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ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Nar Kabugu Ekstresinin Sicanlarda Paklitakselle
Indiiklenen Primer Noron Hasarina Karsi Koruyucu Etkisi

Protective Effects of Pomegranate Peel Extract on Paclitaxel Induced Primary Neuron Damage

in Rats

Muhammed Yayla', Damla Getin', Caglar Demirbagd?, Pinar Aksu Kilicle?

'Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Daly, Kars; *Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya
Anabilim Dals, Tekirdag; *Kafkas Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dals, Kars; Tiirkiye

ABSTRACT

Aim: The combination of chemotherapeutics and pomegranate
peel extract has been shown to have a stronger anti-cancer ef-
fect. However, there is no information about how pomegranate
peel extract will affect the neurotoxicity that may develop due to
cancer chemotherapy. In this study, we aimed to the effects of
strong antioxidant pomegranate peel extract on paclitaxel induced
primary neuron damage in newborn rats by biochemical and mo-
lecular analysis.

Material and Method: Paclitaxel toxicity was induced in the pri-
mary neuron cell culture derived from newborn rats. PPE 200, 300
and 400 mg/ml doses were applied 2 hours before the paclitaxel
for protective effect.

Results: In the MTT analysis, paclitaxel reduced cell viability by
caused neuronal damage at the end of 24 hours. PPE has demon-
strated significant protective effect on cell viability by preventing pa-
clitaxel toxicity at all doses. PPE was demonstrated its effects by re-
ducing oxidative stress, increasing antioxidant capacity, and also by
suppressing the TNF-o. expression which is pro-inflammatory cyto-
kine, and caspase 9 and 3 expression which are apoptotic proteins.

Conclusion: PPE prevents primary neuron damage caused
paclitaxel by its antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic
effect.

Key words: apoptosis; pomegranate; neuron; oxidative stress; paclitaxel

OZET

Amagc: Potansiyel bir anti-karsinojen olan nar kabugunun kemo-
terapotikler ile tedavisinin tedaviyi destekledigi ve daha glicli anti
kanser etki olustugu gdsterilmistir. Ancak nar kabugunun kanser ke-
moterapisine bagli gelisebilecek nérotoksisiteye karsi nasil bir etki
gésterecegi konusunda bir bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda
gliclti antioksidan olan nar kabugunun siganlarda paklitaksel ile in-
dlklenen primer néron hasarindaki etkilerini biyokimyasal ve mole-
kliler analizler ile ortaya koymayr amacladik.

Muhammed Yayla, Kafkas Universitesi Tip Fakiiltess, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,
Kars, Tiirkiye, 36100, Tel. 0534 210 50 42 Email. mubammedyayla@gmail.com
Gelis Tarihi: 02.08.2018 o Kabul Tarihi: 22.10.2018

Materyal ve Metot: Yeni dogan sican yavrularindan elde edilen pri-
mer néron hticre kiltlirinde paklitaksel toksisitesi indliklendi. PPE
200, 300 ve 400 mg/ml dozlarinda koruyucu etki icin paklitakselden
2 saat 6nce uygulandi.

Bulgular: Hiicre canliigi icin yapilan MTT analizinde paklitaksel 24
saat sonunda néron hasari olusturarak hiicre canliigini azaltmistir.
PPE ise tim dozlarda anlamli bir sekilde paklitaksel toksisitesini
Onleyerek hiicre canliigini korumustur. PPE bu etkilerini oksidatif
stresi azaltarak, antioksidan kapasiteyi artirarak ve ayni zamanda
pro-inflamatuar sitokin olan TNF-o eksresyonunu ve apoptotik
proteinler olan caspase 9 ve 3 ekspresyonunu baskilayarak ortaya
koymustur.

Sonug: PPE antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkisi
ile paklitaksele bagl gelisen primer néron hasarini énlemistir.

Anahtar kelimeler: apoptozis; nar; néron; oksidatif stres; paklitaksel

Giris

Mevcut antikanser ilaglar ayn1 zamanda sitotoksik et-
kileri ile bilinmektedirler. Pek ¢ok kanser tirtinde ke-
moterapi imkani saglayan bu ilaglarin ciddi yan etkileri
tedavi sonrasindaki yasami olumsuz etkilemektedir.
Caligmamizda kullandigimiz taksan sinifi bilesikler
son yillarda 6nemli kemoterapotikler arasina girmistir.
Paklitaksel ve yari sentetik tiirevi olan dosetaksel over,
meme, akciger ve pek¢ok kanser hasta grubunda tek
bagina veya diger kemoterapétiklerle kombine olarak
kullanilmaktadir'=. Nétropeni, periferik noropati gibi
ciddi yan etkilere yol acan paklitakselin yapilan ¢alis-
malar sonucunda noron hasarina da yol a¢tig1 goril-
miistiir*. Bu yiizden antikanser ilaglarin toksisitelerini
onlemek icin antioksidan ve sitoprotektif etkiye sahip
ajanlar kombine edilerek kullanilmaktadir”®. Ancak
halen kemoterapiye bagli gelisen organ hasarlarinin
oniine gegilememigtir. Bu yiizden antikanser ilaglarin
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toksik etkilerini onlemeye yonelik yeni stratejiler gelis-
tirilmekte ve giiclii antioksidan maddeler kegfedilerek
aktiviteleri denenmektedir.

Punicaceae ailesinin énemli bir tiyesi olan nar (Punica
granatum); antik ¢agdan beri bilinen pek ¢ok 6zellik-
lere sahip bir meyvedir. Nar, tohum (agurhigin %3’t),
su (agirligin %30°w) ve kabuk olmak iizere 3 béliimden
olusan gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere
sahiptir. Giinimiizde yapilan ¢aligmalarda narin kim-
yasal bilegenlerinin ve terapotik etkilerinin tanimlan-
masinda kayda deger ilerlemeler saglanmigtir. Narin
ihtiva ettigi onemli biyoaktif maddeler kabuk, meyve
ve ¢ekirdeginde farkliliklar gostermekee ve bu durum
narin hipolipidemik, antioksidan, anti diyabetik, an-
ti-neoplastik etkilerden faydalanmamiz i¢in ¢esitlilik
sunmaktadir”!!. Nar kabugundaki yiiksek miktarda
(Punikalagin) PNG, narin anti-inflamatuar, antioksi-
dan, anti-apopitotik ve daha bir¢ok faydali biyolojik
etkiler ortaya ¢ikarmasini saglamakeadir'". Yine ka-
bugunda bulunan diger yag asitleride hem antioksi-
dan hemde anti-inflamatuar etkilere sahiptir'®. Ayni
zamanda yapilan son ¢aligmalar incelendiginde nar
kabugunun potansiyel bir anti-karsinojen olabilecegini
gortilmektedir®. Kemoterapétikler ile nar kabugu eks-
tresinin kombine tedavisinin tedaviyi destekledigi ve
daha gii¢lii anti kanser etki olustugu da 6nceki ¢aligma-
larda gosterilmistir'®. Ancak nar kabugunun kanser ke-
moterapisine bagli gelisebilecek norotoksisiteye kargt
nasil bir etki gosterecegi konusunda bir bilgi bulunma-
maktadir. Bu yiizden ¢alismamizda giiglii antioksidan
olan nar kabugunun sicanlarda paklitaksel ile indiikle-
nen primer noron hasarindaki etkilerini biyokimyasal
ve molekiiler analizler ile ortaya koymayr amagladik.

Materyal ve Metot
Ekstrenin hazirlanmasi

Punica granatum (Nar), tilkemizde hicaz nari olarak bi-
linen tiirtt Mersin ilinden 2016 yilinda temin edilmistir.

Bitkilerin ekstresi, Clevenger (Wisd-Wise Therm) ci-
hazinda, su buhar distilasyonu yontemiyle elde edil-
di. Bu amagla meyveler gélgede kurutulduktan sonra
kabuklar1 ayrildi. 160 gr bitki pargalayicida ince toz
haline getirildi. Ogiitiilen 6rnek cam balon igerisine
konularak tizerine 1600 ml distile su ilave edildikten
sonra Clevenger cihazina yerlestirilip cihaz caligtiril-
d1. Buharlagma bagladiktan sonra ti¢ saat siire boyunca
bekletildi. Bu siire boyunca Clevengerin toplama bo-
rusunda biriken hidrosol steril edilmis ayr1 bir siseye
alind1. Bu stirenin sonunda toplama borusunda biriken
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son hidrosolde alindiktan sonra, geriye kalan ekstre
kullanilincaya kadar koyu renkli siselerde, agz1 kapali
olarak, +4°C‘de buzdolabinda muhafaza edildi.

Ekstrede bulunan maddelerin HPLC-DAD ile analizi

Ekstrede gallik asit, ellajik asit ve punikalajin A ve B
maddeleri tespit edildi ve miktar tayinleri Agilent 1200
Serisi HPLC-DAD cihazinda yapild..

Ornek hazirlama

Sabit tartima getirilen ekstre, konsantrasyonu 1 mg/mL
olacak gekilde metanol ile ¢oziildii ve stok ¢ozelti elde
edildi. 10000 rpmde 5 dakika santriftijlendi. Elde edilen
stipernatant fosfat tamponu (pH=2,5, 0,025 M) ile sey-
reltilerek ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Caligma ¢ozelti-
leri enjeksiyon filtresinden gegirildikten sonra sisteme
enjekte edildi. Her enjeksiyon tiger kez tekrarlandi.

Etik kurul izinleri ve hayvanlarin temini

Bu c¢alismamizda Atatiick Universitesi Deneysel
Aragtirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM) biin-
yesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin
edilen toplam 10 adet yeni dogan Spraque dawley
cinsi sicanlar kullanildi. (Bagli bulundugum iiniver-
sitede deney hayvanlari tiretimi olmadig i¢in ¢aligma
Atatiirk Universitesi Deneysel Aragtirma ve Uygulama
Merkezinden (ATADEM) temin edildi). Caligmanin
etik kurallara uygunlugu Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HADYEK) tara-
findan onaylanmistir (HADYEK 2017-004).

Kiiltiir yapimi

Yeni dogan Sprague dawley sigan yavrulari hizli bir ge-
kilde dekapite edildikten sonra korteks néronlart ali-
narak 1:1 tripsin ilave edildi ve inkiibatorde 30 dakika
streyle bekletildikten sonra 3 defa santriftij yapilip ve
her defasinda siipernatan atild: ve yeni medyum ilave
edildi. Ayri bir tiipte norobasal medyum 1000:1 peni-
silin 50:1 B27 supplement ve 10:1 fetal bovine serum
ilave edilerek medyum hazirlandi. Hazirlanan medyu-
mun igine hiicreler eklendi. 96 kuyucuklu plate’in her
odacigina 150 pl medyum eklendi. Hiicrelerin odacik-
larin tabanina yapigmasi ve tabanini kaplamasi ve bi-
yiimesi i¢in 10 giin enkiibat6rde bekletildi”.

lla uygulamasi

Kurulan korteks primer kiiltiiriine distile su ile ¢oziilen

PPE 200, 300 ve 400 mg/ml dozlarinda uygulandiktan



2 saat sonra 107 ve 10* M dozlarinda paklitaksel ile
toksisite olugturuldu.

Gruplar:
1. Grup; Saglikli kontrol (herhangi bir ilag uygula-

mast yapilmadi)

Grup Paklitaksel 10~ M (Toksisite grubu yiiksek doz)
Grup Paklitaksel 10-* M (Toksisite grubu diisitk doz)
Grup PPE 200 mg/ml

Grup PPE 300 mg/ml

Grup PPE 400 mg/ml

. Grup PPE 200 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 300 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 400 mg/ml + Paklitaksel-” M

. Grup PPE 200 mg/ml + Paklitaksel-* M

. Grup PPE 300 mg/ml + Paklitaksel-* M

. Grup PPE 400 mg/ml + Paklitaksel-* M

I B N

—
N = O

Canlilik testleri

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) proliferasyon kiti (CAYMAN-10009365)
ile 6lii/canlt hiicre sayisi ortaya kondu. Hiicrelere pak-
litaksel uygulandiktan 24 saat sonra kitte yer alan di-
rektiflere uygun bir gekilde ol¢iim yapildiktan sonra
her bir numunenin absorbansi 570 nm’de mikroplate
okuyucu kullanilarak 6l¢ildi.

Oksidan ve antioksidan kapasite olgimleri

Total antioksidan kapasite (TAK) analizi: Primer
noron kiletir hiicreleri tizerindeki TAK seviyeleri-
ni belirlemek amaciyla ticari TAK kiti kullanilmistir
(RELASSAY-Mega01). Kitin uygulamasinda amag,
kullanilan 6rneklerin bir serbest radikal olan 2,2’-azino-
bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) bile-
siginin olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip olduk-
lart antioksidan dizeylerini belirlemektir. Hiicrelere
paklitaksel uygulandiktan 24 saat sonra medyumlar
toplanarak TAK 6l¢timii yapildi. Caligmadan en iyi be-

lirlenen sonuglar arasinda kargilagtirma yapildi.

Total oksidan kapasite (TOD) Analizi: Primer no-
ron kiiltiir hiicreleri tizerindeki TOD diizeylerini
belirlemek amaciyla ticari TOD kiti kullanilmistir
(RELASSAY-Mega02). Hiicrelere paklitaksel uygu-
landiktan 24 saat sonra medyumlar toplanarak TOD
ol¢timii yapildi. Caligmadan en iyi belirlenen sonuglar
arasinda kargilagtirma yapildi.
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Molekiiler analizler: Caligmamizda Qiagenrat taq-
man problu caspase 3, caspase 9 ve TNFa mRNA
ckspresyon diizeyleri gruplar arasinda kargilagtirildi.
Caligmadan en iyi belirlenen sonuglar arasinda kargi-
lagtirma yapildi.

Hiicrelerden RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi:
Onceki yapmig oldugumuz galigmalardaki'” direkriflere
uygun bir sekilde hiicrelere paklitaksel uygulandiktan 6
saat sonra hiicreler kazinarak RNA izolasyonu (Qiagen
RNacasy mini kit-74104) ve cDNA sentezi (Qiagen
RT-HT First Strand cDNA sentezi kiti-330404)
gerceklestirilmigtir.

Real-Time PCR ile mRNA ekspresyonlarinin
kantitatif olarak belirlenmesi: Caspase 9, caspa-
se 3 ve TNF-o mRNA ckspresyonu, Taqg Man Gene
Expression Master Mix kiti kullanilarak kantifiye edil-
di. Amplifikasyon ve kantifikasyon iglemi StepOne
Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems)
cihazinda yapildi. 100ng cDNA i¢in TagMan® Gene
Expression Assays’ler pipetlendi ve 40 siklus ile ytiri-
tiildii. Cycle threshold (C)) degerleri cihazda otomatik

olarak 244%?ye ¢evrildi.

Istatistiksel analiz: Caligmamizin verileri IBM 21,00
SPSS paket programu ile istatistiksel olarak degerlen-
dirildi. Gruplar arasindaki anlamlilik icin One Way
Anova ¢oklu kargilagtirma testinden Tukey testine
gore yapildi. Sekillerde stitunlardaki harfler birbirin-
den farkli ise aralarinda anlamli bir fark vardir, harfler
birbiri ile ayni ise aralarindaki fark anlamsizdir. Analiz
i¢in ortalama ve standart sapma degerleri kullanildu.

p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

HPLC sonuglar

Tablo I'de goruldugu gibi nar kabugu yiiksek mik-
tarda punikalagin A ve B ihtiva etmektedir. Ayni za-
manda nar kabugunda giiclii antioksidan biyoakeif
maddelerden gallik asit ve ellajik asit yeterli miktarda
bulunmaktadir.

Tablo 1. 1,00 gr ekstrede bulunan madde miktarlari

Madde Adi Miktari (mg/qg)
Gallik Asit 14,45+0,53
Punikalajin A 191,56+0,36
Punikalajin B 189,48+0,62
Ellajik Asit 68,02+0,42

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157
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Sekil 1. Nar kabugu ekstresinin 200, 300 ve 400 mg/ml dozlarindaki néron
hiicre canliligi tizerine etkisinin MTT analizi ile gésterilmesi.

Sekil 2. Paklitakselin 107 ve 107° M dozlarindaki ndron hiicre canliligi iizerine
etkisinin MTT analizi ile gdsterilmesi (p<0,05 anlaml Kabul edilmistir. Stitun-
lardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda anlamii bir
farkhilk var demektir).
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Sekil 3. Paklitakselin 10° M dozu ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE’nin Ko-
ruyucu etkisinin MTT analizi ile gosterilmesi (p<0,05 anlamh Kabul edilmistir.
Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda anlami
bir farklilik var demektir).

Hiicre canliligi sonuglari

Calismamizda ilk olarak nar kabugunun uyguladigimiz
dozlardaki primer noronlarin canliligs tizerindeki etki-
sini gosterdik. Sekil 1'de goriildugi tizere 200, 300 ve
400 mg/ml dozlarinda PPE’nin hiicre canlilig: tizerine
herhangi bir toksik etkisi goriilmemistir. Hatta sayisal
olarak doza bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunda
artig gozlenmistir. Calismamizda paklitakselle indiikle-
nen toksisite gruplarinda ise doza bagli bir sekilde hiic-
re canliligr anlamli olarak azalmistir (Sekil 2) (p<0,05).

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157

Sekil 4. Paklitakselin 10 M dozu ile indiiklenen nérotoksisitede PPE’nin ko-
ruyucu etkisinin MTT analizi ile gésterilmesi (p<0,05 anlamii Kabul edilmistir.
Stitunlardaki harfler birbirinden farkl ise istatistiksel olarak aralarinda anlamii
bir farklilik var demektir).

Sekil 3 incelendiginde paklitakselin 10®* M dozunda
PPE’nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi gosterilmistir.
PPE artan dozlarda paklitaksele bagli gelisen toksisi-
teyi onlemistir (p<0,05). Yine Sekil 4’te paklitakselin
10" M olan daha toksik dozuna kargi PPE anlaml: bir
etki ortaya koyarak hiicre canliligini 6nemli 6l¢tide ko-
rumugtur (p<0,05). Bu durumda toksik etki bakimin-
dan paklitakselin 107 M dozu ve koruyucu etki olarak
da PPE’nin 400 mg/ml dozu biyokimyasal ve molekii-
ler caligmalarda denenmistir.
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Sekil 5. Paklitaksel ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin Total
oksidan diizey (TOD) lizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05 anlaml Kabul
edilmistir. Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak aralarinda
anlamii bir farklilik var demektir. PPE4:400 mg/ml, P7:107 M).
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Sekil 7. Paklitaksel ile indtiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin pro-inflamatu-
ar sitokin olan TNF-o. mRNA ekspresyonu tizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05
anlamii Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak
aralarinda anlamii bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/mi, P7:107 M).

Toplam oksidan dtizeyin (TOD) belirlenmesi
Sekil S’te gruplar arasindaki TOD diizeyleri kargilagtiril-

migtr. PPE noron kiltiiriiniin oksidan diizeyi tizerinde
tek bagina bir etki olusturmamigtir (p>0,05). Ancak pak-
litaksel uygulamasi oksidan diizeyi kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde artrmistir (p<0,05). Bu durum pakli-
takselin oksidatif stresi artirdigini ve noron hasarinda et-
kili bir mekanizma olabilecegini gostermektedir. PPE ise
paklitakselin artirmis oldugu oksidatif stresi saglikli gruba
yaklagtirmig ve koruyucu etki ortaya koymustur (p<0,05).

Sekil 6. Paklitaksel ile indiiklenen ndrotoksisitede PPE uygulamasinin Total
antioksidan kapasite (TAK) lizerindeki etkilerinin gdsterilmesi (p<0,05 anlamii
Kabul edilmistir. Stitunlardaki harfler birbirinden farkli ise istatistiksel olarak
aralarinda anlamii bir farklilik var demektir. PPE4:400 mg/ml, P7:1077 M).

Toplam antioksidan kapasitenin (TAK) belirlenmesi
Sekil 6’ya gore PPE tek bagina toplam antioksidan ka-

pasiteyi kontrol grubuna gore anlamli bir gekilde ar-
armugtir (p<0,05). Paklitaksel uygulamas: ise kontrol
grubuna gore anlamli gekilde antioksidan kapasiteyi
azaltmistir (p<0,05). PPE, paklitaksele bagl gelisen
azalmig antioksidan kapasiteyi diizelterek hiicre toksi-
sitesini 6nemli 6l¢iide 6nlemistir (p<0,05).

TNF-o. mRNA ekspresyon diizeyleri

Paklitaksele bagli gelisen hasarin mekanizmasinda
inflamasyonun roliinii gosterebilmek i¢in TNF-« se-
viyeleri 6l¢iildii (Sekil 7). PPE uygulamasi tek bagina
kontrol grubuna gére herhangi bir etki ortaya koyma-
mustir (p>0,05). Ancak paklitaksel uygulamasi TNF-a
mRNA ckspresyonunu anlamli gekilde artirmigtir
(p<0,05). Bu durum paklitakselin oksidatif stres ile
birlikte inflamasyonuda arturdigini géstermekeedir.
PPE ise paklitaksele bagli gelisen inflamasyonu 6nemli
ol¢iide azaltarak anti-inflamatuar etki ortaya koymug
ve noéron hasarini énlemistir (p<0,05).

Apoptotik etkinin gésterilmesi
Caspase 9 mRNA ekspresyon diizeyleri: Paklitaksel

kanser hiicrelerinde azalmig olan apoptozisi artira-
rak kanser hiicreleri ile savagmaktadir. Ancak sag-
liklt hiicreler tizerinde de bu etkisi ile ciddi yan et-

kiler ortaya cikmaktadir. Caligmamizda paklitaksel

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157



154

e
(=]
]

-
A
1

C9 mRNA ekspresyonu
Fold Change
2

& & &

2.5-
= c
9 20- =
? o
s 2
& § 1.59 b
s O
< 3 1.0
x 2
€ o051
(2]
o
0.0- .
F
QQ

Sekil 8. Paklitaksel ile indiiklenen norotoksisitede PPE uygulamasinin apoptotik
protein olan caspase 9 mRNA ekspresyonu lizerindeki etkilerinin gosterilm-
esi (p<0,05 anlamh Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkli ise
istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/
ml, P7:10-” M).

uygulamasi caspase 9 ve caspase 3 mRNA ckspres-
yonlarint primer néron hiicrelerinde anlamli gekilde
artirmigtir (p<0,05). Bu durum oksidatif stress ve inf-
lamasyon ile birlikte hiicrelerin apoptoza ugradig: ve
bu sekilde ciddi toksik etki ortaya koyabilecegini gos-
termektedir (Sekil 8 ve 9). Tek bagina PPE uygulamas:
caspase 9 mRNA ekspresyonunu baskilarken caspase 3
mRNA eksprsyonu tizerinde herhangi bir etki ortaya
koymamisur. Ancak, PPE uygulamasindan sonra pak-
litaksel verildiginde PPE, paklitakselin yapmigs oldugu
apoptotik proteinlerin gen diizeyindeki ekspresyon ar-
tiglarini 6nlemis ve hiicre canliligini korumugtur.

Tartisma

Caligmamizda gii¢lii antioksidan ve antikanser etkinli-
gi olan nar kabugu ekstresinin sicanlarda paklitaksel ile
indiiklenen primer néron hasarindaki koruyucu rolle-
rini biyokimyasal ve molekiiler olarak gosterdik.

Son zamanlarda kanser kemoterapisindeki yayginlig:
artan paklitaksel ayn1 zamanda pek ¢ok kemoterapo-
tik ajan ile de birlikte kullanilabilmektedir. Ancak son
zamanlarda kanser hastalarinin tedavi sonrasinda ilaca
bagli gelisen toksisite riskinin artmasi kemoterapétik
ilaglara destekleyici alternatif yaklagimlarin artmasina
yol agmugtir. Paklitakselin pek cok yan etkisi olmasina
ragmen konumuzla ilgili olarak nérotoksisiteye yol ag-
masi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157

Sekil 9. Paklitaksel ile indtiklenen nérotoksisitede PPE uygulamasinin apoptotik
protein olan caspase 3 mRNA ekspresyonu (izerindeki etkilerinin gdsterilm-
esi (p<0,05 anlaml Kabul edilmistir. Siitunlardaki harfler birbirinden farkh ise
istatistiksel olarak aralarinda anlamii bir farkliik var demektir. PPE4:400 mg/
ml, P7:10-” M).

Caligmalar paklitakselin doza ve zaman bagli olarak
nérotoksisiteye yol acabilecegini gostermektedir®.
Pakitaksel maruziyeti sonrasin da aksonlar sigerek'
parcalanir ve noron Slimii gergeklesir®®. Ayni za-
manda paklitakselin akson uzunlugunu azaltug ve
dogrudan ¢evresel faktorleri uyararak aksonal deje-
nerasyona yol actif1 onceki caligmalarda gosterilmis-
tir®”. Ancak hasarin mekanizmasi hentiz tam olarak
aydinlaulamamigtir.

Yapilan ¢aligmalarda toksisitenin 6nemli gostergelerin-
den birisi hiicre canliligs testidir. 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) hiicre
canlilig1 i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli yontem-
lerden birisidir. Canli hiicrelerde mitokondride yer
alan stiksinat-dehidrogenaz enzimi tetrazolyum halka-
sin1 pargalayarak ¢oziinmeyen formazan tuzlart olug-
turur. Hicreler ¢ogaldik¢a formazon tuzu olusumuna
bagli olarak absorbans degeri de artar* .

Onceki yapilan ¢aligmalarda paklitakselin sitotoksik
etkisine bagli olarak primer noron canliligini azaltug:
gosterilmigtir”?. Caligmamizda da paklitaksel uygula-
mast doza bagli olarak primer néron hiicrelerinin canli-
ligin1 6nemli 6l¢tide azalemigtir. PPE nin ise tek bagina
verildigi zaman tiim dozlarda herhangi bir toksik etki
olugturmadig: gorilmugtir. Hatta sayisal olarak hiicre
proliferayonunu artirmigtir. PPE, paklitaksele bagli ge-
lisen primer noéron hasarini 6nemli ol¢iide 6nleyerek



hiicre canliligini korumugtur. Daha 6nceki yapilan ¢a-
lismalarda nar kabugu ekstresi kullaniminin pek ¢ok
farkli modelde olusturulan toksisiteyi 6nledigi goste-
rilmigtir**?. PPE genel olarak bu etkilerini antioksidan
ve antiinflamatuar etkinligi ile ortaya koymugtur.

Bizde caligmamizda paklitakselin primer néron tze-
rindeki toksik etkisinin ve PPE’nin ise gostermis oldu-
gu bu protektif etkinin hangi mekanizmalar tizerinden
oldugunu anlamak i¢in biyokimyasal ve molekiiler ana-

lizler ile bulgularimizi destekledik.

Paklitakselin nérotoksisiteye yol agan en 6nemli etkile-
rinden birisi oksidatif stresin artmasi ve antioksidan sis-
temin ise azalmasidir’*¢-%". Oksidatif strese bagli olarak
artmig serbest radikaller membran hasarina yol acarak
hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir. Viicudumuzda
ise serbest radikallerin bu zararl etkilerinden korun-
mak i¢in anti-oksidan savunma sistemleri bulunmakta-
dir. Eger antioksidan savunma sistemi azalirsa oksidatif
stresin verecedi hasar daha da siddetlenir. Bu yiizden
antioksidan etkinlige sahip olan maddelerin oksidatif
strese bagli gelisebilecek hasari 6nledigi distintilmek-
tedir®®?. Yapilan caligmalarda oksidatif stres ve anti-
oksidan sistemin gostergesi olarak pek ¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bunlardan o6zellikle dogrudan top-
lam oksidan ve antioksidan diizeyi belirlememize yar-
dimci olan TAK ve TOD o6l¢timleri literatiirde yaygin
olarak kullanilmaktadir®*-32. Paklitakselle indiiklenen
nérotoksisitede TOD seviyesinin artugi, TAK sevi-
yesinin ise azaldig1 onceki ¢aligmalarda gosterilmistir”.
Caligmamizda tek bagina PPE uygulamasi toplam oksi-
dan diizeyi etkilemezken, toplam antioksidan kapasite-
yi kontrol grubuna gére arturmugtir. Ancak paklitaksel
uygulamasi oksidan diizeyi artrirken, antioksidan di-
zeyi de anlamli gekilde azaltmigtir. PPE 400+ paklitak-
sel grubunda ise PPE, paklitakselin etkisini 6nleyerek
oksidatif stresin azalmasini saglamig ve néron hasarini
korumugtur.

Caligmamizda ikincil olarak hasarin 6nemli bir gos-
tergesi olan inflamasyonun varligi gosterilmigtir.
Bilindigi tizere ilaca bagli gelisen toksisitelerde ok-
sidatif strese inflamasyonda eglik etmekte ve hasarin
siddeti artmaktadir. Membrana yerlesmis bir sitokin
olan TNF-a viicudumuzda hem proinflamatuar etki-
leri ile hem de ekstrinsik apoptotik etkisi ile bilinmek-
tedir®. Artmig olan TNF-o makrofajlar ve monositler
ile birlikte inflamatuar siireci baglatarak geligen hasarin
siddetlenmesine yol agmaktadir. Ayni zamanda hiic-
re yiizeyindeki TNF-o. reseptor 1 (TNFR1) veya 2
(TNFR2)’ye baglanarak apoptozisin baglamasina yol
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agmaktadir’*®. Yapilan nérotoksisite caligmalarinda
paklitakselin proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a
tiretimini artirdigini gostermekeedir®***. Bu durum
paklitakselin hem inflamasyona yol a¢tigi hem de n6-
ron hiicrelerinin apoptozisine yol agabilecegini gos-
termektedir. Caligmamizda da paklitaksel uygulamast
kontrol grubuna gore anlamli gekilde TNF-o ekspres-
yonunu indiiklerken PPE uygulamasi bu etkiyi 6nemli
ol¢tide diizeltmigtir. PPE’nin artmis olan TNF-a eks-
presyonunu 6nlemesi antioksidan etkisinin yaninda
onemli anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu gos-
termektedir. Nitekim yapilan caligmalarda da PPE’nin
antiinflamatuar etkinligi desteklenmektedir®®®. Bu
yiizden PPE’nin pek ¢ok faydali etkiler ortaya koydugu

dugsiintilmekeedir.

Calismamizda son olarak paklitakselin indiikledigi
norotoksisitede apoptozis mekanizmasinin roliinii or-
taya koyduk. Paklitaksel bilindigi tizere mikrotiibiille-
ri stabilize ederek hiicrenin bolinmesini durdurur ve
en sonunda hiicre apoptozise ugrar*’. Paklitakselin bu
etkisi kanser hiicrelerinde secici olamadis i¢in saglikls
hiicrelerimizi de etkilemektedir. Paklitaksel apoptozi-
sin hem intrinsik hemde ekstrinsik yolaklarini aktive
ederek apopitozisi inditklemektedir. Ekstrinsik yolag:
da ozellikle TNF-'y1 indiikleyerek gostermekeedir.
Hicrelerde apoptozisin pek ¢ok farkli belirtegleri bu-
lunmakrtadir. Bunlardan hem intrinsik hemde ekstrin-
sik mekanizmanin sorumlusu caspase proteinleridir®.
Paklitakselin yapilan caligmalarda néronlarda caspase
proteinlerini indiikleyerek noron hasarina yol agabile-
cegi gosterilmigtir®>*. Literatiire paralel bir gekilde ¢a-
lisgmamizda da paklitakselin kontrol grubuna gore hem
caspase 3 hem de caspase 9 ekspresyonunu arturdigi ve
bu yiizden hiicre 6limiine yol agtigr da gosterilmistir.
PPE’nin tek bagina uygulamas: ilging bir gekilde cas-
pase 9 ekspresyonunu baskilamistir. Ancak caspase 3
tizerinde bir etkisi olmamugtir. Paklitaksele bagli artmug
olan caspase 9 ve 3 ckspresyonunu ise PPE uygulama-
st anlamli gekilde baskilayarak hiicre canliligini koru-
mugtur. Bu durum PPE’nin saglikli hiicreler tizerinde
onemli anti-apopitotik etkilerinin olabileceginin gos-
termektedir. Liu ve ark.” yaptgi ¢alismada PPE, ami-
kasin ile indiiklenen ototoksisitede caspase proteinle-
rini anlamli gekilde baskilayarak anti-apopitotik etki
gostermis ve organ hasarini 6nlemistir.

Tum bu bilgilerden yola ¢ikarak paklitakselin pek
cok farkli mekanizma ile nérotoksisiteye yol actg
gorilmektedir. PPE ise gostermis oldugu giiclii anti-
oksidan, anti-inflamatuar ve anti-apopitotik etkisi ile

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157
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paklitakselin neden oldugu norotoksisiteyi onlemistir.
Bu ¢aligmamiz nar kabugunun saglik alanindaki fizyo-
lojik 6nemini arturmig olup ileri klinik ¢aligmalar ile
desteklenmesi sonucuna varilmigtir.

Kaynaklar

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Schwab CL, English DP, Roque DM, Santin AD. Taxanes:
their impact on gynecologic malignancy. Anticancer Drugs
2014;25:522-5.

. Bachegowda LS, Makower DF, Sparano JA. Taxanes: impact on

breast cancer therapy. Anticancer Drugs 2014;25:512-1.

. Joshi M, Liu X, Belani CP. Taxanes, past, present, and future

impact on non-small cell lung cancer. Anticancer Drugs
2014;25:571-3.

. Letourneau P, Ressler A. Inhibition of neurite initiation and

growth by taxol. J. Cell Biol 1984;98:1355-2.

. Scuteri A, Nicolini G, Miloso M, Bossi M, Cavaletti G,

Windebank A, et al. Paclitaxel toxicity in post-mitotic dorsal
root ganglion (DRG) cells. Anticancer Res 2006;26:1065-70.

. Yang I, Siddique R, Hosmane S, Thakor N, Hoke A.

Compartmentalized microfluidic culture platform to study
mechanism of paclitaxel-induced axonal degeneration. Exp
Neurol 2009;218:124-8.

. Cetin D, Hacimuftuoglu A, Tatar A, Turkez H, Togar B. The

in vitro protective effect of salicylic acid against paclitaxel
and  cisplatin-induced

2016;68:1361-7.

neurotoxicity.

Cytotechnology

. Ramezani F, Samadi N, Mostafavi-Pour Z. Sequential therapy

of breast cancer cell lines with vitamin C and quercetin
improves the efficacy of chemotherapeutic drugs. Nutr Cancer
2017;69:881-91.

. Syed DN, Afaq F, Mukhtar H. Pomagranate derived products

for cancer chemoprevention. Semi. Cancer Biol 2007;17:377-
85.

Borochow NH, Judemnstein S, Tripler E, Harar1 M, Greenberg
A, Shomer, et al. Seasonal and cultivar variations in antioxidant
and sensory quality of pomagranate (Punica granatum L.)fruit.
Food Compos Anal 2009;22:189-95.

Chandra R, Jadhav VT, Shrama J. Global scenario of
pomagranate (Punica granatum L.)culture with special reference
to India. Fruit Veg Cereal Sci 2010;4:17-8.

Gil MI, Tomas-Barberan FA, Hess-Pierce B, Holcroft DM,
Kader AA. Antioxidant activity of pomegranate juice and its
relationship with phenolic composition and processing. ] Agric
Food Chem 2000;48:4581-9.

XuJ, Guo CJ, YangJJ, Wei JY, Li YE, Pang W/, et al. Intervention
of antioxidant system function of aged rats by giving fruit juices
with different antioxidant capacities. Zhonghua Yu Fang Yi Xue
ZaZhi 2005;39:80-3.

Singh B, Singh JP, Kaur A, Singh N. Phenolic compounds as
beneficial phytochemicals in pomegranate (Punica granatum

L.)peel: A review. Food Chem 2018;261:75-6.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Bagheri M, Fazli M, Sacednia S, Kor A, Ahmadiankia N.
Pomegranate peel extract inhibits expression of B-catenin, epithelial
mesenchymal transition, and metastasis in triple negative breast
cancer cells. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand)2018;64:86-91.

Chen XX, Lam KK, Feng YB, Xu K, Sze SC, Tang SC, et al.
Ellagitannins from Pomegranate Ameliorates 5-Fluorouracil-
Induced Intestinal Mucositis in Rats while Enhancing Its
Chemotoxicity against HT-29 Colorectal Cancer Cells
through Intrinsic Apoptosis Induction. J Agric Food Chem
2018;66:7054—-64.

Cadirci E, Halici Z, Yayla M, Toktay E, Bayir Y, Karakus E, et
al. Blocking of urotensin receptors as new target for treatment
of carrageenan induced inflammation in rats. Peptides
2016;82:35-43.

Shemesh O, Spira M. Paclitaxel induces axonal microtubules
polar reconfiguration and impaired organelle transport:
implications for the pathogenesis of paclitaxel-induced
polyneuropathy. Acta. Neuropathol 2010;119:235-48.
Malgrange B, Delree P, Rigo JM, Baron H, Moonen G. Image
analysis of neuritic regeneration by adult rat dorsal root
ganglion neurons in culture: quantification of the neurotoxicity
of anticancer agents and of its prevention by nerve growth
factor or basic fibroblast growth factor but not brain-derived
neurotrophic factor or neurotrophin-3. J Neurosci Methods
1994;53:111-22.

Wang M, Davis A, Culver D, Glass J. W1dS mice are resistant to
paclitaxel (taxol) neuropathy. Ann Neurol 2002;52:442-7.
Fotakis G, Timbrell JA. In vitro cytotoxicity assays: Comparison
of LDH, neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell
lines following exposure to cadmium chloride. Toxicol Lett
2006;160:171-7.

Van de Loosdrecht AA, Beelen RH, Ossenkoppele GJ, Brockhoven
MG, Langenhuijsen MM. A tetrazolium-based colorimetric MTT
assay to quantitate human monocyte mediated cytotoxicity against
leukemic cells from cell lines and patients with acute myeloid
leukemia. ] Immunol Methods 1994;174:31-20.

Duggett NA, Griffiths LA, McKenna OE, de Santis V,
Yongsanguanchai N, Mokori EB, Flatters SJ. Oxidative stress
in the development, maintenance and resolution of paclitaxel-
induced painful neuropathy. Neuroscience 2016;333:13-26.
Liu S, Zhang X, Sun M, Xu T, Wang A. FoxO3a plays a key role
in the protective effects of pomegranate peel extract against
amikacin-induced ototoxicity. Int ] Mol Med 2017;40:175-81.
Wang T, Men R, Hu M, Fan X, Yang X, Huang X, et al.
Protective effects of Punica granatum (pomegranate) peel
extract on concanavalin A-induced autoimmune hepatitis in
mice. Biomed Pharmacother 2018;100:213-20.

Hara Y, Sakagami H, Shi H, Abe T, Tamura N, Takeshima H,
et al. Partial Protection of Paclitaxel-induced Neurotoxicity by
Antioxidants. In Vivo 2018;32:745-52.

Kim HK, Zhang YP, Gwak YS, Abdi S. Phenyl N-tert-
butylnitrone, a free radical scavenger, reduces mechanical
allodynia in chemotherapy-induced neuropathic pain in rats.

Anesthesiology 2010;112:432-9.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Doyle T, Chen Z, Muscoli C, Bryant L, Esposito E, Cuzzocrea
S, et al. Targeting the overproduction of peroxynitrite for the
prevention and reversal of paclitaxel-induced neuropathic pain.
J Neurosci 2012;32:6149-60.

Motor S, Ozturk S, Ozcan O, Gurpinar AB, Can Y, Yiiksel R, et
al. Evaluation of total antioxidant status, total oxidant status and
oxidative stress index in patients with alopecia areata. Int J Clin
Exp Med 2014;7:1089-93.

Aslan R, Kutlu R, Civi S, Tasyurek E. The correlation of the
total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS) and
paraoxonase activity (PON1)with smoking Author links open
overlay panel. Clin Biochem 2014;47:393-7.

Abundan M, Celik M, Almaz V, Geter S, Selek S, Koca B, et
al. Evaluation of S-100B and Oxidative Status before and after
Treatment in Children with Bacterial Meningitis. Klin Derg
2012;25:67-70.

Meloni F. Tumor necrosis factor a. Biological aspects. Gior Itali
di Chemi 1989;36:29-37 40.

MacEwan D J. TNF ligands and receptors - a matter of life and
death. Brit ] Pharm 2002;135 855-5.

MacEwan D J. TNF receptor subtype signalling: differences and
cellular consequences. Cell Sig 2002;14:477-92.

Bogdan C, Ding A. Taxol, a microtubule-stabilizing
antineoplastic agent, induces expression of tumor necrosis
factor alpha and interleukin-1 in macrophages. J Leuk Biol
1992;52:119-21.

Wood SC, Tang X, Tesfamariam B. Paclitaxel potentiates
inflammatory cytokine-induced prothrombotic molecules in
endothelial cells. ] Card Pharma 2010;55:276-85.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

157

Wu Z, Wang S, Wu I, Mata M, Fink D]J. Activation of TLR-4 to
produce tumour necrosis factor-o in neuropathic pain caused by
paclitaxel. Eur J Pain 2015;19:889-98.

ZhuY, Yao Z, WuZ, Mei Y, Wu M. Role of tumor necrosis factor
alpha-induced protein 1 in paclitaxel resistance. Oncogene
2014;33:3246-55.

Soojin P, Jin KS, Jun Yup K, Hwa-Jin S, YoungMi K, Yong
CB. Anti-Inflammatory Effects of Pomegranate Peel Extract in
THP-1 Cells Exposed to Particulate Matter PM10. Evid Based
Complement Alternat Med 2016;16:683-0.

Maressa CM, Jocelem MS, Milena T, Danilo M, Patricia B,
Hudson SB, et al. Neuroprotective Effects of Pomegranate Peel
Extract after Chronic Infusion with Amyloid-§ Peptide in Mice.
PLoS One 2016;9:11.

Jordan M, Wilson L. Microtubules as a target for anticancer
drugs. Nat Rev Cancer 2004;4:53-65.

Christian W, Spencer G, Gary LJ. A turn-off mechanism for
ant-apoptotic signals. ] Biol Chem 1998;273:7141-7.

