular Tablo 2’de su-
nulmuştur.

Kırılganlık ile kognitif bulguların karşılaştırılması
HD hastalarında kırılganlık puanı ile kognitif skor arasında 
kuvvetli negatif korelasyon saptandı (-r=0,607, p<0,001) 
(Tablo 3). Bu negatif korelasyon, kırılganlığa etki edebile-
cek hasta yaşı ve DM, KVH gibi komorbid hastalıklar için 
yapılan regresyon modelinden sonra anlamlılığını korudu 
(p=0,012). Çoklu lineer regresyon analizinde KKİ puanına 
önemli etki eden değiştirici faktörler yaş, MoCA skoru ve 
KVH olarak belirlendi. (Tablo 4). Kognitif bozukluğu olan 
HD hastalarının (MoCA <24/30) ortalama kırılganlık puanı, 
kognitif bozukluğu olmayanlardan anlamlı derecede yük-
sekti (3,37±1,18; 2,23±0,49, p<0,001). Kırılgan olma (KKİ; 
5-7), kognitif bozukluğu olan HD hastalarında, olmayanla-
ra göre anlamlı düzeyde artmıştı (%22,4; %0,0 p=0,011). 
Duyarlı veya kırılgan olma durumu da (KKİ; 4-7), kognitif 
bozukluğu olan HD hastalarında olmayanlara nazaran art-
mış bulundu (%57,7; %3,3 p<0,001). Kırılgan olarak de-

ğerlendirilen 13 hastanın hepsinde kognitif bozukluk da 
mevcuttu. HD hastalarında kognitif skorun kırılganlık pua-
nına göre dağılımı Şekil 2’de görülmektedir.

Kırılganlık ve kognitif skor ile klinik özelliklerin 
karşılaştırılması
Korelasyon analizinde kırılganlık puanı hasta yaşı ile kuv-
vetli pozitif korelasyon gösterirken (r=0,641, p<0,001), 
eğitim süresi, serum albumin düzeyi ve Kt/V ile negatif 
korelasyonlar gösterdi. HD süresi, CRP, PTH ve Hb de-
ğerleri KKİ puanı ile korelasyon göstermedi. (Tablo 3). 
Duyarlı veya kırılgan olarak değerlendirilen hastaların yaş 
ortalaması diğerlerinden anlamlı derecede yüksek bulu-
nurken (59,9; 44,4, p<0,001), benzer şekilde kognitif bo-
zukluğu olan hastaların da yaş ortalaması artmıştı (51,7; 
40,5, p<0,001). Cinsiyete göre; erkek ve kadın hastaların 
ortalama KKİ puanları ve ortalama MoCA skorları farklı 
değildi (sırasıyla 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). Kırılganlık durumu 
ile ortalama BKİ arasında ilişki saptanmadı (p=0,541).

HD hastalarında DM, HT ve KVH bulunması durumların-
da, ortalama KKİ puanlarının bu tanılara sahip olmamaya 

Tablo 3. HD hastalarında kırılganlık ve kognitif skorla ilişkili faktörlerin korelasyon analizi

KKİ MoCA

r p r p

KKİ 1 - -0,607 <0,001

Yaş 0,641 <0,001 -0,539 <0,001

Eğitim süresi -0,334 0,001 0,463 <0,001

HD süresi -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

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

Tablo 4. HD hastalarında kırılganlık puanına etki edebilecek faktörlerin regresyon analizi

B p %95 GA

Yaş 0,034 <0,001 0,018~0,049

MoCA -0,067 0,012 -0,120~-0,015

Cinsiyet -0,036 0,173 -0,407~0,282

DM 0,428 0,046 0,008~0,849

HT 0,228 0,175 -0,104 ~0,562

KVH 0,801 <0,001 0,368~1,234

GA, güven aralığı; MoCA, Montreal Cognitive Assessment; DM, diyabetes mellitus; HT, hipertansiyon; KVH, kardiyovasküler hastalık.
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göre anlamlı düzeylerde arttığı görüldü (sırasıyla; 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 kognitif skoru ile ilişkili saptanan tek ko-
morbidite ise KVH idi (p<0,001). Kırılganlık durumu (KKİ; 
5-7) ile komorbiditeler birebir karşılaştırıldığında ise, KVH 
tanısı ile anlamlı ilişki saptandı (p<0,001). Kırılganlık puanı 
üzerine etki eden faktörlerin lineer regresyon analizi son-
rasında da KVH tanısının kırılganlık üzerine olan anlamlı 
etkisi görülmekteydi (Tablo 4). DM ve HT mevcudiyetleri 
ile birebir kırılganlık arasında ilişki saptanmadı (sırasıyla; 
p=0,659 ve p=0,202).

TARTIŞMA

Fiziksel kırılganlık ve kognitif bozukluk özellikle yaşlı in-
sanları başkalarının yardımına muhtaç hale getirebilen so-
runlardır. HD hastalarında kırılganlık, daha sık hastane ya-
tışı, düşme riski ve artmış mortalite ile ilişkili bulunmuştur 
(1, 3, 8, 16). KBH’yı; hızlanmış ateroskleroz, kemik mineral 
bozukluğu, immün yetersizlik, fiziksel inaktivite ve kogni-
tif bozukluk gibi komplikasyonları bünyesinde barındıran 
bir geriyatrik sendrom olarak değerlendirmek mümkün-
dür (6, 16, 17). Bu nedenle genç erişkin KBH olgularında 
ve özellikle de HD popülasyonunda kırılganlık durumunu 
değerlendirmek akılcı olabilir. HD hastalarında oldukça 
sık rastlanan bir sorun olan kognitif bozukluk bu hastala-
rın medikal tedavi ve diyet uyumlarını olumsuz etkileyerek 
mortaliteye katkı yapmaktadır (9, 17). SDBY hastalarında 
kırılganlık ve kognitif bozukluğun temelinde yaşlanmanın 
yanı sıra iskemik hasar ve vasküler olmayan bazı faktörle-
rin bulunması nedeniyle, bu iki problem arasında takvim 
yaşından bağımsız bir ilişki ve hatta bir sebep sonuç iliş-
kisi bulunması olasılığı vardır. Bu çalışmada genç erişkin 

HD hastalarında kırılganlık ile kognitif bozukluk arasındaki 
olası ilişki araştırıldı. Sonuçlar duyarlı ve/veya kırılgan ol-
manın kognitif bozukluk ile ilişkili olabildiğini ve KKİ puanı 
ile MoCA kognitif skoru arasında yaş ve komorbid has-
talıklardan bağımsız bir negatif korelasyon bulunabildiği 
gösterdi.

Kırılganlık sağlık sorunlarının kötü sonlanım noktalarına 
ulaşabileceğine işaret eden bir tanımladır. Kırılganlık ta-
nımı ilk kez Fried L. ve ark. tarafından fizyolojik rezervleri 
azalmış, hastalıklara duyarlı ve yardıma ihtiyacı olan yaşlı 
kimseleri anlatmak için kullanılmıştır (kırılgan fenotip) (4). 
Bu tanımlama kapsamındaki temel özellik sarkopeni olup, 
değerlendirmesinde kilo kaybı, kuvvet kaybı, çabuk yo-
rulma, hareketlerde yavaşlama ve fiziksel inaktivite gibi 
ölçütler kullanılır (4, 6). Fried yöntemi, 65 yaş üstü sağlıklı 
kabul edilen bireylerde kas gücü ve yürüme hızı değer-
lendirilerek oluşturulan bir yöntem olduğu için, HD hasta-
ları gibi özel popülasyonlarda komorbid hastalıklar veya 
depresyon gibi faktörlerin varlığında kırılganlık sıklığının 
olduğundan yüksek saptanmasına neden olabilir düşün-
cesindeyiz. Öyle ki, bu yöntemle HD hastalarını değerlen-
diren çalışmalarda kırılganlık sıklığı oldukça değişkendir 
(~%15-70) (7, 18-20).

Kırılganlık durumunun belirlenmesinde kabul görmüş di-
ğer bir değerlendirilme ise KKİ’dir (5, 11). KKİ, hastanın 
organ sistemindeki bozulmaları ve komorbiditelerin et-
kilerini topluca ele alabilen kullanışlı bir değerlendirme-
dir. Bu yöntem kırılganlık durumuna sayısal bir ölçüt de 
sağladığı için hastanın durumundaki iyileşme veya kötü-
leşmeyi zaman içinde takip etmek mümkün olabilir. KKİ 
ile kırılganlık değerlendirmesinin kronik HD popülasyonu 

Şekil 2: HD hastalarında kognitif skorun kırılganlık puanına göre 
dağılımı; box-plot grafiği. KKİ, klinik kırılganlık indeksi; MoCA, 
Montreal Cognitive Assessment.
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için daha uygun bir yöntem olduğunu düşünmekteyiz. 
Yaşlı HD hastalarını KKİ ile değerlendiren bir çalışmada 
(n=122) kırılganlık sıklığı %42,6 olarak saptanmıştır (21). 
Alfaadhel ve ark.’nın yaş ortalaması 63 olan 390 HD has-
tasını KKİ ile inceleyen bir çalışmalarında ise kırılganlık sık-
lığını (KKİ; 5-7) %26 bulunmuştur (22). Çalışmamızda HD 
hastalarında KKİ’ye göre kırılganlık sıklığını %12,7, duyarlı 
veya kırılgan olmayı ise (KKİ; 4-7) %26,5 oranda saptadık. 
Olgu sayımız düşük olsa da dışlama kriterlerimiz düşünül-
düğünde, yaş ortalaması 48,3 olan hastalarımızdaki bu 
sonucun kıymetli olabileceği kanısındayız.

Sağlıklı yaşlılarda kırılganlık durumu ile takvim yaşı ara-
sında daima kuvvetli bir korelasyon bulunur. Yaşlı SDBY 
hastalarında ise kırılganlık sıklığı aynı yaş grubundaki sağ-
lıklı popülasyondan yaklaşık 3 kat daha yüksektir (7). HD 
hastalarında kırılganlık ve kognitif bozukluğun yaşlanma 
ile artıyor olmasına rağmen, her iki durumun da takvim 
yaşından bağımsız olarak mortalite ile ilişkili olabildiği 
görülmüştür (9, 23, 24). Yine de HD hastalarında kırılgan-
lık durumunu ve kognitif bozukluğu inceleyen meta-ana-
lizlere göre, değerlendirilen hastaların büyük oranda 60 
yaşın üstünde olduğu ve yaşam beklentisi kısalmış ağır 
hastaların da dahil edilebildiği görülmektedir (7, 17, 23). 
Genç erişkin HD hastalarında kırılganlık durumunu değer-
lendiren yeterince çalışma bulunmamaktadır. Çalışma so-
nuçlarımız kırılganlık puanının beklendiği üzere yaşlanma 
ile birlikte arttığını ancak HD hastaları özelinde komorbid 
hastalıklar ve kognitif bozukluğun da kırılganlık durumu-
na yaşlanma kadar etki edebildiğini gösterdi.

Kognitif bozukluk HD hastalarında oldukça sık görülür 
ve bu hasta popülasyonunda kognitif bozukluğun baş-
ta KVH olmak üzere komorbid durumlar ve mortalite ile 
ilişkili olabildiği gösterilmiştir (1, 14). MoCA SDBY has-
talarında kognitif işlevleri değerlendirmek için oldukça 
kullanışlı ve güvenilirliği kanıtlanmış bir testtir. Bu testte 
yürütme ve hafıza becerileri ile ilgili kognitif değerlendir-
melere kapsamlıca yer verilmiştir. Bu özellikler sayesinde 
KBH ilişkili kognitif bozukluğu daha yüksek bir oranda ve 
daha erken safhalarda saptayabilmek mümkün olmakta-
dır (2, 14). Daha önceki çalışmalarda MoCA kognitif testi 
ile HD hastalarında kognitif bozukluğun belirlenmesi için 
kabul görmüş olan sınır değerler <25/30 ve <24/30 olarak 
belirtilmiştir (14, 15). Çalışmamızda spesifiteyi artırabil-
mek adına hasta popülasyonumuzun eğitim durumunu 
da göz önüne alarak <24/30 sınır değerini kullandık. Buna 
göre HD hastalarımızda kognitif bozukluk sıklığını %69,6 
bulduk. Güncel literatürde HD hastalarında kognitif bo-
zukluk sıklığı ~%60-80 arasında belirtilmektedir (2, 9, 14). 
Çalışmamızın sonuçları genç HD hastalarında dahi kognitif 
bozukluğun oldukça sık görülebildiğine işaret etmektedir. 
Kognitif bozukluğun sıklığı düşünüldüğünde, bu durumun 
genç erişkin HD hastalarını isteksiz, hareketsiz ve kendi 
sağlık durumlarını umursamaz bir hale sokarak kırılganlığa 
yol açabildiği kanısındayız. Literatürde de HD hastalarında 

kognitif bozukluk ile kırılganlık durumu arasında ilişki ola-
bildiğini gösteren sonuçlar mevcuttur (1, 17, 23).

HD hastalarında kırılganlık ile ilişkili olan durumlar ara-
sında KVH ve DM, HT gibi kardiyovasküler risk faktörleri 
önemli yer tutar (7, 23). Çalışmamızda KVH tanısı olan has-
talarımızda hem kırılganlık hem de kognitif bozukluk sıklı-
ğını anlamlı düzeyde artmış bulduk. HD hastalarında kog-
nitif bozukluk ve/veya kırılganlığın önemli bir sebebi de 
serebrovasküler hastalıktır (2). Kognitif bozukluğun doğ-
rudan sebebi olabileceği ve kognitif bozukluk ile kırılgan-
lık arasındaki ilişkiyi etkileyebileceği için serebrovasküler 
hastalık tanısı olan hastaları çalışmamıza dahil etmedik. 
Diğer yandan HD hastalarında kanıtlanmış serebrovas-
küler hastalık olmadan beyinde mikrovasküler, subklinik 
iskemiye bağlı beyaz cevher hasarı oluşabildiği ve bunun 
da kognitif bozuklukla ilişkili olabildiği belirtilmiştir (2, 25). 
Kalp beyin ve böbrek yüksek volümlü ve düşük vasküler 
dirençli dolaşıma sahip organlardır (17). Sonuçta bu du-
rum her üçünü de mikrovasküler hasara karşı duyarlı ya da 
başka bir deyişle kırılgan hale getirebilmektedir.

Yaşlı HD hastalarında malnutrisyon, inflamasyon, anemi, 
hormonal dengesizlikler ve kognitif bozukluğun kırılganlı-
ğa yol açabildiği bildirilmiştir (6, 23). Dolayısıyla HD hastala-
rında kırılganlık durumu vasküler yaşlanma ve sarkopeninin 
ötesinde başka faktörlerle de ilişkili olabilir gibi görün-
mektedir (6). Kırılganlık ile anemi arasında ilişki gösteren 
sonuçlar mevcuttur. Bunun nedeni aneminin çabuk yorul-
maya ve kas kuvvetinde azalmaya yol açmasıdır (26). Buna 
karşın anemi ile kognitif bozukluk arasında gösterilmiş net 
bir ilişki yoktur (17, 27). Çalışmamızda HD hastalarının Hb 
düzeyleri, KKİ puanı ve kognitif skor ile ilişkili bulunmadı. 
Yaşlı insanlarda yüksek PTH seviyeleri ile kırılganlık arasın-
da ilişki gösterilmiştir. PTH, D vitamini eksikliği ve hücre içi 
kalsiyum artışı üzerinden kas işlevlerini bozarak kırılganlığa 
yol açabilmektedir (7, 28). Hastalarımızın PTH düzeyleri ile 
KKİ puanları arasında ilişki gözlenmedi. Çalışmamızda Kı-
rılganlık puanı ile serum albumin düzeyleri ve tek havuzlu 
Kt/V değerleri arasında negatif korelasyonlar izlendi ancak 
ciddi kısıtlamaları olmayan genç HD hastalarında kognitif 
bozukluğun kırılganlık durumuna etkisini araştırdığımız 
için, malnutrisyonu olan, diyaliz yetersizliği olan ve kalp ye-
tersizliği olan HD hastalarını çalışmaya dahil etmedik. Do-
layısıyla bu korelasyonların kırılganlık üzerine olan doğru 
etkileri gösterebileceğinden emin değiliz. Bu değişkenler 
aynı zamanda, KKİ puanını değiştiren faktörlerin beta yükü-
ne etki etmediğiklerinden, son regresyon modeline dahil 
edilmedi. Hastaların eğitim gördükleri süre de kırılganlık 
puanı ile negatif korelasyon gösterdi. Bu sonucun ise, kırıl-
ganlık doğrudan puanına etki ettiğini gösterdiğimiz MoCA 
kognitif skoru ile eğitim durumu arasındaki birebir ilişkinin 
bir yansıması olduğunu kanaatindeyiz. Kırılganlık puanı ile 
serum CRP düzeyi arasında korelasyon saptamadık. Buna 
rağmen daha büyük bir örneklem ile çalışıldığında farklı so-
nuçlar bulunabileceğini düşünüyoruz.
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Kırılganlığın düzeltilmesinde HD hastalarına egzersizin 
özendirilmesi çok önemlidir. Egzersiz bu hastalarda sa-
dece kas iskelet sistemi üzerine değil, immün sistem ve 
merkezi sinir sistemine faydalı etkiler de ortaya çıkarır 
(17, 29). Bununla beraber, yeterli protein alımının sağlan-
ması ve D vitamini tedavisi unutulmamalıdır (1, 6). Diya-
liz yeterliliğini artırmanın ise gerek kırılganlık durumuna 
gerekse kognitif bozukluğa olumlu etkisi gösterileme-
miştir (9).

HD hastalarındaki kognitif değerlendirmenin sağlıklı bi-
reylerinkinden farklı özellikler içermesi ve genç erişkin 
sağlıklı popülasyonda kırılganlık durumunu değerlendir-
menin anlamlı bir sonuç vermeyecek olması nedeniyle 
çalışmamıza kontrol grubu dahil etmedik. Çalışmamızın 
kısıtlayıcı noktaları olarak kesitsel çalışma tasarımı ve olgu 
sayısının azlığı sayılabilir. Yaşlı hastaları ve doğrudan kırıl-
ganlık veya kognitif bozukluğa yola açabilecek bazı du-
rumları dışlamış olmamız olgu sayımızın istenilen seviyeye 
ulaşmasını zorlaştırdı.

