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Amag: RNA Dizileme teknolojisi gen anlatim farkliliklar1 ve kodlayan bolgedeki
varyasyonlar, kodlama yapmayan kiigik RNAlarin anlatimlari ve gen fiizyonlarinin
belirlenmesi ile bu farkliliklarin nedenlerini sunabilmektedir. Ancak bu kadar enformatik
bilgiler sunabilen bu teknolojinin analizlerinin yapilmasi ve yorumlanmasi oldukga
zorludur. T- hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) de prognostik oneme sahip ve
hastaligin takibinde kullanilabilecek giivenilir bir genetik belirte¢ bulunmamakla birlikte,
dogrudan tedavi protokoliinii ve tedavide yararlanilacak yeni hedef proteinleri belirlemede
esas olacak molekiiler alt yap1 ve siniflandirma da bilinmemektedir.

Gereg ve Yontem: Biz de bu galijmamizda, T-ALL gibi karmagik bir genomik arka plana
sahip l6semi hiicrelerinde RNA-dizileme igin en uygun enformatik is akis algoritmasin
olusturmay1 amagladik. Bu ¢aliygmada RNA dizileme ile Jurkat ve Molt 4 hiicre hatlar1
dizilenmistir. Dogrulama ve karsilastirma amaciyla agik veri bankalarindan elde edilen
saglikli timosit alt gruplar1 ve T-ALL hasta (n=12) 6rnekleri (GSE48173) kullanilmustr.
Bulgular: Agik erisimli veri araglari ile gergeklestirdigimiz enformatik analizlerde doku
spesifik alternatif kirpilma trtinlerinin kantitatif tayinini, spesifik gen varyasyonlarini ve
global gen anlatim diizeylerini bagaril bir sekilde tespit ettik ve T-ALL hasta verisinde ayni
yaklagimlari kullanarak dogrulama yaptik.

Sonug: Caliymamizin sonucunda losemi hastalarmin veri analizinde kullanilabilecek uygun
araglar ve algoritma belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: RNA-Dizileme, enformatik, akut lenfoblastik 16semi

ABSTRACT

Objective: RNA Sequencing technology can offer gene expression differences and the
reasons for these differences by detecting variations in the coding region, expession of non-
coding RNAs and gene fusions. However, it is very difficult to analyze and interpret this
technology, which can provide such valuable information. Although there is no reliable
genetic marker for T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), which can be used in the
follow-up of the disease, the molecular infrastructure and classification that will be directly
used in determining the treatment protocol and the new target proteins to be used in
treatment are not known.

Material and Methods: In this study, we aimed to establish the most suitable workflow
algorithm for RNA sequencing in cell lines belonging to a group with a complex genomic
background such as T-ALL. With this study, the Jurkat and Molt4 cell lines were sequenced
by RNA sequencing. In order to increase the significance of our study, the results of different
thymocyte subgroups and 12 T-ALL patient samples (GSE48173) were investigated.
Results: We conducted a bioinformatics data approach by using open access data tools, and
we successfully detected the tissue specific quantitative alternative splicing gene products,
gene specific variations and global gene expression levels, and verified them using the same
approach in T-ALL patient data.

Conclusion: Aside from these molecular findings that we have achieved, one of our goals
in this study was to develop an algorithm of transcriptomic data, which is difficult to work
with and to interpret, and showed the correctness of our algorithm by confirming the data
described in the literature.

Keywords: RNA-Sequencing, informatics, acute lymphoblastic leukemia
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GIRIS

Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojileri, insan
genom projesinin tamamlanmasiyla beraber projenin
ciktist olarak saghk caligmalarinda 6nemli bir yer edin-
mistir. YND teknolojileri genomik, traskriptomik,
epigenetik diizenleyiciler ve genomdaki varyasyonla-
r1 hakkinda yiiksek hassasiyette veriler sunmaktadir
(1). Bu veri, 0rnek olarak kullanilacak niikleik asidin
fragmente edilerek her bir fragmanin es zamanl pa-
ralel olarak ¢cok sayida okunmasiyla gerceklestirilmek-
tedir (2). YND teknolojilerinden transkriptom dizile-
menin i¢in birincil kiitiiphane hazirlamada kullanilan
biyolojik materyal RNAdir ve bu bagligin altindaki tim
teknolojiler ayn1 zamanda RNA-Dizileme olarak da
adlandirilir. RNA Dizileme metodolojisinde RNA kii-
tiiphanesi hazirlandiktan sonra, ribozomlar uzaklas-
tirilip, takiben cDNA sentezlenen bir 6rnek hazirlama
protokolii ile baglamaktadir (3). Transkriptom dizile-
menin en biiyiik avantaji, aslinda bir gen anlatim ¢a-
ligmas1 olmasidir. Bu 6zelliginden dolays, tim trans-
kriptom verisinin anlik bir gériintiisini bize
sunmaktadir. Tiim transkriptom verisi, hiicresel trans-
kripsiyonel profilinin kapsaml olarak incelenmesini
saglamaktadir. Bu diger YND teknolojilerinin bize
sunamadig alternatif kirpilma bolgelerinin, novel
transkriptlerin ve gen fiizyonlarinin tespitini sagla-
maktadir (4,5). Tim bu sundugu avantajlarin yaninda
RNA-dizileme teknolojisi ayn1 zamanda yeniden hi-
zalama yontemi kullanarak (6) 18-22 baz ciftinden
olusan gen anlatim sirasinda diizenleyici, gen baski-
layic1 yada gen susturucu olarak gorev alan ve trans-
kripsiyonel ve translasyonel diizenleyici etkisini olan
kiiciik RNAlar, kodlanmayan RNAlar ve mikroRNA-
larin anlatim profilleri hakkinda da bilgi sunmaktadir.
Tiim bu avantajlarinin yaninda, ham verinin referans
veriye dogru hizalanmasindan baslayip, dogru is akis
algoritmasi kullanimindan ve ¢ikan sonuglarin dogru
yorumlanmasi RNA dizilemenin zorluklar1 arasinda-
dir (7) ve RNA dizileme analizleri hakkinda belirlen-
mis bir altin standart bulunmamaktadir.

Akut lenfoblastik 16semi, B ve T lenfosit gelisimi-
nin erken safhasinda meydana gelen somatik genetik
degisiklikler ile ortaya ¢ikan ve lenfositlerin asir1
artist ile sonuglanan bir 16semi tipidir (8). T-ALL

hastalar1 i¢in prognostik éneme sahip ve hastaligin
takibinde kullanilabilecek giivenilir bir genetik anla-
tim degisimi veya varyasyon bulunmamakla birlikte
biiyiik bir grup hasta i¢in, dogrudan tedavi protoko-
lint ve tedavide yararlanilacak yeni hedef protein-
leri belirlemede esas olacak molekiiler alt yap1 ve
siniflandirma da bilinmemektedir (9).

Bu galigmamizda, T-ALL hiicre hatlarini kullanarak
RNA dizileme i¢in olusturulmus farkli analiz aragla-
rint karsilastirarak genomik arka plani oldukga karisik
olan bu hastalik grubu i¢in en uygun analiz algoritma
yaklasiminin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Orneklem

Calisma Losemilerin tanilar1 icin olusturulmus
immiinfenotiplendirme protokollerine gore gruplan-
dirilmus ve ticari olarak tiretilen ALL hiicre hatlarin-
dan Jurkat ve Molt4 se¢ilmistir. T-ALL hastalarinda
siklikla aktivasyonu goriilen sinyal ileti yollari igin
bir model olusturmak amaciyla sectigimiz hiicre hat-
lar1 LiCl ile aktive edilerek dizilenmistir (10). 4 x10°
hiicre, 12 ml %10 FCS, 2mM L-glutamin, streptomi-
sin (100mg/mL) ve penisilin (100U/mL) iceren RPMI
1649 besiyeri icerisinde 240ul 1M LiCl eklenerek bir
gece inkiibe edilmistir. LiCl muamelesi kanonik WNT
yolagindaki 3-katenin yikim kompleksinde kilit rolii
olan GSK383 inhibitorii olarak gorev alarak Wnt yo-
laginin aktivasyonunu saglamaktadir (11).

Kontrol 6rnekleri olarak da CD3+/CD4+/CD8- ve
CD4+/CD8- saglikli timosit alt tiplerine ait RNA-di-
zileme verisi ve 12 T-ALL hastasina ait Gen Anlatim
Omnibus (GEO) veri tabanindan alinan RNA-dizi-
leme verisi kullanilmistir (GSE48173).

RNA izolasyonu

Hicre kiiltiirinden toplanan Jurkat ve Molt4 hiic-
releri, 600 pl Soliisyon D i¢inde homojenize edildi ve
kit protokoliine uygun bir sekilde total RNA izole
edilmistir (Qiagen, Almanya). Elde edilen RNA ma-
teryallerinin bozulma miktarina dayali prensip ile
285/18S oranini 6l¢gmek i¢in RNA drneklerinin kali-
te kontrollerini ¢ipli sistem olan Bioanalyzer (Agilent,
ABD) ile gergeklestirilmistir.

Journal of Advanced Research in Health Sciences, June 2020; Volume 3, Issue2 27



Losemi Modelinde Tiim Genom RNA Dizileme Analiz Algoritmas: Geligtirilmesi

Transkriptom Dizileme

Ornek gruplari arasindaki transkriptom diizeyin-
deki farkliliklarini gorebilmek igin gerceklestirdigimiz
RNA dizileme hizmet alimiyla gerceklestirilmistir.
Orneklerimiz, [llumina HiSeq 2500 teknolojisi ile
dizilenmistir. [llumina cihazinin dizileme teknoloji-
si sentezleyerek dizileme (Sequence by Synthesis

(SBS)) teknolojisine dayandirilmigtir.

Biyoenformatik Analizler

RNA dizileme veri analizinde mevcut bir altin
standart bulunmamaktadir. Bu nedenle farkli algo-
ritma kombinasyonlari test edilip en uygun algorit-
manin belirlenmesi amac¢lanmistir. Caligmada kar-
silastirma i¢in kullanilan tiim analiz araglar1 Tablo
1'de belirtilmigtir.

Dizileme Verilerinin Kalite Kontrolii ve
Veri Temizleme

RNA dizileme verisinin kalite kontrol degerlen-
dirmeleri ve tekrarlanan adaptorlerin tespiti, “Fasta
Quality Control” (FastQC) (Babraham Bioinforma-
tics) tespit aract ile gerceklestirilmistir. FastQC ara-
cinin “fastq-mcf” alt araci ile, dizileme sonucunda
elimizdeki FastQ formatindaki ham veri, 6n isleme
raporlamast ile kalite degerlendirmesi yapip okuma
kalite degerleri i¢in belirlenen esik degere gore de-
gerlendirilmistir (28 baz ¢ifti ve tizeri okuma deger-
leri kabul edilir). Bu esik deger taban alinarak disiik
kalitedeki okumalar temizlenip kirpilmis, 6rneklerin
dizileme esnasinda karismamalari i¢in eklenen isaret

olan adaptorlerden de kalanlar temizlenmistir.

Tablo 1. Calismamizdaki analizlerde kullanilan analiz programlari ve veri tabanlar:

Program/Veri Tabani Ad1

Agiklama

fastq-dump

SRA formatindaki RNA dizileme verisini FASTQ bigimine
donistiriip analiz edilemeye uygun hale getirir.

fast-qc (Fast Quality Control)

FASTQ dosyalarinin kalite kontrol degerlendirmelerini ve
tekrarlanan adaptorlerini tespit eder.

Pyton dilinde yazilan program ile tekrarlanan adaptorleri

Pyton FASTQ formatinda kaydeder.
Belli okuma degeri altinda kalan bélgeleri kirpip,
Fast-mcf adaptorleri kendi bolgeleri igin “false-pozitif’ligi 6nlemek
i¢in veriden temizler.
Elde edilen referans genomu hizalama igin
RSEM Generator hazirlayip, “bowtie2” algoritmasina gore hizalamay1
gerceklestirmektedir.
STAR Elde edilen ham veriyi referans genoma hizalamayi

gergeklestiren ve literatiirde en ¢ook tercih edilen aragtir.

The R Project for Statistical Computing

R grafik ve kapsamli istatistiksel analizlerin yapilmasini
saglayan ticretsiz bir ara ylizdir.

Yiiksek ¢oztintirliiklii verilerin analizinde R ara yliziinii

Bioconductor kullanan bir biyoenformatik kaynaktir.
RNA dizileme gruplari arasinda farkli anlatima ugrayan
EBSeq2 . . . o
genleri tespit eden veri analizidir.
Cufflinks Cole Trapnell’s Lab tarafindan gelistirilmis RNA dizileme
gruplar: arasindaki anlatim farkliliklarini belirleyen aragtir.
Interaktif 1s1 haritalar1 ile genom verilerinin
ClustVis gorsellestirilmesinde ve analizinde kullanilan bir uygulama
birimidir.
uese Referans sekans ve genomla ilgili bilgiler i¢eren, kullaniciya
http://genome. ucsc.edu aligma alani sagla in bir verigtabanigdu Fee §
GRCh337/hg19 cans &y ‘

DAVID (DAVID Bioinformatic Database)
http://david.abcc.ncifcrf.gov

Fonksiyonel anotasyon analizlerinde kullanilan bir veri
tabanidir

GEO (Gene Expression Omnibus)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

NCBI veri tabaninin altinda, ekspresyon ve varyasyon
verilerinin depolandig1 ve paylasildig: bir veri tabanidir .

28 Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2
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Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen
Anlatimlarinin Profillendirilmesi

Kalite kontrol ve temizleme sonrasinda degerlen-
dirmeye uygun hale getirdigimiz veriler, literatiirde
en ¢ok kullanilan BOWTIE2 ve STAR hizalama arag-
lar1ile hg19 referans genoma hizalanmistir. Hizalama
sirasinda genlerin uzunluklar: ve ilgili gen bolgesi i¢in
okuma derinligi degerlendirerek “Fragment Per Ki-
lobase Per Million” (FPKM) seklinde ifade edilen gen
anlatim degerleri normalizasyonu tamamlanmis se-
kilde hesaplanmuistir. Kalite kontrol verisinde yer alan
okuma derinligi ve fragman uzunlugu parametrele-
rinin 6nemi Tablo 2'de hesaplama ile gosterilmistir.

ER x 10°
EL X MR % 2

FPKM =

ER) Gen bélgesi i¢in okuma derinligi, EL) Ilgili
gen bolgesinin uzunlugu, MR) Deneydeki toplam
derinlik degeri.

Gen Anlatim Analizi

Elde ettigimiz FPKM degerlerini kullanarak tiim
veri igerisindeki anlamli olarak anlatimi degisen genle-
ri tespit etmek i¢cin EBSeq paketi ve Cufflinks araci kul-
lanilmistir. EBSeq, R programlama igerisindeki biyo-
lojik analizler yapilabilecek platform olan Bioconductor
biinyesinde bir pakettir ve gen anlatim profilleri hesap-
lamalarinda kullanilmistir. Cufflinks (Cole Trapnell’s
Lab) ise, RNA-dizileme i¢in diferansiyel gen anlatimi
hesaplama iizere ortak {i¢ matematik ve hesaplamali

Biyoloji laboratuvarlarinin gelistirdigi bir aractir (http://
cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/) (12).

Gen anlatim hesaplamalari sonucunda anlamli
degisiklik gosteren (p<0,05) genlerin logaritmik kat
degisimleri tespit edilmis ve bu genler ve degisim kat
sayilar1 ClusVis (13) programi araciligiyla R dilinde
yazilmig program ile 1s1 haritasina yerlestirilmistir.
Tespit ettigimiz genler, “The Database for Annotati-
on, Visualization and Integrated Discovery” (DAVID)
veri tabani kullanilarak yolak ve zenginlestirme ana-
lizleri yapilmustir (http://david.abcc.nciferf.gov) (14).

Gen Anlatim Analizi

Hizalanmus veri igerisinden, WNT yolag: iliskili
genlerin FPKM degerleri ¢ekilip EBSeq ve Cufflinks ile
bu genlerin anlatim profilleri hesaplanmug, anlamli olan
genlerin (p<0.05) logaritmik kat degisimleri tespit edil-
mis ve bu genler 1s1 haritasinda gorsellestirilmistir.

Alternatif Kirpilma Uriinlerinin Analizi

mRNA olusurken ortaya ¢ikan gen iiriinleri, al-
ternatif noktalardan kirpilma sonucunda farkli iirtin-
ler olusabilir. Bu olusan alternatif iiriinlerin anlatim
miktarlarini ifade eden FPKM degerleri, GraphPad
programina yerlestirilip LiCl ile uyarilmis hiicre hat-
larinda, kontrol 6rneklerinde ve hastalardaki durum-
larini gosteren dagilim grafigi cizilmistir.

Varyant Analizleri
Hizaladigimiz verinin ¢iktilarindan biri de “Va-
riant Calling File” (.vcf) olan verideki varyasyonlar

Tablo 2. Okuma derinligi ve gen uzunluguna gére normalize edilmemis (6ncesi) ve edilmis (sonrast) degerlerin temsili

olarak gosterimi

Gen Ad1 1. Tekrar Okuma Sayisi 2. Tekrar Okuma Sayisi 3. Tekrar Okuma Sayisi
A Geni (2 kb) 10 12 30
Oncesi B Geni (4 kb) 20 25 60
C Geni (1 kb) 5 8 15
D Geni (10 kb) 0 0 1
Gen Ad1 1. Tekrar Okuma Sayis1 2. Tekrar Okuma Sayis1 3. Tekrar Okuma Sayis1
A Geni (2 kb) 143 1.33 1.42
Sonrasi | B Geni (4 kb) 1.43 1.39 1.32
C Geni (1 kb) 1.43 1.78 1.42
D Geni (10 kb) 0 0 0.009
Farkli sayidaki okuma degerine sahip olan farkli uzunluktaki genlerin aslinda ayni gen anlatim profilini gosterebilecegini
gostermek i¢in degerler temsili olarak gosterilmistir
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Tablo 3. Iki farkli araglarla hizalanmis ve gen anlatim
profilleri hesaplanmis 6rneklere genel bakis

Tam Kapsamli Analiz

3 LiCI ile Uyarilmis EB-

E g Hiicre Hatlar1 vs Timus Seq Cufflinks

=9 Havuzu

=2 Bowtie 1784 | 116
STAR 1638 1677

ile ilgili bilgi iceren bir dosyadir. Hizalama sonucun-
da elde ettigimiz .vcf uzantili dosya, Illumina firma-
sinin varyant analizleri i¢in gelistirdigi ticari yazilim

olan VariantStudioda (v3.0.12) analiz edilmistir.

BULGULAR

RNA Kalite Kontrolii

Yeni nesil transkriptom dizilemeden verimli sonug
alabilmek i¢in RNAnin 285/18S oranini temsil eden
RIN (RNA Integrity Number; RNA Biitlinliik Sayis1)
sayisinin 7den biiyiik olmasi gerekmektedir. Cipli
sistem kullanilarak yapilan 6l¢timlerde (Bioanalizor,
Agilent) Jurkat i¢in RIN sayis1 10, Jurkat LiCl i¢in 10,
Molt4 i¢in 9.6 ve Molt4 LiCl i¢in de 9.6 olarak 6l¢iil-
miistiir. Orneklerin ¢ipli sistemdeki yiiriitme sonug-

lar1 Sekil 1'de gosterilmigtir.
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Sekil 1. RNA 6rneklerinin Biyoanalizor 2100 cihazindaki
(Agilent) ol¢im sonuglari. A) ¢ipli sisteme yiiklenmis
orneklerin  jel  gortintisi. B) 28S/18S  oraninin
hesaplanabilmesi i¢in gerekli okuma degerlerinin grafikleri

Enformatik Bulgular

On isleme

Kalite Kontrol ve Temizleme

Dizileme ham verimizde toplam 71.018.097 oku-
ma sayisl, 30 baz lizerindeki fragmanlarda okuma
%94,81 ve 35,65 okuma derinligine ulagilmistir. Di-
zileme sonucunda elde ettigimiz fastq dosyalarimiz,
FastQC (Babraham Bioinformatics) kullanilarak
dizilenen 6rneklerimizin kalite degerleri ve dizi igin-
de kalmig adaptorler belirlenmistir. Ornekler iginde
tespit edilen adaptorler kirpildi. Sekil 2 ‘de 6rneklerin
kalite kontrol grafikleri verilmistir.
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Sekil 2. RDizilenmis RNA orneklerinin okumalar1 igin
gerceklestirilmis kalite kontrol analizi sonucu. Sar1 barlarda
gosterilen her bir fragmanin okuma kaliteleri bulunduklar:
alanlarda belirtilmistir. Yesil alan; kaliteli okuma, sar1 ve
kirmiz1 alanlar ise dizilerde kalan adaptérler veya kisa
okumalar oldugunu isaret etmektedir

Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen Anlatim-
larimin Profillendirilmesi

Ornekler literatiirde en ¢ok tercih edilen Bow-
tie2(15) ve STAR(16) hizalama araglar1 kullanilarak
hg19 referans genomuna hizaland1. Hizalanan veride
gen okuma degerlerini referans alarak her genin mut-
lak anlatim degerini ifade eden FPKM degerleri he-

saplanmigtir.

Gen Anlatim Analizi

Ornek havuzundan belirlenen gruplarin her biri
EBSeq ve Cufflinks analiz araglar ile farkli anlatim
profili gosteren genler tespit edilmistir (p<0.05). Bu
sonuglar: dikkate aldigimizda, tam kapsamli analiz-
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de Bowtie hizalama sonucunda elde edilen verilerde
EBSeq kullanilarak gen anlatimlarini hesaplandigin-
da 1784, Cufflinks kullanildiginda ise 116 diferansi-
yel anlatim farklilig1 gosteren gen tespit edildi. STAR
hizalama aracindan elde edilen veri sonucunda ise
Bowtie ile 1638 ve Cufflinks ile 1677 adet anlatim
farklilig1 gosteren gen tespit edilmistir. Anlatim fark-
lilig1 oldugunu tespit ettigimiz gen sayilarinda en gok
veriye STAR hizalama araci ile EBSeq hesaplama
aracinin en dogru yaklasim gosterdigi ve bu araglar
kullanarak devam edilmeye karar verilmistir.

Tiim Transkriptom Analiz

Ist haritasi i¢in olusturdugumuz algoritmada en
¢ok 1200 gen ile ¢alisilmasi miimkiindiir. Segilen
araglardan elde edilen sonucunda elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda, logaritmik deger ve p de-
gerleri acisindan degerlendirildiginde en anlaml
sonug veren 1200 gene ait gen anlatim profilleri, 1s1
haritalarina yerlestirilip gen anlatim diizeyleri gor-
sellestirilmistir (Sekil 3). LiCl muamelesi gormiis
hiicre hatlarinin, kontrol drnegi olan timiis havu-
zundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1 ha-
ritasinda herhangi bir etiketleme yapilmadan kii-
melenmesi ile gosterilmistir.

i L

Sekil 3. Tim transkriptom analizi sonucu, LiCl ile muamele
edilmis hiicre hatt1 ve hastalardaki gen anlatim profillerinin
kesigim kiimesi (n=426)

Hiicre hatlar1 i¢in yaptigimiz analizler, veri taban-
larindan elde edilen 12 adet T-ALL hastasina ait RNA
dizileme sonuglari verisinde de uygulanmis ve elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda hasta grubunun,
kontrol 6rnegi olan timus havuzundan farkli bir anla-
tim profili gosterdigi, 1s1 haritasinda herhangi bir eti-
ketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.

Hem uyarilmus hiicre hatlarina ait veriler hem de
hastalardan elde edilen veriler birlestirildiginde, 426
adet genin ortak profil gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Hasta verilerinde, tim transkriptom analizinin
gen anlatim 151 grafigi. “H” kodlar1 hasta érnekleri, “THY”
kodlar1 kontrol timus havuzunu temsil etmektedir

Alternatif Kirpilma Uriinleri

T-ALL hastalarinda daha 6nceden tanimlanmais
ve WNT yolaginda kilit rolil olan genler secilerek
alternatif kirpilma tirtinlerinin anlatimlar1 hesaplan-
mugtir. T-ALL hastalar1 ve saglikli bireylerde anlatim
diizeylerinin farklilig1 veritabanlarinda CTNNBI igin
ti¢ transkript ve LEFI i¢in tanimlanmus 2 transkript
tespit edilmis ve bunlarin dokular arasindaki anlatim
diizey farkliliklar1 Sekil 5’te gosterilmistir.

Varyant Analizleri

Yontemimizin dogrulugunu gosterebilmek adina
secilen hiicre hatlarinda daha 6nce tanimlanmis var-
yasyonlar RNA dizileme yontemi ile da analiz edil-
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Sekil 5. CTNNBI ve LEFI igin tanimlanmis transkriptlerin
dokular arasindaki anlatim farkliliklari.  (Kirmizilar
Uyarilmig hiicre hatlari; Yesiller hastalari; Maviler de kontrol
orneklerini temsil etmektedir.)

mistir. Jurkat hiicre hatt1 icin literatiirde tanimlanan
12. kromozomda yer alan olmus CDK4 ve 1. kromo-
zomda lokalize olmus ARFI gen varyasyonlari; Molt4
hiicre hatti i¢in literatiirde tanimlanan 1. kromozom-
da yer alan olmus NRAS geninde tanimlanan varyas-
yon ve yine 1. kromozomda lokalize olmus ARFI
genindeki varyasyonlar tespit edilmistir.

TARTISMA

Yeni nesil RNA dizileme, son derece dinamik olan
hiicre ya da dokuya 6zgiin transkriptom repertuari-
ni1 belirlemede kullanilabilecek yeni bir teknolojidir.
Yeni nesil RNA dizi analizi teknolojisi uygulamalar1
ile kanser genom c¢alismalari yeni bir boyut kazan-
mustir. RNA dizileme sayesinde gen anlatim profil-
leri, alternatif kirpilma iriinleri ve varyasyonlar gibi
genoma 0zgii degisiklikleri ytiksek ¢oziniirlitkte
tespit edilebilmenin yaninda miRNA baglanma bdl-
geleri gibi fonksiyonel 6nemi olan verinin de tespi-
tine olanak saglamistir. RNA dizileme ile yiiksek
¢ozlniirliikte verilerin elde edilebilmesi i¢in ortalama
50 milyon okuma sayisi, %85 {izerinde 30 bazdan
uzun okuma ve 20 kattan fazla okuma derinligi ol-
masi gerekmektedir. Bu ¢aligmadaki veri kalitesini

degerlendirdigimizde, anlamhilig1 yiiksek veriler elde
edebilmek i¢in bu esik degerlerin oldukgea tizerinde
kaliteli bir dizileme verisi elde edilmistir.

RNA dizilemenin avantajlarindan biri alternatif
kirpilma tirtinlerinin anlatim farkliliklarini saptamas-
tir. Zhao ve arkadaslarinin, igerisinde bizim de kul-
landigimiz Jurkat ve Molt4iin e bulundugu 16semi
hiicre hatlar1 ile yaptiklari calismada, IKZF2 geninin
farkli transkript tirtinlerinin T hiicre proliferasyonu-
na ve apoptozuna miidahale ettigi gosterilmistir (17).
Adamia ve arkadaslarinin yayinladiklar: derlemede
de, kirpilma hatalarinin malin doniisiimlere sebep
olabilecegi ve aday olarak belirlenen alternatif kirilma
trinlerinin 6zellikle ilaca direngli klonlarin tedavi-
sinde kullanilabilecegi belirtilmistir (18). Calisma-
mizdan elde ettigimiz alternatif kirpilma {iriin so-
nuglarina baktigimizda ise, LEF1 i¢in dort alternatif
kirpilma trtniinden biri (NM_001130713) timor
baskilayici 6zellikteki transkript varyant, digeri ise
(NM_001166119) onkojenik 6zellikli transkript var-
yanttir. Elimizdeki verilerde uyarilmis hiicre hatla-
rinda ve alt1 hastada tiimor baskilayici 6zellikteki
transkriptin hi¢ anlatima girmedigi, sadece bir has-
tada ve saglikli kontrol 6rneklerinde anlatimin go-
ruldigiini tespit edilmistir. Onkojenik 6zellikte olan
transkriptin ise; uyarilmig hiicre hatlarinda, alt1 has-
tada ve Jurkat icin kontrol 6rneginde anlatimini be-
lirledik. Literatiirde, tespit ettigimiz iki alternatif
kirpilma trtiniintin anlatimlar1 hakkinda bilgiye
ulasilamamustir.

Varyant analizlerinde 6nceden bildirilen (Jurkat
i¢cin CDK4 ve ARFI; Molt4 i¢cin NRAS ve ARFI) ge-
netik varyasyonlarin (19). RNA dizileme varyant
analizi ile de hassas bir sekilde saptanabildigini go-
rilmistiir. Bu bulguya ek olarak, Tomov ve arkadas-
larinin 2016 yilinda yayinladiklar: makalede, RNA
Dizileme analizlerinde kullandiklar1 algoritma 6nce-
likle ham verinin FASTQC araciyla kalite kontroliiniin
tespitiyle baglanmistir; ardindan veriler hizalanip
bizim de kullandigimiz EBSeq araci ile gen anlatim
diizeyleri hesaplanmis ve logaritma 2 tabanindaki
artis miktarlari gosterilmistir (20). Bu algoritma bizim
¢alismamiz i¢in belirledigimiz algoritma ile birebir

32 Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Sun E, Sayitoglu M.

ortlismektedir ve is akis protokollerimizin dogrulu-
gu bir farkli yoldan da gosterilmistir.