Hitoshi T, Daisuke K, Tsubasa O, Masatoshi T, Takashi K.
Paclitaxel induces neurotoxicity through endoplasmic reticulum
stress. Biochem Biophys Res Commun 2013;437:151-5.
Giorgia M, Michela T, Francesca C, Angelo Q, Franco T,
Giuseppe L. Alpha-lipoic acid prevents mitochondrial damage
and neurotoxicity in experimental chemotherapy neuropathy.
Exp Neurol 2008;214:276-84.

Shuangyue L, Xiao Z, Meiling S, Tao X, Aimei W. FoxO3a
plays a key role in the protective effects of pomegranate peel
extract against amikacin-induced ototoxicity. Int ] Mol Med
2017;40:175-81.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):149-157



158

ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Diyabetik Makiila Odeminde Unilateral ve Bilateral
Uygulanan Intravitreal Ranibizumab Tedavisinin
Anatomik ve Gorsel Sonuclari

Anatomical and Visual Outcomes of Unilateral and Bilateral Intravitreal Ranibizumab

Treatment Applied in Diabetic Macular Edema

Erding Bozkurt', 0sman Ondas?

'Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklar: Anabilim Daly, Kars; *Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklars Anabilim

Dals, Erzurums; Tiirkiye

ABSTRACT

Aim: Comparison of anatomical and visual results of unilateral and
bilateral intravitreal ranibizumab treatment in patients with diabetic
macular edema.

Material and Method: The files of patients with diabetic macular
edema (DME) who underwent intravitreal ranibizumab (IVR) for a
total of 3 times between April 2012 and May 2017 were reviewed
retrospectively at Ataturk University Ophtalmology Department.
Age, gender, duration of diabetes, duration between complaints
and first ranibizumab treatment, other treatments, follow-up pe-
riod, intraocular pressure, best corrected visual acuity (BCVA)
were recorded. The paired-t test was used for statistical analysis,
p<0.05 was considered significant.

Results: 120 eyes of 80 patients with DME, whose 43 were
males, 37 were females and 59-82 years old were included. 40
patients were treated unilaterally because of DME and 40 patients
were treated bilaterally due to DME. Mean BCVA was 0.19+0.23
(Snellen) in unilateral cases, 0.21+1.35 in the right eye, 0.29+0.76
in the left eye in bilateral case p>0.05) at the time of admission,
in the 6th month, the mean values were 0.42+0.32, 0.53+2.59,
0.49+1.92 (p>0.05), respectively. Mean central foveolar thickness
(CFT) was 458.1+177.6 um in unilateral cases, 412.5+233.8 uym
in right eye and 463.2+721.9 um in left eye (p>0.05) in bilateral
cases. After treatment, at the 6th month, respectively; mean CFT
was 301.3+129.6 ym, 297.3+316 um, 280.1+317.3 um (p>0.05).

Conclusion: We didn’t determine any significant change in CFT
and BCVA in the other eyes of the patients applied unilateral IVR.
When comparing unilateral IVR with bilateral IVR, we conclude that
there isn’t statistically significant difference in terms of changes in
BCVA and CFT and there isn’t synergistic effect of bilateral IVR
administration.

Key words: diabetic macular edema; visual acuity; intravitreal ranibizumab;
central macular thickness
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OZET

Amac: Diyabetik makula 6demi olan hastalarda unilateral ve bi-
lateral uygulanan intravitreal ranibizumab tedavisinin anatomik ve
gérsel sonuclarninin karsilastinimasi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot: Atatiirk Universitesi Tip Fakiltesi G6z Hastaliklari
Klinigi’nde Nisan 2012-Mayis 2017 tarihleri arasinda diyabetik makula
6demi (DMO) olan ve birer ay ara ile toplam 3 kez intravitreal ranibi-
zumab (IVR) enjeksiyonu uygulanan hastalann dosyalan retrospektif
olarak incelendi. Yas, cinsiyet, diyabetin sdresi, sikayetler ile ilk rani-
bizumab tedavisi arasindaki stire, uygulanan diger tedaviler, takip st-
resi, g6z ici basinci, gérme keskinligi (EDGK) kaydedildi. Istatistiksel
analizlerde paired-t testi kullanildi, p<0,05 olmasi anlamii kabul edildi.

Bulgular: Calismaya; DMO olan 43’ii erkek, 37’si kadin, yaslari
59-82 olan, 80 hastanin 120 g6z dahil edildi. 40 hasta unilate-
ral, 40 hasta bilateral DMO nedeniyle tedavi edildi. ilk kez teda-
vi géren hastalara birer ay ara ile toplam 3 kez IVR enjeksiyonu
uygulandi. Ortalama diyabet sdresi unilateral olgularda 10,6 yil,
bilateral olgularda 11,2 yil idi. Sikayetler ile ilk ranibizumab te-
davisi arasindaki sdre, unilateral olgularda 21 guin, bilateral ol-
gularda 18 gtin idi. Takip stresi unilateral olgularda ortalama 6,3
ay, bilateral olgularda 6,7 ay idi. Basvuru aninda ortalama EDGK
unilateral olgularda 0,19+0,23 (Snellen), bilateral olgularda sag
gozlerde 0,21+1,35, sol gbézlerde 0,29+0,76 (p>0,05), 6. ayda
ise sirastyla 0,2+0,32, 0,53+2,59, 0,49+1,92 (p>0,05) idi. OCT in-
celemesinde; basvuru aninda ortalama santral foveolar kalinligi
(SFK) unilateral olgularda 458,1+177,6um, bilateral olgularda sag
gozlerde 412,5+233,8um, sol gézlerde 463,2+721,9 um (p>0,05),
tedavi sonrasi 6. ayda ise sirasiyla; 301,3+129,6um, 297,3+316,
280,1+317,3 um (p>0,05) idi.

Sonug: Unilateral IVR uygulanan hastalarn diger gézlerinde
SFK’inda ve gérme dlzeyinde anlamii bir degisiklik saptamadik.
Bilateral ve unilateral IVR uygulamalar kiyaslandiginda, EDGK ve
SFK’indaki degisim acisindan istatistiksel olarak anlamii farkin ol-
madigi ve bilateral IVR uygulamasinin sinerjistik etkisinin olmadigi
kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: diyabetik makula ddemi; gérme keskinligi; intravitreal
ranibizumab; santral foveolar kalinlik



Giris

Diyabetik makula 6demi gorme kaybinin en yaygin
sebeplerinden biridir. Mikroanevrizmalardan direke si-
zint1 ya da i¢ retina tabakalarindaki hipoksinin vaskii-
ler endotelyal biiyiime faktdr (VEBF), interlokin 1-6
gibi vaskiiler gecirgenligi artiran fakeorlerin salinimina
neden olmasiyla ortaya ¢ikan klinik bir tablodur. Eger
hipoksi uzun siire devam ederse makulada geri donii-
sumsiiz yapisal degisiklikler olusmakta ve gorme kay-
b1 kalict bir hale gelmektedir. Tedavinin temel amaci
spontan regresyon olmadigi durumlarda 6demin siire-
sini azaltarak fotoreseptor hasarinin en aza indirilme-
sidir. Diabetik retinopatinin ciddiyetine bagli olarak
makula 6demi siklig1 da artmaktadir. Hafif nonproli-
feratif diabetik retinopati (NPDR)’de %3, orta/ciddi
NPDRde %38, proliferatif DRP’de %71 oraninda ma-

kula 6demi bildirilmistir®.

Diyabetik makula 6demi tedavisinde etkinligi kanit-
lanmis tedaviler lazer fotokoagiilasyon, intravitreal
uygulanan kortikosteroidler ve anti-vaskiiler endotel-
yal bityiime fakeorii (anti-VEBF) ajanlaridir®>. DMO
tedavisinde giiniimiizde en sik tercih edilen yontem ise
intravitreal anti VEBF uygulamasidir®.

Bu ¢aligmadaki amacimiz diyabetik retinopatili has-
talarda bilateral uygulanan intravitreal ranibizumab
(IVR) tedavisinin diger gozdeki makula 6demi iizerine
sinerjistik etkisinin olup olmadig1 ve unilateral IVR uy-
gulamalarinin diger gézdeki makulay: etkileyip etkile-
medigini aragtirmakur.

Materyal ve Metod

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar
Klinigi'nde Nisan 2012-Mayis 2017 tarihleri arasin-
da diabetik makula 6demi (DMO) olan ve ler ay ara
ile toplam 3 kez, 10 mg/ml intravitreal ranibizumab
enjeksiyonu uygulanan hastalarin  dosyalar1 retros-
pektif olarak incelendi. Yas, cinsiyet, diyabetin siiresi,
sikayetler ile ilk ranibizumab tedavisi arasindaki siire,
uygulanan diger tedaviler, takip siiresi, goz ici basinci
(GIB), en iyi diizeltilmis gorme keskinligi (EDGK)
kaydedildi. [lk muayenelerde ve kontrollerde ayrin-
il oftalmolojik muayene sonrasinda; renkli fundus
fotografi, fundus floresein anjiografi, optik koherens
tomografi (OCT) (Zeiss Cirrus HD-OCT Germany)
cekildi. Istatistiksel analizlerde paired-t testi, varyans
(ANOVA) analizi ile, kategorik degiskenler ki-kare
testi ile degerlendirilmigtir, p<0,05 olmasi anlamli ka-

bul edildi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
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Aragturmalar Etik Kurulundan 04,10,2018 tarihinde
06/15 sayt ile onam alinmigtir. Hastalarin dosyalarin-
daki bilgilerin bilimsel aragtirma i¢in kullanilacags, her
turlii kisisel bilgilerinin sakli kalacagina dair hastalara
bu konuda bilgi verilmistir. Bununla birlikte ¢aligma-
miz Helsinki Bildirgesi etik ilkelerine uygun bir gekilde
gerceklestirilmigtir.

Gz igi enjeksiyon uygulamasi: Intravitreal enjeksiyon-
lar, ameliyathanede ortaminda yapilmigur. Enjeksiyon
oncesi, topikal anestezik damlauldiktan sonra, goz
kapaklar ve kirpikler povidon iyodin ile temizlenerek
goz ortustt ortilmis ve %50 sulandirilmig povidon
iyodin konjonktivaya damlatlmig ve 3 dakika beklen-
migtir. Daha sonra her hasta icin 6zel agilmig goz ici
enjeksiyon kitinden alinan ekartér takildiktan sonra,
steril olarak enjektére alinan ranibizumab 30 G igne
ile vitreus icine enjekte edilmistir. Enjekeor ¢ekildikten
sonra, reflii gozlenmeyinceye kadar pamuk uglu apli-
kator ile enjeksiyon bolgesine tampon uygulanmigtir.
Daha sonra ekartor ¢ikarilarak iglem sonlandirilmistir.

Bulgular

Caligmaya; DMO olan 43%i (%53,75) erkek, 37’si
(%46,25) kadin, yaglar1 59-82 (63,2+7,6) olan, 80
hastanin 120 gozii dahil edildi. 40 (%50) hasta uni-
lateral, 40 (%50) hasta ise bilateral DMO nedeniyle
tedavi edildi. Unilateral olgularin 21’i (%52,5) erkek,
19’u (47,5) kadin, yas ortalamast 61,9, bilateral ol-
gularin 22%si (%55) erkek, 18’i (%45) kadin, yas or-
talamas1 63,7 idi. Ilk kez tedavi goren hastalara 1er
ay ara ile toplam 3 kez IVR uygulandi. Ortalama
diyabet siiresi unilateral olgularda 10,6 yil, bilateral
olgularda 11,2 yil idi. Sikayetler ile ilk ranibizumab
tedavisi arasindaki siire, unilateral olgularda 21 giin,
bilateral olgularda 18 giin idi. Takip siiresi unilateral
olgularda ortalama 6,3 ay, bilateral olgularda 6,7 ay
idi (Tablo 1). Takip siiresince hastalara herhangi bir
ek tedavi uygulanmadi. Unilateral olgularda orta-
lama GIB tedavi 6ncesi 11,23+3,91 mmHg, tedavi
sonrasi 12,66+2,53 mmHg, bilateral olgularda sag
gozlerde tedavi 6ncesi 12,21+4,72 mmHg, tedavi
sonrast 13,6045,13 mmHg, sol gozlerde tedavi on-
cesi 11,4145,63 mmHg, tedavi sonras1 12,51+2,11
mmHg idi. IVR sonrast her ne kadar géz igi basing
yitkselmis gibi goriinse de bu arug istatistiksel ola-
rak anlamli degildi (p>0,05). Bagvuru aninda or-
talama EDGK Snellen eseline gore unilateral ol-
gularda 0,19+0,23, bilateral olgularda sag gozlerde
0,21£1,35, sol gozlerde 0,2940,76 diizeyinde idi, 6.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):156-164
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Tablo 1. VR uygulamasi yapilan iki grubun demografik 6zellikleri ve muayene bulgulari

Unilateral iVR uygulamasi

Bilateral iVR uygulamasi

Hasta Sayis
Cinsiyet

Yas ortalamasi (yil)
Diyabetin Siiresi (ay)
Takip Siiresi (ay)

Sikayet ile ilk Ranibizumab tedavisi arasindaki siire (giin)

40 40
21 erkek, 19 kadin 22 erkek, 18 kadin
61,9 63,7
10,6 11,2
6,3 6,7
21 18

IVR, intravitreal ranibizumab.

Tablo 2. [VR uygulamas yapilan iki grubun en iyi diizeltilmis gérme keskinligi, santral foveolar kalinlik ve goiz igi basing diizeylerinin karsilastinimasi

Unilateral iVR Uygulanan

Bilateral IVR Uygulanan

IVR + IVR- Sag Sol
EDGK Tedavi dncesi 0,19+0,23 0,48+0,27 0,21%+1,35 0,29+0,76 p>0,05
Tedavi sonrasi 0,42+0,32 0,47+1,21 0,53+2,59 0,49+1,92 p>0,05
SFK (um) Tedavi dncesi 458,1+177,6 275,5 412,5+233,8 463,2+721,9 p>0,05
Tedavi sonrasi 301,3+129,6 271+109,4 297,3+316 280,1£317,3 p>0,05
GIB (mmHg)  Tedavi 6ncesi 11,23+3,91 12,55+2,64 12,21+4,72 11,41+5,63 p>0,05
Tedavi sonrasi 12,66+2,53 12,47+2,35 13,60+5,13 12,51+2,11 p>0,05

iVR+, intravitreal ranibizumab uygulanan gozler; iVR-, intravitreal ranibizumab uygulanmayan gozler; EDGK, en iyi diizeltilmis gorme keskinligi; SFK, santral foveolar kalinlik; GiB, goz ici basing.

ayda ise sirasiyla 0,4240,32, 0,53£2,59, 0,49+1,92
idi, istatistiksel olarak anlamli degildi. IVR 6ncesi ve
sonrast gorme diizeyleri arasindaki artig tiim gruplar-
da istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05). EDGK
unilateral olgularda 33 (%82,5) gozde artt1, 6 (%15)
gozde degismedi, 1 (%2,5) gdzde azalds, bilateral ol-
gularda sag gozlerde 35 (%87,5) gozde art, 4 (%10)
gozde degismedi, 1 (%2,5) gozde azaldy, sol gozlerde
36 (%90) gozde artt, 4 (%10) gozde ise degismedi.
OCT incelemesinde; bagvuru aninda ortalama SFK
unilateral olgularda 458,1+177,6 um, bilateral ol-
gularda sag gozlerde 412,5+233,8 um, sol gozlerde
463,2+721,9 um (p>0,05), tedavi sonrast 6. ayda ise
sirastyla; 301,3+£129,6 um, 297,3+316, 280,1+317,3
um (p>0,05) idi (Tablo 2). Santral makula kalinligin-
daki azalma tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli

gorildi.

Tartisma

Diyabetik makula 6demi (DMO), diyabetik retino-
patili (DR) hastalarda gorme kaybinin en 6nemli se-
bebidir’. DMO zamaninda uygun sekilde tedavi edil-

mediginde kalic1 gérme kaybina neden olan ciddi bir
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komplikasyondur. Son yillarda yeni tedavi protokolleri
sayesinde DMO'de ciddi gorme kaybi gelisiminin azal-
dig1 distiniilmekle birlikee, her yil 12,000 ile 24,000
arast yeni olgu eklenmektedir®.

DMO tedavisinde giiniimiizde en sik tercih edilen
yontem ise intravitreal uygulanan vaskiiler endoteliyal
biiyiime fakorii inhibitorleridir®. Bu inhibitdrlerden
biri olan ranibizumab, monoklonal bir antikor frag-
manidir ve vitreus yart omrii 3,2 giin olup molekiil
agithginin disitk (48,000 D) olmast sebebiyle retina
katmanlarina gegebilmektedir. Faz 1 ve 2 ¢aligmalarda
6 ay boyunca ayda 2 mg’a kadar dozlarda verilmesi gii-
venilir ve etkili bulunmugtur ve VEBF-A'nin biyolojik
olarak aktif tiim izoformlarina baglanarak anjiyoge-
nezi ve damar gegirgenligini azaltug bilinmektedir.
Intravitreal anti-VEBF enjeksiyonu, DMO'de standart
tedavi olarak kabul edilen lazer fotokoagiilasyona gii¢-
lii bir alternatiftir’-*. Literatiirde DMOde IVR ile il-
gili bircok farkls klinik uygulamalar mevcuttur. RISE
ve RIDE caligmalarinda aylik, RESOLVE ¢aligmasin-
da ise ilk 3 ay aylik, daha sonra gerekli hallerde (Pro
Re Nata: PRN) enjeksiyon yapilmistir®. READ calis-

masinda ise baglangicta ve 1, 3, 5. aylarda, daha sonra



Sekil 2. Diyabetik retinopatili hastanin fundus floresein anjiografi gordinttsti.

PRN enjeksiyon uygulanmigtir'®. Bizim olgularimiz da
RESOLVE c¢alisma protokoliine benzer sekilde ilk 3
doz sonrasi aylik kontrollerde gerektikge tedavi edildi.
Hastalara aylik izlem ve PRN tedavi protokolii diizenli
olarak uyguland:.

Unilateral [VR uygulanan hastalarin enjeksiyon yapilan
gozlerinde EDGK 33 olguda (%82) artarken, 6 olguda
(%15) degismemistir. IVR tedavisi uygulanmayan géz-
lerin %90’inda gorme diizeyi degismezken, %10’unda
azalma saptanmigtir. SFK’da IVR uygulanan gozlerin
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tamaminda makula 6deminde azalma saptanmugtir.
Bakri ve ark. yapug1 bir calismada IVR yapilan hasta-
larin diger gozlerinde gorme diizeyinde arti ve maku-
la 6deminde istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklik
saptanmamistir'’. Bizde caligmamizda benzer gekilde
IVR uygulanan hastalarin diger gozlerinde SFK’inda
ve gérme diizeyinde anlamli bir degisiklik saptamadik.
Ranibizumab’in sistemik yarilanma 6mriiniin 6 saatten
kisa olmasi sebebiyle diger goze penetrasyonu ve klinik
etkisinin ¢ok az oldugunu digiinmekeeyiz.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):156-164
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Sekil 3. Diyabetik retinopatili hastada sol g6z makulanin
enjeksiyon éncesi optik koherens tomografi goriintisti.

Sekil 4. Diyabetik retinopatili hastada (¢ doz
bevacizumab enjeksiyonu sonrasi sol g6z makulanin
optik koherens tomografi gérintisc.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):158-164



IVR uygulamalarinin diger géze etkisi tam olarak
aydinlalmamigur. Fakat yapilan bazi ¢aligmalara
gore retina ven dal ukanikligi sonrasi diger gozde
makula kalinligin1 azalttigi, posterior tveitli hasta-
larda IVR sonrasi diger gozlerde makula 6deminde
degisiklik yaptig: tesbit edilmigtir'>"?. Ranibizumab
kiigiik molekiiler yapida oldugu icin sistemik dola-
sim yoluyla diger goze gecisi diger buyitk molekiil
yapidaki bevacizumab’a gére daha kolaydir. Yapilan
hayvan deneyi ¢aligmalarinda IVR sonrasi serumda
dugiik dizeyde ranibizumab izlenmis, fakat diger
goz humor akézde ranibizumab’a rastlanmamugtir.
Intraviteral bevacizumab (IVB) enjeksiyonu son-
rast serumda daha yiiksek dizeylerde bevacizumab
molekiiline rastlanmigtir. Diger géz humor akoézde
de bevacizumab molekili varligr gosterilmistir'!.
Bevacizumab’in ranibuzumaba gore sistemik dola-
simdaki VEBF diizeyini daha fazla azaltug: da gos-
terilmigtir. Bu durumun sebebi olarak bevacizumab
molekiiliiniin sistemik yarilanma 6mriiniin (20 giin)
ranibizumaba gére (6 saat) daha uzun olmasina bag-
lanmigtir'*. MARINA ve ANCHOR caligmalarinda
senil makula dejenerasyonu sebebiyle IVR uygula-
nan hastalarin diger gozlerinde koroidal neovaskiiler
membran gelisme insidansini azaltmadig izlenmis-
tir'®. Bakbak ve ark. 2013 yilinda yaptig bir ¢alismada
32 diyabetik makula 6demli hastanin intravitreal ra-
nibizumab sonras: diger gozlerindeki santral makula
kalinligin1 aragtirmig, fakat makula 6deminde azalma
saptanmamugtir. [VB uyguladiklar1 52 hastanin diger
gozlerinde ise santral makula kalinliginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir azalma izlenmistir'®. Bizde
caliymamizda Bakbak ve ark. calismasina benzer sekil-
de IVR yapilan hastalarin diger gézlerinde SFK’inda
degisiklik ve EDGK diizelme saptamadik.

Siil ve ark. 2018 yilinda yaptig1 bir calismada DMO
sebebiyle IVR uygulamasinin bilateral eszamanli en-
jeksiyonun, unilateral enjeksiyona gére ilave terapo-
tik etkisinin olmadigini belirtmigtir'”. Yaptigimiz bu
caligmada bilateral ranibizumab enjeksiyonu yapilan
hastalarin gérme diizeylerindeki artig ve makula 6de-
mindeki azalma unilateral ranibizumab enjeksiyonu
yapilan hastalardan istatistiksel olarak farkli degildi.
Bu durum bilateral enjeksiyon uygulamalarinin siner-
jistik etkisinin olmadigini yani diger géz makulasinda
ve gorme diizeyinde anlamli bir degisiklik olusturma-
digin1 gosteriyor.

Sonug olarak DMO olan olgularda intravitreal rani-
bizumab uygulamasinin gorsel ve anatomik sonuglari
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oldukga tatminkardir. Unilateral IVR uygulanan has-
talarin diger gozlerinde SFK’inda ve gérme diizeyinde
anlamli bir degisiklik olmadig goriilmigtir. Bilateral
IVR uygulamas ile unilateral IVR uygulamalari kryas-
landiginda, EDGK ve SFK’indaki degisim acisindan
anlamli bir farkin olmadig ve bilateral intravitreal ra-
nibizumab uygulamasinin sinerjistik etkisinin olmadi-
g1 gortsiindeyiz.
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Pioglitazone Reduces Oxidative Stress in Kidney Against

High Sucrose Diet-Induced Metabolic Syndrome in Rats
Pioglitazon Siganlarda Yiiksek Stikrozla Baslatiimis Metabolik Sendromda Bobrekteki Oksidatif

Stresi Azaltir

Ayca Bilginoglu

Department of Biophysics, Faculty of Medicine, Yildirim Beyazit University, Ankara, Turkey

ABSTRACT

Aim: The metabolic syndrome (MS) is an important risk factor for
the development of chronic kidney disease. Thiazolidinediones
(TZDs) provide renovascular protection, probably in the MS.
However, reports about the effect of pioglitazone on renal oxida-
tive stress in high sucrose diet-induced MS remains to be deter-
mined. The aim of this study was to assess the effects of piogli-
tazone on oxidative stress markers in kidney tissues of MS rats.

Material and Method: Male Wistar rats (200-250 g in weight)
were used in present study. They were divided as control (Con)
group, MS group (receiving 935 mM sucrose in drinking water)
and pioglitazone treated MS group (MSP) received pioglitazone
treatment (30 mg/kg/day, via gavage) for two weeks at the end of
the 18th weeks of MS group. Aspartate aminotransferase (AST),
lactate dehydrogenase (LDH), total oxidant status (TOS), and total
antioxidant status (TAS) levels were measured using commercial
kits. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), reduced
glutathione (GSH), urea, uric acid and creatinine were measured.
Thioredoxin 1 (TRX1) level was measured in cytosol and mem-
brane tissues by western blot. TRX1 activity was measured in cy-
tosol and membrane tissues using commercial kit.

Results: Compared with control rats, the sucrose-fed rats exhibited
several characteristics of MS, including central obesity, insulin re-
sistance, hyperinsulinemia, and hypertriglyceridemia. Furthermore,
changed levels of AST, LDH, TOS, TAS, TBARS, GSH, urea, uric
acid, creatinine and TRX1 activity and protein levels in the MS group
were reversed to control levels by administration of pioglitazone.

Conclusion: Pioglitazone reduced the elevated oxidative stress in
kidney of MS rats.

Key words: kidney; metabolic syndrome; oxidative stress; pioglitazone

OZET

Amac: Metabolik sendrom (MS), kronik bdbrek hastaliginin ilerle-
mesinde énemli bir risk faktéradtir. Tiyazolidindionlar (TZDs) muhte-
melen MS’de renovaskiiler koruma saglar. Bununla birlikte, yiiksek
stikroz baslangich MS’de pioglitazonun bébrege ait oksidatif stres
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Beyazit University, Ankara, Tiirkiye

Tel. 0312 324 15 55 / 2065 Email. draycabilginogls @hotmail.com

Gelis Tarihi: 15.05.2018 o Kabul Taribi: 12.11.2018

lUizerine etkisinin aciklanmasiyla ilgili calismalar devam etmektedir.
Bu calismanin amaci pioglitazonun MS’li sicanlarin bébreklerindeki
oksidatif stres belirleyicileri lizerine etkisinin incelenmesidir.
Materyal ve Metot: Calismada erkek Wistar tiirii siganlar (200-250
g agirlikta) kullanildi. Onlar kontrol grup, MS grup (935 mM siikroz
icme sulanna katilarak) ve pioglitazon uygulanmis MS grup (MSP);
MS grubun 18. haftasindan baslayarak 2 hafta pioglitazon (30 mg/kg/
glin, gavajla) uygulandl. Aspartate amino transferaz (AST), laktat de-
hidrojenaz (LDH), toplam oksidan durum (TOS), toplam antioksidan
durum (TAS) seviyeleri ticari kitler kullanilarak 6lcildi. Tiyobarbitirik
asit reaktif maddeler (TBARS), indirgenmis glutatyon (GSH), dre, lirik
asit and kreatin lculdd. Tiyoredoksin 1 (TRX1) dizeyi sitoplazma ve
hticre zaninda western blot ile 6igtildi. TRX1 aktivitesi sitoplazma ve
hticre zannda ticari kit kullanilarak ¢dld(i.

Bulgular: Kontrol sicanlar ile karsilastirldiginda, stikroz ile beslen-
mis olan sicanlar abdominal obezite, insulin direnci, hiperinsilinemi,
ve hipertrigliseridemi iceren MS’nin bir cok 6zelligini géstermistir.
Bunun yaninda, MS’de degismis olan AST, LDH, TOS, TAS, TBARS,
GSH, Ure, Urik asit and kreatin, TRX1 aktivitesi ve protein diizeyleri
pioglitazon uygulamasiyla kontrol seviyelerine dénmdastdr.

Sonug: Pioglitazon, MS’li sicanlarin bébreklerinde artmis olan ok-
sidatif stresi azaltrmistir.

Anahtar kelimeler: bdbrek; metabolik sendrom; oksidatif stres; pioglitazon

Introduction

Previous studies reported that the distribution of vis-
ceral fat is a major risk factor for cardiovascular dis-
cases (CVD)' and chronic kidney disease (CKD)? also
obesity by itself is considered an independent risk fac-
tor for the development of the CKD?**. Furthermore,
metabolic syndrome is also related with at increased
risk of morbidity and mortality associated with the

CVD and the development of the CKD®.

Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy)
is a member of the nuclear hormone receptor su-
perfamily, members of which are ligand-activated
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transcription factors related to retinoid, steroid and
thyroid hormone receptors®. In addition, selective acti-
vation of PPARy with specific agonists has been shown
to exert therapeutic effects on cardiovascular disease,
diabetes, inflammation and tumors™. In the case of
kidney disorders, pioglitazone, a PPARy agonist, is
capable of protecting the kidney from ischemia-reper-
fusion injury by enhancing the antioxidant capacity™.

The mechanisms of impaired renal function in obesity
largely remain unclear. In addition to hemodynamic
factors, inflammation and oxidative stress have been
implicated", along with the decreased antioxidant de-
fenses, represented by lower antioxidant enzymes (e.g.,
SOD and catalase) in the kidney in obese individuals.
Oxidative stress triggered by the overproduction of re-
active oxygen species (ROS) or ineflicient antioxidant
systems is also involved in the development of renal
injury'.

The hypothesis of this study is that pioglitazone
whether affects or not on the augmenter effect of MS
on oxidative stress in isolated kidney from sucrose-fed

induced MS rat model.

Material and Method

Animals and Induction of Metabolic Syndrome

Three-months-old male Wistar Albino rats (200-250
g) were used and maintained under standardized con-
ditions (12-hour (h) light/dark cycle, 24+2°C, 35-
60% humidity). Rats were fed with standard labora-
tory chow with free access to water. The animals were
randomly divided into the three groups consisting of 8
rats each. Control group (Con) received standard lab-
oratory diet and drinking water. Metabolic syndrome
induced group (MS) received 32% sucrose (935 mM)
including drinking water for 20 weeks'®. Pioglitazone
treated MS group (MSP) received pioglitazone treat-
ment (30 mg/kg/day, via gavage) for two weeks at
the end of the 18" weeks of MS group. Homeostatic
model assessment (HOMA) is a method for assessing
B-cell function and insulin resistance (IR) from basal
(fasting) glucose and insulin concentrations. HOMA-
IR is calculated using following formule: HOMA-
IR=fasting blood glucose (mmol/L) x fasting insulin
(mU/L)/22.5. HOMA-B is calculated using following
formule: HOMA-$=[20 x fasting insulin (mU/L)]/
[fasting glucose (mmol/L)-3.5]."%!> The units used ac-
cording to IU (International units of system) Insulin
and triglyceride were measured using commercial kits
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(Cayman). All animal procedures and experiments de-
scribed in present study were approved by the Animal
Ethics Committee of Ankara University Faculty of
Medicine (2015-2-37).

Tissue Homogenization

Kidneys were homogenized with a motor-driven tef-
lon to glass homogenizer in cold (mM) TrisHCI 20
(pH 7.4), NaCl 150, KCI 2, EDTA 2, DTT 0.5, pro-
tease inhibitor cocktail 100, PMSF 0.4 and 2% NP-40.
And then centrifugation step was done to separate the
cell membrane and cytosol. Protein content of cyto-
sol was used in biochemical assays and western blot
measurement.

Biochemical Assays

After homogenization of kidney tissues, protein con-
tent was analyzed using the Bradford method (Bio-
Rad), and bovine serum albumin was used as the
standard. Then, important enzymes such as lactate
dehydrogenase (LDH) and aspartate aminotrans-
ferase (AST) were measured using commercial kits
(Cusabio, Biovision; respectively). Total oxidant sta-
tus (TOS) and total antioxidant status (TAS) such a
marker of oxidative stress were determined using com-
mercial kits (Rel assay diagnostics). Thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) were estimated in
sera as described by Wasowicz et al'®. Reduced gluta-
thione (GSH) was estimated in sera by the method as
described by Ellman et al'. Markers of renal function
such as urea, uric acid and creatinine were measured in
sera according to the method of Berthelot reagent as
described by Hammes et al. *¥, the method of Enzyme
Colorimetric as described by Agbafor et al. ¥, the
method as described by Barham®, respectively.

Thioredoxin 1 (TRX1) protein level and activity

Protein level of thioredoxin 1 (TRX1) was determined
by Western blot. Shortly, equal amount of proteins (20
ug) from samples were loaded and separated on 10%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropho-
resis under reducing conditions. After electrophoresis
(150 V, 1.5 h), the samples were electro blotted onto
a PVDF membrane (20 V, 2 h). TRX1 contents in the
samples were identified using anti-TRX1 (1/1000, rab-
bit, Abcam) antibody. Immunoreactive protein bands
were visualized using the ECL plus detection system.
TRXI1 activity was measured using commercial kit

(Elabscience).



All parameters were expressed as mean + standard er-
ror of mean (S. E. M.). Statistical analyses were per-
formed using one-way analysis of variance followed
by Bonferroni post-hoc analysis. The p values less than
0.01 were considered to be statistically significant.

Results
MS animals had significantly (p<0.001) high glucose

levels compared with control animals at the end of the
20 weeks of experimental period (Table 1). During
this period, also they gain weight compared with
Con group. They also showed that both the serum
insulin level and triglyceride content increased sig-
nificantly (p<0.001) compared with the Con group.
HOMA (homeostasis model of assessment) index,
the other marker of MS, for measuring insulin resis-
tance increased 190% compared with the Con group.
There was a decrease of body weight in MSP group
compared with MS group. Pioglitazon treatment de-
creased significantly the elevated blood glucose level
of MS group. The serum insulin level of MSP group
significantly increased (p<0.001) compared with Con
group but it decreased significantly compared with MS
group. Triglyceride content of MSP group increased
compared with Con group but it decreased (not sig-

nificantly) compared with MS group (Table 1).

Table 1. General characteristics of animals
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Table 2 showed that the levels of urea, uric acid and cre-
atinine significantly increased (p<0.01) in MS group as
compared to the Con group. Pioglitazone administra-
tion significantly reduced (p<0.01) these levels as com-
pared to the MSP group. The activities of AST were
significantly increased (p<0.01) in MS as compared
to the Con group. MSP group showed increases (not
significantly) in AST levels as compared with the Con
group, but the activities of AST were decreased (not
significantly) as compared to the MS. The activities of
LDH were significantly increased (p<0.01) in MS as
compared to the Con group. Pioglitazone treatment
decreased (not significantly) the activities of LDH in
kidney as compared to the MS rat.

Figure la represents TBARS as a graph in tissues of
kidney. TBARS in MS group increased (p<0.01)
as compared to the Con group. Pioglitazone treat-
ment significantly reduced (p<0.01) the activities
of TBARS in kidney as compared to the MS group.
GSH level was shown as a graph in Figure 1b. GSH
level decreased (p<0.01) in MS group as compared to
the Con group. Treatment of pioglitazone significantly
increased (p<0.01) GSH level in MS group. The ac-
tivities of TOS in MS and MSP group in kidney tis-
sues showed in Figure 2a. TOS level was significantly
increased (p<0.01) in MS as compared to the Con

Body Weight (g) Blood Glucose (mg/dL) Insulin (ng/ml) Triglyceride (mg/dL) HOMA-IR HOMA-B

Con (n=8) 347111731 143.13+11.21 1.51+0.12 31.02+1.01 9.31+1.32 0.55+0.07
MS (n=8) 449.32+8.11" 359.02+41.13 3.12+0.21" 42.01+3.02° 25.23+2.12 0.43+0.05
MSP (n=8) 395.23+19.12" 211.22+4511° 2.23+0.12* 40.01+1.02° 16.91+1.32" 0.45+0.04
All parameters were expressed as mean + standard error of mean (S. E. M.).
Con, control; MS, metabolic syndrome; MSP, pioglitazone treated metabolic syndrome group; n, number of rats.
*p<0.01 versus Con.
#p<0.01 versus MS.
Table 2. Biochemical parameters

Con (n=8) MS (n=8) MSP (n=8)
Urea (mg/dL) 17.6+2.3 51.4+4.6° 30.7+3.4*
Uric acid (mg/dL) 1.6+0.1 6.3+0.3 3.9+0.2%
Creatinine (mg/dL) 0.21+0.01 0.55+0.03 0.32+0.04*
AST (mU/mL) 0.28+0.03 0.54+0.04" 0.39+0.05
LDH (mg/g) 2.1+0.1 3.5+0.1 2.6+0.3

All parameters were expressed as mean =+ standard error of mean (S. E. M.).

AST; aspartate aminotransferase, LDH, lactate dehydrogenase, Con, control; MS, metabolic syndrome; MSP, pioglitazone treated metabolic syndrome group; n, number of rats.

*p<0.01 versus Con.
#p<0.01 versus MS.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):165-171



168

(b)

TBARS GSH
160- 504
40-.
120-

=) S 30

O 80- =
g E 20
40- 10-

0- 0

Con MS MSP

MS MSP

Con

Figure 1. a, b. Changes of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (a) and changes of reduced glutathione (GSH) (b) in kidney of experimental groups. Bar
graph was expressed as mean =+ standard error of mean (S. E. M.) from control group (Con, n=8), metabolic syndrome group (MS, n=8), pioglitazone treated meta-

bolic syndrome group (MSP, n=8). * p<0.01 versus Con.
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Figure 2. a, b. Changes of total oxidant status (TOS) (a) and changes of total antioxidant status (TAS) (b) in kidney of experimental groups. Bar graph was expressed
as mean = standard error of mean (S. E. M.) from control group (Con, n=8), metabolic syndrome group (MS, n=8), pioglitazone treated metabolic syndrome group

(MSP, n=8). * p<0.01 versus Con.

group. Pioglitazone treatment decreased (not signifi-
cantly) the activities of TOS in kidney as compared
to the MS rat. The activities of TAS were shown as
a graph in Figure 2b for tissues of kidney. MS group
showed significantly reduced (p<0.01) levels of TAS
as compared to the Con group. Pioglitazone treatment
restored these elevated TAS levels in kidney tissues of
metabolic syndrome but not significantly.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):165-171

Figure 3a and 3b showed that TRX1 protein level sig-
nificantly decreased (p<0.01) in MS kidney tissues in
cytosol and membrane respectively as compared to
the Con group. TRX1 protein level in MSP group
significantly increased (p<0.01) in cytosol and mem-
brane as compared to the MS group. TRX1 activity
in cytosol was lower in MS group than control group,
but treatment of pioglitazone enhanced the activity
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Figure 3. a-d. Representative western blots of thioredoxin 1 (TRX1) for cytosol (a) and membrane (b) of kidney tissue in experimental groups is given at the top of
the bar graphs. Densitometric results are expressed as a percentage of the band obtained with control in each of the experiments. Activity of thioredoxin 1 (TRX1) for
cytosol (¢) and membrane (d) of kidney tissue in experimental groups. Bar graphs were expressed as mean + standard error of mean (S. E. M.) from control group
(Con, n=8), metabolic syndrome group (MS, n=8), pioglitazone treated metabolic syndrome group (MSP, n=8) * p<0.01 versus Con, # p<0.01 versus MS.

of TRX1 in MS group (Figure 3¢). TRX1 activity in
membrane was lower in MS group than control group.
Pioglitazone treatment enhanced the activity of TRX1
in MS group (Figure 3d).

Discussion

The present investigation was undertaken to assess the
effect of pioglitazone on sucrose-fed-induced oxidative
stress in renal system of rats. A high risk for chronic
kidney disease (CKD) in patients with the metabolic
syndrome has been recently reported in several investi-
gations>*'. Our results indicated that pioglitazone may
play an important role in regulation of oxidative stress
in sucrose-fed induced metabolic syndrome rats.

In agreement with previous studies that investigated
the effect of high sucrose diets in rodents™, we found

that wistar albino rats receiving 32% sucrose in the
drinking water had higher daily water intake, higher
glycemia and triglyceridemia, higher insulin resistance
and higher insulin values than those observed in con-
trol animals. Pioglitazone restored these parameters to
the near control levels.

Serum creatinine is an indicator of renal health, be-
cause it is an easily measured by product of muscle
metabolism that is excreted unchanged by the kid-
ney. In the present study the creatinine level of MS
group increased as compared to the Con group. Urea
which plays an important role in the metabolism of
nitrogen containing compounds by animal and is the
main nitrogen containing substance in urine of mam-
mals, when urea is high in blood can result to tissue
breakdown e.g. hemorrhage. In the present study, the
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results showed that there was a significantly increase in
urea concentration in sera from MS group. The other
marker of renal function is uric acid. Uric acid concen-
tration significantly increased in sera from MS group
as compared to the Con group. The levels of urea, uric
acid and creatinine in kidneys of MS rat were mark-
edly reduced after administration of pioglitazone, and
these results substantiated the renoprotective effect of
pioglitazone that was proposed in the previous studies.
Clinical surveys and animal model experiments have
revealed that raised level of AST activities are indica-
tive of organ damage; specifically, in pathologic and
toxicological events leading to cardiac and necrosis™*.
Our research showed that AST increased significantly
in kidney tissues of MS group compared with the Con
group. This increase may be caused by high sucrose in-
duced damage in kidney tissues.

The LDH enzyme activity can reflect the tissue dam-
age degree, which mainly presents in myocardium,
skeletal muscle, liver, and kidneys®. The increased con-
centrations of LDH are indicative of cellular injury
and inflammatory changes in tissues, particularly the
kidney?*?’. The results in LDH levels increased signifi-
cantly in kidney tissues of MS group as compared with
the Con group. The results showed that pioglitazone
can reduce the elevated levels of both AST and LDH
in kidney tissues in MS group.

Measuring plasma total antioxidant status is a sensi-
tive and reliable marker in evaluation of the effects of
different treatments such as exercise on plasma redox
status®. In the present study, there was a significantly
increase in the TOS level of kidney tissues from MS
group as compared with the Con group. Furthermore,
there was a significantly increase in the TAS level of
kidney tissues from MS group as compared with the
Con group. In results, MS in rats was associated with
increased oxidative stress, indicated by the increased
TBARS level and decreased endogenous antioxidant
such as reduced glutathione level. These results showed
that there was a level of oxidative stress in high sucrose
induced MS?. It was shown that pioglitazone treat-
ment caused a protective effect in the renal system
against MS damage in rats.