SONUÇ

HD hastalarındaki kırılganlık sıklığının oldukça yüksek 
olması onlardaki biyolojik yaşlanmanın bir göstergesidir. 
Yaşlı HD hastalarında kırılganlık ve fiziksel inaktivite hem 
kognitif bozukluk hem de mortalite ile ilişkili bulunmuştur 
(7, 17). Buradan hareketle yaptığımız bu çalışmada, ko-
morbidite oranları düşük olan genç HD hastalarında dahi 
kognitif bozukluğun ne denli sık olduğunu ve bu duru-
mun fiziksel kırılganlıkla ilişkili olabildiğini gösterdik.

Her yaştan HD hastasının uygun yöntemlerle kırılganlık ve 
kognitif bozukluk açılarından değerlendirilmesi gerektiği 
kanısındayız. KKİ ile duyarlı ve/veya kırılgan olarak de-
ğerlendirilenlerin multidisipliner bir yaklaşımla sarkope-
ni ve komorbidite ilişkili sorunlardan arındırılması faydalı 
olacaktır. Kognitif bozukluk saptananlarda ise depresyon 
ve sessiz serebrovasküler hastalık dışlandıktan sonra, bu 
hastaların KVH, egzersiz ve beslenme konularında bilinç-
lendirilmesi kötü prognoza sahip kırılgan kişiler olmalarını 
önleyebilir.
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ÖZET
Amaç: Meme kanseri teşhisinde patolojik tetkikler gibi birçok yön-
tem kullanılmaktadır. Tüm bu tetkiklerin ve yöntemlerin yanı sıra, 
kanser araştırmalarında glikobiyolojinin de önemi oldukça artmış-
tır. ER (+) özellik gösteren MCF-7 ve ER (-) özellik gösteren MDA-
MB-231 meme kanseri hücre hatlarının zar yüzeylerinde görülen 
şeker rezidüleri miktar farklılıkları FITC-(Maackia Amurensis-Lek-
tin-1) Ve FITC-(Wheat Germ Aglutin) ile spesifik olarak işaretlen-
miş ve ışıma yoğunluğu göreceli olarak irdelenmiştir. Bu yöntem 
ile meme kanseri hücre soylarının membranlarında bulunan sialik 
asit birimlerindeki farklılıkları iki saat gibi kısa bir zamanda, hassas 
olarak ayrılabildiğinin açıkça ortaya çıkarılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre 
soyları kullanılmıştır. Çalışmada kullanılması planlanan floresan 
işaretli lektinler [FITC-(Maackia Amurensis-Lektin-1) Ve FITC-(W-
heat Germ Aglutin)] ilgili firmalardan satın alınmış ve kullanım 
protokolüne uygun olarak hazırlanıp işaretlemeler yapılmıştır.

Bulgular: MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatları-
na FITC işaretli Maackia amurensis lektini-1 uygulanmıştır. Buna 
göre; MDA-MB-231 hücre hattı MCF-7’a göre göreceli olarak 
daha yoğun bir ışıma göstermiştir. Aynı kanser hücre hatlarına 
FITC işaretli Wheat Germ Aglutinin uygulanmıştır. Bu işaretleme 
sonucunda da her iki kanser hattında da benzer yoğunlukta ışıma 
tespit edilmiştir.

Sonuç: Çalışmada kullanılan MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre 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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GİRİŞ

Kanser, hasarlı hücrelerin vücudun herhangi bir yerinde 
kontrol dışı çoğalıp, o bölgenin de dışına yayılmasından ileri 
gelen hastalıkların genel adıdır. İstatistiklere göre, yaşayan 
her beş kişiden bir tanesi yaşantısının bir döneminde kan-
ser ile karşı karşıya gelmiştir. İlerleyen tıp ve uygulanan tüm 
yeni tedavi yaklaşımlarına karşın halen kanserden ölümler 
gelişmiş toplumlarda ikinci sırada yer almaktadır (6).

Dünyanın hemen her bölgesinde meme kanseri önem-
li bir sağlık sorunudur. Kadınlar arasında en sık görülen 
kanser türüdür. Akciğer kanserinden sonra kansere bağlı 
ölümlerde ikinci sırada yer almaktadır (23). Yaklaşık her 10 
kadından birinin yaşam boyunca bu hastalığa yakalanma 
riskinin ve yakalananların üçte birinin de yaşamlarını bu 
hastalık nedeniyle kaybetme risklerinin olduğu bildiril-
mektedir (5). Bu son derece önemli sağlık sorununa çö-
züm bulmak birçok araştırmacı için ilk hedef olmuştur.

Meme kanserine yakalanma riski yaşın ilerlemesine bağ-
lı olarak artmaktadır ancak bu artış menopoz sonrasında 
yavaşlamaktadır. Bu, meme kanserinin hormon bağımlı 
bir hastalık olduğunu ve post-menopoz evresindeki ka-
dınlarda östrojen ve özellikle progesteron konsantrasyon-
larında azalma olduğu ortaya çıkarmaktadır (11). 

Meme kanseri oluşumunda birçok risk faktörü tanımlan-
mıştır. Risk faktörleri arasında genetik faktörler meme 
kanseri oluşumunda önemli bir yere sahiptir. 

İnsan meme kanserlerinin yaklaşık olarak %40’ı p53 mutas-
yonlarından kaynaklanmaktadır. Bunun dışında en yaygın 
kalıtsal meme kanseri genleri BRCA1 ve BRCA2’dir. Bu 
genler DNA zincir kırıklarının tamirinde görev alırlar (11).

Ancak bu genlerde bozukluk veya mutasyonlar olur-
sa meme kanseri riskinde artış meydana gelir. Anormal 
BRCA1 ve BRCA2 genleri tüm meme kanserlerinin yakla-
şık %10’undan sorumludur (8).

Östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve 
insan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2 (human 
epidermal growth factor receptor-2- [HER-2]) hem prog-
nostik hem de prediktif değer taşır. Son yıllarda biyolojik 
ve moleküler faktörlerin, prognostik ve prediktif açıdan 
önemi artmaktadır (9).

ER hastalığın etiyolojisinde en önemli rolü oynamaktadır. 

Risk faktörlerinin pek çoğu doğrudan veya dolaylı olarak 
östrojen etkisine sahiptir. Meme kanserinde ER ve HER-2 uy-
gun tedavinin seçilmesinde önemli rol oynar (15). ER parafin 
kesitlerde immünohistokimyasal olarak değerlendirilir (24). 

Patolojik tetkikler, kanserin teşhisi için altın standarttır. Bu 
tetkiklerin, kanserin etiyolojisinin patogenezinde, hasta-
lığın klinik olarak korelasyon ve belirtilerinin belirlenme-
sinde önemli rolü vardır. En yeni moleküler teknolojiler, 
özellikle high-throughput teknolojiler, meme kanserinin 
morfolojik olarak benzer alt tiplerinin bile moleküler he-
terojenite gösterebildiğini tespit edebilmektedir. Örne-
ğin, infiltre duktal karsinomanın en azından 4 moleküler 
alt tipe ayrıldığı tespit edilebilmiştir. 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 belirtilmiş-
tir. Her bir tipin farklı klinik sonuçları bulunmaktadır. Bu alt 
tiplerde çoğalan (proliferatif) gen ekspresyonu çok pahalı 
moleküler testler olan Ki67, Her-2, PR ve ER’i içeren im-
münohistokimyasal markerlarla belirlenir (2). 

Tüm bu tetkiklerin ve yöntemlerin yanı sıra, son yıllarda, 
kanser araştırmalarında glikobiyolojinin de önemi olduk-
ça artmıştır. Glikolizasyon, çeşitli fizyopatolojik süreçleri 
kontrol edebilen bir anahtar düzenleyici mekanizma ola-
rak hareket edebilir. İnsanlarda glikolizasyondaki bozuk-
luklar hastalıklara yol açabilir. İnsanlarda bulunan glikom 
önemli miktarda biyolojik bilgi içermektedir (20).

Glikozilasyon en önemli ve yaygın post translasyonel 
modifikasyonlardan bir tanesidir. İnsan proteinlerinin 
%50’den fazlasının glikolize olduğu bilinmektedir. Gliko-
lizasyon, protein stabilizasyonu, doku yapılarını koruma, 
hücre-hücre adezyonu ve hücre-matriks eki gibi birçok 
fizyolojik fonksiyon ve biyolojik yolakta yer alır (18).

N-bağlı veya O-bağlı glikolizasyon protein glikolizasyo-
nunun tipleridir. İnflamatuvar deri hastalıkları, diabetes 
mellitus, kardiyovasküler hastalıklar, romatoid artrit, alz-
heimer, prion hastalıkları ve kanser gibi birçok hastalıkta 
anormal glikozilasyon gözlemlenmiştir (13). 

Lektinler, belirli bir tür glikana özgül afiniteye sahip olan 
glikoproteinlerdir. Lektin afinitesi zenginleştirmesi, lektin-
lerin özel bir glikan kalıntısı veya bağlantı tipine özgüllü-
ğünü kullanan başlıca tekniklerden biridir. Şu anda yaygın 
olarak kullanılan iki glikoprotein / glikopeptid zenginleş-

larının membranların da görülen bu farklılıklar önemli bulunmuş-
tur. Hücrelere uygulanan iki saatlik boyama yöntemi ile iki farklı 
meme kanseri hücre tipi hızlı bir şekilde ayrılmıştır. Aynı zamanda 
immmünofloresan işaretli lektinler yardımıyla, glikokonjugatların, 
hızlı ve özgün ayrımda kullanılabilirliği gösterilmiştir.

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
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tirme tekniği olarak kabul edilmektedir. Örneğin, Wheat 
Germ Agglutinin (WGA), esas olarak bir glikan yapısında 
olan N-Asetil Glikozamin (GlcNAc) residüleri ile etkileşir. 

Kanser hücre yüzeylerinde yer alan zengin glikan yapıla-
rının da onlara spesifik olarak bağlanabilen lektinler yar-
dımıyla gösterilmesi mümkündür. Bununla birlikte, çok 
çeşitli glikanları yakalamak ve zenginleştirmek için bir 
multilektin karışımı kullanılmıştır. Akciğer, meme ve kara-
ciğer de dahil olmak üzere farklı kanser tipleri ile ilişkili 
glikoproteomik değişiklikleri incelemek için etkili bir şe-
kilde lektin zenginleştirme tekniği kullanılmıştır (25).

Yang ve ark. duktal karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv 
meme kanseri (IBC) tanısı koyulan hastaların kan serumun-
daki glikoproteinlerdeki değişiklikleri değerlendirmek için 
lektin zenginleştirme tekniğini kullanmışlardır. Mannoz, 
Galaktoz ve GlcNAc / sialik asit residülerini yakalamak için 
concavanalin A (ConA), Jacalin (AIL) ve WGA kullanılarak 
multilektin afinite zenginleştirmesi uygulamışlardır (30).

Whelan ve ark. hidrazid kimya temelli zenginleştirme kulla-
narak, üç meme kanseri hücre hattından N-bağlı membran 
glikoproteomikleri çalışmasını bildirmişlerdir. Kullanılan 
hücre soylarından 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 (-) (üçlü negatif) özellikleri taşımaktadır (29).

Yapılan çalışmada, ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-
MB-231 meme kanser hücre hatlarını oluşturan hücrelere, 
hücre zar yüzeylerinde yer alan bir tür galaktoz (Galß4Gl-
cNAc) şekerine özgün olarak bağlanabilen floresan (FITC) 
işaretli Maackia amurensis lektin-1 (FITC-[MAL-I]) ve bazı 
sialik asit tiplerine (GlcNAc, Neu5Ac) ve özellikle ß tipi 
N-Asetil Glikozamin (ß-GlcNAc) sialik asit şekerine özgün 
olarak bağlanabilen floresan işaretli Wheat Germ Agluti-
nin (FITC-Triticum vulgaris [WGA]) uygulanmıştır.

Böylece ER (+) ve ER (-) özelliklere sahip adı geçen kanser 
hücre hatlarının zar yüzeylerinde görülen şeker rezidüleri 

miktar farklılıkları FITC-[MAL-I] ve FITC-[WGA] ile spesifik 
olarak işaretlenmiş ve ışıma yoğunluğu göreceli olarak ir-
delenmiştir. 

Bu amaçla çalışmamızda MCF-7 ve MDA-MB-231, ER (+) 
ve ER (-) kanser hücre hatlarına FITC-[MAL-I] uygulanarak, 
kanser hücre yüzeylerindeki Galß4GlcNAc tipi glikan bi-
rimlerine spesifik bağlanma özelliği sayesinde bu birimler 
görülür hale getirilmiştir. Aynı uygulama FITC-[WGA] kul-
lanılarak, sialik asit (GlcNAc, Neu5Ac) birimleri ve özellik-
le ß-GlcNAc tipi sialik asit içeren glikan birimlerine spesi-
fik bağlanma özelliği sayesinde görülür hale getirilmiştir.

Bu yöntem ile meme kanseri hücre soylarının membranla-
rında bulunan sialik asit birimlerindeki farklılıkların iki saat 
gibi kısa bir zamanda, hassas olarak ayrılabildiğinin ortaya 
çıkarılması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Deneyde Kullanılacak Hücrelerin Eldesi ve Hazırlanması
Çalışmamızda ATCC’den temin edilen MCF-7 (ATCC® 
HTB-22™) ve MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) hücre 
soyları kullanılmıştır. 

Hücreler, içerisinde inaktive edilmiş %10 fetal sığır seru-
mu (FCS), 0,2 mM glutamin, 100 μg/ml streptomisin 100 
IU/ml penisilin içeren DMEM-F12 Ham medyumunda 
(Dulbecco’nun Modifiye edilmiş Eagle Medyumu, besle-
yici karışım F12 Ham medyumu) 37°C’de, %5 CO2 ve 1 
atmosfer basınç altında kültüre edilmiştir.

DMEM-F12 Ham medyumu ticari olarak kullanıma hazır 
şekilde satın alınmıştır. Hücreler rutin olarak haftada iki 
kez pasajlanmıştır. Hücreler, yoğunluk olarak flaskın yarı 
yüzeyini kapladıklarında deneylerde kullanılmıştır.

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

Şekil 1: Meme kanseri hücre hatları ışık mikroskobu görüntüleri (20X) A-MCF-7 hücre hattı B- MDA-MB-231 
hücre hattı Floresan İşaretleme Prosedürü.
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lingame, CA, USA) ve floresan işaretli Wheat Germ Agluti-
nin (Triticum vulgaris [WGA] FL-1021 Vector Labroratories, 
Burlingame, CA, USA) ilgili firmalardan satın alınmıştır. Bu 
basamağı takiben FITC işaretli ürünler kullanım protoko-
lüne uygun olarak hazırlanmış ve işaretlemeler yapılmıştır. 

İşaretleme sürecinde medyumları üzerlerinden alınan 
hücreler PBS ile yıkanmıştır. Ardından, BSA içeren PBS 
ile yıkama yapılmıştır. Yıkama işlemlerinden sonra FITC 
işaretli lektinler ile uygun sürede inkübasyona bırakılmış-
tır. İnkübasyon sonunda FITC içeren lektinler hücrelerin 

üzerinden uzaklaştırılmış, Tween 20’li PBS ile yıkama ger-
çekleştirilmiştir. Sonraki adımda yıkama solüsyonu uzak-
laştırılmış ve hücreler bir müddet kurumaya bırakılmıştır. 
Kurumayı takiben üzerlerine DAPI (4’,6-diamidino-2-fe-
nilindol) içeren özel kapatıcı solüsyonu (Fluoroshield 
Mounting Medium with DAPI, ab 104139, Abcam) damla-
tılmıştır. Örnekler, Nikon Eclipse 80i Floresan Mikroskobu 
ile incelenmiş, DAPI ve FITC filtreleri kullanılarak fotoğ-
raflanmıştır. Elde edilen mikrograflar aynı makinede yer 
alan, NIS Elements BR 3.0 programı ile görüntülenmiştir.

Şekil 2: MCF-7 hücre hattında FITC-MAL-I.

Şekil 3: MDA-MB-231 hücre hattında FITC-MAL-I.
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BULGULAR

Çalışmada kullanılan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme 
kanseri hücre hatları (Şekil 1) üzerine ilk olarak FITC-
MAL-I uygulanmıştır. Bu lektin hücre zar yüzeylerin-
de yer alan galaktoz içeren bir tür sialik asit olan 
Galß4GlcNAc şekerini özgün işaretlemiştir. Buna 
göre; MDA-MB-231 kanser hücre hattı MCF-7’a göre 

göreceli olarak daha yoğun bir ışıma göstermiştir (Şe-
kil 2 ve 3).

Çalışmanın ikinci kısmında aynı tür kanser hücre hatla-
rı üzerine GlcNAc, Neu5Ac yapısında sialik asit tiplerini 
özgün olarak işaretleyen FITC-WGA uygulanmıştır. Bu 
işaretleme sonucunda da her iki kanser hattında yoğun 
ışıma tespit edilmiştir (Şekil 4 ve 5). 

Şekil 4: MCF-7 hücre hattında FITC-WGA.

Şekil 5: MDA-MB-231 hücre hattında FITC-WGA.
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TARTIŞMA

Dünya genelinde kadınlar arasında en yaygın kanser türü 
meme kanseri olarak bilinir (10). Meme kanseri dünyadaki 
kanser vakalarının yaklaşık %23’ünü oluşturur (12). Kanser 
oluşumunda çeşitli faktörler rol alır. Bu faktörler tümör 
oluşum tipine ve yerine bağlı olarak çeşitli semptomlara 
yol açabilir. Bu yüzden, kanser tedavisi, erken evrede tanı, 
etkin tedavi prosedürleri ve kanserin tekrar oluşmasını ön-
lemek için tedavi sonrası bakım gerektirmektedir. Meme 
kanseri tanı teknikleri arasında mamografi, biyopsi, MRI, 
sonografi, moleküler meme görüntüleme, termografi vb. 
yer alır. Bunlar oldukça etkili yöntemlerdir ve kadınlarda 
meme kanserinin %80-90’ını tespit edebilmektedir (14). 

Bunların dışında, enzim bağlantılı immünosorbent testi 
(ELISA), radioimmunoassay (RIA) ve immünhistokimya 
(IHC) gibi biyobelirteç temelli ekspresyon teknikleri de 
mevcut tanı gereksinimlerini karşılamaktadır. Tüm bu tek-
nikler verimli olsa da, yine de bazı sınırlamaları vardır (16).