RNA dizileme yontemi, gen anlatim analizleri i¢in
yiiksek hassasiyetteki mikro-dizileme y6ntemini ge-
cersiz kilacak kadar giiglii bir transkriptom analiz
yontemi olarak kargimiza ¢ikmistir. Analizlerinin
goreceli olarak daha kolay oldugu mikro-dizi yonte-
mi, anlatimlar1 anlamli diizeyde degisen genlerin
tespiti icin ¢ogu caligmada hala tercih edilen bir yon-
temdir. RNA dizileme analizleri ise, arastiricilarin
analiz yapmak i¢in bir ¢ok arac1 kombine bir gekilde
kullanmasi gereken ve zorluklarla kars1 karsiya kal-
dig1 bir yontemdir. Ancak, mikro-dizilerde yapilan
analiz sonucunda, 6nceden bilinen transkriptlerin
anlatim diizeylerine ulasma imkani varken, RNA
dizileme analizleri sonucunda; gen anlatim diizeyle-
ri, kirpilma bolgelerinin tespit edilmesi ve novel trans-
kriptlerin tespit edilebilmektedir (21). Literatiirde,
31 T-ALL hastasi ve 18 hiicre hatti toplamda 49 T-ALL
ornegi ile yapilan bir ¢aligmada ekzom ve transkrip-
tom datas1 karsilastirilarak, ekzomda tespit edilmeyip
transkriptom datasinda tespit edilebilen yeni driver
mutasyonlari gostermislerdir (22).

Sonug olarak ¢aliymamizda farkli algoritmalar
karsilagtirilmis ve l6semi 6rneklerinin analizi i¢in
RNA-Dizileme data analiz algoritmas: olusturulmus,
gen anlatim diizeyindeki farkliliklar; alternatif kir-
pilma tirtinlerinin doku spesifik anlatimlar1 ve veri
tabaninda T-ALL ile iliskilendirilmis varyantlar1 be-
lirleyecegimiz araglar ve RNA dizileme analiz algo-
ritma yaklasimi belirlenmistir. Bu ¢aliymada hasta-
lig1 temsil eden hiicre hatlar1 ve agik veri
tabanlarindan kiigiik bir T-ALL hasta kohortu verisi
kullanilmigtir. Enformatik analizlerin giivenilirligi
daha buiytik veri setlerinde yapilacak analziler ve va-
lidasyon galismalar ile kesinlik kazanacaktir.
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Amag: Bu ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen bakterilerin kiimiilatif antimikrobiyal
verileri arastirilmis ve klinisyenlerin ampirik tedavi segimine katkida bulunulmas: amaglanmustur.
Gere¢ ve Yontem: Calismaya Ocak 2018-May1s2019 arasinda galisilan kan kiiltiirleri dahil
edilmistir. Sadece izolat sayis1 >30 olan bakteriler degerlendirilmistir. Her hasta iin ilk izolat
caligmaya dahil edilmistir. Ampirik tedavi i¢in kiimiilatif antibiyotik duyarlilik sinir1 >%90 olarak
kabul edilmistir.

Bulgular: Metisiline direngli Staphylococcus aureus izolatlarinda ampirik tedavi i¢in en uygun
antibiyotiklerin vankomisin, teikoplanin ve linezolid oldugu; metisiline duyarli S. aureus
izolatlarinda bu antibiyotiklere ek olarak kotrimoksazol ve tetrasiklin segeneklerinin oldugu
bulunmugstur. Enterococcus faecalis izolatlarinda vankomisin, teikoplanin ve linezolide ek olarak
ampisilin ve yiiksek diizey gentamisinin ampirik tedaviye uygun oldugu bulunurken, Enterococcus
faecium izolatlarinda tek ampirik tedavi seceneginin linezolid oldugu belirlenmistir. Genislemis
spektrumlu beta laktamaz olusturmayan grupta karbapenemlere ek olarak 3. ve 4. kugsak
sefalosporinler, aminoglikozidler ve piperasilin+tazobaktam ampirik tedavi i¢in uygun olmasina
ragmen, GSBL olusturan Escherichia coli izolatlarmda sadece karbapenem grubu antibiyotikler
ampirik tedavi i¢in uygun bulunmustur. GSBL pozitif Klebsiella pneumoniae igin ampirik
tedavi segenegi olmadig1 ve bu grupta karbapenem direncinin % 50’ye ulastigi bulunmustur.
GSBL negatif izolatlarda 3. ve 4. kusak sefalosporinler, karbapenemler, aminoglikozidler ve
siprofloksasinin ampirik tedavi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

Sonug: Caliymamizda elde edilen yiiksek direng oranlar1 nedeniyle, diizenli siirveyans takibinin
yapilmasi gerekmektedir. Karbapenemleri de kapsayan gogul direngli mikroorganizmalar i¢in
antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligini test eden ¢alismalara ihtiyag vardr.

Anahtar Kelimeler: Kan kiiltiirii, kiimiilatif antibiyogram, antimikrobiyal direng

ABSTRACT

Objective: This study investigated the cumulative antimicrobial data of bacteria isolated from
blood cultures and aimed to contributing to clinicians' empirical treatment selection.

Material and Methods: The study included blood cultures studied between January 2018 and
May 2019. Only bacteria species that have 30 or more isolates were evaluated. Only the first
isolate for each patient was included in the study. The cumulative antibiotic susceptibility limit
for empirical treatment was >90%.

Results: The most appropriate antibiotics for empirical treatment in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolates were vancomycin, teicoplanin and linezolid. Co-trimoxazole
and tetracycline options in addition to vancomycin, teicoplanin and linezolid were suitable for
therapy in methicillin-sensitive S. aureus isolates. Ampicillin and high level-gentamicin alongside
vancomycin, teicoplanin and linezolid were found to be appropriate for empirical treatment in
Enterococcus faecalis isolates, while linezolid was the only option in Enterococcus faecium isolates.
Although cephalosporins, aminoglycosides and piperacillin tazobactam as well as carbapenems
were suitable for empiric therapy in the ESBL-negative group, only carbapenems were found
suitable for empirical treatment in Escherichia coli isolates producing extended-spectrum beta-
lactamase. There was no empirical treatment option for ESBL positive Klebsiella pneumoniae.
Carbapenem resistance of these bacteria was found to reach 50%. Third and 4th generation
cephalosporins, carbapenems, aminoglycosides and ciprofloxacin were appropriate for empirical
treatment in ESBL negative K. pneumoniae isolates.

Conclusion: Due to the high resistance rates in our study, regular surveillance monitoring should
be performed. Studies are needed to test the efficacy of antibiotic combinations for multi-resistant
organisms, including carbapenem-resistant bacteria.

Keywords: Blood culture, cumulative antibiogram, antimicrobial resistance
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GIRIS

Antibiyotik direnci oranlar1 bolgelere ve zamana
gore degiskenlik gosterdiginden klinik olarak 6nem-
li mikroorganizmalara kargi ampirik tedavi secenek-
lerinin belirlenebilmesi, morbidite ve mortalitenin
azaltilabilmesi i¢in antibiyotik direncinin rutin olarak
takip edilmesi gerekir. Antibiyotik direnci takibinde,
ampirik antimikrobiyal tedavinin se¢iminde klinis-
yenlere fayda saglamak amaciyla siklikla kiimiilatif
(toplu) antibiyogramlar kullanilmaktadir (1). Giive-
nilir kiimiilatif antibiyogram sonuglarinin, hastaya ait
kiiltiir sonuglarinin heniiz mevcut olmadig1 durum-
larda, hem etkisiz antibiyotik secimini, hem de genis
spektrumlu antibiyotiklerin asir1 regete edilmesini
onlemeye yardimci olabilecegi bildirilmistir (2). Kii-
miilatif antibiyogram verileriyle birlikte kisith antibi-
yogramin da uygulanmasiyla uygun ampirik tedavi
rejimi secilebilmekte ve antibiyotik direnciyle miica-
dele i¢in uygun politikalar olusturulabilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, hastanemizde kan dolagimi
enfeksiyonlarindan izole edilen bakterilerin kiimiilatif
antimikrobiyal duyarlilik verilerini irdeleyerek klinis-
yenlerin baslangi¢ ampirik tedavi se¢imine ve antibi-
yotik yonetimi politikalarina katkida bulunmaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, Ocak 2018-Mayis 2019 tarihleri
arasindaki 16 aylik siiregte, kan kiiltiirlerinden izole
edilen belli bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklar1
degerlendirilmistir. Hastanemizin gesitli kliniklerin-
den Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
kan kiltiirti 6rnekleri, BACTEC FX (Beckton Dic-
kinson-ABD) otomatik kan kiilttrii sisteminde bes
giin siireyle inkiibe edilmistir. Pozitif sinyal veren
siselerden izole edilen mikroorganizmalarin tanim-
lanmasi, konvansiyonel yontemler ve gerektiginde
otomatik identifikasyon sistemiyle (Phoenix 100,
Beckton Dickinson-ABD), antibiyotik duyarlilik test-
leri disk diflizyon ve bazi antibiyotikler i¢in gradiyent
test yontemiyle yapilmis ve Clinical and Laboratory
Standards Institute 2017 (3) 6nerilerine uygun olarak
degerlendirilmistir. Kiimiilatif antibiyogram verileri
CLSI M39-A4 o6nerileri kullanilarak degerlendiril-
mistir (1,4). Hastalara ait demografik veriler hastane

otomasyon sisteminden alinmstir. Kiimiilatif anti-
biyogram kurallarina uygun olarak izolat say1s1 >30
olan bakteri tiirleri degerlendirmeye alinmustir (1).
Her hasta i¢in ilk izolata ait duyarlilik sonuglar1 dahil
edilmistir. Calismada sadece rutin olarak test edilen
antibiyotiklerin duyarlilik sonuglar1 degerlendirme-
ye alinmigtir. Ampirik tedavi icin kiimiilatif antibi-
yotik duyarlilik sinir1 > % 90 olarak kabul edilmistir.
Cogul direng, sefalosporinlere, aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direng olarak ele alinmistir (4). Ca-
lisma, Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak gergekles-
tirilmistir.

BULGULAR

Kan kiiltiirlerinden mikroorganizma izole edilen
hastalarin 334’tntn (%36,9) cesitli kliniklerde
(%19,7’si yogun bakim iinitesinde) yattig1, kalan has-
talarin poliklinik hastas1 oldugu ve tiim hastalarin
338inin (% 37,5) <18 yas oldugu belirlenmistir.

On alt1 aylik siirecte kan kiiltiirlerinden toplam
929 adet mikroorganizma izole edilmistir (Tablo 1).
Gram pozitif bakteriler arasinda, en yaygin patojenin
Staphylococcus aureus (n=94), ikinci en sik izole edi-
len patojenin Enterococcus spp (n=30) oldugu goz-
lenmistir. S. aureus izolatlarinin % 38,3 iniin meti-
siline direncli S. aureus (MRSA) oldugu ve bu
grupta ampirik tedavi i¢in en uygun antibiyotiklerin
vankomisin, teikoplanin ve linezolid oldugu; metisi-
line duyarli S. aureus (MSSA) izolatlarinda bu anti-
biyotiklere ilave olarak kotrimoksazol ve tetrasiklin
seceneklerinin oldugu bulunmustur. Tim Enterococ-
cus spp izolatlarinda vankomisin, teikoplanin ve li-
nezolidin en uygun ampirik tedavi segenekleri oldu-
gu bulunmustur. Tiir diizeyinde incelendiginde,
E.faecalis izolatlarinda ampisilin, vankomisin, tei-
koplanin, linezolid ve yiiksek diizey gentamisinin
ampirik tedaviye uygun oldugu bulunurken, E.faeci-
um izolatlarinda tek ampirik tedavi seceneginin li-
nezolid oldugu belirlenmistir (Tablo 2).

Gram negatif bakteriler arasinda en sik izole edi-
len patojenin Escherichia coli (n=112) ve ikinci pato-
jenin Klebsiella pneumoniae (n=67) oldugu saptan-
mustir. Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)
olusturan E. coli izolatlarinda sadece karbapenem
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Tablo 1. Kan kiiltiirlerinden izole edilen antibiyotikler ve oranlar1

Gram pozitif bakteriler Say1 (n) | Oran (%) Gram negatif bakteriler Say1 (n) Oran (%)

Enterococcus spp 30 4,5 Escherichia coli 112 432
Enterococcus faecalis 9 Klebsiella pneumoniae 66 25,5
Enterococcus faecium 21 Klebsiella oxytoca 3 1,1

Staphylococcus aureus 93 14 Enterobacter spp 15 5,8

Metisiline direngli S. aureus 35 37,6 Serratia marcescens 9 3,5
Metisiline duyarli S. aureus 58 62,4 Salmonella spp 2 0,8

Koagiilaz negatif stafilokok 443 66,7 Aeromonas spp 1 0,4
Metisiline direngli KNS 220 Gram negatif omak 2 0,8
Metisiline duyarli KNS 106 Proteus mirabilis 1 0,4

Streptococcus pneumoniae 17 2,6 Pseudomonas spp 21 81

Viridans streptokok 12 1,8 Acinetobacter spp 11 42

S. pyogenes 1 0,15 Stenotrophomonas maltophilia 1 0,4

S. agalactiae 1 0,15 Nonferm Gram neg ¢om 5 1,9

Corynebacterium spp 24 3,6 Haemophilus influenzae 1 0,4

Leuconostoc spp 1 0,15 Brucella spp 3 1,1

Alfa hemolitik streptokok 29 4,4 Neisseria spp 1 0,4

Bacillus spp 5 0,7 Sphingomonas paucimobilis 1 0,4

Beta hemolitik streptokok 5 0,7 Brevundimonas vesicularis 1 0,4

Listeria monocytogenes 1 0,15 Burkholderia spp 1 0,4

Streptococcus gordonii 1 0,15 Chryseobacterium indologenes 1 0,4

Dermacoccus spp 1 0,15

Toplam 664 99,9 Toplam 259 100

Anaerop bakteriler

Bacteroides fragilis grubu 1

Prevotella spp 1

Anaerop Gram pozitif kok 1

Mantarlar

Candida spp 2

Rhizopus radiobacter 1

Genel Toplam 929

Tablo 2. Gram pozitif koklarda antibiyotik duyarlilik yiizdeleri

Duyarhilik % I;‘;: PG |AMP | VA | TEC | E | CC | SXT TE | LZD | GN120

Enterococcus spp 30 63,3 90 90 100 83,3

E. faecium (%22 VRE) 9* 1,1 | 77,7 | 77,7 100 66,6

E. faecalis (%4,7 VRE) 21* 90,4 | 95,2 | 95,2 100 90,4

Staphylococcus o 159 | - | 100 | 100 |60 | 702 | IO 851 100 | -

gﬁﬁgﬁ;e direngli 36 0 - | 100 | 100 | 333 | 41,7 |852(n=27)| 750 | 100 .

pletisiline duyarl 5258 - | 100 100 | 775 895 %0 o14 | 100 | -

*30dan az sayida izolat i¢in hesaplama yapilmigtir.

grubu antibiyotikler ampirik tedavi i¢in uygun bulu-
nurken, GSBL olusturmayan Gram negatif comaklar-
da karbapenemlere ek olarak 3. ve 4. kusak sefalospo-

rinler, aminoglikozidler ve piperasilin+tazobaktamin

ampirik tedavi i¢cin uygun antibiyotikler oldugu go-
rilmiistiir. GSBL pozitif K. pneumoniae i¢in ampirik
tedavi secenegi olmadigi ve bu izolatlarda karbapenem

direncinin %50’ye ulastig1; GSBL negatif izolatlarda
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3. ve 4. kusak sefalosporinler, karbapenemler, ami-
noglikozidler ve siprofloksasinin ampirik tedavi i¢in
uygun oldugu bulunmustur (Tablo 3).

TARTISMA

Sepsis, enfeksiyonlarin neden oldugu, fizyolojik,
patolojik ve biyokimyasal anormalliklerin s6z konu-
su oldugu bir sendrom olup diinya ¢apinda 6nemli
bir halk saglig1 sorunudur. Son yapilan tanimlamaya
gore sepsis, enfeksiyona diizensiz konak cevabindan
kaynaklanan hayat1 tehdit eden organ islev bozuklu-
gu olarak; septik sok ise mortaliteyi dnemli 6l¢tide
arttiran dolagimsal ve hiicresel/metabolik anomali-
lerin oldugu sepsisin bir alt grubu olarak tanimlan-
maktadir (5). Ciddi klinik durumlarda hastaya en
kisa siirede uygun antimikrobiyal tedavinin baslan-
masinn yagamsal 6nem tasidigy; septik sok hastala-
rinin %20’sinde uygun olmayan baslangi¢ tedavisi
uygulandig1 ve bu hastalarin sag kaliminda bes kat
azalma go6zlendigi; uygun antimikrobiyal se¢iminin,
etkili antimikrobiyalin hizla baslanmasini etkileyen
onemli faktérlerden biri oldugu vurgulanmaistir (6).
Bu nedenle, sepsis/septik sok hastalarinda kiimilatif
antibiyogram verilerine uygun ampirik tedavi bas-
lanmasi hayat kurtarici olacaktir.

Bu ¢aligmada, laboratuvarimiza gonderilen kan
kiltiirlerinden izole edilen Gram pozitif bakterilerden
S. aureus ve Enterococcus spp, Gram negatif bakteri-
lerden E. colive K. pneumoniae igin kiimiilatif antibi-
yogram raporu hazirlanmistir. Diger Enterobacteria-
les ailesi tiyeleri ile nonfermentatif bakterilerden
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii
suslarinin izolat sayist <30 oldugu icin degerlendir-
meye alinmamistir (Tablo 1). Coklu ilag direnci, “li¢
veya daha fazla antibiyotik grubunun her birinde en
az bir ajana direngli olan mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmig olup (7), bu ¢alismada 3. kusak sefa-
losporinlere, aminoglikozidlere ve florokinolonlara
direngli bakteriler cogul direngli olarak belirlenmistir.

Staphylococcus aureus: Staphylococcus aureus
(n=94) izolatlarinin % 38,3’tintin metisiline direncli
S. aureus (MRSA) oldugu, bu grupta ampirik tedavi
i¢in en uygun antibiyotiklerin vankomisin, teikopla-
nin ve linezolid oldugu; metisiline duyarli S. aureus
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Tablo 3. Gram negatif gomaklarda antibiyotik duyarlilik ytizdeleri
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(MSSA) izolatlarinda ise bu antibiyotiklere ilave ola-
rak kotrimoksazol ve tetrasiklinin ampirik tedaviye
uygun oldugu bulunmustur. Vankomisine direngli
(VRSA) veya orta direngli (VISA) S. aureus izolatina
rastlanmamustir (Tablo 2). Ulkemizde yapilan benzer
caligmalara bakildiginda, Safak ve ark, 2010-2015
yillar1 arasinda 11559 kan kiiltiiriinden izole edilen S.
aureus izolatlarindaki MRSA oranini bizim verimiz-
den ¢ok daha yiiksek (%63,6) olarak bildirmislerdir
(8). Avrupa antimikrobiyal direng siirveyans ag1
(EARS-NET)’in 2003-2008 yillar1 aras1 raporlarina
gore Tiirkiyedeki MRSA oranlari sirastyla %43, %40,
%35, %36, %34, %38 olarak bildirilmistir (9). Ancak
zamanla {ilkemizde MRSA oranlarinin diisiis goster-
digi bildirilmis, Ulusal Antibiyotik Direng Siirveyans
Sistemi (UAMDSS) 2016 yili verilerine gore MRSA
orani % 23,6 olarak belirlenmistir (10,11). Yurt digin-
daki siirveyans ¢calismalarina bakildiginda, EARS-NET
2017 yillik raporunda, ortalama invazif MRSA orani
%16,9 (%1-44) olarak belirtilmis ve 2014-2017 yillar1
arasindaki oranlara gore anlamli oranda diisiis gos-
terdigi belirtilmistir (12). Bizim ¢alismamizdaki MRSA
oraninin (%38,3) Tiirkiye geneli ve Avrupa iilkeleri
ortalamasindan yiiksek oldugu goriilmektedir. Buna
karsilik, Uzakdogu iilkelerinden Hindistanda yapilan
direng siirveyans ¢aligmasinda MRSA izolatlarinin
orant {ilkemizden ve Avrupa iilkelerinden daha ytik-
sek (% 40) olarak bulunmus, ayrica S. aureus izolat-
lar1 arasinda %5,8 VISA ve %6,9 hVISA izolati oldu-
gu bildirilmistir (13).

Enterococcus spp: Kan kiilttirlerinden izole edilen
Gram pozitif bakteriler arasinda Enterococcus spp
(n=30) izolatlarindan %70’inin Enterococcus faecalis
oldugu bulunmustur. E. faecalis izolatlarinda ampi-
silin, glikopeptidler, linezolid ve yiiksek diizey gen-
tamisinin ampirik tedaviye uygun oldugu, tiim ente-
rokoklar birlikte degerlendirildiginde ise sadece
glikopeptidler ve linezolidin ampirik tedavi secenegi
olabilecegi bulunmustur. Iki (% 22) Enterococcus fa-
ecium ve bir (%4,7) E. faecalis izolatinin vankomisi-
ne direngli (VRE) oldugu belirlenmistir. Vankomi-
sine direngli E. faecium izolatlarinda sadece
linezolidin ampirik tedaviye uygun oldugu goriil-
mektedir (Tablo 2). Ancak E. faecium ve E. faecalis

izolatlarinin izolat sayis1 <30 oldugundan duyarlilik
oranlarinin istatistiksel olarak diisitk %95 giiven ara-
ligina sahip oldugu dikkate alinmalidir. Ornegin E.
faecium izolatlarinda vankomisinin duyarlilik oran:
(%77) igin %95 giiven aralig1 %39-90 ve %48-95 ara-
sindadir (4). Ulkemizde kan kiiltiiriinden izole edilen
mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalara bakildigin-
da, Er ve ark, E. faecium igin %4,3 oraninda vanko-
misin direnci bildirmislerdir (14). Istanbul'daki bir
devlet hastanesinde yapilan kiimiilatif antibiyogram
calismasinda Adaleti ve ark, kan kiiltiirlerinden izo-
le edilen E. faecium izolatlarinda bizimkinden daha
diisitk (%9,5) VRE orani bulduklarini bildirmislerdir
(15). Safak ve ark, 2010-2015 yillar1 arasinda kan
kiiltiirlerinden izole edilen toplam 11559 kan izola-
tinin duyarlilik verilerini paylagtiklar: arastirmada
E. faecalis izolatlarinda vankomisin direncine rast-
lanmadiginy, E. faecium izolatlarinda bizim verimiz-
den daha disiik (% 9,4) oranda VRE bulundugunu
bildirmislerdir (8). Onemli hastane enfeksiyonu et-
kenleri oldugu bilinen E. faecalis ve E. faecium’™un
ampisiline direngli suslarinin tedavisinde kullanila-
bilecek secenekler olmalari nedeniyle, bu suslarin
glikopeptidlere ve yiiksek diizey aminoglikozidlere
duyarli olmalar1 6nemlidir. Ulkemizdeki siirveyans
sistemi olan UAMDSS 2016 verilerine gére ampisilin,
vankomisin ve yiiksek diizey aminoglikozid duyar-
lilik oranlar1 E.faecalis izolatlarinda sirasiyla %94;
%98,7 ve %43; E. faecium izolatlarinda ise %8,4; %84
ve %38 olarak bildirilmistir (11). Bu ¢alismada ise
ayni antibiyotikler i¢in duyarlilik oranlar1 E. faecalis
izolatlarinda sirasiyla %90,4; %95,2 ve %90,4; E. fae-
cium izolatlarinda ise %11; %77,7 ve % 66,6 olarak
bulunmustur. EARS-NET 2017 yillik raporunda E.
faecium izolatlarinda %14,9 VRE orani bildirilmis,
E. faecalis izolatlarinda ise VRE oranlarinin birgok
tilkede ¢ok diisiik (%0-5) oldugu belirtilmistir. Av-
rupa iilkelerinde E. faecalis izolatlarinda yiiksek dii-
zey gentamisin direnci ortalama %30 iken bizim
caligmamizda %9,6 oraninda bulunmasi, dikkat ge-
kici bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir (12).
Hastanemizde 6zellikle kan kiiltiirlerinden VRE izo-
le edilmesi durumunda Hastane Enfeksiyonu Kontrol
Komitesi sozlit ve yazili olarak bilgilendirilmekte ve
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gerekli 6nlemlerin alinmasi saglanmaktadir. Bu uy-
gulamanin VRE oranlarinin diigmesine katkida bu-
lundugu diistintilmektedir.

Escherichia coli: Kan kiiltiirlerinden izole edilen
Gram negatif bakteriler arasinda genislemis spekt-
rumlu beta laktamaz (GSBL) olusturan E. coli izolat-
larinda (n=51, %45,5) sadece karbapenem grubu
antibiyotikler ampirik tedavi i¢in uygun bulunurken,
GSBL olusturmayan grupta (n=61, %54,5) karbape-
nemlere ek olarak 3. ve 4. kusak sefalosporinler, ami-
noglikozidler ve piperasilin+tazobaktamin ampirik
tedavi i¢in uygun antibiyotikler oldugu bulunmustur.
GSBL porzitif E. coli izolatlarinin %5,8’inin tiim an-
tibiyotiklere direngli oldugu belirlenmistir. Yurt i¢in-
de yapilan benzer ¢alismalar incelendiginde, Kiling
ve ark, 1646 kan izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada, kan
kiiltiirlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda sefta-
zidim duyarliligini %27, gentamisin duyarliligini %
63 ve kinolon duyarliligini %36 olarak bulmuslardir.
E.coliizolatlarina ait bu sonuglarin, bizim verilerimi-
ze gore daha diisiik (sirastyla %58, %76, %70) duyar-
liliga sahip oldugu bulunmustur. Arastirmacilar ay-
rica E. coli izolatlarinda % 8 oraninda imipenem
direnci (bu ¢alismada %3,6) oldugunu belirtmislerdir
(16). Safak ve ark, 2010-2015 yillar1 arasinda kan
kiltirlerinden izole edilen toplam 11559 kan izola-
tinin duyarlilik verilerini paylastiklar1 aragtirmada
E. coli izolatlarinin %49unun GSBL olusturdugunu
bildirmis, gentamisin, amikasin, siprofloksasin ve
piperasilin+tazobaktam duyarliligini sirasiyla %638,6,
%97,5, %58,9 ve %88 olarak bulmuslar ve karbapenem
direncine rastlamadiklarini belirtmislerdir (8). Bu
sonuglar arasinda gentamisin ve piperasilin+tazo-
baktam duyarliliginin bizim verilerimizle benzerlik
gosterdigi (sirasiyla, %76, %89), amikasin duyarlili-
gimizin diisiik (%83) ve siprofloksasin duyarliligimi-
zin daha yiiksek (%69,6) oldugu goriilmektedir. Ul-
kemiz UAMDSS 2016 verilerine gore invazif E. coli
izolatlarinda ampisiline %21,5, sefotaksime %47,9,
gentamisine %70,7, amikasine %91,3, siprofloksasine
%45,5 ve imipeneme %95; Avrupa Birligi iilkelerinde
ise 3.kugak sefalosporinlere %85,1; aminoglikozidle-
re %388,6; florokinolonlara %74,3 ve karbapenemlere
%92,8 ortalama duyarlilik oranlar verilmistir (11,12).

Bizim ¢alismamizda elde edilen duyarlilik oranlari
ampisilin i¢in %25, sefotaksim i¢in %54,5, gentami-
sin i¢in %75,9, amikasin i¢in %83, siprofloksasin i¢in
%69,6 ve imipenem i¢in %96,4 olarak bulunmustur.
Sonuglarimizin Avrupa iilkeleri ortalamasina (%87,8)
gore daha diigiik olan GSBL oranimiz (%45,5) harig
tutuldugunda, yurt i¢i ve Avrupa iilkeleri verileri ile
uyumlu oldugu gériilmektedir. Ulkemizde yapilan
bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen E. coli
izolatlar1 icin belirtilen %57 seftazidim, %60 sefepim,
%95,3 imipenem, %72 gentamisin duyarliliklar: has-
tanemiz verilerine (sirastyla, %58, %60,7, %96,4, %76)
benzemekle beraber, bizim ¢alismamizdan (%69,6 ve
%89,3) daha distik siprofloksasin ve piperasilin+ta-
zobaktam (sirasiyla %52,3 ve %76,2) ve daha yiiksek
amikasin (%96,2) duyarlilig1 bildirmislerdir. Bu ¢a-
lismadaki %46,7 GSBL pozitif E. coli oran1 bizim
calismamizdaki oran (%45,5) ile benzerlik goster-
mektedir (16). EARS-NET yillik raporunda, Avrupada
kan akimi enfeksiyonlarinin en yaygin etkeninin
bizim sonuglarimiza ve tilkemizdeki pek ¢cok calis-
maya benzer sekilde E. coli oldugu belirtilmistir. Ay-
rica 2017 yilinda Avrupa Birligi iilkelerinde invazif
E. coli izolatlarinda karbapenem direncinin nadir
oldugu, sadece Yunanistanda %1-5 oraninda iken
diger Avrupa iilkelerinde <%1 olduguna dikkat ge-
kilmistir (12). Calismamizdaki E. coli izolatlarinda
karbapenem diren¢ orani %3,6 ve GSBL pozitif izo-
latlarda %5,4 olup Yunanistandaki direng oranlar1 ile
benzerlik gdstermektedir. [lave olarak GSBL pozitif
E.coli izolatlarimizin %5,8inin tiim antibiyotiklere
direngli oldugu bulunmustur.