Thioredoxins are ubiquitous antioxidant enzymes
that play important roles in many health-related cel-
lular processes. TRX1 is an oxidoreductase that plays
an important role in maintaining intracellular thiols
in a reduced state®. Our results indicated that TRX1
protein level significantly decreased in both cytosol
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and membrane of kidney tissues from MS group as
compared with Con group. Treatment of pioglitazone
significantly restored these levels in cytosol and mem-
brane of kidney tissues from MS group to the Con
group. Furthermore, activity of TRX1 in both cytosol
and membrane of kidneys in MS group lower than in
Con group. Pioglitazone elevated the TRX activity in
MS group.

In conclusion, the current study results demonstrated
that pioglitazone administration reduced the observed
level of blood glucose, triglyceride, insulin resistance the
other markers of MS as compared with Con group. In
addition, it was also observed that pioglitazone reversed
the levels of AST, LDH, TOS, TAS, TBARS, GSH,
urea, uric acid and creatinine in kidney tissues of MS
rats. Furthermore, TRX1 activity and protein level in-
creased in pioglitazone treated-MS group. Our results
showed that pioglitazone has protective effect in the
renal system against MS induced oxidative stress in rats.

The limitation of the present study is that unfortu-
nately, the blood pressure of metabolic syndrome in-
duced rats could not be determined before treatment
of pioglitazone and after treatment of pioglitazone.
Furthermore, the urine could not be collected from
experimental group to measure proteinuria and albu-
minuria levels.
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ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Ayak Arkus Acisi ve Ayak Uzunlugu Arasindaki ilis;.ki

Relationship Between the Angle of the Foot Arch and the Length of the Foot

Bilge ipek Torun', Nurdan Gay?

Yildsrim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Daly; >Radyoloji Anabilim Daly, Ankara, Tiirkiye

ABSTRACT

Aim: Foot morphology and anthropometry are known to be as-
sociated with biomechanical measurements of foot. The medial
longitudinal arch (MLA), which is the main arch contributing to
the foot morphology, provides an elastic connection between
the forefoot and hindfoot. Problems and alignment disorders,
specifically caused by MLA, such as pes cavus and pes planus,
ultimately affect the functions of the muscles and joints of the
lower extremity. In this study, we aimed to investigate the relation
between MLA and bony-length of foot by making measurements
on radiographs.

Material and Method: 212 (106 right and 106 left sides) weight-
bearing lateral x-ray images of 106 patients (36 females, 70 males)
aged between 18-80 (m: 18-75, f: 18-80) were evaluated. Images
of the patients aged under 18 or above 80, with any sign of trauma
or surgery, space-occupying lesion of foot or deformity of foot
bones were excluded. The maximal bony-length of the foot and
in order to evaluate the medial longitudinal arch (MLA) the angle
between the calcaneus and the 1st metatarsal bone and calcaneal
inclination angle were measured on the x-ray images. The results
were evaluated statistically.

Results: The mean bony-length of the foot was measured as 237.5
mm (216.5-256.7 mm) in females and 264.1 mm (205.0-293.6
mm) in males. The mean respective calcaneal inclination angle
and the angle between the calcaneus and the 1st metatarsal bone
were measured as 18.2° (2.7°-31.4°) and 140.2° (119.5°-159.8°). In
both gender there was a significant correlation between the bony-
length of foot and angles (p<0.01 for both angles). There was also
found a significant correlation between calcaneal inclination angle
and the angle between the calcaneus and the 1st metatarsal bone
(p<0.01).

Conclusion: MLA, known to be effective on functions such as bal-
ance, walking, standing on one or two feet, jumping and squat-
ting, which are associated with foot morphology, was found to be
related to foot length in both gender. This results in a prediction of
predisposition to the pes planus in people with large feet.

Key words: medial longitudinal arch; foot length; foot arch

Bilge jpe/e Torun, Yildsrim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Anatomi Anabilim
Daly, Eskisehir Yolu Lodumlu Mevkii Bilkent, Ankara, 06100 Tiirkiye

Tel. 0532 246 87 78 Email. bilgeipek@yahoo.com

Gelis Tarihi: 20.09.2018 o Kabul Taribi: 19.11.2018

Karkas J Med Sci 2018; 8(3):172-177
doi: 10.5505/kjms.2018.81557

OZET

Amac: Ayak morfolojisinin ve antropometrisinin ayagin biyomekanik
6lcimleri ile iliskili oldugu bilinmektedir. Ayak morfolojisine katkida
bulunan esas ark olan medial longitudinal ark (MLA), én ayak ve arka
ayak arasinda elastik bir baglanti saglar. Pes kavus ve pes planus
gibi spesifik olarak MLA’dan kaynaklanan problemler ve dizilim bo-
zukluklar, sonucta alt ekstremite kaslarinin ve eklemlerinin islevini
etkiler. Biz bu ¢calismamizda radyografiler (zerinden éiciimler yapa-
rak MLA’nin ayak uzunluguyla olan iliskisini arastirmayi amacladik.

Materyal ve Metot: 18-80 yas araligindaki (erkek: 18-75, kadin: 18-
80) 106 kisiye (70 erkek, 36 kadin) ait 212 adet (106 sag, 106 sol) basa-
rak cekilmis lateral ayak grafisi geriye dbniik olarak degerlendirildi. 18
yasin altinda ya da 80 yasin Ustiinde olan, ayaginda gecirilmis travma
veya cerrahi bulgusu, yer kaplayan lezyon ya da ayak kemiklerinde
herhangi bir deformite bulunan kisilerin grafileri degerlendirme disin-
da birakildi. Grafilerde ayagdin kemik boyu ve MLA’y1 degerlendirmek
lizere kalkaneal egim acisi ve calcaneus - 1. metatars agisi 6lgtld(i.
Olciimlerden elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Ortalama ayak kemik boyu kadinlarda 237,5 mm (216,5-
256,7 mm), erkeklerde 264,71 mm (205,0-293,6 mm) olarak &lcild(i.
Ortalama kalkaneal egim acisi 18,20 (2,7°-31,4°), calcaneus - 1. meta-
tars acisi 140,2° (119,5°-159,8°) olarak élglildii. Her iki cinste de ayak
kemik boyu ve agilar arasinda istatistiksel olarak anlamii korelasyon
bulundu (hem kalkaneal egim agisi hem calcaneus - 1. metatars agisi
icin p<0,01). Kalkaneal egim acisi ve calcaneus - 1. metatars acisi ara-
sinda da anlami iliski bulundu (p<0,01).

Sonucg: Ayak morfolojisiyle iliskili olan denge, yliriyds, tek veya cift
ayak Ustinde durma, ziplama, ¢émelme gibi fonksiyonlar (izerinde
etkili oldugu bilinen MLA’nin her iki cinste de ayak uzunluguyla iligkili
oldugu bulundu. Bu durum bliylk ayaga sahip kisilerde pes planus’a
yatkinligin daha ¢ok olacaginin éngérilmesi sonucunu dogurur.

Anahtar kelimeler: medial longitudinal ark; ayak uzunlugu; arcus pedis

Giris

Ayak morfolojisi denge, yiirtiyiis, tek veya cift ayak iis-
tinde durma, ziplama, ¢dmelme gibi pek ¢ok fonksi-
yonla yakindan iligkilidir"? Yapilan ¢aligmalarda ayak
morfolojisinin ve antropometrisinin ayagin biyomeka-
nik ol¢timleri ile iligkili oldugu bulunmugtur’. Ayagin
iki adet (medial ve lateral) longitudinal, bir adet de



transvers yonde olmak tizere bulunan ti¢ adet arki ayak
kubbesini olugturur. Lateral longitudinal arki calcane-
us, os cuboideum ve dordiincii ve beginci metatarsal ke-
mikler, medial longitudinal arki (MLA) ise calcaneus,
talus, os naviculare, ti¢ os cuneiforme ve ilk ti¢ metatar-
sal kemik olugturur. Ayak kubbesini aktif olarak kaslar

korurken pasif olarak baglar korur®.

Ayak yapisina katkida bulunan esas ark olan MLA, 6n
ayak ve arka ayak arasinda elastik bir baglanti saglar. Bu
da yiik tagima sirasinda meydana gelen plantar kuvvet-
lerin ¢ogunun, uyluk ve bacak kemiklerine ulagmadan
once dagilmasini saglar. Pes kavus ve pes planus gibi
spesifik olarak MLA'dan kaynaklanan problemler ve
dizilim bozukluklari, sonugta alt ekstremite kaslarinin
ve eklemlerinin iglevini etkiler®. Bu problemler edinil-
mis veya yapisal nedenlerle olabilir®®. MLA’nin yapi-
sinda degisikliklere neden olan etkenlerin aragtirilmasi
halen devam etmektedir. Radyografik teknikler, ayagin
iskeletsel hizalanmasinin statik basarak pozisyonda
degerlendirilmesinde altin standart olarak kabul edil-
mektedir’. Biz de bu ¢aligmada radyografiler tizerinden
ol¢imler yaparak MLA'nin ayak kemik uzunluguyla
olan iligkisini aragtirmay1 amagladik.

Materyal ve Metot

Bu ¢aligmada Atatiirk Egitim ve Aragtirma Hastanesi'ne
Ocak 2018-Agustos 2018 tarihleri arasinda bagvur-
mus olan, 18-80 yas araligindaki (erkek: 18-75, ka-
din: 18-80) 106 kisiye (70 erkek, 36 kadin) ait 212
adet (106 sag, 106 sol) basarak ¢ekilmis lateral ayak
grafisi geriye doniik olarak degerlendirildi. 18 yagin
altinda ya da 80 yagin iistiinde olan, ayaginda gegiril-
mig travma veya cerrahi bulgusu, yer kaplayan lezyon
ya da ayak kemiklerinde herhangi bir deformite bulu-
nan kisilerin grafileri degerlendirme diginda birakild:.
Caligma igin gerekli etik kurul onay1 Ankara Yildirim
Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkanligr'ndan alind1 (15,08,2018/182).

Tum grafiler yiik biner pozisyonda (ayakta, basarak)
standartlara uygun (kVp: 71,5, mAs: 7,1) ¢ekilen kon-
vansiyonel direke lateral grafilerdi (Siemens Multix-
top, Germany). Olgiimler PACS (Picture Archiving
Communication System) Programi (Extremite PACS,
Ankara) kullanilarak yapildi. Grafilerde ayagin en uzun
kemik boyu ve MLAy1 degerlendirmek tizere iki ag1 6l-
ctildii. Ayagin en uzun kemik boyu, calcaneusun arkada-
ki en ¢ikinali nokeast ile ayagin en distaldeki falanksinin
ucu arasindaki mesafeyle dlgiildii (Sekil 1). En distalde-
ki falanks baz1 kisilerde birinci, bazi kisilerdeyse ikinci
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parmagaaitti. MLA'y1degerlendirmek icin pratikte en cok
kullanilan agilardan ikisi olan kalkaneal egim acisi (Sekil
2) ve calcaneus - 1. metatars agist kullanildi (Sekil 3). Bu
agilar, MLA’y1 degerlendirmek tizere, 6l¢iim kolaylig: ve
giivenilirligin yan sira sagittal diizlemde ayak durugunu
yansitmalari nedeniyle secildi'’. Kalkaneal egim acis1 6l¢ii-
mil, calcaneusun alt yiizii (lateral grafilerde calcaneusun
alt yiiziindeki en ¢ikintili iki noktayr birlestiren cizgi) ile
ayagin basug diizlem arasindaki aciyla, calcaneus - 1. me-
tatars agist ise calcaneus’un alt yiizii ile 1. metatarsal ke-
migin aksi (proksimal ve distal uclarinin orta nokealarini
birlegtiren ¢izgi) arasindaki agiyla olgiildii.

Olgiimler her bir grafi iizerinde iki caligmaci tarafindan
ayri ayr1 yapilarak caligmacilarin 6l¢iim sonuglari pai-
red samples t-test ile istatistiksel olarak kargilagtirildi.

Olgiimlerden elde edilen sonuglarin istatistiksel deger-
lendirmesi IBM SPSS Statistics 20 programi kullani-
larak yapildi. Sag-sol taraflar ve kadin-erkek ol¢timleri
arasinda fark olup olmadig: paired samples t-test ile
degerlendirildi. P<0,01 olan farklilik degeri istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi. Agilar ve ayak kemik
boyunun uzunlugu arasindaki iligkiler Pearson korelas-
yon testiyle degerlendirildi.

Bulgular

Iki galigmacinin yapuig1 6lgiimler arasindaki korelasyon
%94 idi (p<0,001). Ortalama ayak kemik boyu kadin-
larda 237,5 mm (216,5-256,7 mm), erkeklerde 264,1
mm (205,0-293,6 mm) olarak 6l¢iildii (‘Tablo 1). Ayak
kemik boylar1 agisindan sag ve sol taraflar arasinda an-
lamli fark bulunmazken kadinlarda ve erkeklerde 6lcii-
len degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli-
lik bulundu (p<0,01). Ortalama kalkaneal egim agisi
18,2° (2,7°-31,4°), calcaneus - 1. metatars agis1 140,2°
(119,5°-159,8°) olarak ¢lciildii (Tablo 1). Hem sag ve
sol taraflar arasinda hem de kadinlarda ve erkeklerde
olciilen agilar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi. Ayak kemik boyunun kalkaneal egim
agist ve calcaneus - 1. metatars agisi ile olan iligkisinin
Pearson korelasyon testiyle degerlendirilmesi sonucu
her iki cinste de ayak kemik boyu ve agilar arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu (hem kal-
kaneal egim agis1 hem calcaneus - 1. metatars agisi igin
p<0,01). Buna gore ayak uzunlugu arttik¢a calcaneus
- 1. metatars agisi artiyor, kalkaneal egim acis1 azali-
yordu. Beklendigi gibi kalkaneal egim agisi ve calcane-
us - 1. metatars agist arasinda da anlaml iligki bulundu
(p<0,01). Calcaneus - 1. metatars agst arttikca kalkane-
al egim agis1 azaliyordu.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):172-177
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Sekil 1. Ayak kemik boyu calcaneus’un arkasindaki en
cikintill nokta ile en distaldeki falanksin ucu arasinda
olgildd.

Sekil 2. Kalkaneal egim agisi, calcaneus’un alt yiizii
(calcaneus’un altindaki en cikintili iki noktayr birlestiren
¢izgi) ile ayagin bastigi diizlem arasinda dlgiildii (KEA:
kalkaneal egim agisy).

Sekil 3. Calcaneus - 1. metatars agisi, calcaneus’un
alt yiizii (calcaneus’un altindaki en gikintili iki noktayi
birlestiren ¢izgi) ve 1. metatars’in aksi arasinda olgiildii
(C1MA: calcaneus - 1. metatars agisi).

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):172-177



Tablo 1. Ayak boyu ve agi dlgiimleri
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En az En cok Ortalama SD
Kadin ayak boyu (mm) 216,5 256,7 237,5 12,1
Erkek ayak boyu (mm) 205,0 293,6 264,1 16,5
Hibbs agisi 119,5° 159,8° 140,2° 7,5°
KEA 2,73° 31,40 18,2° 5,7°

KEA, kalkaneal egim acisi.

Tartisma

Klinikte MLA’y1 degerlendirmek tizere dinamik ve
statik yontemler kullanilmaktadir. Dinamik 6l¢timler
yuriytis testleriyle, statik 6lciimler ¢ekilmis grafiler
tzerinde veya cesitli enstrimanlarla ayak olciilerek
yapilir'»'2. MLA'nin klinik veya radyolojik olarak de-
gerlendirilmesinde tiim diinyada kabul gérmiig tek bir
yontem heniiz yoktur. Radyolojik degerlendirmeler
genellikle basarak ¢ekilen lateral grafiler tizerinde ya-
pilir'>'%. Bu yontemle MLAy1 degerlendirmek icin
calcaneus - 1. metatars acisi, kalkaneal egim acisi, talus
- 1. metatars agisi, ark yiiksekligi, lateral talokalkaneal
agl, talo-horizontal a1 gibi pek ¢ok parametre kullanil-
maktadir'®>', Biz bu caligmamizda MLA’y1 degerlen-
dirmek tizere hem 6l¢iim kolayligi nedeniyle, hem de
tim literatiire bakugimizda daha sik kullanilmig oldu-
gunu gordugiimiiz iki ac1 olan calcaneus - 1. metatars
agis1 ve kalkaneal egim agisin1 kullandik.

Onceki galigmalarda pes planusun erkek cinsiyetle!>'¢

ve fazla kiloyla'”"® iligkili oldugu pes cavusunsa daha
cok bazi norolojik hastaliklara eglik ettigi' bulunmus.
Bizim ¢aliymamizda MLA’y1 degerlendirmek tizere
ol¢tugiimiiz kalkaneal egim agist ve calcaneus - 1. meta-
tars agisi cinsiyetler arasinda anlamli fark gostermiyor-
du ancak her iki a¢1 da ayak boyuyla iliskiliydi. Yal¢in
ve ark./nin®® 95 kisiye ait lateral ayak grafilerini geriye
doniik degerlendirdikleri ¢aligmada bizim ¢aligmamiz-
la benzer gekilde kalkaneal egim agisi ile cinsiyet arasin-
da iligki bulunmamis ancak bu a¢1 bizim ¢aligmamizda
buldugumuz degerlerden farkli olarak ortalama 41°
bulunmug. Vanderwilde ve ark.?, 6 ay — 10 yag aras1 74
bebek ve ¢ocukta yaptiklari radyografik ¢aligmada, late-
ra] grafilerde talokalkaneal, tibiokalkaneal, tibiotalar,
talus - 1. metatarsal ve talohorizontal agilar1 6l¢miigler
ve bu caligmada da agilarla cinsiyet arasinda bir iligki
tespit etmemigler.

Ayak kubbesinin lateral grafilerdeki goriintiisiinii bir
tiggene benzetirsek, kalkaneal egim acis1 ve calcaneus
- 1. metatars agisinin bu tiggenin iki acisini olugturdu-
gu goriiliir. Uglincii agi ise 1. metatarsal kemigin govde
ortastyla ayagin basug diizlem arasinda meydana gelir
(Sekil 4). Buradan da anlagilacag: gibi kalkaneal egim
acust ile calcaneus - 1. metatars agist arasinda bir iligki
vardir. Kalkaneal egim agis1 azaldikga calcaneus - 1. me-
tatars agisi artar, yani ayak kubbesi diizlesir. Bunun ter-
si de dogrudur. Caligmamizda elde ettigimiz 6l¢iimlere
gore ayak kemik boyu arttik¢a calcaneus - 1. metatars
acis1 artip kalkaneal egim acisi azalmakra, yani ayak

kubbesi diizlesmekteydi.

Pek ¢ok antropometrik 6zellik gibi ayak anatomisinin,
kemik gelisiminin ve postiiriiniin de yasla degisiklik gos-
termesi nedeniyle?’ > MLA'n1n yasla iligkisi de aragtirila-
bilir. Vanderwilde ve ark.”’, ortopedik sorunu olmayan 6
ay — 10 yagaras1 74 bebek ve ¢ocukta yaptiklari galigmada
bebek ve ¢ocuklarin ayaklarinin basarak 6n-arka, lateral
ve maksimum dorsifleksiyonda lateral grafilerini ¢ekerek
ayak kemiklerine ait on adet agiy1 degerlendirmisler. Bu
caligmaya gore maksimum dorsifleksiyonda lateral tibi-
okalkaneal a¢1 hari¢ digerleri (6n-arka talokalkaneal ve
calcaneus - 5. metatarsal, lateral talokalkaneal ve talus -
1. metatarsal, lateral tibiotalar, talohorizontal ve maksi-
mum dorsifleksiyonda talokalkaneal agilar) yasla azalma
gostermis. Bu acilardan talus - 1. metatars agist MLAy1
degerlendirmek igin siklikla kullanilan agilardandir ve
bahsedilen ¢aligmada birka¢ derecelik bir ac1 degisikli-
gi tespit edilip klinik acidan muhtemelen ¢ok 6nemli
olmadig1 seklinde yorumlanmig. Diger agilarsa 6n, orta
ve arka ayagin yapisini ve kemiklerin dizilimini deger-
lendirmek tizere 6l¢iilmektedir. Bizim caligmamizda yer
alan kigilerin yaglarinin biiyiik oranda (%80) 18-20 yas
araliginda toplanmasi nedeniyle MLA'n1n yagla iligkisini
degerlendiremedik.
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Sekil 4. Calcaneus - 1. metatars agisi, kalkaneal egim
agisi ve ayagin bastigi diizlem bir liggen meydana get-
irmektedir (KEA: kalkaneal egim agisi, C1MA: calcaneus
- 1. metatars agisi).

Biz bu ¢alismamizda yalnizca basarak ¢ekilen lateral
grafileri degerlendirdik. Ancak ayak arki kemikler, kas-
lar ve baglar tarafindan olugturulan karmagik bir yap:
oldugu icin basarak ve basmayarak ¢ekilen grafilerde
acilarin degisiklik gostermesi olasidir. Bizim gortnti-
leri taradigimiz hastane veri tabaninda, aldigimiz tarih
araliginda ayni kisilere ait basarak ve basmadan ¢ekil-
mis yeteri kadar grafinin bulunmamasi nedeniyle, iki
durum arasinda bu agilarin degisip degismedigini de-
gerlendiremedik. Daha genis bir taramayla basarak ve
basmayarak ¢ekilen grafilerde agilarin degisip degisme-
digi de degerlendirilebilir.

Sonug

Ayak morfolojisiyle iligkili olan denge, yiriyiis, tek
veya ¢ift ayak tstiinde durma, ziplama, ¢gémelme gibi
fonksiyonlar tizerinde etkili oldugu bilinen MLA’nin
her iki cinste de ayak uzunlugu artukca diizlegtigi
bulundu. Bu durum biyiik ayaga sahip kisilerde pes
planus’a yatkinligin daha ¢ok olacaginin 6ngériilmesi
sonucunu dogurur. Ancak ayak biytikliigi ka¢ numara
oldugundaklinik olarak pes planus’un ortaya ¢ikacagy-
la ilgili bir goriig one stirebilmek i¢in daha genis seriler-
de, ileri biyomekanik ol¢timler de eklenerek ¢aligmalar
yapilmasi gerektigini diigiinmekteyiz. Yapilacak daha
ileri ¢aligmalarin sonuglariyla biiyiik ayak numarasina
sahip kisiler icin MLA destekli ayakkab: tasarlanmasi
da dugiintilebilir.
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Kronik Otitis Media ve Alerjik Rinit Arasindaki iliskinin

Degerlendirilmesi

Evaluation of the Relationship Between Chronic Otitis Media and Allergic Rhinitis
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ABSTRACT

Aim: This study was planned for the purpose of revealing whether
patients with allergic rhinitis (AR) carry a greater risk compared
with healthy individuals in terms of developing chronic suppurative
otitis media (CSOM,).

Material and Method: 676 volunteer patients (402 female, 274
male) who were referred to the otorhinolaryngology (ENT) outpa-
tient clinics of secondary care hospitals were randomly included
in the study. The score for allergic rhinitis (SFAR) points and oto-
microscopic examination findings of all the volunteers were re-
corded. The patients were grouped as AR (+) and AR (-) based on
whether they had allergic rhinitis, and as CSOM (+) and CSOM (-)
based on whether they had chronic suppurative otitis media. For
all statistical analysis, SPSS version 21.0 was used.

Results: While 18.6% of the AR (+) patients were KSOM (+),
28.7% of the AR (-) patients were KSOM (+). Chronic suppurative
otitis media was seen significantly more in the AR (-) group com-
pared with the AR (+) group (p<0.026).

Conclusion: Allergic rhinitis is not seen as a risk factor in the etiol-
ogy of chronic suppurative otitis media. Conversely, the factors
that play a role in the etiology of allergic rhinitis could be effective
against chronic suppurative otitis media.

Key words: allergic rhinitis; SFAR; chronic suppurative otitis media; etiology;
prevalence

OZET

Amac: Bu calisma alerjik riniti (AR) olan hastalarin, kronik stpi-
ratif otitis mediaya (KSOM) yakalanma agcisindan, saglikli bireylere
gére daha fazla risk tasiyip tasimadigini ortaya koymak amaciyla
planlanmustir.

Materyal ve Metot: Calismaya ikinci basamak bir hastanenin

Kulak Burun Bogaz (KBB) polikliniklerine basvuran ve géndillii olan
676 hasta (402 kadin, 274 erkek) randomize olarak dahil edildi. Tim
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géndillilerin, alerjik rinit icin skor (score for allergic rhinitis; SFAR)
puanlan ve otomikroskopik muayene bulgulan kaydedildi. Hastalar
alerjik rinit olup olmamasina gére AR (+) ve AR (-) olarak, kronik si-
plratif otitis media olup olmamasina gére KSOM (+) ve KSOM (-)
olarak gruplandinid. Istatistik analizlerin tiimii icin SPSS 21,0 versi-
yonu kullanild.

Bulgular: AR (+) hastalarin %18,6’s1 (n=22) KSOM (+) iken, AR (-)
hastalarin %28,7’si (n=160) KSOM (+) idi. Kronik stipdratif otitis
media, AR (-) grupta, AR (+) gruba gére anlamli bir sekilde daha
fazla gérildi (p<0,026).

Sonuc: Alerjik rinit, kronik stpdratif otitis media etyolojisinde bir
risk faktéri olarak gérilmemektedir. Tam tersine alerjik rinit etyo-
lojisinde rol oynayan faktérler, kronik stipdratif otitis mediaya karsi
koruyucu etki gésteriyor olabilir.

Anahtar kelimeler: alerjik rinit; SFAR; kronik stipiratif otitis media; etyoloji;
prevalans

Girig

Kronik otitis media (KOM) gelismemis ve gelismekte
olan toplumlarda 6nemli bir saglik problemi olmaya
devam etmektedir. Perforasyonlu KOM perfore bir
kulak zarindan en az 6 hafta siire ile siirekli veya ara ara
akint1 olmast olarak tanimlanmakeadir’. Perforasyonlu
KOM tedavisinde ise genellikle cerrahi miidahale uy-
gulanmaktadir. Hastalarin cerrahiye hazirlanma si-
regleri ve bu siirede aldiklari medikal tedaviler, cerrahi
uygulamalar ve post-operatif dénemdeki kontrol ge-
reksinimleri ekonomik olarak kayiplara yol agmakta-
dir. Ayrica cerrahinin ¢ogunlukla genel anestezi altinda
yapilmasi nedeniyle anesteziye bagli komplikasyonlar
da goriilebilmektedir. Bu nedenle KOM etyolojisinde
rol oynayan faktorlerin ortaya konmasi hastaligin 6n-
lenmesi a¢isindan olduk¢a 6nemlidir.



KOM patogenezinde genetik ve immiinolojik faktorle-
rin yani sira 6staki disfonksiyonu dahil olmak tizere pasif
sigara maruziyeti, anne siitii ile beslenme siiresi, egitim
durumu, sosyoekonimik diizey ve sik {ist solunum yolu
enfeksiyonu gecirmek gibi bir ¢ok ¢evresel faktor rol oy-
namaktadir®. Bununlabirlikte alerjik rinit (AR) ile KOM
arasindaki iliski hentiz netlik kazanmamigtir. Literatiire
bakildiginda bazi aragtirmacilarin ARnin KOM etyolo-
jisinde rol oynadig bildirilirken®=, bazi aragtirmalarda
etkisinin olmadig sonucuna varildig goriilmekeedir®”.
Bununla birlikte bazi yayinlarda AR ile KOM arasinda
ters orantili bir iliski oldugu bildirilmistir®’.

Bu ¢aligmada toplumda KOM sikligin1 arttiran faktor-
ler arasinda AR’in rolii olup olmadigini ortaya koymak
amagland..

Materyal ve Metot

Balikligol Devlet Hastanesi Kulak Burun Bogaz (KBB)
polikliniklerine 1 Mayis 2018-31 Temmuz 2018 tarih-
leri arasinda bagvuran ve goniillii olan 676 (402 kadin,
274 erkek) hasta ¢aligmaya dahil edildi. Tim hastalarin
ayrintili KBB muayenesinin yani sira anterior rinosko-
pik, nazal endoskopik ve otomikroskopik muayeneleri
yapildi. Ust solunum yolu enfeksiyonu, akut veya kro-
nik rinosiniizit, nazal polipozis, inverted papillom ve
sinonazofarengeal malignite vb. patolojileri bulunan

hastalar caligma dig1 birakildu.

Hastalara AR tanis1 6ykii ve fizik muayene bulgularinin
yani sira ‘Alerjik rinit i¢in skor (score for allergic rhini-
tis; SFAR)’ anketi ile konuldu. AR tanisinda SFAR'1n
cutt-off puani 27 olarak ayarlandiginda, testin sensi-
tivitesi %74 ve spesifitesi %83 oldugu bildirilmigtir'®.
Ayrica Cingi ve ark." tarafindan Tirkiye'de yapilan va-
lidasyon ¢aligmasinda SFAR anketinin «-Chronbach
givenirlik degerini 0,69 olarak bildirmis ve anketin
Tiirk toplumu i¢in uygun, etkili ve giivenilir bir yontem
oldugunu belirtmislerdir. Caliymamizda tiim hastalara
SFAR anketi uyguland: ve skorlamasi yapilarak kayde-
dildi. Hastalara alerjik rinit tanis1 oykdi, fizik muayene-
de anterior rinoskopi ve nazal endoskopik bulgularin
AR ile uyumlu olmasi (konka hipertrofisi, soluk renkte
mukoza ve serdz akint1) ve SFAR puan degerinin >7
olmast ile konuldu. Caligmada kullanilan SFAR anketi
ve skorlama yontemi Tablo 1'de gosterilmistir.

Kronik siipiiratif otitis media tanisi ise otoskopik ve
otomikroskopik muayenede kulak zarinda 6 haftadan
uzun siiren perforasyon bulunmasi ve orta kulakra pi-
ritlan akintinin aralikli veya stirekli olarak tabloya eglik
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etmesi ile kondu'. Hastane kayitlarinda en erken 6. haf-
ta siire ile kulak zarindaki perforasyonun devam ettigi
gortilen hastalar ¢aligmaya dahil edildi. 6 haftadan kisa
streli takibi bulunan ve travmatik nedenli kulak zar1
perforasyonu olan hastalar ¢aligma digt birakildi.

En az bir kulakta perforasyonlu KOM olan hasta-
lar KOM (+), her iki kulak zar1 saglam olan hastalar
KOM (-) ve alerjik riniti olan hastalar AR (+), alerjik
riniti olmayan hastalar ise AR (-) olarak gruplandirildi.
KOM gériilme sikligi AR (+) ve AR (-) gruplar arasin-
da istatistiksel olarak kargilagtirildi.

Bu ¢aligma icin Harran Universitesi etik kurulundan
05,04,2018 tarihli (caliyma numarasi: 18-04-32) etik
kurul onay1 alindi. Tiim goniillilerden bilgilendirilmig
onam formu alindi. Calisma Helsinki deklorasyonu
uyarinca ger¢eklestirildi.

[statistik analizlerin tiimii i¢in SPSS 21,0 versiyonu
(IBM, NY, US) kullanildi. Gruplarin cinsiyet dagilim-
lart ve kategorik verilerindeki farklilik Fisher’s exact
test ile, yaglar arasindaki farklilik ise Student-t test ile
degerlendirildi. Sonuglar yas icin mean + SD, cinsiyet
dagiliminda ve kategorik degiskenlerde ise %olarak ifa-
de edildi. p degerinin <0,05 olmast istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Caligma 676 hasta (%59,5 (n=402) kadin, %40,5
(n=274) erkek, ortalama yag: 29+12,3 yil, 16-56 yil
arast) tizerinde yapildi. KOM (+) gruptaki hasta say1-
s1 182 (%26,9) iken AR (+) gruptaki hasta sayis1 118
(%17,5) idi (Tablo 2).

AR (+) hastalarin %69,5’i (n=382) kadin cinsiyete sa-
hip iken, %30,5’i (n=36) erkek cinsiyete sahip idi.
Alerjik rinit, kadin cinsiyette istatistiksel olarak anlam-

l1 bir sekilde daha fazla goriildii (p=0,015) (Tablo 2).

AR (+) gruptaki hastalarin %18,6’s1 (n=22) KOM
(+) grubunda da yeralirken, AR (-) gruptaki hastala-
rin %28,7’si (n=160) KOM (+) grubunda yer almak-
ta idi. Perforasyonlu KOM AR (-) grupta istatistksel
olarak anlaml1 bir gekilde daha fazla goriildii (»<0,026)
(Tablo 2).

Tartisma

KOM dugsiik sosyo-ckonomik diizeyli toplumlarda
daha sik goriilmekeedir'>"®. Prevalansi tiim diinyada %1
ile %46 arasinda degismektedir'®. Ayrica KOM’un di-
stk sosyockonomik toplumlarda daha fazla gorildug,
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Tablo 1. Alerjik rinit igin skor (Score for allergic rhinitis; SFAR)

'Allerjik rinit kronik siipiiratif otitis media i¢in bir risk faktorii miidiir?' caliymasi hasta anket formu

1- Son 1 yilda grip ve soguk alginlig1 disinda yandaki Burun Tikaniklig Evet (...) Hayir (...)
sikayetlerden birisi oldu mu? Hapsuruk Evet (...) Hayir (...)

Burun akintist Evet (...) Hayir (...)

* Herbir semptom igin 1 puan. Toplam 3 puan Puan:

2- Son 1 yilda bu sikayetlere gézlerde kagnt1 eslik etti mi? Evet (...) Hayir (...)

* Cevap evet ise 2 puan Puan:

3- Son 1 yilda bu burun sikayetleri hangi aylarda gériildii? Aralk (...) | Mart(...) Haziran (...) | Eylil (...)
Ocak (...) |Nisan(...) |Temmuz(...)|Ekim/(...)
Subat (...) [Mayis(...) |Agustos(...) |Kasim (...)

* Perineal i¢in 1 puan, polen sezonu i¢in 1 puan

Puan:

4- Hangi faktérler burun problemlerinizi arttirir? Evtozlari | Polenler (...)| Hayvanlar(Kedivs.) (...)
()
* Polenler ve evtozu akarlari igin 1 puan, varsa hayvanlar i¢in ek 1 puan Puan:
5- Size gére Allerjiniz var mi? Evet (...) Hayir (...)
* Cevap evet ise 2 puan Puan:
6- Daha 6nceden allerji testi yapildi mi? (Deri testi, IgE?) Evet (...) Hayir (...)
7- 6. soruya cevabiniz evet ise; bu testler pozitif mi ¢ikt1? Evet (...) Hayir (...)
* Cevap evet ise 2 puan Puan:
8- Oncesinde bir doktor tarafindan allerji tanis1 aldimz m1? Evet (...) Hayir (...)
* Cevap evet ise 1 puan Puan:
9- Ailede allerjik hastaligi olan var mu? Anne(...) |Baba(...) Kardegsler (...)
* Cevap evet ise 2 puan Toplam Puan:
10- | Cinsiyetiniz? Kadin (...) Erkek (...)
11- | Yasmuz? Yil
Tablo 2. Galisma gruplarinin dzellikleri
AR (+) AR (-)
Toplam % (n) % (n) P
Hasta Sayisi 676 118 558
Yas (Y1) 29+12,3 30,8+13,9 29,3+11,9 0,228
Cinsiyet
Kadin 59,5 (402) 69,5 (82) 57,3 (320) 0,015*
Erkek 40,5 (274) 30,5 (36) 42,7 (238)
KOM (+) 26,9 (182) 18,6 (22) 28,7 (160) <0,026*
KOM () 73,1 (494) 81,4 (96) 71,3 (398)
* p<0,05 istatistiksel olarak anlaml, Fisher’s exact test.
AR, alerjik rinit.
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AR’nin ise gelismis toplumlarda daha sik gorildugu
bilinmektedir'>'**¢. Bu aragtirmalar, ¢aligmamizin da
sonucu olan AR’li hastalarda KOM’un daha az goriil-
dugi bilgisini desteklemektedir.

Yetersiz anne siitii alimi, pasif sigara maruziyeti, bibe-
ronla beslenme, kalabalik aile yagam: ve kotii hijyen
gibi bir ¢ok ¢evresel faktoriin KOM etyolojisinde rol
oynadig1 bilinmektedir'>. Ancak sunulan ¢aligmamiza
kaulan hastalar bu nedenler yonitinden sorgulanmadi.
Bu durum ¢alismamizin bir limitasyonudur.

Literatiirde ARKOM prevalansina etkisi ile ilgili ce-
ligkili sonuglar bildirildigi gorilmektedir. Nemati S ve
ark.3 62 konik stipiiratif otitis mediali hastayi, 61 saglik-
I1 hasta ile AR yoniinden kargilagtirmiglar ve AR’si olan
hastalarda kronik otitis medianin anlamli olarak fazla
gortlduguni bildirmiglerdir. Ayni sekilde yapilan diger
bir ¢aligmada 61 KOM'lu hasta ile 31 saglikli bireyden
olusan gruplar kargilagtirilmig ve sonug olarak AR’nin
KOM'lu hastalarda anlamli olarak daha fazla goriildi-
giinii bildirilmigtir®. Bu caligmalarda, AR'ye bagli nazal
mukoza konjesyonunun 6staki fonksiyonunu bozdugu
ve KOM gelisimine zemin hazirladig1 belirtilmistir.
Nitekim yapilan bir ¢aligmada ARli hasalarda 2 hafta
polene maruziyet sonrast 6staki disfonksiyonu orani-
nin iki kat artugr bildirilmigtir®. Ancak AR'nin KOM
etyolojisinde etkili bir fakt6r oldugunu savunan bu
yayinlara bakildiginda ¢aligma popiilasyonun oldukga
sinirlt oldugu goériilmekeedir. Bununla birlikte AR'nin
intermittan seyri nedeniyle KOM olugsumunda rol oy-
namadigini savunan ¢aligmalar da vardir®’. Nitekim,
252 hasta uzerinde yapilan bir ¢aligmada kronik sii-
puratif otitis mediali hastalarda alerjik rinit sikligini,
saglikli grupla ayni oldugu bildirilmistir®. Yine 88 kro-
nik stipiiratif otitis mediali ¢ocukla 76 kontrol grubu
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, atopinin kronik otit
etyolojisinde etkili bir fakt6r olmadig: bildirilmistir”.
Buna kargin sunulan ¢alismamizda alerjik rinit siklig
ile kronik siirtiratif otitis media siklig1 arasinda ters
iligkili oldugu goriildii. Nitekim literatiirde caligmami-
zin sonucu ile uyumlu olan yayinlarin daha genis hasta
popiilasyonunda yapildiklar1 gorilmektedir. Korean
National Health and Nutrition Examination Survey,
2008-2012 (KNHANES, 2008-2012) verilerinin
kullanildig1 bir ¢alismada kronik otitis media ile alerjik
rinit prevalansi arasinda ters iligki oldugu bildirmigtir®.
Ayni sekilde Park M. ve ark.” toplam 16 063 hasta tize-
rinde yaptiklari prevalans ¢aligmasinda, alerjik rinit ile
kronik stipiiratif otitis media arasinda negatif bir kore-
lasyon bulundugunu bildirmislerdir.
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KOM patogenezinde 6staki disfonksiyonu 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ancak AR in 6staki disfonksiyo-
nuna yol agip agmadigi heniiz netlik kazanmamgtir.
Ostaki tiipii ve nazofarenks arasindaki yakin anato-
mik iligkiden dolay1, genel olarak AR gibi bu bolgede
inflamasyona neden olan hastaliklarin 6staki disfonk-
siyonuna neden olabilecegi digtinilmektedir'’. Buna
kargin yapilan bir ¢ok calismada AR in yogun tedavisi
ile nazal semptomlarin geriledigi ancak otitis medianin
gerilemedigi bildirilmigtir'®. Yine AR in intermittan
seyri nedeniyle siirekli bir 6staki disfonksiyonuna ne-
den olmadig1 ve sonug olarak KOM etyolojisinde rol
oynamadigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir®”.

Ostaki disfonksiyonu diginda Strachan DP* tarafin-
dan ileri stirtiriilen ‘hijyen hipotezi’ nin ¢aligmamizin
sonucu olan AR ile KOM arasindaki negatif iliskiyi
aciklayabilecegini digiinmekteyiz. Bu hipoteze gore,
giinlitk hayatta artan hijyen orani ve azalmig enfek-
siyon maruziyeti ile bagisiklik sistemindeki Th1-Th2
dengesi, Th2 hiicreleri lehine bozulmaktadir. Bunun
sonucunda hiimoral immiinite aktive olmakta ve kan-
daki IgE ve eozinofil diizeyleri artmaktadir®. Sonug
olarak kiside alerjik hastaliklara yatkinlik olugmak-
tadir. Th1 hicreleri, Th2 hiicrelerinin dogal denge-
leyicisidir ve viicuda giren protozoa ve bakterilerce
inditklenmektedir®. Enfeksiyon maruziyetinin art-
g1 durumlarda viicuda giren patojenlerin etkisi ile
Th1 hiicre sayisi da artmaktadir. Th1 hiicre artigt Th2
hiicreleri tizerindeki inhibitor etkiyi artirmakta ve
kandaki IgE ve eozinofil diizeyleri azalmakta, dola-
yistyla kiside alerjik hastalik riski de azalmaktadir®'.
Matricardi PM ve ark.?? 240 atopik erigkin hastayi,
240 non-atopik kontrol grubu enfeksiyon maru-
ziyeti yoniinden kargilagurmiglar ve erken bebeklik
déneminde Toxoplasma gondii, Hepatitis A virus, ve
Helicobacter pylori gibi oro-fekal enfeksiy6z ajanlarla
kargilagan bireylerde alerji riskinin daha az oldugunu
belirtmiglerdir. Tum bu bilgiler, ¢aligmamizin so-
nucu olarak bulunan kronik stiptiratif otitis media
hastalarinda alerjik rinit sikliginin hijyen nedeniyle
daha az oldugu sonucunu dusiindirmektedir. Bu
yonden sunulan ¢aligmamiz hijyen hipotezi ile uyum
gostermekeedir.

Sonug olarak AR’li hastalarda KOM normal popi-
lasyona gore daha az siklikla saptanmigtir. Bu neden-
le ARin KOM igin ¢k risk olusturmadigini séylemek
daha uygundur. Daha genis popiilasyonda yapilacak
prospektif caligmalarin, bu konuya daha fazla katki
saglayacakur.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):178-182



182

Kaynaklar

1.

10.