Tüm hücrelerde olduğu gibi kanser hücrelerinde de, yüze-
yi reseptör proteinleri, mutasyona uğramış genler, mikroR-
NA’lar vb. gibi, tümör hücrelerinin yüzeyinde veya içinde 
değişken olarak eksprese edilen biyomoleküller bulunur. 
Bu moleküller kanser ilerlemesinin göstergesi olan belir-
teçler olarak kabul edilirler. Biyolojik olarak bu moleküller, 
biyobelirteçler olarak adlandırılır. Kanser hastalarına öz-
gün biyobelirteçlerin tanıda kullanılabilmesi için noninva-
ziv bir prosedürle hastaların fizyolojik sıvılarından kolayca 
elde edilebilir olması ve sağlıklı kişilerde bulunmaması 
beklenmektedir. Bu nedenle potansiyel hedef belirteçler 
olarak biyosensörler yardımıyla kanser teşhisi büyük ölçü-
de araştırılmış ve ayrıntılı bir şekilde tartışılmıştır (4, 27, 28).

Bir tür biyobelirteç olarak glikoproteinler, Her-2, Mucin1 
(MUC1), karsinoembriyonik antijen (CEA), epitelyal hücre 
adezyon molekülü (EpCAM), epidermal büyüme faktörü 
reseptörü (EGFR) gibi yüzey bağlı glikoprotein reseptör-
lerini oluştururlar. Reseptörler üzerindeki kontrol kaybol-
duğunda, MAPK ve PI3K / Akt yolaklarını değiştiren (21) 
ve metastazı indükleyen büyüme faktörlerinin üretilme-
siyle kanser hücresi proliferasyonuna aracılık ederler (19). 
Çeşitli glikoproteinler arasında Her-2 ve MUC1, meme 
kanserinin saptanmasında en yaygın olarak kabul edilen 
tanı ve prognostik biyobelirteçlerdir. Her-2, bir proto-on-
kogen kodlayan trans-membran glikoproteindir (M. Wt-
185 kDa). Meme kanseri tanısı için uygun bir biyobelirteç 
olan Her-2’nin %20-30 meme kanseri olgusunda aşırı eks-
presyonu saptanmıştır (1).

Hastalık tanı ve teşhisinde hücre hatları laboratuvar ça-
lışmalarının birçok alanında vazgeçilmezdir. Özellikle 
kanser araştırmalarında in vitro model olarak kullanılırlar 
(17). Meme kanseri araştırmalarında en yaygın olarak kul-
lanılan meme kanseri hücre hatları, MCF-7 (26), ve MDA-
MB-231’dir (3). Her ikisi de metastatik meme karsinomu 

hastalarının plevral efüzyonlarından türetilmiştir. MCF-7 
hücre hattı, meme hücrelerinin luminal epitelyal fenotipi-
nin işaretleyicilerini ifade eder ve ER (+) tümörler için bir 
model olarak kullanılır (7). MDA-MB-231 hücre hattı, epi-
tel işaretleyicileri ifade etmez fakat mezenkimal fenotipin 
bir belirteci olan yüksek düzeyde vimentin içerir. MDA-
MB-231 hücre hattı ER (-) ve Her-2 / neu-negatif meme 
kanseri için bir model olarak kullanılır (22). 

Çalışmada ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-MB-231 
meme kanser hücre hatları kullanılmıştır. Bilinen konvan-
siyonel meme kanseri teşhis metotlarından daha ucuz ve 
2 saat gibi kısa zamanda yanıt veren yöntemimizin temeli 
lektinlerin hücre yüzeyinde bulunan şeker rezidülerine öz-
gün bağlanabilme özelliğine dayanmaktadır. 

Bu çalışmada geliştirilen işaretleme yöntemi ile hücre yü-
zeyinde bulunan, yaygın sialik asit birimleri (GlcNAc, Neu-
5Ac) ve daha nadir bulunan ß bağlı galaktoz birimler içeren 
sialik asitler floresan işaretli WGA ve MAL lektinleri yardımı 
ile özgün olarak işaretlenmiş ve sonuçları irdelenmiştir. 

Çalışmadan elde edilen bulgulara göre hem FITC-[MAL-I] 
hem de FITC-[WGA], ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan 
MDA-MB 231 hücre hatlarının membranlarında görülen 
iki farklı sialik asit tipini özgün olarak işaretlemiştir. Ancak 
mikrograflarda görülen rezidülerin miktar farklılıkları bize 
FITC-[MAL-I]’ın ER (-) özellikteki MDA-MB-231 hücrele-
rinde ß bağlı, galaktoz şekeri de içeren sialik asit tipini 
(Galß4GlcNAc), daha yoğun işaretlediğini göstermiştir. 
Bu sonuçlarda ß bağlı, galaktoz şekeri de içeren sialik asit 
tipinin MDA-MB-231 hücre hattında daha yoğun bulundu-
ğunu göstermektedir. Her iki hücre hattının membranla-
rında görülen bu farklılık iki saatlik bir boyama yöntemi ile 
iki hücre tipinin hızlı bir şekilde ayrılmasında kullanılabilir.

SONUÇ

Yapılan çalışmada, immmünofloresan işaretli lektinler ve 
şeker residüleri yardımıyla, glikokonjugatların hızlı ve öz-
gün ayrımda kullanılabilirliği gösterilmiştir. Devam eden 
çalışmalarımızla bu yöntemin iyileştirilmesi ve daha da 
geliştirilerek, meme kanseri hücre hatlarında, hasta ör-
neklerinde, hastalığın erken teşhisinde, patolojik bulgu-
lara destek ve/veya alternatif bir yöntem olarak tercih 
edilebilirliğinin arttırılmasına amaçlanmaktadır.
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ÖZET
Amaç: Kök hücre (KH) nakli malin kan hastalıkları, kemik iliği yet-
mezlikleri ve doğumsal kan hastalıklarının tedavisinde kullanılan 
yöntemdir. Bu amaçla, periferik kan projenitör hücreleri (PKPH) 
oldukça fazla kullanılmaktadır. Son yıllarda insan embriyonik kök 
hücrelerinin sahip olduğu pluripotent özelliği bulunan yeni KH 
türü tanımlanmıştır. Çok küçük embriyonik benzeri (VSEL) kök 
hücreler olarak adlandırılan bu hücrelerin, yetişkin bireyde peri-
ferik kanda (PK) bulunduğu düşünülmektedir. Bu çalışmada VSEL 
kök hücrelerinin periferik kan kaynağı kullanarak elde edilmesi ve 
tanımlanması amaçlanmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Donörlerden alınan materyallerden lizis ve 
fikol gradient yöntemleri kullanılarak elde edilen mononükleer 
ve eritrosit katmanınlarından, VSEL hücreleri izole edilmiştir. Flov 
sitometri ve immünfloresan boyama ile NANOG, OCT4, SSEA-4 
ve CXCR-4 embriyonal kök hücre belirteçlerinin varlığı incelen-
miştir. Western blot yöntemiyle ise, NANOG ve OCT4 proteinle-
rinin varlığı araştırılmıştır. 
Bulgular: Flov sitometri sonuçlarına göre debris katmanında, 
VSEL belirteci taşıyan hücre sayısı CD45- popülasyonuna göre 
daha yüksek bulunmuştur. Elde edilen western ve immünfloresan 
sonuçlarına göre yüksek miktarda OCT4 ve NANOG ekspresyo-
nu görülmüştür. Aynı zamanda bu proteinlerin hücre içinde hem 
sitoplazmada hem de çekirdekte bulunduğu gösterilmiştir. 
Sonuç: Pluripotent kök hücre belirteci olarak bilinen bu protein-
lerin yetişkin periferik kanında yüksek miktarda ekspresyonunun, 
farklılaşmış dokularda nasıl görev yaptığı sorusunu akıllara ge-
tirmektedir. Bu bulgular; periferik kanda pluripotent belirteçler 
taşıyan yeni bir kök hücre populasyonu bulunduğu tezini güçlen-
dirmekte ve bu konuda yapılacak ileriye dönük klinik çalışmalar 
içinde temel oluşturmaktadır.
Anahtar Kelimeler: Çok küçük embriyonik benzeri (VSEL) kök 
hücreler, Periferik kan, Pluripotent kök hücre markırları

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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GİRİŞ

Günümüzde kök hücre nakli (KHN) rejeneratif tıpta önem-
li bir tedavi yöntemidir. KHN; lösemi, lenfoma gibi bazı 
malin kan hastalıkları ve kemik iliği yetmezlikleri ile do-
ğumsal kan hastalıklarının tedavisinde sıklıkla başvurulan 
hayat kurtarıcı yöntemlerden biridir. Kök hücreler çeşitli 
kaynaklardan elde edilir. Embriyonik kök hücreler yetişkin 
bireyin tüm hücre ve dokularını oluşturabilme kapasite-
sinden dolayı, geniş bir kullanım alanına sahipken, insan 
embriyonik kök hücrelerinin kullanımı dünyanın birçok 
ülkesinde çeşitli etik tartışmalar, allojenik kullanımındaki 
sorunlar ve teratoma riski nedeniyle sınırlandırılmıştır. Kök 
hücre nakillerinde bu yüzden kemik iliği, periferik kan pro-
jenitör hücreleri (PKPH) ve kordon kanı gibi hematopoetik 
kök hücre (HKH) kaynakları tercih edilmektedir (1). Bu kay-
naklardan elde edilen kök hücrelerin hematopoetik reje-
nerasyonu sağlayabilmesi için ağırlıklı olarak pluripotent 
potansiyeli olan kök hücreler olması gerekmektedir (2).

Son yıllarda insan embriyonik kök hücrelerinin pluripo-
tansiyel karakterine sahip ve organizmada tüm yaşam bo-
yunca var olan yeni bir kök hücre türü tanımlanmıştır (3). 
Çok küçük embriyonik benzeri kök hücreler (Very small 
embryonic-like stem cells - VSEL) olarak adlandırılan bu 
hücrelerin, yetişkin bireyde şimdilik kemik iliği, kordon 
kanı ve periferik kanda bulunduğu gösterilmiştir (4). Bu 
hücrelerin izolasyon işlemi esnasında mononükleer taba-
kanın dışında eritrosit katmanında bulunduğu için kaybe-
dildiği iddia edilmektedir. PKPH gibi kök hücre kaynak-
larının pluripotent kök hücre sayısını artırarak niteliğini 
iyileştirmek ve yetişkinlerde de kullanılabilme potansiyeli-
ni artırmak konusundaki çalışmaların, bu materyalin kulla-
nım sınırlarını genişleteceği düşünülmektedir. 

VSEL kök hücreler, ilk olarak 2006 yılında Zuba-Surma 
ve arkadaşları tarafından tanımlanan yeni bir kök hücre 
türüdür. Oldukça yeni keşfedilmiş olmaları nedeniyle, 
haklarında bilinenler son derece kısıtlıdır. Şimdiye kadar 
yapılan çalışmaların çoğunun fareler üzerinde yapılmış ol-
ması da, insandaki durumları hakkında bize yeterince bil-
gi verememektedir (5). Bu yüzden, bu çalışmada periferik 
kan kullanılarak VSEL kök hücrelerinin insandaki varlığının 
belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla periferik kan fikol 
ile sanrifüj edildikten sonra hem mononükleer hem de 
eritrosit katmanındaki hücrelerin VSEL karakterizasyonu 
yapılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamıza katılan bireylere gönüllü onam formları im-
zalatılmıştır. Çalışmaya dahil edilen örnekler İstanbul Tıp 
Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 20.06.2013 tarih’li 
724 no’lu izni ile kullanılmıştır. Çalışmaya Sağlıklı 18 yaş 
ve üstü donörler dahil edilmiştir. Bunun aksine, kronik bir 
hastalığı olan, son 1 ay içerisinde enfeksiyon geçirmiş ve 
sigara kullanan donörler çalışmaya dahil etmemiştir. İzo-

lasyon ve karakterizasyon yöntemleri canlı hücrelerde ça-
lışmayı gerektirdiği için alınan kanlar bekletilmeden aynı 
gün içinde çalışılmıştır. 

Hücre İzolasyonları

Fikol ile Hücre İzolasyonu
Fikol-gradient santrifüj yöntemi sıklıkla kullanılan ve kan 
hücrelerini çeşitli katmanlara ayırmaya yarayan bir yön-
temdir (6). Kan fikol üzerine yayıldıktan sonra santrifüj 
edilir ve 4 katman halinde hücreler ayrılmış olur. İlk baş-
taki katmanda (1. katman) trombositler, sonraki katmanda 
(2. katman) ince bir çizgi halinde mononükleer hücreler 
(MNH), ardından 3. katmandaki fikolda bulunan nötrofil-
ler ve en son olarak yoğunluklarından dolayı en altta bu-
lunan eritrositler (4. Katman) olarak sıralanır. Bu izolasyon 
yönteminde, mononükleer hücreler fikol ile ayrılarak, hem 
MNH katmanında hemde eritrosit katmanında VSEL saf-
laştırılmıştır. Alınan materyal 1:1 oranında PBS (phospha-
te-buffered saline) ile dilüe edilmiştir. Sonrasında solüs-
yon 1:2 oranında Ficoll-Hypaque (BioWest Lymphosep 
1.077 g/mL) solüsyonu üzerine eklenerek 2000 rpm’de 30 
dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda oluşan 4 katma-
nın 2.si (MNH) ve 4.sü (eritrosit) ayrı tüplere aktarılmıştır. 
2. Katmana 1:3 oranında RPMI (Roswell Park Memorial 
Institute medium) eklenerek dilüe edildikten sonra 2000 
rpm’de 10 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant dökülerek 
kalan pellet RPMI ile yeniden süspanse edilmiştir. Daha 
sonra eritrositlerin bol miktarda bulunduğu 4.katman aynı 
şekilde dilue edilerek daha yüksek bir hızda (2690 rpm 15 
dk) santrifüj edilmiştir. Bunun nedeni, VSEL kök hücrele-
rinin boyut olarak eritrositlere yakın olmasıdır. Ortalama 
eritrosit boyutu ~7-8 µm iken VSEL kök hücrelerinin boyu-
tu yaklaşık 5-6 µm’dir. Böylece eritrositlerin dibe çökmesi 
sağlanarak süpernatant yeni bir tüpe aktarılmış ve 3000 
rpm 10 dk santrifüj edilmiştir. Tekrar süpernatant atıldık-
tan sonra dipteki pellet RPMI ile süspanse edilmiştir. Bu 
süspansiyon VSEL hücrelerinin bulunduğu bilinen kat-
mandır (5. katman) (7). Elde edilen her katmandan yayma 
preperat hazırlanmıştır. Kullanılmayan pelletler protein 
izolasyonu için -20’de saklanmıştır.

Eritrosit Lizisi ile İzolasyon
VSEL izolasyonu için kullanılan diğer yöntem, eritrosit lizi-
sidir. Fikol yöntemi ile çok fazla hücre kaybı oluşurken, bu 
yöntemde hücre kaybının daha az olduğu düşünülmek-
tedir (8). Bu nedenle çalışmada 2 yöntem birlikte kulla-
nılmıştır. Tüm materyal eritrositleri parçalayan (amonyum 
klorür) tamponlu çözelti ile 1:5 oranında karıştırılarak 15 
dk oda ısısında bekletildikten sonra 2000 rpm’de 10’dk 
santrifüj edilerek üst katman toplanmıştır. Eritrositler ta-
mamen uzaklaşıncaya kadar bu işlem tekrarlanmıştır. 
Daha sonra PBS ile 2000 rpmde 10 dk yıkama yapılarak, 
süpernatant atılmış ve dipteki pellet RPMI ile süspanse 
edilmiştir. Yayma preperat yapıldıktan sonra kullanılma-
yan pellet -20’de saklanmıştır.
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Flow Sitometri Ölçümleri
Floresan ışımaların birbirine karışmaması için 4 ayrı tüpte, 
4 farklı antikora bakılmıştır. Kullanılan 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 ¾ (major octamer-bağlayıcı protein) (Santa Cruz); 
sekonder antikorlar ise, Goat anti-mouse IgG-TR* (Santa 
Cruz), Donkey anti-goat IgG-FITC* (Santa Cruz) dir. 

Flov sitometrik ölçümler sadece eritrosit lizisi yapılmış 
hücre grubuna uygulanmıştır. Lizis yapılmış hücreler 
1x106/ml hücre olacak şekilde PBS ile sulandırılmıştır. Her 
bir flov tüpüne 100 μl hücre süspansiyonu konulmuştur. 
Tüpte 1 μg olacak şekilde primer antikorlar eklenerek, 30 
dakika karanlıkta bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda tüp-
lere 500 μl PBS eklenip, 2000 rpm’de 10 dakika santrifüj 
edilmiş ve süpernatant atılarak 100’er μl PBS eklenmiştir. 
Primer antikorlar ile uyumlu olan sekonder antikorlar her 
tüpte 0,5 – 1 μg arasında olacak şekilde eklenmiş ve ka-
ranlıkta 30 dk inkübasyona bırakılmıştır. PBS ile yıkanarak, 
süpernatant atılmıştır. Her tüpe yaklaşık 500 μl flov solüs-
yonu konarak ölçüm yapılmıştır.

VSEL hücrelerinde literatüre göre CD45 belirteçinin ne-
gatif olduğunu, CD34’ün ise pozitif olduğu gösterilmiştir 
(9). Bu bilgi doğrultusunda; 1. tüpte CD45-/CD34+/SSEA-
4+ hücreleri, 2. tüpte CD45-/NANOG+, 3. tüpte CD45-/
CXCR-4+ ve 4. tüpte CD45-/ OCT-3/4+ olan hücreler 
kapılanarak incelenmiştir. Aynı zamanda, VSEL hücreleri-
nin mononükleer hücrelere göre daha küçük olduğu için 
debris kısmında da bulunabileceği belirtildiğinden dola-
yı, debrisden de kapı alınarak aynı ölçümler gerçekleşti-
rilmiştir.

İmmünfloresan Boyama
Hazırlanan yayma preperatlar %96’lık etanolde fikse edil-
miştir. PBS ile 3 kere yıkama yapılmıştır. Hücre permea-
bilizasyonu için, %0,1’lik triton X-100 2 ml PBS içinde 
hazırlanarak 15 dk buzda inkübe edilmiş ve 3 kere PBS 
ile yıkanarak, her yıkamada 3’er dakika bekletilmiştir. Blo-
king tamponunda (%2’lık BSA (bovine serum albumin) ve 
%0,3’luk triton X-100) 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. 3x3 
dk PBS ile yıkama yapılmıştır. Primer antikor 1:1000 ora-
nında bloking solüsyonunda dilue edilerek hazırlanmıştır. 
+4°C‘de tüm gece inkübasyona bırakılmış ve ertesi gün 
PBS ile 5x5 dk yıkama yapılmıştır. 1:1000 oranında dilue 
edilen sekonder antikor ile 1 saat karanlıkta bekletilmiş 
ve tekrar PBS ile 5x5dk yıkama yapılmıştır. 4’,6-diamidi-
no-2-phenylindole (DAPI) (Santa Cruz Biotechnology 
sc-3598) ile boyama yapılmış ve floresan mikroskobunda 
incelenmiştir. Floresan mikroskobu için kullanılan antikor-
lar, flov sitometride kullanılanlar ile aynı antikorlardır. Liste 
Tablo 1’de gösterilmektedir. 