Klebsiella pneumoniae: Calismamizda GSBL po-
zitif K. pneumoniae izolatlar1 i¢in ampirik tedavi se-
¢enegi olmadig1 bulunmus, bu izolatlarin %28,8’inin
cok ilaca direngli ve %26,2’sinin tiim antibiyotiklere
direngli oldugu belirlenmistir. GSBL negatif K. pneu-
moniae izolatlarinda ise sefotaksim, sefepim, karba-
penemler, gentamisin, tobramisin ve siprofloksasinin
ampirik tedavi i¢in uygun oldugu bulunmustur (Tab-
lo 2). Kiling ve ark, 1646 kan izolat ile yaptiklari ¢a-
lismada, kan kiltiirlerinden izole edilen K. pneumo-
niae izolatlarinda %17 seftazidim, %48 gentamisin,
%60 kinolon duyarlilig: bildirmislerdir. Seftazidim ve
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gentamisin sonuglar1 bizim sonuglarimiza (sirasiyla
%38,5, %60) gore diisiik, kinolon duyarlilig1 ise ben-
zer (%54,5) olarak bulunmustur. Aragtirmacilar ayri-
ca K. pneumoniae izolatlarinda oldukga diisiik (% 3,6)
oranda imipenem direnci (bu ¢aligmada %35) oldu-
gunu belirtmislerdir (16). Safak ve ark, 2010-2015
yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam
11559 kan izolatinin duyarlilik verilerini paylastikla-
r1arastirmada K. pneumoniae izolatlarinin %69,9unun
(bu ¢aligmada %63,6) GSBL olusturdugunu bildirmis,
gentamisin, amikasin, siprofloksasin ve piperasilin+-
tazobaktam duyarliligini sirastyla %60,5, %84,5, %68
ve %48,5 olarak bulmuglar ve %41 karbapenem di-
rencine rastladiklarini belirtmislerdir (8). Bu sonuglar
arasinda gentamisin ve piperasilin+tazobaktam du-
yarliliginin bizim verilerimizle (sirastyla, %60,1 ve
%53) benzerlik gosterdigi, amikasin ve siprofloksasin
duyarliliginin bizim verilerimize (sirasiyla %68 ve
9%54,5) oranla daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ay-
rica bizim ¢alismamizda nispeten daha diisiik (%34,8)
imipenem direnci bulunmustur. Coskun ve arknin
calismasinda 621 kan izolatindan izole edilen K. pneu-
moniae izolatlarinda seftazidim, imipenem, gentami-
sin, siprofloksasin ve piperasilin+tazobaktam duyar-
liliklar: sirasiyla %34,2, %68,5, %56,2, %64,4, %50
olarak bildirilmis, izolatlarin bizim GSBL oranimiza
(%63,6) gore daha diisiik (%35,6) oranda oldugu be-
lirtilmistir (17). Coskun ve arknin sonuglar1 bizim
verilerimizle amikasin ve siprofloksasin disinda (iki-
si de daha duyarli, %90,4 ve %64,4) benzerlik goster-
mektedir. Ulkemizde UAMDSS 2016 verilerine gore
invazif K. pneumoniae izolatlarinda sefotaksime %31,5,
gentamisine %50,8, amikasine %70, siprofloksasine
%37,3 ve karbapenemlere %60; Avrupa Birligi tilke-
lerinde ise 3.kusak sefalosporinlere %68,8; aminogli-
kozidlere %75,9; florokinolonlara %68,5 ve karbape-
nemlere %92,8 ortalama duyarlilik oranlar:
verilmistir (11,12). Bizim ¢alismamizda sefotaksim
i¢in duyarlilik oran1 %36,4, gentamisin i¢in %60,1,
amikasin i¢in %68,2, siprofloksasin icin %54,9 ve imi-
penem icin %65,2 olarak bulunmustur. Sonu¢larimi-
zin iilke geneli ile uyumlu, Avrupa tilkeleri ortalama-
sina gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Avrupa
tlkelerinde GSBL pozitif K. pneumoniae izolatlarinin

orani ortalama %87,8 iken bu ¢alismada daha disiik
olarak (%63,6) bulunmustur. UAMDSS 2016 verile-
rinde invazif K. pneumoniae izolatlarinin ¢oklu ilag
direnci %46 olarak bildirilmis, bizim ¢alismamizda
bu oran daha diisiik (% 28,8) olarak bulunmustur.
Calismamizda K. pneumoniae izolatlarinda gozlenen
9%28,8 ¢oklu ilag direnci, %34,8 karbapenem direnci
ve %26,2 oranindaki tiim ilaglara direncin oldukg¢a
6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda Gram
negatif bakterilerde karbapenemleri de kapsayan yiik-
sek direng oranlari nedeniyle 6zellikle yogun bakim
tinitelerinde mortalite oranlari ile hastanede yatis
stirelerinde ve maliyetlerde artislar ortaya cikmakta-
dir (18). Cogul direngli ve tiim antibiyotiklere direng-
liizolatlarda tek secenek kolistin gibi gériinmektedir.
Ancak kolistin molekiiliiniin yapisinin biiyiik olma-
sindan dolay1 agara zayif difiizyonu nedeniyle duyar-
lilik deneylerinin sadece sivi mikrodiltisyon yonte-
miyle yapilmasi gerektigi uluslararasi rehberler
tarafindan bildirilmistir (19-22). Ayrica bazi ticari
otomatik identifikasyon sistem firmalar1 da kolistin
duyarlilik sonuglarinin giivenilir olmadigini bildir-
mislerdir (23). Ancak siv1 mikrodiliisyon yontemi
bir¢ok laboratuvarda oldugu gibi laboratuvarimizda
da rutin olarak uygulanamadigindan, kiimiilatif an-
tibiyogram sonuglarimizda kolistin duyarlilik sonug-
lar1 yer almamaktadir. Laboratuvarimizda pratik ve
rutin olarak uygulanabilen bir mikrodiliisyon yonte-
mi olan disk eliisyon yontemi (24) ile kolistin duyar-
lilig1 saptama igin ¢aligmalara baslanmis bulunmak-
tadir. Ayrica ¢oklu ila¢ direnci ve karbapenem
direncinin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alina-
bilmesi i¢in dniimiizdeki donemlerde en az bir yillik
olmak iizere rutin kiimiilatif antibiyogram raporlari-
nin hazirlanarak 6nceki yillarin sonuglariyla karsilag-
tirilmasi planlanmaktadir.

SONUC

Ozellikle GSBL pozitif K. pneumoniae izolatlarin-
da direng sorununun artti31 ve ampirik tedavi sege-
neginin olmadig1 gézlenmistir. Tim ilaglara direng-
li izolatlarda kolistin kullaniminin uygulamaya
konabilmesi i¢in, rutin kullanima uygun kolistin
direnci saptama yontemleri {izerinde calisilmas: ge-
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rekmektedir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri-
lerdeki yiiksek direng oranlarinin azaltilabilmesi i¢in,
diizenli siirveyans takibinin yapilmasi ile birlikte
Enfeksiyon Kontrol Komitesi ¢alismalarinin (el y1-
kama yontemleri, temas izolasyon onlemleri, saglik
personelinin egitimi vb) stirdiiriilmesi gerekmektedir.
Ayrica karbapenemleri de kapsayan ¢ogul direngli
organizmalar i¢in yeni antibiyotik ve kombinasyon-
larinin etkinligini test eden ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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Amag: Kodlama yapmayan kiigtik RNAlar hiicre farklilagmasi, biiytimesi, gelismesi, immiin
reaksiyonlar, stres adaptasyonu gibi fizyolojik siireglerin yan1 sira, kanser, kalp hastaliklar1 gibi
kompleks hastaliklarla da iliskilendirilmistir. MIR223, hematopoetik sisteme 6zgii bir miRNAdir.
T-hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (T-ALL) patogenezine katkida bulunan miRNAlar arasinda
yiiksek anlatima sahip oldugu ve onkomir olarak aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada
MIR223 geninin T-ALL hiicre serilerinde alternatif bir yaklasim olarak 6zgiin kilitli niikleik asit
(KNA) kullanilarak baskilanmasi ve gen sessizlestirme etkinliginin gosterilmesi amaglanmugtir.
Gereg ve Yontem: Kiiltiire edilen T-ALL hiicre serilerine (Jurkat ve Molt4), 24 ve 48 saatlik siirelerde,
100 ve 150pmol konsantrasyonda MIR223e 6zgii KNA uygulanmustir. Her iki zaman araliginda
RNA izolasyonu sonrasi, stem loop polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cDNA sentezlenerek,
kantitatif gergek zamanlh PZR (QRT-PZR) ile miRNA anlatim diizeyleri belirlenmistir.

Bulgular: Her iki hiicre serisinde de 24. saatte, 150pmol KNA, sadece transfeksiyon ajani
uygulanmis (Mock) hiicrelerle karsilagtirildiginda MIR223 dizeyinin yiiksek oranda
baskilandig gozlenmistir (Jurkat %73, p=0,001 ve Molt4%80 p=0,04). Molt 4 hiicre serisinde
anlamli diizeyde baskilanma 48. saatte devam etse de (p=0,005), Jurkat hiicre serisinde 48.
saatteki baskilama istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug: MIR223 onkogenik etki gosteren bir miRNA olarak tanimlanmistir ve antisens
oligolar ile MIR223 geninin sessizlestirilmesi T-ALL gibi artmig MIR223 anlatim1 gosteren
kanserlerde hastaligin seyrini ve tedavi alternatiflerini aragtirma imkani saglamaktadir. Bu
¢alismada T-ALL hiicrelerinde alternatif bir RNA interferans (sessizlestirme) uygulamasi
olarak KNA kullanilmistir ve bu molekillerin ¢ok etkin ancak kisa siireli olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: T-ALL, MIR223, kilitli niikleik asitler (KNA), gen sessizlestirmesi

ABSTRACT

Objective: Noncoding small RNAs play roles in physiological processes such as cell differentiation,
growth, development, immune reactions, stress adaptation as well as complex diseases such as
cancer and heart diseases. MIR223 is a specific miRNA to the hematopoietic system. Among
the miRNAs associated with the pathogenesis of T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL),
MIR223 was shown to have the highest expression level and functions as an oncomir. In this
study we aimed to suppress MIR223 gene expression by using locked nucleic acid (LNA) in
T-ALL cell lines as an alternative gene silencing technique and to show the silencing efficacy.
Material and Methods: T-ALL cell lines (Jurkat and Molt4) were cultured and MIR223 specific
LNA was applied in 100pmol and 150pmol concentrations for 24 hours and 48 hours. RNA was
isolated from cells at both time points, followed by a stem loop polymerase chain reaction (PCR)
for cDNA synthesis and the miRNA expression levels were evaluated by quantitative real time PCR.
Results: In both cell lines a 150pmol application of LNA was compared to mock cells and the
MIR223 expression was already suppressed at 24hours (73% in Jurkat (p=0,001) and 80%in
Molt4 (p=0,04)). The suppression was continued at 48 hours in Molt4 cell line (p=0,005)
where as there was no statistical significant difference in Jurkat at 48 hours.

Conclusion: MIR223 has been identified as an oncomir and silencing the MIR223 with
synthetic antisense oligos provide the opportunity to investigate the course and alternative
therapy options of cancers with increased MIR223 expression, such as T-ALL. In this study
LNA was used as an alternative RNA interference application in T-ALL cells and showed that
LNA can effectively suppress gene expression when used in the short term.

Keywords: T-ALL, MIR223, locked nucleic acid (LNA), Gene silencing
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GIRIS

RNA interferans (RNAi), mRNA diizeyinde gen
anlatiminin susturulmasini ifade eder. RNAi, genle-
rin anlatimlarini durdurabilme ve bunun sonucunda
meydana gelen fenotipik degisimleri gozlemleyebil-
me imkanini vermektedir. Bu yontem ilk defa Cae-
norhabditis elegans (C.elegans) modelinde bazi1 gen-
lerin kiiciik RNA'lar araciligiyla susturulmasinda
denenmistir (1). RNAi yaklasiminda farkli kodlama
yapmayan kiigitk RNAlar (miRNA, siRNA, piRNA,
rasiRNA, shRNA, scnRNA) kullanilmaktadir. Kod-
lama yapmayan RNAlar icerisinde en biiyiik grubu
endojen kokenli miRNA ya da genellikle ekzojen
kokenli siRNAlar olusturmaktadir (2-4).

MikroRNAlar (miRNA) 17-25 niikleotid uzun-
lugunda, genomun kodlanmayan bolgesinde yer alan
diizenleyici kiigitk RNA molekiilleridir. miRNA'lar
post transkripsiyonel asamada hedef mRNAlarin 3’
translasyona ugramayan boélgelerinde (untranslated
region, UTR) bulunan, kendilerine komplementer
olan dizilere baglanarak gen anlatimini baskilar. miR-
NATlarn ilk kesfinden bu yana 6karyotlarda ytizler-
cesi daha tanimlanmus ve hiicre farklilagmasi, bityii-
mesi, gelismesi, immiin reaksiyonlar, stres
adaptasyonu gibi fizyolojik; kanser, kalp hastaliklar:
gibi patofizyolojik olaylarla iliskilendirilmislerdir (5).

MIR223, bioinformatik tahmin araglari ile tespit
edilmis, hematopoetik sisteme 6zgii bir miRNAdir
(6). Yapilan aragtirmalarda 16semi, pankreas, kolorek-
tal, meme, mide, over gibi kanser cesitleri ve lupus
eritematozus, romatoid artrit, glioblastoma, kronik
astim, tip 2 diyabet gibi hastaliklarla iliskilendirilmis-
tir (7, 8). Ayrica MIR223’in hiicre dongiisti, timor
yayilimi, hematopoetik farklilagma ve hiicrelerin im-
miin fonksiyonlarinda da rol aldig1 saptanmustir (9).

MIR223in, T-Hicreli Akut Lenfoblastik Losemi
(T-ALL) patogenezine katkida bulunan miRNAlar
arasinda en yiiksek anlatima sahip oldugu ve onkomir
olarak aktivite gosterdigi tespit edilmistir (10).

mirRNAlarin hedeflenerek baskilanmasi, son yillarda
gindemde olan ve farkli kanser tiirlerinde de
uygulanan bir tedavi yontemidir. Bu ¢alismada
T-ALLde yiiksek anlatimi gosterilmis MIR223’tin,
T-ALL hiicre serilerinde kilitli niikleik asitler (KNA)
kullanilarak baskilanmasi gergeklestirilmis ve gen
sessizlestirmesinin etkinligi degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

Calismada T-ALL hiicre hatlar1 Jurkat ve Molt4
kullanilmistir. Hiicreler, i¢inde ¢ogalacaklar1 %10 FBS
(Fetal Bovine Serum) ile zenginlestirilmis ve %1 pe-
nisilin/streptomisin eklenmis RPMI 1640 medyum
i¢inde, 37°Cde %5 CO, sartlarinda biiytitilmiistiir.

Kilitli Niikelik Asit (KNA) Anti-MIR223
ile MIR223 Gen Baskilanmas:

KNA Anti-MIR223 muamelesi i¢in 24 kuyulu
plaklar kullanilmistir. Oncelikle 3X10° hiicre, 24. ve
48. saat Ol¢timleri i¢in FBS iceren 300ul RPMI besi
yeri iginde kuyulara dagitilmistir. Karsilastirma igin
kontrol gruplar: olarak; muamele edilmemis (untre-
ated, Unt) ve bos transfeksiyon ajani ile muamele
edilen (Mock) hiicreler kullanilmistir. Daha 6nceki
gen susturma ¢aligmalarimiza dayanilarak hiicre se-
rileri 100pmol ve 150pmol KNA ile muamele edil-
mistir (hakem degerlendirmesinde).

Yeterli miktarda gogaldig1 gozlenen hiicreler iizeri-
ne, iki farkli dozda ana stogu 5000 pmol olan KNA ve
transfeksiyon ajan1 (FuGENE® 6 Transfection Reagent
(Promega, Madison, WI, USA)) 100 pl FBS igermeyen
besi yeri ile birlikte kuyulara ilave edilmistir. Alt1 saat
inkiibasyonun ardindan kuyulara son bir kez daha 100pl
FBS igeren RPMI 1640 besi yeri eklenmistir. Olusturu-
lan reaksiyon karisimlari Tablo 1de gosterilmistir. 24 ve
48. saatlerde hiicreler kuyulardan toplanarak PBS ile
1/10 oraninda diliie edildikten sonra (100 ul Medyum
+900 ul PBS) hiicre canlilif1 belirlenmistir.

Tablo 1. KNA Anti-MIR223 konsantrasyonlarina gore hazirlanan reaksiyon karigimlar:
LNA-Son Konstrasyon LNA Anti-miR Transfeksiyon Ajani FBS igermeyen Toplam hacim
Medyum (ul)
10 pmol 1 pl (5000 pmol) 3l 97 ul 100 pl
50 pmol 5 ul (5000 pmol) 3ul 92 ul 100 ul
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Stem Loop PZR ve Kantitatif Ger¢ek Za-
manli PZR (QRT-PZR)

Toplanan hiicreler, 1 ml trizol ile homojenize edil-
mis ve trizol protokolii ile RNA izolasyonu gercekles-
tirilmistir. RNAlarin kalitesini ve konsantrasyonunu
tayin edebilmek i¢in spektrofotometre (nd-1000, Na-
noDrop Technologies, Inc., Wilmington, USA) kulla-
nilmiltir. MIR223 gen anlatim diizeyini tespit edebilmek
icin oncelikle spesifik primerler kullanilarak SNORD24
(endojen kontrol miRNA) ve MIR223 igin stem-loop
cDNA sentezi yapilmistir. Stem-loop cDNA sentezi
i¢in 1000 ng total RNA, 10 mM dNTP, 5 pmol MIR223
RT Primer, 5 pmol SNORD24 RT Primer, 0,1M DTT
(1,4-ditiotreitol), 40 tinite RNaz, 5X tampon ¢ozeltisi
ve 200 tinite ters transkriptaz enzimi Superscript II
(Invitrogen Life Technologies, USA) kullanilmistir.
Reaksiyonun uygulandig sicaklik ve iliskili stireleri;
42°Cde 50 dakika ve 70°Cde 15 dakikadr.

Gen anlatim baskilanma diizeyleri gergek za-
manl kantitatif PZR (LightCycler 480, Roche Di-
agnostics GmbH, Germany) ile belirlenmistir.
MIR223 i¢in F 5°-TCGCGGTGTCAGTTTGTCA-
AA-3’ ve R 5’-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
primerleri ve referans miRNA olarak kullanilan
SNORD24 i¢in F 5-TGCGGTGCAGATGATGTA-
AAA-3veR5-GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3
primer ¢iftleri kullanilmistir. Hedef ve referans gen-
ler igin final konsantrasyonda 1X ana karisim (Ro-
che Diagnostic, Almanya), 200nM primer, 0,04
tinite prob (universal probe library (UPL) prob no:21,
Roche) olacak sekilde PZR reaksiyon karigimlar:
hazirlandiktan sonra 96 kuyulu plak igerisine, her
bir kuyuya karisimdan 10 pl paylastirilmigtir. Uze-
rine 200ng cDNA 6rnegi ilave edilmistir. Her 6rnek
ti¢ kopya olacak sekilde calisilmigtir. Rolatif kanti-
fikasyon algoritmasi ile gen anlatim diizeyleri be-
lirlenmigtir. PZR’nin doéngii sicaklik ve siireleri; 95
°Cde 10 dak inkiibasyon (1 dongii), 95°Cde 10 sn,
60°Cde 20sn, 72°Cde 1sn (45 dongii) ve 40 °Cde
10 sn sogutma (1 dongii) olacak sekildedir.

Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda Grap-
hPad Software Inc. (La Jolla, California, US) kullanil-
mustir. Sadece transfeksiyon ajani iceren mock hiicre-
leri ile uygulama yapilan hiicre gruplar: arasindaki

rolatif gen anlatiminin istatistiksel analizi igin student-t
test kullanilmistir ve P < 0.05 (hipotezler ¢ift yonli
olarak) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Jurkat ve Molt4 hiicre serilerinde, 100 ve 150 pmol
konsantrasyonlarda MIR223e 6zgiin KNA ile 24. ve
48. saatlerde uygulama yapilarak MIR223 gen anla-
timlar1 incelenmigtir (Sekil 1A ve 1B). Muamelenin
yapildig1 ilk 24. saat icinde hem Jurkat hem de Molt4
hiicre serilerinde MIR223 geni anlatiminin, sadece
transfeksiyon ajani iceren hiicrelere gore Jurkat hiic-
re serisinde %70 ve Molt4 hiicre serisinde %80den
fazla baskilandig1 belirlenmistir.

Her iki hiicre serisinde de 24. saatte, 100 pmol ve
150 pmol konsantrasyonlarda MIR223 anlatimlarinin
azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamlilik gosteren
baskilanmanin 150 pmol konsantrasyonda oldugu
belirlendi. Jurkat ve Molt4 hiicrelerinde 24. saat bas-
kilanma i¢in KNA ile muamele edilmemis hiicrelere
oranla anlaml derecede MIR223 anlatim diizeyleri-
nin azalmis oldugu (sirasiyla, p=0.001 ve p=0.046)
saptanirken, 48. saatte baskilanmanin 6zellikle Jurkat
hiicre serilerinde etkin olarak gergeklesmedigi belir-
lenmistir (p=0.3). Molt4 hiicrelerinde ise 48. saatte
baskilanma devam etse de 24. saate gore daha diisiik
oranlarda olmugstur (p=0.005).

SONUC ve TARTISMA

miRNAlarin anlatiminda meydana gelebilecek
diizensizlikler hematopoietik sistemin diizenini boza-
rak 16seminin ortaya ¢tkmasina sebebiyet verebilmek-
tedir. miRNA anlatimi hedeflenerek gelistirilen tedavi
yontemleri heniiz emekleme asamasindadir. Bununla
beraber miRNA biyolojisi hakkinda bilgilerimiz art-
tikga bu biyolojik molekiillerin hematolojik kanserler-
den akut l6semilerin tani ve tedavisinde etkin bir se-
kilde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir (11).

Yapilan ¢aligmalarda miRNA'larin agir1 veya az
anlatimlarinin ya da tamamen delesyona ugramala-
rinin 16semi tiplerinde tiimor baskilayic: ya da on-
kogen benzeri rolleri gésterilmistir (12, 13). Bu ¢a-
lisgmalardan birinde MIR-92a’nin, AML hiicre hatt1
olan CD32 hiicrelerinin kontrolsiizce ¢ogalmasina
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Sekil 1. KNA Anti-MIR223 baskilanmasi
sonrasinda, A) Jurkat ve B) Molt4 hiicre serisinde
24. ve 48. saatlerdeki MIR223 anlatiminin gercek
zamanli kantitatif PZR ile belirlenmesi. Her deney
ti¢ kez tekrarlandi ve 6rnekler triplike olarak
calisildi. SNORD24 referans geni ile normalize
edildi (A, p=0.001; B, p=0.046 ve p=0.005 - t-test)

sebep olacak sekilde, p63 geninin anlatimini baski-
ladig1 gosterilmistir (14, 15). Bir diger ¢alismada
farelerin hematopoietik sisteminde MIR-155 ve MIR-
29a’nin anlatimindaki artisin myeloproliferatif has-

taliklar ve l6semiler ile iligkili oldugu saptanmigtir

(16, 17). MIR223’in ektopik anlatiminin hematopo-

ietik kok hiicrelerinin %30-50 oraninda T hiicreleri-
ne farklilagmasini sagladig gosterilmistir (18). Bu
yonde yapilan bir diger ¢calismada, tetiklenmis mye-
loid o6nciilleri enjekte edilen farelerde MIR223 anla-
timinin, lenfosit hiicrelerini B yoniine degil, sadece
T yoniine farklhilagtirdigini ortaya koymustur. Bu da
MIR223tin daha ¢ok T lenfosit soyuna 6zgii hiicre-
lerde aktif oldugunu gostermektedir (19).

KNA'lar komplementer RNAYya yiiksek afinite ile
baglanabilen ¢ok 6zgiin RNA analoglaridir. Dolayisi
ile son yillarda KNA'lar miRNA baskilamalarinda
tercih edilmeye baglanan molekiiller arasindadir (20).
Etkin gen sessizlestirme potansiyelleri, diigiik toksi-
site ve yliksek metabolik stabilitelerinden dolay1 yeni
nesil antisens oligo tedavi yaklagimlarinda da ilgi
odag1 olmustur. KNA oligolar riboz kalintilarini sa-
bitleyen fazladan metilen kopriisiine sahip niikleik
asit bloklaridir (21, 22). Bildigimiz kadariyla ilk defa
bu calismada, in vitro KNA kullanilarak T-ALL hiic-
re serilerinde MIR223 baskilanmas ve etkinligi arag-
tirldi. Antisens oligo tedavi yaklagimi icin 6n arag-
tirma sonuglar: olarak, ilk 24. saat i¢inde yiiksek
konsantrasyonlu uygulamada hem Jurkat hem de
Molt4 hiicre serilerinde farkli oranlarda MIR223 geni
anlatiminin etkin olarak baskilandig ve 48. saatte bu
etkilerin azaldig1 gozlendi. iki hiicre serisinde birbi-
rinden farkli oranlarda etkinin gézlenmesi iki hiicre
serisinin birbirinden farkli T-ALL alt gruplarini tem-
sil etmesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, bu ¢a-
lisma, hedef miRNAy1 sessizlestirmenin ilk 24 saat-
teki etkinliginin 48 saat sonra azalmasi KNAlarin
daha cok, kisa siireli ama etkin olarak tedavi planla-
rinda kullanilabilecegi ile ilgili 6n bulgularin eldesi-
ni saglamistir. Daha uzun baskilama siirelerinin de-
gerlendirilecegi c¢alismalarda her uygulama
zamaninda (24. saat, 48. saat vb) besi yerinin yenile-
rek KNAnin yeniden eklenmesi ya da KNAnin bir
viral vektor i¢ine klonlarak, sabit anlatiminin saglan-
mast daha uygun olabilir. Ileride bu amagla dizayn
edilecek arastirmalarda, elde edilen 6n bulgular 151-
ginda hem zamansal hem konsatrasyon ¢esitliklikle-
ri kullanilmasi hem de transfeksiyonda kullanilabi-
lecek vektorlerin giivenlik testleri ile birlikte
degerlendirilmesi 6ngorilmistiir.
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MIR223 onkogenik etki gosteren bir miRNA
olarak tanimlanmuigtir (23) ve antisens oligolar ile
MIR223 geninin susturulmasi1 T-ALL gibi artmis
MIR223 anlatimi gosteren kanserlerde hastaligin
seyrini arastirma imkani saglayabilir. Bu ¢alisma-
dan elde edilen 6n bulgularda, T-ALL hiicrelerin-
de alternatif bir RNA interferans uygulamasi olarak
kullanilabilecek KNAnin, kisa stireli ancak etkin
oldugu gosterilmis ve hastalik patogenezini aras-
tirmaya yonelik yapilacak caligmalarda etkili bir
in vitro model olarak bu yaklasimin kullanilabile-
cegi belirlenmistir.
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ABSTRACT

Objective: Medicinal herbs are commonly used as complementary or prophylaxis in
common illness, as well as in diseases such as cancer, where the disease is severe. In order to
determine the use of plants and mushrooms among cancer patients, a survey was conducted
with 100 cancer patients who are receiving treatment at polyclinics at the Istanbul University
Institute of Oncology.

Material and Methods: The questionnaires were conducted face to face with the patients
and the results were evaluated in computer.

Results: According to the survey results, only 24 of 100 patients were found to use the plants
and mushrooms for treatment, to reduce the side effects of the treatment or to feel better. As
a result, it was determined that a total of 17 different plants and 1 mushroom were used. The
mechanism of action, side effects, and warnings of these plants and mushrooms on cancer
treatment have been investigated. With this study, it was determined how the patients obtained
the plants and mushrooms, how the age, gender or socioeconomic status affect the plants and
mushrooms used and what kind of feedback the patients give about their experience.
Conclusion: The fact that the plants and mushrooms are not supplied by pharmacies,
the application of herbal treatments with the advice of people under the title "expert" and
"reliable” cause many problems. The survey study yielded promising results about the use
of plants and mushrooms by cancer patients in Turkey. Similar studies are expected to be
conducted in more clinics.

Keywords: Survey, cancer, Istanbul University Institute of Oncology, medicinal plants,
medicinal mushrooms

(072

Amag: Bitkiler ve mantarlar, tamamlayici veya koruyucu olarak basit hastaliklarda kullanildigt
gibi kanser gibi tedavisi agir olan hastaliklarda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser
hastalar1 arasinda bitki ve mantar kullanimini belirlemek amaciyla Istanbul Universitesi
Onkoloji Enstitiisi'nde polikliniklerde tedavi goren 100 kanser hastasi ile bir anket ¢alismasi
yapilmigtir.