Akyildiz, A. N. Kulak Hastaliklar1 ve Mikrocerrahisi. Ankara,
Bilimsel T1p Yayinevi, 1998, pp 86, 337, 373.

. Humaid AH, Ashraf AH, Masood KA, Nuha AH, Saleh AD,

Awadh AM. Prevalence and risk factors of Otitis Media with
cffusion in school children in Qassim Region of SaudiArabia.

Int ] HealthSci (Qassim) 2014;8(4):325-34.

. Nemati S, Shakib RJ, Shakiba M, Araghi N, Azimi SZ. Allergic

rhinitis in adults with chronic suppurative otitis media. Iranian

Journal of Otorhinolaryngology. Jul 2015;27(4):261-266.

. Gorgulu O, Ozelci M, Ozdemir S, Yasar M, Olgun MK,

Arikan OK. The role of allergy in the pathogenesis of chronic
suppurative otitis media. Journal of International Advanced

Otology 2012, Vol 8 Issue 2, p276-281 6p.

. Knight LC, Eccles R, Morris S. Seasonal allergic rhinitis and

its effects on eustachian tube function and middle ear pressure.

Clin Ortolaryngol Allied Sci 1992 Aug; 17(4):308-12.

. Bakhshaee M, Rajati M, Fereidouni M, Khadivi E, Varastch A.

Allergic rhinitis and chronic suppurative otitis media. Eur Arch
Otorhinolaryngol 2011 Jan; 268(1):87-91.

. Fliss DM, Shoham I, Leiberman A, Dagan R. Chronic

suppurative otitis media without cholesteatoma in children in
southern Israel: incidence and risk factors. Pediatr Infect Dis J

1991 Dec; 10(12):895-9.

. Heo KW, Kim M]J, Lee JH. Impact of nasal conditions on

chronic otitis media: a cross-sectional study in Koreans. Acta

Otolaryngol 2018 Feb; 138(2):116-121.

. Park M, LeeJS, Lee JH, Oh SH, Park MK. Prevalence and risk

factors of chronicotitis media: the korean national health and
nutrition examination survey 2010-2012. PLoS One 2015 May
15;10(5): e0125905.

Kim DH, Han K, Kim SW. Relationship Between Allergic
Rhinitis and Mental Health in the General Korean Adult
Population. Allergy Asthma Immunol Res 2016 Jan;
8(1):49-54.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):178-182

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Cingi C, Songu M, Ural A, Annesi-Maesano I, Erdogmus N, Bal
C, et al. The Score For Allergic Rhinitis study in Turkey. Am J
Rhinol Allergy 2011;25:333-7.

Shaheen MM, Nahar S. Comparison of chronic suppurative
otitis media in rural and urban primary school children in
Bangladesh. J Laryngol Otol 2014 Jun; 128(6):499-503.
World Health Organization. Chronic suppurative otitis media;
burden ofillness and management options. Geneva, Switzerland.
World Health Organization 2004;2-83.

GulerY, OzdamarK, Erdim 1, Sen A, Guler R. Does breastfeeding
protect from allergic rhinitis 2. Praxis of Otorhinolaryngology
2018;6(1):17-21.

Steele RW, Suskind-Liu OL. Contemporary Diagnosis and
Management of Otitis Media. Newton: Handbooks in Health
Care Co.;2000.

De Marco R, Cappa V, Accordini S, Rava M, Antonicelli L,
Bortolami O, et al. Trends in the prevalence of asthma and
allergic rhinitis in Italy between 1991 and 2010. European
Respiratory Journal 2012;39:883-892.

Lack G, Caulfield H, Penagos M. The link between otitis
media with effusion and allergy: a potential role for intranasal
corticosteroids. Pediatr Allergy Immunol 2011;22(3):258-66.
Simpson SA, Lewis R, van der Voort J, Butler CC. Oral or
topical nasal steroids for hearing loss associated with otitis
media with effusion in children. Cochrane Database Syst Rev
2011 May 11;(5): CD001935.

Strachan DP. Hay fever, hygiene, and houschold size. BM]J
1989;299:1259-1260.

Robinson DS. Th2 cytokines in allergic disease. Br Med Bull
2000;56:956-6.

Stitling RG, Chung FK. New immunologic approaches
and cytokine targets in asthma and allergy. Eur Respir J
2000;16:1158-74.

Matricardi PM, Rosmini F, Rapicetta M, Gasbarrini G,
Stroffolini T. Atopy, hygiene, and anthroposophic lifestyle. San
Marino Study Group. Lancet 1999;354:43.



ARASTIRMA MAKALESI / RESEARCH ARTICLE

Meme Hastaliklari Miyoma Uteri Birlikteligi

Breast Diseases and Myoma Uteri Co-Occurness

Funda Ding Elibol', Sezen Bozkurt Késeoglu?
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the association between fibrocystic changes of
the breast and myoma uteri of which have hormonal factors in their
etiology.

Material and Method: Between January 2017 to March 2017 a
total of 665 consecutive women were retrospectively evaluated.
One hundred and four patients having myoma uteri and 84 pa-
tients not having myoma uteri proved with imaging techniques,
were included in the study. Mammographic breast density, and
also whether there were mass, microcalcification, axillary lymph-
adenopathy or not, and mammographic BI-RADS results were
enrolled. Besides, breast type, solid lesions, cysts, multiple cysts,
ductal ectasia in ultrasonography and sonographic BI-RADS re-
sults were recorded. If it is available, the biopsy results were
noted.

Results: Mean age of myoma uteri group was 48.6+6.1 and con-
trol group was 50.0+8.7 and there was consistency in respect to
ages. There was no significant difference in breast density, mass,
microcalcification, ductal ectasia, and malignant lesions between
the study and control group. Statistically, a significant difference
was found in breast cysts between study (% 72.5) and control (%
51.9) group (p=0.008).

Conclusion: Fibrocystic changes are more common in myoma
uteri. It might be helpful in clinical practice to keep in mind this
result in management of myoma uteri patients.

Key words: fibrocystic changes; breast cycts; myoma uteri

OZET

Amag: Etiyolojisinde hormonal faktérlerin suglandigi memenin fib-
rokistik degisiklikleri ve miyoma uteri birlikteliginin degerlendiriime-
si amaclanmuistir.

Materyal ve Metot: Ocak 2017-Mart 2017 tarihleri arasinda top-
lam 655 ardisik kadin hasta geriye dénlik tarandi. Gériintileme bul-
gulari ile miyoma uterisi olan 104 ve olmayan 84 hasta calismaya
dahil edildi. Mamografide meme dansitesi ve ayrica kitle, mikrokal-
sifikasyon, aksiller lenfadenopati bulunup bulunmamasi, mamografi
raporunun BI-RADS sonucu kaydedildi. Ayrica hastaya ait meme
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Hastanesi, Mugla, Tiirkiye, Tel. 0505 259 66 06 Email. dysezenkoseoglu@gmail.com
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ultrasonografisinde meme tipi, ultrasonografide solid lezyon, kist,
multipl kist, duktal ektazi bulunup bulunmadigi ve BI-RADS sonucu
degerlendirildi. Eger mevcut ise biyopsi sonuclar da kaydedildi.

Bulgular: Miyoma uteri grubunda yas ortalamasi 48,6+6, 1, kontrol
grubunda 50,0+8,7 olup gruplar yas bakimindan uyumlu bulun-
mustur. Calisma ve kontrol grubunda meme dansiteleri, solid kitle,
mikrokalsifikasyon, duktal ektazi vemalign lezyon sikligi, agisindan
fark bulunmazken, kistler myoma uteri grubunda (%72,5) istatisitik-
sel olarak kontrol grubuna gére (%51,9) daha sik olarak bulunmus-
tur (p=0,008).

Sonuc: Miyoma uteride fibrokistik degisiklikler daha sik gériilmek-
tedir. Bu sonucun klinik pratikte miyoma uterili hastalarin yéneti-
minde dikkate alinmasi faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: fibrokistik degisiklikler; meme kistleri; miyoma uteri

Giris

Fibrokistik degisiklikler (FD) memenin en sik goriilen
benign hastaligidir’*. Etiyolojisi tam olarak bilinme-
mekle birlikte progesterona karst 6strojen hakimiyeti-
nin bu hastaligin gelisiminde temel nokta oldugu di-
suniilmektedir’?. FD, mikro ve makro kistleri adenozis,
atipili veya atipisiz epitelyal hiperplazi, apokrin metap-
lazi, radyal skar ve papillom gibi solid lezyonlar1 iceren
bir durumdur®. Memenin fibrokistik degisiliklerinde;
ge¢ yasta menapoz, ostrojen replasman tedavisi, nul-
liparite, yliksek sosyal sinif, diisiik viicut kitle indeksi
(VKI) artmig risk faktorleri olarak bildirilmektedir®.
Ayrica steroid hormonlarinin ve oral kontraseptiflerin
benign meme hastaliklar: ile olan iliskisi ile ilgili bir-
biriyle ¢eligen ¢aligmalar mevcuttur®. Uzun siireli hor-
mon replasman tedavisinde (HRT) ise benign meme
lezyonlarinin arttig1 ve meme kanseri gelisme riskinin
arttigt bilinmektedir®*. HRT nin mamografide meme
dansitesini arttirdigi ve daha dens memelerde meme

kanseri gelisme riskini daha fazla artirdig: da literatiir-
de bildirilmistir®.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):183-189
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Myometriumun diiz kas kaynakli monoklonal tiimor-
leri olan ‘uterin fibroidler’ (leiomiyoma, miyom, mi-
yoma uteri) reprodiiktif ¢cagdaki kadinlarda %70’lere
varan oranlarda goriilmektedir®. Miyoma uteri bulu-
nan kadinlarin yaklagik olarak 1/3’t semptomatiktir”.
Miyoma uterinin kesin nedeni tam olarak bilinmemek-
le birlikte hormonal, genetik ve biiytime faktorleri gibi
predispozan fakedrler suglanmaktadir’’. Hem dstrojen
hem de progesteron myom gelisimine katkida bulun-
maktadir. Fakat kan 6strojen ve progesteron seviyele-
rinin leiomiyomu olan ve olmayan kadinlarda benzer
oldugu gosterilmistir’~. Ayrica ostrojen ve progeste-
ronun reseptorleri; yasam boyu ostrojen maruziyetini
artiran obezite, erken menarg gibi durumlar leiomiyo-
ma insidansini arurirken, dstrojen seviyelerini azaltan
egzersiz ve multiparite insidansini azaltmaktadir’. Diiz
kas hiicrelerinden ve fibroblastlardan salinan bitytime
fakeorleri proliferasyonu kontrol ederek myomun bii-
ylimesini uyarir’.

Myomauterinin gériintiilenmesinde en pratik yontem
transvaginal ultrasonografi (USG) olup, bityiik lezyon-
larin varliginda pelvik ultrasonografi de kullanlabilir.
Manyetik rezonans gériintilleme (MRG) ise myom-
larin yerlesimi ile ilgili detayl: bilgi saglayarak, cerraha
ameliyat oncesi olduk¢a yardimer olur’.

Memenin fibrokistik degisiklikleri ve malign hastalik-
larinda ve ayrica uterin leimiyomlarda 6strojen ve pro-
gesteron gibi hormonal nedenler su¢glanmakradir®>”'°.
Hormonal etkilerin 6nemli oldugu bu iki organin pa-
tolojilerinin arasinda baglanti olup olmadig: ile ilgili
bilgimiz dahilinde literatiirde ¢aligma bulunmamak-
tadir. Bu nedenle bu ¢alismada myomu bulunan ve
bulunmayan kadinlarda meme tipleri, memenin fib-
rokistik hastaliklari, solid lezyonlari, sonu¢ BI-RADS
kategorileri arasinda fark olup olmadigini degerlendir-
meyi amagladik.

Materyal ve Metot
Bu kesitsel ¢aligma Ocak 2017-Mart 2017 tarihleri

arasinda Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim ve
Aragurma Hastanesinde yapildi. Bu tarih araliginda
radyoloji boliimiinde mamografi ve/veya meme ultra-
sonografisi yapilan toplam 655 hasta geriye doniik ola-
rak taranarak abdomen, pelvik ultrasonografi ve/veya
abdomen, pelvik magnetik rezonans goriintillemede
uterin leiomiyomu olup olmamasina gére 2 gruba ay-
rildi. Miyoma uterisi olan 104 hasta ¢aligma grubunu
olugtururken, olmayan 84 hasta ile kontrol grubu olus-
turuldu. Myoma uterisi olan 104 hastanin 24’iniin
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meme ultrasonografisi, 7’sinin ise mamografisi yoktu.
Kontrol grubundaki hastalarin ise 7’sinin meme ultra-
sonografisi, 4iiniin ise mamografisi yoktu (Sekil 1).

Tum hastalarin geriye doniik olarak mamografisi ve
meme ultrasonografisi incelendi. Mamografide meme
dansitesi, kitle, mikrokalsifikasyon, aksiler lenfadeno-
pati ve BI-RADS skoru bilgileri, meme ultrasonogra-
fisinde ise meme tipi, solid lezyon, kist, multipl kist,
duktal ektazi ve BI-RADS skoru bilgileri kaydedildi.
Eger hastalarin hastanemizde meme biyopsisi var ise
biopsisi sonucu da degerlendirmeye alindi. Mamografi
ve meme USG raporlart Amerikan Radyoloji dernegi
2013 standartlarina gore degerlendirilmis ve sonug-
landirilmistir (ACR-BI-RADS: Meme Gériintiileme-

Raporlama ve Veri Sistemi).

Mugla Sitki Kogman Universitesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul onay1 alind1 (II/02). Verilerin analizi SPSS
for Windows 21,0 paket program ile yapildi. Siirekli
degiskenlerin normal dagilima uyup uymadigini be-
lirlemek i¢in Shapiro Wilk testi kullanldi. Stirekli
degisken ortalama + standart deviasyon ile, nominal
degiskenler ise hasta sayist yiizde (%) olarak gosteril-
di. Gruplar arasi ortama bakimindan farkin 6nemliligi
Student’s t testi ile, nominal degiskenler i¢in ki-kare
testi ile degerlendirildi. p<0,05 istatistiksel olarak an-

lamli kabul edildi.

Bulgular

Miyoma uterisi olan grupta yas ortalmasi48,6+6,1
iken, kontrol grubunda 50,0+8,7idi. Gruplar yag baki-
mindan uyumlu idi (p=0,194).

Meme tipleri meme ultrasonografisinde ACR-BI-
RADS kategorilerine tip a, b, c olarak degerlendirilmig
olup bazi raporlarda ise meme tipi degerlendirilirken
sadece yag ile uyumlu olarak belirtilmisti. Gruplarin
meme ultrasonografisindeki meme paternleri Tablo
I'deki gibiydi. Her iki grupta da en sik raporlanan
meme paterni ¢ idi. Meme ultrasonografisinde ¢alis-
ma grubunda en sik saptanan sonu¢ BI-RADS skoru
BI-RADS 2 iken, kontrol grubunda ise BI-RADS 1 idi
(Tablo 2).

Calisma grubundaki hastalarin 17’sinde, kontrol gru-
bundaki hastalarin ise 24’tinde meme ultrasonogra-
fisinde solid lezyon mevcuttu. Miyomlu hastalarin
9’unda, miyomu olmayan hastalarin ise 7’sinde solid
lezyonlar bilateral idi (Tablo 3). Solid lezyon siklig:
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak an-

lamli fark bulunmadi (p>0,05). Calisma grubunda
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655 Hasta
(MMG ve/veya USG’s1 olan)

188 Hasta

(Abdomen/pelvik USG ve/veya
abomen/pelvik MRG’s1 olan)

1

. )
104 hasta 84 hasta
Myoma Uteri + Myoma uteri —
L 1
) ) )
73 hasta 24 hasta 7 hasta 73 hasta 7 hasta LR
MMG+ ve USG+ MMGH+, USG- MMG-, USG+ MMG+ ve USG+ MMG+ ve USG- N%é%:‘*

MMG: Mamografi, USG: Ultrasonografi, MRG: Manyetik Rezonans Gértintiileme

Sekil 1. Hasta secimi, toplam ¢alisma grubu dagilimi semasi.

Tablo 1. Meme ultrasonografisinde meme paternleri

Meme paterni

Calisma grubu (n=80)

Kontrol grubu (n=77)

a 8 (%10) 11 (%14,1)
b 25 (%31,25) 20 (%25,9)
c 31 (%38,75) 34 (44,15)
Yas ile uyumlu 16 (%20) 12 (%15,5)

Tablo 2. Meme ultrasonografisinde BI-RADS skorlari

BIRADS skoru Calisma grubu (n=80) Kontrol grubu (n=77)
BI-RADS 0 1 (%1,25) 0 (%0)
BI-RADS 1 18 (%22,5) 29 (%37,6)
BI-RADS 2 43 (%53,75) 27 (%35,0)
BI-RADS 3 15 (%18,75) 3(%16,6)
BI-RADS 4a 2 (%2,5) 5 (%6,4)
BI-RADS 4b 0 (%0) 1(%1,2)
BI-RADS 5 1 (%1,25) 2 (%2,2)
Tablo 3. Meme ultrasonografisinde solid lezyon varligi
Galisma grubu (n=80) Kontrol grubu (n=77) p degeri
Solid lezyon yok 63 (%78,7) 53 (%68,8) 0,143
Solid lezyon var 17 (%21,3) 24 (%31,2)
bilateral: 9 bilateral: 7
sol: 3 sol: 6
sagd: 5 sag: 11

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):183-189



186

solid lezyon raporlanan 17 hastanin, 14t BI-RADS
3, 2’i BI-RADS 4a, 't BI-RADS 5, olarak raporlan-
mistt. Kontol grubunda USG'de solid lezyon tanimla-
nan 24 hastanin 3’ii BI-RADS 2, 13’1 BILRADS 3, 5’i
BI-RADS 4a, 1'i BIFRADS 4b, 2’si BI-RADS 5 olarak
sonug raporu yazilmigti. Malignite riskleri nedeniyle
BI-RADS 4 ve 5 olgulara histopatolojik 6rnekleme
yapimigti (Sekil 2). Benign (BI-RADS 2), yiiksek ola-
silikla benign olarak raporlanan (BI-RADS 3) veya
biyopsi ile benign tani alan olgularin sayis1 ¢aligma gru-

bunda 16, kontrol grubunda 20’ydi (Sekil 2).

Meme ultrasonografisinde kistlerinin mevcut olup ol-
madig1 ve yonii raporlar dogrultusuna kaydedildi. Eger
kistler birden fazla ise multipl olarak degerlendirildi
ve kaydedildi. Gruplarda meme ultrasonografisinde-
ki kist, multipl kist ve duktal ektazi dagilimlar1 Tablo
4deki gibi izlenmektedir. Miyoma uterisi olan hastalar-
da memede kist ve multipl kist daha sik olarak tespit
edildi ve siklik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,008,
p=0,014, sirastyla). Caligma ve kontrol grubunda kist
saptanan olgularin sirasiyla %91,4inde ve %90’1nda
kistlerin multipl oldugu saptandi. Caligma grubunda
kist olan hastalarin 49’unda, kontrol grubundaki has-
talarin ise 35’inde kistler bilateraldi.

Meme tipleri mamografide ACR-BI-RADS tip a, b,
c olarak degerlendirilmigtir. Mamografide uterin le-
imyomu olan ve olmayan hastalarda en sik goriilen
meme tipi ‘¢’ , en seyrek goriilen meme tipi ise ‘d’ idi
(Tablo 5). Calisma grubundaki hastalarin %12,3’tinde,
kontrol grubundaki hastalarin %25’inde mamografi-
de kitle izlendi. Kontrol grubunda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha sik olarak memede kitle izlendi
(p=0,030). Her iki grupta kitle en sik sag memede iz-
lendi (Tablo 6). Mamografide kitle tanimlanan ¢aligma
grubunda 12 olgudan I’inde invaziv meme kanseri his-
topatolojik olarak gosterilmisken, kontrol grubunda
ise 20 olgudan 4’11 invaziv meme kanseri tanist almigtir.
Kontrol grubunda ayrica biyopsi yapilan olgulardan

3’ de patolojik olarak fibroadenom tanisi almigtir

(Sekil 3).

Calisma grubunda mamografide kitle saptanan olgula-
rin %8,3’t, kontrol grubunda ise %20’sinde malignite
saptanmigtir. Miyoma uterisi olan hastalarin 7’sinde,
olmayan hastalarin 5’inde memede mikrokalsifikasyon
izlendi (Tablo 7). Mikrokalsifiasyon siklig1 agisindan
gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmedi (p=0,799).
Calisma grubundaki hastalarin hi¢birinde aksillerlen-
fadenopati izlenmedi. Kontrol grubunda ise sadece 2
hastada aksiler lenfadenopati mevcuttu. Mamografide
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sonu¢ BI-RADS skorlart agisindan gruplarin dagilimi
ise Tablo 8'deki idi. Her iki grupta da en sik sonug BI-
RADS 1 olarak raporlanmigtu.

Caligma grubunda toplam 7, kontrol grubundan ise 10
hastaya meme biopsisi yapilmis idi. Caligma grubunda
1 invaziv meme kanseri, kontrol grubunda 4 invaziv
meme kanseri olgusu vardu.

Tartisma

Meme ve uterus hormon duyarli organlardir. Bu ¢a-
lisma ile uterin leiomiyomu olan olgularda memede
kistlerin ve multiple kistlerin sikligini artmig olarak
bulduk. Literatiirde HRT ile meme dansitesinde artig
ve meme dansitesinde artig ile meme kanseri riskinde
arttg bildirilmigtir'. Ayrica folikiiler 6strojen deger-
leri ile premenapozal kadinlarda mamografik meme
dansitesi arasinda iligki oldugu gosterilmistir''%
Fakat bizim ¢aliyjmamizda myom grubu ile kontrol
grubunda meme dansiteleri arasinda anlamli bir fark
saptamadik.

Bir diger endokrin organ olan tiroid hastaliklar1 ile
memenin benign kistik hastaliklar: birlikeeligi ve hatta
memenin malign hastaliklar ile birlikeeligiyle™ ilgili
yapilmig ¢aligmalar mevcut iken calismamiz miyoma
uteri ile memenin kistik hastalik birlikteliginin deger-
lendirildigi ilk ¢aligmadir'>". Bu ¢aligma ile memenin
kistik hastaliklarinin normal popiilasyondan istatistik-
sel olarak anlamli bir gekilde fazla oldugunu saptadik.
Bu miyoma uterisi olan hastalarin yénetiminde 6nem
arz edebilecek bir durum olup, kadin dogum kontro-
linde saptandigi durumlarda da memenin kistik has-
taliklar1 agisindan degerlendirme yapilabilir ve hastalar

bu konuda bilgilendirilebilir.

Progesteron-6strojen imbalansi ile giden polikistik
over sendromunda hiperandrojeneminin FD gelisi-
minden koruyucu bir faktdr oldugu gosterilmigtir™.
Ostrojen predominansisi ve progesteron yetersizligine
bagli gelistigi diistintilen, bag dokuda hiperproliferas-
yon ile seyreden fibrokistik degisiklikler 40’1 yaglarin
basinda progrese olurken postmenapozal donemde
ise azalir’®. FD olan olgularda meme kanseri riskinin
2-4 kat artug ve gelisen epitelyal hiperplazi ile iliski
olabilecegi diiginiilmektedir’>'¢. Bizim ¢aligmamizda
ise miyom grubunda FD daha sik goriiliirken, meme
kanseri ise kontrol grubunda daha sik olarak goriilmis-
tiir. Bu durum kontrol grubunda bulunansemptomatik
olan ya da referans merkezi olarak hastanemize gonde-
rilen hastalar nedeniyle olabilir.
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Sekil 2. Solid lezyon rapor edilen ¢alisma ve kontrol grubunun BI-RADS sonuglarina gdre dagilimi.
Tablo 4. Meme ultrasonografisinde kist, multiple kist ve duktal ektazi dagilimiari
Galisma grubu (n=80) Kontrol grubu (n=77) p degeri
Kist var 58 (%72,5) 40 (%51,9) 0,008
yok 22 (%27,5) 37 (%48,1)
Multipl kist var 53 (%66,25) 36 (%46,75) 0,014
yok 27 (%33,75) 41 (%53,25)
Duktal ektazi var 4 (%3,75) 1(%1,2) 0,187
yok 76 (%96,25) 76 (%98,8)

Tablo 5. Mamografide meme tipleri

Meme tipi Calisma grubu (n=97) Kontrol grubu (n=80)
a 13 (%13,5) 19 (%23,75)
b 29 (%29,8) 16 (%20)
c 47 (%48,5) 40 (%50)
d 8 (%8,2) 5 (%6,25)
Tablo 6. Mamografide kitle varligi
Galisma grubu (n=97) Kontrol grubu (n=80) p degeri
Kitle yok 85 (%87,7) 60 (%75) 0,030
Kitle var 12 (%12,3) 20 (%25)
bilateral: 4 bilateral: 3
sol: 3 sol: 7
sag: 5 sag: 10
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Sekil 3. Mamografide kitle tanimlanan olgularin BI-RADS sonuglari ve patolojik sonuglarinin dagilimi.
Tablo 7. Mamografide mikrokalsifikasyon varligi
Galisma grubu (n=97) Kontrol grubu (n=80) p degeri
Mikrokalsifikasyon yok 90 (%92,7) 75 (%93,75) 0,799
Milkrokalsifikasyon var 7 (%7,3) 5 (%6,25)
Tablo 8. Mamografide BIRADS skorlari dagilimi
Calisma grubu (n=97) Kontrol grubu (n=80)
BI-RADS 0 3 (%3,1) 9(%11,2)
BI-RADS 1 9 (%71,1) 46 (%57,4)
BI-RADS 2 2 (%12,3) 13 (%16,2)
BI-RADS 3 11 (%11,3) 8 (%10)
BI-RADS 4 1(%1,1) 1 (%0,8)
BI-RADS 4b 0 (%0) 1 (%0,8)
BI-RADS 4 ¢ 0 (%0) 1 (%0,8)
BI-RADS 5 1(%1,1) 1 (%0,8)

Memenin solid lezyonlar: histopatolojileri bakimin-
da papillom, fibroadenom gibi benign tiimorlerden,
malignfilloides, invaziv meme kanserleri gibi olduk¢a
heterojen bir gruptur'. Bizim ¢aligma grubumuzda
malign tani alan ve solid lezyonu bulunan hasta say1-
st az oldugundan bu yonde degerlendirme yapilamad.
Bu ¢ok genis yelpazedeki solid lezyonlarin gelisiminde
cok farkli patogenezler mevcut olup myoma uteri olan
ve olmayan gruplarda bu malign veya benign olabile-

cek solid lezyonlarin goriilme sikliklari ve farklilik olup
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olmadiginin degerlendirilmesi i¢in ¢ok genis serili ¢a-
lismalara ihtiyac vardir.

En stk memede goriilmekle birlikte fibroadenomlar
meme dig1 lokalizasyonlarda da goriilebilir. Jinekolojik
kokenli olarak vulvada fibroadenomu bulunan ve
memede fibroadenomu ve myoma uterisi olan vaka
bildirilmigtir. Fibroadenomlardaki hormonal resptor
dizeylerinin belirlenmesinin 6nemli oldugu belirti-
len bu yazida fibroadenom tedavisinde tamoksifen



kullanilmigtir'®. Fibroadenomlar siklikla sonografik
ve mamografik olarak BI-RADS 3 lezyonlar olarak
tanimlandiklari i¢in siklikla biyopsi yapilmadan takip
edilirler. Bizim ¢aligmamizda da BI-RADS 3 lezyon-
lara biyopsi yapilmamig olup miyoma uteri grubu ve
kontrol grubunda fibroadenomlar agisindan fark olup
olmadig degerlendirilememistir. Memede sik kargila-
silan fibroadenomlarin fibroidlerle olan birlikteliginin
degerlendirilmesi agisindan genis serili ¢aligmalara ih-
tiyag vardir.

Mamografide kitle raporlanmasi y6niinden kontrol
grubunda (%25), calisma grubuna (%12,3) gére istatis-
tiksel olarak anlamli daha fazla kitle saptanmistir. Bu
kontrol grubunun tarama populasyonu yani sira ele ge-
len kitle gibi nedenlerle mamografi yapilan hastalardan
olugmasi nedeniyle olabilir. Ayrica mamografide kitle
saptanan olgularin ¢alisma ve kontrol grubu olarak
sirastyla %8,3’t ve %20’sinde malignite saptanmugtur.
Calisma grubunda mamografik kitlesi olanlarda daha
az malignite izlenmesi, bu grupta daha fazla fibroksi-
tik degisiklik izlenmesi ve buna bagli kistler ve benign
solid lezyonlarin da malignler gibi mamografide kitle
seklinde goriilmesine bagli olabilir.

Sonug olarak, miyoma uteride fibrokistik degisiklik-
lerin daha sik gérillmesi, klinik pratikte leiomiyomlu
hastalarin takibi ve yonetiminde 6nem arz edebilir.
Miyoma uteri tespit edilen olgularda meme kistle-
rine yonelik degerlendirme gerekebilecegini akilda
tutmak gerekir. Fibrokistik degisiklikler ve miyoma
uteri arasinda iligkinin daha iyi anlagilabilmesi daha
genis populasyonlu ve prospektif ¢aligmalara ihtiyag
vardur.
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Mesane Kanseri Nedeniyle Transtiretral Rezeksiyon
Yapilan 177 Olgunun Retrospektif Analizi

Retrospective Analysis of 177 Cases Treated with Transurethral Resection

Erkan Hirik', Mecdi Giirhan Balci?
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ABSTRACT

Aim: Bladder cancers are the ninth most common malignancies in
the world. These are the most common malignancies of the urinary
tract. The most common histological type of this cancer is urothe-
lial cell carcinoma. It has very high rates of recurrence and inva-
sion. The aim of this study is to evaluate the results of bladder TUR
and re-TUR cases in terms of invasion and histological grade, to
share the results with the literature, to determine the prognosis of
patients and to contribute to the clinical follow-up and treatment.

Material and Method: Pathology archive of Erzincan Binali
Yildinm University was used in this study. Cases with urothelial
carcinoma of the bladder were included in the study. A total of
177 cases who underwent bladder TUR between 2013-2018 were
examined. Sections from the paraffin blocks of these cases were
evaluated with Hematoxylin-Eosin staining. Re-TUR results were
compared with the first TUR diagnosis.

Results: 153 of the patients were male and 24 were female. In 103
cases, the tumor was high-grade and 74 patients had low-grade tu-
mor. Sixty-six cases had non-invasive urothelial carcinoma. Lamina
propria invasion was detected in 102 cases and muscularis propria
invasion in 9 cases. 46 (26%) cases had a recurrence. Recurrence
rates were significantly higher in the cases with high-grade tumor
and in the invasive cases. 3 (27.2%) of the recurrent 11 low-grade
cases had a high-grade tumor in the recurrence material. The inva-
sion was detected in 2 (18.2%) of 11 noninvasive cases.

Conclusion: Bladder TUR and re-TUR results were shared with
the literature. It was emphasized that if there is invasion and his-
tological grade changes in the recurrence and the first TUR diag-
nosis, treatment and follow-up of patients should be re-planned.

Key words: bladder; transurethral resection; urothelial carcinoma; recurrence

OZET

Amagc: Diinyada en sik gériilen kanserler arasinda dokuzuncu sira-
da yer alan mesane kanserleri, (riner sistemin en sik gérilen ma-
ligniteleridir. 60 yasin (zerinde ve erkeklerde daha sik gériliirler.
En sik gérilen belirtisi hematdiridir. En sik gérilen histopatolojik
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tipi drotelyal hiicreli karsinomlardir. Oldukca yliksek reklirrens ve
invazyon oranlarina sahiptirler. Mesane kanseri nedeniyle transu-
retral rezeksiyon (TURM) yapilan hastalar ilk iki yil boyunca en az
li¢c-dért ayda bir, sonraki ti¢ yil boyunca her alti ayda bir, daha son-
ra yilda bir defa klinik/sistoskopik olarak takip edilirler. Calismanin
amaci, mesane timoéri tanisiyla TURM uygulanan vakalarn ve bu
vakalarin niiks materyallerindeki re-TUR sonuglarini invazyon ve
histolojik grade acisindan karsilastirmali olarak degerlendirmek,
sonuglan literatirle paylasmak, hastalarin prognozunun belirlen-
mesine, klinik takibi ve tedavisine katki saglamaktir.

Materyal ve Metot: Calismada Uiniversitesimizin patoloji arsivi kul-
lanildl. Mesane dirotelyal karsinom tanisi alan vakalar calismaya dahil
edildi. 2013-2018 tarihleri arasinda mesane timéri tanisiyla TURM
yapilan 177 olgu incelendi. Bu olgularin parafin bloklarindan alinan
kesitler Hematoksilen-Eozin boyamayla dederlendirildi. ik doku tes-
hisi ile re-TUR sonuglar karsilastinid.

Bulgular: Hastalarin 153’ erkek, 24°( kadindl. Histopatolojik ola-
rak 103 olguda ytiksek dereceli, 74 olguda dlisik dereceli lrotelyal
karsinom mevcuttu. 66 vakada noninvaziv lrotelyal karsinom mev-
cuttu. 102 vakada lamina propria invazyonu, 9 vakada muscularis
propria invazyonu saptandl. 46 (%26) vakada nuiks oldugu saptan-
di. Tumor histolojik grade’i yiksek olan vakalarda ve invaziv vaka-
larda nliks oranlan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksekti.
Niks eden 11 disik grade’li vakanin 3 (%27,2) tanesinde rekdir-
rens materyallerinde ylksek grade’li timér saptandi. Niiks eden 11
noninvaziv vakanin 2 (%18,2)’sinde invazyon saptandl.

Sonuc: Mesane TURM ve re-TUR sonuclan literattirle paylasild.
ilk doku teshisi ile niiks materyalinde invazyon varligi ve histolojik
grade degisiklikleri mevcutsa, hastalarin tedavi ve takibinin yeniden
planlanmasi gerektigi vurguland.

Anahtar kelimeler: mesane; transtiretral rezeksiyon; tirotelyal karsinom; rekiirrens

Giris

Bauda en sik goriilen kanserler arasinda besinci, din-
yada dokuzuncu sirada yer alan mesane kanserleri,
tiriner sistemin en yaygin malignitelerdir. Insidans:

yilda 400,000°den fazladir'?. Erkeklerde goriilme ora-

n1 kadinlara gore daha yiiksektir. Tutiin kullanimi en



onemli predispozan faktordiir. En sik goriilen belirtisi
hematiiridir. Yagh kisilerde daha yaygindir, ancak her
yasta ortaya cikabilirler’. Mesane kanseri insidans yil-
da 400 000°den fazladir ve bu hastaliktan yilda yakla-
stk 165 000 kisi 6lmektedir®. Transtiretral rezeksiyon
(TUR) mesane tiimorlerinde tani, evreleme ve tedavi
icin kullanilan temel cerrahi yontemdir®.

Mesane kanserlerinin yaklagik %90’1 tirotelyal hiicreli
karsinomlardir. Baglangicta %70-80 oraninda mu-
$langle
koza veya submukozada sinirlidirlar®”. Mesane kan-
serlerinde invazyonun varligi en 6nemli prognostik
parametredir. Tumériin agresif yapisina bagli olarak
yiiksek rekiirrens ve invazyon oranlarina sahiptirler®’.
Kanser hiicreleri mesane detrusor kasi invaze etti-
ginde kas invaziv mesane kanseri teshisi konulur'.
Baglangicta noninvazif teshisi konan mesane kanser-
$langle $
lerinin %20 kadari yaklagik 5 yil icinde invaziv kanse-
re déntigmekeedir'’.

Mesane kanserlerinde klinik seyri 6ngorebilme agi-
sindan farkli molekiiler ve immiinohistokimyasal ca-
lismalar bulunsa da rekiirrens ve progresyonu tahmin
etmede en stk European Organization for Research
and Treatment of Cancer (EORTC) nin skorlama ve
risk tablosu kullanilmaktadir. Hastalarin takip ve te-
davisini belirlerken klinisyenler timor capi, grade’i
ve evresi gibi prognostik parametreleri goz 6niinde
bulundurmaktadirlar'®

Caligmanin amaci, mesane TUR vakalar1 ve bu vaka-
larin re-TUR sonuglarini invazyon ve histolojik grade
acisindan kargilagtirmak, sonuglari literatiirle paylag-
mak, hastalarin prognozunun belirlenmesine, klinik
takibi ve tedavisine katki saglamakur.

Materyal ve Metot

Caligmada 2013-2018 tarihleri arasinda Erzincan
Universitesi Mengiicekgazi Egitim ve Aragtirma
Hastanesinde mesane iirotelyal karsinom tanisi alan
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177 mesane TUR vakas: retrospektif olarak deger-
lendirildi. Mesane iirotelyal karsinom tanist alan va-
kalar ¢aligmaya dahil edildi. Caligma i¢in Erzincan
Binali Yildirim Universitesi klinik aragtirmalar etik
kurul baskanligindan; 06/11/2018 tarih ve 33 sa-
yilt oturumda 33/11 sayili etik kurul karari alin-
migtir. Olgularin  parafin bloklarindan alinan 4
mikronluk kesitler Hematoksilen-Eozin boyamayla
degerlendirildi. Ilk doku teshisi ile re-TUR sonuglart
kargilagtirildi.

Hastalar cinsiyete gore erkek ve kadin olarak 2 gruba
ayrildi. Tumor histopatolojik olarak diisiik grade’li ve
yiiksek grade’li olarak 2 grupta incelendi. Invazyon var-
ligina gére vakalar: non invaziv, lamina propria invaz-
yonu mevcut, muskularis propria invazyonu mevcut

seklinde 3 grupta siniflandirildi.

Kontrol biyopsilerinde niiks saptanan olgular ilk tani-
lartyla invazyon ve histolojik grade agisindan kargilag-
urildi. Istatistiksel olarak veriler SPSS 20,0 program1
kullanilarak analiz edildi. Gruplar kargilagtirmak icin
Student t testi kullanildr. Istatistiksel anlamlilik degeri
p<0,050 olarak belirlendi.

Bulgular

Hastalarin 153’ erkek, 24’ kadindu. Yag araligi 31-86,
ortalama yag: 66,91, en sik hastalik goriilme yag aralig::
60-70 olarak saptandi. Timér diferansiasyon derece-
sine gore degerlendirmede, 103 olguda tiimor yiksek
dereceli, 74 olguda diisiik dereceliydi. Invazyon varligi-
na gore degerlendirmede, 66 vakada tiimér mukozada
sinirlt olup noninvaziv'di. 102 vakada lamina propria
invazyonu, 9 vakada muscularis propria (kas tabakasi)
invazyonu mevcuttu. Vakalarin cinsiyete gore dagilimy,
histolojik grade ve invazyonun degerlendirilmesi Tablo
I'de 6zetlenmistir.

Olgularin yaklagtk 5 yillik takiplerinde 46 (%26)

vakada niiks oldugu saptandi. Niks olan vakalarin

Tablo 1. Vakalarin cinsiyete gére dagilimi, histolojik grade ve invazyonun degerlendiriimesi

Mesane tur Noninvaziv L. Propria invazyonu+ M. Propria invazyonu+ Diisiik gradeli Yiiksek gradeli
Kadin 24 (%13,6) 9 (%5,1) 13 (%7,4) 2 (%1,1) 9 (%5,1) 15 (%8,5)
Erkek 153 (%86,4) 57 (%32,2) 89 (%50,2) 7 (%4,0) 65 (%36,7) 88 (%49,7)
Toplam 177 (%100) 66 (%37,3) 102 (%57,6) 9 (%5,1) 74 (%41,8) 103 (%58,2)
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35 tanesi ilk tanist yiiksek grade’li olan 103 vakanin
oldugu gruba aitti, bu grupta nitks oraninin %33,9
oldugu goriildi. Nitks eden 11 vaka ilk tanis1 digiik
grade’li mesane trotelyal karsinom tanisi almig olan
74 hastanin oldugu gruba aitti, bu grupta niiks ora-
ninin %14,8 oldugu goriildii. Ilk doku tanis1 diisiik
grade’li olan ve niiks eden 11 vakanin 3 (%27,2) ta-
nesinde rekiirrens materyallerinde yiiksek grade’li
tiimér saptandu. Istatistiksel olarak tiimér histolojik
grade’i ve niiks arasinda anlamli iligki bulunmugtur

(p<0,050).

Niiks eden olgularin 11 (%23,9) tanesi ilk doku tanis
noninvaziv olan ve kontrol biyopsilerinde 2 (%18,2)
tanesinde invazyon saptanan 66 olguya aitken, 36
(%76,1)’s1 ilk doku tanist invaziv iirotelyal karsinom
olan vakalara aitti. Istatistiksel olarak invazyon varligs
ve nitks oranlari arasinda anlaml: iligki bulunmugtur

(p<0,050).

Tartisma

Mesane timorleri i¢in yapilan TURun temel amacy;
gortiniir timorin tamaminin ¢ikarilmasini saglamak,
tumoriin invazyon derinligini belirlemek, dokularin
histopatolojik incelenmesi sonucu timériin  histo-
patolojik tipinin ve derecesinin belirlenmesi, displa-
zi veya karsinoma in situ alanlarinin belirlenmesini
saglamakur>".

Mesane kanserleri olduk¢a sik rekiirrens gosteren
timorler oldugundan yakin klinik takip gerekeirir-
ler. Mesane kanseri nedeniyle TUR yapilan hasta-
lar ilk 2 yil boyunca en az ti¢-dért ayda bir, sonraki
3 yil boyunca her alt1 ayda bir ve daha sonra yilda
bir kez olmak tizere klinik/sistoskopik olarak takip

edilmelidirler!®.