Western Blot Yöntemi ile Spesifik Proteinlerin Karak-
terizasyonu
Çalışılan proteinler NANOG ve OCT4’dür. Kontrol olarak 
ß-aktin kullanılmıştır. Örnekler 2000 rpm’de 10 dk santrifüj 
yapılarak, süpernatantları atılmıştır. Hücre Lizis Tamponu 
(1:10 EDTA/Tris-HCI, %0,5 Triton X-100) hazırlanmış ve 10 
ml stok hücre lizis tamponunu içine, PMSF (Phenylmethy-
lsulfonyl Fluoride proteaz inhibitörü) stoktan 10 μl eklen-
miştir. Hücre pelletlerinin üzerine 100 μl lizis tamponu ek-
lenerek, 30-60 dk buzda inkübe edilmiş ve 14.000 rpm’de 
10 dakika santrifüj edilmiştir. 

Protein Tayini (Bradford Testi)
BSA’dan (1,46mg/ml dsu) seri dilüsyonlar yapılarak 5 tane 
standart elde edilmiştir. Hücre lizis örnekleri kullanılmıştır. 

Tablo 1: İmmünfloresan preperatlar ve antikorlar

Kaynak Adı Hücre Grubu
Antikorlar

1.Preperat 2.Preperat 3.Preperat

Periferik Kan

MNH Katman Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI

5. Katman Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI

Lizis Preperatı

SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE

CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
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96’lık mikroplatelere 10 μl örnek 200 μl Bradford belirte-
ci 3 tekrarlı şekilde eklenmiştir. 5 dk inkübasyona bırakıl-
mıştır. Spektrofotometrede 560-590 nm arasında okun-
muştur. Standartların ölçülen absorbansları kullanılarak 
standart grafiği oluşturulmuş, örneklerin absorbansları bu 
grafikte yerine konularak protein miktarları saptanmıştır.

Çalışmada %12’lık akrilamid içeren ayırma jeli ve %5’lık 
yükleme jeli kullanılmıştır. 2x Laemmli Örnek Tamponu 
(Laemli Sample Buffer) ile örnekler 1:1 oranında karıştırıl-
mış ve içine %5 oranında ß-merkaptoetanol eklenmiştir. 
Protein denatürasyonu için 80°C’de 15 dk inkübe edile-
rek, hemen buza alınmış, örnekler 20 μl olacak şekilde jele 
yüklenmiş ve 130 V’da 45 dk yürütülmüştür. PVDF memb-
ran kullanılarak, membran filtre kağıdı ve jel sistemi hazır-
lanmış ve 350 mA’de 60 dk blotlama yapılmıştır.

Membranda Spesifik Proteinin İşaretlenmesi 
TBST (50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, %0,1 Twe-
en-20) içinde %5’lık süt tozu bloking solüsyonu olarak 
kullanılmış ve membran bu solüsyonda 1 saat boyunca, 
çalkalayıcıda inkübasyona bırakılmıştır. Bloking bitince 
yıkama solüsyonu olan TBST’de 3 kere 5’er dakikalık çal-
kalayıcıda yıkama yapılmıştır. Primer antikor bloking so-
lüsyonunda istenen oranda sulandırılarak hazırlanarak, 
gece boyu +4°C’de çalkalayıcıda bırakılmıştır. İnkübasyon 
bitince 3’er kez 5’er dakikalık TBST ile yıkama yapılmış-
tır. Sekonder antikor, alkalin fosfataz (AP) konjuge olarak 
seçilmiştir. Sekonder antikorda istenilen oranda %5’lik 
süt tozu solüsyonunda dilue edilerek, 1 saat çalkalayıcı-
da, oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Kullanılan antikor 
ve dilüsyonları sırasıyla NANOG (1:1000), OCT-4(1:1000), 
ß-actin (1:1000), Donkey anti-goat IgG-AP (1:10000) şek-
lindedir.

Görüntüleme
Sekonder antikor AP ile konjuge olarak seçildiğinden AP 
substratı olan Novex AP Chromogenic Substrat ile gö-
rüntüleme yapılmıştır. Sekonder antikordan sonra 3’er kez 
5’er dakikalık TBST ile yıkama yapılmış ve distile su ile 2 
dk daha membran çalkalayıcıda çalkalandıktan sonra No-
vex Substrat konulmuştur. İstenen görüntü elde edilince 
distile su ile reaksiyon durdurulmuştur. Membran kurutu-
larak, bilgisayarda taranmıştır.

İstatistiksel Analiz 
Çalışmada Graphpad Prism5 (La Jolla, Amerika) progra-
mı kullanılmıştır. Flov sonuçlarında kapılardaki antikorla-
rın kendi içlerinde anlamlılığı ‘one-way ANOVA” testi ile, 
kapılar arasındaki antikorların anlamlılıkları ise “two-way 
ANOVA” testi ile yapılmıştır. Western sonuçlarında an-
tikorların her birinin katmanlardaki değerleri “one-way 
ANOVA” testi ile bakılmıştır. İki antikorun katmanlar ara-
sındaki anlamlılıkları ise “two-way ANOVA” testi ile ince-
lenmiştir. Anlamlılık değeri p<0,05 olan sonuçlar anlamlı 
kabul edilmiştir.

Şekil 1: Periferik kanda VSEL belirteçlerinin flov sitometri 
ile gösterilmesi. A) Debris populasyonunda, SSEA-4 po-
zitif hücreler A’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif 
hücreler B) Debris populasyonunda, NANOG pozitif hüc-
reler B’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hücreler 
C) Debris populasyonunda, CXCR4 pozitif hücreler C’) 
CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hücreler D) Deb-
ris populasyonunda, OCT3/4 pozitif hücreler D’) CD45- 
populasyonunda, OCT3/4 pozitif hücreler görülmektedir.

A

B

C

D

A’

B’

C’

D’
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BULGULAR

Flow Sitometri ile Kapılama ve Hücre Sayımı
Flow sitometride iki farklı kapılama yapılarak, hücreler 
üzerindeki VSEL belirteçlerinin varlığına ve sayısına ba-
kılmıştır. İlk kapılama CD45- hücreler (CD45 soluk hüc-
reler de dahil) üzerinden yapılmıştır. Bu grubun içindeki 
NANOG, CXCR4, OCT3/4 ve SSEA-4 pozitif hücre sayı-
sı belirlenmiştir. İkinci kapılama debris kısmı üzerinden 
yapılmıştır. Bu kısımda da aynı belirteçler incelenmiştir. 

Şekil 1’de alınan bir periferik kan örneğinin flov sonuçları 
verilmektedir.

Elde edilen sayımların yüzde olarak ortalamaları Tablo 
2’de gösterilmektedir. Her iki kapılamadaki antikorların 
kendi aralarındaki korelansı anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 
Debris ve CD45- populasyonunda CXCR4 ve OCT3/4 
antikorlarının farklılığının anlamlı olduğu gösterilmiştir 
(p<0,05). İki grubun ortalamalarının karşılaştırılması Şekil 
2’de gösterilmektedir.

Western Blot Yöntemi ile VSEL Proteinlerinin Tayini
Alınan 8 periferik kanın incelenen katmanlarında (lizis, 
MNC ve 5. katman) western blot yöntemi ile OCT3/4 ve 
NANOG proteinlerinin varlığı araştırılmıştır. Şekil 3’de li-
zis katmanında, NANOG 40 kDa ağırlığında sadece 1 ör-
nekte pozitif iken diğerlerinde tespit edilemedi. OCT3/4 
proteini ise 33 kDa düzeyinde 5 örnekte pozitif bulundu.

Şekil 4’de MNC katmanında NANOG 40 kDa düzeyinde 
sadece 3 örnekte pozitif iken diğerlerinde tespit edileme-
miştir. Aynı örneklerde 25 kDa düzeyinde ekstra ladder 
şeklinde bantlar görülmüştür. OCT3/4 proteini ise 33 kDa 
düzeyinde 5 örnekte pozitif bulunmuştur.

Tablo 2. Flow sitometri ile sayılan hücrelerin (%) ortalamaları.

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

CD45- 0,180 0,215 0,235 0,05 0,0172

DEBRİS 0,044 0,049 0,038 0,101 0,0076

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

Şekil 3: Periferik kan lizis katmanında, VSEL belirteçlerinin protein düzeylerinin wes-
tern blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 proteinin varlığı
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Şekil 5’de 5. katman hücrelerinde bulunan bantlar göste-
rilmektedir. NANOG 25 kDa düzeyinde tüm örneklerde 
ladder şeklinde bantlar tespit edilmiştir. OCT3/4 proteini 
33 kDa düzeyinde 1 örnekte pozitif bulunmuştur.

VSEL Belirteçlerinin İmmünfloresan Boyamalar ile Gös-
terilmesi
Şekil 6’da, 3 hücre katmanında da yapılan immünfloresan 
boyamalar gösterilmektedir.

Şekil 4: Periferik kan MNC katmanında, VSEL belirteçlerinin protein düzeylerinin 
western blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 proteinin varlığı 

Şekil 5: Periferik kan 5. Katman hücrelerinde, VSEL belirteçlerinin protein dü-
zeylerinin western blot ile gösterilmesi A) NANOG proteinin varlığı B) OCT3/4 
proteinin varlığı 
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TARTIŞMA

HKH’lerin transplantasyonda kullanım oranın yüksek ol-
ması, rejenerasyonu sağlamada daha başarılı olmaların-
dan kaynaklanmaktadır. Bu özellikten plastitenin sorumlu 
olduğu düşünülmekteydi (10). Bunun nedeninin kemik ili-
ğinde bulunan, henüz tanımlanmamış, hematopoetik ol-
mayan, primitif bir hücre grubu olabileceği ileri sürülmüş-
tür (11, 12). VSEL kavramı da bu hipotez doğrultusunda 
ortaya çıkmıştır. Yüksek nükleus/sitoplazma oranına sahip, 
boyutları 4-6 µm olan, EKH belirteçlerini sentezleyen ve 
dormansi halde bir grup kök hücrenin kemik iliğinde var-
lığı gösterilmiştir. Bu hücrelerin boyutlarının küçük olması 
nedeniyle ‘Çok Küçük Embriyonik Benzeri Kök Hücreler 
(VSELsc)’ olarak tanımlanmıştır (3). Günümüzde halen bu 
hücrelerin varlığı, pluripotent kapasiteleri ve kendilerini 
yenileyebilir oluşları, in vitro/vivo çoğalması bir tartışma 
konusu halindedir (13-15).

Şimdiye kadar yapılan çalışmalar, bu hücreleri tanımlamak ve 
fonksiyonlarını anlayabilmek amaçlı yapılmış olmakla beraber 

genellikle fare çalışmalarıdır. Son yıllarda insan materyalinde 
VSEL çalışmaları arttırılarak, farelerdeki VSEL kök hücreleriyle 
benzerlikleri ve farklılıkları araştırılmaktadır (16, 17). 

Kucia ve arkadaşlarının (2006) yaptıkları çalışma VSEL 
kavramı için öncü niteliği taşımaktadır. Flov sitometri 
ile buldukları sonuçlara göre; fare PK’sinda Sca-1+/Lin-/
CD45- olan hücre miktarı 160 hücre/ml (yani total beyaz 
kan hücrelerinin %0,0016) iken mobilize olmuş PK’da 800 
hücre/ml’dir (yani total beyaz kan hücrelerinin %0,0035’i). 
Aynı zamanda Oct4, NANOG gibi transkripsiyon faktör-
lerinin mobilize kanda ekspresyonunun arttığını, mRNA 
düzeylerine göre hesaplamışlardır. İmmünofloresan bo-
yama ile, nukleusta Oct4 ve NANOG ekspresyonunu 
göstermişlerdir. Bu hücrelerin sadece PKH belirteçlerini 
ifade etmediklerini aynı zamanda 3 germ tabakasına da 
farklılaştığını göstermek için hücreleri kültür yaptıklarında 
farklılaştıklarını gözlemlemişlerdir. İzole edilen VSEL hüc-
releri kardiyomiyosit, nöral hücreler ve pankreatik hücre-
lere benzer kümeler oluşturmuşlardır (3, 5). Başka bir ça-

Şekil 6: Periferik kandan izole edilen üç farklı hücre katmanında VSEL belirteçlerinin 
(NANOG, OCT3/4, SSEA-4, CXCR4) immünfloresan ile gösterilmesi. Satırlarda kullanılan 
antikorlar, sütunlarda ise hücre katmanları göstermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi 
floresan vermektedir. VSEL belirteçlerinin pozitifliği ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 için 
yeşil floresan ile, SSEA-4 için ise kırmızı floresan ile gösterilmiştir.
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lışmada ise, insan kordon kanından 3 grup olmak üzere 
lin-/CD45-/CXCR4+, lin-/CD45-/CD34+, lin-/CD45-/CD133+ 
hücreleri izole etmişlerdir. Bu hücre gruplarının total kor-
don kanı hücrelerinde sırasıyla %0,037, %0,118 ve %0,018 
oranında olduğunu göstermişlerdir. Aynı zamanda bu 
grupları FACS ile izole ederek, yüksek miktarda Oct4 ve 
NANOG mRNA düzeyleri elde etmişler ve immünflore-
san ile de hücre yüzeyinde SSEA-4, nukleusda Oct4 ve 
NANOG varlığını belirlemişlerdir (18). Bu makalelerin 
ışığında, bu çalışmada insan periferik kanında flov sito-
metri ile VSEL varlığı araştırılmıştır. PK hücrelerinde CD45- 
gruptan sırasıyla %0,18 NANOG, %0,215 CXCR4, %0,235 
Oct4 ve %0,05 SSEA-4 pozitif bulunmuştur. CD45-/Deb-
ris grubundan %0,044 NANOG, %0,049 CXCR4, %0,038 
Oct4 ve %0,101 SSEA-4 pozitifliği gösterilmiştir (n=8). 

Bhartiya ve arkadaşları (2012), VSEL hücrelerinin boyutları-
nı göz önüne alarak VSEL izolasyonu için bu çalışmada kul-
lanılan yöntemi belirtmişlerdir. 5. Katmandaki hücrelerin 
Oct4 ve NANOG ifade ettiğini hatta MNH katmanındaki 
hücrelere oranla bu transkripsiyon faktörlerinin daha fazla 
olduğunu bildirmişlerdir. Oct4’un HKH’lerde sitoplazma-
da, VSEL’lerde ise çekirdekte olduğunu, SSEA4 unda hüc-
re yüzeyinde VSEL’lerde pozitif olduğunu göstermişlerdir. 
Bu sonuçların ışığında VSEL hücrelerinin MNH katmanı 
dışındaki eritrosit katmanında daha fazla bulunduğunu 
ve bundan dolayı kordon kanı saklanırken, sadece MNH 
hücrelerinin dondurulduğu ve bu alt katman olan kısmın 
dahil edilmediği için VSEL hücrelerinin atılmış olduğunu 
ileri sürmüşlerdir (7). Bu araştırmaya benzer şekilde, bu ça-
lışmada 5. ve MNH katmanları izole edilerek, bu katman-
lardaki VSEL kıyaslaması için western blot yöntemi kulla-
nılmıştır. Western blot yöntemi VSEL çalışmalarında bu 
güne kadar hiç kullanılmamış bir yöntemdir. Genellikle ça-
lışmalar mRNA miktarını gösteren RT-PCR üzerinden yapıl-
mıştır. Fakat RT-PCR genellikle western ile de doğrulama 
gerektiren bir yöntemdir. Çünkü RT-PCR ile bakılan mRNA 
düzeyi, her ne kadar bir proteinin bilgisini transkripsiyonal 
düzeyde verse de, proteine dönüşen miktar hakkında bir 
şey söylememektedir. mRNA’dan protein sentezi sırasında 
yanlış, eksik veya sentezlenmeyen proteinler olabilmekte-
dir. Bu yüzden sonuçlara göre, lizis ve MNC katmanında 
Oct4 varlığı gösterilirken; 5. Katmanda varlığı gösterile-
memiştir. 5. Katman çok az miktarda hücreden oluşmak-
tadır ve bu da western blot için gerekli olan total protein 
miktarını genel olarak sağlayamamasından kaynaklandığı 
düşünülmektedir. Özellikle PKH belirteci olan bir transkip-
siyon faktörü Oct4’nin varlığı gösterilmiştir. Bu çalışmada 
bulunan sonuçlara benzer şekilde, PK MNH’lerinde Oct4 
varlığını PCR, Western blot ve immünfloresan yöntemlerle 
gösterilmiş ve Oct4’un saf bir pluripotent kök hücre be-
lirteci olup olmadığının tartışmalı bir konu olabileceğine 
değinilmiştir (19). Fakat başka bir çalışmada, Oct4 izo-
formları incelenerek Oct4’un yapısını anlayama yönelik 
önemli bilgiler elde edilmiştir (20). Oct4 varlığı hücrenin 
farklılaşmasını engellemektedir. Oct4 baskılanınca hücre 

farklılaşmaya başlar. Ayrıca, Oct4 POU domain ailesinin 
bir üyesidir ve insanda Oct4A ve Oct4B izoformları olmak 
üzere 2 formu bulunmaktadır (21). Oct4 mRNA’sı 3 bölüm-
den oluşmaktadır. N-terminal kısmı, POU DNA bağlanma 
bölgesi ve C-terminal kısmı. Oct4A ve Oct4B mRNA’larının 
POU ve C-terminal kısmı aynı olmasına rağmen N-termi-
nal kısımları farklıdır. Oct4B N-terminal kısmında yaklaşık 
95 amino asitlik bir eksik bulunmaktadır. Bu eksiklik Oct4B 
izoformunun DNA ya bağlanma yeteneğini inhibe etmek-
tedir. Bunun aksine Oct4A DNA’ya bağlanabilmekte ve 
pluripotensiyi koruyabilmektedir. Aynı zamanda embriyo-
nik hücre hatlarında iki izoformda bulunmasına rağmen 
Oct4A miktarı, Oct4B miktarına oranla oldukça yüksek 
olarak gösterilmiştir. Ayrıca, Oct4A çekirdekte, Oct4B ise 
sitoplazmada lokalize olmaktadır (20). Liedtke ve arkadaş-
ları (2007), Oct4 varlığını PK ve kordon kanı MNH’lerinde 
RT-PCR ile gösterirken primer seçiminin çok önemli oldu-
ğunu, yanlış primer seçimi ile Oct4A ile Oct4B izoform-
larının birbirine karıştırılabileceğini (22); Zangrossi ve ark. 
(2007) ise bulduklarının aslında Oct4B izoformu olduğunu 
bildirmişlerdir (19). Daha sonraki çalışmalarda bazı kanserli 
hücre hatlarında ve HKH’lerde Oct4B izoformunun varlığı 
gösterilmiştir (23-26). Bu çalışmada, Oct4 varlığının Oct4B 
izoformu olduğu düşünülmektedir. İmmunofloresan gö-
rüntülerde bu kanıyı desteklemektedir. Ayrıca yapılan 
immünfloresan boyamalarda Oct3/4’un sitoplazmik lokas-
yona sahip olduğu görülmektedir. Western blot sonuçla-
rıyla beraber ele alınınca PK’da Oct4B izoformunun yüksek 
miktarda ifade edildiğini söylemenin yanlış olmayacağı 
düşünülmektedir. Fakat yapılan izolasyon işlemleriyle mik-
tarının azaldığı gözlenmiştir. Fikol ile ayrılan katmanlarda 
Oct4 ifadesinin azaldığı veya yok olduğu görülmüştür. Bu 
da fikolun hücre kaybına neden olduğunu doğrulamakta-
dır. Veya MNC katmanı dışında kalan bir hücre gurubunun 
daha Oct4B ifade ettiğini göstermektedir. Oct4B izofor-
munun tam olarak görevi, hangi hücrelerde bulunduğu, 
Oct4A ile olan etkileşimlerinin ne olduğu bilinmemekte-
dir. Bu henüz aydınlatılmamış bir konu olarak durmakta ve 
daha kapsamlı araştırmalar gerektirmektedir. 