Gereg ve Yontem: Anketler hastalarla yiiz yiize gergeklestirilmis ve sonuglar bilgisayar
ortaminda degerlendirilmistir.

Bulgular: Anket sonuglarina gore, 100 hastanin sadece 24’tintin bitki ve mantarlar1 tedavi
edici, tedavinin yan etkilerini azaltic1 veya daha iyi hissetmek igin kullandig1 saptanmugtir.
Anket sonucunda toplam 17 farkli bitki ve 1 mantarmn kullanildig: tespit edilmistir. Bu
bitki ve mantarlarin kanser tedavisi tizerindeki etki mekanizmasi, yan etkileri ve uyarilart
arastirlmugtir. Bu galigma ile kanser hastalarinmn bitki ve mantarlari nasil temin ettikleri, yas,
cinsiyet veya sosyoekonomik durumun bitki ve mantar kullanimini nasil etkiledigi, kullanilan
bitki veya mantardan yarar veya zarar nedeniyle ne tiir geri bildirimler alindig1 belirlenmistir.
Sonug: Bitkilerin ve mantarlarin eczanelerden tedarik edilmemesi, "uzman" ve "giivenilir"
baghgr altindaki kisilerin tavsiyesi ile bitkisel tedavilerin uygulanmasi birgok soruna
neden olmaktadir. Yapilan anket galigmasi, Tiirkiye'de kanser hastalarinin bitki ve mantar
kullanimina iliskin fikir olusturmasi agisindan umut verici sonuglar vermistir. Gelecekte
yapilacak benzer ¢aligmalar ile kanser tedavisi almakta olan hastalarin bitki ve mantar
kullanimlarinin 6grenilmesi ve hastanin bir biitiin olarak ele alinarak bu konuda egitim
almig uzmanlarin tavsiye vermeleri timit edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anket, kanser, Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii, tibbi bitki, tibbi
mantar
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INTRODUCTION

Plants have been used by humans since ancient
times. Neanderthal remains dating back to 60 thou-
sand years ago, have been identified between 1957
and 1961 in Sanidar Cave in Northern Iraq. Next to
this human residue that is thought to be a shaman,
plants such as hibiscus, cornflower, purple hyacinth,
groundsel, yarrow, and ephedra have been founded.
This discovery is considered to be the first data for
the beginning of the relationship between the human
and plants (1). Some relics which belong to Mesopo-
tamian, Hittite, Greek, Egyptian, Roman, Byzantine,
Arabic; Ottoman and Seljuk Civilizations demonstrate
that plants are used for treatments by humans. The
most important of these pieces is Materia Medica,
written by the Greek physician and pharmacologist
Dioscorides who lived in the 1st century AD. Mate-
ria Medica includes more than 660 herbal substanc-
es. Dioscorides, due to this contribution, is considered
the founder of modern plant science (2).

Treatments and methods that are used in addition
to the standard treatments or instead of standard treat-
ments are called Complementary & Alternative Med-
icine (CAM). When applied together with today’s
Western Medicine, these methods are used to improve
the condition of the patient without reducing the ef-
fect of the current treatment. These treatments are
expected to support the current treatment and to have
a more rapid recovery when applied to the patient (3).

Phytotherapy is a field of medicine that aims to
treat the disease with plants or maintain health. Phy-
totherapy is a science-based medical practice and
therefore differs from traditional approaches based
on traditional knowledge. It is one of the traditional
and complementary treatment methods and contains
the most satisfying data in terms of scientific evidence.
Although it is sometimes referred to as Complemen-
tary and Alternative Medicine (CAM), phytotherapy,
as a branch of science, has never emerged as an alter-
native to modern medicine (4,5).

In a study, 300 participants who were randomly
chosen at the city center of Eskisehir filled out the
questionnaires (6). Results showed that 60% of the
respondents use various types of CAM. 21.3% of

participants use only one CAM method whereas
38.7% of them use two or more CAM methods. The
main methods are using plants, megavitamins, diet,
fish and animals, practising acupuncture, massage,
physical therapy, bonesetting, prayer, yoga, reiki, and
meditation. Considering the general distribution of
CAM methods, plants are the first with 30% (6).

In studies conducted in Turkey on the use of CAM
in cancer patients, data has been collected from 5,252
cancer patients (5,069 adults and 183 pediatric) so
far. The literature review about the CAM usage of
cancer patients in Turkey shows that the frequency
of CAM usage varies between 22.1% and 84.1%. The
most used type of CAM was herbal preparations
(mostly “Urtica dioica”). Other methods are praying,
doing religious practices, using vitamins, and special
diets. Most of the patients used these therapies upon
the recommendation of family members, friends, or
other patients did not report the use of CAM to the
doctor or nurse (7).

In studies with 156 patients diagnosed with gy-
necologic cancer in Turkey, 40% of the patients said
that they used CAM methods to strengthen the im-
mune system, 25% of patients used them to fight
cancer directly, 18% of the patients used them to
prevent progress of the disease, and the majority of
the patients used them to support the treatment. Al-
though prayer with a ratio 94.7% is one of the most
common approaches, the usage rates of herbal ap-
proaches were found to be quite high, differing be-
tween 28.2% and 95.2% from study to study (8). The
most commonly used plants are Urtica dioica, Ca-
mellia sinensis, Aloe vera, Zingiber officinale, Vitis
vinifera, and Linum usitatissimum (9).

The aim of this study is to determine the use of the
plants and mushrooms as one of the CAM methods
among cancer patients. Within this scope, a question-
naire survey was conducted with 100 cancer patients
who are receiving treatment at polyclinics at the Istan-
bul University Institute of Oncology. It was determined
how the patients obtained the plants and mushrooms,
how the age, gender or socioeconomic status affect the
plants and mushrooms used and what kind of feedback
the patients give about their experience.

52 Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Tuncay HO, Ekici M, Teke B, Akalin Urusak E.

MATERIALS AND METHODS

After the approval of the Ethics Committee (Is-
tanbul University, Istanbul Faculty of Medicine, Clin-
ical Research Ethics Committee) in March 2017, a
survey was conducted with 100 patients receiving
treatment at the polyclinics of the Istanbul Universi-
ty Institute of Oncology from March to May 2017.
Questionnaires were administered verbally in a face-
to-face interview with patients. The purpose of the
questionnaire was explained to the patients, it was
stated that they can skip questions if they didn’t want
to answer and they could finish the survey at any
point. After receiving the approval of participation,
questions (Table 1) were asked. The aim of the ques-
tionnaire was to establish a relationship between plant
use and socio-economic status through questions
about education, monthly income and marital status
of the patients. The relationship between plant use
and the status of cancer is intended to be established
by asking questions regarding the type of cancer,
stage, chemotherapy-radiotherapy status, and the
presence of cancer diseases in the family. The ques-
tions that were asked to the patients included the
names of the plants they used, which parts of these
plants they used, the harms and benefits of the plants,
from whom they heard about these plants, where they
obtained them, how much money they spent, wheth-
er or not they recommended them, and whether they
informed their medical staff or not. By this way, it

Table 1. Survey questions

Name-Surname Which plants and mushrooms

(optional) do you use?
Gender and Age Which parts of the plant do
you use?

Marital and educational
status

How do you use the plants and
mushrooms?

The monthly income Did you benefit or harm from

plants and mushrooms?

Do you have a history of
cancer in your family?

Where or from whom did you
hear about these plants and
mushrooms?

Cancer type Where did you get it from?

Do you have chemothe-
rapy / radiotherapy?

What is your reason for using
plants and mushrooms?

Do you use plants and
mushrooms for this
disease?

Did you report the use to the
doctor? What was the reaction
of the doctor?

was aimed to find out the prevalence of plants used
in Turkey and to compare the plants obtained in the
literature survey with the plants used by the patients.
The Microsoft® Excel version 16.37 software was used
to evaluate the results of the questionnaires which
were obtained in the survey. The data were analyzed
by entering the program manually. According to the
answers, the relationship between cancer patients’
use of plants and their socio-economic status, the
severeness of their disease and treatment was deter-
mined. According to the results of the survey, the
plants and mushrooms used by the patients were
identified and their anticancer mechanism of action,
side effects and warnings were investigated.

RESULTS

100 cancer patients (51 male, 49 female) complet-
ed questionnaires at the Istanbul University Institute
of Oncology between March and May 2017. The rate
of using CAM methods as herbal treatment was found
to be 24% (Figure 1). Curcuma longa was the most
commonly used plant among these patients.

I use herbal treatment
%24 o

i I don’t use herbal treatment
%76

@ | don'tuse herbal treatment @ | use herbal treatment

Figure 1. The rate of using CAM methods as herbal treatment
in cancer patients

While 7 of the respondents said that they used
Curcuma longa, 6 of them used Urtica dioica, 4 of them
used Ganoderma lucidum, 4 of them used Camellia
sinensis, 3 of them used Brassica oleracea, 3 of them
used Zingiber officinale, 3 of them used Nigella sativa,
and 2 of them used Matricaria chamomilla. (Figure 2).

Vitis vinifera, Cynara scolymus, Hypericum per-
foratum, Rosa canina, Dittrichia viscosa, Momordi-
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Figure 2. According to the survey results, the most used
plants among cancer patients

ca charantia, Rheum palmatum, Anethum graveolens,
Cinnamomum cassia and Silybum marianum were
used by one of the participants. Plants are used alone
or in combination with each other.

The anticancer efficacy of plants and mushrooms
used by cancer patients has been confirmed by liter-
ature review. The anticancer mechanism of action,
side effects and warnings of 17 plants and one mush-
room used by cancer patients are given in Table 2.

Three of the participants were diagnosed with breast
cancer, 3 of them with prostate cancer, 3 of them with
lymphoma, 2 of them with melanoma, 2 of them with
kidney cancer, and one person was diagnosed with
each of the following diseases: lung cancer, soft tissue
cancer, pancreatic cancer, bone marrow cancer, naso-
pharynx cancer, cholangiocellular cancer, brain cancer.
Prostate and breast cancer patients have been found
to use more plants and mushrooms. No relationship
was found between plants and mushrooms use and
cancer type in this survey study.

Education level of the participants who use plants
was as follows: 4.1% (1 patient) of them was illiterate
and for the rest the highest degree obtained was as
follows: 16.7% (4 patients) primary school, 58.3% (14
patients) middle school, 20.8% (5 patients) high school
or higher degree. A positive correlation between edu-
cation level and plant use was found. Herbal treatment
was used by these patients particularly to reduce the
side effects of treatment and to treat the disease.

Among participants who use plants, 10 of them
were female and 14 of them were male. The month-
ly income of 25% of the participants (6 patients) was
less than 1,000 TL, 66.7% of them (16 patients) were
between 1,000-3,000 TL, 8.3% of them (2 patients)

were more than 3,000 TL. Therefore, it can be said
that the herbal treatment is preferred more by people
with a middle income.

The distribution of age among patients who use
plants was as follows: 12.5% of them (3 patients) were
29 years-old or younger, 16.7% of them (4 patients)
were between 30-45 years-old, 58.3% of them (14 pa-
tients) were between 46-64 years-old, 12.5% of them
(3 patients) were 65 years-old or older. The mean age
of the patients who use plants and mushrooms was
high due to the high average age of the patients.

The 8.3% of participants (2 patients) who use
plants were widows, 25% of them (6 patients) were
single and 66.7% of them (16 patients) were married.
Demographic and clinical attributes of the patients
who use plants or mushrooms for their cancer treat-
ment are given in Table 3.

While 79.2% (19 patients) of the respondents stat-
ed that they benefited from herbal treatment, 20.8%
(5 patients) stated that they did not see any benefit
or harm. No serious adverse effects were reported by
respondents. The most common sources of informa-
tion about herbal treatment among cancer patients
were friends / relatives 50.0% (11 patients), and me-
dia / internet 40.9% (9 patients). While 52.4% (11
patients) of the respondents said that they obtained
the plants from herbalists, 23.8% (5 patients) of them
were provided by friends, 19% (4 patients) of them
were provided from nature, no one obtained them
from a pharmacy. The patients stated the reasons for
using plants and mushrooms as follows; 66.7% (10
patients) used them to support treatment, 13.3% (2
patients) used them to reduce the side effects of med-
ications and 20% (3 patients) used them to relax.
58.8% (10 patients) of the patients reported that the
doctor didn’t know about the plants they used. Char-
acteristics of the plants and mushrooms used by pa-
tients are shown in Table 4.

Overall, it was observed that the use of herbal
products increase with being married, being in the
middle or older age group, having middle or upper-in-
come level, having a high level of education and be-
ing diagnosed with particular types of cancer, name-
ly, prostate and breast cancer.
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Table 2. The anticancer mechanism of action, side effects and warnings of 17 plants and one mushroom used by cancer

patients

Scientific name / Turkish name

The anticancer mechanism of
action

Side effects / Warnings

Curcuma longa L. | Zerdegal

Anticancer (10).

Gastric irritation, stomach upset, nausea, diarrhea,
allergic skin reactions, antithrombotic effects may
be seen (11). Curcumin could reduce the effect

of immunosuppressants. Turmeric could intera-

ct with non-steroidal anti-inflammatory drugs,
antiplatelet agents, antihyperlipidemic drugs and
warfarin (12).

Urtica dioica L. /Isirgan

Cytotoxic and apoptosis inducing
effects (13).

Gastrointestinal adverse effects, allergic reactions,
pruritus, decreased urine volume, edema (14). The
use of U. dioica is contraindicated in people who
have reduced cardiac and renal function due to
fluid retention (15).

Ganoderma lucidum (Curtis)
P.Karst. / Reishi Mantar1

Anticancer (16).

Because Ganoderma lucidum inhibits platelet
aggregation, it may have a synergistic effect with
blood thinners such as Aspirin and Warfarin.
Patients taking immunosuppressive drugs should
be careful (17).

Camellia sinensis (L.) Kuntze /
Yesil Cay

Apoptosis (18).

Insomnia, nervousness, nausea, rash,
gastrointestinal problems (19). Patients with hy-
pertension, severe liver disease, cardiac arrhyth-
mias, psychiatric disorders, insomnia should avoid
using the plant (20).

Brassica oleracea L. / Brokoli

Antioxidant, enzyme regulator,
apoptosis and cell cycle regulatory
effect (21).

The plant should not be used for a long time in
diseases related to liver and thyroid (22).

Zingiber officinale Roscoe /
Zencefil

Anticancer activity (23).

Allergic rashes, heartburn, palpitations, gas, nau-
sea, diarrhea, mouth irritation, bleeding, uterine
contraction (24). It has been recommended that
ginger supplements should be avoided in cases of
gallstones due to stimulating the secretion of bile
(25).

Nigella sativa L. / Corek Otu

Antioxidant, anticancer and anti-
mutagenic effects (26).

Allergic contact dermatitis, gastrointestinal adver-
se effects (27). It may interact with immunosupp-
ressive or immunostimulant drugs (28).

Matricaria chamomilla L. /
Papatya

Anticancer, apoptosis of tumour
cells (29).

Allergic reactivity (30).

Vitis vinifera L. / Uziim

Inhibited aromatase activity and
expression (31).

Gastrointestinal disturbances, nausea, indigestion
(20).

Cynara scolymus L. / Enginar

Antioxidant, anti-apoptotic effects
(32).

Allergic reactions, gastrointestinal disorders,
edema (33).

Hypericum perforatum L. / Sar1
Kantaron

Apoptosis of tumour cells and
inhibit angiogenesis (34).

Agitation, gastrointestinal symptoms, photosensi-
tivity, skin conditions (35).

Rosa canina L. / Kusburnu

Antiproliferative activity (36).

Rash, gastrointestinal complaints (37).

Dittrichia viscosa (L.) Greuter /
Yapiskan Andiz Otu

Anticancer (38).

It has hypoglycemic effects (39).

Momordica charantia L. /| Kudret
Nar1

Anticancer potency against cancer
cell lines (40).

Hypoglycaemia and convulsions in children, it
should not be administered to children or taken
during breastfeeding (41).

Rheum palmatum L. / Isgin

Antiproliferative effect and anti-a-
poptotic effects (42).

The plant is used with calcium; calcium oxalate
crystals can accumulate in the kidney and gallb-
ladder (43).

Anethum graveolens L. / Dere
Otu

Suppressed the proliferation (44).

No side effects reported.

Cinnamomum cassia (L.) J.Presl
/ Targin

It inhibited the expression of
pro-angiogenic factors and regula-
tors of tumour progression (45).

Allergic contact dermatitis, hypoglycemia (46).

Silybum marianum L. Gaertn. /
Meryemana Dikeni

Antioxidant and hepatoprotective
effects (47).

Nausea, stomachache, diarrhea, headache, allergic
reaction, indigestion (48).
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Table 3. Demographic and clinical characteristics of the
patients who use plants or mushrooms for their cancer tre-
atment

Male 14 58.3%
Gender
Female 10 41.7%
Married 16 66.7%
Marital status | Single 25%
Widow 8.3%
29 and under 12.5%
Age 30-45 4 16.7%
Group 46-64 14 | 58.3%
65 and over 3 12.5%
Illiterate 1 4.1%
Primary school 4 16.7%
Educational | \fiddle school 14 | 58.3%
status
High school 2 8.3%
University 3 12.5%
Less than 1000b 6 25.0%
The monthly 5.\ een 1000-30006 16 | 66.7%
income
More than 3000 2 8.3%
Breast cancer 3 12.5%
Prostate cancer 3 12.5%
Lymphoma 3 12.5%
Cancer Type
Melanoma 2 8.3%
Kidney cancer 2 8.3%
Other 11 45.8%

It was observed that there was no plant use in
some of the polyclinics due to doctor’s prohibition.
Doctors do not recommend the use of plants to their
patients or leave them to their own decisions due to
reasons such as having side effects of plants, risk of
drug interaction, not believing the effect of the plant,
not being able to obtain correct information and
information pollution. In addition, it was noticed
that patients were timid in reporting the herbs they
used to the healthcare professionals. All these situa-
tions are among the factors that limit this study.

DISCUSSION

The survey was conducted in order to determine
the application of herbal use among cancer patients
at the Istanbul University Institute of Oncology, one
of the most important oncology clinics in Turkey.

Table 4. Characteristics of plants and mushrooms used by
patients

1 saw benefit. 19 79.2%
Benefit / Harm I saw harm. 0 0.0%

1 saw neither benefit 5 20.8%

nor harm.

Friends / Relatives 11 50.0%

Media /Internet 9 40.9%
Information | e pa)ist 1| 45%
source

Pharmacy 0 0.0%

Books 1 4.5%

Collecting from 4 19.0%

nature

Friends / Relatives 5 23.8%
Supply Herbalist 11 | 52.4%

Pharmacy 0 0.0%

Other 1 4.8%

0,

The purpose of Support the treatment | 10 66.7%
using plants/ Reduce side effects 2 13.3%
mushrooms Relaxation 3 20.0%
Whether the Yes 7 41.2%
doctor knows
that the patient
uses plants and/ | NO 10 | 58.8%
or mushrooms.

The aims of this study were to find out how patients
obtain plants, how the age, gender or socioeconomic
status affect the plant use and what kind of feedback
the patients give about their experience. The results
showed that there is no statistically significant rela-
tionship between gender, socioeconomic status and
plant use. Prostate and breast cancer patients have
been found to use more plants. This might be due to
the high incidence of the disease (49). No relationship
was found between plant use and cancer type in this
survey study. A positive correlation between the ed-
ucation level and plant use was found. This might be
due to the higher ratio of access to the media and
internet among more educated patients in comparison
to less educated one. It can be said that herbal treat-
ment is preferred more by middle-income people. The
mean age of the patients who use plants and mush-
rooms was high due to the high average age of the
patients. This situation can be explained by the increase
in the incidence of cancer in advanced ages (50).

56 Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Tuncay HO, Ekici M, Teke B, Akalin Urusak E.

Furthermore, the results of this study were com-
pared to plants with proven efficacy in cancer treat-
ment. As a result, it has been observed that the plants
used by patients with cancer are compatible with the
plants that are proven to be used in cancer treatment.

In general, the use of plants and mushrooms was
less than expected. This may be because cancer pa-
tients do not provide information due to doctor pro-
hibition because of the reasons such as the side effects
of plants, the risk of drug interaction, and the disbe-
lief of the effect of the plant.

CONCLUSION

It has been observed that patients especially use
plants in cancer treatment because of the common
belief that plants, and mushrooms are beneficial, and
have no side effects. Insufficient audits and controls,
negative effects of the media, the insufficient number
of physicians trained in the use of plants and the
application of the treatment with plants by unquali-
fied people bring about many problems.

Our personal observations make us think that there
are deficiencies in the transfer of information of the
patient. Primarily we have to discuss for which reasons
patients use these products. Due to the nature of cancer
disease, patients are seeking alternative searches and
follow the suggestions of unqualified people under the
title “expert” and “reliable” in uncontrolled media and
social media. Secondly, and the most influencing part of
the treatment process is the strict approach of oncologists.

With this study, which was conducted at the Is-
tanbul University Institute of Oncology, it is hoped
to give an idea about the plant use among cancer
patients in Turkey. With similar studies in the future,
we hope that more information will be learned about
the use of plants and mushrooms to cure the diseas-
es of cancer while trained experts will provide rec-
ommendations for the patient.

Phytotherapy should be used as a complementa-
ry treatment in addition to standard medical treat-
ment. Evidence-based information about the advan-
tages, disadvantages, and limitations of herbal
treatment should be provided by experts trained in
this field for all cancer patients and patient-centered

guidance should be provided. This approach requires
a multidisciplinary practice.
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(077

Insandan insana bulasan ve atipik pndmoni salginyla iliskili yeni bir giddetli akut solunum
sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), Cin'in Wuhan gehrinde ortaya ¢ikmistir. Yarasalar,
SARS-CoV, MERS-CoV ve COVID-19 icin birincil rezervuar olsa da, SARS-CoV’nin,
Cin'deki misk kedilerinden, MERS-CoV’nin, Orta Dogu'daki develerden, COVID-19’un
yarasadan insana pangolin (pullu karincayiyen) araciligiyla bulagmis olabilecegi ortaya
¢ikmustir. Epidemiyolojik salginlara yol agan koronaviriis ailesine ve betakoronaviriis
cinsine ait {ig insan koronaviriisii (SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2) yaklagik 32 Kb
uzunlugunda pozitif anlamli tek iplikli RNA's1 olan zarfli viriislerden olup enfeksiyonla iligkili
yiiksek mortalite oranlariyla proenflamatuar yanitlarin patogenezinde rol oynamaktadirlar.
2019-nCoV genomu, yarasa SARS benzeri CoVZXC21 ile % 89 ve insan SARS-CoV'siyle %
82 niikleotid benzerligine sahiptir. Orfla/b, spike, zarf, membran ve niikleoproteinlerinin
filogenetik agaglar1 yarasa, misk kedisi ve insan SARS koronaviriislerininkiyle yakindan
iligkilidir. Anjiyotensin-I dontstiirticti enzim 2 (ACE2), siddetli akut solunum sendromu
koronaviriisiiniin reseptortidiir. Viral protein ve ACE2 reseptorti arasindaki etkilesim,
replikasyon doéngiisiinde 6nemli bir adimdir. Bu derlemenin amaci SARS ve MERS ile
karsilagtirldiginda COVID-19 akut solunum yolu hastaligina neden olan SARS-CoV-2
virtistiniin molekiler yapis1 ve genetik oOzellikleriyle hastaligin klinik etkilerini ortaya
koymaktir. COVID-19’un spesifik molekiiler detaylarinin agikliga kavusturulmasi, tedavi
hedeflerine ulagilmasinda yol gosterici olacaktir. Boylelikle COVID-19 igin molekiiler
genetik yontemlerin gelistirilmesi gelecekte viriise kars1 kontrol 6nlemlerimizi arttiracaktir.
Anahtar Kelimeler: COVID-19, yeni koronaviriis, ACE2, spike protein

ABSTRACT

SARS-CoV-2, transmitted from person to person and associated with the outbreak of
atypical pneumonia, first emerged in Wuhan, China. Although bats, SARS-CoV and
MERS-CoV are the primary reservoirs for COVID-19, it turns out that SARS-CoV may
have been transmitted from the civet in China, MERS-CoV from camels in the Middle
East, and COVID-19 from the bat to humans via the pangolin (scaly anteater). SARS-CoV,
MERS-CoV and SARS-CoV-2 are coronaviruses belonging to the Coronaviridae family
and Betacoronavirus genus, which cause epidemiological outbreaks, are enveloped viruses
with approximately 32 Kb long positive sense, ssRNA, and play a role in the pathogenesis
of proinflammatory responses with high mortality rates associated with infection. The
2019-nCoV genome has 89% nucleotide identity with bat SARS-like CoVZXC21 and 82%
with human SARS-CoV. ACE2 is the receptor of this severe acute respiratory syndrome
coronavirus. The aim of this review is to reveal the molecular structure and genetic features
of the SARS-CoV-2 virus and the clinical effects of the disease, which causes COVID-19
acute respiratory disease, and to compare it to SARS and MERS. Clarifying the specific
molecular details of COVID-19 will guide researchers to the discovery of its treatment.
Thus, the development of the molecular genetic methods for COVID-19 will increase our
control measures against the virus in the future.

Keywords: COVID-19, novel coronavirus, ACE2, spike protein
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GIRIS

2019 yeni koronaviriisiiniin (2019-nCoV olarak
da adlandirilan siddetli akut solunum sendromu ko-
ronaviriis 2 (SARS-CoV-2)) neden oldugu pnémoni
yakin zamanda Cin’'in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikmis
ve COVID-19 olarak adlandirilmistir. Hastaligin ya-
yilmasiyla, Cin'in diger bolgelerinde de benzer vaka-
larin oldugu dogrulanmistir. 30 Aralik 2019'da Diin-
ya Saglik Orgiitii, olayin yeni koronaviriis
enfeksiyonlar tarafindan kiiresel sagliga biiytik bir
tehdit tegkil ettigini belirterek Uluslararast Onemi
Haiz Halk Saglig1 Acil Durumu olusturuldugunu
agiklamustir (1). Koronaviriisler son yirmi yilda iki
biiyiik pandemiye, SARS ve Orta Dogu solunum
sendromuna (MERS) neden olmustur (2). 2019-nCoV,
SARS-CoV ve MERS-CoV’yi igeren koronaviriis ai-
lesinin betakoronaviriis cinsinin B soyuna aittir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda, ates, 6ksiiriik, mi-
yalji veya yorgunlugun yaygin semptomlar oldugu
ve balgam {iretimi, bas agrisi, hemoptizi ve ishalin
daha az yaygin semptomlar oldugu bildirilmistir (3).

SARS-CoV ve MERS-CoV arasinda epidemiyo-
lojik ve klinik 6zelliklerde benzerlikler ve farkliliklar
bulunmaktadir. SARS-CoV ve MERS-CoV viriisle-
rinin her ikisi de pozitif sarmalli RNA betakorona-
viriislerdir. Yarasalardan izole edilen SARS-CoV ve
MERS-CoV’nin sira homolojisi insanlardan veya
misk kedisi izolatlarindan elde edilen izolatlarla or-
taktir bu durum yarasalarin rezervuar oldugunu
gostermektedir (4).

Viral genom, ¢oklu gen iiriinlerini eksprese eden
bir dizi i¢ ige gecmis subgenomik RNAy1 kodlar. In-
san Anjiyotensin dondistiiriicii enzim 2 (ACE2) ve
CD209L, SARS-CoV icin hiicresel reseptorler olarak
tanimlanmigtir. ACE2 baskin reseptor olup CD209L,
S proteini i¢in ¢ok daha diisiik bir afiniteye sahiptir.
MERS-CoV igin hiicre ylizeyi reseptorii, CD26 olarak
da bilinen insan dipeptid peptidaz 4’tiir (hDPP4) (5).
COVID-191u hastalarin hem klinik hem de epide-
miyolojik 6zellikleri, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun,
SARS-CoV’ye biiyiik 6l¢iide benzeyen klinik bulgu-
larla giddetli solunum hastalig1 kiimelerine yol aga-
bilecegi ve yogun bakim iinitesinin kabuliine ve yiik-
sek mortaliteye neden oldugunu gostermektedir (6).

Koronaviriisler 60 nm ila 140 nm ¢apinda degisen
pozitif yiklii RNA virisleridir ve ylizeyindeki spike
benzeri ¢ikintilar elektron mikroskobu altinda ta¢
benzeri bir gériiniim vermektedir bu yiizden korona-
virus olarak adlandirilmaktadirlar. HKU1, NL63, 229E
ve OC43 seklinde isimlendirilen dort ayr1 koronaviriis,
insanlarin dolasim sisteminde yer alarak genellikle
hafif solunum yolu hastaligina neden olur (7). SARS-
CoV-2'nin SARS-CoV ile % 75 ila % 80 ayn1 genom
dizisine sahip oldugu ve birkag yarasa CoV ile daha
fazla benzerlik tasidig: ortaya konmustur (6).