Mesane kanserli hastalarda invazyon, niiks ve progres-
yonun belirlenmesi TUR sonrasi tedavi stratejilerinin
belirlenmesi igin 6nemlidir'>!¢. TUR sonrasinda erken
dénemde nitks gériilmesi timoriin gelecekeeki nitks ve
progresyonu i¢in 6nemli bir risk fakeoriddiir. TURda
tumoriin tamaminin ¢ikarilmasi nitks goriilme oranini
azaltmak ve progresyon icin hayati derecede 6nemli-
dir. Tumortn histolojik grade’inin yiiksekligi ve evresi
gibi risk faktorlerinin yani sira erken donemde goriilen
nitkslerin 6nemli nedenlerinden bir tanesi de TUR'un
ve operasyon sonrasi tedavinin yetersiz yapilmasidir!.
Klinigimizde TURM yapilan, timor ¢apt 3 cm’nin
tizerinde olan ve multiodakli olan olgulara postope-
ratif ilk 6 saatlik donemde intravezikal kemoterapi
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(mitomisin), yiiksek grade’li timérlere intravezikal
immunoterapi (BCG) uygulanmaktadir.

Mesane kanseri nedeniyle ameliyat olan hastalarda
invazyon varligi hastalarin prognozunu kétiilestiren
en 6nemli parametredir. Yaklagik %70 oraninda ilk
tanida tiimor mukozada sinirli ve noninvazivdir, no-
ninvazif kanser teshisi alan vakalarin %20 kadari in-
vaziv kansere dontigebilmektedir®”'"'8. Bu ¢aligmada
hastalar yaklagik 5 yil takip edilmis olup; literatiirle
uyumlu olarak vakalarin %26’inde nitks saptanmig-
ur, en erken niiks altinct ayda goriilmistiir. Ik teg-
hisinde noninvaziv kanser belirlenen vakalarin niiks
materyallerinde %18,2 oraninda invazyon varlig
saptanmuigtir.

Invazyon diginda, niiks varligi, timér boyutunun 3
cm’nin tizerinde olmasi, ¢cok sayida tiimoéral odak var-
lig1, mesane tiimériiniin histopatolojik olarak yiiksek
dereceli olmast prognozu kotiilestiren diger 6nemli
parametreler olup, nitks materyallerinde ilk taniya gére
grade farkliliklar1 gorilebilmekeedir'®. Bu caligmada
ilk teshisi dugiik dereceli olan ve niiks eden tiimérlerin
%27,2sinde nitks materyallerindeki timérin yiksek
dereceli oldugu gorulmiigtir.

Mesane kanserlerinde prognozu ve tedavi seklini be-
lirlemede invazyon varligi olduk¢a 6nemli oldugun-
dan, taninin dogru konulmast i¢in kas dokusunu da
iceren ornekleme yapilmasi, TUR materyallerinin ta-
maminin takibe alinarak incelenmesi gerekmekeedir.
Mesane kanserleri niiksleri oldukea sik olan tiimérler
oldugundan yakin klinik takip, nitks materyallerindeki
prognostik parametrelerin ilk taniyla kargilagtirilarak
degerlendirilmesi takip ve dogru tedavi geklini belirle-
mek i¢in 6nemlidir.

Sonug olarak mesane tiimorleri rekiirrensleri oldukca
stk olan tiimérler olup invazyon varliginda ve histolo-
jik olarak yiiksek grade’li tiimoérlerde niiks oranlarinin
daha yiiksek oldugu, ilk tan1 ve nitks materyallerinde
invazyon ve histolojik grade acisindan farkliliklar ola-
bilecegi, nitks eden vakalarda invazyon varsa veya tii-
mor grade’inde yiikselme mevcutsa, hastalarda tedavi
ve takibin yeniden planlanmasinin, hastalarin prog-
nozunda ve yasam siirelerini uzatmada faydali olacagt
vurgulandi.

Mevcut ¢aligmamizin kisithiliklart arasinda bagli-
ca; hasta sayisinin nispeten az olmasi, geriye do-
nik bir ¢alisma olmasi, postoperatif tedavi uygu-
lanan ve uygulanmayan olgularin kayit edilmemesi
bulunmakrtadir.
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Comorbid Conditions in Newborn Operated Due to Open Spinal
Dysraphism and Retrospective Evaluation of Relation Between
These Situations with Folic Acid Usage During the Pregnancy

Acik Spinal Disrafizm Nedeniyle Opere Olan Yenidoganlarda Komorbid Durumlar ve Bunlarin
Gebelikte Folik Asit Kullammiyla lliskisinin Retrospektif Incelenmesi

Abdurrahman Getin', Abdulkadir Yektas?
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ABSTRACT

Aim: In the present study, we aimed to analyze comorbid conditions
associated with operated myelomeningocele and their relationship
with folic acid usage during pregnancy.

Material and Method: Eighty-one newborns who were operated on
due to myelomeningocele were included in this study. The patient’s
files were retrospectively reviewed, and the data of the patients were
recorded. The patients were divided into two groups: folic acid us-
ers and non-folic acid users during pregnancy. The two groups were
compared in terms of weight, height, hemogram, biochemistry, time
of diagnosis, delivery method, maturity, localization, type (meningocel
or myelomeningocel), neurological deficit, scoliosis, hydrocephalus,
timing of surgery, ventriculomegaly, treatment method, additional
pathology, tethered cord syndrome, dermal sinus, maternal disease,
and number of malformations such as cerebrospinal fluid fistula.

Resuilts: The rate of folic acid usage during the antenatal period was
44.4%. Myelomeningocele was located in lumbar (40.7%) and sacral
(46.9%) regions. The rate of operation with early diagnosis newborn
(1<week) was high (60.5%). There was no significant relationship
between the timing of surgery and complications. Hydrocephalus
(55.0%), ventriculomegaly (61.7%), scoliosis (34.6%), cerebrospinal
fluid fistula (4.9%), and dermal sinus (46.9%) accompanied anoma-
lies. Comparing the folic acid group with the non-folic acid group, it
was revealed that the rates of cesarean delivery (75% ; p=0.017), me-
ningomyelocele (80% ; p<0.01), paraparesis (39.5% ; p=0.006), para-
plegia (16% ; p=0.006), and dermal sinus (53.1% ; p=0.022) were sig-
nificantly higher in the non-folic acid group, whereas the mean birth
weight was significantly lower (p=0.04) in the non-folic acid group.

Conclusion: In our study, folic acid usage during pregnancy results in
higher birth weight, higher number of normal births, and lower rates of
myelomeningocele, paraplegia, and paraparesis but a higher rate of
dermal sinus in newborn who have been operated for meningocele or
myelomeningocele. Therefore, we recommend folic acid usage dur-
ing pregnancy.

Key words: open spinal disraphism; myelomeningocele; meningocele; folic
acid; pregnancy
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Amac: Biz bu calismada, opere edilen meningosel ve miyelome-
ningosel olgularina eslik eden komorbid durumlari ve bunlarin ge-
belikte kullanilan folik asitle iliskisini incelemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Meningosel ve myelomeningosel tanisiyla ope-
re edilen 81 yenidogan bu calismaya dahil edildi. Hasta dosyalar
retrospektif olarak taranarak olgularin veriler kaydedildi. Olgular, ge-
belik déneminde folik asit kullanan ve kullanmayan grup olarak ikiye
aynidh. iki grup arasinda yenidoganlarin agirlik, boy, hemogram, biyo-
kimya, tani zamani, dogum sekli, maturite, lokalizasyon, tip, nérolojik
defisit, skolyoz, hidrosefali, cerrahi zamani, ventriklilomegali, tedavi
sekli, ek patoloji, tetheredcord sendromu, dermal sinds trakti, ma-
ternal hastalik birlikteligi ve BOS fistiil(i gibi malformasyonlarin sayisl,
Kkarsilastinild.

Bulgular: Antenatal dénemde folik asit kullanimi %44,4 olarak
saptandi. Meningomiyelosel %40,7 lomber, ve %46,9 sakral bél-
gedeydi. Erken tanili yenidoganlarda ( <1 hafta) operasyon orani
daha (%60,5) yiiksekti. Cerrahi zamanlama ile komplikasyonlar ara-
sinda anlamli bir iliski yoktu. Hidrosefali (%55,0), ventrikiilomegali
(%61,7), skolyoz (%34,6), BOS fistlilii (%4,9) ve dermal sinlis trakti
(%46,9) eslik eden ek anomalilerdi. Folik asit kullanilan ve kulla-
nilmayan gruplar karsilastinldiginda, folik asit kullanilmayan grupta
sezaryenle dogum orani (%75) (p=0,017), myelomeningosel ora-
ni (%80) (p<0,01), paraparezi %39,5 ve parapleji %16 (p=0,006)
anlamli derecede yliksek, dermal sinds trakti (%35,6) (p=0,022)
ve ortalama dogum agirligi ise anlamli derecede dlstik (p=0,04)
saptandl.

Sonug: Bizim yaptigimiz bu retrospektif calismada, meningosel
ve miyelomeningosel tanisiyla opere olan yenidoganlarda gebelik
déneminde folik asit kullanimi daha yliksek dogum agirligi ve daha
yuksek oranda normal dogumla birliktelik géstermekte, daha az
oranda miyelomeningosel, parapleji ve parapareziye neden olmak-
ta ancak folik asit kullanimi daha yliksek oranda dermal sinds trakti-
na neden olmaktadir, bu bilgiler dogrultusunda gebelik déneminde
folik asit kullanimini dnermekteyiz.

Anahtar kelimeler: agik spinal disrafizm; miyelomeningosel; meningosel; folik
asit; gebelik



Introduction
Open spinal dysraphismes (OSD) are the most com-

mon congenital malformations of the central nervous
system (CNS) and develop due to the late closure or
failed closure of neural tubes during the first month
of pregnancy. A myelomeningocele and meningocele
as OSD may be accompanied by anomalies such as
hydrocephalus, scoliosis, tethered cord, neurological
deficit, ventriculomegaly, dermal sinus tract and CSF
fistula. Although the predisposing factors for OSD
are not precisely known, hyperthermia, drugs (e.g.,
valproic acid), folic acid deficiency, various chemical
compounds, malnutrition, maternal obesity or diabe-
tes, and genetic anomalies in the folic acid pathway are
associated with the development of OSD'. The inci-
dence of OSD varies by race, ethnicity, geographical
region, and socioeconomic status and the incidence of
OSD has been reported to be 11.7/10.000 in Africa,
9/10.000 in Europe, and 3.3/10.000 in the US**. OSD
can be prevented by folic acid usage during pregnancy®.
Based on the results of observational studies, the US
Public Health Service (1992) recommends that all
women of childbearing age should take folic acid or
women planning to become pregnant should consume
400 mcg of folic acid daily, provided that they begin to
use it 3 months before pregnancy and continue during
the first three months of pregnancy®. In most studies in
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the literature, the effect of folic acid usage on the devel-
opment of OSD has been investigated®.

W retrospectively aimed to investigate the effect of fo-
lic acid usage on the incidence of congenital malforma-
tions such as meningocele, myelomeningocele, hydro-
cephalus, scoliosis, tethered cord, neurological deficit,
ventriculomegaly, dermal sinus tract and CSF fistula in
newborn who have been operated for meningocele or
myelomeningocele.

Material and Method

After obtaining approval from the Non-Interventional
Clinical Trials Ethics Committee of our hospital, the
data of 81 newborns [43 female (53.19%), 38 male
(46.9%)], aged 1-16 days (mean age: 7.6+2.8), who
were diagnosed with meningocele and myelomenin-
gocele (Figure 1) and operated on between January 1,
2012, and January 1, 2017, were retrospectively ana-
lyzed. The data of mathernal, including age, mather and
father from same ancestor and drug abuce of mather and
father were recorded. The data of newborns, including
age, gender, weight, height, hemogram, biochemistry,
time of diagnosis, delivery method, maturity, localiza-
tion, type, neurological deficit, scoliosis, hydrocephalus,
timing of surgery, ventriculomegaly, treatment method,
additional pathology, maternal folic acid usage, tethered
cord syndrome, dermal sinus tract (Figure 2), maternal

Figure 1. Meningocele and myelomeningocele.

Figure 2. Dermal sinus tract.
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disease, and cerebrospinal fluid (CSF) fistula, were re-
corded, and descriptive statistics of all these data are
presented. The newborns were divided into two groups:
those whose mothers were folic acid users and those
whose mothers were folic acid non-users. Newborns’
weight, height, hemogram, biochemistry, time of di-
agnosis, delivery method, maturity, localization, type,
neurological deficit, scoliosis, hydrocephalus, timing of
surgery, ventriculomegaly, treatment method, addition-
al pathology, maternal folic acid usage, tethered cord
syndrome, dermal sinus tract, and number of malforma-
tions such as CSF fistula were compared between the
two groups.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 21.00
for Windows. The conformity of the data to normal
distribution was analyzed using Kolmogorov-Smirnov
test. The comparison of data with normal distribution
was performed using Student’s t-test. The results are
presented as mean + SD. The comparison of categori-
cal data was performed using chi-square test, and the
results are presented as number and percentage. A P
value <0.05 was considered statistically significant in
the comparison of all data.

Results

Descriptive statistics of the patients’ demographic data
are presented in Table 1.

Descriptive statistics of gender, time of diagnosis, de-
livery method, maturity, meningocele ve miyelomenin-
gocele localization and type, congenital anomalies
associated with meningocele and myelomeningocele
such as, neurological deficit, scoliosis, hydrocephalus,
ventriculomegaly, tethered cord syndrome, dermal si-
nus tract, CSF fistula ve timing of surgery, treatment
method, folic acid usage during pregnancy, additional
pathology and maternal disease are presented in Table
2. Folic acid usage during pregnancy had an effect on
the weight of newborns, and the weight of newborns
born to mothers who consumed folic acid was signifi-

cantly higher (p=0.004).

The comparison of the effect of folic acid usage dur-
ing pregnancy in terms of gender, age, weight, height,
cell blood count and blood biochemistry is presented
in Table 3. The comparison of the effect of folic acid
usage during pregnancy in terms of gender, time of di-
agnosis, delivery method, maturity, localization, type,
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neurological deficit, scoliosis, hydrocephalus, ventricu-
lomegaly, timing of surgery, treatment method, addi-
tional pathology, tethered cord syndrome, dermal sinus
tract, maternal disease, and number of CSF fistula is
presented in Table 4. In the folic acid group, the num-
ber of cesarean sections was significantly lower than
that in the non-folic acid group (p=0.017). The num-
ber of cases with meningocele was significantly higher
in the folic acid group (p=0.001). The number of cases
with myelomeningocele was significantly higher in the
non-folic acid group (p=0.001). The number of cases
with monoparesis was significantly higher in the folic
acid group (p=0.006). The number of cases with para-
paresis and paraplegia was significantly higher in the
non-folic acid group (p=0.006). The number of cases
with dermal sinus tract was significantly higher in the

folic acid group (p=0.022).

We have performed our study with neonatals who have
been operated for meningocele or myelomeningocele.
Demographic data of mothers who used or did not
used folic acid during the pregnancy and comparison
of bearing risks related to open spinal dysraphism are
given at Table 5. The ages of mothers are not shown sta-
tistically significant difference in both groups. Mothers
have had no risks with regards to diabetes, smoking,
high fever, usage of drugs that would reduce the folate
levels and drug abuse.

Discussion

During our study, 81 neonatals who have been oper-
ated for meningocele or myelomeningocele have been
evaluated, and while 45 mothers did not use folic acid
during the pregnancy, 36 of mothers regularly used fo-
lic acid during their pregnancy period. By considering
these parameters, we assessed the effect of folic acid
usage on these parameters in neonatals who were di-
agnosed with meningocele or myelomeningocele. We
also evaluated the ages and drug abuse habits of the
mothers who used and did not use folic acid, and their
relationship by affinity with the fathers of neonatals.

While information regarding how folic acid prevents
the development of NTD (Neural Tube Defect) is
limited, it has been detected that folic acid promotes
the fast cell cycle which is highly critical for the closure
of neural tube. Folates act as co-factor of enzymes that
have a function in biosynthesis of DNA and RNA and
intracellular reactions. Folic acid is transformed into
S-adenosyl methionine as a result of series of reactions
in methylation cycle, and enables usage and transfer



Table 1. Laboratory and demographic data of cases
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Parameters n Minimum Maximum Mean Standard deviation
Age (Day) 81 1.0 16.0 76 2.8
Weight (kg) 81 1.6 34 22 0.3
Height (cm) 81 46.0 53.0 50.9 17
RBC 81 2.1 5.9 4.8 1.0
HBG 81 7.0 20.3 15.3 43
HTC 81 7.8 64.0 43.5 15.7
WBC 81 9.5 22.0 15.0 32
NEU 81 3.1 50.1 9.1 8.4
PLT 81 155.0 553.0 321.6 115.5
MPV 81 7.8 11.6 9.2 1.0
CRP 81 1.0 19.0 34 4.3
Glucose 74 33.0 141.0 86.5 27.4
Creatinin 81 0.1 31.0 0.9 34
Total Protein 81 43 7.0 55 0.7
Direct Bilirubin 81 0.1 4.8 0.6 0.8
Total Bilirubin 81 0.1 13.3 3.8 3.4
Aspartate Aminotransferase (AST) 81 28.0 167.0 62.1 36.8
Alanine Aminotransferase (ALT) 81 6.0 87.0 29.1 19.5
y-Glutamil transferaz (GGT) 81 5.0 312.0 107.8 87.9
Na 81 120.0 152.0 139.6 6.6
K 81 22 9.6 49 1.4
Ca 81 7.3 10.7 8.7 0.9

RBC, red blood count; HBG, hemoglobin; HTC, hematocrit; WBC, white blood cell; NEU, neutrophil; PLT, platelet; MPV, mean platelet volume; CRP, C-reactive protein.

of the only carbon group in biosynthesis of urine and
pyramiding, which are the building blocks of DNA.
Besides, it acts as a source of carbon for different oxida-
tive reactions. Its primary duty is to prevent the exis-
tence of mutated genes. In addition, by providing the
methyl groups to metilation cycle, it enables homocys-
teine to transform into methionine again’.

There are two main hypotheses regarding the effects of
folate deficiency on development of NTD. Both hy-
pothesis put emphasis on micronutrients and genetic
factors that affect the development of NTD. The first
hypothesis asserts that in case of low serum folate levels,
due to the limited transfer of folic acid to the embryo’s
cells, normal cell functions are damaged and prolifera-
tion is limited. In case of folic acid deficiency, methio-
nine formation decreases, and intracellular S-adenosyl
methionine level falls. As a result, methylation of cyto-
sine and thymine is damaged, and that creates activa-
tion of improper protooncogens. Therefore, malignant

transformation is stimulated and evaluation of mutated
genes cannot be prevented. Limitation of thymidylate
formation results in wrong DNA formation and stimu-
lates the evaluation of megaloblastosis. Additionally, in
case of folic acid deficiency, cells cannot move forward
in metaphase and anaphase during cellular division®.

According to the second hypothesis, in case of folic
acid deficiency, plasma homocysteine level increases.
Thus, homocysteine prevents the closure of neural
tube by repressing the N-methyl-D-asparate receptors
in neural epithelium’.

One of the primary factors of the methylation cy-
cle is the 5.10-methylenetetrahydrofolate reduc-
tase (MTHFR) enzyme. MTFHR acts as a catalyst
for reduction of 5.10-methylenetetrahydrofolate to
5-methylenetetrahydrofolate. As an active form of fo-
lic acid, 5-methylenetetrahydrofolate methylases the
homocysteine in order to transform into methionine
again. MTFHR deficiency causes increase in plasma

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):194-202
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Table 2. Parameters of newborns

Parameters n (%)
Gender Female 43 (53.19)
Male 38 (46.9)
Time of diagnosis <1 week 49  (60.5)
1 week-1 month 32 (39.5)
Delivery method normaly 49  (60.5)
C/s 32 (39.5)
Maturity prematura 45  (55.6)
term 36 (444
Localization sacral 38  (46.9)
lumbar 33 (40.7)
thoracic 10 (12.3)
Type meningocele 29  (35.9)
myelomeningocele 52  (64.2)
Neurological deficit monoparesis 36 (444
paraparesis 32 (39.5)
paraplegia 13 (16.0)
Scoliosis - 53  (65.4)
+ 28 (34.6)
Hydrocephalus - 36  (45.0)
+ 44 (55.0)
Ventriculomegaly - 31 (38.3)
+ 50  (61.7)
Timing of surgery <1 week 1 (13.6)
1 week — 1 month 39  (48.1)
1 month—2month 31 (38.3)
Treatment method surgery 81  (100.0)
Additional pathology - 2 (2.5)
+ 79 (97.5)
Folic acid usage during - 45  (55.6)
pregnancy . % @ad)
Tethered cord syndrome - 50 (61.7)
+ 31 (383
Dermal sinus tract - 43 (53.1)
+ 38 (46.9)
Maternal disease - 80  (98.8)
+ 1 (1.2)
Cerebrospinal fluid (CSF) fistula - 77 (95.1)
+ 4 (4.9)
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homocysteine levels and that result in increase in car-
diovascular diseases and NTD risk®.

It has been detected that 677 C-T mutation of
MTHEFR gene decreases the activity of this enzyme
and plays an important role in NTD formation’.

Decrease in MTHEFR activity is characterized by low
plasma folate level, high plasma homocysteine level
and low RCEF It has been detected that negative effects
based on low MTHEFR activity in mothers with 677
C-T mutation have been decreased as a result of the
external application of folic acid’.

In an animal study, the present results indicate that ma-
ternal folic acid deficiency stimulates neuronal apopto-
sis via miR-34a (microRNA-34a) associated with Bcl-
2 (B-cell lymphoma-2) signalling in brain tissue of rat
offspring. These findings provide novel insights into
the mechanism of action of maternal folate deficiency
in early neurogenesis'’.

Studies conducted in USA before 1998 showed that
folic acid supplement had a decreasing effect on open
spinal dysraphism; however this relationship has not
been proven at more recent studies. This situation un-
dermines the connection between folic acid and open
spinal dysraphism!'.

However, folic acid usage in women in Ethiopia against
neural tube defects is highly low and in this case, the
folic acid usage should be increased'

A study conducted in China showed that a decrease
has observed for both types of open spinal dysraphism
after folic acid supplement, but the amount of this de-
crease was higher with neonatal girls".

Study of Hokkaido did not reveal any relation between
serum folate level in first trimester and birth defects.
They have said that potential comorbid factors had af-
fected their resules'.

A study conducted in Japan revealed that formation of
open spinal dysraphism could be reduced by folic acid

usage’>.

As a result of the study conducted by Mutlu M et al.,
it has been shown that an important part of the NTDs
could be prevented by periconceptional folic acid us-
age. The women in reproductive age group with high
NTD risk factor should be given high dose (4 mg) of
folic acid before starting planned pregnancy, and the
women without NTD risk should be given 0.4 mg folic
acid. This situation should be reinforced with practically
applicable policies. Multidisciplinary approach is highly
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Table 3. Folic acid usage during pregnancy effects to parameters of newborn

Folic acid usage during pregnancy n (%) Mean Standard deviation P
Age (Day) - 5 (55.5) 7.76 3.113

+ 36 (44.4) 7.44 2.512 0.620
Weight (kg) - 5 (55.5) 2.14 0.28031

+ 6 (44.4) 2.33 0.29234 0.004
Height (cm) - 45 (55.5) 50.62 1.850

+ 3644.4) 51.31 1.390 0.061
RBC - 45 (55.5) 4.70 1.07347

+ 6 (44.4) 4.8972 0.76994 0.335
HBG - 5 (55.5) 15.2022 4.43619

+ 36 (44.4) 15.3561 423474 0.874
HTC - 5(55.5) 43.4404 15.98771

+ 36 (44.4) 43.6256 15.66030 0.958
WBC - 45 (55.5) 14.91140 3.433529

+ 36 (44.4) 15.16475 3.027160 0.725
NEU - 5 (55.5) 10.49876 10.918576

+ 6 (44.4) 7.36583 2.670820 0.069
PLT - 5(55.5) 311.13 106.865

+ 6 (44.4) 334.64 125.712 0.375
MPV - 45 (55.5) 9.244 1.0621

+ 6 (44.4) 9.056 0.8279 0.371
CRP - (55.5) 3.5442 4.37299

+ 6 (44.4) 3.2625 4.30451 0.772
Glucose - 42 (51.8) 91.417 28.7138

+ 32(39.9) 79.978 24.5370 0.069
Creatinin - 45 (55.5) 0.5022 0.17706

+ 36 (44.4) 1.3928 5.07763 0.300
Total Protein - 45 (55.5) 5.4213 0.58106

+ 36 (44.4) 5.6117 0.76936 0.223
Direct Bilirubin - 45 (55.5) 0.5511 0.66764

+ 36 (44.4) 0.7528 0.98917 0.299
Total Bilirubin - 45 (55.5) 3.1636 3.28475

+ 36 (44.4) 4.6100 3.37685 0.056
Aspartate Aminotransferase (AST) - 45 (55.5) 60.96 33.859

+ 36 (44.4) 63.47 40.537 0.766
Alanine Aminotransferase (ALT) - 45 (55.5) 28.29 17.536

+ 36 (44.4) 30.03 21.898 0.700
v-Glutamil transferaz (GGT) - 45 (55.5) 101.84 78.389

+ 36 (44.4) 115.19 99.221 0.512
Na - 45 (55.5) 138.69 6.708

+ 36 (44.4) 140.75 6.281 0.159
K - 45 (55.5) 4.9927 1.40083

+ 36 (44.4) 4.8347 1.47688 0.626
Ca - 45 8.66942 0.832748

+ 36 8.73250 0.899465 0.747

RBC, red blood count; HBG, hemoglobin; HTC, hematocrit; WBC, white blood cell; NEU, neutrophil; PLT, platelet; MPV, mean platelet volume; CRP, C-reactive protein.
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Table 4. Folic acid usage during pregnancy relationship with 0SD in the newborn

Folic acid usage during pregnancy P
- +
n (%) n (%)

Gender Female 27 (60.0) 16 (44.4) 0.163
Male 18 (40.0) 20 (55.6)

Time of diagnosis <1 week 31 (68.9) 18 (50.0) 0.184
1 week-1 month 14 @31.1) 18 (50.0)

Delivery method normaly 22 (48.9) 27 (75.0) 0.017
C/S 23 (51.1) 9 (25.0)

Maturity premature 26 (57.8) 19 (52.8) 0.653
term 19 42.2) 17 47.2)

Localization sacral 25 (55.6) 13 (36.1) 0.196
lumbar 16 (35.6) 17 47.2)
thoracic 4 8.9) 6 (16.7)

Type meningocele 9 (20.0) 20 (55.6) 0.001
myelomeningocele 36 (80.0) 16 (44.4)

Neurological deficit monoparesis 13 (28.9) 23 (63.9) 0.006
paraparesis 22 (48.9) 10 (27.8)
paraplegia 10 (22.2) 3 8.3)

Scoliosis - 26 (57.8) 27 (75.0) 0.105
+ 19 42.2) 9 (25.0)

Hydrocephalus - 24 (54.5) 12 (33.3 0.058
+ 20 45,)5 24 (66.7)

Ventriculomegaly - 17 37,)8 14 (38.9) 0.919
+ 28 (62.2) 22 61.1)

Timing of surgery <1 week 3 6.7) 8 (22.2) 0.094
1 week-1 month 25 (55.6) 14 (38.9)
1 month-2 month 17 (37,)8 14 (38.99)

Treatment method surgery 45 (100) 36 (100.09

Additional pathology - 2 4.4 0 (0.09) 0.2
+ 43 (95.6) 36 (100.0)

Tethered cord syndrome - 29 (64.4) 21 (58.3) 0.574
+ 16 (35.6) 15 @1.7)

Dermal sinus tract - 29 (64.4) 14 (38.9) 0.022
+ 16 (35.6) 22 61.1)

Maternal disease yok 44 (97.8) 36 (100.0) 0.368
var 1 2.2) 0 (0.0)

Cerebrospinal fluid (CSF) fistula - 41 91.1) 36 (100) 0.067
+ 4 (8.9) 0 (0.0)

Table 5. Demographic data of mothers (mean + SD and n, %)

Age (Year) Smoking Drug abuce High fever (°C)

Folic acit usage 33+9.12 0% 0% 36.3+1.13

Non folic acit usage 31+8.23 0% 0% 36.56+1.56

p 0.548 1 1 0.123

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):194-202



important for early solution and observance of neonatals
who were born with NTD. Early operation can reduce
the frequency of other problems, especially infection’®.

One study suggests that folate levels of pregnant wom-
en at their third trimester determine the approximate
value of weight of neonatals. However, it has been con-
cluded that this result should be confirmed by more
comprehensive studies’’.

Wani MA said that folic acid usage may prevent the
neural tube defects'®.

Another study revealed that myelomeningocele, which
emerges as a result of having arsenic contaminated
drinking water could be prevented via folic acid usage
at third trimester of pregnancy®.

In the present study, correlation was found between
the folic acit usage and delivery method. Contrary to
the literature, the rate of vaginal delivery in the pres-
ent study was found to be 60.5% (n=49) in the folic
acit usage group”*%. Consistent with the literature,
the lumbosacral region was found to be the most com-
mon location for meningocele and myelomeningocele
(87.6%).In terms of gender distribution, meningocele
and myelomeningocele were found to be more com-
mon in females (n=43; 53.19%), which is consistent
with the literature**. Reportedly, folic acid deficiency is
a significant risk factor for the development of OSD*.
Patients with any disease (patients with OSD) satisfy
this need by consuming drugs or food supplements.

In our study, there was no statistically significant differ-
ence between mother who folic acit usage with mother
who non folic acit usage in terms of age, drug abuce
and consanguineous marriage. Therefore, there has
been a decrease in the number of cases with OSD in
developed countries”. Meningocele (n=9; 20%) was
less common in newborns of mothers who did not use
folic acid than in newborns of mothers who used fo-
lic acid, whereas myelomeningocele (n=36; 80%) was
more common in newborns of mothers who did not
use folic acid (p=0.001).

In patients with myelomeningocele whose mothers
did not take folic acid, the incidence of congenital
scoliosis and ventriculomegaly was found to be 42.2%
and 62.2%, respectively, a finding consistent with the
findings reported in the literature?. Another common
anomaly in these infants with OSD is urinary system

anomaly?*. Vesicoureteral reflux (VUR) occurs in
3%-5% of newborns with OSD, and if newborns with
OCD not treated, the risk of detecting VUR at the
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age of 5 years is increased to 30%-40%. Therefore, the
urinary systems of all patients with myelomeningocele
should be evaluated by ultrasonography***'. It was ob-
served in the literature that 70%-91% of newborns di-
agnosed with myelomeningocele are operated on with-
in the first 72 hours of life®'*". In the study by Bulbul
et al.¢, it was found that the length of hospital stay and
the rate of CNS infections were significantly lower in
newborns operated on due to myelomeningocele with-
in the first 3 days of life. In the study by Rodrigues et
al.?2, the risk of developing CNS infections was found
to be 5.72-fold lower in newborns operated on within
the first 48 hours. In our study, 62.65% of patients were
operated on within the first month of life, and this rate
is consistent with that observed in the literature*'%,

In conclusion, we found that failure to use folic acid dur-
ing pregnancy had an impact on the delivery method in
newborns and that the rate of vaginal delivery is signifi-
cantly higher in folic acid users than in non-folic acid us-
ers (p=0.017). The number of cases with myelomeningo-
cele was significantly higher in the non-folic acid group
than in the folic acid group (p=0.001). The number of
cases with monoparesis was significantly higher in the
folic acid group (p=0.006). The number of cases with
paraparesis and paraplegia was significantly higher in the
non-folic acid group (p=0.006). The number of cases
with dermal sinus tract was significantly higher in the fo-
licacid group than in the non-folic acid group (p=0.022).
Based on these findings, we can conclude that OSD are
common in Turkey due to nutritional problems and drug
intake. Preventive medicine should become widespread
in countries such as Turkey. In addition, physicians in the
preventive medicine field should provide folic acid sup-
plements, and awareness of folic acid supplementation
for pregnant women should be increased.

Limitation

Our study is retrospective and the amount of included
patients is limited. We could not reach all the risk fac-
tors for open spinal dysraphism through the files of
mothers. All these factors might influence our results.
For the future, randomized, controlled, double blind-
ed, prospective studies can be planned.
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Nazofarenks Punch Biyopsi Sonuclarinin Retrospektif Analizi

Retrospective Analysis of Nasopharynx Punch Biopsy Results
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ABSTRACT
Aim: Evaluation of nasopharyngeal punch biopsy results due to
malignancy suspicion.

Material and Method: In total, 491 patients (231 females 260
males; average age 36.72+16.91 years; range 16-90 years) were
included in the present study. All patients’ files were evaluated in
terms of age, gender, the reason and the results of biopsy.

Results: Nasopharyngeal carcinoma was diagnosed in 21 pa-
tients (4.2%) as a result of nasopharyngeal punch biopsies per-
formed due to malignancy suspicion and exclusion. Results of
pathological evaluation of other patients; 454 benign pathologies
(lymphoid hyperplasia, chronic lymphoid process, Tornwald cyst)
(92.05%), 12 insufficient materials (2.44%) and 4 granulomatous
diseases (0.8%), respectively. The mean age of patients with
malignancy was statistically significantly higher than those with
benign pathology (p=0.000). There was no statistically significant
difference in the gender distribution of malignant and benign
cases (p=0.077).

Conclusion: Taking punch biopsies containing mucosa and sub-
mucosa will provide the early diagnosis and treatment of naso-
pharyngeal carcinoma, in spite of the absence of a mass on endo-
scopic examination.

Key words: nasopharynx; biopsy; endoscopy; cancer; punch

OZET
Amac: Malignite stiphesi nedeniyle yapilan nazofarenks punch bi-
yopsi sonuglarinin degerlendiriimesi.

Materyal ve Metot: Calismaya toplam 491 olgu (231 kadin 260 er-
kek; ortalama yas 36,72+16,91 yil, aralik 16-90 yil) dahil edildi. Tim
olgulanin dosyalar, yas, cinsiyet, biyopsi yapllma nedeni ve biyopsi
sonuglan agisindan retrospektif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Malignite stiphesi olan ve ayirici tani amaciyla nazofa-
renks punch biyopsisi yapilan hastalardan 21°i (%4,2) nazofarenks
karsinomu tanisi almistir. Diger olgularin patolojik degerlendirme
sonuclari; 454 benign patoloji (lenfoid hiperplazi, kronik lenfoid sti-
reg, (Tornwald kisti) (%92,46), 12 yetersiz materyal (%2,44) ve 4

Mustafa Celik, Kafkas Universitesi Trp Fakitltesi, Kulak Burun Bogaz Bag ve Boyun
Cerrahisi Klinigi, Kars, Tiirkiye, Tel. 0533 597 66 36 Email. dr.mcelik@yahoo.com
Gelis Taribi: 08.06.2018 o Kabul Taribi: 25.07.2018

graniilamatéz hastalik (%0,8) olarak saptanmustir. Malignite sapta-
nan olgularin ortalama yaslari, patoloji sonucu benign olan olgulara
gorre istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha ytiksektir (p=0,000).
Malign ve benign olgularin cinsiyet dagiliminda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir.

Sonug: Nazofarenks kanseri stiphesinde, endoskopik muayenede
yer kaplayici kitle olmasa da mukoza ve submukozayi iceren punch
biyopsi uygulamasi nazofarenks kanserinin erken tani ve tedavisine
imkan saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: nazofarenks; biyopsi; endoskopi; kanser; punch

Giris

Nazofarenks kanserleri, belirgin cografik dagilim gos-
teren bag boyun kanserlerinin en sik gorilenleridir.
Bag boyun kanserleri arasinda goriilme oranlar1 yakla-
stk %2 iken, tim kanserler arasinda goriilme oranlar:
%0,25dir". Giineydogu Cin, Giiney Asya, Endonezya,
Kuzey Afrika tilkelerinde endemik bir bag-boyun kan-

seri cesididir*™.

Nazofarenks kanserlerinin etyolojisinde, genetik fak-
torler, erkek cinsiyet, yiiksek alkol alimi, Epstein-Barr
virtisi, birinci derece akrabada nazofarenks kanseri
varligi, ¢evresel ve mesleki fakeorler suglanmakrea-
dir’”. Diger bag boyun kanserlerinin aksine sigara-
nin nazofarenks kanserleri etyolojisindeki rolii halen
tartigmalidir’.

Nazofarenks kanserlerinin tamamina yakini sempto-
matik iken asemptomatik dénemde tani alan olgu say1-
st %1'den daha azdir. Olgularin ¢ogu posterior servikal
tiggende kitle, burun tikanikligy, tekrarlayan epistaksis,
tek taraflt seroz otitis media, iletim tipi igitme kaybs,
otalji ve bag agrisi gibi sikayetler nedeniyle hekime bag-
vururlar®'% Wei ve Sham® yayinladiklar1 makalede na-
zofarenks kanserlerinin semptomlarini dort kategoriye
ayirmiglardir. Bunlar;
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o Tumoérin nazofarenkste yer kaplamasi nedeniyle
meydana gelen semptomlar (burun tikanikligy,
epistaksis, burun akintisi),

o Ostaki tiip disfonksiyonuna bagli olarak meydana
gelen semptomlar (isitme kaybi, seroz otitis me-
dia, otalji),

o Tumorin yukariya dogru yayilimina bagl olarak
meydana gelen semptomlar (bas agrisi, diplopi,
yiiz agrist ve uyugmast)

o Palpabl boyun kitlesidir.

Bag boyun kanserleri arasinda oldukga agresif olan na-
zofarenks kanserlerinin erken tanist sag kalim a¢isindan
onemlidir. Nazofarenks kanserlerinin geleneksel tanisi
fizik muayene ve endoskopik nazofarenks biyopsisidir"*.

Bu c¢aligmada, nazofarenks malignite siiphesi olan
hastalarda ayirict tani amaciyla yapilan endosko-
pik punch biyopsi sonuglari retrospektif olarak
degerlendirilmigtir.

Materyal ve Metot

Retrospektif olarak planlanan ¢aligmaya Ocak
2015-Haziran 2017 tarihleri arasinda hastanemiz ku-
lak burun bogaz polikliniginde nazofarenks endosko-
pik punch biyopsi yapilan 491 olgu (231 kadin 260
erkek; ortalama yas 36,72416,91 yil, aralik 16-90 yil)
dahil edildi. Caligma Helsinki Deklarasyonu Ilkeleri
ve Iyi Klinik Uygulamalar Kilavuzuna uygun olarak ve
hastanenin etik kurulu onay1 alinarak gerceklestirildi
(Etik kurul no: 2017-04-45). Caligmaya alinan ol-
gularin demografik bilgilerine ve patoloji sonuglarina
hastane kayut sistemindeki dosyalar taranarak ulagildi.

Tum olgularin yas, cinsiyet, biyopsi yapilma nedeni ve
biyopsi sonuglari degerlendirildi. Uygulanan biyopsi
prosediirii tiim olgularda ayni olup agagida tanimlan-
dig1 gibidir.

Tum olgulara nazofarenks endoskopik biyopsileri po-
liklinikte lokal anestezi sartlarinda uygulandi. Lidokain
iceren nazal sprey ile lokal anestezi saglandiktan son-
ra nazofarenks mukozasi, torus tubarius, tuba 6staki
farengeal orifisi ve rosenmiiller fossa degerlendirildi.
Tekrarlayan burun kanamasi, burun tikanikligy, servikal
bolgede medikal tedaviye yanit vermeyen lenfoadeno-
pati ve tek tarafli serdz otitis media saptanan yetigkin
olgularda nazofarenks kanserini ekarte etmek amaclt
biyopsiler alindi. Endoskopik olarak yapilan muayenede
yer kaplayan lezyon olan olgularda lezyondan, herhan-
gi bir mukozal patoloji saptanmayan olgularda farkli

bolgelerden multipl derin punch biyopsiler alind1. Tim
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olgulardan alinan patoloji spesmenleri patoloji klinigine
gonderildi ve patoloji sonuglari kayit altina alindu.

[statistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher
Statistical System) 2007 (Kaysville, Utah, USA) prog-
rami kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken ta-
nimlayicr istatistiksel metodlarda ortalama, standart
sapma, medyan, frekans, oran, minimum, maksimum
kulanilirken;  degiskenlerin  dagilimi  Kolmogorov
Simirnov testile 6l¢iildi. Nicel bagimsiz verilerin anali-
zinde bagimsiz 6rneklem t test kullanildi. Nitel bagim-
siz verilerin analizinde ki-kare test kullanildi. Uyum
analizinde kappa uyum testi kullanilds. Istatistiksel an-

lamlilik p<0,05 diizeylerinde degerlendirildi.

Bulgular

Olgularin demografik 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir.
Malignite siiphesi ve ekartasyonu nedeniyle yapilan
nazofarenks punch biyopsilerin sonucunda 21 olguya
(%4,2) nazofarenks karsinomu tanist konulmugtur.
Diger olgularin patolojik degerlendirme sonuglars;
454 benign patoloji (lenfoid hiperplazi, kronik lenfoid
siireg, Tornwald kisti) (%92,46), 12 yetersiz materyal
(%2,44) ve 4 granulamatdz hastalik (%0,8) seklindedir.

Malignite stiiphesi nedeniyle yapilan biyopsilerde 18
olguda malignite tespit edilirken, ekartasyon nede-
niyle yapilan biyopsilerde ise 3 olguda malignite tespit
edildi. Malignite siiphesi ile biyopsi sonucu arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde uyum mevcut idi

(p=0,000) (Tablo 2).

Malignite saptanan olgularin ortalama yaglar1 patolo-
ji sonucu benign olan olgulara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha yiiksek idi (p=0,000). Malign
ve benign patoloji saptanan olgularin cinsiyet dagili-
minda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmads

(p=0,077) (Tablo 3).
Tartisma

Nazofarenks, anatomik olarak ulagilmas: zor bir yerde,
kafa tabaninin altinda, nazal kavitenin arkasinda yer-
lesmistir. Onemli anatomik yapilara olan komsulugu
nazofarenks cerrahisini giiclestirmektedir’.

Sadece endoskopik muayeneyle nazofarenks kanseri ta-
nist diglanamaz. Nazofarenks kanseri, submukozal ola-
rak yayilabildigi icin, endoskopik muayenede mukoza
normal goriilebilir. Bu durum nazofarenks kanseri ta-
nisini geciktirip kanserin daha ileri evrede tan1 alma-
sina neden olur. Oldukga agresif seyirli bu kanserlerin
erken tanisi, hastalarin yagam siiresini uzatacag gibi
tedavi basarisini da artiracakur". Eger klinik olarak



nazofarenks kanserinden siiphe ediliyor ve endoskopik
muayenede patolojik bulguya rastlanmiyorsa, bundan
sonraki asama, manyetik rezonans (MR) gériintiileme
gibi noninvazif iglemlere bagvurulmasidir. King ve ark.
' tarafindan yapilan ¢aligmada, MR'1n kanseri sapta-
mada duyarliligi %100 olarak rapor edilmistir. Bagka
bir caligmada, Bercin ve ark.'® nazofarenks kanserleri
icin MR duyarliligin1 %88,2 olarak bildirmistir.