NANOG; Oct4 ve Sox2 genleriyle iş birliği halinde hücrenin 
pluripotent özelliğin sürdürülmesini sağlar, miktarı azaldı-
ğında pluripotansiyel özellik azalır. Bu çalışmada, NANOG 
ekspresyonu gösterilmiştir. Fakat NANOG antikorunun 
birden fazla bant verdiği ve tahmin edilen kDa’dan fark-
lı noktalarda da bantlar oluşturduğu da görülmüştür. Bu 
NANOG’un çabuk degrade olduğunu, post translasyonal 
modifikasyonlara uğrayarak bu şekilde bir bant dizisi ver-
diğini düşündürmektedir (27). PK’da varlığının tartışmalı 
olması, NANOG’un saf bir kök hücre belirteci olup olma-
dığını düşündürmektedir. NANOG proteinin 11 tane psö-
dogeni olduğunu gösterilmiştir. NANOGP1 ve NANOGP8 
dışında geri kalan NANOGP2, NANOGP3, NANOGP4, 
NANOGP5, NANOGP6, NANOGP7, NANOGP9, NA-
NOGP10 ve NANOGP11 psödogenler eksik intronları, 
okuma çerçevesi içinde stop kodonu bulundurması veya 
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okuma çerçevelerinin kayması gibi nedenlerle protein üre-
tememektedirler. NANOGP1 ise duplike psödogendir. 
NANOG ile çok benzer ekson-intron organizasyonuna sa-
hiptir ve fiziksel olarak da birbirilerine bağlıdırlar. Sekans 
dizimi %97 NANOG ile aynıdır. Fakat NANOGP1 dizisin-
deki bir nükleotidin değişimi ile dizinin başlarında stop ko-
donu oluşmaktadır. Dolayısıyla mRNA’sı düzgün bir protein 
kodlayamamaktadır. NANOGP8 okuma çerçevesine sahip 
olan ve fonksiyonel olabileceği düşünülen psödogendir 
(28). Farelerde yaplan bir çalışmada, NANOG proteini wes-
tern blot ile incelendiğinde, antikorun kolaylıkta fragmente 
olup bir merdiven (ladder) şeklinde bant görüntüsü verdi-
ği; bununda proteinin sürekli turnover geçirmesi nedeniyle 
olabileceği savunulmuştur. Ayrıca NANOG’un çekirdekte 
lokalize olduğu gösterilmiştir (29). İnsan embriyonik kök 
hücreleri, neonatal fibroblastlar, HeLa hücreleri (servikal 
kanser hücreleri), SH-SY5Y (nöroblastoma hücreleri), ve in-
san mezenşimal kök hücreleri embriyonik NANOG ifade 
ederken; erişkin fibroblastlar, HUVEC hücreleri (endotel 
hücreleri), total kalp dokusu ve insan düz kas hücrelerinin 
sadece NANOGP8 ifade ettiği gösterilmiştir. Aynı zaman-
da farklı hücre tiplerinde NANOG proteinin farklı hücresel 
lokalizasyonuna sahip olduğu belirlenmiştir. NANOG yada 
NANOGP8 ifade etmelerinin lokalizasyon açısından anlam-
lı bir farkı olmadığı, iki formunda farklı hücrelerde sitoplaz-
mik yada nükleik olabileceği ve lokalizasyonun hücre tipine 
göre değiştiği gözlemlenmiştir. NANOG proteinin birden 
fazla bant vermesinin post translasyonel modifikasyonlar-
dan kaynaklanabileceği de savunulmuştur (27). Farelerde 
NANOG proteininin 3 adet varyantı olduğu saptanmıştır. 
Alternatif bölünme ile 3 farklı NANOG proteininin oluştu-
ğu ve 3 varyantında kendini yenilemeyi koruyabildiği gös-
terilmiştir. Aynı zamanda bu farklı varyantların farklı kDa’a 
sahip olduğundan, ladder formuna b varyantların sebep 
olabileceği belirtilmiştir. Ayrıca, NANOG isoformlarının 
sitoplazmada bulunduğu gösterilmiştir (30). İnsan servikal 
kanser hücrelerinde (SCC) de, NANOG varlığı sitoplazmik 
olarak gösterilmiş; NANOG hücresel lokalizasyonun hüc-
re tipine ve kanserin safhasına göre değiştiği bildirilmiştir 
(31). Tüm bu çalışmaların ışığında, bu çalışmanın sonuçları 
karşılaştırıldığında, NANOG proteinin periferik kanda bu-
lunduğu söylenebilir. NANOG proteininin bir ladder oluş-
turduğu gözlemlendiğinde, western blot için optimize et-
mesi zor bir antikor olduğunu düşünülmüştür. Ayrıca, belirli 
katmanlarda farklı ağırlıkta bantlar görülmekte; bu da NA-
NOG proteinin farklı hücre gruplarında farklı post translas-
yonel modifikasyonlara uğrayabileceğini göstermektedir. 
Aynı zamanda farklı NANOG varyantlarınında, farklı hücre 
gruplarında bulunabileceğini ortaya çıkartmaktadır. Bunlar 
hakkında kesin kanıya varabilmek için ayrıca gen düzeyinde 
PCR gibi ilave testlerle de gösterilmesi gerekmektedir. Bu 
çalışmada, lizis katmanında bir ekspresyon görülmezken, 
MNC katmanında NANOG ifade edilmektedir. 5. Katman-
da ise 27 kDa yakınlarında bir bant grubu gözlemlenmiştir. 
Normal NANOG bantından çok aşağılarda böyle bir ban-

tın olması, belki NANOG proteinin fragmente olarak böy-
le bantlar vermiş olabileceğini düşündürmektedir. Genel 
olarak 5. Katmanda protein miktarının çok az olması hücre 
grubu hakkında yorum yapmayı kısıtlı bir alana itmektedir. 

Yapılan immünfloresan boyama ile özellikle sitoplazma-
da tüm katmanlarda NANOG saptanmıştır. Şimdiye ka-
dar NANOG varlığı embriyonik kök hücrelerde, primor-
dial germ hücrelerinde, insan germ hücre tümörlerinde, 
mezenşimal kök hücrelerde, testis kanserinde, meme 
karsinomalarında, fetal testisde, malin servikal epital hüc-
relerinde ve erişkin insan fibroblastlarında gösterilmiştir 
(31-35). NANOG proteninin başka hangi hücrelerde oldu-
ğu veya psödogeni olan NANOGP8’in nasıl bir etki yarat-
tığını bilinmemektedir. Sitoplazmik yada nükleik olması-
nın nasıl bir değişikliğe veya fonksiyona neden olduğunu, 
hangi mekanizmalarla sitoplazmik NANOG oluştuğuna 
dair bir bilgi de bulunmamaktadır. Bu konuda daha ayrın-
tılı çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Sonuç olarak, 5. Katmanda Bhartiya ve ekibinin göster-
diği derecede yüksek pluripotent özellikte, rejenerasyon 
kapasitesi yüksek yeterli miktarda hücre grubuna rastlan-
mamıştır. 5. Katmanda pluripotent özellik gösteren hüc-
reler var olsa da, yeterli miktarda ve sayıda bulunmadık-
ları ve transplantasyon başarısını arttırabilecek düzeyde 
olamayacakları düşünülmektedir. Lizis ve MNC katman-
ları ele alınırsa, fikol kullanımının hücre miktarını azalttığı 
ve hücre kaybına neden olduğu da gösterilmiştir. VSEL 
hücrelerini ve hematopoetik kök hücrelerinin korunması 
ve materyaldeki bütün değerlendirilmek isteniyorsa fikol 
kullanımı sınırlandırılmalıdır. 

VSEL hücrelerinin varlığı ve miktarı hakkında western blot 
ile kesin olarak bir yargıya varmak pek mümkün görünme-
mektedir. Bunun nedeni, kullanılan pluripotent belirteçle-
rin çeşitli izoformlarının olması ve bu izoformların western 
blot ile birbirinden ayırt edilememesidir. Flov sonuçlarına 
göre bakıldığında pluripotent belirteçleri taşıyan hücre 
miktarı Zuba-Surma ve arkadaşlarının gösterdiği gibi deb-
ris kısmında daha fazla görünmektedir. Bu hücrelerin kü-
çük olmaları debrisle karışmalarına ve bu yüzden gözden 
kaçmalarına neden olmaktadır. VSEL hücrelerinin karakter-
lerinin tam olarak anlaşılabilmesi için daha fazla araştırma 
yapılmalıdır. Bu hücrelerin kendini yenileyebilme kapasite-
si, bulundukları dokular ve işlevlerinin anlaşılması sonunda 
klinik kullanım potansiyellerinin de yolu açılacaktır.

Teşekkür: Periferik kan materyalinin sağlanmasında yardımcı 
olan İstanbul Üniversitesi Kan merkezi yönetimine ve çalışanla-
rına teşekkür ederiz.
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ÖZET
Amaç: Öğrenme-hafıza bozukluklarında ve epileptogenezde 
önemli bir medyatör olan nitrik oksit, hipokampus başta olmak 
üzere beynin birçok bölgesinde nöronal hücrelerde nitrik ok-
sit sentaz (NOS) tarafından oluşturulur. Eritropoietin (EPO)’nun 
nöroprotektif ve antiepileptik etkileri olduğu gösterilmiştir. EPO 
ön-uygulamasının, pentilentetrazol (PTZ) ile indüklenen jenera-
lize nöbet modelinde konvulsiyonlar ve hipokampus ve frontal 
kortekste NOS türleri üzerine etkilerini araştırmayı amaçladık.
Gereç ve Yöntem: Wistar albino 40 erkek sıçan 4 gruba ayrıl-
dı: kontrol, PTZ-tek doz 60 mg/kg; EPO-3000 IU/kg; EPO+PTZ 
grubu-PTZ uygulanmasından 24 saat önce EPO ön-uygulaması 
yapılan grup. PTZ uygulamasından sonra, nöbet şiddeti gözlendi 
ve skorlandı. Sıçanların plazma, hipokampus ve frontal korteks 
örneklerinde nöronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS), in-
düklenebilir NOS (iNOS) düzeyleri ve hipokampusde NOS türle-
rinin anlatımları değerlendirildi.
Bulgular: EPO ön-uygulaması nöbet şiddetini azalttı. Tek başına 
EPO uygulaması nNOS düzeyini plazma (p<0,001), frontal kor-
teks (p<0,05) ve hipokampus (p<0,001) örneklerinde azalttı. Hi-
pokampus nNOS düzeyi ve anlatımı, EPO+PTZ grubunda, PTZ 
grubuna göre arttı (p<0,001). PTZ uygulamasıyla hipokampusde 
eNOS (p<0,01) ve iNOS (p<0,05) azalırken; EPO ön-uygulamasıy-
la kontrole yakın olduğu gözlendi.
Sonuç: EPO ön-uygulaması antikonvulsif etkilerini, eNOS ve 
nNOS düzeylerini artırarak gösterdi. EPO ön-uygulaması, eNOS 
aracılığıyla hipokapusde kan akımını artırarak, nöronların hiperek-
sitabilitesini azaltabilir. Ayrıca EPO, antioksidan görevi görerek 
eNOS ve nNOS’un azalmasını engelleyerek antikonvulzif etkileri-
ne katkıda bulunabilir.
Anahtar Kelimeler: Eritropoietin, nitrik oksit sentaz, hipokam-
pus, nöbet

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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GİRİŞ

Epilepsi dünyada sık görülen dördüncü nörolojik bir has-
talıktır ve beyindeki sinir hücrelerinin artmış uyarılabilirli-
ğinden (nöronal hiperekstabilite) kaynaklanır (1). Epileptik 
nöbetlerin antiepileptik ilaçlarla engellenebileceği, yüzyıl 
kadar önce sodyum pentotalin bulunuşu ve kullanılmasıy-
la ortaya konmuştur (2). Pentilenterazol (PTZ) ve maksi-
mal elektroşok deneysel nöbet modelleri, yaygın olarak 
antiepileptik ilaçların değerlendirilmesinde kullanılan de-
neysel modellerdir. PTZ, γ-aminobütirik asit-A (GABA-A) 
reseptör’ün antogonisti olarak davranır ve glutamerjik 
nöronal aktivitenin artmasıyla PTZ-indüklü konvülsif nö-
betler gerçekleşir (3).

Öğrenme-hafıza bozuklukları ve epilepsi patogenezinde 
önemli bir medyatör olan nitrik oksit (NO) hipokampus 
başta olmak üzere beynin birçok bölgesinde nöronal 
hücrelerde nitrik oksit sentaz (NOS) tarafından L-argininin 
L-sitrüline dönüştürülmesi sırasında oluşur ve üç tip NOS 
vardır, endoteliyal NOS (eNOS), nöronal NOS (nNOS) ve 
indüklenebilir NOS (iNOS) (4). nNOS ve eNOS, nöron-
larda ve endoteliyal hücrelerde eksprese edilirken; iNOS 
reaktif astrositlerde eksprese edilir ve immün fonksiyona 
aracılık eder (5). eNOS’dan kökenli NO, beyindeki mikro 
sirkülasyonun korunması ve sürdürülmesinde rol oyna-
maktadır (6). Ayrıca nörotoksisiteye karşı koruyucudur ve 
nöronal sağ kalım için önemlidir. nNOS’dan türetilen NO, 
nöronal plastisite, bellek oluşumu, merkezi sinir sistemi 
kan akışının düzenlenmesi, ağrı sinyalleri iletimi ve nörot-
ransmitter salınımı ile ilişkili önemli bir nörotransmitter 
olarak görev yapar (7). Aşırı miktarda nöronal NO üretildi-
ğinde fizyolojik bir nöromodülatörden nörotoksik bir fak-
töre dönüşebilir. Bu nedenle nNOS, geniş bir yelpazede 
hem fizyolojik ve hem de patolojik koşullarda önemlidir. 
iNOS, pro-inflamatuvar sitokinlere veya endotoksine ya-
nıt olarak makrofajlar, glial hücreler ve tümör hücrelerinde 
eksprese edilir. Reaktif astrositlerde iNOS ekspresyonu-
nun artması, glutamaterjik yolu uyarır ve hipereksitabilite-
ye neden olur (5). iNOS aracılı NO, status epileptikus (SE) 
sonrası dönemde, yani epileptojenez döneminde nöron-
ları uyarmaya devam eder (8) ve bu faktörler, nöronları 
nöbet eşiğini daha da düşürmek için ısrarla duyarlı hale 
getirir (9).

Klinik ve deneysel çalışmalar, uzun süreli epileptik nöbet-
lerin çoğunlukla hipokampusta nöronal hasar oluşturarak 
bilişsel fonksiyonlarda bozulmaya neden olduğunu gös-
termiştir (10). Öğrenme ve hafızadan sorumlu olan hipo-
kampus, cornu ammonis (CA) ve dentat girus olmak üzere 
iki kısımdan oluşur. Hipokampusun CA bölgesi CA1, CA2, 
CA3 ve CA4 olmak üzere dört zondan oluştuğu kabul edi-
lir. CA1 ve CA2 zonları küçük piramidal hücrelerden, CA3 
ve CA4 zonları geniş piramidal hücrelerden oluşur. Dentat 
girus bir kavite şeklindedir ve küçük granül hücrelerden 
oluşmaktadır. Deneysel oluşturulmuş status epileptikus 

modellerinde CA1 bölgesindeki piramidal nöronlar se-
rebral iskemiye karşı daha hassas oldukları (11, 12), hi-
pokampus CA1, CA3 piramidal nöronlar ve dendat hilus 
bölgesi granüler nöronlarda histolojik değişikler saptan-
mıştır (13). Ayrıca temporal lob epilepsisinde CA1’in en 
fazla etkilenen hipokampus alt bölgesi olduğu rapor edil-
miştir (14). İlaveten hipokampus alt bölgeleri (DG, CA3, 
CA1) arasındaki intrahipokampal bağlantılar, epileptik 
durum oluşturabilen eksitatör geri besleme halkaları 
içeren devrelere sahiptir. CA1 bölgesi nöronları spasyal 
(uzaysal) öğrenme ve bellek için gereklidir. CA1 bölgesi 
bir hata dedektörü gibi çalışır ve kortikal bilgiler ile CA3 
ve entorniyal korteksden gelen bilgiler arasında uyum-
suzluk olup olmadığını kontrol eder. CA1 ve CA3’deki 
hücre sayıları adölesan dönemden önce daha az iken bu 
dönemden sonra giderek artmaktadır (15). Epileptik nö-
betler ve bilişsel bozukluk ilişkisi iyi bilinmektedir. Uzun 
süreli anıların oluşumu ve depolanmasındaki zorluklar nö-
betlerde hipokampus dışında diğer beyin bölgelerinin de 
etkilendiğini düşündürmektedir (16, 17). Frontal korteks 
hipokampusda kodlanan bilgilerin uzun süreli hafızada 
depolanmasından sorumlu olduğu bilinen en önemli be-
yin bölgesidir (18). Dolayısıyla çalışmamızda PTZ ile in-
düklediğimiz nöbetlerin frontal korteksde NOS türlerinin 
ekspresyonuna eritropoetinin etkisini de araştırdık. 