1. SARS-CoV-2 GENOMIK OZEL-
LIKLERI

Yeni koronaviriisiin tam genomik uzunlugu 29891
ila 29903 nuikleotidten olusmaktadir. Elde edilen tiim
viral genom dizileri, % 99.98den fazla dizi benzerligi
gostermektedir. SARS-CoV-2, SARS-CoV ile % 79
niikleotit dizi benzerligi ve MERS-CoV ile de yaklagik
%50 civarinda bir dizi benzerligine sahiptir. SARS-
CoV-2’nin ORFlabdaki korunmus yedi replikaz do-
maini, SARS-CoV ile % 94,6 oraninda benzerdir bu
durum bu viriislerin aymi tiire ait oldugu anlamina
gelmektedir (8). ACE2, membrana bagli aminopep-
tidazdir. ACE2 enziminin, kardiyovaskiiler ve bagi-
siklik sistemlerini etkilemede fizyolojik agidan 6nem-
li iki farkli mekanizma ile rol oynadig: tespit
edilmistir. ACE2, anjiyotensin 1de dahil vazodilator
peptitlerin tretimini katalize eder ve anjiyotensin
IT'nin giiglii vazokonstriktor etkilerinin dengelenme-
sinden sorumludur. ACE2’nin SARS’a neden olan
koronaviriis i¢in fonksiyonel bir reseptor oldugu be-
lirlenmigtir. SARS’1n temel nedeni olan koronaviriis
(SARS-CoV), ektoenzime baglandiginda membran
tiizyonuyla pulmoner endotel hiicrelerine girer. Bu
etkilesime SARS-CoV spike proteini aracilik eder (9).
COVID19’un hiicreye girisinin tamamlamast igin,
spike proteininin TMPRSS2 adi verilen bir proteaz
tarafindan hazirlanmasi s6z konusudur. Viriis resep-
toriiniin hiicresel liganda baglamasi icin ACE2 enzi-
mi, viriisiin aktivasyonu i¢inse TMPRSS2 proteazi
gerekmektedir. (Sekil 1). 2019-nCoV, konakei hiicre-
ye girip katlanarak viriis RNA genomu kopyalanir ve
ardindan translasyona ugrar. 2019-nCoV genom rep-
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SARS-CoV & SARS-CoV-2

, Spike protein

Klinik olarak onaylanmis ilag

" Hiicre membrani

Aktivasyon

Konakg: hiicre

Sekil 1. COVID-19 ve SARS-CoV'nin spike proteini, viriis
aktivasyonu icin hiicresel baglanma faktorit ACE2 ve
hiicresel proteaz TMPRSS2'yi kullanir (10)

likasyonu ve transkripsiyon asamalari, 20 kb replikaz
geni tarafindan kodlanan viral replikatin aracilik et-
tigi siirekli ve stireksiz RNA sentezini icermektedir
(10). Tam uzunluktaki ACE2, bir N terminal PD ve
tek bir transmembran heliks ile biten bir C-terminal
kollektrin benzeri alandan (CLD) ve ~40 reziduluk
hiicre i¢i segmentten olusur. ACE2-B°AT1 komplek-
si, ACE2’nin homodimerizasyonuna aracilik eden
kollektrin benzeri alanla birlikte heterodimerlerin bir
dimeri olarak bir araya gelmektedir (Sekil 2) (11).

r Sitazolik bélge

Sekil 2. ACE2-B°AT1 kompleksinin atomik modeli.
Glikozilasyon bolgeleri gubuklar seklinde gosterilmistir (11)

Koronaviriisler genomlarindaki bes yapisal pro-
teinleri kodlar. Bunlar Spike (S), Membran (M), Zarf
(E) glikoproteinleri, Hemagglutinin Esteraz (HE) ve
Niikleokapsid (N) proteinidir (Sekil 3) (12). Zarf
glikoproteinleri ve N proteini tiim virionlarda olmak-
la birlikte HE proteinleri yalnizca beta koronaviriis-

HE

Sekil 3. Koronaviriis virion yapisi yapisal proteinlerle
gosterilmistir. N: Nitkleokapsid proteini; S: Spike proteini,
M: Membran proteini, HE:Hemagglutinin-Esteraz E: Zarf
proteini (12)

lerde bulunmaktadir (13). S Glikoproteinler virionun
disinda bulunur ve viriona tipik bir sekil verir. M
proteinleri Golgi cihazinda glikozillenir (14). M pro-
teininde meydana gelen modifikasyon, virionun
hiicreye kaynagmasi ve proteinin antijenik hale geti-
rilmesi i¢in gereklidir. M proteini, hiicrede virionla-
rin yenilenmesinde 6nemli rol oynar (15). E prote-
inleri, hiicre igindeki virionlarin birlestirilmesinde
ve morfogenezinde fonksiyon gostermektedirler (16).
N proteinleri, helikse baglanabilen ve viral genomik
RNAnin esnek yapisina sahip olan fosfoproteinler
olup virion yapisi, koronaviriislerin replikasyonu ve
transkripsiyonunda kritik bir etkiye sahiptir (17).

SARS-CoV-2'nin genom boyutu 29.8 kb ila 29.9
kb arasinda degisiklik gostermektedir. Genomun 5
ucunun tigte ikisinden fazlasi orflab kodlayan orflab
poliproteinlerini icermekle birlikte 3’ucunun iigte
biri S, E, M ve N proteinlerini igeren yapisal prote-
inleri kodlayan genlerden olusmaktadir. SARS-CoV-2
genomu, ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b ve ORF8
genleri tarafindan kodlanan 6 yardimei proteine sa-
hiptir (Sekil 4) (18).

2. SARS-CoV ILE KARSILASTI-
RILDIGINDA 2019-nCoV’NIN GENEL
SEKANS OZELLiKLERI

Yapilan ¢aligmalarda, SARS-CoV-2 amino asit
seviyesinde SARS-CoV ile karsilastirildiginda, SARS-
CoV-2nin SARS CoV ile olduk¢a benzer oldugu
bulunmugtur ancak 8a, 8b ve 3b proteinlerinde bazi
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SARS-CoV-2 Tiim Genom (29903 niikleotid)

ORF10

orflab geni ORESS orrea/ ORF7a  Arern/ORes
genl geni ' geni geni geni / genif geni geni geni .

Kodlayici . Kodlayici
olmayan 21290 nt 3822 nt 828 nt 228nt/ 669 nt /186nt/ 366 nt A32nt/193 n 908 nt i olmayan
dizi dizi
265 nt 229 nt
orf:'lab . Yu.zey o ORFS? Zarf  |Membran |orrs | ORF7a orr7b| ORF8 | Niikleokapsid | orr10
Poliprotein Glikoprotein Protein inlaii in [orotein| protein  [proteiq protein| Fosfoprotein | protein

Sekil 4. SARS-CoV-2 genomunun yapisi (18)

onemli farkliliklar tespit edilmigtir. Tim genom te-
melli dizi analizi, SARS CoV-2'nin SARS benzeri bat
CoV’lere SARS CoV’lerden daha yakin oldugunu
gostermektedir. Tim genom seviyesinde, SARS-
CoV-2, SARS-CoV (%70) ve MERS-CoV (%50)e
genetik olarak daha az benzemekle birlikte Bat-SL-Co-
VZXC2 ile % 87.23 dizi benzerligi ve bat-SL-CoV-
ZC45 ile % 87.99 dizi benzerligini paylasir. Protein
diizeyinde, SARS-CoV-2 ile bat-SL-CoVZC45 ve
bat-SL-CoVZXC21 tarafindan kodlanan proteinlerin
¢ogunun uzunluklar: sadece birkag mindr insersiyon
ve delesyonla birlikte benzerlik tagimaktadir (19).
Spike glikoprotein, koronaviriislerin yiizeyinde
sivri uclar olusturarak viriislerin konaker1 hiicrelere
girmesinden sorumludur. Spike glikoprotein molekii-
lindeki resept6r baglanma alani (RBD), konakg1 hiic-
relerin yiizeyindeki reseptérleri dogrudan baglar. 2019-
nCoV genomik dizisine GenBank veritabanindan
(MN908947.3) erismek miimkiindiir. DNA ve prote-

SARS 323 94
SARSv 323 8
Misk kedisi 323 @

Yarasa 324
nCoV 336 @
SARS 413 |38
SARSV LYEJPDDE
Misk kedisi 413 i8]
Yarasa 414 139}
nCoV 426 2]

ilmek 1 Tabaka 5

in dizileri BLAST programuyla karsilagtirilmaktadir.
Spike glikoproteininin ve bu glikoproteinin RBD’sinin
tim genomu ve kodlama bolgesi i¢in kapsama yiizde-
si ve dizi benzerlik yiizdesi i¢in veriler belirlenmistir
(Tablo 1). 2019-nCoV’un en yakin homologu,
%99/%87.99 dizi benzerligi ile yarasadan (MG772933.1)
izole edilmis SARS benzeri koronaviristiir (20).
GenBank erisim numaralari, SARS i¢in AY274119,
SARSv i¢in AY525636, misk kedisi icin AY304486,
yarasa i¢in AGZ48806.1 ve 2019-nCoV i¢in
MN908947.3diir. SARS-CoV RBD’sinde ACE2 ile
etkilesen amino asit kalintilar1 ve diger virtislerde
korunmus olanlar kirmizi ile vurgulanmistir. Major
ikincil yapilarin alt1 ¢izilmistir (p-tabakast igin ¢ift
alt ¢izgi). 2019-nCoV'deki major degismis amino
asitler yesil renkle gosterilmistir. Distlfir baglari
olusturan sistein kalintilar1 ve N-bagli glikozilasyon

bolgeleri, sirasiyla sar1 ve camgobegi renkleriyle isa-
retlenmistir (Sekil 5) (20).

ilmek 2 Tabaka 6 ilmek 3

Sekil 5. Yakin iligkili bes koronaviriisten spike glikoproteininin RBD'si i¢in amino asit dizi siralamasi (20)
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Tablo 1. Koronaviriislerle yakindan iliskili 2019-nCoV’iin niikleotid dizilerindeki benzerlik (20)

Tanim Erisim numarasi Tiim viriis Spike glikoprotein RBD

$ kapsami/benzerlik kapsami/benzerlik kapsami/benzerlik
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 MG772933.1 %99/%87.99 %94/%83.45 %57/%75.52
bat-SL-CoVZC45
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 KY417146.1 9%99/%80.70 %97/%74.4 %100/%72.71
Rs4231
Rhinolophus affinis
koronavirus izolat1 KF569996.1 %98/%80.60 %94/%75.53 %100/%72.29
LYRall
Yarasa SARS benzeri KC881006.1 9%99/%80.67 %95/%75.16 9%100/%74.18
koronavirtis Rs3367
Yarasa SARS benzeri
koronaviriis izolat1 KY417152.1 %99/%80.66 %94/%74.85 %100/%73.44
Rs9401
Yarasa SARS benzeri 0/.00/0 005 /0, o o
Koronaviriis RsSSHCO14 KC881005.1 %99/%80.57 %95/%74.88 %100/%72.89
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 MG772934.1 %98/%87.23 %92/%83.20 %55/%73.79
bat-SL-CoVZXC21
%g_Rg koronaviriis AY395003.1 9%98/%80.30 9%97/%74.56 9%100/73.63
SARS koronaviriis AY572038.1 %98/%80.21 %97/%74.5 %100/%73.21
civet020

3. COVID 19 TANISINDA MOLEKU-
LER YONTEMLER

3.1. Viriis izolasyonu ve Niikleik asit
ekstraksiyonu

Viriis izolasyonu i¢in, hastalardan alinan bron-
koalveoler lavaj sivilar1 veya nazofaringeal bolgenin
apikal yiizeyleri yoluyla hava yolu epiteli (HAE)
hiicreleri kullanilmaktadir. HAE hiicreleri, 37 °Cde
inkiibe edilen bir hava-sivi arayiiziinde tutulmak-
tadir. Hicreler, 151k mikroskopisi ile sitopatik etki-
ler agisindan giinliik olarak izlenerek hiicre iist
fazlari, kantitatif RT-PCR yonteminde kullanilmak
tizere toplanmaktadir (21). RNA, Niikleik Asit Pii-
rifikasyon Sistemiyle hasta drneklerinden ve viral
RNA mini kiti ile hiicre kiilttirii tist fazlarindan eks-
trakte edilir (22).

Niikleik asit ekstraksiyonu i¢in kullanilan érnek-
lerin hacmi ve eliisyon hacmi, 6rnek tipine ve érne-
gin mevcut miktarina baglidir. Genel olarak, her bir
solunum yolu 6rnegi, idrar 6rnegi, rektal siirtintii ve
diskidan 250 pl, 55 pl'lik bir eliisyon hacmi ile her bir
plazma drneginin 100 plsi, 25 pl'lik bir eliisyon hac-

miyle ekstraksiyona tabi tutulur. Ekstraktlar kullani-
lana kadar -80°C'de saklanir (23).

3.2. Primerler ve Problar

SARS-CoV-2"nin farkli gen bolgelerini (RdRp / he-
likaz [Hel], spike [S] ve N) hedefleyen primer ve prob
setleri tasarlanir. SARS-CoV-2'ye spesifik olan probla-
rin belirlenmesinde, BLASTn analiziyle yanlis pozitif
test sonuglarina yol acabilecek insan, diger insan-pa-
tojenik koronaviriisler veya mikrobiyal genlerle homo-

lojilerinin olmadigindan emin olunmalidir (23).

3.3. Gercek zamanhi-PCR (RT-PCR)

Gergek zamanli-ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), tan1 virolojisinde yay-
gin olarak kullanilmaktadir. Akut solunum yolu
enfeksiyonunda, RT-PCR rutin olarak solunum
sekresyonlarindan kaynaklanan virtisleri tespit
etmek i¢in kullanilir. Yapilan testlerde, 6rnekler-
deki viral RNA konsantrasyonu, gercek zamanli
RT-PCR’ler ve viral yitkiin mutlak 6l¢iimi i¢in
tasarlanmis in vitro transkripsiyonlu RNA stan-
dartlariyla belirlenmektedir (22).
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RT-PCR, erken enfeksiyonu teshis etmemize
yardimc1 olmak igin yeterli hassasiyete sahiptir. Ger-
¢ek zamanli RT-PCR testi ile ilgili 6nemli bir sorun,
yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar ortaya ¢i1-
karma riskidir. COVID-19’un tipik klinik 6zellik-
lerine ve 6zdes spesifik bilgisayarli tomografi go-
riintiilerine sahip bir¢cok siipheli vakanin teshis
edilmedigi bildirilmistir. Bu ylizden, negatif bir
sonu¢ COVID-19 enfeksiyonu olasiligini dislamaz
ve tedavi veya hasta yonetimi kararlari i¢in tek kri-
ter olarak kullanilmamalidir (24).

Gergek zamanli RT-PCR ve klinik 6zelliklerin
kombinasyonu, SARS-CoV-2 salgininin yonetimini
kolaylastirdig1 goriilmektedir. Farkli gen bolgeleri
i¢in primerler kullanilan RT-PCR sonuglarinin, viral
RNA dizilerinin varyasyonundan etkilenebilecegi iyi
bilinmektedir. SARS-CoV-2 genomundaki primer ve
prob hedef bolgelerindeki mutasyonlar nedeniyle
yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilir. Hastalik Kont-
rol ve Onleme Merkezleri, yanlis pozitif sonug olasi-
ligin1 en aza indirmek i¢in SARS-CoV-2 Gergek
Zamanli RT-PCR Teshis Paneli tasarlamigtir (24).

Uretici protokoliine gére COVID-19 niikleik asit
saptama kiti kullanilarak SARS-CoV-2 RT-PCR ger-
ceklestirilir. Spesifik olarak, agik okuma gergevesi lab
(ORF1ab) ve niikleokapsid protein (N) dahil olmak
tizere iki hedef gen, gergek zamanlh RT-PCR yonte-
miyle test edilir. Iki ardigik negatif sonug elde edilir-
se, semptomlarin baglamasi ile ilk negatif RT-PCR
test sonucunun tarihi arasindaki siire viral niikleik
asit doniisiim stiresi olarak tanimlanmaktadir (25).

Pfefferle S ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢a-
lismada, E genini hedefleyen custom yapimu bir pri-
mer / prob seti, otomatik sistemde kullanim i¢in
optimize edilmistir. Kullanilan her iki primer de,
primer dimerlerin olusumunu 6nlemek i¢in sondan
bir 6nceki bazlarindan 2’-O-metil bazlar1 ile modi-
fiye edilmistir. Master karisim (Mmx) kaseti (96 test
i¢in) 84 pL forward primer (400 nM, 5"-ACAGGTA-
CGTTAATAGTTAATAGCmGT-3"), 84 pL reverse
primer (400 nM, 5" ATATTGCAGCAGTACGCA-
CAmCA-3") ve 10,5 uL prob (50 nM, 5 '-Fam-ACA-
CTAGCC/ZEN/ATCCTTACTGCGCTTCG-Iowa
Black FQ-3’) ile 182 uL su ve 5,640 ul Mmx2 karigimi
birlestirilerek hazirlanmistir. Cobas Omni Utility
Channel yazilimindaki (Roche, Los Gatos, ABD)
cihaz ayarlar1 ve RT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan
sicaklik profili Tablo 2'de 6zetlenmistir (26).

3.4. SARS-CoV-2’iin Tam Genom Analizi

SARS-CoV-2’nin tam genom dizi analizi, betako-
ronaviriise ait oldugunu ancak ge¢miste salginlara
neden olan SARS-CoV ve MERS-CoV'den farkli ol-
dugunu ortaya koymustur. SARS-CoV-2, Bat_SARS
benzeri koronaviriis ile birlikte sarbecovirtisiin alt
cinsinde farkl: bir soy olusturmaktadir. SARS-CoV-
2’nin bir mozaik olmadigini ve Yiinnan Eyaletinden
yarasalarda tespit edilen BatCoV RaTG13 ile yakin-
dan iliskili oldugu gosterilmistir. 2019-nCoV ve
RaTG13 arasindaki genetik benzerlik seviyeleri,
RaTG13’tin insanlarda salgina neden olan tam var-
yant1 saglamadigini, ancak 2019-nCoV’nin yarasa-

Tablo 2. SARS-CoV-2 PCR déngii kosullar: ve ¢alisma sablonu olusturmak igin kullanilan Utility Channel yazilim ayarlari

(26)
Ornek tipi Alkol bazli siiriintii (400 pL giris)
Kanallar 1 2:SARS-CoV-2 E-geni 3 4 IC
RFI NA 15 NA NA Onceden

tanimlanmig
PCR dongi ko- . .UNG Pre-PCR basamag: 1. 8lgiim 2. 6lgiim Sogutma
sullar inkiibasyonu
Déngii sayis1 1 5 45
Basamak sayist 3 2 2
Sicaklik - 55°C;60°C; 65 °C 95°C;55°C 91°C;58 °C Onceden

Onceden )
Durdurma zamani | tanimlanmus 120s; 360 5;240 s 5s;30s 58258 tanimlanmig
Veri toplama ) Her dongiintin | Her dongiiniin
sonu sonu

IC: i¢ kontrol; NA: uygulanamaz; RFI: nispi floresan artis;; UNG: urasil-DNA N-glikosilaz.
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lardan kaynaklandig1 hipotezinin ¢ok muhtemel
oldugunu gostermektedir. 2019-nCoV ve RaTG13
klanlar1 arasinda en yakin ortaklar: Bat_SARS ben-
zeri koronaviriis sekanslari ile uyumsuz filogenetik
iliskiler olduguna dair kanitlar mevcuttur (27).
Swab ornekleri, Vero E6 hiicreleri {izerine ekilerek
sitopatik etki ve N bdlgesi i¢in primerler kullanilarak
RT-PCR protokolii ile izlenmektedir. {zolatlarin pasaj
I'inden (P1) elde edilen hiicre kiiltiirii siipernatanti
toplanir ve RNA, Viral RNA mini kiti ile izole edilir
ve in vitro transkribe edilmis RNA standard ile nice-
lenir. RNA'nin miktari ve kalitesi Florometre ve Biyo-
analizor kullanilarak degerlendirilir. Her 6rnek i¢in
100 ng toplam RNA, Zymo-Seq RiboFree Ribozomal
deplesyon kiitiiphanesi hazirlama kiti kullanilarak
islenir. Elde edilen tiim kiitiphaneler kalite kontro-
linden gegirilerek ekimolar konsantrasyonda toplan-
madan 6nce Ol¢iiliir ve standart prosediirler izlenerek
Mumina Nano MiSEQ 2x150bp ift u¢clu modda dizi-
lenir. Kalite kontroliinden gegen sirali okumalar (Ph-
red skor 230) adaptor ve kalite kirpilmasina ugrarken,
kalan okumalar varsayilan parametre ayarlariyla Me-
gahit kullanilarak de novo olarak birlestirilir (28).
Genom Detektif Koronaviriis Tiplendirme Araci,
bilinen tiim viriis genomlarini yeni nesil dizileme veri
setlerinden hizli ve dogru bir sekilde bir araya getirmek
i¢in kullanilan web tabanli bir yazilim uygulamasidir.
Bu uygulama, FASTA formatinda birlestirilmis ge-
nomlardan filogenetik kiimelerin ve genotiplerin ta-
nimlanmasini saglar. Ayrica Genom Detektif Korona-
viriis Tiplendirme Araci, koronaviris tiirlerinin tim
genom ile test edilmesiyle SARS-CoV-2"lin tiim halka
acik verilerin dogru bir sekilde siniflandirilmasini
saglar ve salgin kiiresel olarak genisledikge yeni viral

mutasyonlarin izlenmesine de izin verir (29).

3.5. COVID-19 tamisinda serolojik test-
lerin kullanim

Spesifik IgM ve IgG antikorlar1 i¢in enzim bagli im-
miinosorbent assay (ELISA) gibi geleneksel serolojik
analizler, yiiksek verimli bir avantaja sahiptir ve RT-PCR
yontemiyle ortaya ¢ikan yanlis negatif durumlardan
kaginirlar. Serumdaki koronaviriis S ve N proteinlerin-
den sorumlu antikorlarin (IgM ve IgG) konsantrasyo-

nunu tespit etmek i¢in serum 6rneklerinden ELISA ve
kemiliiminesans yontemleri kullanilmaktadir (30).

Kaplama antijenleri olarak saflastirilmig rekombi-
nant N proteinleri (rNP) kullanilarak SARS-CoV-2ye
kars1 IgM, IgA ve IgG antikorlarinin saptanmast igin
ELISA protokolii kullanilmaktadir. ELISA i¢in kap-
lanmis rNP’lerin konsantrasyonu ve plazma diliisyon-
lary, satrang tahtas: titrasyon testleri kullanilarak op-
timize edilmektedir. ELISAlarin kesim degerlerini
belirlemek icin, saglikli bireylerden alinan plazmanin
ortalama degerleri ve SD’leri belirlenir. Antijenin op-
timal kaplama konsantrasyonu ve optimal plazma
diliisyonlar: tespit edilir. Cut off degerleri, negatif se-
rumun 450 nm (A450) ‘sindeki ortalama absorbans
ve IgM, IgA ve IgG i¢in sirasiyla belirlenen SD deger-
lerinin 3 kat1 olarak hesaplanir (31). SARS-CoV-2’ye
ozgii IgM ve IgG antikorlarinin saptanmasi da teshis
i¢in kullanilabilir. COVID-19 enfeksiyonu, pozitif spe-
sifik IgM, spesifik IgG'nin negatiften pozitife doniisii-
mi, iyilesme doneminde IgG titresinde 4 kat artis
seklindeki kriterlerden biriyle belirlenebilmektedir
(32). Bununla birlikte, daha yiiksek hassasiyetli gPCR
deneyleri, IgM ELISAlari ile birlestirildiginde tespit
yontemini daha da gelistirebilir (31).

Plazma 6rneklerinde SARS-CoV-2’ye kars1 Ab, IgM
antikoru ve IgG antikoru, tireticinin talimatlarina gore
Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise Co.,Ltd
tarafindan saglanan ELISA kitleri kullanilarak test
edilmistir. HRP ile konjiige edilmis antijen ve immo-
bilize SARS-CoV-2 spike proteininin reseptér baglan-
ma alanini1 (RBD) iceren cift antijen sandvi¢ immii-
noassayine (Ab-ELISA) dayali toplam antikor tespiti
icin ELISA yontemi gelistirilmistir. IgM p-zinciri
yakalama yontemi (IgM-ELISA), Ab-ELISA ile ayn1
HRP-konjugat RBD antijenini kullanarak IgM anti-
korlarini saptamak icin kullanilmaktadir. IgG antikor-
lar1, bir rekombinant niikleoprotein temelli indirekt
ELISA kiti (IgG-ELISA) kullanilarak test edilmis Ab,
IgM ve IgG igin assaylerin 6zgiilliigii, SARS-CoV-2
salgini 6ncesinde saglikli bireylerden toplanan 6rnek-
lerin test edilmesiyle % 99.1 (211/213),% 98.6 (210/213)
ve % 99.0 (195/197) olarak belirlenmistir (33).

Yapilan ¢alismalar, SARS-CoV-2ye karsi IgM ve
IgG antikorlarmin hastaligin orta ve sonraki asamala-
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rinda tespit edilebildigini ve COVID-19’un serolojik
tanisinda ELISA tabanli IgM ve IgG antikor testlerinin
COVID-19 tanust igin bityiik 6zgiilliige sahip oldugunu
gostermistir. Patojen enfeksiyonuna karsi bagisiklik
yanitlar1 sirasinda IgM genellikle IgG antikorundan
daha erken tiretilir. Ayrica, SARS-CoV-2’ye karsi hem
IgM hem de IgG antikorlar1, semptom basladiktan son-
raki 4. glin kadar erken bir zamanda tespit edilmekte-
dir. Spesifik dolagan antikorlar ELISA yontemiyle diiz-
giin bir sekilde tespit edilebilir, bu nedenle 6rnekleme
veya solunum sisteminde viriis bulunmamasi nedeniy-
le yanlis negatif sonuglardan kaginilir. COVID-19 pno-
monisi, belirgin avantajlarla viral niikleik asit saptama-
ya alternatif olarak spesifik antikorlarin seropozitifine
dayanarak belirlenebilir (34).

Bu derlemenin, COVID-19’un benzersiz 6zellik-
leri hakkindaki bakis agimizi gelistirecegi ve gelecek-
te kontrol 6nlemlerimizi arttiracag1 goriisindeyiz.
COVID-19 hastaligina genetik yatkinligin molekiiler
temellerinin ortaya konulmasiyla hastaligin etki me-
kanizmasinin agikliga kavusturulmasi ve ¢6ztiim yol-
larinin belirlenmesinde son derecede etkili olacaktir.

SONUC

Koronaviriisler, tek sarmalli RNA viriisleri aile-
sinden olup, hayvanlari ve insanlar1 enfekte ederek
solunum, gastrointestinal, hepatik ve nérolojik has-
taliklara neden olabilir. Bu zamana kadar, alfa- ko-
ronavirisler (HCoVs-NL63 ve HCoVs-229E) ve
beta-koronaviriisler (HCoVs-OC43, HCoVs-HKU1),
SARS-CoV ve MERS-CoV dahil olmak tizere alt1
insan koronaviriisii tanimlanmigtir (35).

SARS-CoV oldugu gibi, 2019-nCoV da solunum
damlaciklari ile kisiden kisiye dogrudan gegebilir ve
temas ve cansiz objeler yoluyla da gegebilecegi orta-
ya ¢ikan kanitlarla dogrulanmistir. 2019-nCoV ile
enfekte olan bireylerin asemptomatik kulugka siire-
sinin 1 ila 14 giin (yliksek ihtimalle 3-10 giin) ara-
sinda degistigi tahmin edilmektedir (36). 2019-nCoV,
Wauhan, Cinde siddetli pnémonili hastalarda tanim-
lanmasindan bu yana hizla yayilmistir (37). CO-
VID-19 hastaliginin bilinen siddeti, {ist solunum yolu
enfeksiyonu hafif semptomlarindan ciddi pnémoni-
ye kadar degismekle birlikte, bildirilen vakalarin

yiiksek bir orani hafif seyretmektedir (38).

SARS-CoV-2, 26-32kb boyutunda tek sarmalli
pozitif sarmalli RNA genomuna sahiptir. Viriis, insan
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan reseptorler aracili-
giyla insan hiicrelerine girer. Reseptor baglanma
bolgesinin girisini belirleyen spike proteini kullani-
larak yapilan genom dizisi analizi, hem SARs-CoV
hem de SARs-CoV-2 i¢in baskin hiicre yiizeyi resep-
tortiniin ACE-2 oldugunu gosterir. MERS-CoV igin
baskin reseptor, dipeptidil peptidaz 4 (DPP4)’tir.
COVID-19 ile enfekte olmus bir kigsiden enfekte olan
ortalama birey sayisini veren temel tireme sayist (R0),
2.2 ila 2.6 arasinda degismekte olup ikiye katlama
zamant 6.4 giindiir. RO 1'den biiytikse siirekli trans-
misyon 6ngoriiliir. SARS-COV ve MERS-COV’nin
RO degeri sirasiyla 1 ve 1,4 - 2,5’ten diisiik olarak
belirlenmistir. SARS-COV-2"nin daha yiiksek R0,
viriistin daha bulasic1 dogasini ve SARS-CoV-2nin
bir pandemi olarak potansiyelini gostermektedir (39).