Nazofarenks kanserleri ile ilgili literatiirde ¢ok fazla
sayida makale ve uluslararas: tibbi rehber bulunmasina
ragmen, nazofarenks punch biyopsi zamani ve endikas-
yonlar1 konusunda bir konsensus bulunmamaktadir.
Nazofarenks kitlelerine yaklagim konusunda yeterli
tbbi rehber bulunmamakla beraber nazofarenksin
endoskopik muayenesi ve nazofarenks kitlelerinden
biyopsi alinmasi, nazofarenks kitlelerine tan1 koymak
acisindan 6nemli bir giinlitk pratik uygulamadir.

Tablo 1. Demografik 6zellikler

Aralik Ort.+s.s. /n-%
Yas (yil) 16-90 36,72+16,91
Cinsiyet Kadin 231 %47,04
Erkek 260 %52,96
Malignite siiphesi 408 %83,10
Ekartasyon 83 %16,90
Biyopsi sonucu  Malign 21 %4,2
Benign 454 %92,46
Yetersiz 12 %2,44
Granulomatoz 4 %0,8

Tablo 2. Malignite stiphesi ve ekartasyonu igin yapilan nazofarenks
punch biyopsi sonuglarinin karsilastirimasi

Benign Malign p
Malignite stiphesi 378 18 0,000%
Ekartasyon 80 3

¥Kappa Uyum Testi

Tablo 3. Benign ve malign olgularin yas ve cinsiyetlerine gére dagilimi
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Yetiskinlerde nazofarenks kitlelerine yapilan biyopsi
sonuglarint bildiren nispeten az sayida ¢aligma bu-
lunmaktadir. Tutar ve ark.” yapuklari ¢aligmada, na-
zofarenks punch biyopsi uyguladiklari 685 olgudan
33’tinde (%4,81) malignite saptadiklarini bildirmis-
tir. Ozbay ve ark."” yapuklari caligmada, nazofarenks
punch biyopsi yaptiklart 80 olgudan 3’tinde (%7),
Bercin ve ark.'® 983 olgudan 45’inde (%4,6) malignite
saptadiklarini bildirmistir. Caligmamizda ise 491 olgu-
ya nazofarenks punch biyopsi uygulanmig ve 21 olguya
(%4,2) nazofarenks kanseri tanis1 konulmugtur.

Nazofarenks kanserleri, histopatolojik tiplerinden
bagimsiz olarak benzer semptom ve bulgu verirler.
Nazofarenks kanserleri ostaki tiiptinii tikayarak ya da
tensor veli palatini kasini invaze edip caligamaz du-
ruma getirerek Ostaki tip disfonksiyonuyla seroz oti-
tis mediaya neden olabilir'®. Abu-Ghanem ve ark.'
yaptiklar ¢alismada, 135 tek tarafli seroz otitis media
saptanan yetiskin olgudan yapilan nazofarenks biyopsi
sonucunda 8 olguya (%5,9) nazofarenks kanseri tanist
koymuglardir. Dang ve Gubbels'* yayinladiklar: derle-
mede, tek tarafli seréz otitis media gikayeti nedeniyle
bagvuran olgulara yapilan nazofarenks biyopsi sonug-
larina gore olgularin %0,4 ile %7,4"inde malignite ¢1-
kabilecegini bildirmislerdir. Glynn ve ark. *seroz otitis
mediaya bagli isitme kaybi gelisen 85 olgudan 4 olguya
(%4,7) nazofarenks biyopsi sonucunda malignite tani-
st koymuglardir. Bagak ve ark.", eriskin yag grubunda
goriilen seroz otitis mediali olgulara yapilan biyopsi
sonucunda %4,7, Ho ve ark.? ise, %5,7 oraninda nazo-
farenks kanseri saptamuglardur.

Nazofarenks kanseri komguluk yoluyla dogrudan ve/
veya zengin submukozal lenfatik ag yoluyla boyun lenf
metastazina bagli klinik bulgu verebilir. Lenf nodu
metastazi en sik posterior servikal tiggendeki lenf bez-
lerine ve tek veya cift tarafli olabilmektedir®. Douglas
ve ark.'” yaptiklar1 caligmada lenf nodu metastazini
%34 tek tarafli, %49 cift tarafli olmak tizere toplam
%86 olarak bildirilmigtir. Tutar ve ark.’, nazofarenks

Benign (N: 458) Malign (N: 21) p
Ort.xs.s. Ort.xs.s.
Yas 36,0+16,6 54,0+16,1 0,000t
Cinsiyet Kadin 219 %47,8 6 %28,6 0,077¢
Erkek 239 %52,2 15 %71,4

*¥Ki-kare test.
't-test.
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karsinomlarinin %35’inde tek tarafli, %28’inde cift
tarafli olmak tizere toplamda %64’inin boyunda
kitle sikayeti nedeniyle bagvurdugunu bildirmistir.
Calismamizda nazofarenkste yer kaplayan kitle, nazo-
farenks mukozasinda patolojik degisimler, tekrarlayan
epistaksis ve posterior servikal tiggende medikal teda-
viye yanit vermeyen kitle malignite stiphesi, tek taraf-
I seréz otitis media ise malignite ekartasyonu olarak
degerlendirilmigtir. Malignite stiphesi olan olgulardan
yapilan biyopsilerin sonucunda 18 olguda (%3,66) na-
zofarenks kanseri saptanirken, tek tarafli seréz otitis
media saptanan olgulardan 3’iinde (%0,6) nazofarenks
kanseri saptanmigtur. Literatiir ile uyumlu olarak malig-
nite saptanan olgularin ortalama yaglari, benign pato-
loji saptanan olgulara gore daha yiiksek bulunmugtur.

Calismamizin sonuglari tigtinci basamak bir hastanede
yapilan nazofarenks punch biyopsi sonuglarin: bildir-
mesi agisindan degerli olmasina ragmen bazi kisitlama-
lar1 da bulunmaktadir. Caligmanin retrospektif olmasi,
malignite saptanan olgularin takip ve prognozlarinin
bilinmemesi en onemli kisitlamadir. Ayrica ¢aligmada
her bir klinik semptomun dosyalarda ayrintli gekilde
yazilmamasindan dolay: klinik semptom ve malignite
arasinda korelasyon kurulamamigtir. Bu nedenle ileriye
doniik olarak planlanmig, nazofarenks punch biyopsi
sonuglari ile klinik semptom ve prognozlar arasinda
korelasyon kuran ve uzun donem takiplerin yapildig:
epidemiyolojik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonug

Bu caligmada, tgiincii basamak bir hastanede nazo-
farenks punch biyopsi sonuglari degerlendirilmistir.
Yetigkin olgularda, tek tarafli ser6z otitis media, posteri-
or servikal tiggende medikal tedaviye yanitsiz kitle, tek-
rarlayan epistaksis gibi durumlarda nazofarenks endos-
kopik muayenesi yapilmalidir. Nazofarenks endoskopik
muayenede yer kaplayici kitle olmasa da mukoza ve sub-
mukozay iceren punch biyopsi alinmasi nazofarenks
kanserinin erken tani ve tedavisine imkan saglayacakur.
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Turk Toplumunda Foramen Magnum ve Kafa Tabanindaki

Olusumlarin iligkileri

Relations Between Foramen Magnum and Associated Structures Located Within the Skull Base

of the Turkish Population
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!Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dal, Ankara; *Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dals,

Balskesir, Tiirkiye

ABSTRACT

Aim: For reliable diagnosis and surgical approach, a fundamental
knowledge of the normal anatomy and the morphometric measure-
ments of the skull base are important to the clinicians. The aim of
this study is to evaluate the morphometric dimensions of Foramen
Magnum (FM) and clivus with respect to the related structures of
Turkish population.

Material and Method: 313 patients’ computed tomography angi-
ography (CTA) image series of head and neck region was exam-
ined retrospectively. Length of the clivus (LoC), angle between the
clivus and posterior margin of FM (C-FM), angle between the line
along the posterior surface of the clivus and the other line along
the posterior side of the dens of axis (C-D), antero-posterior dli-
ameter of the FM (FMap), largest transvers distance between lat-
eral margins of the FM (FMt) and the area of the FM (FMa) were
measured.

Results: The mean values of LoC, C-FM, C-D, FMap, FMt and FMa
in female group are 32.1+3.4 mm, 153.46°+9.13, 140.61°+11.93,
34.72+2.57 mm, 29.25+2.1 mm and 733.26+102.09 mm? respec-
tively. And also the mean values of LoC, C-FM, C-D, FMap, FMt and
FMa in male group are 35.2+4 mm, 149.93°+8.6, 141.28°+10.33,
36.29+2.89 mm, 30.79+2.27 mm and 800.12+110.62 mm?
respectively.

Conclusion: Parameters of the structures related to the skull base,
especially the FM can easily be evaluated using CTA.

Key words: skull base; foramen magnum; anatomy

OZET

Amac: Kafa tabani ile ilgili olgularin tanisinda ve cerrahilerinde
dogru bir yaklasim icin bélgenin normal anatomisini ve morfomet-
rik 8lctiimlerini bilmek klinisyenler icin oldukga blytk bir dnem ta-
simaktadir. Bu calismanin amaci Tlrk popllasyonunda Foramen
Magnum (FM) ile Clivus’un ve ilgili yapilarin morfometrik 6lgtimleri-
ni degerlendirmek hedeflenmistir.

Burcu Ercakmak Giines, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Anatomi Anabilim
Daly, Ankara, Tiirkiye, Tel. 0312 305 21 01 Email. burcue@bacettepe.edu.tr
Gelis Taribi: 17.09.2018 o Kabul Taribi: 30.10.2018

Materyal ve Metot: Retrospektif olarak 313 hastanin bas ve boyun
bélgelerinin bilgisayarl tomografi anjiyografi (BTA) gérintdleri ince-
lendii. Clivus uzunlugu (LoC), clivus ve FM’un arka kenari arasindaki
aci (C-FM), clivus’un arka ylizeyi ile, dens axis’in arka kenan arasin-
daki a¢i (C-D), FM’un antero-posterior capi (FMap), FM’un lateral ke-
narlan arasindaki en genis transvers mesafe (FMt) ve FM alani (FMa)
Bledldli.

Bulgular: Sirasiyla LoC, C-FM, C-D, FMap, FMt ve
FMa’nin ortalama degerleri kadin hastalarda 32,1+3,4 mm,
153,46°+9,13, 140,61°+11,93, 34,72+2,57 mm, 29,25+2,1 mm
ve 733,26+102,09 mm? iken erkek hastalarda 35,2+4 mm,
149,93°+8,6, 141,28°+10,383, 36,29+2,89 mm, 30,79+2,27 mm ve
800,12+110,62 mm? olarak élcdldd.

Sonuc: Kafa tabani ile ilgili yapilara ait 6igtimler BTA ile kolay bir
sekilde degerlendirilebilir. Bu éictiimler klinisyenler igin tani ve te-
davi igcin bdylk énem tasimaktadir ancak toplumlar arasi farkliliklar
g6z éninde bulundurulmalidir.

Anahtar kelimeler: kafa tabani; foramen magnum; anatomi

Girig

Kafa tabani anatomik olarak en karmagik bolgelerden
biridir. Kafa tabaninin kraniometrik ol¢timlerinin
bilinmesi patolojik tanilar ile kranioservikal bileske
anomalilerinin tanimlanmasinda, uygun cerrahi yon-
temin segilmesinde ve yapilacak rezeksiyonlarin be-
lirlenmesinde klinisyenler icin oldukg¢a biiyitk 6nem
arz etmektedir'™. Kafatasi ayni zamanda antropoloji
ve adli up alanlarinda, cinsiyet tespiti i¢in en giiveni-
lir kemikeir®'®!. Foramen magnum (FM) fossa cranii
posterior’un en alt kisminda bulunur ve kafatasinin
en genis olusumudur®. Bu yapi fossa cranii posterior
ve canalis vertebralis'in birbiri ile baglantisini sagla-
maktadir® . Bir diger 6nemli olugum ise kafa tabanin
tam ortasinda bulunan clivustur'*. Clivus, dorsum
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sellac’nin arkasinda bulunan, kemik yapida bir egri-
liktir ve FM’un 6n kenarini olugturur®. Clivus ve FM
ile ilgili patolojiler nérosiriirji uzmanlart i¢in teknik
zorluklar olugturabilmektedir ve bu bélgeyle ilgili ol-
gularin tedavisinde pek ¢ok cerrahi yaklagim tarif edil-
mektedir'*". Kranioservikal instabilitelerde bir diger
onemli 6l¢iim clivodens (clivoaxial) acisidir (C-D) '©.
FM ve ilgili yapilarin 6l¢timleri ve degerlendirmeleri,
kranioservikal bileskenin 6n tarafinda yerlesen pato-
lojilerin cerrahi iglemlerinde oldukea kritik bir role
sahiptir*>®?, Kafa tabaninin radyolojik degerlendirme-
leri ve dl¢timleri, preoperatif olarak cerrahlara yardim-
ct olmaktadir®. Bu yapilarin morfometrik analizleri pek
cok defa caligilmig olmakla beraber, birbirleri ile iligki-
leri detayli bir sekilde bildirilmemistir. Bu ¢aligmanin
amaci Tirk toplumunda kranioservikal bileske cerrahi-
lerine fayda saglayabilmek amaciyla, FM ve clivus'un,
ilgili yapilar ile morfometrik ve agisal olgtimlerini
degerlendirmeketir.

Materyal ve Metot

Hasta segimi

Yagaraliklar1 23 ile 83 arasinda (ortalama 57,04+15,21)
olan 313 hastanin (148 kadin, 165 erkek) bilgisayarlt
tomografi anjiyografi (BTA) gortntiileri retrospek-
tif olarak incelendi. Hastalara ait BTA goriintii seri-
leri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji
Anabilim Dali gériintii argivleme sistemi (PACS)
kullanilarak temin edildi. BTA gortintiileri incelenen
hastalarin bag bolgesine yonelik herhangi bir cerrahi
ve/veya travma oykist ile birlikte malformasyon bu-
lunmamasi ¢aligmaya dahil edilmeleri i¢in en 6nemli
kriterler olarak belirlendi.

Gordinti temini

Tomografi goriintilleme yontemi icini 64-dedek-
torli ¢ift sirali bilgisayarli tomografi tarayicist kul-
lanildi (Somatom Definition, Siemens Healthcare,
Erlangen, Almanya). Sadece arteryel faz goriintii-
lemesi uygulandi. Protokol su sekilde tanimlandi:
64 x 0,6 kolimasyon, 1,4 perde, 0,5-saniye donme
zamani, 100 kV (en ug) ve efetif mAs 180°di. Aorta
ascendens’i de i¢ine alan mediastinum superior ve
verteks bolgeleri tarandi. BTA zamanlamasi “test-
bolus” teknigi ile belirlendi. Ikili enjektsr kullanildu.
Kontrast madde uygulamasindan 6nce ve sonra 10
mL “saline chaser” soliisyonu enjekte edildi. Kontrast
madde (70 ml), 4 mL/s oranda olacak gekilde enjek-

te edildi. Ana goruntiiler, aksiyel, koronal ve sagital
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agilardan 1-mm kesit kalinligr olacak sekilde yeniden
modellendi. Tiim 6l¢iimler, iki aragtirmaci tarafindan,
Osirix-Lite versiyon 9 (Pixmeo, SARL, Isvigre) yazili-
mu ile gergeklestirildi ve 6l¢iimlerin istatistiksel olarak
kargilagtirilmasinin ardindan aralarinda fark olmadig:
saptandi.

Morfometrik olgiimler

Literatiirde yapilmig olan caligmalar referans alinarak
yapilacak olan 6lgiimlere karar verildi"'. Olgiimler,
normal anatomik pozisyonda ¢ekilen BTA goriintiile-
rinde, sagital kesitte cranium’un inferior yiiziinden elde
edildi: (1) dorsum sellae’nin vertikal ¢cikintisinin en alt
noktasindan baglayip clivus'un posterior yiizii boyunca
ug noktasina kadar ¢izilen bir ¢izgi ile LoC (Sekil 1);
(2) clivus'un posterior kenar1 boyunca cizilen cizgi ile
FM’un posterior kenar1 arasindaki agt (C-FM) (Sekil
2); (3) clivus'un posterior yiizii ile dens axis’in posteri-
or yiizii arasindaki a¢1 (C-D) (Sekil 3); (4) FM’un an-
tero-posterior ¢capt (FMap) (Sekil 4); FM’un lateral ke-
narlari arasindaki en genis transvers cap1 (FMt) (Sekil
5) 6lciildii. Son olarak (6) FM’un kenarlar1 Osirix-Lite
yazilminin kalem 6zelligi kullanilarak alani (FMa)

“llgilenilen Alan (Region of Interest-ROI)” meniisii
kullanilarak él¢iildii (Sekil 6).

Istatistiksel analizler SPSS 23 paket programi kul-
lanilarak gergeklestirildi. Tim o6l¢tim degerlerinin
normal ve normal olmayan dagilimlarinin tanimlan-
masi Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak yapildi.
Olgiim degerlerinin tiimiiniin tanimlayict analizleri,
ortalama ve standart sapmalari kullanilarak yapildi.
Cinsiyetler arasi kargilagtirma sirasiyla Standart t
testi ve Mann-Whitney U testleri kullanilarak ger-
ceklestirildi. Yas ile 6l¢timler sonucunda elde edilen
degerlerin aragtirilmasi sirasinda, korelasyon katsa-
yis1 ve “p” degerinin ortaya konmasi igin Spearman’s
rho testi uyguland: (%5’lik Tip 1 hata orani ile).
P degeri 0,05’ten kiigiik olan ol¢timler istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi. Caligma Hacettepe
Universitesi Etik kurulu tarafindan onaylanmigtir

(GO 18/779-43).

Sonuclar

313 hastanin sagital kesit BTA goriintiileri degerlendi-
rildi. LoC, C-FM, C-D, FMap, FMt ve FMa ortalama
degerleri sirasiyla kadin hastalarda ortalama 3,1+3,4
mm, 153,46°+9,13, 140,61°+11,93, 34,7242,57
mm, 29,25+2,1 mm ve 733,26+102,09 mm?® ve er-
kek hastalarda ortalama 35,244 mm, 149,93°+8,6,
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Sekil 1. Clivus uzunlugu; LoC. Sekil 2. Clivus ile foramen magnum arasindaki agi; C-FM.

Sekil 5. Foramen magnum’un transvers capi; FME. Sekil 6. Foramen magnum’un yiizey alani; FMa.
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141,28°+10,33, 36,2942,89 mm, 30,7942,27 mm ve
800,12+110,62 mm? olarak élciildii (‘Tablo 1). Erkek
hastalarin C-FM ve C-D haricindeki 6l¢timlerinin,
kadin hastalarin degerlerinden daha biyik oldugu
gozlemlendi. C-D digindaki tiim degerlerde cinsi-
yetler arasi fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001) (Tablo 2). Sadece ii¢ degiskenin yay ile ko-
relasyonu oldukea zayif olmakla beraber istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Tablo 3). Ayrica C-FM ile
FMap (p<0,001, r=-0,16) ve FMt (p=0,03, r=-0,12)
arasinda istatistiksel olarak anlamli, ancak zayif negatif

korelasyon oldugu tespit edildi.

Tartisma

Kafa tabaninin morfometrik dl¢timleri, tan1 ve uy-
gun cerrahi se¢imi sirasinda klinisyenler i¢in biytik
onem tagimaktadir. Kafa tabani ile dogrudan iligkili
olan Chiari malformasyonu, hipoplazi, kleftler, ap-
lasia, tonsiller herniasyon ve pek ¢ok diger patolo-
ji ve malformasyonlar bulunmaktadir>!#1¢-19 Bu
calismada literatiirdeki caligmalar referans alinarak
LoC, C-FM, C-D, FMap, FMt ve FMa ol¢timleri

yapilmigtir"59-1H16719,

Caligmada 313 hastanin BTA gorintiileri tizerinden
LoC o¢lgiildi ve ortalama degeri kadinlarda 32,1 mm,
erkeklerde 35,2 mm olarak tespit edildi. Erkek hasta
grubu lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
goriildii (p<0,001). Basaran ve ark. ' ise saglikli 50 bi-
reyin MR gériintiileri tizerinden yapuiklar: 6l¢timlerde
LoC ortalama degerini 35,742 mm olarak raporlamig-
lardir. Ayrica Chiari malformasyonu olan grup ile sag-
likl1 bireyleri ayirmadan toplam say1 tizerinden cinsiyet
siniflamasi yapmiglar ve kadinlarda ortalama deger
34,54 mm, erkeklerde ortalama deger 36,46 mm olarak

raporlanmistir’.

Botelho ve ark.® Chiari malformasyonu ve basilar
invajinasyonu olan hastalarin ve saglikli bireylerden
olusan kontrol grubunun kraniovertebral bileske MR
goruntiilerini degerlendirmiglerdir. Clivusun arka
yuzi ile FMap arasindaki “Boogard Agisi” olarak
isimlendirilen a¢iy1 6l¢mislerdir. Kontrol grubunun
ortalama degeri 126+9,40°% minimum ve maksimum
ol¢timleri sirastyla 103° ve 148° olarak raporlanmig-
tr®. Chiari malformasyonu, basilar invajinasyon ve
kontrol gruplarinin “Boogard Agis1” degerlerinin
istatistiksel analizleri sonucunda en genis ac1 basilar

Tablo 1. Kadin ve erkek hasta gruplarinda Glgiimlerin minimum, maksimum ve ortalama degerleri

Kadin Erkek

Ortalama +SD Min-Maks Ortalama +SD Min-Maks
LoC (mm) 32,1 34 21,8-40,2 35,2 4 20,2-43,6
C-FM (°) 153,46 9,13 133,34-175,6 149,93 8,60 129,95-176,24
C-D(°) 140,61 11,93 112,63-169,08 141,28 10,33 109,83-168,97
FMap (mm) 34,72 2,57 27,6-41,0 36,29 2,89 24,8-45
FMt (mm) 29,25 2,1 24,2-35,3 30,79 2,27 23,6-36,8
FMa (mm? 733,26 102,09 431-1024 800,12 110,62 482-1104

LoC, Clivus uzunlugu; C-FM, Clivus ve foramen magnum posterior kenari arasindaki aci; C-D, Clivus ve dens axis arasindaki agl; FMap, Foramen magnum antero-posterior ¢api; FMt, Foramen magnum’un lateral

kenarlari arasindaki transvers ¢ap; FMa, Foramen magnum alani.

Tablo 2. Biitiin parametrelerin erkek ve kadin hastalarda karsilastiriimasi

Tablo 3. Yasla anlamli korelasyon gdsteren degiskenler

Degiskenler Ortalama farklari p degeri Yorum
LoC -0,31 p<0,001 E>K
C-FM 3,53 p<0,001 K>E
C-D -0,67 p=0,59 Fark yok
FMap -0,154 p<0,001 E>K
FMt -0,154 p<0,001 E>K
FMa -0,668 p<0,001 E>K

LoC, Clivus uzunlugu; C-FM, Clivus ve foramen magnum posterior kenari arasindaki aci; C-D,
Clivus ve dens axis arasindaki aci; FMap, Foramen magnum antero-posterior ¢api; FMt, Foramen
magnum’un lateral kenarlan arasindaki transvers ¢ap; FMa, Foramen magnum alan.
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Degiskenler Korelasyon Katsayisi (r) Anlamllik (p)
C-FM 0,13 0,01
FMap -0,11 0,03
FMa -0,35 <0,001

C-FM, Clivus ve foramen magnum posterior kenari arasindaki aci; FMap, Foramen magnum
antero-posterior ¢api; FMa, Foramen magnum alani.



invajinasyon hastalarinda ve en dar ag1 kontrol gru-
bunda ol¢tilmigtiir®. Ferreira ve ark.?® yaptg1 ¢aligma-
da kontrol grubuna ait ortalama deger 126,20°+9,68
olarak bildirilmigtir. Bu ¢aligmada ise “Boogard A¢is1”
C-FM olarak isimlendirildi ve ortalama degerler ka-
din hastalarda 153,46°%+9,13 ve erkek hastalarda
149,93°48,60 olarak raporlandi. Literatiir ile kargi-
lagurildiginda daha yiiksek degerler 6Sl¢iilmesinin,
toplumsal yapisal farkliliklar sebebiyle olabilecegi
degerlendirilmektedir ve yiiksek degerlere cerrahi
yaklagimlar esnasinda dikkat edilmesi gerekmekte-
dir. Bununla birlikte, yine toplumsal farkliliklar g6z
ontine alindiginda, nérolojik patolojiler agisindan
risk grubu olarak nitelendirilebilecek toplumlar be-
lirlenip, olast bir klinik tabloyu erken evrede yaka-
layabilmek adina, rutin saglik taramasi prosedirleri
icerisine riskli olarak kabul edilebilecek bélgelerin de

eklenmesi saglanmalidur.

Kranioservikal bileske instabiliteleri ve malformasyon-
lar1 sik goriilebilen patolojilerdir ve clivus ile dens axis
arasindaki ac1 bu olgularin tani ve tedavisinde oldukca
onemlidir. Clivodental acinin fleksiyonda 150° ve eks-
tansiyonda 180° araliginda olmast normal olarak de-
gerlendirilir ve 150”nin alundaki degerler medulla spi-
nalis ya da beyin sapi basis’i ile iligkili olabilmektedir”.
Henderson ve ark.'® hafif ya da siddetli bag agrisi, su-
boccipital agr1, bulbar semptomlar, myelopati sebebiyle
nérolojik bulgular bulunan 10 erigkin hasta tizerinde
yaptiklart ¢alismada ortalama C-D olgtimleri 135,8°
olarak bulunmustur ve patolojik esik degeri 135° olarak
kabul edilmigtir. Nagashima ve ark.* notral pozisyonda
cekilen direke grafilerde ortalama C-D degerini kadin
hastalarda 157,4+7,5° ve erkek hastalarda 158,24+9,8°
olarak bildirmigler ve nétral pozisyonda C-D degeri-
nin 130”nin alunda olmasinin medulla oblongata ha-
sar1 ile iligkili olabilecegini raporlamiglardir. Botelho
ve ark.® yaptiklari caligmada C-D degerini Clivus ka-
nal agisi olarak isimlendirmigler ve kontrol grubunun
ortalama degerini 148+9,88° olarak raporlamiglardir®.
Ferreira ve ark.* da clivus kanal agis1 tabirini kullanarak
saglikli bireylerde ortalama degeri 148,50+10,10° ola-
rak bildirmiglerdir Bu ¢aligmada ortalama C-D degeri
kadin hastalarda 140,61° ve erkek hastalarda 141,28°
olarak bulunmugtur. Minimum ve maksimum deger-
leri ise swrasiyla 169,08°-112,63°+11,93 ve 168,97°-
109,83°+10,33 olarak ol¢tilmugtiir. Literatir ile kar-
stlastnildiginda olgiilen degerler esik degerin alunda
bulunmamaktadir ve diger ¢aligmalara gore sonuglarin
daha diisiik ¢cikmasinin toplumsal farkliliklara bagli ola-

bilecegi kanisina varilmigtir.

211

FM’un sekli ve boyutlari cerrahi teknigi etkileyebilir ve
bu konuda pek ¢ok ¢alisma yapilmigtir’>'*?%, Basaran
ve ark. ! retrospeketif olarak gerceklestirdikleri MR ¢a-
lismasinda 91 Chiari malformasyonu olan hasta grubu
ve 50 saglikli kontrol grubu tizerinde 6l¢timler yap-
miglar ve ortalama FMa'n1 900,8+125,5 mm? olarak
raporlamiglardir. Gocmen ve ark.8 150 adet kuru kafa
tizerinde FM 6l¢timleri yapmiglar ve FMa icin litera-
tiirde kullanilan 3 farkli yontemi (Teixeria, Radinsky
ve Cavalieri formiilleri) kargilagtirmiglardir. Her me-
todun ortalama degerlerini sirasiyla 7904£99,86 mm?,
783499,34 mm?ve 748,06+100,19 mm®olarak rapor-
lamig ve anlaml: bir fark gozlemlememislerdir. FMap
ve FMt ol¢timlerinin ortalama degerleri ise sirasiyla
34,3842,38 mm ve 28,95+2,19 mm olarak raporlan-
migtir. Bu ¢aligmada ise FMa, FMap ve FMt deger-
leri sirastyla kadin hastalarda 733,264£102,09 mm?,
34,7242,57 mm, 29,25+2,1 mm ve erkek hastalarda
800,12+110,62 mm? 36,29+2,89 mm, 30,79+2,27
mm olarak o6l¢tilmistiir. Kuru kafalarda demineralizas-
yon sebebiyle ve ¢ocuklarda boyutlarin kiigiik olmas:
sebebiyle ol¢timlerin farkli ¢ikabilecegi goz 6niinde
bulundurulmalidir.

Madadin ve ark.1' BT gériintileri tizerinden FM
olctimleri degerlendirmigler ve sirasiyla ortalama
FMa, FMap ve FMt degerlerini kadin hastalarda
869,80+122,75 mm?, 36,10+2,65 mm ve 30,60+2,47
mm; erkek hastalarda 925,84498,20 mm?,37,21+2,15
mm ve 31,65+2,25 mm olarak bildirmiglerdir. Erkek
hastalarda kadin hastalar ile kiyaslandiginda biitiin 6l-
¢imlerin daha biiyiik oldugunu belirtirken, cinsiyetler
arasinda FMa arasindaki fark istatistiksel olarak an-
lamli bulunmamig, FMap ve FMt farklari anlamli bu-
lunmugtur'’. Bu ¢aligmada erkek hastalarin 6l¢tim de-
gerleri, C-FM ve C-D haricinde, kadin hastalara gore
daha biyiik 6l¢tldi. Cinsiyetler arasinda C-D deger-
leri diginda biitiin 6l¢timler istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p>0,001).

Oldukga karmagik bir anatomik yapiya sahip olan kafa
tabanina yonelik cerrahi girisimler sirasinda, olasi iyatro-
jenik yaralanmalarin 6niine ge¢mek adina, bu bélgenin
radyolojik ve morfolojik anatomisinin ¢ok iyi bilinmesi
gerekmektedir. Caligmamizin amaci yagsadigimiz top-
luma yonelik, kafa tabani anatomisinin detayli olarak
belirlenip ortaya konmastydi. Bu kapsamda, retrospekeif
olarak tamamladigimiz morfometrik degerlendirme bul-
gularimiz, cinsiyetler arasindaki farklarin da, bu bolgeye
yonelik tasarlanacak cerrahi girisim prosediirleri sirasin-
da mutlaka g6z 6niinde bulundurulmasi gerekliligini
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ortaya koymaktadir. Calismamiz sonucunda elde ettigi-
miz bulgularin, farkli toplumlar tizerinde tamamlanan
caligma sonuglarindan farkliliklar gostermesi, toplumlar
arasindaki morfometrik farkliliklari acik bir sekilde or-
taya koymaktadir. Bununla birlikte, goriintiileme yon-
temleri arasindaki farkliliklarin g6z oniinde bulundurul-
masi, dogru bir cerrahi protokol tasarlanmasi agisindan
yararli olabilecektir. Hedef dokunun belirlenip, uygun
goriintiileme yonteminin segilmesi tani ve tedavi sirasin-
da istenmeyen yaralanmalarin 6nitine gegebilmek adina
biiyiik 6nem tagimakrtadir.

Toplumlar arasindaki farklarin aragtirilabilmesi, farkl:
tilkelerdeki aragtiricilar ile birlikte bir ¢aligmanin tasar-
lanmasi ile miimkiin olabilecektir. Boylece, farkli top-
lumlara ait bireylerin morfometrik olarak farkli olup
olmadiklari istatistiksel olarak ortaya konabilecektir.

Kafa tabani ile ilgili yapilarin morfometrik ol¢timleri
klinisyenler ve radyologlar i¢in tani ve tedavi sirasinda
biyitk 6nem tagimaktadir. Farkli ol¢tim teknikleri ile
bireysel ve toplumsal farkliliklar sebebiyle farkli sonug-
lar elde edilebilmektedir ve degerlendirmeler sirasinda
bu farkliliklar g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Caligmamiz sonucunda ortaya koydugumuz sonuglar
cercevesinde, kafa tabaninin morfometrik degerlerinin
toplumlar arasinda farklhiliklar gésterdigi ortaya kon-
mugtur. Kafa tabanina yoénelik planlanacak cerrahi gi-
risimler 6ncesinde, cerrahi protokoliiniin belirlenme-
sinde bu farkliliklarin dikkate alinmasi, beklenmeyen
olumsuzluklarin 6niine gegebilmek adina biiyiik 6nem
tagir. Bununla birlikte, toplumlar arasindaki kraniyo-
metrik farkliliklarin anlamliliklarinin aragtirilmasi adi-
na, farkli toplumdan bireylerin dahil edilecegi ve daha
fazla birey sayisina sahip olan yeni ¢aligmalar planlan-
mast literatiire 6nemli derecede katks saglayabilecektir.

Sinirlamalar

Caligmamizin retrospektif olarak tasarlanip tamamlan-
masindan dolayi, ¢aligmaya dahil edilen bireylerin vii-
cut kitle endeksleri ile ilgili verilere ulagilamamis olup,
viicut kitle endeksi ile ilgili gruplandirmalar ve gruplar
arasi kargilagtirmalar gergeklestirilememistir.
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Radiographic Examination of Talocrural Joint Morphometry
in Individuals with Normal Joint Anatomy

Articulatio Talocruralis Morfometrisinin Anatomik Olarak Normal Eklem Yapisina Sahip Bireylerin

Radyografilerinde Degerlendirilmesi
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ABSTRACT

Aim: The traumas of the talocrural joint are very common in popu-
lation. Therefore; the anatomy and morphometry of this joint has a
great importance. The aim of this study was to examine the mor-
phometry of talocrural joint in large series of patients according to
age and sex in order to add some new knowledge to the literature.
At the same time, according to the results of the research, it is
aimed to give a way for field-specific prosthesis production to the
prosthetic producers.

Material and Method: In this study; the talocrural joint radio-
graphs of 274 anatomically normal patients (134 males, 140 fe-
males) were examined. The morphometric measurements of the
defined parameters were done and their statistical analysis were
performed according to age and sex. As far as we know, from our
parameters; the mediolateral diameter of tibia (TML), the medio-
lateral diameter of fibula (FML), surface area of trochlea tali (TTA)
and SIGMA angles were firstly defined in this study. Additionally;
the innermost distance of talocrural joint (ATI), the outermost dis-
tance of talocrural joint (ATD), the angles in between the medial
malleolus and talus (DELTA), the lateral malleolus and talus (ALFA)
and the sagittal length of trochlea tali (TSU) were also measured.

Results: In the comparison of TML, FML, TTA, ATI, ATD measure-
ment sand ALFA angle in both sexes; they were found to be higher
in males than in females. However; TSU and SIFGMA angle were
found to be higher in females, when compared with males. The
DELTA angle was nearly the same in both sexes.

Conclusion: These morphometric analyses were performed in a
huge number of anatomically normal patients’ radiographs and
therefore; we believe that the study will add a new knowledge to
the literature, will help to the clinicians who are interested in the
ankle joint and will be useful for the companies who are working
on implant technology.

Key words: talocrural joint; ankle joint; anatomy; morphometry; radiography
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OZET

Amagc: Articulatio talocruralis travmalarina toplumda ¢ok sik rast-
lanmasi nedeniyle bu eklemin anatomik yapisi ve morfometrisinin
cok iyi bilinmesi gereklidir. Bu calismada articulatio talocruralis
morfometrisini yas gruplari ve cinsiyet parametrelerine gére genis
serilerde degerlendirerek literatlire katki saglamak ve arastirma
sonuclarina gére protez dreticilerine daha spesifik protez tretimi
yapilabilmesi icin yol géstermek amaclanmigtir.

Materyal ve Metot: Calismada, ayak bilegi ekleminde herhangi bir
patolojisi bulunmayan ve eklemin anatomik olarak normal oldugunun
tespit edildigi 274 bireye ait (134 erkek, 140 kadin) ayak bilegi radyog-
rafileri incelendi. Tanimlanan parametrelerin morfometrik Sictimleri
yapilarak elde edilen sonuclar yasa ve cinsiyete bagl olarak istatistik-
sel olarak karsilastirildi. Bildigimiz kadariyla morfometrik Slciimlerini
yaptigimiz parametreler arasinda yer alan tibia’nin mediolateral ¢api
(TML), fibula’nin mediolateral ¢capi (FML), trochlea tali’nin ylizey ala-
ni (TTA) ve SIGMA agisi literattirde ilk defa bizim tarafimizdan tarif
edilmistir. Ayrica; calismada articulatio talocruralis’in en i¢ noktala-
n arasindaki mesafe (ATI), articulatio talocruralis’in en dis noktalari
arasindaki mesafe (ATD), malleolus medialis ile talus arasindaki agi
(DELTA) malleolus lateralis ile talus arasindaki agi (ALFA) ve trochlea
tali’nin sagittal uzunlugu (TSU) élcdild(i.

Bulgular: Calismada, cinsiyetler arasinda TML, FML, TTA, ATI,
ATD uzunluklar ve ALFA acisi degerlendirildiginde; erkeklere ait 61-
¢clm sonuglan kadinlardan daha fazla oldugu tespit edildi. Bununla
birlikte; kadinlarda TSU ve SIGMA acisinin erkeklerden daha ylik-
sek oldugu bulundu. Kadinlarda ve erkeklerde éictlilen DELTA aci-
lan karsilastinldiginda her iki cinste yaklasik olarak esit degerler
saptanadl.

Sonug: Genis serilerde ve normal bireylere ait articulatio talocru-
ralis radyografilerinde gerceklestirilen bu morfometrik analizlerin
literatiire katki saglayacagini, ayak bilegi ile ilgilenen hekimlere yol
gésterecegini ve implant (reten firmalara énemli bir katki saglaya-
cagini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: articulatio talocruralis; ayak bilegi; anatomi; morfometri;
radyografi



Introduction

The talocrural joint is one of the joints in the body that
is most frequently exposed to trauma'. This joint ensures
the unity of the leg area with the foot area and has a great
functional importance. Body weight is transmitted to the
talus through means of tibia and fibula. The talus then
transmits the weight to navicular bone and calcaneus*.
Talocrural joint is a trochlear type joint located between
the talus, tibia and fibula. The flexion and extension
movements of the foot ankle occur in this joint. Out of
all injuries caused by sports, 20% consist in injuries of the
talocrural joint, 33%-73% consist in lateral foot ankle
twistings and another 20% consists in foot ankle inju-
ries*. Injuries of the talocrural joint are generally classical
inversion traumas which may occur frequently.

The morphometric structure of the talocrural joint
plays a pivotal role because of the fact that this joint is
relatively more exposed to traumas than other joints,
especially to foot ankle twistings. Furthermore, a good
knowledge on the morphometry of the talocrural joint
can serve as a helpful guide to doctors who are inter-
ested in this area and can also pave the way to the devel-
opment of new methods in cure planning.

Material and Method

This study was conducted in the Department of
Anatomy at the Facultyof Medicine at Hacettepe
University in Ankara. Direct radiographies were se-
lected from among the patients who have been reg-
istered at the Radiology Department of the TOBB
Economy and Technology University (ETU) Hospital
from 2006 through 2016.

Presence of pathologies served as the excluding crite-
rion in the selection of radiographies. Individuals with
injuries or ruptures in ligaments; fractures in bones that
affect the joint; or individuals suffering from luxacion
or subluxacion and also radiographies that included
radiologic artefacts or those where the borders of the
joint were not clear due to the low quality of the image
were not included in the study.

A total of 274 radiographies were used in this study,
out of which 134 male and 140 female radiographies
that met the criteria. The radiographies of the indi-
viduals have been divided into a total of seven decades,
which were formed based on the individuals’ age that
ranged from 10 to 85 and converted to DICOM for-
mat. The selected images in the radiography device
were those pertaining to individuals whose manual
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basic anteroposterior and lateral positions were in ac-
cordance with the standard protocol set forth by the
World Health Organization. In this study we used the
Film Workstation (v. 3.4) software and CTAn (ver.
1.12.9, Skyscan) software compatible with the PACS
system of the TOBB ETU Hospital.

The parameters that were measured in the study

Measurement of the Sagittal Length of the Trochlea
Tali (TSU): After havingidentified the front and back-
most ends of the trochlea tali in the lateral radiogra-
phies of the ankle, the sagittal length of the trochlea
tali has been measured (Fig. 1a).

Measurement of the Angle between the Edges of the
Calcaneus and the Edges of the Talus (SIGMA angle):
We measured the lower angle (SIGMA angle) formed
between the plane created from the most protruding
back point on the lower face of the calcaneus to the
most protruding medial front point of the trochlea tali
on the one hand, and the plane created from the most
protruding front point on the lower face of the calca-
neus to the most protruding medial back point of the
trochlea tali on the other (Fig. 1b).

Measurement of the Surface Area of the Trochlea Tali
(TTA): After identifying the trochlea tali, we selected the
ROIs (region of interest) and set the histogram half auto-
matically by defining the trochlea tali’s bone area existing
between the boundaries. The bone surface area was calcu-
lated via the CTAn software in two dimensions (Fig. 1 ¢).

The Measurement of the Mediolateral Diameter of the
Tibia (TML): In the transverse plane, from the an-
terior edge of the tibial joint surface passing through
the ceiling of articulatio talocruralis; The mediolateral
distance was measured between the most prominent

points of the tibia. (Fig. 1 d).

Measurement of the Mediolateral Diameter of the
Fibula (FML): In the transverse plane, from the an-
terior edge of the tibial joint surface passing through
the ceiling of articulatio talocruralis; The mediolateral
distance was measured between the most prominent

points of the fibula. (Fig. 2a).