Eritopoietin (EPO) esasen eritropoezde rol oynar. 
EPO’nun geniş yelpazede nörodejeneratif hastalık mo-
dellerinde pleitropik etkileri ortaya konmuştur. EPO ön-
tedavisinin serebral iskemi, travma modellerinde nöron 
koruyucu ve antiinflamatuar etkileri, deneysel indüklen-
miş epileptik nöbet modellerinde antiepileptik etkisi gös-
terilmiştir (19-21). EPO’nun vazodilatasyonla sonuçlanan 
nörovasküler yanıtında kan akışını artırma yoluyla NO 
üretimini artırarak nöroprotektif etkileri rapor edilmiştir 
(22). NO’nun, nöronal hücre kültürlerinde EPO reseptörü 
(EpoR) ekspresyonunu indükleyebildiği (23), vazodilatas-
yon yoluyla oksijen teminini artırabileceği ve dolayısıyla 
doku koruyucu etkileri sağlayabileceği ancak NO’nun aşı-
rı üretilmesinin nörotoksik olduğuda bilinmektedir (24). 
Basal gangliyon hücre kültürlerinde, NO uygulamasının, 
glial hücrelerde EPO’nun hipoksi indükleyici faktör (HIF) 
aracılı transkripsiyonuna bağlı olarak aksonal dejeneras-
yona karşı koruma sağladığı gösterilmiştir (25). 

Bu çalışmada, PTZ ile indüklediğimiz tonik klonik nöbet-
lerden 24 saat önce EPO uygulamasının nöbet davranışı 
ile (proflaktik olarak) plazma, frontal korteks ve hipokam-
pus CA1, CA3 ve DG bölgelerinde NOS türlerinin düzey-
leri üzerine etkileri araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Deney düzeneği ve gruplar
Bu çalışmada kırk adet ağırlıkları 300-350 g arasında deği-
şen 3 aylık erkek Wistar albino sıçan kullanıldı ve sıçanlar 
standart laboratuvar koşullarında (12 saat aydınlık-12 saat 
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karanlık, 21±1°C oda sıcaklığı, ad-libitum su ve besin) ba-
rındırıldı. Tüm deneyler ulusal sağlık enstitüleri tarafından 
kabul edilen deney hayvanları bakımı ve kullanımı ilgili 
kurallar çerçevesinde Bezmialem Vakıf Üniversitesi De-
neysel Araştırma Merkezi’nde (Etik Kurul Onayı 2016/128 
sayılı, 22.04.2016 tarihli olarak Bezmialem Vakıf Üniversi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan ’ndan alındı) 
gerçekleştirildi. Hayvanlar rastgele olarak : (i) tek başına 
serum fizyolojik (SF) uygulanan (kontrol, n=10); (ii) tek ba-
şına pentilentetrazol (PTZ, n=10) uygulanan (24 saat önce 
SF uygulandı), (iii) tek başına EPO uygulanan (SF uygula-
masından 24 saat önce EPO, n=10) ve (iv) PTZ enjeksiyo-
nundan 24 saat önce EPO uygulanan (EPO + PTZ, n=10) 
olmak üzere dört gruba ayrılmıştır.

Uygulanan maddeler ve dozları
Rekombinant insan eritropoeiteni, (r-HuEPO, Eprex; Epo-
etin alfa, 3000 IU/ml, Santa Farma, Turkey) intraperitoneal 
(i.p) 3000 IU/kg olacak şekilde SF içerisinde seyreltilerek 
kullanıldı. Bu doz daha önce kullanılmış olup herhangi bir 
yan etkisi görülmemesi (17) sebebiyle tercih edilmiştir. 
EPO veya SF uygulamalarından 24 saat sonra sıçanlara 
SF içinde çözündürülen 60 mg/kg i.p. PTZ (Sigma) uygu-
lanmıştır. Kontrol ve EPO kontrol gruplarındaki sıçanlara 
serum fizyolojik uygulandı. 

Epileptik nöbetler geçirildikten 48 saat sonra (kısa ve 
uzun süreli hafıza testi yapılmıştır, ancak sonuçları burada 
değerlendirilmemiştir) biyokimyasal analizler için 6 hay-
vandan kardiyak kan alındı, dekapite edilen hayvanların 
hipokampus ve korteksleri ayrılarak sıvı azotla dondurul-
du ve -80°C saklandı. Alınan kanlar 3000 xg’de santrifüj-
lenerek çalışılmak üzere saklandı. İmmunohistokimyasal 
çalışmalar için ise perfüzyon yöntemi uygulandı.

PTZ indüklü nöbet şiddetlerinin değerlendirilmesi
Nöbet şiddeti; PTZ verildikten sonra iki saat süre ile sı-
çanlar gözlenerek nöbetler Racine skalasına göre skorlan-
dı (26). 0 nöbet yok; 1 jeneralize myoklonikjerk (bir kasın 
geçici olarak kasılıp sarsılması); 2 doğrulma kaybının eşlik 
etmediği jeneralize klonik nöbet; 3 doğrulma kaybının eş-
lik ettiği jeneralize klonik nöbet; 4 ön ekstremite tonusu 
ile doğrulma kaybı; 5 arka ekstremite tonusu ile doğrul-
ma refleksinin kaybı olarak kabul edilerek nöbet şiddeti 
belirlendi.

Hipokampus ve frontal korteks dokularında ve plazma 
örneklerinde biyokimyasal belirteçlerin çalışılması
Dondurularak saklanan hipokampus ve frontal korteks 
dokuları 137 mM NaCl, 10 mM fosfat ve 2,7 mM KCl 
içeren ve pH’sı 7,4 olan fosfat tamponunda (PBS) homo-
jenize edildikten sonra +4°C’de 10000g’de 15 dakika 
santrifüj edildi. Plazma ve doku (hipokampus ve korteks) 
örneklerinde nNOS (SunLong, SL1253Ra, China), iNOS 
(SunLong, SL1250Ra, China), eNOS (SunLong, SL1251Ra, 
China) belirteçleri çalışıldı. 

İmmunohistokimyasal metod
Deney sırasında 4 sıçanın perfüzyon yöntemiyle kısmen 
fikse edilen beyinleri, sağ ve sol hemisferler olarak ayrıl-
dı. %10 nötral formalinde fikse edildi. Dokular daha sonra 
parafin bloklar haline getirilerek 5 µm kalınlığında alınan 
kesitler immunohistokimyasal çalışmalar için kullanıldı. 

Lamlara alınan kesitler deparafinizasyon ve dehidratasyon 
işlemlerinden sonra saf suda yıkandı. Lamlar mikrodalga 
fırında sitrat tamponu (pH:6,0) içerisinde 600 Watt’ta 10 
dakika kaynatıldıktan sonra oda sıcaklığında soğumaya 
bırakıldı. Sitrat tamponunun ardından saf suda yıkanan 
kesitler 10-15 dakika boyunca PBS (pH:7,2)’de bekletildi. 
Tüm kesitler, endojen peroksidaz aktivitesinin engellen-
mesi için, oda sıcaklığında ve nemli ortamda %3’lük hid-
rojen peroksit (H2O2) (Merck, 1,08597) içinde 10 dakika 
tutulduktan sonra PBS’e alındı. Daha sonra, kesitlere oda 
sıcaklığında 10 dakika Ultra V blok (Thermo Scientific, TA-
125-UB) uygulandı. Kesitler nNOS ( 1:150 dilüsyonunda, 
Invitrogen 617000) ve eNOS (1:100 dilüsyonunda Labvisi-
on RB9279) antikorları +4 °C’de bir gece (18 saat), iNOS 
antikoru (1:100 dilüsyonunda, Lab VisionRB1605) ile oda 
ısısında 1 saat tutuldu. Tüm antikorlar, UltrAb Diluent (Lab 
Vision, TA-125-UD)’de sulandırıldı. Lamlar, PBS’ de 3 kez 
5’er dakika yıkandıktan sonra, 30 dakika oda sıcaklığında, 
keçiden elde edilmiş biyotinlenmiş anti-tavşan sekonder 
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inkübe edildi. 
Kesitler PBS’ de yıkandıktan sonra, peroksidaz ile işaretli 
streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)’de oda sıcak-
lığında 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon ürününün oluş-
ması için, maksimum 10 dakika AEC (3-amino-9-etilkarba-
zol) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile inkübe edildikten 
sonra distile su ile yıkandı. 45 saniye boyunca Mayer he-
matoksilende (Lab Vision, TA-125-MH) tutularak zıt boya-
ma yapılan kesitler, 5 dakika musluk suyunda yıkandıktan 
sonra gliserol jelatin (Lab Vision, TA-125-UG) ile kapatıldı. 
Leica ışık mikroskobu ile incelenerek hipokampusun CA3, 
CA1 ve DG alanlarındaki eNOS, iNOS ve nNOS pozitif 
reaksiyonlu hücrelerin dağılımı H-skor ile değerlendirildi. 
[H-skor=S Pi (i + 1), “i” reaksiyon şiddeti ve “P” reaksiyon 
gösteren hücre yüzdesi] (21). DG, CA3 ve CA1 bölgele-
rinin H-skorları birlikte değerlendirilerek ortak bir H-skor 
değeri elde edildi ve gruplar karşılaştırıldı.

İstatistiksel Analiz
Elde edilen tüm veriler Instat istatistik yazılımı (Instat 
Graphpad Yazılımı, San Diego, CA, ABD) kullanılarak 
analiz edilmiştir. Normal dağılım için grupların uyumlulu-
ğunun test edilmesinin ardından, doku homojenatları ve 
plazma örnekleri, tek yönlü varyans analizi uygulanarak 
Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanılarak değerlendiril-
di. Nöbet şiddeti ise student-t testi (Mann Whitney post 
test) ile değerlendirildi. Değerler ± standart sapma olarak 
ifade edildi. P<0,05 değeri tüm analizlerde istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edildi.
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BULGULAR

EPO ön-uygulamasının nöbet şiddeti üzerine etkileri
PTZ uygulanması sonucunda nöbet şiddeti 4,8±0,4 olarak 
skorlanırken, EPO ön-uygulamasıyla nöbet şiddetlerinin 
3,4±0,5 olduğu ve EPO ön uygulamasının nöbet şiddeti-
ni anlamlı olarak azalttığı (p<0,01) tespit edildi. Son PTZ 
uygulamasından sonra olacak şekilde hafıza testi (kısa ve 
uzun süreli hafıza) yapılmıştır ancak sonuçlar verilmemiştir.

EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde nNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma nNOS düzeyleri 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 göre EPO 

grubu nNOS düzeyinin anlamlı olarak azaldığı (p<0,001) 
görülürken, PTZ grubunda ise anlamlı bir değişiklik gö-
rülmedi. EPO+PTZ grubunun plazma nNOS düzeyi PTZ 
grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldı (p<0,001). Hipo-
kampus nNOS düzeyleri değerlendirildiğinde ise, EPO 
uygulanan grupta (35,6±1,8) kontrol grubuna (121,3±7,4) 
göre anlamlı olarak azalış (p<0,001) görülürken; PTZ uy-
gulanan grupta (140,9±9,5) ise kontrole göre farklılık tes-
pit edilmedi. EPO+PTZ grubu nNOS düzeyi (273,6±59) 
ise PTZ grubuna göre anlamlı olarak arttı (p<0,001) (Şe-
kil 1). Frontal korteks nNOS düzeyleri kontrol grubuna 
(74,6±30,1) göre; EPO uygulanan grupta (35,1±18,5) 
azaldığı (p<0,05); PTZ uygulanan grupta (156,3±22) ise 
anlamlı olarak arttığı (p<0,001) görüldü. Frontal korteks 
nNOS düzeyi EPO+PTZ grubunda (82,8±20,2) ise, PTZ 
grubuna göre azaldı (p<0,001) (Şekil 1).

Şekil 1: Hipokampusde nNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks 
doku örneklerinde nNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde nNOS anlatımı gösterilmektedir. 
I: Hipokampusteki nNOS anlatımının H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, 
hipokampus ve frontal korteks örneklerinde nNOS düzeyleri (n=6).*, kontrol grubuna; 
δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
δδp<0,01; δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.
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Hipokampusun CA3, CA1 ve DG alanlarında immuno-
histokimyasal olarak nNOS pozitif reaksiyonunun şiddeti 
incelendiğinde EPO grubunda ve PTZ grubunda nNOS 
reaksiyonunun kontrol grubuna göre azaldığı (p<0,01)
gözlemlendi. EPO ön-uygulamasından 24 saat sonra PTZ 
verilen gruptanNOS anlatımının, PTZ grubuna göre an-
lamlı olarak bir arttığı görüldü (p<0,01) (Şekil 1).

EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde iNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma iNOS düzeyleri 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-
sında anlamlı bir farklılık yoktu. Hipokampus iNOS düze-
yinde, EPO uygulanan grup (46,3±6,3) ile kontrol grubu 

(41,4±8,0) arasında anlamlı bir farklılık gözlenmezken; 
PTZ uygulanan grupta (29,8±1,5) iNOS düzeyinin kontrol 
grubuna göre (p<0,05) azaldığı görüldü. EPO+PTZ grubu 
iNOS düzeyi (46,1±6,2), PTZ grubuna göre arttı (p<0,001) 
(Şekil 2). Frontal korteks iNOS düzeyleri 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 arasında anlamlı bir farklılık saptanmadı.

İmmunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1 
ve DG alanları incelendiğinde EPO grubundave PTZ gru-
bunda iNOS pozitif reaksiyonu, kontrol grubuna göre 
anlamlı bir farklılık göstermedi. EPO ön-uygulamasından 
24 saat sonra PTZ verilen grup ile PTZ grubu arasında da 
belirgin farklılık gözlemlenmedi (Şekil 2).

Şekil 2: Hipokampusde iNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku 
örneklerinde iNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde iNOS anlatımları gösterilmektedir. I: Hipokampusteki iNOS anlatımının 
H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, hipokampus ve frontal korteks örneklerinde iNOS 
düzeyleri (n=6). *, kontrol grubuna;  δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. 
*p<0,05; ***p<0,001; δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.
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EPO ön-uygulamasının plazma, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde eNOS düzeyi ve hipokampusteki 
ekspresyonu üzerine etkisi
Plazma eNOS düzeyleri 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 arasında anlam-
lı bir farklılık yoktu. Hipokampus eNOS düzeyleri 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 düzeyi kontrol gru-
buna göre anlamlı olarak azalırken (p<0,01); EPO grubun-
da kontrol grubuna göre anlamlı bir farklılık görülmedi.
EPO+PTZ grubunda ise PTZ grubuna göre eNOS düze-

yinin arttığı (p<0,001) ve kontrol ile EPO gruplarına yak-
laştığı görüldü (Şekil 3). Frontal korteks eNOS düzeyleri 
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 arasında anlamlı bir farklılık yoktu 
(Şekil 3).

İmmunohistokimyasal olarak hipokampusun CA3, CA1 
ve DG alanlarındaki eNOS pozitif reaksiyonu EPO gru-
bunda (p<0,01) ve PTZ grubunda (p<0,001) kontrol gru-
buna göre azaldı. EPO ön-uygulamasından 24 saat sonra 
PTZ verilen grupta eNOS anlatımının PTZ grubuna göre 
(p<0,01) anlamlı olarak arttığı görüldü (Şekil 3).

Şekil 3: Hipokampusde eNOS anlatımı ile plazma, hipokampus ve frontal korteks doku 
örneklerinde eNOS düzeyleri. 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 bölgelerinde eNOS anlatımları gösterilmektedir. 
I: Hipokampusteki eNOS anlatımının H-skor olarak gösterilmesi (n=4). II: Plazma, 
hipokampus ve frontal korteks örneklerinde eNOS düzeyleri (n=6). *kontrol grubuna; 
δ, PTZ grubuna göre karşılaştırmayı ifade etmektedir. **p<0,01; ***p<0,001; δδp<0,01; 
δδδp<0,001. Veriler ortalama±standart sapma olarak değerlendirilmiştir.
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TARTIŞMA VE SONUÇ

Eritropoietin, antikonvulsan etkileriyle beraber, üç NOS 
izoformu üzerinden hipokampus veya frontal korteksde 
farklı etkiler göstermektedir. PTZ uygulamasından 24 saat 
önce EPO uygulanması, hipokampusde ağırlıklı olarak 
nNOS olmak üzere kısmen eNOS ve iNOS üzerinden hi-
pokampus ve frontal korteksde etkileri olmaktadır.

Deneysel olarak indüklenen nöbetlerde, EPO ön-tedavisi-
nin serebral iskemi, travma modellerinde nöron koruyucu 
ve antiinflamatuar etkileri gösterilmiştir (20, 21). Bizim de 
çalışmamızda EPO ön-uygulamasıyla nöbet şiddetlerinin 
azaldığını gösterdik ve literatürle uyumludur. NMDA re-
septörlerinin aktivasyonu L-argininden NO üreten enzim-
leri tetikler (27). EPO’nun nöroprotektif etkisinde NO’nun 
sorumluluğu, genellikle NO’nun vazodilatatör etkisi yani 
kan akımını artırması ile açıklanmaktadır (22). NO’nun, 
nöronal hücre kültürlerinde EpoR ekspresyonunu indük-
leyebildiği (23), vazodilatasyon yoluyla oksijen teminini 
artırabileceği ve dolayısıyla doku koruyucu etkileri sağ-
layabileceği ancak NO’nun aşırı üretilmesinin nörotoksik 
olduğu da bilinmektedir (24). Bazal gangliyon hücre kül-
türlerinde, NO uygulamasının, glial hücrelerde EPO’nun 
HIF aracılıklı transkripsiyonuna bağlı olarak aksonal deje-
nerasyona karşı koruma sağladığı gösterilmiştir (25).