SARS-CoV-2 enfeksiyon mekanizmasi, korona-
virtisiin, ACE2’nin membrana bagh formuna baglan-
mast ve olusan kompleksin konaker hiicre tarafindan
internalizasyonudur. ACE2nin koronaviriis i¢in ko-
reseptor olmasindan yola ¢ikarak, akciger, kalp, bob-
rek, beyin gibi ACE2’yi eksprese eden ¢esitli doku-
larda hiicresel girisini ve SARS-CoV-2
enfeksiyonunu 6nlemek amaciyla bu enzimi bloke
etmek ve ekspresyonunu azaltmak i¢in yeni terapd-
tikler tizerinde ¢aligilmaktadir (40).

COVID-19lu yash olgularin mortalitesi geng
ve orta yasli olgularin mortalitesinden daha ytiksek
olup Pnémoni Siddet Endeks derecesi IV ve V olan
olgularin orani geng ve orta yasli olgularinkinden
anlaml derecede fazladir. COVID-19’1u yash ol-
gularin ciddi hastaliga gegme olasilig1 daha yiik-
sektir. 2019-nCoV’in risk degerlendirmesini ve
yanitini ortaya koyabilmek icin viriisin biyolojik
ve epidemiyolojik 6zellikleri hakkinda daha fazla
bilgiye hizli bir sekilde ihtiya¢ duyulmaktadir ve
bu durum 2019-nCoV kontroliine ve 6nlenmesine
fayda saglayacaktur.

Sonug olarak; COVID-19un diinyaya yayilmasini
onlemek icin alinan tedbirlerle, pandeminin SARS ve
MERSde oldugu gibi iki-ii¢ aylik zaman dilimi i¢inde
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vaka sayilarinin azalacagini diigtinmekteyiz. Korona-
viriis hastaligina kars: gelistirilmis bir as1 su anda
mevcut degildir. Alinan 6nlemler daha ¢ok kaynak
kontrolii ve bulas yoluna yoneliktir. Yeni koronaviriis
ile ilgili temas zincirinin taranarak hastaligin kayna-
gmin belirlenmesi ve gerekli onlemlerin daha yayil-
madan alinmasi COVID19 ile miicadele agisindan
son derece 6nem arz etmektedir. 2019-nCoV’un bu-
lagmadi8 insanlar1 bagisik kilarak, salginin 6niine
gecmeyi hedefleyen as1 caligmalariyla birlikte var olan
olgular1 tedavi etmeye yonelik ilag gelistirme ¢alisma-
lar1 tiim diinyada hizla devam etmektedir. SARS-
CoV-2 genom bazli spesifik asilar ve terapotik anti-
korlar tizerinde denemeler test edilirken,
giivenilirlikleri kapsamli deneme ¢aligmalar1 gerek-
tirdikleri i¢in bu siire¢ uzun zaman almaktadur. Ayri-
ca; direkt SARS-CoV-2’yi hedefleyebilecek en hizli
tedavi seceneklerinden biri bu hastalig: atlatan insan-
larin bu viriise kars1 antikor igerdigi kabul edilen se-
rum veya plazmalarinin gerek koruyucu ve gerekse
de tedavi amagl olarak kullanilmasini igermektedir.
Hastaliga yakalanan bireylerin klinik tablosun-
da goriilen ileri derecede farkliliklar Covid-19’a
yanitta bireysel genetik faktorlerin dnemli bir yeri
oldugunu gostermektedir. SARS-CoV2 viriistiniin
bloke edilmesini saglayacak ilaglarin tiretilmesine
yonelik viral zarf glikoproteinlerinin ytizeyinde bu-
lunan glikanlar1 hedefleyebilen proteinlerin (lektin-
ler) kullanimi genetik mithendisliginin etkili yak-
lasimlar: arasinda yer almaktadir. Genetik
yatkinliga ek olarak, viriisiin viicuda girme yolu,
viral maruz kalma miktar1 gibi diger olas1 nedenle-
rin de hastaligin seyri agisindan dikkate alinmasi
gerekmektedir. Ayrica, COVID-19 ile miicadelede
genomun farkli bolgelerine yeni genetik materyalin
eklenmesini var olanin ise ¢ikartilarak degisimine
olanak saglayan CRISPR genom diizenleme tekno-
lojisi, in vitro ortamda COVID-19’un %90’a yakin
bir oraninda yok edilmesini saglarken insanlarda
hastalig1 durdurmak i¢in de kullanilabilecegi yo-
niinde ortaya atilan hipotezlerde mevcuttur.
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ABSTRACT

Coverage of elbow defects can be challenging for reconstructive surgeons. The intended
reconstruction not only has to cover and protect the underlying structures but also allow
for smooth functioning of the joint. Even in the era of microsurgery, certain defects are
not amenable to reconstruction with regional flaps or free flaps. Pedicled flaps from the
abdomen play a critical role in such cases to salvage the elbow and hence the limb. While
there are multiple such flaps mentioned, a systematic review is lacking. This systematic
review aims to look at all the pedicled flaps from the abdomen to the elbow reported in
the literature. After an extensive search of multiple databases, 159 articles were obtained, of
which 31 were selected. The flaps reported in the selected articles were grouped into muscle/
musculocutaneous or skin/fasciocutaneous flaps. While the latissimus dorsi appeared
to be the most utilized flap overall to cover the defect in the elbow region, paraumbilical
perforator-based flaps were the most common among the fasciocutaneous flaps. This review
highlights the commonly used flaps, and discusses the advantages and disadvantages of
each. In view of the considerable overlapping names of various fasciocutaneous flaps, we
offer a nomenclature for better communication and understanding.
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(077

Dirsek bolgesi defektlerinin kapatilmasi rekonstriiktif cerrahlar igin kendine 6zgii gesitli
gligliikler igerir. Amaglanan rekonstriiksiyon sadece allta yatan yapilar1 6rterek korumakla
kalmamali, ayn: zamanda dirsek ekleminin sorunsuz hareketine de izin vermelidir.
Mikrocerrahi caginda bile bazi defektlerin bolgesel ya da serbest fleplerle onarimi olanakl
olmayabilir. Bu tip olgularda abdomenden hazirlanan pedikiillii flepler dirsegin ve dolayist
ile ve ekstremitenin kurtarilmasinda ¢ok énemli bir rol oynarlar. Bu amagla pek cok flep
tanimlanmus olsa da bu konu iizerine yazilmis derlemelerin sayis: kisithidir. Bu sistematik
derlemenin amaci literatiirde dirsek bolgesi defektlerinin onarimi i¢in abdomen bélgesinden
hazirlanan flepleri konu alan ¢aligmalar1 gozden gegirmektir. Bu amagla ¢esitli veri
bankalarinin kapsamli taramasi sonucu bulunan 159 makalenin 31 tanesi segildi. Secilen
makalelerde bahsi gegen flepler kas / muskulokutan ya da cilt/ fasyokutan flepler olarak
siniflandirildi. Genel olarak, latissimus dorsi flebi dirsek bolgesi fleplerinin kapatilmast i¢in
kullanilan en yaygin flep olarak ortaya ¢iksa da, paraumblikal perforatorlere baze flepler
en sik kullanilan fasyokiitan flepler idi. Bu derleme, en sik kullanilan flepleri ortaya koyup
bunlarin kullanimu ile ilgili avantaj ve dezavantajlar: tartijmaktadir. Farkli fasyokiitan flepleri
tanimlamak i¢in kullanilan terimler arasinda karigikliga yol acacak derecede bir ortiisme
oldugundan, bu fleplerin daha iyi anlagilmasi ve daha iyi iletisim igin yeni bir tanimlama
sablonu da sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Dirsek, rekonstriiksiyon, pedikiillii flep
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INTRODUCTION

Elbow defects arise due to a variety of causes such
as trauma, infection, burn contracture release or tumor
excision. Defects around the elbow are challenging to
manage due to a multitude of factors. The reconstruc-
tion should cover the exposed joint, bones, tendons,
vessels, nerves, hardware and thus necessitate flap
coverage. A pliable yet well-padded reconstruction is
needed to prevent any contracture and to facilitate
mobilization. The reconstruction should be durable
and also allow for future procedures if needed. Final-
ly, there should be minimal donor site morbidity.

For smaller defects of the elbow there are many
options from the same arm. Transposition flaps, lat-
eral arm flaps, radial artery flaps, posterior interos-
seous flaps and various local muscle flaps can be used
(1-3). However, if the defect is large and the zone of
injury extends further, local and regional flaps may
not be sufficient. Healthy vascularized tissue needs
to be brought in for reconstruction. This can be done
in two ways, either as a free flap or as a pedicled flap
from abdominal tissues. Free flaps have a unique set
of advantages and disadvantages independent of the
location of the defect. The recipient site considerations
are related to finding suitable vessels for anastomosis.
Nevertheless, free flaps are not always possible or
successful. The donor vessels may be in the zone of
trauma necessitating long vein grafts.

The alternative option is pedicled flaps from ab-
dominal tissues. While there are different abdominal
flaps mentioned, a detailed review is lacking. Most
discussion on elbow coverage highlights various local
flaps followed by free flaps with little description of
pedicled flaps from the abdomen (4). However, many
authors have noted that even in the era of microsur-
gery, the distant pedicled flaps have a role to play in
elbow coverage (2-3). We believe that a review of
literature to investigate all flaps for elbow coverage
from abdomen with their anatomical basis, surgical
technique and clinical outcome would be beneficial.
The current study is based on reviewing the literature
for various pedicled abdominal flaps for elbow cov-
erage to highlight the indications, the advantages,
and disadvantages.

MATERIAL AND METHODS

This systematic review was conducted following the
guidelines published by Khan and colleagues (5). Review
was done as per PRISMA guidelines. A search was car-
ried out on various databases such as Scopus, Google
Scholar, PubMed, Web of Science and Cochrane Library.
The keywords “Elbow defect” and “Abdominal flap”
were used to search the databases. The resulting articles
were retrieved and the abstracts were read. Duplicated
articles or articles not in English were excluded. Only
articles pertaining to flap for elbow defect were selected.
Full text articles were obtained and were read by two
authors. Only relevant articles were selected.

The articles were included if they described any
pedicled flap from abdomen to cover the defects around
the elbow. The exclusion criteria were - the flap not
from the abdomen, flap was a free flap, no clinical
application mentioned or the defect was other than
the elbow region. The references in the full text articles
were reviewed for additional articles. The extracted
articles were independently reviewed by two authors.

RESULTS

A total of 159 articles were obtained; 11 articles in
Scopus, 5 articles in Web of Science, 109 articles in Goo-
gle Scholar, 31 in PubMed and 3 in Cochrane Library.
In the first step, the abstracts were read and duplicates
were excluded- thus selecting 43 articles. In the second
step, the full length articles were obtained and read.
According to previously mentioned inclusion and ex-
clusion criteria, a total of 29 articles were included. Two
additional articles were obtained after searching the
references. Hence a total of 31 articles were included.

Among the 31 articles, eight were case reports, 14
were case series with a single flap, 3 were case series
with multiple flaps and six were review articles (Fig.
1). Various flaps were utilized for coverage of elbow
defects. The types of flaps done from abdomen to the

elbow region is shown in Table 1.

Latissimus dorsi flap, either as a muscle or myocu-
taneous, was by far the most common flap used for
elbow coverage from the abdomen. This was followed
by various fasciocutaneous flaps. There were rare
instances of rectus muscle flap, parascapular flap, and
bilateral groin flaps being used.
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Table 1. A summary of flaps from abdominal tissue to the elbow reported in the articles which are included in our
systematic review

Skin/ Fasciocutaneous No. of cases (%) Complications reported

1 | Paraumbilical perforator based flaps Donor site scar, bulky in females, Hematoma
o Oblique (Thoraco umbilical) 25 (16.8%)
o Transverse (Thoraco epigastric) 4(2.7%)
o Thoraco abdominal (random pattern) 2 (1.3%)

2 | Lateral intercostal perforator based flap 8 (5.4%) Scar, Bulky flap

3 | External oblique fasciocutaneous 5(3.3%) Donor site scar, Cellulitis of abdominal wall-

treated with antibiotics

4 | Islanded Parascapular flap 1(0.6%) None reported

5 | Extended/ Bllateral Groin 3(2%) None reported

Muscle/ myocutaneous flaps

1 | Latissimus dorsi 96 (64.8%) Donor site seroma, wound infection, dehiscence,
partial skin graft loss

2 | Rectus abdominis 4(2.7%) Abdominal wall laxity, hernia, Bulky flap

Total 159

v

e Abstracts read
e Selection of Relevant articles —» 43
e Exclusion of duplicated

o Full text read
e Inclusion criteria — 29
e Exclusion criteria

Cross Reference- 2 articles —»> Total 31
Case Single flgap Multiple ﬂap Review
Reports case series case series 6
8 14 3 Figure 2. Representative diagram showing common

pedicled flaps from abdomen. a. (Pink): Intercostal
perforator flap; b. (Purple): Thoracoabdominal

flap; c. (Green) Thoracoumbilical flap; d. (Green):
Thoracoepigastric flap. Also outlined are the muscle flaps -
rectus abdominis (e) and latissimus dorsi (f)

Figure 1. Flowchart diagram showing the process of
systematic review

Clinical and Research Consequences

Various pedicled flaps have been described in the A. Skin or Fasciocutaneous flaps from abdomen
literature, that can be broadly classified into skin or  for elbow coverage
fasciocutaneous flaps and muscle or myocutaneous The vascularity of the anterior abdomen mainly
flaps. (Fig. 2). consists of the perforators of superficial and deep

inferior epigastric circulation medially, and segmen-
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tal branches of intercostal, subcostal and lumbar
arteries laterally (6). The fasciocutaneous flaps follow
a similar pattern.

a. Medially based flaps

Earlier publications of use of abdominal skin for
coverage of elbow defects were predominantly about
random flaps. Based on their location and pattern,
they were named thoracoabdominal, thoracoepigas-
tric, thoracoumbilical, etc. With increase in the aware-
ness of vascularity of the abdominal wall, the nomen-
clature of such flaps has changed. There are numerous
terminologies used for these flaps with considerable
overlap, especially for the umbilical perforator based
flaps. Depending on its geometrical design, the flap
has been named as thoracoumbilical flap, thoraco-
epigastric flap, extended deep inferior epigastric ar-
tery flap, paraumbilical flap or oblique paraumbilical
perforator-based flap.

As it is appropriate to name the flap based on its
principal blood supply, we recommend the term para-
umbilical perforator flap. The location and direction
of the flap determines whether it is oblique or trans-
verse. Oblique flaps extend from the umbilical (tho-
racoumbilical) to the thoracic region, and transverse
flaps extend from the epigastric region (thoracoepi-
gastric) to the thoracic region. We have provided the
following nomenclature for better understanding and

communication.

i. Thoracoumbilical: This term should be reserved
for flaps which have their base around the umbilicus
and extend laterally and superiorly towards the lat-
eral chest wall. The vascularity is based on paraum-
bilical perforators.

ii. Thoracoepigastric: This term should be used
for flaps which have a transverse orientation with
their base in the epigastric area and extending later-
ally towards the chest wall. Their vascularity is based
on the perforating branches of deep inferior epigas-
tric and internal mammary networks.

iii. Thoracoabdominal: We propose this term to
be reserved for random pattern flaps. They can be
anteriorly based or posteriorly based. The term tho-

raco-abdominal flap should be limited to broad based
random pattern flaps as the term thoracoabdominal
is nonspecific and does not specify the underlying
blood supply nor orientation.

i. Thoracoumbilical flaps

Thoracoumbilical flaps have their bases at the
umbilicus and derive their blood supply from para-
umbilical perforators. Seitchik and Garnick were the
first to describe such a flap for elbow coverage (8).
They named it extended deep inferior epigastric ar-
tery flap as they extended it to the level of the scap-
ular tip. However, this was often complicated with
tip necrosis of the flap. With advances in the knowl-
edge of the vascular anatomy of the abdomen,
O’Shaughnessy and Ralwani termed this flap “oblique
paraumbilical perforator flap”. This flap was based
on the paraumbilical perforators of the deep inferior
epigastric artery and its anastomosis between the
perforators of the intercostal vessels (9). In the two
cases described by the authors, one was for a proximal
forearm and elbow, and the second was for a below
elbow amputation stump. The authors noted that this
design allows for a longer length of the flap and com-
fortable positioning compared to other pedicled flaps.

Similar observations were noted by Naduthodikay-
il and Bhandari, who in addition noted that this flap
would place the hand in a nondependent position
(10). They noted that 3-4 perforators were consistent-
ly present at the base of the flap obviating a need for
a preoperative Doppler examination. Their series of
11 patients included a case of circumferential elbow
defect, which is a challenge to reconstruct. Nadutho-
dikayil and Bhandari were successful in covering the
circumferential elbow defect with the oblique design
and delay of the flap posterior to the mid-axillary line.
This significant achievement demonstrated the im-
portance of pedicled abdominal flaps for elbow cov-
erage and, importantly, limb salvage. Ramadevi and
Kumar demonstrated successful reconstruction of
defects on the volar, dorsal, medial and lateral aspect
of the elbow with this flap (11). As recommended by
several authors, we recommend delaying the flap when
extending beyond the mid-axillary line.
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In this review, we found that thoracoumbilical
flaps were the most commonly used fasciocutaneous
flaps for elbow coverage. This flap has the advantage
of long length, ability to close the donor site primar-
ily, nondependent positioning of the hand. The draw-
backs include scar widening.

ii. Thoracoepigastric flaps

These flaps are based on the epigastric region and
extend to the thoracic region. The upper margin of
the flap is at inframammary fold, the lower margin
about 10-16cm caudal to the upper margin. This flap
is based on the perforators of the deep inferior epi-
gastric artery and the internal mammary artery.

Davis and McCraw reported this flap as “Tho-
racoabdominal flap” in 38 patients. Although they
predominantly used this flap for mastectomy and
chest wall defects, they also used it for elbow de-
fects. They noted that the axial supply extends till
anterior axillary line and any extension further
is random pattern (7). They emphasized the im-
portance of including fascia with the flap and
including the vessels perforating the rectus sheath,
failure to do so would jeopardize the flap. Hallock
and Dingeldien described the use of flap which
was similar to the one described by Davis and
termed it more appropriately as “thoracoepigastric
flap”. Like the description by Davis, the upper
margin was in inframammary fold and the lower
margin was 10-16 cm caudal to upper margin.
They also suggested delaying the flap if it extends
beyond the posterior axillary line. They reported
two patients with post-burn elbow defects where
they used this flap successfully for coverage (6).
This flap has been largely replaced by the tho-
racoumbilical flap as described above.

iii. Thoracoabdominal flaps (Random pattern
flaps)

As mentioned previously, we reserved the term
thoracoabdominal for random pattern flaps emerging
from the chest and abdominal wall. The term thora-
coabdominal is nonspecific and does not state the
orientation or vascularity (Fig. 3).

Figure 3. A case with an exposed elbow arthrodesis plate
after resection of a giant cell tumor. Exposed flap was
covered with a pedicled thoracoabdominal flap

Even in the era of microsurgery, these pedicled
flaps have a role in treatment of both civilian and
military injuries. In case of military injuries, Farber
and Taylor noted that free flaps are often not a via-
ble solution because vascular tie-in points are often
compromised or a far proximal anastomosis is need-
ed, that is not practical (12). In their series of 2 pa-
tients, Farber et al used this flap based both anteri-
orly and posteriorly. They noted several advantages
such as adequate soft tissue coverage of small to
significant size and durability of the flap over joint
motion and prosthetic wear. These flaps were broad
based and not dependent on any single source ves-
sel. Hence, they are likely to have a “random pattern”
vascularity.

b. Laterally based flaps

i. Intercostal perforator based flap

The use of lateral intercostal perforator-based flaps
for reconstruction of elbow defects was described by
Yunchuan and Jiaqin et al (13). These flaps were based
on the lateral cutaneous branch of the posterior in-
tercostal artery. The authors preferred the area between
the 7th and 10th intercostal space. The flap could be
designed as vertical, oblique or short transverse. Flaps
measuring up to 16x12 cm were demonstrated by the
authors. The authors believe that patient positioning
is superior with this flap compared to other flaps.

76  Saglk Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Berkéz O, Aydin HU.

Further, intercostal perforator flaps can be harvested
from the contralateral side.

Pirela-Cruz and Reddy et al described an anteri-
orly based, intercostal perforator flap (14). While
posteriorly based flaps are solely dependent on in-
tercostal perforators, the anteriorly based flaps do
receive contribution from periumbilical perforators
based on the location.

ii. External oblique fasciocutaneous flap

This flap is based on the perforators entering the
skin through the external oblique muscle. Flap ele-
vation begins on the lateral margin of the rectus ab-
dominis muscle. The external oblique aponeurosis is
included in the flap. As flap dissection proceeds lat-
erally, the fascia overlying external oblique muscle is
included in the flap, dissecting it off the muscle fibers.
This dissection is continued until the mid-axillary
line when the vascular pedicle comes into view. Fish-
er described the use of external oblique fasciocuta-
neous flap in five patients in 1983 (15). Flaps mea-
suring up to 8x18 cm were used, predominantly for
posterior defects of the elbow.

Other Less Common Fasciocutaneous
Flaps

Our literature review resulted in some uncom-
mon flaps. Leena reported the use of pedicled par-
ascapular flaps for coverage of elbow stump in a
single stage reconstruction (16). The parascapular
flap is based on the circumflex scapular artery,
which has a pedicle length up to 10cm. The flap
was eccentrically based in order to gain more
length. The flap was tunneled through the poste-
rior axillary fold to reach the defect. Reyad and
Tallal reported a case of bilateral groin and hypo-
gastric flap for coverage of an extended wound
involving elbow, forearm and hand (17).

B. Muscle or myocutaneous flaps from abdomen
for elbow coverage

The two main muscle flaps from the abdomen
include latissimus dorsi and rectus abdominis.

a. Latissimus dorsi (LD)

LD is a large muscle with a wide arc of rotation.
It can be used for a variety of defects including the
elbow. Ooi and Ng et al have described LD to be the
workhorse flap for elbow reconstruction (18). Its
advantages include coverage of large surface area,
reliable and constant blood supply, the ability to re-
construct in a single stage procedure without need
for immobilization, minimal donor site morbidity in
most patients and the possibility of using it as a func-
tional muscle transfer for elbow flexion or extension.
Schottstaedt et al first described functional muscle
transposition (19). This work was further elaborated
by Zancolli and Mitre (20). Jutte and Rees et al de-
scribed the use of pedicled LD flaps to cover soft
tissue defects at the elbow (21). In a detailed descrip-
tion Stevanovic and Sharpe et al even went on to
suggest using pedicled LD as a prophylactic measure
in complex elbow injuries (3).

LD can be used as a muscle flap with skin grafting
over the muscle, and it can be used as a myocutane-
ous flap with a skin island overlying the muscle (Fig.
4, Fig 5). The island can be designed obliquely or
transversely in women to hide under the brassiere.
Skin islands as large as 8x20 cm can be closed pri-
marily. The anterior transposition can reach 8.4 cm
distal to olecranon, while the posterior transposition
can reach up to 6.5 cm distal to olecranon. Stevanovic
et al recommend incising the skin overlying the trans-

Figure 4. A case with an open elbow fracture resulting
from a motor vehicle accident. Ulnar nerve defect was
reconstructed with a sural nerve graft and the soft tissue
defect was covered with a pedicled latissimus dorsi
musculocutaneous flap and split thickness skin graft
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Figure 5. The case presented in Fig. 4 eleven months
after wound coverage with pedicled latissimus dorsi
musculocutaneous flap

posed muscle rather than a subcutaneous tunnel to
avoid pressure on the pedicle.

To cover a very large area following soft tissue
sarcoma resection and axillary node dissection, Nico-
li and Orfaniotis et al used the latissimus dorsi with
its skin paddle continuing onto groin flap including
inguinal nodes. The large myocutaneous flap was
transposed and supercharged by anastomosing su-
perficial circumflex iliac artery to radial artery (22).
While the LD muscle acted as a functional transfer,
the inguinal nodes were transferred to prevent upper
limb edema.

Use of LD muscle can be contraindicated in pa-
tients who would need lifelong crutch or wheelchair
use. Caution should be exercised while using them
in patients who have a high risk of breast cancer as
it may be needed for future breast reconstruction.

b. Rectus abdominis

The less common muscle flap from the abdomen
is the rectus, which can be used as a muscle only flap
with a skin graft or as a myocutaneous flap. However,
compared to LD, the rectus flap is a two staged proce-
dure and would need a division after three weeks. Fur-
ther, loss of rectus is not without complications. Hence,
this flap has fallen out of favor for elbow defects and
replaced by the fasciocutaneous flaps previously listed.
The discussion is mainly of academic interest.

Sbitany and Wray described a case of post traumat-
icinfected elbow coverage with superiorly based rectus
abdominis muscle flap with skin graft. The flap was

divided after three weeks and the superior part of the
muscle was returned to the abdomen. (23). Similarly,
Burstien and Salomon described transverse rectus island
flap, where a transverse skin island was harvested based
on a superiorly based rectus muscle. This flap was ap-
plied in three patients with elbow defects (24).

CONCLUSION

Even in the era of microsurgery, there is a definite
role for pedicled flaps in elbow reconstruction. Knowl-
edge about these flaps is very beneficial in salvaging
the elbow in difficult clinical situations. These flaps
can be the back-up or even preferred flaps in elbow
and limb salvage. Based on our review, we found that
LD is the most common pedicled abdominal flap used
for reconstruction of elbow defects. It has many ad-
vantages - being a single stage procedure, not requiring
immobilization and the ability to provide motor func-
tion. Among the fasciocutaneous flaps, the paraum-
bilical perforator-based flaps appears to be the most
frequently utilized. This flap has the potential to be
used for coverage of circumferential elbow defects.
However, donor site scar and a necessary period of
immobilization are some of potential drawbacks as-
sociated with its use. Other less frequently used flaps
are thoracoabdominal, thoracoepigastric, intercostal
perforator based flaps and parascapular flaps. These
fasciocutaneous flaps have replaced the rectus abdom-
inis muscle flap for this purpose. There is a discrep-
ancy in the nomenclature of fasciocutaneous flaps.
With better understanding of flap circulation and
vascular basis, the terminology of flaps has been evolv-
ing. We have provided a simplified definition for bet-
ter understanding and communication.
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(077

Giiniimiizde meme, prostat veya akciger kanseri, hiperkalsemi, multip] myelom veya
osteolitik yapidaki metastatik lezyonlarin tedavisinde antirezorptif ve antianjiyojenik ilaglar
kullanilmaktadir. Bu hastaliklara ek olarak osteoporoz tedavisinde de kullanilabilmektedirler.
Builaglarin kullanimina bagli olarak, maksilla ve mandibulada osteonekroz olusabilmektedir.
Bu derlemede; genelerde ilag kullanimina bagl olarak gelisen osteonekrozlarin etiyolojisi,
risk faktorleri, klinik seyri, radyolojik 6zellikleri, giincel tedavi protokolleri ve ayrica dis
hekimi yaklagimi hakkinda bilgi vermeyi amagladik.

Anahtar Kelimeler: ilaca bagli gelisen ¢ene kemigi osteonekrozu, antirezorptif ve
antianjiyojenik ilaglar, dental tedavi yaklagimlar:

ABSTRACT

Today, antiresorptive and antiangiogenic drugs are used in the treatment of breast, prostate
or lung cancer, hypercalcemia, multiple myeloma or osteolytic metastatic lesions. In addition
to these diseases, they can also be used in the treatment of osteoporosis. Depending on the
use of these drugs, osteonecrosis may occur in the maxilla and mandible. In this review, we
aimed to provide information about the etiology, risk factors, clinical course, radiological
features, current treatment protocols and dental approach of the osteonecrosis that develops
due to drug use in the jaws.

Keywords: Medication-Related Osteonecrosis of the Jaws, antiresorptive and antiangiogenic
drugs, dental treatment approaches
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GIRIS

[laca bagh olarak ¢ene kemiklerinde goriilen os-
teonekroz bag-boyun radyoterapisi dykiisii bulunma-
yan ancak antianjiyojenik veya antirezorptif ilag
kullanan hastalarda goriilen, maksillofasiyal bolgede
8 hafta i¢inde iyilesmeyen ekspoze veya intraoral ya
da ekstraoral fistiil olusumuyla gézlenen nekrotik
kemik dokusudur. Nekrotik kemik gelisiminde etki-
li olan ilaglar temel olarak antirezorptif ajanlar olan
bifosfonatlar ve denosumab (Rank ligand inhibitori)
dir (1). Antianjiyojenik ajanlar arasindan da ¢ogun-
lukla Bevasizumab ve Sunitinibdir (2).

Bifosfonat grubu ilaclar ilk kez 1990’11 yillarda
osteoporoz tedavisinde ve tiimorlerin kemik icerisinde
gelismesini yavaglatmak amaciyla, hormon replasman
tedavilerine alternatif olarak kullamlmaya baglamustir (3).

Bifosfonatlarin kullanildig: hastaliklar agagidaki

gibi siralanabilir:

1. Kemikte yiiksek oranda metastaz yapan
meme, prostat, akciger kanserleri gibi kan-
serlerde intravenoz olarak kullanilir (4,5).