Measurement of the distance between the innermost
points of the talocrural joint at the medial and lateral
malleoli (ATT): We measured the distance between the
innermost points of the talocrural joint by firstly defin-
ing the most medial points of the medial and lateral
malleoli and in a way that it passed over the upper bor-

der of the talar dome (Fig. 2b).
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Figure 1. a-d. Talocrural ankle measurement. TSU measurement (a); SIGMA angle (b); TTA measurement (c); TML measurement (d). TSU, measurement of the sagit-

tal length of the trochlea tali; TTA, measurement of the surface area of the trochlea tali; TML, the measurement of the mediolateral diameter of the tibia.

Measurement of the distance between the outermost
points of the talocrural joint at the medial and lateral
malleoli (ATD): We measured the distance between
the outermost points of the talocrural joint by firstly
defining the most lateral points of the medial and lat-
eral malleoli and in a way that it passes over the upper

border of the talar dome (Fig. 2 ¢).

Measurement of the angles between lateral malleolus
and talus: We measured the angle created from the
plane formed from the most lateral upper protruding
point of the talus parallel to the lateral side of the tibial

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):214-221

cortex on the one hand, and the lowest and upper most
medial points of the medial surface of the lateral mal-

leolus (ALFA angle) (Fig. 2 d).

Measurement of the angles between medial malleolus
and talus: We measured the angle created from the
plane formed from the lowermost medial protruding
point of the talus parallel to the uppermost medial pro-
truding point of the trochlea tali and the plane formed
from the lower most medial protruding point of the
talus to the most lateral point of the medial malleolus

(DELTA angle). (Fig. 2¢)
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Figure 2. a-e. Talocrural ankle measurement. FML measurement (a); ATl measurement (b); ATD measurement (c); ALFA angle (d); DELTA angle (e). FML, meas-

urement of the mediolateral diameter of the fibula; ATI, measurement of the distance between the innermost points of the talocrural joint at the medial and lateral
malleoli; ATD, measurement of the distance between the outermost points of the talocrural joint at the medial and lateral malleoli.

Statistical Analysis

The IBM SPSS Statistics 23.0 program was used for
the statistical evaluations. Two-way ANOVA (vari-
ance analysis) was used to evaluate if the morphomet-
ric measurements showed differences based on age,
sex and both age and sex. All statistical evaluations in
which the p value was calculated as smaller than 0.05
were considered as significant.

All measurements were conducted by two research-
ers; an anatomist and an expert radiologist. In order
to ensure the accuracy of the measurements, accuracy
analysis was performed among the measurements held
by each researcher and among measurements held by
both researchers. To test the accuracy of each of the

measurements repeated by each researcher in four
weeks’ time, the Wilcoxon matched-pairs signed rank
test was used. The accuracy between the two research-
ers was defined by the interclass correlation coefficient
(ICC) and the coefficient of variation (CV) [CV=
(standard deviation/mean) x% 100]. Values of ICC
bigger than 0.75 indicates good accuracy, whereas low
CV values show a sensitive error and a necessity for
repetition®.

Results

No meaningful difference was seen in the consistency
of the measurements held by each researcher. The mea-
surements consistency of Researcher 1 was found to be
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93% and 96%, while for Researcher 2 consistency val-
ues were found to be 90% and 92%. For both research-
ers, it was determined that all measurements had a high
consistency and no significant difference was observed.
Regarding the consistency of measurements between
both researchers, the interclass correlation coefficient
was found as 0.947 and 0.991; as such it was within the
reliability level.

The age distribution of males ranged from 10-85 with
the mean age found to be 38.8, while the females’ age
distribution ranged from 11-79 and the mean age was
40.2. The differences between the mean ages of males
and females were found to be not statistically signifi-

cant (Table 1).

In all of the parameters no difference was observed
neither among the age groups (p>0.347) nor among
the age groups based on sex (p>0.453). In all of the

Table 1. Distribution of individuals by age and sex

Age Groups N X+S Min-Maks.
1. Group (10-19) 29 16.55+2.27 10-19
Male 15 16.467+2.32 10-19
Female 14 16.643+2.30 11-19
2. Group (20-29) 44 24.77+3.07 20-29
Male 22 25.04+2.86 20-29
Female 22 24.50+3.32 20-29
3. Group (30-39) 82 34.52+2.61 30-39
Male 41 34.48+2.69 30-39
Female 41 34.561+2.56 30-39
4. Group (40-49) 52 43.57+3 40-49
Male 26 42.84+3.05 40-49
Female 26 44.30+2.82 40-49
5. Group (50-59) 31 54.25+3.09 50-59
Male 14 54.21+3.30 50-59
Female 17 54.29+3.01 51-59
6. Group (60—69) 24 64.45+3.13 60-69
Male 11 65.27+3.49 60-69
Female 13 63.76+2.74 60-69
7. Group (70-85) 13 77.08+4.07 70-85
Male 6 78.6+5.07 72-85
Female 7 76+3.16 70-79
Total 274 39.49+15.85 10-85
Male 134 38.8+15.73 10-85
Female 140 40.2+15.99 11-79
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age groups the mean of the male measurements was
found to be higher compared to the female measure-
ments. In the examination of all the length measure-
ments, it was identified that males in the 5% group
and women in the 7" group had the highest values
of the TML, TTA and ATU. Furthermore, males and
females of the 7* group demonstrated the highest val-
ues in the FML and TSU measurements. Only in the
ATI measurement, females of the 6™ group and males
of the 1" group showed the highest values. As regards
the angle measurements, 3* group males and 2" group
females had the highest values in the SIGMA mea-
surements; both 1* group males and females had the
highest values in the ALFA measurements; 3rd group
males and 5% group females had the highest values in
the DELTA measurements (Table 2). According to
the correlation analysis, all length parameters were
found to be in a positive correlation with each-other.
No correlation was found between the length mea-
surements and angular parameters (Table 3).

Discussion

Talocrural joint is one of the joints most frequently in-
jured by sports activities. The traumas of the talocrural
joint caused by sports injuries are observed to be at a
high level of 15%-20%. Injuries are especially seen to
occur during running activities and anterior-lateral
leaps. The frequency of the talocrural joint traumas
observed in football, basketball and volleyball consti-
tutes 25%-50% of all the injuries of the muscle skeleton
system*™.

Given that the talocrural joint is relatively more ex-
posed to traumas such as foot twisting, the morpho-
metrical evaluation and the anatomical structure of
this joint gain a lot of importance. Besides, the move-
ments of the ankle joint are limited to flexion and ex-
tension has a lot of impact on the anatomical structure
of the joint’.

In many emergency rooms of hospitals, diagnoses are
made via direct radiography, ultrasonography and
computed tomography (CT) scans, which are more
easily accessible'. In the diagnosis of some patholo-
gies, direct radiographies are used due to being eco-
nomical and having a sufficient quality of the image.
It is known that in order for the anteromedial tibial
and talar osteophytes to be clearly seen in direct ra-
diographies, taking anteromedial oblique graphies
will be appropriate. In this way the necessity for ex-
pensive imaging methods such as CT and Magnetic
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Female Male

Measurements % 95C. | Min-Max %95C. | Min-Max
DELTA 15.53+3.34 14.16+16.9 11-23 15.39+2.54 14.51+16.28 11-21
ALFA 35.79+5.54 33.41+38.16 30-49 34.87+4.53 32.57+37.16 30-47
ATD 5.81+0.65 5.51+6.12 5-7.1 6.66+0.63 6.1£7.22 5.8-7.2
ATl 2.99+0.34 2.79+3.18 2.3-3.7 3.38+0.28 3.17+3.6 3-38
TTA 514.36+93.03 418.93-609.8 400.02-668.90 669.66+136.4 602.18-737.14 394.50-880.69
TSU 3.77+0.36 3.46-4.08 3.1-4.1 4.12+0.31 3.75-4.49 3.8-45
SIGMA 87.95+5.38 85.49-90.41 78-101 85.49+5.87 83.68-87.29 72-97
FML 1.89+0.16 1.70-2.06 1.7-2.1 1.92+0.28 1.70-2.13 1.5-2.2
TML 4.81+0.46 4.39-5.23 4-55 5.61+0.5 5.31-5.90 4.5-6.2

ATD, measurement of the distance between the outermost points of the talocrural joint at the medial and lateral malleoli; ATI, measurement of the distance between the innermost points of the talocrural joint
at the medial and lateral malleoli; TTA, measurement of the surface area of the trochlea tali; TSU, measurement of the sagittal length of the trochlea tali; FML, measurement of the mediolateral diameter of the

fibula; TML, the measurement of the mediolateral diameter of the tibia.

Table 3. Relationships among variables

N=274 TML FML SIGMA TSU TTA ATl ATU ALFA BETA DELTA GAMA
TML 1 0.753** -0.153* 0.883** 0.833** 0.804** 0.919** 0.105 -0.075 0.010 -0.018
FML 0.753** 1 -0.091 0.700** 0.693** 0.512** 0.731** 0.088 -0.089 -0.020 0.016
SIGMA -0.153* -0.091 1 -0.004 0.070 -0.13%° -0.133° 0.019 -0.020 0.065 -0.065
TSU 0.883** 0.700** -0.004 1 0.853** 0.717** 0.852** 0.077 -0.045 0.020 -0.025
TTA 0.833** 0.693** 0.070 0.853** 1 0.647** 0.793** 0.118 -0.091 0.050 -0.053
ATI 0.804** 0.512** -0.133* 0.717** 0.647** 1 0.858** 0.032 0.001 0.001 -0.004
ATU 0.919** 0.731** -0.133* 0.852** 0.793** 0.858** 1 0.048 -0.021 -0.036 0.033
ALFA 0.105 0.088 0.019 0.077 0.118 0.032 0.048 1 -1.000*  0.168**  -0.168**
DELTA 0.010 -0.020 0.065 0.020 0.050 0.001 -0.036 0.168**  -0.164** 1 -1.000**

TML, the measurement of the mediolateral diameter of the tibia; FML, measurement of the mediolateral diameter of the fibula; TSU, measurement of the sagittal length of the trochlea tali; TTA, measurement of
the surface area of the trochlea tali; ATI, measurement of the distance between the innermost points of the talocrural joint at the medial and lateral malleoli.

Resonance Imaging) MRI decreases''®. We chose
the direct radiographic imaging in this study in order
to be able to examine a high number of individuals,
to provide more opportunities to the accessibility of
retrospective images, due to the correct results these
methods give in the morphometric analysis done in
the related region and the low cost.

When evaluating parameters related to the body com-
position such as body weight, age, height and sex, it is
known that body weight and age have quite small im-
pacts on the morphometry of the foot ankle in adult
populations'. Due to this reason, all morphometric
measurements and analyses in this study have been
conducted in accordance with the age groups and sex.

Similar to studies of Stagni, Kuo and Kwon"~*, in our

study we named the parameters as follows: Tibial width
(TiW) measurement as ATT length, Malleolar width
(MalW) length as ATD length and Trochlea tali length
(TaAL) as TSU length. By considering also the racial
differences, these values were found to be approximately
similar to those of other researchers (Table 4). But, the
main difference in our study is that the measurements
were performed in much more extensive series.

Fessy et al.”” conducted their measurements according
to their definition of the medial malleolar angle which
follows: the angle created between the straight line
formed from the lowest point of the medial malleolus
parallel to the lateral cortex of the tibia on the one hand,

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):214-221
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Table 4. The comparison of TiW anterior, MalW and TaAL parameters

Stagni Kuo Kuo BT 3D Kwon Our Study
Direct Radiography Cadaver CT  Amputated material CT-3D Modelling Retrospektif Retrospektif
Sex 23M 13F Mean 10 M-F 32M 26F Mean 100 M-F 134 M 140 F
TiW anterior  33.6mm 28.6mm 31.9mm  31.9mm 34 mm 31.7mm  333mm  31.1mm  3.2+0.37 mm  2.87+0.36 mm
Malw 71mm  63.5mm 69 mm 61.5mm  640mm 599mm 63.1mm  67.7mm  6.59+0.65 mm 5.85+0.66 mm
TaAL 43.6mm 37.9mm 41.7mm 323 mm - - - 35.3mm  3.93+x0.42mm  3.46+0.42 mm

TiW, Tibial width; MalW, Malleolar width; TaAL, Trochlea tali length.

and the straight line formed from this point parallel to
the lateral cortex of the tibia on the other. Meanwhile,
in our study the measurement of the angle between the
medial malleolus and talus (Delta angle) follows: the
angle created between the plane formed from the lower
most medial protruding point of the talus to the upper
most medial protruding point of the trochlea tali and
the plane formed from the lower most medial protrud-
ing point of the talus to the most lateral point of the
medial malleolus. We believe that our definition of the
angle is more accurate than the definition of the Fessy
et al. given that their definition of the angle does not
include a clear definition of the tibia cortex’s border and
it can pave the way to unrealistic results in studies.

When comparing the measurements of the lateral mal-
leolar angle, even though the definition is the same in
both studies, it is seen that the measurement values of
Fessy et al. are smaller (average 14.62°)'2 The main rea-
son of this difference is thought to be due to the fact
that Fessy et al. used mortis graphy, whereas in our
study we performed the measurements in the antero-
posterior radiographies. In this measurement, given
that the anteroposterior radiographies are routinely re-
quired from patients, they can be obtained more easily
and more practically.

The SIGMA angle we defined is important for re-
vealing the joint deformation and for distinguishing
healthy individuals from individuals with pathological
joints. Furthermore, we think that it will also serve asa
new clinical diagnosis parameter in the literature.

In order to decide on the surgery treatment of the de-
generative arthritis that is seen in foot ankle, firstly the
symptoms of the patient and the functional necessities
need to be understood. For this reason, we believe that
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the TTA measurement we have added to the literature,
will provide for a better follow up of the recovery pe-
riod during the cure.

Heybeli et al. maintain that it is critical that during the
distraction of the talocrural joint the tilt movement
of the talus should not exert pressure to the medial
and lateral malleoli, in order for the posterior area of
the foot ankle to be displayed better”’. For this rea-
son we believe that a good knowledge on the ALFA
and DELTA angles that we described in this study is

important.

In our study statistically significant difference between
age groups was found in the ATD measurements and no
statistically significant difference was found in the ATI
angle. While the longitudinal growth of the bones is fi-
nalized with the ossification of the epiphyseal line during
the development/growth period, the transverse growth
of the bones is possible during the whole lifetime.
Following this statement, in our study the distance be-
tween bone faces in front of each-other during the trans-
verse growth of the bones, does not change statistically,
but statistically significant difference was found in the
lateral most protruding points of the bones.

Conclusion

There exist a limited number of studies related to this
topic in the literature. We believe that this study will
contribute to the literature and will also have an impact
on the increase of the success rate for individuals after
surgery due to the possibility of the production of the
ankle prosthesis in accordance with the individual’s sex
and it will provide clinicians with easy, new, practical
and measurable methods in the cases of degenerative
arthritis, osteoarthrosis, subluxation and luxation.
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OLGU SUNUMU / CASE REPORT

Primer Sezaryen Sirasinda Adneksial Torsiyon ve
Infundibulo-Pelvik Ligament Yoklugu: Vaka Sunumu

Adnexial Torsion and Infundibulo-Pelvic Ligament Absence During Primary Caesarean: Case Report

Giilten Sagr, Bakiye Akbas, 0zgiir 0zdemir

Medical Park Trabzon Hastanesi, Kadin Hastalsklars ve Dogum Klinigi, Trabzon, Tiirkiye

ABSTRACT

The purpose of this study is to emphasize the importance of evalu-
ation of adnexal structures and neighboring organs during cesare-
an operation. It is necessary to evaluate adhesions due to congeni-
tal anomalies, ovarian cysts, ovarian premalign masses, teratomas,
morgagni cysts, ligamentum latum myoma, endometriosis, and
past pelvic inflammatory disease (PID) that may be present during
the operation. This evaluation will help prevent the development of
acute abdomen due to unexplained pelvic pain or adnexial torsion
in the postoperative patient.

The 30 years old patient PK, gravida 1, visited our clinic for the first
time at the 36th week. The patient did not have any complaints
during the one-month follow-up at our hospital and complications
did not develop. During 40 weeks plus 1 day of her pregnancy,
head pelvis incompatibility was detected in the examination of the
patient and she was admitted to the cesarean operation. The pa-
tient who had no history of previous intra-abdominal surgery, was
underwent intraabdominal control after the uterus was closed dur-
ing cesarean operation. Left tuba, over and tuba-ovarian relation
were normal. The right tuba was torsioned 3 times around itself
and was lack of right infundibulo-pelvic ligament, and also, over
was at the distal end of the tuba. The fimbrial tip of tuba and over
adhered to the sacrouterin ligament in the posterior uterus via a
fibrous band without avascularity. Adhesion was opened and right
adnexial detorsion was performed. Since the overlying tissue at
the end of the tuba was mobil, the right adnexal was fixed again
to the adhesion zone. The patient was discharged on the second
postoperative day without any complications.

Adnexal structures and neighboring organs should be checked
during cesarean section. This control will prevent the unexplained
abdominal pain and acute abdomen that may occur after the opera-
tion, and will help early detection of possible additional pathologies.

Key words: pregnancy; adnexial torsion; detorsion; infundibulo-pelvic ligament

OzET

Bu c¢alismanin amaci, sezaryen operasyonu sirasinda adneksial ya-
pilarin ve komsu organlarin degerlendiriimesinin énemini vurgula-
maktir. Operasyon sirasinda olmasi muhtemel konjenital anomaliler,
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ovaryan Kistler, overin premalign kitleleri, teratom, morgagni kistleri,
ligamentum latum miyomu, endometriosiz, gegirilmis pelvik inflama-
tuar hastalik (PID)’e bagh adezyonlarin degerlendirilmesi gereklidir.
Bu degerlendirme postoperatif dénemdeki hastada aciklanamayan
pelvik agn ya da adneksiyal torsiyon gibi nedenlere bagl akut batin
tablosunun gelismesinin énlenmesine yardimci olacaktir.

Hasta PK 30 yasinda, gravida 1, klinigimize ilk defa 36. haftada kont-
rol amaciyla basvurdu. Hastanin hastanemizdeki bir aylik takibi bo-
yunca herhangi bir sikayeti olmadi ve komplikasyon gelismedi. 40
hafta 1 glnlik gebelik mevcut iken glin asimi sikayetiyle basvuran
hastanin muayenesinde bas pelvis uygunsuzlugu tespit edilerek se-
zaryen operasyonuna alindl. Daha énce gecirilmis batin ici cerrahi
dykust bulunmayan hastada, sezaryen operasyonu sirasinda uterus
kapatildiktan sonra batin kontrolii yapildi. Sol tuba, over ve tuba-
ovaryan iliski normaldi. Sag tuba kendi etrafinda 3 kez torsiyone
olmustu, sag infundibulo-pelvik ligament izlenmedi, over tubanin
distal ucunda idi. Tubanin fimbriyal ucu ile over damar icermeyen bir
fibréz bant araciligiyla uterus posteriorunda sacrouterin ligamentin
tstiine yapisikt. Adezyon acilarak sag adneksial detorsiyon yapildl.
Tuba ucunda over dokusu mobil oldugundan yeniden sag adneks,
adezyon bélgesine fikse edildi. Hasta postoperatif ikinci giinde her-
hangi bir komplikasyon olmadan taburcu edildi.

Sezaryen sirasinda adneksial yapilar ve komsu organlar kontrol
edilmelidir. Bu kontrol operasyon sonrasi olusabilecek nedeni acik-
lanamayan karin agrisi ve akut batin tablosunu 6énleyecek ve olasi
bagska ek patolojilerin erken teshisine yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: gebelik; adneksial torsiyon; detorsiyon; infundibulo-pelvik
ligament

Girig

Adneksial torsiyon, nadir goriilmesine ragmen akut
abdominal agrinin en 6nemli nedenlerinden biridir.
Jinekolojik cerrahi acillerin %2,7’sini olugturmakta-
dir'. Adneksial torsiyonun etiyolojisi bilinmemektedir.
Normal boyutlardaki bir overde torsiyon olabildigi
gibi, genellikle beraberinde overde bir kitle mevcuttur.
Gebelik risk fakeorleri arasindadir. Gebelik sirasinda
adneksial torsiyon oldukea nadir goriiliir ve insidan-
sinin 1-5/100,000 arasinda oldugu bildirilmektedir?.



Adneksial torsiyon; adneksial yapilarin, overin, nadiren
de sadece tuba uterinanin infundibulo-pevik ligament
ve tubo-ovaryan ligamentlerden olugan merkez hat bo-
yunca en az bir kez tam rotasyonu olarak tanimlanir®.
Torsiyon sonucunda olugan venoz staz nedeni ile over
boyutunda biiyiime ve over igerisine hemoraji meyda-
na gelebilir. Torsiyonun devam etmesi halinde arteryel
tromboza bagli olarak dokuda nekroz ortaya ortaya ¢i-
karbilir*>. Adneksial torsiyon; destekleyici baglar olan
ovaryan ve infundibulo-pelvik ligamanlarin mobilitesi
nedeniyle meydana gelmektedir. Torsiyon durumun-
da her iki bag da parsiyel olarak strangiile olmakta ve
kan akim1 bozulmaktadir. ilk olarak venoz kan akimi
ve daha sonra arteryel kan akimi bozulmaktadir. Sonug
olarak adneksial 6dem, iskemi, nekroz gelismektedir.
Adneksial hasar irreversibl olabilmektedir. Ama overin
siddetli hasarlandig torsiyon olgularinda bile, takipte
overin fonksiyonlarinin korunabildigi izlenmigtir. Bu
da arteryel kan akiminin tam olarak kesilmedigini gos-
terir. Adneksin iskemik hemarojik, siyahimsi, mavimsi,
kott gortuntiisti gangrenden ziyade adneksteki lenfatik
ve vendz stazin sonucu olugmaktadir. Iskeminin irre-
versibl hasara yol agabilecegi siire konusunda ortak ola-

rak kabul edilen bir birligi yokeur ©.

Tedavide iskemik ve 6demli adneksi detorsiyone etme-
nin tromboembolik olaylar1 artirmadig: bildirilmigtir.
Adneksial torsiyon sonrasi pulmoner emboli insidanst
%2dir ve detorsiyon sonrasi bu riskte bir artig gozlen-
memektedir’. Ovaryan torsiyonun tekrarlamasi nadir
bir durumdur. Bu nedenle ovaryan fiksasyon rutin bir
prosediir olarak uygulanmamaktadir®. Eger torsiyon
tekrarlarsa ozellikle polikistik overler gibi biiyiik over-
lerin oldugu durumlarda fiksasyon o6nerilmektedir.
Fonksiyonel over kistleri nedeniyle torsiyone olan ol-
gularda kistin tekrarlanmasini 6nlemek i¢in oral kont-
raseptifler verilmelidir®.

Olgu Sunumu

30 Yasinda primigravida gebe, klinigimize ilk defa 36.
gebelik haftasinda bagvurdu. Son adet tarihini bilme-
yen hastanin ilk ultrasonografi (USG) sonuglar1 kont-
rol edilerek, hastanin beklenen dogum tarihi belirlen-
di. Hastanin hastanemizdeki bir aylik takibi boyunca
herhangi bir sikayeti olmadi ve komplikasyon gelis-
medi. USG'de tahmini fetal agirlik (EFW), yaklagik
4200 gr belirlendi. Rh uygunsuzlugu bulunan hastanin
ozgecmis ve soy ge¢misinde ozellik yok idi. Tam kan
sayiminda hemoglobin 12,2 gr/dl, platelet 214000,
hematokrit 35,5 %olarak normal sinirlarda bulundu.
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Diger tiim laboratuar tetkikleri normal idi. Hastanin
muayenesinde bag pelvis uygunsuzlugu tespit edilerek
sezaryen operasyonuna alindu.

Sezaryan operasyonu ile apgar skoru 7/9 olan 4165
gram ol¢isiinde bir kiz bebek komplikasyonsuz ola-
rak dogurtuldu. Daha 6nce gegirilmis batun ici cerra-
hi operasyonu olmayan hastada, sezaryen esnasinda
uterus kapatildiktan sonra her iki adneksial alan, alt
ve tst batin kontrolii yapildi. Uterus, sol tuba, over,
tuba-ovaryan iliski, infundibulo-pelvik ligament nor-
maldi. Sag tuba, ampuller bélgenin yaklagik 1 cm dis-
talinden baglayarak kendi etrafinda 3 kez torsiyone
olmug olarak izlendi, sag infundibulo-pelvik ligament
izlenmedi, sag over sag tubanin distal ucunda tubaya
yapisik halde idi (Sekil 1). Sag tubanin fimbriyal ucu
ve over damar i¢ermeyen bir fibroz bant ile uterus pos-
teriorunda sa§ sacrouterin ligament tizerine yapigikt.
Sag tuba ve overin makroskobik goriiniimii normaldi;
odem, konjesyon, nekroz, gangren bulgusu izlenmedi.
Olgu izole asemptomatik adneksial torsiyon olarak de-
gerlendirildi. Adezyolisiz yapildi ve tuba detorsiyone
edildi (Sekil 2). Detorsiyone edilen tubanin uzunlugu-
nun normalden fazla ve yaklagik 15 cm oldugu goril-
dii (normal ortalama tuba uzunlugu: 10 cm). Tubanin
ucunda tubanin fimbriyal bélgesine yapisik olan over
dokusunun mobil olmasi nedeniyle adneksial torsiyon
nitkstinti 6nlemek amaciyla sag adneks adezyon bolge-
sine iki adet multiflaman polyglactin (vicryl) 2/0 ab-
sorbabl sitiir ile fikse edildi. Hasta postoperatif ikinci
giinde herhangi bir komplikasyon olmadan taburcu
edildi. Hastanin 4 aydir yapilan takibinde jinekolojik
bir sikayet ve komplikasyon gelismedi

Tartisma

Adneksial torsiyon reprodiiktif donemde kadinlarda
gortilen akut klinik bir tablodur. Genellikle over tor-
siyonlarina tuba eslik ettigi i¢in adneksial torsiyon ola-
rak tanimlanmaktadir. Adneksial torsiyon, degisik de-
recelerde agr ile birlikte olabilen ciddi bir durumdur.
Genellikle adneksial yapilarda mevcut over kisti veya
hidrosalpinks gibi over ve adneks boyutunu biiyiiten
bir lezyona sekonder torsiyon meydana gelir. Ancak
ozellikle prepubertal kizlarda olmak tizere normal
overlerde de torsiyon gelisebilmektedir. Predispozan
faktorler olarak hidrosalpinks, gegirilmis tubal cerrahi,
pelvik konjesyon, ovaryan veya paraovaryan kitleler,
travma sayilabilir’. Adneksial torsiyonda ¢esitli de-
recede arteryel, venoz, lenfatik okliizyon olur. Erken
evrelerde persiste arteriyal akim vardir. Akim varligt
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Sekil 1. Bir kez detorsiyon yapildiktan
sonrasl.

Sekil 2. Detorsiyondan ve adezyolisizden
sonrasl.
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torsiyonu ekarte ettirmez. Bizim vakamizda klinik ola-
rak semptom ve sikayet yoktu. Sezaryen sirasinda ute-
rus kapatldiktan sonra adneksial yapilarin kontroli
sirasinda sag adneksiyal torsiyon goriildi. Sag tuba
ve over kendi etrafinda 3 kez torsiyon olmugtu. Sag
adneksde kan akimi bozuklugunu digiindiiren bulgu
yoktu yalnizca fallop tiipii normalden uzundu.

Gebelik sirasinda adneksial torsiyon nadir goriilir ve
gortlme sikligr yizbinde 1-5 arasinda oldugu bilin-
mektedir’. Adneksial torsiyonu olan hastalarin yak-
lagik olarak %20’si gebedir. Adneksiyal torsiyon ge-
beligin herhangi bir déneminde gériilmesine ragmen
en sik birinci trimester de izlenir ve tigiingli trimester
de ise olduk¢a nadirdir’. Sag adneksin torsiyonu sol
adnekse gore daha siktir. Bunun nedeni solda sigmo-
id kolon varliginin torsiyonu engellemesidir ve sag
infundibulo-pelvik ligamentin fizyolojik olarak daha
uzun olmasidir. Bizim olgumuz literatiirde torsiyonun
oldukga nadir oldugunun bildirildigi gebelik trimeste-
ri olan ti¢lingii trimesterde idi ve literatiir bilgileri ile
uyumlu olarak torsiyon sag adneksteydi.

Adneksial torsiyon klinik olarak hipoksi ve nekrozun
siddetiyle dogru oranuli olarak bulant kusma, alt ba-
unda hassasiyet agri ile seyreden akut batin tablosuna
neden olabilir. Adneksial torsiyonun spesifik bir klinik
ve laboratuar bulgusunun olmamas diger akut batn
yapan patolojilerden ayirimi giiclestirmektedir. Yine
gebelik varligi nedeni ile uterusun biyiiklaginiin art-
masi, adnekslerin anotomik pozisyonunun degismesi,
gebelik nedeniyle goriintiileme yontemlerinin uygu-
lanmasinda ¢ekinceler olmasi ve visualisazyon giicli-
giiniin meydana gelmesi tani1 ve ayirici taniy zorlagti-
rabilmektedir. Bizim olgumuzda adneksial torsiyon
ile ilgili olabilecek bir sikayet veya klinik ve laboratuar
bulgu mevcut degildi. Olgumuzda insidental olarak se-
zaryen operasyonu esnasinda uterus kapatildiktan son-
ra adneksial yapilarin kontrolii sirasinda sag adneksial
torsiyon tesbit edildi. Sag tuba kendi etrafinda ti¢ kez
torsiyone olmug idi. Sag infundibulo-pelvik ligament
atrezik idi ve sag over, tubanin distalinde serbest ola-
rak bulunuyordu. Sag adnekste kan akimi bozuklugu-
nu diigsiindiiren bulgu izlenmemekee idi ve fallop tiipii
normalden uzun olarak tesbit edildi.

Adneksial torsiyon vakalarinin patognomik bir goriin-
tileme yontemi, spesifik semptomlar: ve karakeeristik
bir laboratuvar bulgusu olmadigindan preoperatif tani-
st zordur'!. Adneksial torsiyon 6zellikle altta yatan bir
adneksial kitle olmadiginda tani koymanin zor oldu-
gu bir antidedir. Kitle ya da kist olmaksizin adneksial
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torsiyon olugmasiyla ilgili ortaya aulan bir kag teori
mevcuttur. Adneksial torsiyon mezosalpinks, mezo-
ovariumun anormal uzunlugu ya da hiperlaksitesine
bagli olabilir. Bir diger teoriye gore ise perimenargal
aktivite veya viicudun sarsict hareketleri ile adneksial
vendz konjesyon olugmasidir'>?3.

Olgumuzda infundibulo-pelvik ligamentin olmayigi-
nin ve overin serbest bulunmasinin adneksi sabit tuta-
cak giiclerde kayba sebep olabilecegini ve bu nedenle
torsiyona predispozisyon meydana getirebilecegini
distiniiyoruz. Ayrica gebeligin kendisinin de izole tuba
torsiyonuna neden olabilecegi bilinmektedir.

Nullipar kadinlarda overler, ovaryan fossada (wallde-
yer fossast) yer alir. Ovaryan fossa lateral pelvik duvar-
da yer alir. Ligamentum suspansorium ovarii (infun-
dibulo-pelvik ligament), pelvik yan duvardan overlere
uzanan ovaryan damar ve sinirleri i¢eren bir periton
katlanusidir. Bizim vakamizda hem asemptomatik ad-
neksial torsiyon hem de konjenital olarak infundibulo-
pelvik ligament atrezisi mevcuttu. Over dokusu ovar-
yan fossada degil idi ve tuba uterinanin ucunda serbest
olarak bulunuyordu. Torsiyonun akut bulgularinin
sezaryen oncesi goriilmemesinin muhtemel sebebinin,
tubanin izole olarak torsiyon olmus olmasi ve utero-
ovaryan ligament (ligamentum ovarii proprium)’in
saglam olmasi nedeniyle over ve tubanin arteryel ve
vendz kanlanmasinin ciddi diizeyde bozulmamasina
bagli olabilecegini diigtiniiyoruz.

Adneksial torsiyonun tedavisinde; adneksial detor-
siyon, kistektomi, salpingoooferektomi uygulana-
bilir'*®. Adneksial detorsiyon organ koruyucu bir
cerrahi olup, 36-48 saati ge¢meyen torsiyon olgula-
rinda uygulanmasi énerilmektedir®. 48 saatten uzun
sureli torsiyon olgularinda overdeki hasarin irre-
verzbl oldugu disiinilmekle beraber bu vakalarda da
detorsiyonun yapilmasini 6neren ¢aligmalar vardir'.
Onceden detorsiyon sonrasi olugabilecek tromboem-
boli ve hipoksiye bagli olusabilen toksik maddelerin
sistemik dolagima ge¢mesi endigesiyle detorsiyondan
kaginilmaktaydi. Ancak son donem ¢aligmalarda; de-
torsiyon ve salpingooferektomi yapilan hasta sonug-
larinin kargilagtirilmasinda tromboemboli agisindan
risk olmadig1 gosterilmistir'’. Bizim vakamizda, ad-
neksial torsiyon olmasina ragmen arteriyel ve venoz
dolagim etkilenmemisti. Detorsiyon yapmamizin
amaci; postoperatif donemdeki hastada olugabilegek
aciklanamayan karin agris1 veya akut batin tablosu-
nun gelismesini 6nlemek ve torsiyon niikstiniin 6ni-
ne ge¢mek idi.
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Sonug olarak gerek sezaryen gerekse diger batin igi cer-
rahi operasyonlar sirasinda adneksial yapilar ve komgu
organlarin mutlaka kontrol edilmesi gerektigini digii-
nityoruz. Bu kontrol, operasyon sonrast olugabilecek
nedeni agiklanamayan karin agrisi ve akut batin tablo-
sunu onleyecek ve olasi ek patolojilerin erken teghisine
yardimect olacakuir.

Kaynaklar

1.

Bayer A, Wiskind AK. Adnexal torsion: can the adnexa be
saved? Am J Obstet Gynecol 1994;171(6):1506-10.

Incebiyik A, Camuzcuoglu A, Hilali NG, Vural M, Camuzoglu
H. Plasma Ddimer level in the diagnosis of adnexal torsion. J
Matern Fetal Neonatal Med 2015;28:1073-1076.

Hasiakos D, Papakonstantinou K, Kontoravdis A, Gogas L,
Aravantinos L, Vitoratos N. Adnexal torsion during pregnancy:
Report of four cases and review of the literature. J Obstet
Gynacecol Res 2008;4:683-687.

Kolluru V, Gurumurthy R, Vellanki V, Gururaj D. Torsion
of ovarian cyst during pregnancy: a case report. Cases ]
2009;2:9405-9407.

Oéclsner G, Cohen SB, Soriano D, Admon D, Mashiach S, Carp
H. Minimal surgery for the twisted ischaemic adnexa can preserve
ovarian function. Hum Reprod 2003;18(12):2599-602.
Oeclsner G, Shashar D. Adnexal torsion. Clin Obstet Gynecol
2006;49(3):459-63.

Silja A, Gowri V. Torsion of a normal ovary in the third trimester
of pregnancy: a case report. ] Med Case Rep 2008;2:378. doi:10
1186/1752-1947-2-378.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):222-226

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Hoover K, Jenkins TR. Evaluation and management of adnexal
mass in pregnancy. Am ] Obstet Gynecol 2011;205(2):97-102.
Huchon C, Fauconnier A. Adnexal torsion: a literature review.
Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2010;150(1):8-12.

Born C, Wirth S, Stabler A, Reiser N. Diagnosis of adnexal
torsion in the third trimester of pregnancy: a case report. Abdom
Imaging 2004;29:123-7. doi:10 1007/500261-003-0079-x.
Chang HC, Bhatt S, Dogra VS. Pearls and pitfalls in diagnosis
of ovarian torsion. Radiographics 2008;28(5):1355-68.
Darrell L. Ovarian torsion. Semin Pediatr Surg 2005;14:86-92.
hetp://dx. doi. org/10 1053/j. sempedsurg 2005 01 003.

Celik A, Ergun O, Aldemir H, et all. Long-term results of
conservative management of adnexal torsion in children. J
Pediatr Surg 2005;40:704-708.

Ashwal E, Krissi H, Hiersch L, Less S, Fitan R, Peled Y.
Presentation, diagnosis, and treatment of ovarian torsion in
premenarchal girls. ] Ped Adoles Gynecol 2015;28:526-529.
Vijayalakshmi K, Reddy GM, Subbiah VN, Sathiya S, Arjun
B. Clinicopathological profile of adnexal torsion cases: a
retrospective analysis from a tertiary care teaching hospital. J
Clin Diagn Res 2014;8: OC04-7.

Rabinerson D, Tohar M, Pomerantz M, Haimovich L.
Persistence of a normal pregnancy after an early luteectomy. A
report of two cases. ] Reprod Med 1992;37:749-752.

Vural F, Vural B, Cakiroglu Y. A Case of adnexial torsion
during pregnancy: shortcomings in Doppler ultrasonography.
CausaPedia 2015;4:978-982.



OLGU SUNUMU / CASE REPORT

Klippel-Feil Sendromu ile Baglantih Dogumsal Brakiyal

Pleksus Hasari Olgusu

A Case of Obstetrical Brachial Plexus Injury Associated with Klippel-Feil Syndrome
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ABSTRACT

Klippel-Feil’s Syndrome (KFS) is a congenital malformation which
is characterized by insufficient segmentation of two or more ver-
tebrae. Low hair line, short neck and restriction of neck motions
form classical triad of the disease. KFS may be accompanied by
skeletal system and urogenital system anomalies, hearing loss and
congenital heart disease.

In this case, we report a 38-year-old male patient who has brachial
plexus injury associated with type 1 KFS. Patient was admitted to
our outpatient clinic with complaints of neck pain and restriction of
neck motions, and further examinations revealed fusion in C2-C6
and C7-T4 vertebrae, butterfly vertebra anomaly of C7 vertebral
body and unilateral renal agenesis.

Key words: Klippel-Feil syndrome; brachial plexus neuropathies; hereditary
renal agenesis

OZET

Klippel-Feil Sendromu (KFS) iki veya daha fazla vertebranin yeter-
siz segmentasyonu ile karakterize bir konjenital malformasyondur.
Dlstik posterior sa¢ cizgisi, kisa boyun ve boyun hareketlerinde
kisithlik hastaligin klasik triyadini olusturmaktadir. KFS’ye iskelet
sistemi ve genitodriner system anomalileri, isitme kaybi, konjenital
kalp hastaligi gibi cesitli anomaliler eslik edebilir.

Bu olguda tip 1 KFS iliskili dogumsal brakiyal pleksus hasari olan
38 yasinda bir erkek hasta sunmaktayiz. Hasta poliklinigimize bo-
yun agnisi, boyun hareketlerinde kisitlilik sikayetleri ile basvurmus,
ileri incelemelerde C2-C6 ve C7-T4 vertebralarda fiizyon, C7 ver-
tebra korpusunda kelebek vertebra anomalisi ve tek tarafli renal
agenezi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Klippel-Feil sendromu; brakiyal pleksus néropatileri;
kalitsal renal agenezis
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Olgu Sunumu
Otuz sekiz yaginda erkek hasta poliklinigimize 10 yil-

dir devam eden boyun agrist ve boyun hareketlerinde
kisitlilik yakinmalari ile bagvurdu. Hastanin agrilari ha-
reketle artmakta, istirahatte azalmaktaydi. Hastanin 6z-
geemisinde dogumsal brakiyal pleksus lezyonu 6ykiisii
mevcuttu. Hastanin vital bulgular: stabil, sistemik mu-
ayenesi ise dogald1. Yiizde asimetri mevcuttu. Fizik mua-
yenesinde ise; hastanin boynu kusa, sag ¢izgisi diisiik idi.
Hastada torakal kifoz artig1 ve torakal bolgede agiklig:
sola bakan skolyozu vardi. Servikal hareketleri her yonde
cklem hareket agiklig1 ortasinda kisitliydi. Sagelde penge
el goriiniimii ve tenar, hipotenar ve interosseal kaslarda
atrofi (Sekil 1) mevecuttu. Motor muayenesinde omuz
cevresi kaslar1 5/5, dirsek fleksiyonu 5/5, dirsek ekstan-
siyonu 3/5, sag el bilegi ve tiim parmaklarin ekstansiyo-
nu 0-1/5, tim parmaklarin abduksiyon, adduksiyon,
fleksiyonu ve bagparmak oppozisyonu 1/5 motor kuv-
vetinde idi. Duyu muayenesinde sag tist ekstremite C7,
C8, T1 dermatomlarinda hipoestezi mevcuttu. Sag bra-
kioradial tendon refleksi azalmisti. Magnetik rezonans
goriintiilemede (MRG) servikal vertebralarda aciklig:
saga bakan ve st torakal diizeyde acikligi sola bakan
skolyoz, C2-C6 ve C7-T4 vertebralarda sag yarida fuiz-
yon, C7 vertebra korpusunda kelebek vertebra anoma-
lisi, T1 vertebra laminada fiizyon defekti tespit edildi
(Sekil 2). Abdominal ultrasonografide sag renal agenezi
saptand (Sekil 3). Hastanin ekokardiyografik inceleme-
si normal olarak degerlendirildi. Yapilan diger laboratu-
ar incelemelerinde herhangi bir patolojiye rastlanmadu.
Olgu klinik ve radyolojik veriler 151ginda renal agenezi-
nin eglik ettigi tip 1 Klippel Feil Sendromu (KFS) olarak
degerlendirildi.

Hastadan bilgilendirilmis onam formu alinmigtir.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):227-231
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Sekil 3. Abdominal ultrasonografi.
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Tartisma

KFS iki veya daha fazla vertebranin konjenital fiizyonu
olarak tanimlanir. Ilk olarak Maurice Klippel ve Andre
Feil tarafindan 1912 yilinda tanimlanan hastaligin kla-
sik triyad1 diigitk posterior sag ¢izgisi, kisa boyun ve
boyun hareketlerinde kisithiliktur. KFS’ye kas iskelet
sistemi anomalileri, ytizde sekil bozukluklari, isitme
kaybi, genitotiriner system anomalileri ve konjenital

kalp hastalig: gibi cesitli anomaliler eglik edebilir'~.