Farelerde, normal koşullarda NO içeriği serebral kortek-
sin temporal bölgesinde (amigdala dahil); hipokampus, 
serebellum ve serebral korteksin diğer bölgelerinden 
daha fazla olduğu bildirilmiştir (28). PTZ indüklü konvul-
sif nöbetlerden sonra tüm beyin bölgelerinde NO mik-
tarının %50’den fazla arttığı gösterilmiştir (3). nNOS (-/-) 
olan farelerde, PTZ ile nöbet oluşması daha yüksektir (29). 
PTZ, dozuna da bağlı olarak beynin farklı bölgelerinde 
farklı hücrelerde farklı etkiler gösterir. NO, NOS bağımlı 
hücreye özgü sinyal kompleksleri aracılığıyla bu etkileri-
ni segileyebilir (30). NO’nun prokonvulzan etkisini rapor 
eden çalışmalar (31, 32), yanında antikonvulsan etkisini 
gösteren çalışmalarda mevcuttur (29).PTZ ile indüklenen 
kindling nöbetlerde NO’nun elektriksel deşarjları azalta-
rak antikonvulzan etkisi gösterilmiştir (32). nNOS tarafın-
dan NO üretimi, hipoksi süresince veya sonrasında artar 
(33). Bizim çalışmamızda da PTZ ile oluştrulan tonik klonik 
nöbetler sonrasında frontal korteksde nNOS düzeyi artış 
göstermiştir. Ancak PTZ grubunda, serum düzeyinin aksi-
ne hipokampus alt bölgelerinde nNOS ekspresyonunun 
düşmesinin bir nedeni epileptik nöbetlerin indüklediği 
oksidatif stres olabilir. NMDA reseptörü içeren nöronların 
yüksek oranda nNOS içerdikleri rapor edilmiştir (34). Epi-
leptik nöbetlere özellikle hipokampal nöronların hassasi-
yeti ve nöbetlerin oluşumunda hipokampal nöronlardaki 
aşırı elektriksel aktivitenin sorumluluğu bilinmektedir. 
Dolayısıyla frontal korteksden farklı olarak hipokampusda 
NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu, hücre içine aşırı 
kalsiyum girişi reaktif oksijen ürünlerinin oluşumuna ne-

den olur. Bu oksidatif ürünlerin hipokampusda nNOS ile 
reaksiyona girip oksidatif peroksit ürünlerinin oluşumuna 
(35) böylece hipokampusda nNOS’da azalmaya neden 
olabiliceğini düşündürmektedir. Ayrıca deneyin hafıza 
testinden sonra sonlandırılması, iyileşme süreçlerinin 
devreye girmiş olmasını da etkin kılmış olabilir. İlginç ola-
rak tek başına EPO uygulamasından sonra hem plazma, 
hipokampus ve frontal korteksdeki düzeyleri ve hem de 
hipokampusdeki nNOS anlatımının (kontrole grubuna kı-
yasla) çok belirgin olarak düşmüş olması, tek başına EPO 
uygulamasının nNOS üzerine baskılayıcı olabileceğini 
düşündürmektedir. Bu düşüncemiz Kılıc ve ark. (2005) ta-
rafından yapılan murin beyninde rhEPO’sunun transgenik 
ekspresyonu, striatal nöronlarda nNOS ekspresyonunu 
baskıladığını bildiren çalışmayla da örtüşmektedir (36). 

NO’in, kortikal nöronlarda eksitotoksisiteye karşı koruyu-
cu fakat hipokampusdeki nöronlarda uyarılabilirliğe karşı 
hücre tiplerine özgü etki gösterdiği düşünülmektedir (30). 
Glial (Shwann) hücre kültüründe, NO-indüklü aksonal ko-
rumanın hipoksi indükleyici faktör (HIF)-1 aracılı olarak 
EPO transkripsiyonuna bağlı olduğu gösterilmiştir (25). 
Çalışmamızda da EPO uygulamasından sonra PTZ verilen 
hayvanların hipokampuslarında nNOS ekpresyonunun 
kontrol seviyesinde korunması, EPO’nun antioksidan etki-
sine bağlı olduğunu düşündürmektedir. EPO hipokamus-
da oksidatif stresi azaltarak mevcut nNOS ekspresyonun 
korunmasını sağlayabilir. Nitekim EPO ön tedavisinin, 
PTZ indüklü epileptik nöbetlerin hipokampusda indükle-
diği lipid perksidasyon ürünü olan MDA seviyesini düşür-
düğü gösterilmiştir (21).

PTZ verilerek akut nöbet oluştuktan 1 saat sonra izole 
edilen sıçan hipokampuslerinde iNOS düzeyi artarken 
eNOS düzeyinin azaldığı bildirilmektedir (21). Buna karşın 
60 mg/kg PTZ ile indüklenen akut nöbetlerde hipokam-
pusda iNOS ekspresyonun değişmediğini rapor eden 
çalışma da mevcuttur (37). Bizim çalışmamızda PTZ veri-
len grupta hipokampus eNOS düzeyi literatürle uyumlu 
şekilde düşmüştü, ancak ilginç olarak iNOS düzeyleri de 
düşüktü. Bu durum literatürle çelişmektedir. Bunun nede-
ni nöbetlerden sonra örneklerin alınma süreleri arasındaki 
farklılık olabilir. Ayrıca nöbetlerin neden olduğu oksidatif 
stres tüm NOS türleri ile üretilmiş NO ile birleşerek reak-
tif nitrojen ürünleri oluşturabilir, bu nedenle diğer NOS 
türlerinde olduğu gibi iNOS da düşük bulunmuş olabilir. 
Nitekim reaktif oksijen ürünlerinin iNOS ile reaksiyonu 
yüksek oranda gerçekleşmektedir. EPO’nun, inflamatuvar 
uyaranlara maruz kalmış oligodendrositlerdeki proinfla-
matuar medyatör olan iNOS ekspresyonunu hafiflettiği, 
buna karşın EPO’nun orta düzeyde eNOS’u aktive ede-
bileceği bildirilmektedir (37). Bahçekapili ve ark. (2014) 
tarafından yapılan çalışmada EPO ön uygulaması ile hi-
pokampusde eNOS düzeyinin arttığı, iNOS seviyesinin 
de azaldığı rapor edilmiştir (21). Çalışmamızda PTZ uygu-
lamasından önce EPO ön-uygulaması ile hipokampusde-
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ki iNOS ve eNOS düzeyleri ve anlatımları kontrol grubu 
değerlerine yaklaştı. eNOS ve iNOS normal değerlere 
yaklaşırken, nNOS düzeyinin yaklaşık 2 kat kadar hipo-
kampusde belirgin olarak artmış olması, EPO ön-uygula-
masının tonik klonik nöbetlerde hipokampusde nNOS’u 
artırarak koruyucu özelliklerini sergileyebileceğini dü-
şündürmektedir. Bu düşünce de, nNOS’un beynin farklı 
bölgelerinde ve farklı durumlarda prokonvülsan veya an-
tikonvulsan davranış sergilediği şeklinde yorumlanabilir. 
Bazı çalışmalarda nNOS’un antikonvülsan özelliklerinin 
de ortaya konmasıyla epilepsi tedavilerinde NO aracılı 
tedavi yöntemlerini ve olasılıklarını geliştirme gerekliliği 
ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, EPO ön uygulaması yapılan 
kontrol grubu hayvanların serum, hipokampus ve frontal 
korteks örneklerinde nNOS düzeyinin düşük olması ilginç 
bir bulgu olarak karşımıza çıkmaktadır ve bu bulgu bize 
EPO’nun ağırlıklı olarak nNOS’u da etkileyebileceğini 
gösterir.

Çalışmamızda hipokampusdeki NOS türleri anlatımları-
nın zaman zaman biyokimyasal ölçümlerden farklı olması, 
biyokimyasal incelemeler için total hipokampus dokusu 
kullanılması ve anlatımlarının incelemesi hipokampusdeki 
belli zonlardaki hücrelerin sayımı ile ince bir kesit üzerin-
de yapılmış olmasından kaynaklanmış olabilir. 

Sonuç olarak, EPO ön-uygulamasının nöbet şiddetini 
azalttığı ve PTZ indüklü nöbetlerden 48 saat sonra dene-
yin sonlandırılmasıyla EPO uygulaması, hipokampus alt 
bölgelerinde eNOS ve daha belirgin olarak nNOS dü-
zeyini artırmıştır. EPO’nun antiepileptik etkisini NOS’lar 
bağlamında değerlendirecek olursak; EPO ön tedavisi; 
1) eNOS aracılığıyla nöbete hassas bölge olan hipokam-
pusda kan akımını artırarak nöbetlerin neden olduğu 
iskeminin engellenmesi ve dolayısıyla kanlanmanın azal-
masına bağlı nöronlardaki hipereksitabilitenin engellen-
mesi ile, 2) muhtemelen antioksidan etki ile nöbetlerin 
neden olduğu oksidatif etkiyi azaltıp antioksidan etki ile 
hem eNOS hem de nNOS’un azalmasnı engellemiştir. 
Böylelikle EPO ön tedavisi eNOS ve nNOS aracılığı ile 
antikonvulzif etki gösterebilir. Bu preliminer ancak özgün 
bulgularımız EPO’nun antiepileptik ve antiamnezik etki-
sinde NO’nun sorumluluğunun spesifik NO inhibitörleri 
ile daha ileri araştrılması gerekliliğini düşündürdü.
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ÖZET
Amaç: Sendromik (SCS) ve non-sendromik kraniyosinostozlu 
(NSCS) olgularda, kraniyosinostoz tipleriyle ilişkilendirilmiş gen-
lerde (FGFR1-3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23) mutas-
yonların araştırılması ve moleküler genetik tanı için akılcı bir akış 
şeması oluşturulması. 
Gereç ve Yöntem: İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, 
Tıbbi Genetik AD’da kromozom anomalisi dışlanmış, altısı prena-
tal ve 34’ü postnatal tanı alan, dokuzu NSCS ve 31’i SCS toplam 
40 olgu ile 34 sağlıklı ebeveyn çalışmamıza dahil edildi. SCS’li ol-
guların dokuzu Pfeiffer (PS), altısı Crouzon (CRS), beşi Apert (AS), 
yedisi Saethre-Chotzen (SaCS) ve dördü Muenke (MUS)/Saethre 
Chotzen (SaCS) idi. Kraniyosinostoz tipine göre mutasyonların en 
sık gözlendiği gen/ekzon bölgelerinden başlanarak, tüm gen ve 
ilişkili diğer genler aşamalı olarak Sanger dizileme yöntemi ile in-
celendi. Mutasyon saptanmayan olgularda incelenen genlerdeki 
büyük delesyon ve duplikasyonlar Multiplex Ligation-depended 
Probe Amplification (MLPA) yöntemi ile araştırıldı.
Bulgular: Olgularımızın %50’sinde dizi analizi ile ve %2,5’unda 
MLPA yöntemi ile klinik bulguları destekleyen moleküler gene-
tik sonuçlara ulaşıldı. Moleküler tanı oranı SCS grubunda %64,5, 
NSCS grubunda %11,1 oldu.
Sonuç: Sendromik olgularda moleküler tanı oranı seri ortalama-
sının üzerinde idi. Birinci basamakta FGFR2 geni ekzon 7-8’de 
olası mutasyonlar dışlandıktan sonra, ikinci basamaktaki hedef 
ekzonlara (3, 5, 11, 14-17) ekzon 12 ve 13’ün ilavesi PS’de mutas-
yon saptama oranını %33 arttırdı. Çalışmamız, moleküler tanı alan 
ailelere özgün genetik danışma olanağı sağladı. CS olgularında 
izlenen akış şemasında Sanger dizileme ile 1. ve 2. basamak test-
lerden sonra mutasyon saptanmayan olguların yeni nesil dizileme 
tekniği ile klinik ekzom ve yüksek çözünürlüklü mikroarray çalış-
masına alınmasının uygun olacağına 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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GİRİŞ

Kafatası kemiklerini birleştiren kraniyal sütürler, fibröz do-
kular olup doğum sırasında kafanın kanaldan rahat geç-
mesine ve ilerleyen süreçte beynin büyümesine olanak 
sağlar (1, 2). Beyin kubbesinde sagital, koronal, metopik 
ve lambdoid olmak üzere sekiz adet kraniyal sütür bulu-
nur. Sütürlerin erken füzyonu sinostoz, sütürlerden bir veya 
birkaçının erken kapanması ile ortaya çıkan malformasyon 
da kraniyosinostoz (CS) olarak tanımlanır. 1/2100-1/2500 
canlı doğumda bir gözlenen (3, 4) bu malformasyonun 
varlığında beyin, kranyumun açık olan sütürleri yönünde 
büyümeye devam eder ve kapanan sütüre özgün (trigo-
nosefali, skafosefali, akrosefali, plagiosefali, ve brakisefali 
vb.) deformasyonlar ortaya çıkar. CS’ların önemli bir kısmı 
izole formda non-sendromik (NSCS), pek azı ek bulgu-
ların eşlik ettiği sendromik formda (SCS) gözlenir. İzole 
formlar; sagital, lambdoid, koronal (tek veya çift taraflı 
sütürün etkilenmesiyle), metopik ya da çoklu sütür sinos-
tozlarıdır (4, 5). Prevelansı 3-5/10.000 olarak verilen CS’la-
rın %70-85’inini oluşturan NSCS’ların %92’si sporadiktir ve 
patogenezi tam olarak aydınlatılamamıştır (6-8).

CS’lu olguların %15-40’ını oluşturan SCS’lar, bugüne 
kadar 180’den fazla sendromla ilişkilendirilmiştir (8, 9). 
SCS’lar, otozomal dominant (OD), otozomal resesif (OR) 
ve X-e bağlı kalıtım göstermektedir (8, 10, 11). SCS’lar 
içinde 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), geniş bir klinik spektrumu olan PS-
genellikle geniş, radyale dönük başparmak ve/veya bü-
yük ayak baş parmak, nadiren kutanöz sindaktili ile, CRS, 
el ve ayaklarda herhangi bir bulgu olmaksızın kruzonoid 
yüz görünümü ile (4, 13) SaCS uni/veya bilateral koronal 
sinostoz, fasiyal asimetri, pitoz, anormal kulak görünümü 
ile karakterizedir (4, 8, 14).

CS ile ilişkili ilk tek gen mutasyonu, MSX2 geninde Jabs 
ve ark.’ları (1993) tarafından tanımlanmıştır (15), ancak gü-
nümüze kadar başka hiçbir olguda gösterilememiştir (4, 
8). Son yıllarda yeni nesil dizileme teknolojilerinin kulla-
nılmasıyla CS ilişkili genlerin ve yolakların belirlenmesine 
yönelik çalışmaların sayısı artmıştır. Günümüzde, İnsan 
Genomu Mutasyon Veri Bankasında (HGMD) CS’la iliş-
kilendirilmiş 73 gen bildirilmektedir. CS ilişkili gen sayısı 
artmasına rağmen, SCS ile ilişkili genler arasında FGFR2 
%32 ile ilk sırada yer alırken, bunu %25 ile FGFR3 ve %19 
ile TWIST1 genleri izlemektedir (4, 16). FGFR (Fibroblast 
Growth Factor Receptor) grubundan CS ilişkisi tanımlan-
mış diğer bir gen ise, FGFR1’dir.

FGFR genlerinin kodladığı fibroblast büyüme faktörü 
reseptörlerin, fibroblast büyüme faktörlerine bağlanan, 
membran dışına uzanan ligand domaininde üç adet im-
munoglobin benzeri domain (Ig I, II ve III), heliks yapı-
sında olan tek bir transmembran domaini ve hücre içine 

uzanan tirozin kinaz aktivitesi gösteren intrasellüler do-
maini bulunmaktadır (4, 8). FGFR2 ve FGFR3’de saptanan 
mutasyonların büyük çoğunluğu genin IgII (D2) ve IgIII 
(D3), TWIST1’de ise “helix-loop-helix” domaini kodlayan 
bölgelerinde saptanmaktadır (4). CS ilişkisi iyi tanımlan-
mış ancak nadir sayıda olguda gözlenen genler ise POR, 
FREM1 ve RAB23’dür (4, 8, 17, 18). 

FGFR2’deki mutasyonlar, AS ve CRS’lu olguların %100’ün-
den, PS’nun ise >%95’inden sorumlu tutulmaktadır (8). 
Bu gendeki farklı tip mutasyonların, AS, CRS ve PS’na yol 
açması ekspresivite değişkenliğini göstermektedir (4, 19). 
PS’da olguların %5’inde FGFR1 geni mutasyonları tanım-
lanmıştır. TWIST1 ve FGFR2 genlerindeki heterozigot mu-
tasyonlar, SaCS’na yol açmaktadır (4, 8, 20).

CS olgularındaki genetik çalışmalar, FGFR mutasyonları-
nın çoğunun reseptör dimerizasyonunu, ligand bağlan-
ma aktivitesini ve reseptörün kinaz aktivasyonunu arttı-
ran mutasyonlarla ilişkili olduğunu göstermiştir (21, 22). 
Fibroblast Büyüme Faktör (FGF)’leri, FGFR gen ailesinin 
ligantlarıdır. Günümüze kadar FGF ailesinden 23 üye 
(FGF1-FGF23) tanımlanmıştır (21, 23-25). Gebeliğin olu-
şumuyla FGF ve FGFR’ler, kraniyal sütürlerde ifade edilir. 
Ekstraselüler matrikste ve hücre yüzeyinde bulunan hepa-
ran sülfat proteoglikan (HSPG) molekülleri, FGF molekül-
lerinin uzaysal ve zamansal aktivitesini belirleyici özelliğe 
sahiptir. Hücre yüzeyinde HSPG’lerin, FGF/FGFR etkile-
şiminde FGF’leri ısı, pH ya da proteazlara bağlı yıkımdan 
koruyarak stabilize ettikleri bildirilmiştir (24, 26, 27). Aktive 
olan FGF/FGFR sinyal yolakları kafatası ve kraniyal sütür 
gelişiminde önemli bir yer tuttuğundan bu yolaktaki pro-
teinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar normal gelişi-
min bozulmasına ve FGFR ilişkili kraniyosinozlara neden 
olmaktadır (7, 28).

Bu çalışma ile CS ilişkili fenotiplerde, sekiz gende (FGFR1, 
FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23) 
olguların klinik tanıları dikkate alınarak,moleküler genetik 
test akış şeması ile incelenmesi, SCS ile NSCS olgularında 
moleküler tanı saptama oranlarının belirlenmesi ve elde 
edilen veriler ile etkin bir akış şeması oluşturulması he-
deflendi.