Malign tiimor varliginda gelisebilen patolojik
kiriklar, hiperkalsemi veya omurilik kanalinin
daralmas: gibi hayat: tehdit eden komplikas-
yonlarin azaltilmast i¢in kullanilir (6).

2. Kadinlarda postmenopozal donemde osteo-
poroz i¢in hem profilaktik, hem terapétik
olarak kullanilir (7,8).

3. Fibroz displazi, Paget hastaligi, ankilozan
spondilit gibi metabolik kemik hastaliklarin
tedavi etmek icin kullanilir (9,10).

4. Multipl myelomda, iskeletsel deformiteleri
engellemek ve kemik yikimina sebep olan
metastatik lezyonlar1 tedavi etmek amaciyla
kullanilir.

Osteogenezis imperfekta tanist koyulmus
pediatrik hastalarda, kemigin frajilitesini
azaltmak amaciyla kullanilir (11,12).

Bifosfonat grubu ilaglarin yan etkileri ara-
sinda; gene kemiklerinde osteonekroz, 6zofagal enf-
lamasyon, mide problemleri, ates, grip bulgulari,
kaslarda ve/veya kemiklerde agrilar sayilabilir (13).

RANK-L inhibitérlerinin aktivator reseptorii olan,

2010'da FDA onay1 alan, yeni bir ilag olan Denosumab

ise; osteoporoz ile meme ve prostat kanserinin kemik
metastazlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Yari-
lanma 6mrii 25-32 giin olup, bifosfonatlarin tersine
kemige baglanmaz ve kemik remodellingi {izerine
etkileri tedavi birakildiktan 6 ay sonra geriler (2).

Antirezorptif ve antianjiyojenik ilaglarin dis he-
kimleri agisindan en ciddi yan etkisi olan ¢ene kemik-
lerinin osteonekrozu, iizerinde devamli olarak ¢alisilan
onemli bir sorundur. {laca bagh ¢ene kemigi osteo-
nekrozu vakalari ilk olarak bifosfonat kullanimina
bagl olarak bildirilmistir (14,15). Denosumab ise
renal komplikasyonlarin olusmamasi amaciyla tercih
edilen bir ilactir. Ancak gene kemiklerinde osteonekroz
goriilme olasilig1 zoledronata benzer orandadir (zo-
ledronate %1,3, denosumab %1,8) veya goreceli olarak
yliksektir (zoledronat %1, denosumab %2) (2,16).

Bu derleme ile amacimiz, ¢enelerde ilaca bagh
goriilen osteonekroz gelisen hastalarda giincel yak-
lagimlar belirtmektir.

flaclarin Etki Mekanizmasi

Klondronat veya etidronat gibi oral yolla kullanilan
ve nitrojen icermeyen bifosfonatlar, osteoklastlar tize-
rinde apoptozisi tetikleyerek etki gosterirler (17).
Alendronat, risedronat, pamidronat, zoledronat gibi
ilaglar ise daha giiclii etkileri olan, nitrojen igeren yeni
nesil bifosfonatlardir. Bu ilaglar kolesterol sentezinde
gorev alan farnesildifosfat enziminin sentezini inhibe
ederek osteoklast inhibisyonunu saglar (18). Boylece
osteoklast fonksiyonu baskilanir. Bifosfonatlar oste-
oklastlara, hidroksiapatit ve aktif kemik yapimini uya-
ran bolgelere segici olarak baglanarak etki gosterir (19).

Bifosfonatlarin terapotik dozlarda kullanilmasi;
osteoklastlarin rezorpsiyon yapmasini inhibe eder
iken, osteoblastlarin diferansiyasyon ve kemik depo-
zisyonu yapmasini stimiile eder. Ancak bisfosfonat
grubu ilaglarin ytiksek dozlarda kullanilmalari, oste-
oblastlar ve osteoklastlarda sitotoksik etki olusturur.
Boyle durumlarda kemik rejenerasyonu saglanama-
maktadir. Ayrica remodelasyonun azalmasina bagl
olarak avaskiiler nekroz olugma riski artar (20).

Bifosfonata bagli osteonekrozun histolojik yapisi
incelendiginde aktif akut inflamasyonu olan alanlar ve
nekrotik degisikliklerin yaygin oldugu alanlar ile bir-
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likte, iltihabi ve nekrotik degisikliklerin olmadig alan-
lar da mevcuttur. Nekrotik olmayan bolgelerde, Haver-
sian kanallarindan yoksun ve farkli derecelerde
kalsifikasyon gosteren biiyiik kemik dokusu kitleleri
goriliir. Diger alanlarda ise aktif kemik iltihabi, kemik
spikiilleri, osteoklast benzeri hiicreler ve biiyiik kemik
dokusu kayiplart izlenir. Bu alanlar ¢ogunlukla poli-
morfoniikleer fagositler, plazma hiicreleri, monositler
ve lenfositler, aselliiler nekroz, ince duvarli ve dilate kan
damarlar1 ve bazofilik kemik spikiillerini i¢eren infla-
masyon ile karakterizedir (21). Mikrobiyolojik incele-
mede baskin olarak Aktinomiges, takiben Streptokok,
Kandida, Stafilokok, Klebsiella, Eikenella, Haemophi-
lus, Fusobacterium, Escherichia izole edilmistir (22).

Denosumab ise osteoklastik kemik rezorpsiyonunun
temel sitokini olan niikleer faktér kappa B ligandinin
reseptor aktivatoriine karst insan kaynakli monoklonal
IgG2 antikorudur. 6 ayda bir subkutan enjeksiyon yo-
luyla uygulanir. Oncii osteoklast hiicrelerinin farklilas-
masini ve fonksiyonunu inhibe eder (23).

[laglarin ¢ene kemiklerinde &zellikle kemik me-
tabolizmasi dongtisiiniin daha yiiksek oldugu alve-
olar kemikte nekroza sebep oldugu bildirilmektedir
(24). Buna ek olarak oral mikrofloranin, periodon-
tal aralik aracilig1 ile cene kemikleri ile iliskide ol-
masinin ve ¢ene kemiklerinin toruslar veya miloh-
yoid kenar gibi bélgelerinin travmaya maruz
kalmasinin da bu bélgelerde osteonekroz riskini
arttirdi1 distiniilmektedir (24,25).

Cene kemiklerinde osteonekroz, spontan ya da oral
cerrahi islemlere bagl olarak gelisebilir. Hastalarin
%60'inda dis ¢ekimi veya farkli cerrahi islemler son-
rast gelisebilirken, %40’ 1da spontan olarak gelisir (26).
Spontan osteonekrozlarda prognoz daha kétidiir (27).
Genellikle toruslar ya da mylohiyoid ¢ikinti gibi gevre
mukozanin ince oldugu bolgelerde gelisir (15,28).

Ilaca Bagh Olarak Cene Kemiklerinde
Goriilen Osteonekroz insidansi

Bifosfonata bagli ¢enelerde gelisen osteonekroz
%65 oraninda mandibulada, %26 oraninda maksil-
lada, %9 oraninda da hem mandibula hem maksil-
lada goriilebilmektedir. Olgularin 1/3’inde agr1 yok-
tur. 2/3 orant ile kadinlarda daha sik gozlenir (29).

Yapilan ¢aligmalara gore i.v. bifosfonat kullani-
minda, %0.8-%12 osteonekroz geligim riski bildiril-
mistir (19,30-32). Oral bifosfonat kullaniminda ise
risk oldukga diisiiktiir. Ancak uzun donem [3 yildan
fazla (33)] ila¢ kullaniminda gelisebilir.

Denosumab iliskili gene kemigi osteonekrozu insi-
dans1 %0-%4,7 arasinda bildirilmektedir. 2012 yilinda
Saad F ve ark. 52 olguyu iceren Denosumab iliskili gene
kemigi osteonekrozu ¢aligmasinda dis ¢ekimine bagli
%59,6, oral enfeksiyona bagli %50 oraninda osteonekroz
gelisimi rapor etmistir (34). Lancet Onkoloji dergisinde
yaymnlanan denosumab ile ilgili klinik aragtirmada da,
hastalarin sadece %1’inde ¢enede kemiklere kan akigi-
nin engellenmesi sonucu osteonekroz olustugu, %5’inde
ise hipokalsemi gozlenmistir (35).

Tam Kriterleri

Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Birligine
gore ila¢ kullanimina bagli olarak ¢ene kemiklerinde
gelisen osteonekrozun kesin tanisi icin su kriterler
gerekir: (1) devam eden ya da gegmiste uygulanmis
antirezorptif veya antianjiyojenik ila¢ tedavisi gormiis
olmak, (2) ekspoze nekrotik kemigin en az 8 hafta
stire ile var olmast, (3) bas-boyun bolgesine 6nceden
radyoterapi uygulanmamis olmasi (36).

Cene kemiklerinde gelisen osteonekrozun klinik-
teki en belirgin bulgusu, kokulu akinti ve alveol kemi-
gi nekrozudur (Resim 1-6). Ancak kemik higbir semp-
tom gostermeden de ekspoze olabilir. Cevre
mukozada inflamasyon ve baskida agr1 gozlenir. Has-
talarin sikayetleri genellikle agri, sislik ve akintidir.
Orofasiyal agr, trismus, enfeksiyon, dislerde mobilite
ve fistiilizasyon da diger sik rastlanan bulgulardir. Bazi
olgularda kiint bir agri, alt dudakta parestezi, anestezi,
cenede bilyiime hissi ya da oroantral fistiil olusmus ise
kronik sintizit semptomlar: bulunabilir (37).

[laca bagli olarak ¢ene kemiklerinde gériilen oste-
onekrozun hem tanisinda, hem de lezyon smnirlarinin
belirlenebilmesinde radyografik degerlendirmeler ol-
dukga yardimcidir. Panoramik radyografiler tani igin
yeterli olmasalar da, kemikte lezyon varliginin kontro-
lii ve osteonekroz gelismis hastalarin rutin muayene-
leri i¢in 6nerilirler (37,38). Kemikteki vaskiilarizasyon
degisikliklerini gériintillemede en basarili yontem olan
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Resim 4

Resim 35

Resim 6

Resim 1-6. i.v. bifosfonat kullanimina baglh gelisen ¢ene kemiginde osteonekrozlarin klinik gériintiileri

radyontikleotid goriintilleme (sintigrafi), erken tam
koyulmasinda iyi bir alternatiftir. Tanida en sik tercih
edilen goriintilleme yontemleri ise bilgisayarli tomog-
rafi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG)dir.
BT ile osteonekrozun kortikal ve trabekiiler kemikteki
yayilimyi, smurlari, boyutlari, komsu anatomik yapilar-
la iligkisi detayli olarak degelendirilebilir. MRG ise
yumusak doku tutulumunda tercih edilir (39).

Risk Faktorleri

[lag kullanimina bagh olarak ¢ene kemiklerinde
osteonekroz gelismesinde rol oynayan risk faktorleri;
ilaca bagly, lokal ve demografik/sistemik risk faktor-
leri olmak tizere 3 baslikta incelenir (33).

[laca bagli faktorler arasinda ilacin gesidi, uygu-
lanma sekli, tedavi siiresi degerlendirilir. Ozellikle
intraven6z kullanim, osteonekroz gelisme riskini
arttirmaktadir (31,36).

Lokal faktorler arasinda kotii agiz hijyeni, uyumsuz
protezler, periodontal hastaliklar, abse olusumu gibi
dental enfeksiyonlar, dis ¢ekimi, periodontal cerrahi,
dental implant uygulamalar1 gibi cerrahi uygulamalar,
travma yer alir. Bunlarin yaninda palatinal veya lin-
gual bolge yerlesimli torus veya kemik ekzostozlars,
mylohiyoid ¢ikintinin bulundugu bélge gibi mukoza-
nin ince oldugu alanlar riskli bolgelerdir (40,41).

Demografik/sistemik faktorler arasinda ise 65
yasin lizerinde olmak, cinsiyet (kadinlarda daha sik),
yetersiz beslenme, diyabet, uzun siire kortikosteroid
kullanimyi, hipotiroidizm, bag dokusu hastaliklars,
Ostrojen tedavisi, alkol ve/veya sigara bagimliligy,
kanser tanisi, kanserle birlikte osteoporéz/osteopeni
tanisi, kemoterapi, immiinosupresyon, anemi, tala-
semi, pthtilasma bozukluklari, kan anomalileri, da-

marsal bozukluklar yer alir (42).

Ayirici Tani

[laca bagl olarak ¢ene kemiklerinde gelisen os-
teonekrozun ayirici tanisinda osteoradyonekroz,
osteomiyelit, alveolar osteit, herpes zoster enfeksiyo-
nu ile iligkili osteonekroz, nekrozitan tlseratif peri-
odontitis, Paget hastalig1, multiple myelom, metas-
tatik timorler gibi lezyonlar degerlendirilir (2,43,44).

Kemik rezorpsiyonunun tek belirteci Serum C-ter-
minal telopeptid (CTX)dir (45). Serum CTX’ten
ozellikle osteopeni veya osteoporoz nedeniyle oral
bifosfonat kullananlarda, suprese kemik rejenerasyon
seviyesinin ol¢iilmesinde faydalanilir (46). Osteo-
nekroz degerlendirilmesinde de bu test hekim i¢in
bir rehber olabilir. Ancak kesin bir sonuca varilma-

mast gerektigi goz 6ntinde bulundurulmalidir.
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Dis Hekimi Yaklasim

[laca bagli olarak ¢ene kemiklerinde gelisen os-
teonekroza dis hekimi yaklagimi 3 baglik altinda top-
lanabilir (42):

1. Antirezorptif ve antianjiyojenik ilag tedavisi
goren veya 6nceden tedavi gormiis olan has-
talarda ¢ene kemigi osteonekrozu olusmus
ise dis hekiminin yaklagimi

2. Oral veya intravenoz ilag tedavisi goren veya
daha 6nce tedavi gormiis olan hastalarda gene
kemigi osteonekrozu olusmamus ise dis he-
kiminin yaklagimi

3. Ilag tedavisi baslamadan 6nce dis hekiminin
yaklagimi

1- Antirezorptif ve antianjiyojenik ila¢
tedavisi goren veya onceden tedavi gormiis
olan hastalarda ¢ene kemigi osteonekrozu
olusmus ise dis hekiminin yaklasim

1. Detayl1 oral muayene yapilir.

2. Hasta MRONTJ agisindan degerlendirilir:

a. 1-2 ay aralikla periyodik klinik takip, 4-6 ay
aralikla radyografik inceleme yapilir.

b. Derecelendirme-evreleme yapilir.

3. Gerekli goriiliir ise 6zel muayene tekniklerinden
faydalanilir:

a. Sekonder enfeksiyon riskine kars1 mikrobiyo-
lojik kiiltiir alinabilir.

b. Halitozis i¢in degerlendirme yapilabilir.

4. Cerrahi olmayan tedaviler uygulanabilir:

a. Periodontal ve dental saglik optimum seviyeye
getirilir.

b. Direkt kemikle ilgili yaralanmalardan kaginilir
ve kemige gelebilecek zararlar onlenir.

c. Vazokonstriktorlii lokal anestezik kullanimin-
dan kaginilir.

d. Keskin kenarli kuronlar, uyumsuz protezler ve
konservatif restorasyonlar veya kemikte travma olus-
turabilecek benzer durumlar ortadan kaldirilir.

e. Hareketli protez kullaniminda mukozada
travma olusturabilecek mylohiyoid ¢ikinti, palati-
nal veya lingual toruslar ve ekzostozlarin varligi
degerlendirilir.

f. 1. ve 2. derecede mobilitesi bulunan dislerin,
stabilitesi saglanir.

g. Konservatif restorasyonlar ve protetik tedaviler
uygulanabilir.

h. Ekspoze kemigi 6rtmek, cevre yumusak doku-
yu korumak, hasta konforunu saglamak ve teropatik
ajanlar1 uygulamak i¢in akrilik stent ya da kisiye 6zel
plak hazirlanabilir.

i. Dig cekimi gerektiginde ilk sirada penisilin veya
amoksisilin; penisilin alerjisi varsa klindamisin, erit-
romisin veya azitromisin; tedaviye yanit alinamiyor-
sa metronidazol regete edilir.

5. Profesyonel ag1z hijyeni saglanir ve hastaya
hijyen egitimi verilerek motivasyonu saglanir.

6. MRONTJ hakkinda egitim verilir.

7. Farmakolojik tedavi uygulanir:

a. Hasta degerlendirildikten sonra genis spektrum-
lu antibiyotik recete edilir. Ciddi enfeksiyon durumun-
da ampisilin, amoksisilin+klavulonik asit, metronidazol;
penisilin alerjisi durumunda siprofloksasin+metroni-
dazol, eritromisin+metronidazol; gerekli ise antifungal
veya antiviral ajanlar regete edilir.

b. Gerekli goriiliir ise antifungal ilag recete edilir.

c. Agr1 mevcutsa sistemik analjezik regete edilir.

8. Nekrotik kemik mevcutsa cerrahi tedavi uygu-
lanir:

a. Daha az travmatik olacak sekilde debridman
ve/veya sokestrektomi, tercihen piezocerrahi ile uy-
gulanir (33,47,48).

b. Vazokonstriktorlii lokal anestezi kullanimindan
kaginilir.

c. Nekrotik kemigin en az travmatik olacak sekil-
de, gerekli ise piezocerrahi kullanilarak, rezeksiyonu
yapilir (33,47,48).

d. GereKli ise parsiyel, marjinal veya segmental
rezeksiyon yapilir ve takiben rekonstriiktif cerrahi
uygulanir.

9. Nekrotik kemik mevcutsa alternatif tedavi uy-
gulamalari da segenektir. Diisiik doz lazer tedavisin-
de He-Ne veya diyot lazer tercih edilir.

2- Oral veya intravenoz ila¢ tedavisi
goren veya daha once tedavi gormiis olan
hastalarda ¢ene kemigi osteonekrozu olus-
mamis ise dis hekiminin yaklasimi

1. Erken evredeki MRONJ un tanist i¢in:

(1) Hasta hikayesi alinarak kaydedilmeli. (2) 3-4
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ay araliklarla klinik takip yapilmali. (3) 6 ay aralik-
larla rontgen alinmali. (4) Gerekli ise BT alinmali.
(5) Erken donem degisimlerini tespit etmek i¢in ke-
mik sintigrafisi istenebilir.

Radyografik olarak MRON]Jda hastalarin 2/3’sin-
de alveolar kemik etkilenmistir. Kemik sklerozu,
kemikte yikim, lamina durada kalinlagma, iyilesme-
yen ¢ekim soketleri, periodontal ligament araliginin
genislemesi, sokestr olusumu, fistiil, yumusak doku-
da kalinlagsma ve periostal yeni kemik olusumu goz-
lenen radyografik degisikliklerdir. Kemikte olusan
sklerotik degisiklikler ilerleyerek mandibular kanal-
da daralmaya yol acabilir (49,50).

Dis gekimi gerekli ise:

a. Aktif olarak onkolojik dozda i.v. antirezorptif
ilag kullanan hastalarda acil olmayan dis ¢ekimleri,
alveoloplasti, dental implantlar gibi islemler uygu-
lanmamalidur.

b. i.v. bifosfonat kullanan hastalarda dis ¢ekimi
ertelenemiyor ise, takip eden onkolog ile konsiiltas-
yon sonucuna gore dis gekimi éncesi ve sonrasinda
1-3 ay bifosfonat kullanimina ara verilir. Doku iyi-
lesmesi gerceklesene kadar (6-8 hafta) ilag kullani-
mina baslanmaz.

c. Dis ¢ekiminden 5 giin énce genis spektrumlu
antibiyotik tedavisine baglanarak ¢ekimden sonra 20
glin tedavi devam ettirilir. Doku iyilesmesi donemin-
de topikal klorheksidin glukonat igerikli gargaralar
uygulanir.

d. Cekim sirasinda ve 1 hafta sonrasinda diigitk
doz lazer tedavisi uygulanir. 1 dk siire ile 5 (en az 3)
topikal uygulama yapilmalidir. Bu tedavi doku reje-
nerasyonunu ve bolgedeki bakteri kolonizasyonunun
azalmasini saglar.

2. Detayl1 oral muayene yapilir.

a. Dislerde furkasyon defekti varlig, fistiil varlig,
yumugsak dokuda sislik, daha 6nce saglikli olan dis-
lerde mobilite varligi, kemik hasar1 dikkatle deger-
lendirilir.

b. Tan1 koyulamayan oral agr1 ve dizestezilerin
varlig1 degerlendirilir.

3. Optimal periodontal ve dental saglig1 saglamak
ve korumak igin:

a. Kemikte direkt travma olusturabilecek dental

uygulamalardan (preprotetik/implant 6ncesi kemik
cerrahileri, dental implant uygulamalari, apikal lez-
yonlu olmayan, hafif mobilitesi bulunan diglerin ce-
kimi, ileri periodontal cerrahiler (51) kaginilir.

b. Vazokonstriktor iceren lokal anestezikler tercih
edilmez.

c. Tespit edilen lokal risk faktorleri ortadan kal-
dirihir.

d. Hareketli protez kullaniminda mukozada trav-
ma olusturabilecek mylohiyoid ¢ikinti, palatinal veya
lingual toruslar ve ekzostozlarin varlig: degerlendi-
rilerek; protezlerde gerekli diizenlemeler yapulir.

e. 1. ve 2. derecede mobilite gosteren dislerin sta-
bilizasyonu saglanir.

f. Konservatif, protetik ve endodontik tedaviler
gibi cerrahi olmayan tedavilerin uygulanmasinda
sakinca yoktur. Cerrahi olmayan baslangi¢ periodon-
tal tedaviler uygulanabilir (52).

4. Profesyonel ag1z hijyeni saglanir ve siirdiirme-
si i¢in hastaya egitim verilir.

5. Hastaya MRONTJ hakkinda egitim verilir.

3- lac tedavisi baslamadan once dis he-
kiminin yaklasim

1. Intraoral sert ve yumusak dokular detayli ola-
rak muayene edilir.

2. Radyografi alinarak tiim disler ve cene kemik-
leri degerlendirilir.

3. Optimal periodontal ve dental sagligin saglan-
masi igin:

a. Parsiyel mukoza retansiyonlu, ileri derecede
periodontal kaybi olan, restoratif tekniklerle tedavi
edilemeyen, prognozu kotii olan disler gekilir.

b. Pediatrik hastalarda mobil siit disleri ¢ekilir.

c. 1. ve 2. derecede mobilite gosteren dislerin sta-
bilizasyonu saglanir.

d. Kronik apikal periodontal lezyonu olan dislere
endodontik tedavi yapilir.

e. Gerekli goriilen konservatif ve protetik resto-
rasyonlar yapilir.

f. Hareketli protez varliginda mukozada travma
olusturabilecek bolgelerin kontrolii yapilir.

g. Keskin kenarli kuronlar, uyumsuz protezler
veya konservatif restorasyonlar gibi lokal risk faktor-
leri ortadan kaldirilir.
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4. Optimal oral hijyenin saglanmast i¢in;

a. Detertraj yapilir.

b. Bireysel ag1z bakimi saglanir.

c. Antiseptikli ag1z gargaralar1 kullanilir.

d. Lokal florid uygulanir.

e. Ag1z hijyeninin saglanmasi ve korunmasinda
hasta motive edilir.

5. Ilag tedavisinin ertelenmesinde riskler ve fay-
dalar degerlendirilir:

a. Mumkiinse tedavi siireci, periodontal ve dental
saglik optimuma gelene kadar ertelenmelidir. Gerek-
li invaziv tedavileri takiben ortalama 3-4 haftalik
iyilesme siirecinden sonra ilag tedavisi baglamalidur.

b. flacin kesilmesinde hastay: takip eden doktor,
onkolog, dis hekimi ve diger tiim uzmanlar isbirligi
icinde olmalidir.

6. MRONY] ile ilgili hastaya egitim verilir (42,53):

a. Bilgilendirici brosiirler verilir.

b. lag tedavisi boyunca ve takiben 5 yil siire ile
kemik ile iligkili invaziv dental islemler yapilmamalidir.

c. Tim erken semptomlari veya klinik bulgular
kaydedilmelidir.

d. Hastalara rutin klinik ve radyolojik muayene-
lerin gerekliligi ve 6nemi, risk faktorleri ve genel
dental saglik konularinda egitim verilmelidir.

Tedavi Yaklasimlar:

Tedavi yaklasimlari, AAOMS’un ilaca bagli cene
kemiklerinde goriilen osteonekroz olgularina yone-
lik olarak 2014 yilinda yayimladig: bildiride hastali-
g1 evresine gore belirlenmistir (1,53,54).

- Evre 0: Nekrotik kemik olduguna dair klinik bir
bulgu yok, ancak non spesifik klinik bulgular ve semp-
tomlar var ise; agr1 kesici ve antibiyotikler ile sistemik
tedavi uygulanabilir.

- Evre 1: Ag1z iginde tizeri mukoza ile ortiilii ol-
mayan nekrotik kemik var, ancak asemptomatik ve
enfeksiyona dair bir bulgu yok ise; antibakteriyel ag1z
gargarast kullanimi, 3 ayda bir klinik takip ve hasta
egitimi ile devam eden ilag tedavisi endikasyonu de-
gerlendirilir.

- Evre 2: Ekspoze ve nekrotik kemik varligiyla
birlikte enfeksiyon bulgulari, agri, eritem, piirulan
eksuda (olmayabilir) var ise; oral antibiyotikler ile

semptomatik tedavi, antibakteriyel ag1z gargarasi,
agr1 kontrolii uygulanir ve yumusak doku irritasyonu
i¢in ytizeyel debridman yapilir.

- Evre 3: Ekspoze ve nekrotik kemik bulunan has-
tada agr1, enfeksiyon ve su bulgulardan birinin veya
daha fazlasinin bulunmast: (1) alveolar kemikte genis
sinirlara yayilan ekspoze ve nekrotik kemik varlig
(mandibulanin inferior sinir1 ve ramusu, maksillada
maksiller siniis ve zigomalar), (2) patolojik kirik, (3)
ekstraoral fistiil, (4) oral, antral/oral veya nazal bol-
gelerin etkilenmesi veya maksiller siniis 6n duvari
boyunca uzanan osteoliz. Bu evrede antibakteriyel
ag1z garagarasl, antibiyotik uygulamasi ve agr1 kont-
rolii, cerrahi debridman veya uzun dénem enfeksiyon
ve agr1 olusumu var ise rezeksiyon yapilabilir.

[laca bagh olarak gene kemiklerinde osteonekroz
gelistiginde baslangic tedavisi konservatif metodlar
olmalidir. Bu metodlar antimikrobiyal ag1z gargalar1
ve klinik olarak belirtilmigse antibiyotiklerin kulla-
niminy, etkili agiz hijyeninin saglanmasini veya yii-
zeyel kemik ¢ikintilarinin ¢ikarilmasini igerir.

Kalic1 semptomlar olusursa veya ilk konservatif
tedaviye ragmen fonksiyon olumsuz etkilenirse, agre-
sif cerrahi girisimler (mukozal flep elevasyonu, nekro-
tik kemigin blok rezeksiyonu veya yumusak dokunun
kapatilmast) kullanilabilir. Ancak asemptomatik olgu-
larda agresif cerrahi miidahale 6nerilmemektedir.

Ekspoze, nekrotik kemik alanindaki semptomatik
dislerin ¢ekimi dikkatle degerlendirilmelidir ¢linki
dis ¢ekimi, var olan nekrotik stireci agresif hale geti-
rebilir. i.v. bifosfonatin kesilmesi kisa donemde yarar
saglamaz. Ancak sistemik durum degerlendirilerek
uzun donem ilact kesmek; var olan nekroz alanim
siirlamak, yeni nekroz alanlar1 olugma riskini ve
klinik semptomlari azaltmak i¢in faydali olabilir. De-
nosumab ise kemige baglanmaz ve bu ilaglarin kemik
tizerindeki etkileri 6 ayda sonlanir. Devam eden ilag
tedavisinin riskleri ve faydalar1 onkolog, oral ve mak-
sillofasiyal cerrahi uzmani ve hastanin kendisi tara-
findan degerlendirilmelidir (33).

Antirezorptif veya antianjiyojenik ila¢ kullanan
hastalarda dental implant uygulamalari ile ilgili kesin
bir goriis birligi yoktur. Bazi ¢alismalarda i.v. ilag kul-
lanan hastalarda, osteonekroz gelisimi tetiklendigi igin
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implant uygulamasinin kontrendike oldugu bildiril-
mistir (55-57). Ancak genel olarak bu riskin bireysel
olarak degerlendirilmesi gerektigi, oral/i.v bifosfonat
ve denosumab kullaniminin direkt bir kontrendikasyon
olusturmadig belirtilmektedir (54,58).

Dental implant uygulamalari, hastalarin dis kay-
bina bagli azalmis olan yagam kalitelerinin arttiril-
mast agisindan da olduke¢a 6nemlidir.

Alternatif Tedavi Yaklasimlari

Avaskiiler osteonekroz birgok tedavi secenegine
direnglidir. Alternatif tedaviler arasinda hiperbarik
oksijen tedavisi, diisiik doz lazer terapisi, fotodinamik
terapi, trombositten zengin plazma/fibrin uygulama-
lar1, bazi medikasyonlar yer alir.