GEREÇ VE YÖNTEM

1990-2014 yılları arasında İstanbul Üniversitesi, İstanbul 
Tıp Fakültesi, Tıbbi Genetik AD polikliniğinde kraniyosi-
nostoz tanısı alan ve izlenen, kromozom anomalisi dışla-
nan ve projeye katılmaya onam veren, altısı prenatal ve 
34’ü postnatal olan toplam 40 olgu ve 34 aile bireyi çalış-
maya alındı. Olguların 31’i (AS n:5, PS n:9, CRS n:6, MUS 
n:4, SaCS n:7) SCS ve dokuzu NSCS grubunda değerlen-
dirildi. Postnatal olgularda periferik kan (n=68), prenatal 
olgularda kordon kanı (n=2), fetal deri (n=2), amniyotik 
sıvı hücre kültürü (n=1) ve kardiyosentez (n=1) örnekleri 
DNA izolasyonu için kullanıldı, test için -20°C’de saklandı.
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Aday genlerin transkriptleri HGMD ile uyumlu olarak se-
çildi. Primerlerin tasarımında Ensembl’dan yararlanıldı, 
özgünlük UCSC’de test edildi. Sanger dizileme yöntemi 
ilk 21 olguda hizmet alımı (Macrogen), 19 olguda ve ailele-
rinde laboratuvarımızda (ABI3500) gerçekleştirildi. Varyant 
değerlendirilmesinde in silico veri taban analizleri uygu-
landı, ClinVar, HGMD ve çeşitli literatürlere başvuruldu.

Delesyon/duplikasyon analizleri için SALSA-MLPA-Kra-
niofasial (P080-B1 Lot.0710) kiti firma protokollerine uy-
gun olarak çalışıldı. İncelenen bölgeler; 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

Çalışmaya alınan olguların (n=40), 31’i SCS (%77,5) ve 9’u 
NSCS (%22,5) idi. Olguların klinik tanı dağılımı Şekil 1’de, 
bulguları Tablo 1’de sunulmaktadır. 

Genel seride mutasyon saptanma oranı %52,5 (21/40) olup 
OD kalıtım gösteren üç gende (FGFR2, FGFR3 ve TWIST1) 
13 farklı mutasyon saptandı. Bu mutasyonlardan 12’si dizi-
analizi ile gösterilen değişimlerdi: sekiz yanlış anlamlı, iki 
anlamsız, biri daha önce tanımlanmamış sessiz ve biri 21 
bç’lik duplikasyon; 1’i ise MLPA analizinde saptanan tüm 
gen delesyonu idi (Tablo 2). Ebeveyn çalışmasında mutas-
yonların dört olgunun ikisinde maternal, ikisinde pater-
nal kaynaklı olduğu gösterildi. Maternal kalıtılan iki olgu 
SaCS, paternal kalıtılan iki olgunun biri PS tanılı, diğeri 
NSCS grubunda idi. Diğer 13 olgunun ebeveynleri mutas-
yon taşımadığından, gonadal mozaisizm dışlanamamakla 
birlikte, mutasyonun de novo oluştuğu öngörüldü. 

TARTIŞMA

AS’lu olguların %95-98’inde FGFR2 geninde özellikle 
ekzon 7’deki yanlış anlamlı c.755C>G (p.Ser252Trp) ve 
c.758C>G (p.Pro253Arg) mutasyonları sendromla ilişki-
lendirilmişti (4, 29). Uyguladığımız test akış şemasında 
1.basamakta yer alan FGFR2 geni ekzon 7’nin dizilenme-
si, AS’li olguların tamamına tanı olanağı sağladı. Bu sonuç 
literatür ile uyumlu bulundu (4). 

PS’lu olgularda, 1. basamakta FGFR2 ekzon 8 dizilemesi 
ile, üçte birine tanı konuldu. Literatürde 2. basamak tes-
ti olan ekzon 3, 5, 11, 14-17’nin dizilenmesi, ekzon 12 ve 
13’ün ise 3. basamakta dizilenmesi önerilmektedir (4). 
Çalışmada ekzon 12-13, 2. basamakta dizilenmiş ve iki ol-
guda saptanan mutasyonlarla tanı oranı PS’unda %66,6’ya 
yükselmiştir. Literatürde önerildiği gibi 1. basamakta 
FGFR2 ekzon 7-8 dizilemesi ile CRS’lu altı olgunun üçüne 
tanı konulabilmiş (%50), mutasyon saptanmayan olgularda 
diğer ekzon ve genlerde dizileme ve MLPA tekniğiyle her-
hangi bir mutasyon saptanmamıştır. Ayırıcı tanıda bilişsel 
geriliğin önemli olduğu MUS ile fenotipi sıklıkla örtüşen 
SaCS olgularında 1. basamak test olarak FGFR3 ekzon 7 
ve TWIST1 ekzon 1’in dizilenmesi önerilmekte ve mutas-
yon saptanan gene göre adlandırılmaktadır. Serimizdeki 
MUS klinik tanılı dört olgunun ikisinde (%50), birinci ba-
samakta çalışılan FGFR3 ekzon 7’de c.749C>G (p.Pro-
250Arg) mutasyonu saptanmıştır. SaCS olgularında en sık 
TWIST1 geninde mutasyon gözlenmektedir. Literatürde 
sadece bir SaCS olgusunda FGFR2 geninde mutasyon 
bildirilmiştir (30). Çalışmamızda SaCS olgularında, 1. basa-
makta TWIST1 ekzon 1 incelenmiş (Tablo 3) ve yedi olgu-
nun üçünde mutasyon saptanmıştır (%42,8). 2. basamakta 
uygulanan delesyon/duplikasyon testi ile bir olguda tüm 
gen delesyonu saptanmış ve SaCS olgularında mutasyon 
saptama oranımız %57’ye yükselmiştir. MLPA çalışması ile 
bir olguda mutasyon saptanmış olduğu için, SaCS olgula-
rında 2. basamak testi olarak MLPA önerilmelidir. 

Çalışma grubumuzda yer alan genlerde ekzon dizileme 
ve MLPA tekniği ile taranmasına rağmen (Tablo 3) mutas-
yon saptanamayan, PS (n=3), CRS (n=3) ve bir MUS (n:2) 
olgusunda akraba evliliği varlığı, çalışmamızda yer alma-
yan OR kalıtımlı CS ilişkili genlerin sorumlu olabileceğini 
düşündürdü. 

SCS olgularında MSX2, POR, FREM1, RAB23 genlerinin, 
kraniyosinoztozların etiyopatogenezinde çok nadir yer al-
dığı bildirilmektedir (4). Çalışmamızda son basamakta yer 
alan bu dört gende dizileme ile mutasyon saptanmamıştır. 

NSCS ön tanılı dokuz olguda eş zamanlı olarak FGFR3 
ekzon 7-9, FGFR2 ekzon 7 (IIIa) ve 8 (IIIc) ve TWIST1 dizi 
analizi gerçekleştirildi (4). Sadece 1 olguda FGFR2 geninde 
literatürde daha önce tanımlanmamış c.234C>T (p.His78=) 
sessiz değişim saptandı. Bu değişim için in silico program-
larda “patojenik varyant” öngörüsü yapılması ve ailedeki 
segregasyon çalışmasında sadece etkilenmiş bireylerde 
gösterilmesi, etkilenmemişlerde gösterilememesi bul-
gularla ilişkili olduğu yönünde değerlendirildi, ancak 1,5˚ 
kuzen evliliği ürünü olan bu olgudaki sonucun rastgele bir-
liktelik olabileceği de göz ardı edilmemelidir. İleride bu de-
ğişimi taşıyan farklı etkilenmiş bireylerin varlığı fenotip-ge-
notip ilişkisini destekleyecektir. Mutasyon saptanmayan 
olgularda delesyon ve duplikasyon tanısı için MLPA analizi 
ve eş zamanlı olarak FGFR2 ve FGFR3 genlerinin diğer 

Şekil 1: CS olgularının klinik tanıya göre dağılımı
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Tablo 1: CS olgularının demografik ve klinik bulguları

Olgu C.
Akraba 
Evliliği

Tanı yaşı
Mat/pat 
yaş

Ailede 
Taşıcılık

Etkilenmiş sütür Sd. Kd.
Geniş el/ayak 
baş parmağı

Proptozis
Mutasyon
+/-

AS1 E - 25 GH 36/38 - Koronal + - + + +

AS2 E - 2 ay 32/38 - Koronal + - + + +

AS3 E - 1 ay 28/36 - Koronal + - - + +

AS4 E - 1,5 yaş 34/36 - Koronal + - - + +

AS5 D - 27 GH 26/30 - Koronal + - + + +

PS1 D - 23 GH 32/35 - Koronal, sagital ve 
lambdoid

- - + + +

PS2 D - 2,5 yaş 32/36 - Koronal, sagital + - + + +

PS3 D - 3,5 ay 27/34 - Koronal, sagital - - + + +

PS4 D - 1,5 ay 39/38 - Sagital + + + + +

PS5 E 1˚ kuzen 6 ay 30/33 - Koronal, sagital + + - - -

PS6 E - 9 yaş 28/32 pat. Koronal + + + + +

PS7 E 1˚ kuzen 5 yaş 26/32 - Koronal, sagital + + + - -

PS8 E 1˚ kuzen 2 ay 21/24 - Koronal - - - + -

PS9 D - 22 GH 22/25 - Koronal, sagital ve 
lambdoid

- - + + +

CRS1 E 1˚ kuzen 6 yaş 28/34 - Koronal, sagital - + - + -

CRS2 E - 14 yaş 24/30 - Bikoronal - - - + +

CRS3 D 1,5˚ kuzen 14 yaş 27/31 - Bikoronal - - - + -

CRS4 D - 2 yaş 30/37 - Bikoronal - - - + +

CRS5 E 1˚ kuzen 4,5 yaş 27/31 - Koronal, sagital - - - + -

CRS6 D - 2 ay 25/28 - Bikoronal - - - + +

SaCS1 E - 3,5 yaş 37/41 - Bikoronal - - - + -

SaCS2 D - 7 ay 37/49 - Bikoronal - - - + -

SaCS3 E - 1,5 ay 28/36 - Bikoronal - - + + +

SaCS4 D 1˚ kuzen 3 ay 28/26 mat. Bikoronal + - - + +

SaCS5 D - 2 ay 35/37 - Bikoronal - - - + +

SaCS6 D - 11 ay 33/38 mat. Bikoronal - - + + +

SaCS7 D - 2,5 ay 30/37 - Bikoronal - - - + -

MUS1 E 1˚ kuzen 1 yaş 35/34 - Koronal + - - - -

MUS2 D - 3,5 ay 29/34 - Bikoronal - - - + -

MUS3 D - 2 ay 28/29 - Bikoronal - + - + +

MUS4 D - 2,5 ay 28/30 - Koronal - - - + +

NCS1 D 1,5˚ kuzen 10 gün 26/30 pat. Sagital - - - + +

NCS2 E - 2,5 yaş 28/36 - Sagital - - - - -

NCS3 E - 25 GH 20/20 - Koronal - - + - -

NCS4 E 1,5˚ kuzen 2 yaş 27/26 - Bikoronal - - - + -

NCS5 D 1˚ kuzen 36 GH 21/25 - Koronal - - + + -

NCS6 D 1,5˚ kuzen 1 yaş 29/30 - Sagital + - + -

NCS7 E 1˚ kuzen 8 gün 26/38 - Sagital - - - + -

NCS8 E - 2 yaş 33/35 - Sagital - - - - -

NCS9 E 1˚ kuzen 5 ay 30/30 - Bikoronal - - - - -

GH: gebelik haftası, C.Cinsiyet, *İlk değerlendirme, Sd:Sindaktili, Kd:Klinodaktili,mat.:maternal,pat.:paternal
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ekzonları dizilendi ve herhangi bir mutasyon saptanmadı. 
NSCS olgularının altısının ebeveyninde 1˚ ya da 1,5˚ kuzen 
evliliği varlığı (%66,6), OR kalıtım modeline uygun, henüz 
tanımlanmamış yeni genlerin varlığını düşündürmektedir.

Çalışmamızın başladığı 2011 yılından sonra, özellikle yeni 
nesil dizileme teknolojisinin kullanımı ile geniş seri çalış-
maları yayınlanmaya, yeni genler ve yolaklar belirlenmeye 
başlamıştır. 2012 yılında Justice ve ark.’ları 172 NSCS ol-
gusu ve 548 kontrolden oluşan serilerinde genom boyu 
ilişkilendirme çalışmaları (GWAS) ile BMP2 ve BBS9 gen-
lerinin de CS ile ilişkili olabileceğini bildirmişlerdir (31). 
Twigg ve ark.’ları 2013 yılında tüm ekzom dizileme (TED) 
ile bir olguda ERF geninde mutasyon saptamışlar, aile ça-
lışmasını takiben SCS ve NSCS olgularından oluşan 412 
olguluk serilerinde bu gende 12 olguda daha ERF ge-
ninde farklı mutasyonların varlığını göstermişlerdir (32). 
Sharma ve ark.’ları 2013 yılında SCS ve NSCS olguların-
da önce FGFR2-3 ve TWIST1’de mutasyon oranlarının 

yüksek olduğu gen bölgelerini dizilemişler ve mutasyon 
saptamadıkları bilateral koronal sinostozu olan yedi ol-
guda WES uygulamışlardır. Bu olgularda TCF12 geninde 
patojenik özellikte farklı varyantlar saptamaları üzerine bu 
genin CS ile ilişkili olabileceği öngörüsü ile aynı geni 347 
olguluk serilerinde çalışmışlar ve 38 olguda daha mutas-
yon saptadıklarını bildirmişlerdir (33). Lee ve ark.’nın 2017 
yılındaki çalışmasında FGFR1-3 genlerinin hastalık ilişkili 
hedef bölgeleri ve TWIST1 geni mutasyonlar açısından 
dışlanmış 233’ü retrospektif ve 86’sı ise prospektif olan 
kohortlarında, CS ilişkileri daha önce bildirilen 20 genden 
oluşan panel çalışmasında retrospektif gruptaki olguların 
%14’ünde ve prospektif gruptaki olguların ise %15’inde 
mutasyon saptamışlardır. Toplamda 33 olgunun 22’sinde 
TCF12 (55%), altısında EFNB1 (18%), ikisinde ALX4, ikisin-
de POR, ikisinde FGF10 ve birer olguda EFNA4, IL11RA 
ve ER’de mutasyon saptadıklarını bildirmişlerdir (34). 

Sonuçlarımız, özgün klinik tanının varlığında, CS’un mo-

Tablo 2: FGFR2, FGFR3, TWIST1 genlerinde mutasyon saptanan olgularda, fenotip, ilişkili gen mutasyonları  ve 
aminoasit değişimleri (n:21)

Fenotip Gen ve NM numarası Ekzon Nükleotid Aminoasit Değişimi

Apert sendromu
n:5

FGFR2
NM_000141.4

7 c.755C>G p.Ser252Trp

Pfeiffer sendromu
n:3

8 C.1019A>G p.Tyr340Cys

Pfeiffer sendromu
n:1

5 c.514_515delGCinsTT p.Ala172Phe

Pfeiffer sendromu
n:1

12 c.1646A>C p.Asn549Thr

Pfeiffer sendromu
n:1

13 c.1694A>C p.Glu565Ala

Crouzon sendromu 
n:2

7 c.833G>T p.Cys278Phe

Crouzon sendromu 
n:1

8 c.1025G>A p.Cys342Tyr

Muenke sendromu
n:2

FGFR3
NM_000142.4

7 749C>G p.Pro250Arg

Saethre-Chotzen 
sendromu n:1

TWIST1
NM_000474.3

1 355C>T p.Gln119*

Saethre-Chotzen 
sendromu n:1

1 c.376G>T p.Glu126*

Saethre-Chotzen 
sendromu n:1

1 c.396_416, 21bp dup -

Saethre-Chotzen 
sendromu n:1

tüm gen
MLPA
TWIST1 heterozigot tüm 
gen delesyonu

-

Non-sendromik 
kraniyosinostoz n:1

FGFR2
NM_000141.4

3 c.234C>T p.His78=
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leküler analiz akış şeması uygulanarak (1. ve 2. basamak 
testler) hızlı ve hedefe yönelik olarak planlanabileceğini, 
mutasyon saptanmayan olgularda ise YND temelli klinik 
ekzom ya da panel-gen testlerinin daha ekonomik, hızlı 
ve etkin moleküler tanıya yardımcı olabileceğini göster-
mektedir. Her TED’de olduğu gibi test öncesi yüksek çö-
zünürlüklü mikroarray/aCGH analizleri ile mikrodelesyon 
ve duplikasyonların dışlanması mutlaka önerilmelidir.
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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 25th 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

ÖZET
Amaç: Fetal hayatta gerçekleşen beyin büzüşmesi iyi anlaşılama-
mış, kötü bir anomalidir. Bu vaka sunumunda fetal anemi ve asitle 
komplike olmuş ve 25. haftada tanı almış ciddi bir beyin büzüş-
mesi anomalisini tanımladık.

Vaka Sunumu: Fetüste polihidramniyos, asit ve ağır bir beyin 
anomalisi saptadık. Kafa çevresi normal sınırlarda olmasına rağ-
men; beyin dokusu atrofikti ve kafatasının ortasında yerleşmişti. 
Her iki hemisfer yeterli ölçüde gelişmişti. Subaraknoid mesafe 
oldukça genişti ve beyin yüzeyi düzleşmişti. Ayrıca fetüste ağır 
anemi saptadık. Perinatal enfeksiyonlar dışlandı. Fetal MRI beyin 
büzüşmesini doğruladı ve aileye gebeliğin terminasyon seçeneği 
sunuldu.

Sonuç: Mikrosefali eşlik etmeksizin beyin büzüşmesi ve aşırı ge-
nişlemiş subaraknoid mesafe ile tanımlanan nadir bir beyin mal-
formasyonunu gösterdik. Bu anomali literatürde yeteri kadar ta-
nımlanmamıştır ve etiyolojisi henüz aydınlatılamamıştır.

Anahtar Kelimeler: Beyin, fetüs, MRI, prenatal tanı, ultrasonog-
rafi 

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 

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 25th 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, 25th-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 

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 1: An axial ultrasound image of the fetal brain shows 
shrunken cerebral hemispheres and wide distance between 
the brain surface and calvarium bones Figure 3: Fetal MRI demonstrates atrophic brain hemispheres

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