Hiperbarik oksijen tedavisi ile ilgili olumlu (59)
ve olumsuz (60,61) sonuglar gosteren ¢alismalar
mevcuttur. Diistik doz lazer tedavisi (62) ve fotodi-
namik terapinin (63) de olumlu etkilerinin oldugu
arastirmalarda bildirilmistir. Trombositten zengin
plazma/fibrin uygulamalari pek cok ¢caliysmada mar-
jinal rezeksiyon ya da cerrahi debridman uygula-
malarinin ardindan iyilesmeyi olduk¢a olumlu et-
kilemistir (64,65). Epstein ve ark. bifosfonata bagli
osteonekrozu olan hastalarda antimikrobiyal teda-
viyle birlikte pentoksifilin ve tokoferol recete etmis-
ler ve iyilesme {izerine olumlu etkileri oldugunu
bildirmiglerdir (66).
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SAGLIK BiLIMLERINDE iLERi ARASTIRMALAR DERGISi YAZIM KURALLARI/ YAZARLARA BILGi

Amag¢ ve Kapsam

Saghk Bilimlerinde Ileri Arastirmalar Dergisi (SABIAD);
bagimsiz, onyargisiz ve ¢ift-kor hakemlik ilkeleri
cergevesinde yayin yapan Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisi'niin uluslararasi ve agik erigimli
bilimsel yaymn organidir. Dergi Subat, Haziran ve Ekim
aylarinda olmak tizere dort ayda bir yayinlanir ve iig
sayida bir cilt tamamlanir. Yayin dili Tiirkee ve
Ingilizcedir.

Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi (SABIAD),
tibbin tim alanlarinda klinik ve deneysel, 6zgiin
aragtirmalar, ender goriilebilecek olgu sunumlari, 6zel
ve giincel konularda literatiir derlemeleri ve editore
mektup yaymlamaktadir. Orijinal metot gelistirme, yeni
bir girisim teknigi ve orijinal ¢aliymalarin 6n sonuglarin:
iceren kisa raporlara da dergide yer verilmektedir.

Editoryal Politikalar ve Hakem Siireci

Derginin editérliik ve yayin siiregleri 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) ve National Information Standards Organization
(NISO) organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak
bi¢cimlendirilmistir ve Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice) ilkelerine uygun olarak ytriitilmektedir.

Ozgiinliik, yiiksek bilimsel kalite ve atif potansiyelli bir
makalenin yayma kabulii i¢in en 6nemli kriterlerdir.
Gonderilen yazilarin daha 6nce bagka bir elektronik ya da
basili dergide, kitapta veya farkli bir mecrada sunulmamig
ya da yaymlanmamus olmasi gerekir. Toplantilarda sunulan
caligmalar i¢in, sunum yapilan organizasyonun tam adi,
tarihi, sehri ve tilkesi belirtilmelidir.

Saglik Bilimlerinde fleri Arastirmalar Dergisi’ne
(SABIAD) gonderilen tiim makaleler gift-kér hakem
degerlendirme siirecinden ge¢mektedir. Tarafsiz
degerlendirme siirecini saglamak icin her makale
alanlarinda uzman en az iki dis-bagimsiz hakem
tarafindan degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu iiyeleri
tarafindan gonderilecek makalelerin degerlendirme
stiregleri, davet edilecek dig bagimsiz editorler tarafindan
yonetilecektir. Biitin makalelerin karar verme
stireclerinde nihai karar yetkisi Editoriindiir.

Klinik ve deneysel ¢alismalar, ilag arastirmalari ve bazi
olgu sunumlar: icin World Medical Association
Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical
Research Involving Human Subjects”, (amended in
October 2013, www.wma.net) cercevesinde hazirlanmig

Etik Komisyon raporu gerekmektedir. Gerekli goriilmesi
halinde yazarlardan Etik Komisyon raporu veya esdegeri
olan resmi bir yaz1 talep edilebilir. Insanlar iizerinde
yapilmis deneysel ¢aligmalarin sonuglarini bildiren
yazilarda, calismanin yapildig: kisilere uygulanacak
prosediirler tiimiiyle agiklandiktan sonra, onaylarinin
alindigina dair bir agiklamaya metin i¢inde yer
verilmelidir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda
ise agri, ac1 ve rahatsizlik verilmemesi i¢in yapilmisg
olanlar acik ve net olarak makalede belirtilmelidir. Hasta
onamlari, Etik Kurul raporunun alindigi kurumun ads,
onay belgesinin numarasi ve tarihi ana metin dosyasinda
yer alan Gere¢ ve Yontem bagligi altinda
yazilmalidir. Hastalarin kimliklerinin gizliligini
korumak yazarlarin sorumlulugundadir. Hastalarin
kimligini agiga ¢ikarabilecek fotograflar icin hastadan
ya da yasal temsilcilerinden alinan imzali izinlerin de
gonderilmesi gereklidir.

Biitiin makalelerin eslesme orani degerlendirmesi,
iThenticate yazilimi aracilifiyla yapilmaktadir.

Yayin Kurulu, dergimize génderilen galigmalar
hakkindaki intihal, atif manipiilasyonu ve veri sahteciligi
iddia ve siipheleri karsisinda COPE kurallarina uygun
olarak hareket edecektir.

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.
org) tarafindan Onerilen yazarlik kosullarini kargilamasi
gerekmektedir.

ICMJE, yazarlarin asagidaki 4 kosulu karsilamasini
Onermektedir:

1. Caligmanin konseptine/tasarimina; ya da ¢alisma
i¢in verilerin toplanmasina, analiz edilmesine ve
yorumlanmasina 6nemli katki saglamis olmak;

2. Yaz taslagini hazirlamis ya da 6nemli fikirsel
igerigin elestirisel incelemelerini yapmis olmak;

3. Yazinin yayindan 6nceki son halini gozden ge¢irmis
ve onaylamis olmak;

4. Calismanin herhangi bir béliimiiniin gecerliligi ve
dogruluguna iliskin sorularin uygun sekilde
sorgulandiginin ve ¢6ziimlendiginin garantisini
vermek amaciyla ¢alismadan her yoniiyle sorumlu
olmayi kabul etmek.

Bir yazar, ¢aligmada katk: sagladigi kisimlarin
sorumlulugunu almasina ilaveten, diger yazarlarin da
¢alismanin hangi kisimlarindan sorumlu oldugunu
tanimlayabilmelidir. Ayrica, her yazar diger yazarlarin
katki bitiinlagiine giiven duymalidir.


http://www.icmje.org/
http://www.icmje.org/
http://www.wame.org/
http://www.wame.org/
http://www.councilscienceeditors.org/
http://www.councilscienceeditors.org/
http://publicationethics.org/
http://publicationethics.org/
http://www.ease.org.uk/
http://www.ease.org.uk/
http://www.niso.org/
http://www.niso.org/
http://doaj.org/bestpractice
http://doaj.org/bestpractice
http://www.icmje.org/
http://www.icmje.org/
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Yazar olarak belirtilen herkes yazarligin dort kosulunu
kargilamalidir ve bu dort kogulu karsilayan her bir kisi
yazar olarak tanimlanmalidir. Dort kriterin hepsini
karsilamayan kisilere makalenin baglik sayfasinda
tesekkiir edilmelidir.

Derginin Yayin Kurulu, itiraz ve sikdyet durumlarinda,
COPE rehberleri kapsaminda islem uygular. Yazarlar,
itiraz ve sikéyetleri icin dogrudan Yayincilik Birimi ile
temasa gegebilirler. Thtiyag duyuldugunda Yayin
Kurulu'nun kendi i¢inde ¢6zemedigi konular icin
tarafsiz bir temsilci atanmaktadur. Itiraz ve gikayetler
i¢in karar verme siireglerinde nihai karar1 Bas Editor
verecektir.

Saglik Bilimlerinde Ileri Arastirmalar Dergisi her
makalenin https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
adresinden erigebileceginiz Telif Hakki Anlagmasi
Formu ile beraber gonderilmesini talep eder. Yazarlar,
basili ya da elektronik formatta yer alan resimler,
tablolar ya da diger her tiirlii igerik dahil daha 6nce
yayinlanmis bir alintiyr kullanirken telif hakk:
sahibinden izin almalidirlar. Bu konudaki yasal, mali
ve cezai sorumluluk yazar(lar)a aittir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen goriisler
ve fikirler Saglik Bilimlerinde Tleri Aragtirmalar Dergisi,
Editor, Editor Yardimecilari, Yayin Kurulu ve Yayincrnin
degil, yazar(lar)in bakis agilarini yansitir. Editor, Editor
Yardimecilari, Yayin Kurulu ve Yayinci, bu gibi durumlar
icin hi¢bir sorumluluk ya da yiikiimlalik kabul
etmemektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tiim
sorumluluk yazarlara aittir.

Telif Hakkinda

Yazarlar Saglik Bilimlerinde Ileri Arastirmalar Dergisi
'nde yayinlanan ¢alismalarinin telif hakkina sahiptirler
ve caligmalar1 Creative Commons Atif-GayriTicari 4.0
Uluslararasi (CC BY-NC 4.0) olarak lisanshidir. Creative
Commons Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararas: (CC BY-NC
4.0) lisansy, eserin ticari kullanim disinda her boyut ve
formatta paylagilmasina, kopyalanmasina, cogaltilmasina
ve orijinal esere uygun sekilde atifta bulunmak kayduiyla
yeniden diizenleme, doniistiirme ve eserin iizerine inga
etme dahil adapte edilmesine izin verir.

Makale Hazirlama

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work
in Medical Journals (updated in December 2015 -
http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf)
ile uyumlu olarak hazirlanmalidir. Randomize
caligmalar CONSORT, gozlemsel ¢alismalar STROBE,
tanisal degerli calismalar STARD, sistematik derleme

ve meta-analizler PRISMA, hayvan deneyli ¢caligmalar
ARRIVE ve randomize olmayan davranis ve halk
sagligiyla ilgili calismalar TREND kilavuzlarina
uyumlu olmalidir.

Makaleler sadece https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
adresinde yer alan derginin online makale yiikleme ve
degerlendirme sistemi tizerinden gonderilebilir. Farkli
mecralardan gonderilen makaleler degerlendirilmeye
alinmayacaktir.

Gonderilen makalelerin dergi yazim kurallarina
uygunlugu ilk olarak Yayincilik Birimi tarafindan
kontrol edilecek, derginin yazim kurallarina uygun
hazirlanmamigs makaleleri teknik diizeltme talepleri ile
birlikte yazarlarina geri génderilecektir.

Yazar(lar)in agagidakileri sunmalar gerekir:

Telif Haklar1 Formu

Kapak sayfas1: Gonderilen tiim makalelerle birlikte ayr1
bir kapak sayfas: da gonderilmelidir. Bu sayfada;

 Makalenin Tiirkge ve Ingilizce baglig1 ve 50 karakteri
ge¢meyen Tiirkce ve Ingilizce kisa bashg,

o Yazarlarin isimleri, kurumlari, egitim dereceleri ve
ORCID numaralar1

o Finansal destek bilgisi ve diger destek kaynaklar1
hakkinda detayl: bilgi,

o Sorumlu yazarin ismi, adresi, telefonu (cep telefonu
déhil), faks numarasi ve e-posta adresi,

o Makale hazirlama siirecine katkida bulunan ama
yazarlik kriterlerini karsilamayan bireylerle ilgili
bilgileri igermelidir.

Ozet: Editore Mektup tiiriindeki yazilar diginda kalan
tiim makalelerin Tiirkge ve Ingilizce 6zetleri olmalidir.
Ozgiin Arastirma makalelerinin 6zetleri “Amag”, “Gereg
ve Yontem”, “Bulgular” ve “Sonu¢” alt bagliklarini
icerecek bicimde hazirlanmalidir. Olgu sunumu ve
derleme tiiriindeki yazilarin Ozet boliimlerinde alt

basliklar yazilmamalidir.

Anahtar Sozciikler: Tiim makaleler en az 3 en fazla
6 anahtar kelimeyle birlikte gonderilmeli, anahtar
sozciikler 6zetin hemen altina yazilmalidir. Kisaltmalar
anahtar sozciik olarak kullanilmamalidir. Anahtar
sozciikler National Library of Medicine (NLM)
tarafindan hazirlanan Medical Subject Headings
(MeSH) veritabanindan segilmelidir.


https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
https://dergipark.org.tr/tr/journal/499/file-manager/15615/download
https://dergipark.org.tr/tr/journal/499/file-manager/15615/download
https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
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Makale Tiirleri

Ozgiin Arastirma: Ana metin; “Giris”, “Gereg ve
Yontem”, “Bulgular” ve “Tartisma” alt bagliklarindan

olugmalidir.

Ozgiin Aragtirmalarla ilgili sinirlandirmalar igin liitfen
Tablo 1'i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek igin istatistiksel analiz genellikle
gereklidir. Istatistiksel analiz, tibbi dergilerdeki istatistik
verileri bildirme kurallarina gére yapilmalidir (Altman
DG, Gore SM, Gardner M]J, Pocock SJ. Statistical
guidelines for contributors to medical journals. Br Med
] 1983: 7; 1489-93). Istatiksel analiz ile ilgili bilgi, Gereg
ve Yontemler boliimii iginde ayr1 bir alt baslik olarak
yazilmali ve kullanilan yazilim kesinlikle
tanimlanmalidir.

Birimler, uluslararas1 birim sistemi olan International
System of Units (SI)’a uygun olarak hazirlanmalidir.

Editoryel Yorum: Dergide yayimlanan bir aragtirmanin,
o konunun uzmani olan veya iist diizeyde degerlendirme
yapan bir hakem tarafindan kisaca yorumlanmasi
amacini tagimaktadir. Yazar(lar), dergi tarafindan segilip
davet edilir. Ozet, anahtar s6zciik, tablo, sekil, resim ve
diger gorseller kullanilmaz.

Derleme: Konunun alaninda birikimi olan ve bu
birikimleri uluslararas: literatiire yayin ve atif sayisi
olarak yansimis uzmanlar tarafindan hazirlanmus yazilar
degerlendirmeye alinir. Yazar(lar) dergi tarafindan da
davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte
kullanilmast i¢in vardig: son diizeyi anlatan, tartigan,
degerlendiren ve gelecekte yapilacak ¢aligmalara yon
veren bir diizeyde hazirlanmalidir. Ana metin; “Giris’,
“Klinik ve Arastirma Etkileri” ve “Sonu¢” béliimlerini
icermelidir. Derleme tiiriindeki yazilarla ilgili
kisitlamalar i¢in liitfen Tablo 1'i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari i¢in siurh sayida yer
ayrilmakta ve sadece ender goriilen, tan1 ve tedavisi giig

olan hastaliklarla ilgili, yeni bir yontemi tarif eden,
kitaplarda yer verilmeyen bilgiler yansitan, ilgi ¢ekici ve
ogretici ozelligi olan olgular yayina kabul edilmektedir.
Ana metin; “Giris’, “Olgu Sunumu’”, “Tartisma” ve Sonu¢”
alt bagliklarini icermelidir. Olgu Sunumlariyla ilgili
kisitlamalar icin liitfen Tablo 1’ inceleyiniz.

Editore Mektup: Yazar(lar), dergide daha 6nce yayinlanan
bir yazinin 6nemini, gézden kagan bir ayrintisini ya da
eksik kisimlarin tartigabilir. Ayrica derginin kapsamina
giren alanlarda okurlarn ilgisini ¢ekebilecek konular ve
ozellikle egitici olgular hakkinda da Editére Mektup
formatinda yazilar yayinlanabilir. Okuyucular da
yayinlanan yazilar hakkinda yorum formatinda Edit6re
Mektup yazilarini sunabilirler. Bu metinde, 6zet, anahtar
sozcik, tablo, sekil, resim ve diger gorseller kullanilmaz.
Ana metin alt bagliksiz olmalidir. Hakkinda mektup
yazilan yayina iliskin cilt, yil, sayy, sayfa numaralari, yaz1
baslig1 ve yazar(lar)in adlar1 agik bir sekilde belirtilmeli,
kaynak listesinde yazilmali ve metin icinde atifta
bulunulmalidir.

Tablolar

Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasinda
sunulmali, ana metin igerisindeki gegis siralarina uygun
olarak numaralandirilmalidir. Tablolarin iizerinde
tanimlayic1 bir baslik yeralmali ve tablo igerisinde gegen
kisaltmalarin agilimlari tablo altina yazilmalidir. Tablolar
Microsoft Office Word dosyas: icinde “Tablo Ekle”
komutu kullanilarak hazirlanmali ve kolay okunabilir
sekilde diizenlenmelidir. Tablolarda sunulan veriler ana
metinde sunulan verilerin tekrar1 olmamali; verileri
destekleyici nitelikte olmalidur.

Resim ve Resim Altyazilari

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG
formatinda) ayr1 dosyalar halinde sisteme yiiklenmelidir.
Gorseller bir Word dosyasi dokiimani ya da ana metin
icerisinde sunulmamalidir. Alt birimlere ayrilan
gorseller oldugunda, alt birimler tek bir gorsel ierisinde
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme, ayr1 bir dosya
olarak yiiklenmelidir. Resimler alt birimleri belli etmek

Tablo 1: Makale tiirleri icin kisitlamalar
Makale tiirii Sozciik Ozet sozciik limiti Kaynak Tablo Resim limiti

limiti limiti limiti
Ozgiin 3500 250 (Alt basliklr) 30 6 7 ya da toplamda 15 resim
Arastirma
Derleme 5000 250 50 6 10 ya da toplamda 20 resim
Olgu Sunumu 1000 200 15 Tablo yok 10 ya da toplamda 20 resim
Editdre Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Resim yok
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amactyla etiketlenmemelidir (a, b, ¢ vb.). Resimlerde
altyazilar1 desteklemek i¢in kalin ve ince oklar, ok bast,
yildizlar, asteriksler ve benzer isaretler kullanilabilir.
Makalenin geri kalaninda oldugu gibi resimlerde kor
olmalidir. Bu sebeple, resimlerde yer alan Kisi ve kurum
bilgilerine kesinlikle yer verilmemelidir.. Gorsellerin
minimum ¢6zinirligd 300 DPI olmalidir.
Degerlendirme siirecindeki aksakliklar: 6nlemek i¢in
gonderilen tiim gorsellerin ¢oziintirligii net ve biiytik
boyutlu (minimum boyutlar 100x100 mm) olmalidur.
Resim altyazilari ana metnin sonunda yer almalidir.

Makale igerisinde gegen tiim kisaltmalar, ana metin ve
Ozette ayr1 ayr1 olmak tizere ilk kez kullanildiklar: yerde
agiklanarak kisaltma agiklamanin ardindan parantez
icerisinde verilmelidir.

Ana metin icerisinde cihaz, yazilim, ila¢ vb. tirtinlerden
bahsedildiginde tirtintin ismi, tireticisi, iretildigi sehir
ve iilke bilgisini iceren tiim bilgiler parantez i¢inde
verilmelidir; “Discovery St PET/CT scanner (General
Electric, Milwaukee, W1, USA)”.

Tim kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin
igerisinde uygun olan yerlere sirayla numara verilerek
atif yapilmalidur.

Ozgiin aragtirmalarin kisitlliliklari, engelleri ve
yetersizlikleri Sonug paragrafi oncesi “Tartigma’
boliimiinde yer almalidir.

Revizyonlar

Yazar(lar) makalelerin revizyon dosyalarini génderirken,
ana metin tizerinde yaptiklar1 degisiklikleri isaretlemeli,
ek olarak, hakemler tarafindan éne siiriilen 6nerilerle ilgili
notlarini1 “Hakemlere Cevap” dosyasinda gondermelidir.
Hakemlere Cevap dosyasinda her bir hakemin yorumunun
ardindan yazarin cevabi gelmeli ve degisikliklerin yapildig:
satir numaralar1 da ayrica belirtilmelidir. Revize edilen
makaleler karar mektubunu takip eden 30 giin icerisinde
dergiye gonderilmelidir. Makalenin revize versiyonu
belirtilen siire icerisinde yiiklenemezse, revizyon segenegi
iptal olabilir. Yazar(lar)in revizyon icin ek siireye ihtiyag
duymas1 durumunda uzatma taleplerini ilk 30 giin sona
ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayina kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve
bi¢im agisindan kontrol edilir. Yayin siireci tamamlanan
makaleler, yayin planina dahil edildikleri sayiyla
birlikte yayinlanmadan once erken ¢evrimici
formatinda dergi web sitesinde yayina alinir. Kabul
edilen makalelerin baskiya hazir PDF dosyalari
sorumlu yazarlara iletilir ve yayin onaylarinin 2 giin
icerisinde dergiye iletilmesi istenir.

Kaynaklar

Atif yapilirken en son ve en giincel yayinlar tercih
edilmelidir. Atif yapilan erken ¢evrimi¢i makalelerin
DOI numaralar1 mutlaka saglanmalidir. Kaynaklarin
dogrulugundan yazar(lar) sorumludur. Dergi
isimleri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan
dergi kisaltmalari ile uyumlu olarak kisaltilmalidir.
Alt1 ya da daha az yazar oldugunda tim yazar
isimleri listelenmelidir. Eger 7 ya da daha fazla yazar
varsa ilk 6 yazar yazildiktan sonra “et al”
yazilmalidir. Ana metinde kaynaklara atif yapilirken
parantez i¢inde Arap rakamlar: kullanilmalidir.
Farkl: yayin tiirleri i¢in kaynak stilleri asagidaki
orneklerde sunulmustur:

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

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

Tek yazarli kitap: Cohn PE Silent myocardial ischemia
and infarction. 3rd ed. New York: Marcel Dekker; 1993.

Yazar olarak edit6r(ler): Norman IJ, Redfern SJ, editors.
Mental health care for elderly people. New York:
Churchill Livingstone; 1996.

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

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

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

Yayina kabul edilmis ancak heniiz basilmamais yazilar:
Leshner AI. Molecular mechanisms of cocaine
addiction. N Engl ] Med In press 1997.
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Erken Cevrimigi Yayin: Aksu HU, Ertiirk M, Gil M,
Uslu N. Successful treatment of a patient with pulmonary
embolism and biatrial thrombus. Anadolu Kardiyol
Derg 2012 Dec 26. doi: 10.5152/akd.2013.062. [Epub
ahead of print]

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

Son Kontrol Listesi

e Editore mektup
o Makalenin tiiri
o Bagka bir dergiye gonderilmemis oldugu
bilgisi
o Sponsor veya ticari bir firma ile iligkisi (varsa
belirtiniz)
o Istatistik kontroliiniin yapildig1 (arastirma
makaleleri i¢in)
o Kaynaklarin NLM referans sistemine gore
belirtildigi
e Yazar Formu
o Telif Hakki Anlagmasi Formu

Makale kapak sayfasi

o Makalenin kategorisi

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce baghig

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce kisa baglig

°  Yazarlarin ismi soyads, unvanlari ve bagli olduklari
kurumlar ({iniversite ve fakiilte bilgisinden sonra
sehir ve tlke bilgisi de yer almalidir), e-posta
adresleri

o Sorumlu yazarin e-posta adresi, agik yazigma
adresi, is telefonu, GSM, faks no’su

o Tum yazarlarin ORCID’leri
Makale ana metin dosyasinda olmasi gerekenler

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce baghg:

o

Ozetler 250 kelime Tiirkge ve 250 kelime 1ngi1izce,
(olgu sunumlarinda 6zet 200 kelime Tiirkce ve
200 kelime Ingilizce)

o Anahtar Kelimeler: 3 -6 Tiirkge ve 3 -6 Ingilizce
o Makale ana metin boliimleri

o Kaynaklar

o Tesekkiir (varsa belirtiniz)

o Tablolar-Resimler, Sekiller (baglik, tanim ve alt
yazilariyla)
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Aims and Scope

Journal of Advanced Research in Health Sciences (JARHS)
is 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 Institute of Health Sciences
of Istanbul University and it is published every 4 months
on February, June, and October. The publication
languages of the journal are Turkish and English.

Journal of Advanced Research in Health
Sciences (JARHS) 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.

Editorial Policies and Peer Review Process

The editorial and publication processes of the journal
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 European
Association of Science Editors (EASE), and National
Information Standards Organization (NISO). The
journal conforms to the Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice).

Originality, high scientific quality, and citation potential
are the most important criteria for a manuscript to be
accepted for publication. Manuscripts submitted 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 expedite the evaluation process.
Manuscripts that have been presented in a meeting
should be submitted with detailed information on the
organization, including the name, date, and location of
the organization.

Manuscripts submitted to Journal of Advanced Research
in Health Sciences will go through a double-blind peer-
review 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
Committee 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 author(s). For manuscripts
concerning experimental research on humans, a
statement should be included that shows that written
informed consent of patients and volunteers was
obtained following a detailed explanation 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 committee approval number
should also be stated in the Materials and Methods
section of the manuscript. It is the author(s)’
responsibility to carefully protect the patients’
anonymity. For photographs that may reveal 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 misconduct,
e.g., plagiarism, citation manipulation, and data
falsification/fabrication, the Editorial Board will follow
and act in accordance with COPE guidelines.

Each individual listed as an author should fulfill the
authorship criteria recommended by the International
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
important intellectual content; AND
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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 criteria
should be identified as authors. Those who do not meet
all four criteria should be acknowledged in the title page
of the manuscript.

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

Journal of Advanced Research in Health Sciences
requires each submission to be accompanied by a
Copyright Transfer Form (available for download at
https://dergipark.org.tr/en/pub/sabiad). When using
previously published content, including figures, tables,
or any other material in both print and electronic
formats, authors must obtain permission 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 Advanced Research in Health
Sciences 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.

Copyright Notice

Authors publishing with Journal of Advanced Research
in Health Sciences retain the copyright to their work,
licensing it under the Creative Commons Attribution-
NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0)
license that gives permission to copy and redistribute

the material in any medium or format other than
commercial purposes as well as remix, transform and
build upon the material by providing appropriate credit
to the original work.

Manuscript Preparation

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

Manuscripts can only be submitted through the journal’s
online manuscript submission and evaluation system,
available at https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
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.

Author(s) are required to submit the following:
o Copyright Transfer Form,

Title page: A separate title page should be submitted
with all submissions and this page should include:

o 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 address of the
corresponding author,

« Acknowledgment of the individuals who contributed
to the preparation of the manuscript but who do not
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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 subheadings
(Objective, Materials and Methods, Results, and
Conclusion). Abstracts of Case Reports and Reviews
should be unstructured. Please check Table 1 below for
word count specifications.

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

Manuscript Types

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

Statistical analysis to support conclusions is usually
necessary. Statistical analyses must be conducted in
accordance with international statistical reporting
standards (Altman DG, Gore SM, Gardner M]J, Pocock
SJ. Statistical guidelines for contributors to medical
journals. Br Med ] 1983: 7; 1489-93). Information on
statistical analyses should be provided with a separate
subheading under the Materials and Methods section
and the statistical software that was used during the
process must be specified.

Units should be prepared in accordance with the

International System of Units (SI).

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

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

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

Letters to the Editor: This type of manuscript discusses
important parts, overlooked aspects, or lacking parts of
a previously published article. Articles on subjects
within the scope of the journal that might attract the
readers’ attention, particularly educative cases, may also
be submitted in the form of a “Letter to the Editor”
Readers can also present their comments on the
published manuscripts in the form of a “Letter to the
Editor” Abstract, Keywords, and Tables, Figures,

Table 1: Limitations for each manuscript type

Type of Word limit Abstract word Reference Table limit Figure limit
manuscript limit limit

Original Article 3500 250 (Structured) 30 6 7 or total of 15 images
Review Article 5000 250 50 6 10 or total of 20 images
Case Report 1000 200 15 No tables 10 or total of 20 images
Technical Note 1500 No abstract 15 No tables 10 or total of 20 images
Letter to the Editor 500 No abstract 5 No tables No media
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Images, and other media should not be included. The
text should be unstructured. The manuscript that is
being commented on must be properly cited within this
manuscript.

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

Figures and Figure Legends

Figures, graphics, and photographs should be submitted
as separate files (in TIFF or JPEG format) through the
submission system. The files should not be embedded
in a Word document or the main document. When there
are figure subunits, the subunits should not be merged
to form a single image. Each subunit should be submitted
separately through the submission system. Images
should not be labeled (a, b, ¢, etc.) to indicate figure
subunits. Thick and thin arrows, arrowheads, stars,
asterisks, and similar marks can be used on the images
to support figure legends. Like the rest of the submission,
the figures too should be blind. Any information within
the images that may indicate an individual or institution
should be blinded. The minimum resolution of each
submitted figure should be 300 DPI. To prevent delays
in the evaluation process, all submitted figures should
be clear in resolution and large in size (minimum
dimensions: 100 x 100 mm). Figure legends should be
listed at the end of the main document.

All acronyms and abbreviations used in the manuscript
should be defined at first use, both in the abstract and
in the main text. The abbreviation should be provided
in parentheses following the definition.

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

All references, tables, and figures should be referred to
within the main text, and they should be numbered

consecutively in the order they are referred to within
the main text.

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

Revisions

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

Accepted manuscripts are copy-edited for grammar,
punctuation, and format. Once the publication process
of a manuscript is completed, it is published online on
the journal’s webpage as an ahead-of-print publication
before it is included in its scheduled issue. A PDF proof
of the accepted manuscript is sent to the corresponding
author(s) and their publication approval is requested
within 2 days of their receipt of the proof.
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be provided. Authors are responsible for the accuracy
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