Vertebral fiizyonun lokalizasyonu ve derecesine gore
ti¢ tipe ayrilir. Tip 1'de servikal ve st torakal verteb-
ralarda fiizyon mevcuttur. Sistemik anomali goriilme
siklig1 diger tiplere gore daha fazladir. Tip 2°de servikal
vertebrada bir veya iki bélgede fiizyon vardir, hemiver-
tebra ve atlantooksipital fiizyon gibi anomaliler eglik
eder. Bu tip en sik goriilen tiptir, genellikle asemptoma-
tik seyreder. Tip 3'de ise servikal fiizyona ek olarak alt
torakal veya lomber bélgede de fizyon vardir. KFS'de
C2-3 ve C5-6 en sik tutulan bolgelerdir’. Bizim has-
tamiz servikal ve tst torakalde fiizyonu olmast nedeni
ile tip 1 KFS olarak degerlendirilmistir.

KFS'li hastalarda en sik goriilen kas-iskelet sistemi
anomalileri kifoz ve skolyozdur ve hastalarin yarisin-
dan fazlasinda gorilir’. Cin'de 516 konjenital skol-
yozlu hastada yapilan bir ¢aligmada KFS sikligi %5,42
olarak tespit edilmistir®. Bunun yaninda Sprengel de-
formitesi®, tortikollis®, kelebek vertebra’, hemiverteb-
ra®, servikal kot” ve polidaktili'® de eslik edebilir. Bizim
hastamizda kas-iskelet sistemi anomalilerinden kifoz,
skolyoz ve kelebek vertebra anomalisi mevcuttu.

KFS’li hastalarda kafatasinda ve yiizde sekil bozukluk-
lar1 da yaygin olarak gozlenir. En sik yiizde asimetri go-
riliir. Olgularda brakisefali, platibazi ve baziler invaji-
nasyon da tanimlanmigtir”. Bizim hastamizin ytiziinde
asimetri mevcuttu.

KFS'li olgularda genitotiriner sistem anomalileri sikli-
g1 %30-64 olarak bildirilmistir. Bunlarin igerisinde en
stk goriileni renal agenezidir''. Bununla birlikte at nali
bobrek'?, renal ektopi®® ve hidronefroz!* da eglik ede-
bilmektedir. Bizim olgumuzda KFS’ye renal agenezi
eslik etmigtir.

KFS’li olgularin yaklagik tigte birinde i¢ ya da dig ku-
lak anomalileri goriilebilir. Isitme kayb1 goriilme siklig
ise %30'dur ve kadinlarda daha sik gorilar. KFS'deki
yitksek isitme kayb1 insidanst nedeniyle hastalara rutin
isitme testleri ve kulak muayenesi yapilmas: nerilmek-
tedir’®. Olgumuzda isitme kayb1 ya da diger kulak ano-

malileri tespit edilmemigtir.
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Kardiyovaskiiler sistem anomalileri KFS’li olgularin
%4,2—14inde goriilmektedir. En sik gorilen kar-
diyovaskiiler anomali ventrikiiler septal defeketir.
KES’li olgularda goriilebilen diger kardiyovaskiiler
sistem anomalileri arasinda atrial septal defeke, aort
koarktasyonu, mitral valv prolapsusu, pulmoner ste-
noz, patent duktus arteriozus, aort yetmezligi sayi-
labilir'. Bizim hastamizin kardiyoloji konsultasyo-
nunda herhangi bir kardiyovaskuler sistem patolojisi
tespit edilmemistir.

KFS'de segmentlerin agilmasiyla olusan hipermobilite
ile iligkili olarak daha ¢ok eriskin dénemde nérolojik
semptomlar ortaya ¢ikabilir. Spinal kordu etkileyerek
tist ve alt ekstremitede agri1, parestezi, spastisite ve hi-
perrefleksiye neden olabilir. Nadiren minor travma-
lara bagli kuadripleji olugabilir'”. Bizim hastamizda
dogumsal total brakiyal pleksus lezyonu ve buna bag-
I olarak sag tist ekstremitede kuvvet kaybr mevcuttu.
Literatiirdeki ilk olgu olmasi agisindan 6nemlidir.

Dogumsal brakiyal pleksus yaralanmalari, dogum si-
rasinda brakiyal pleksusun kok (C4, C5, C6, C7, C8
ve T1), trunkus, divizyon ve dallarinda olugan zedelen-
meye bagli gelisen tist ekstremitenin ¢esitli derecelerde
motor ve duyu fonksiyon bozukluklar ile karakeeri-
ze klinik bir tablodur. Her 1000 canli dogumda 1-3
arasinda goriiliir. Ust trunkus (C5-6) etkilendiginde
supraspinatus, infraspinatus, deltoid, brakiyoradialis,
biseps ve supinator; orta trunkus (C7) etkilendiginde
ckstansor digitorum kommunis ve triseps; alt trunkus
(C8-T1) etkilendiginde ise pekeoral, fleksor karpi ul-
naris, abdukror digiti minimi, abduktor pollisis, flek-
sor digitorum superfisyalis, abduktor pollisis brevis ve
opponens pollisis kaslar1 etkilenir'®. Bizim hastamizda
orta-alt trunkus lezyonu mevcuttu. Yapilan elektrono-
romiyografide orta trunkusun kronik siirecte parsiyel
lezyonu ve alt trunkusun total lezyonu rapor edildi
(Tablo 1 ve 2). Alinan dykiide termde vajinal yolla bag
gelisi ile dogdugu ogrenilen hastanin geligen brakiyal
pleksus lezyonunun servikal vertebra fiizyonu nede-
niyle boynun yeterince fleksiyona gelememesine baglt
olabilecegi dugtinildi.

Olgumuz brakiyal pleksus lezyonunun eglik ettigi ilk
KFS olgusudur. Literatiirdeki KFS olgularinin hi¢bi-
rinde brakiyal pleksus lezyonu raporlanmamig olmasi
bu durumun rastlantisal olabilecegi ihtimalini de akla
getirmektedir. Ayrica literatiirde etiyolojide servikal
fizyondan da bahsedilmemigtir. Hastada obstetrikal
brakiyal pleksus lezyonuna sebep olabilecek KEFS ile
ilintili bagka bir patoloji olabilir.
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Tablo 1. Elektrondrografi (ENG) bulgulari

Latans
(ms)

incelenen sinir

Mesafe Hiz
(cm) (m/sn)

Amplitid

N. Ulnaris motor (igne elektrod) BKAP elde edilemedi
Kayit; ADM
Uyari: Bilek
N. Ulnaris duyu
Kayit: Bilek

Uyari: 5. parmak

DAP elde edilemedi
N. Medianus motor (igne elektrod) BKAP elde edilemedi
Kayit: APB

Stim: Bilek

N. Medianus duyu
Kayit: Bilek

Uyart: 2. parmak DAP elde edilemedi
Uyari: Avug ici DAP elde edilemedi
N. radialis duyu
Kayit: 1. web araligi DAP elde edilemedi
Uyari: Distal onkol laterali
N. radialis (igne elektrod) BKAP elde edilemedi
Kayrt: EiP

Uyari: On kol

N, Nervus; DAP, Duyusal Aksiyon Potansiyeli; BKAP, Birlesik kas aksiyon potansiyeli; EiP, Ekstansor indisis proprius; APB, Abduktor pollisis brevis; ADM, Abduktor digiti minimi.

Tablo 2. Elektromyografi (EMG) bulgulari

incelenen kaslar (sag) Tam kasl MOP

Polifazi Fibrilasyon PKD

APB Aktivite Yok
ADM Aktivite Yok
EiP Aktivite Yok
EDK Aktivite azalmis

Triceps Aktivite azalmis

2 w N O o o

Biceps i
Deltoid i N

i, interferans; MUP, motor iinite potansiyeli; PKD, poxitif keskin dalga; APB, abduktor pollisis brevis; ADM, abduktor digiti minimi; EiP, ekstansér indisis proprius; EDK, ekstansér digitorum kommunis.

Bagka bir ihtimal de literatiirde gézden kagmis bir bra-
kiyal pleksus lezyonu-KFS iligkisinin varligidir. Bunun
nedeni olarak giintimiizde prenatal tan1 sayesinde riskli
olgularda sezaryen uygulanmasina bagli olarak obstet-
rikal brakiyal pleksus lezyonunun nadiren gozlemlen-
mesi diigiintilebilir.

Obstetrikal brakiyal pleksus lezyonu igin fetal makro-
zomi, artmig dogum agirligi, omuz distozisi, maternal
boy kisaligy, gestasyonel diyabet, enstriimantal (forseps

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):227-231

ve vakum) dogum ve makat prezentasyonu dahil ol-
mak tizere bir¢ok iyi bilinen risk fakeorii bulunmakea-
dir”. Jennett ve ark.?® gozden gegirdikleri olgularin ne-
redeyse yarisinda bu etiyolojik nedenlerin olmadigini
soylemigler ve bunun dogum travmas: degil intrauterin
maladaptasyondan kaynaklanabilecegi sonucuna var-
muiglardir. Bu baglamda KFS ve brakiyal pleksus lezyo-
nunun ortak bir etiyolojik nedene bagli ortaya ¢ikmug
olabilecegi ihtimali de s6z konusu olabilir.



KFS ¢ok sayida anomalinin eglik ettigi ve ¢esitli komp-
likasyonlarin goriilebildigi klinik ve radyolojik bir
antitedir. Kisa boyun, diisiik sag ¢izgisi ve boyun hare-
ketlerinde kisithilik bulunan hastalarda KFS tanisi at-
lanmamaly, beraberinde eglik eden cegitli sistemlere ait
anomaliler aragtirlmalidir. Ayrica dogumsal brakiyal
pleksus lezyonu ile klinige gelen hastalarda KFS olabi-
lecegi de akla getirilmelidir.
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Genom Diizenlemede CRISPR/Cas9 Gagi ve Losemideki

Uygulamalari

CRISPR/Cas9 Age in Genome Editing and Leukemia Applications

Nurcan Giimiis, Burcin Tezcanh Kaymaz

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal, Iemir, Tiirkiye

ABSTRACT

The CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeat/CRISPR-associated nuclease-9) system which
adapted from the prokaryotic immune system, is the latest RNA/
protein complex to be included among genomic engineering tools.
CRISPR/Cas9 technology catalyzes the formation of double-strand
breaks in DNA, according to the Watson-Crick base pairing in a in-
terested region of the genome, via endonuclease Cas9 and guide
RNA (sgRNA). Genomic regulation is performed by repairing these
fractures using (Homologous Recombination or HDR: Homology-
Directed Repair) and (NHEJ: Non-Homologous End-Joining) DNA
repair mechanisms. CRISPR/Cas9 technology is used on a wide
range of platforms, starting from identification of bacterial strains,
identification of gene and miRNA functions, genomic DNA fragment
insertion/deletion, gene silencing, transcriptional and epigenetic tar-
geting to creation of disease models. Leukemia, a malignancy char-
acterized by leukocytosis in the blood/bone marrow, is caused by
chromosomal rearrangements or mutations. Nowadays, genomic
engineering is gaining an accelerating importance in order to elu-
cidate the pathogenesis and molecular biology of leukemia; thus to
provide more effective and personalised treatment opportunities in
the future. The widely used CRISPR/Cas9 genome design technolo-
gyrepresent a new functional object for treatment of leukemia an the
begining of a therapeutic new era by being applied in areas such as
creation of disease models, gene insertion and silencing, epigenetic
regulation. In this review, CRISPR/Cas9 technology; locus compo-
nents, subtypes, stages of development of the adaptive immune
response, Cas9 specificity and therapeutic gains obtained via using
this technology in various types of leukemia will be discused. Also In
this review, the evaluation of CRISPR/Cas9 technology in terms of
ethics will be included.

Key words: CRISPR/Cas9; genome editing technology; leukemia;, ethics

OZET

Prokaryotik canlilann immun sistemden adapte edilmis olan
CRISPR/Cas9 (Dlzenli araliklarla béliinmus kisa palindromik tekrar
kiimeleri/CRISPR iliskili nukleaz 9) sistemi genom miihendisligi arac-
lannin arasina en son eklenen RNA/protein kompleksidir. CRISPR/

Nurcan Giimiis, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Bi}/017/'i Anabilim
Daly, Lemir, Tiirkiye, Tel. 0232 390 22 60 Email. nrcn.gumus@gmail.com
Gelis Taribi: 16.08.2018 o Kabul Tarihi: 16.11.2018

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248
doi: 10.5505/kjms.2018.94715

Cas9 teknolojisi, endonukleaz Cas9 ve kilavuz RNA (sgRNA) araciligi
ile genomun istenen bir bélgesinde cift zincir kinklarinin olusumunu
katalizler. Bu kinklarin (HR: Homolog Rekombinasyon [Homologous
Recombination ya da HDR: Homology-Directed Repair]) ve (NHEJ:
Non-Homolog Ug Birlesmesi [Non-Homologous End-Joining]) DNA
tamir mekanizmalan kullanilarak, genom dlizenlemesi gerceklestiril-
mektedir. CRISPR/Cas9 teknolojisi; bakteri suslarinin tanimlanmasi,
gen ve miRNA fonksiyonlarinin belirlenmesi, genoma DNA fragmenti
eklenmesi/cikartimasi, gen susturma, transkripsiyonel ve epigenetik
hedefleme ya da hastalik modellerinin olusturulmasi gibi ¢cok genis
bir platformda kullaniimaktadir. Kan/Kemik iligi hastaliklarinda I6ko-
sitoz ile karakterize olan malignite gésteren I6semiler, kromozomal
yeniden dlizenlemeler ya da mutasyonlar sonucunda gelismektedir.
Glntmtizde I6seminin molekdiler biyolojisi ile patogenezinin anlasil-
masl, gelecekte cok daha etkin ve kisiye 6zglil tedaviimkanlan sagla-
yacagindan; genom mdiihendisligi bu noktada énem kazanmaktadir.
Cok genis kullarim alanina sahip olan CRISPR/Cas9 genom tasarimi
teknolojisi, hastalik modellerinin olusturulmasi, gen ekleme ve sus-
turulmasi, epigenetik reglilasyon gibi alanlarda kullanilarak, I16semi
tedavisinde yeni bir fonksiyonel hedef ve tedavi cagi baslangici ola-
rak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu derlemede, CRISPR/Cas9 teknolojisi-
nin; tarihgesi, lokus birlesenleri, alt tipleri, adaptif bagisikiik yanitinin
olusum asamalar, Cas9 6zglilliigii ile bu teknolojinin cesitli I6semi
tiplerinde kullanimiyla elde edilen tedavi kazanimlar ele alinacaktir.
Ayrica bu derlemede CRISPR/Cas9 teknolojisinin, etik agisindan de-
gerlendirmelerine de yer verilecektir.

Anahtar kelimeler: CRISPR/Cas9; genom diizenleme teknolojisi; I6semi; etik

CRISPR/Cas Arastirmalarinin Kisa Tarihcesi

Bakeeri ve arkealar cegsitli kogullarda yasayabilen canli-
lar olmalarina ragmen; fajlar tarafindan enfekte edil-
mekte'” ve bunlarin %4-%50’sinin 6limiine sebep
olmaktadirlar®. Bakteri ve arkealar, fajlarin bu yikict
etkisinden korunmak igin ¢ok sayida direng mekaniz-
mast gelistirmiglerdir. Bakrteriyel diren¢ mekanizma-
lar1 siklikla; adsorbsiyon inhibisyonu, faj genomunun
aliminin engellenmesi, restriksiyon modifikasyonu ve

abortif enfeksiyonlar® gibi ¢cok sayida dogal bagisiklik



saglayan sistemlerden olugmaktadir. Bu bagisiklik sis-
temlerinin yanisira kiiciik RNA temelli CRISPR/
Cas sistemi®” ile bakeerilerin viriis ve plazmitlere kar-
st kazanilmig bagigiklik sistemi geligtirdikleri tespit
edilmigti. Bu bagigiklik sistemi; RNA (CRISPR:
Diizenli Araliklarla Bolinmiis Kisa Palindromik
Tekrar Kiimeleri [Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats)) ve protein (Cas: CRISPR
lligkili Genler [CRISPR Associated)) bilesenlerinden

olugturmakeadir®.

CRISPR/Cas olarak adlandirilan bu sistem, arkeala-
rin %84, bakterilerin ise yaklagik %45’inde bulunan’,
birbirinin tekrari olan DNA dizilerinden olusan 6zel
bir DNA ailesidir. Bu diziler ilk kez 1987‘de Ishino
ve ark. '° tarafindan E.co/i K12 susunda alkalin fosfa-
tazin izoenzim déniigiimiinden sorumlu olan (IAP:
Apoptoz Inhibitér Proteinin [Zhe Inbibitory Of
Apoptosis Protein] gen dizisi ¢aligilirken tanimlanmig-
ur. IAP geninin dizi analizi sirasinda, akas agag1 (down-
stream) bolgede 29 niikleotit (nt) uzunlugunda 14
tane tekrar kiimeleri ile bu tekrarlarin arasinda 32-33
nt. lik ara DNA bélgelerinin oldugu belirlenmis ancak
fonksiyonlar1 tanimlanamamigtir. Daha sonraki yillar-
da benzer tekrar dizileri Mycobacterium tuberculosis,
Haloferax mediterranei, Methanocaldococcus jannasc-
hii, Thermotoga maritima ve diger bakteri-arkealarda
da bulunmugtur®. Mojica ve ark., 2000 yilinda, 9 tane
arkea ve 11 tane bakteri olmak iizere toplamda 20
farkli prokaryotun genomunda tekrar dizilerini ta-
nimlamiglardir'’. 2002 yilinda Jansen ve ark., Mojica’
nin ¢aligma ekibi ile anlagma saglayarak, literatiirde
olusabilecek karigiklig1 6nlemek amaciyla bu tekrar di-
zilerini CRISPR olarak adlandirmiglardir. Yapuiklar:
caligmalarla Cas genlerini Cas 1-4 olarak tanimlaya-
rak, bu genlerin CRISPR bolgeleriyle iligkili oldugunu
gostermigler, Cas 3 geninin helikaz ve Cas 4 geninin
ise endonukleaz gen ailelerine benzer diziler igerdigini
tespit etmiglerdir.

CRISPR1n biyolojik fonksiyonlar: 2005 yilina kadar
net olarak saptanamamig olmakla birlikte; farkli arag-
urma gruplari arasinda iglevsellik tartigmalart da de-
vam etmistir’®. Ayni yil bagimsiz ti¢ aragtirma grubu,
cogu CRISPR aralayici (spacer) bélgenin; bakteriyo-
faj DNAs1, plazmit ya da transpozonlar gibi hareketli
genetik elemanlarla homolog oldugunu gostermis-
tir'*'¢, Bu bulgular CRISPR/Cas sisteminin RNA
aracili bir savunma sistemi olabilecegi hipotezini do-
gurmugtur'”'®, CRISPRlerin kazanilmig bagisiklik
ile baglantili olduguna iliskin ilk deneysel ¢aligma ise
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2007 yilinda bildirilmistir. Barrangou ve ark., yogurt
ve peynir tretiminde kullanilan Streptococcus thermaop-
hilus suglar1 tizerinde yaptiklart ¢alismada, bu suglari
fajlarla enfekte ettiklerinde CRISPR1 lokusunda 1-4
yeni aralayict DNA kazaniminin oldugunu tespit et-
miglerdir’. Ayrica, aralayict DNA sayist ile sugun faja
karg1 direnci arasinda bir korelasyon oldugunu bildir-
mislerdir. Boylece CRISPR dizilarinin ve iligkili Cas
proteinlerinin bakteriyofaj enfeksiyonuna kargt etkin
bir prokaryotik bagisiklik sistemi oldugu kanitlanmig';
yabanci genomlara kargt savunmanin CRISPR loku-
sundan transkribe edilen RNAlar vasitasiyla gercekles-
tigi ortaya konmugtur”.

2008'de Brouns ve ark., yaptiklari calismada, E. coli de
CRISPR lokusundan ilk olarak ~120-180 nt. lik bu-
yiik onciil RNA’larin (pre-ctRNA) sentezlendigini ve
bunlarin Cas genlerinin etkinligiyle ~57 nt. lik kiigiik
olgun RNA’lara (ctRNA) kesildiklerini belirlemigler-
dir®. Ilerleyen yillarda yapilan galigmalarla CRISPR/
Cas sisteminin tipleri ve ileyis mekanizmalar aragtiril-
maya devam edilmigtir.

2010 yilinda, Garneau ve ark., Streptococcus thermophi-
[us bakterisinde faj ve plazmit kullanarak yaptiklar1 ¢a-
lismada, daha 6nce Cas5 ve csnl; ancak giiniimiiz lite-
ratiiriinde Cas9 olarak tanimlanmig genin; Cas genleri
arasinda hedef DNA’nin kesimini ger¢eklestirebilen bir
enzimi kodladigint bildirmiglerdir*’. CRISPR/Cas9
sisteminde genetik kompozisyon ve Cas geni spesifite-
sine gore yapilan tiplendirmelerden; Tip II sisteminde-
ki (tracrRNA: trans-aktive edici crRNA'nin) varligini
2011 yilinda Deltcheva ve ark. tanimlamigtir™. Ayn
yil Sapranauskas ve ark., ise S.thermophilusun Tip 11
CRISPR bélgesinin E.coli’ye transferini gergeklesti-
rerek, CRISPR/Cas sistemlerinin bakteriler arasinda
aktarilabilecegini ilk kez gostermiglerdir®.

2012 yilina kadar yapilan caligmalarla Cas protein-
lerinin, ctRNA’larin hedefi tanimasinda ve yabanci
genomlara ait dizilarin susturulmasinda gorev yap-
ug belirlenmigtir*®. Bu bilgiler 151g1nda Jinek ve ark.,
CRISPR Tip II sisteminde, hedef DNA'nin 6zgiil ola-
rak taninmasi i¢in; RNase IIT’tin gerekli olmadigin,
Cas9, tractRNA ve ctRNA’larin bir arada olmasinin
yeterli oldugunu tespit etmiglerdir”. Bunun tizerine
caligma ekibi tracrRNA ve crRNA’lardan olugan RNA
hairpin (sag tokast) yapisinda, kimerik (single-guided
RNA-sgRNA) yeni bir RNA olusturmuglardir. Cas9
kimerik RNAy1 taniyip baglandiktan sonra, hedef
DNA’ya yonlendirebilmektedir. Boylece Cas9 endo-
nukleazinin, ilgili herhangi (dsDNA: ¢ift zincirli DNA
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Sekil 1. CRISPR/Cas lokusu.

(double-stranded DNA]) diziin1 hedeflemek icin artik
tek bir transkript olarak tasarlanmis klavuz/rehber
RNA’ya (sgRNA) ihtiyact vardir. Sistemin sgRNAdaki
DNA hedef baglama dizisini degistirerek program-
lanabilir olmasi, gen hedefleme ve genom diizenleme
uygulamalarinin 6niinti agmugtir®.

Bilim insanlar1 ¢aligmalar1 ile CRISPR/Cas sistemiyle
ilgili bilinmeyenleri birer birer ortaya ¢ikarirken, siste-
min 2013 yilina kadar genom diizenleme araci olarak
kullanilabilecegi tam anlamiyla aydinlatlmamigtir®.
2013 yilinda, Streptococcus pyogenes SF370’nun Tip
IT CRISPR/Cas sisteminin 4 bileseninden (SpCas9,
SpRNase III, tractRNA ve pre-ctRNA) olusan kom-
binasyonlari, insan emriyonik bobrek hiicre hatt
olan 293FT hiicrelerinde, EMX1 (Empty Spiracles
Homeobox 1) lokusunu hedeflemede kullanilmigtir.
[lk kez CRISPR/Cas sistemi ile memeli hiicresinde
genom diizenlenmesi yapilan bu ¢aligmada, SpRNase
III olmadan da sistemin ¢alistigr ve EMX1 lokusunun
hedeflendigi belirlenmistir. Béylece genom diizenleme
icin, SpCas9, tractrRNA ve pre-ctRNA seklinde 3 bi-
lesenin yeterli oldugu kesin olarak ortaya konmustur.
Bunun tizerine hem insan hem de fare hiicrelerinde ki-

merik RNA’lar (crRNA: tracrRNA) ile hedef DNA'da

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

delesyonlar olusturulmugtur. Caligma ekibi hem
S.pyogenes hem de S.thermophilus CRISPR sistemleri
ile memeli genomunun diizenlenmesinin yapilabilece-
gini gostermiglerdir”. 2013 yilinda Mali ve ark., yap-
tiklar1 ¢aligmalar ile, Tip II CRISPR/Cas sisteminin;
memeli hiicrelerinde RNA rehberliginde, 6zgiil genom
diizenleme arac1 oldugunu raporlamiglardir®®. Bu ¢alis-
malar sonrasinda CRISPR/Cas9, sadece adaptif bagi-
siklik sistemi olmaktan ¢ikmig ve bir genom diizenle-
me araci olarak bilim diinyasinda yerini alarak; giinden
giine etkinligini ve spesifitesini arttiran bir proses ola-
rak kabul gormiistiir.

CRISPR Lokusunun Bilesenleri
CRISPR/Cas sistemi bakteri ve arkealarda adaptif

bagisiklik sisteminden gelistirilmis olup, genom mii-
hendisligi araclarinin arasina en son eklenen 6zel bir
RNA/protein kompleksidir®®*. Mikrobial tiirler ara-
sinda CRISPR dizileri ve Cas genleri biiytik farkliliklar
gostermesine ragmen® CRISPR lokusu; i) Palindromik
tekrar sekaslary, ii) Aralayict (spacer) DNA bolgeleri,
iii) Lider dizisi i¢in actk okuma ¢ergevesinin (ORF)
bulunmayigi ve iv) Cas genlerinin varligs ile evrensel
bir anatomiye sahiptir’® (Sekil 1).



i) Palindromik tekrar dizileri
Belirli bir CRISPR lokusunda palindromik tekrar di-

zilarinin dizi uzunlugu ve dizi igerigi biyiik oranda
korunmus olmasina ragmen; tiirler arasinda farklilik
gosterebilmektedir®*'2. Tekrar dizilarinin uzunluklart
24-47 baz cifti (bg) arasinda degismekte®* ve ierigin-
de gogunlukla kisa 5-7 nt. lik palindromik tekrar dizi-
lar1 bulunmaktadir®’. Palindromik dizilar, RNA stem-
loop ikincil yapisinin (hairpin) olusumuna katkida
bulunan stabil, yiiksek oranda korunmug diziler'®*"*
iken; CRISPR bolgesindeki tekrar bolgeleri birkag

tane veya yuzlerce olabilmektedir®’.

ii) Aralayici (Spacer) DNA bolgeleri
Tekrar dizilar1 “Aralayict DNA” olarak isimlendirilen

ozgil benzersiz dizilerce birbirinden ayrilmaktadir>".
CRISPR lokusunun hiper degisken elemanlar: olan'
bu dizilerin uzunlugu 26-72 bg arasinda degismekte-
dir**. Aralayict DNAlerin kaynag plazmitlerin veya
viriislerin niikleik asitleridir'*'¢; bu proto-araliklar ti-
pik olarak, korunmug kisa 2—5 nt. lik PAM (Protospacer
Adjacent Motif) dizilerine bitisiktir®. Bir genomda bu-
lunan aralayict DNA lokusu, tek veya daha fazla sayida
olabilmektedir®. Bu aralayict DNA’lar prokaryotlarda-
ki adaptif bagisiklik sisteminin merkezi bilesenidir; 6z-
gill DNA dizilerinden olusurlar ve kazanilmig bagigik-
lik mekanizmasinin bellegini olustururlar. Ozellesmis
bir genetik bellek olarak islev yapan aralayici DNA
dizileri, tanima dizisi bulunan virislerin, konakeiy: en-
fekte etmesini engellemekle ytikiimludar®.

iii) Lider dizisi

Lider dizisi, kodlanmayan, yaklagtk 500 nt iceren
CRISPR lokusunun S’ucunda bulunan Adenin ve
Timin niikleotidlerince zengin bir dizidir; dolayisty-
la transkripsiyonun baglama noktasidir®. Lider dizi-
sinin agik okuma gergevesi yoktur ve tiirler arasinda
korunmaz'>*. CRISPR lokusuna yeni eklenecek olan
Aralayict DNAleri, lider dizisinin bulundugu proksi-

mal ugtan eklenmektedir’*“.

iv) Cas genleri
Cas genleri genellikle CRISPR dizilerinin yakininda

konumlanmis olup, Cas proteinlerini kodlarlar. Cas
proteinleri endonukleaz, ekzonukleaz, helikaz 6zel-
likleri ve niikleik asit baglanma bolgeleri (domainleri)
tasgimalari sayesinde, DNA dizilerini agip kesebilir-
ler?*2. Cas genleri, aralayict DNA’larin CRISPR lo-

kusuna entregrasyonu, crRNA’larin transkripyonu ve
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islenmesi, crRNA’larin hedef DNA’ya yonlendirilmesi
ve sonug olarak istilact hedef DNA’y1 degrade etmesi
gibi CRISPR aracili immiinitenin ¢esitli basamaklarin-
da gorev alirlar®.

2002 yilinda Jansen ve ark., ilk 4 Cas genini tanimlamug-
lar'?, sonraki yillarda Haftve Makarova ¢aligma ekipleri
ile bu say1y1 45’in tizerine ¢ikarmigtir*”*®. CRISPR/Cas
sistemleri, genetik birlesenlere ve Cas genlerinin farkli-
ligina gore, Tip I, Tip I ve Tip III olmak tizere tig ana
ve 11 alt tip (I-A/L-F, II-A/II-C, III-A/III-B) olarak

siniflandirilmakeadir®¥4,

CRISPR/Cas Sisteminin Alt Tipleri
Adaptif bagigiklik yanitin olusum basamaklarindan

birincisi olan ‘Adaptasyon’ siirecinde gérevli?* olan
Casl ve Cas2 genleri, tim CRISPR/Cas sistemlerin-
de bulunmaktadir®?. CRISPR/Cas sistemlerinde bu
iki Cas genin diginda, o tipe 6zgii Cas genleri de bu-
lunabilmektedir’®?”. CRISPR/Cas sistemi tiplerinin
crRNA igleme mekanizmalari birbirinden farklidir®.
Bu sistemlerden Tip II sistemi sadece bakterilerde bu-
lunurken, Tip I ve III sistemleri hem bakterilerde hem
de arkealarda bulunmakeadir .

Tip I ve III sistemleri benzerlik sergilemektedir. Her
iki sistemde de pre-crRNA'dan olgun crRNA’larin elde
edilmesinde, endonukleaz 6zelligine sahip olan Cas6
proteini kullanilmaktadir?®#42, Tip I sistemine 6zgiil
olarak ise, saldirgan yabanci genomu pargalamak i¢in
helikaz ve DNaz domainleri i¢eren Cas3 proteini kul-
lanilmaktadir®*#2, CRISPR/Cas Tip III sistemi; Tip
ITI-A ve Tip III-B olmak iizere iki alt tipe ayrilmakta®;
Tip III-A DNA molekillerini parcalarken, Tip III-B
ise RNA molekiiliinii parcalamakla yiikiimliadir. Her
iki durumda da hedefleme, RAMP siiper ailesi tiyesi
(Repeat-Associated Mysterious Proteins Super Family),
ozel bir Cas gen grubuna dahil olan Csm-Cmr pro-
teinleriyle gergeklesmekte”; Tip III-A'da Cas10-Csm
kompleksi gorev alirken, Tip I1I-B'de Cas RAMP mo-
dille (CMR) kompleksi gorev yapmakeadir®>##,

Tip II sistemi, diger tiplerin aksine daha az bilegene ih-
tiya¢ duymakta ve pre-crRNAdan olgun crRNA’larin
olusum agamalar1 da diger iki tipe gore farklilik gos-
termektedir.  pre-crRNA’lardan  olgun  crRNA’lar
olugturulmas: icin, pre-ctRNAdaki tekrar dizilerine
komplementer olan tractRNA, pre-ctRNA’nin ve
tractRNA’nin olugturdugu hibrit yapiy1 taniyarak bag-
lanan bir ribonukleaz olan RNazIII** ve Cas9 proteini
gerekmekeedir?> %,
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Sekil 2. CRISPR/Cas sistemi, adaptasyon, ekspresyon, interferans olmak lizere (i¢ temel asamadan olusmaktadir®. CRISPR/Cas tiim sistemlerinde Cas1, Cas2 bulu-
nur. Tip | sisteminde DNA’y1 kesen 6zgiil gen Cas3 iken; Tip I'de Cas9, Tip ll'te Cas10’dur*”. Cas6 proteini Tip | ve Tip lll sisteminde pre-crRNA’dan olgun crRNA’larin

elde edilmesinde gérevlidir®®*#.

Tum bu veriler 1iginda Cas9’un yabanci DNAnin
ctRNA rehberliginde degrade edilmesinden sorumlu
tek protein oldugunun anlagilmasi®, Tip II sisteminin
genom diizenleme araci olarak kullanilmaya baglamasi-
na olanak vermistir.

CRISPR-Cas Sisteminde Adaptif Bagisiklik
Yanitinin Olusum Asamalan

CRISPR/Cas sisteminin dizi 6zgil olarak istilaci
DNA veya RNA’y1 taniyip, parcalayarak etkisiz hale
getirdigi savunma mekanizmasi, (i) adaptasyon (ii)
ckspresyon ve (iii) interferans olmak iizere 3 agamada

gergeklesmekeedir®# (Sekil 2).

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3).232-248

(i) Adaptasyon: Istilact niikleik asitlerden yeni aralayici
DNA bolgelerinin CRISPR lokusuna kazandirilmas:
basamagidir. CRISPR adaptasyonunun gergeklesmesi
i¢in; birer nukleaz olan Casl ve Cas2 proteinleri ge-
rekmekeedir®*® Tip II-A sisteminde, adaptasyon icin
Csn2, Cas9 ve tractRNA, Tip II-B sisteminde ise Cas4
fonksiyoneldir®®. 2-5 be. lik kisa diziler olan PAM
dizleri hem adaptasyon hem de interferans basamag:
i¢in 6nemli ve gereklidir®. Cas9’'un PAM dizisini ta-
nima domaini, yeni aralayict DNA'nin se¢iminden
sorumludur®. PAM dizileri; Tip I sisteminde protoa-
ralik S’'ucunda 2-3 nt ve Tip II sisteminde protoara-
lik S'ucunda 2-5 nt arasinda degisen korunmug dizi



motifleridir®. Bu PAM dizisi sayesinde hedef dizi ana-
liz edilerek, genomun kendinden olan ve olmayan ay-
riminin yapilarak, yeni aralayic1 bolgenin segilebilmesi
miimkiin olmaktadir. CRISPRin adaptasyon basama-
g1, ekspresyon ve interferans agamalari 6ncesinde gene-
tik bellegin olugturulmasi igin vazgecilmezdir.

(ii) Ekspresyon: Temel olarak CRISPR boélgesinden
pre-ctRNA sentezi sonrasinda, Cas genlerinin aktivas-
yonuyla pre-ctRNAdan olgun ve fonksiyonel crRNA
olugturulmasi basamagidir. Bu baglamda oncelik-
le CRISPR lokusundan uzun transkript formu olan
pre-ctRNA sentezlenir ve islendikten sonra, hedef
DNA’nin taninmasinda rolii olan CRISPR ile iligki-
li antiviral savunma kompleksi kaskadi (CRISPR-
associated complex for antiviral defense cascade)™
yesinde olgun crRNAnin olusturuldugu crRNA
biyogenezi gergeklestirilir®. Bu basamak CRISPR/
Cas sistemlerine gore, crRNA biyogenezinde yer alan
enzimatik mekanizmalar ve gerekli olan proteinler ba-

kimindan farkliliklar gosterebilmektedir.

sa-

Tip II sisteminde daha farkli seyreden ekspresyon ba-
samaginda, CRISPR lokusundan tiretilen pre-crRNA
ile 89 veya 171-nt olan tracrRNA, 25 nt. lik baz es-
lesmesi yaparak RNA-RNA hibritini olustururlar. Iki
RNA da birlikte iglenir; tracrRNA iglenme sonrasinda
~75 nt uzunluguna gelir 2. dsRNA’y1 3’'ucundan bir
endoribonukleaz olan RNaz III tanir ve Cas9 egliginde
pre-ctRNAdaki tekrar dizilerini keserek, icerisinde 20
nt aralayict DNA igeren 39-42 nt uzunlugunda olgun
crRNAlar1 olugtururlar®.

(iii) Interferans: Ekspresyon basamaginda olusturulan
olgun crRNA'nin Cas proteinleri ile olugturdugu ribo-
nitkleoprotein yapist ctRNP’nin®>%?, hedef DNA'daki
PAM dizisini ve aralayict DNA’nin 5ucundaki 7-8
be. lik bir bolgeyi ifade eden ¢ekirdek dizisini (seed se-
quence) tanimastyla, hedef dizinin parcalanip degrade
edildigi basamaktir®. Bagarili bir interferans i¢in PAM
dizisinin varligt ve proto-aralayic DNA=crRNA
komplementerligi mutlaka gerekmektedir. PAM dizisi,
DNA baglanmasi i¢in kritik 6nem tagimakeadir; ¢inki
Tip Ive Tip II sistemlerinde PAM dizisinin varligy, ken-
di CRISPR bolgelerine saldirilmaktan korumakla yi-
kimlidiir. PAM dizisi yoklugunda, kilavuz RNA dizisi
ile tamamen eglegen hedef diziler olsa bile Cas9 tarafin-
dan taninmaz** ve kesim ger¢eklesmez. Cekirdek dizi-
sinin diginda birkag eglesmemis baz tolere edilebilir ve
daha sonra baz eglesmesi yolu ile crRNA hedef DNA’ya
baglanir ve Cas proteinleri (Tip I: Cas3 Tip II: Cas9
ve Tip III: Cas 10) hedef DNA’nin hem kodlanan
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hem de kodlanmayan dizisinde ¢entikler olugturur®.
Tip III sistemi i¢in ise PAM dizisi tespit edilememig
ve sistem kendini degradasyondan korumak i¢in, olgun
cRNA’nin 5’ucundaki etiketten yararlanmaktadir®2,

Tip II sisteminin interferans agamasinda, islenerek
fonksiyonel hale getirilmis olgun crRNA: tracrRNA:
Cas9 kompleksinin; hedef DNA dizisini PAM dizisi-
nin yakinindan tanimasiyla, RNA-DNA kompleksinin
olusumu gergeklesir. Memeli gen diizenlenmesi igin stk
kullanilan PAM dizisi 5-NGG-3'dir®. Bunun yani sira
cok verimli olmamakla birlikte, Cas9 5’-NAG-3’veya
S’NGA-3’PAM dizilerini de tanir’®%. Kesim, tamam-
layici yani komplementer olan DNA ipliginde PAM
dizisinin 3 nt akis yukar1 (upstream) dizisinden gergek-
lesirken; komplementer olmayan DNA ipliginde PAM
dizisinin 3-8 nt akis yukar dizisinin bir¢ok bélgesin-
den olmaktadir®®. DNA ipliklerindeki kesim iglemleri
biiyiik bir protein olan Cas9 tarafindan gerceklestiril-
mektedir. Cas9 proteini, a-heliks yapida olup, hedef
diziyi tanimada gorevli REC ilmegi ve endonukleaz
ozellik gosterip HNH-RuvC alt domainleri bulunan
NUC ilmeginden olugmaktadir”. Hedef DNA’nin
komplementer ipligini HNH keserken, komplementer
olmayan DNA ipliklerini RuvC kesmekle yiikiimli-
dar?>*7%8 (Sekil 3A).

Cas9un sgRNA ile programlanarak hedef bélgede
centikler olugturabileceg, Jinek ve ark. nin, crRNA'nin
3'ucunu tractRNA’nin Sucuna etkili bir gekilde bir-
lestirerek olusturduklar: ¢ift-RNA; yani sgRNA veya
gRNA yapisinin interferans basamagiyla aydinlatl-
mistir®. Buna gére, kimerik RNA’nin 3’ucundaki cift
sarmal yapiya Cas9 baglanir ve sgRNA’y1 yonlendire-
rek S’ug ile hedef DNA dizisi arasinda 20 nt. lik baz es-
lesmesi gergeklestirir. Cas9 enziminin hedefi taninmasi
i¢in gerekli olan, hem crRNA'daki ¢ekirdek dizi hem de
hedef DNA ile crRNA-baglama bélgesine bitisik GG
diniikleotidi iceren PAM dizisinin (NGG) varligidir.
DNA-RNA arasindaki eslesme gergeklestikten sonra,
Cas9un HNH ve NUC domainleri PAM dizisinin 3
nt yukarisindan hedef DNA’y1 keserek cift zincir kiri
olustururlar®>* (Sekil 3B).

Efektif Bir Genom Dizayni:
Tip Il CRISPR/Cas9 Sistemi

CRISPR/Cas sistemi temelde, RNA yo6nlendirmeli
bir DNA hedefleme sistemidir. Aslinda CRISPR/Cas
sisteminin DNA zincirini kesmek i¢in kullanilmas bi-
limsel bir aragtirma degildir. Bunun yerine, CRISPR’1n
DNA ipliklerindeki niikleotidlerin genetik dizilimini
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Sekil 3. a, b. Cas9 crRNA: tracrRNA tarafindan programlanarak hedef bolgede gentikler olusturulabilir (a). Cas9 sgRNA tarafindan programlanarak hedef bélgede
centikler olusturulabilir (b). R loop yapisi RNA-DNA kompleksinin saglamligini saglamaktadir®.

degistirmek icin kullanilmasi asil teknolojidir®.
Hedeflenen DNA dizilerinde degisiklikler yapilabil-
mesi i¢in, NHE] ve HR DNA tamir mekanizmalari
kullanilmaktadir®. Bu mekanizmalar genomun bii-
tinligiine en biiytik zarar1 verecek ¢ift zincir kiriklari-
nin tamirinde kullanilmakeadir. Cift iplik kiriklarinin
DNA’nin her iki ipligini de etkilemesinden dolays,
hasarli bolgenin kargisindaki komplementer DNA zin-
cirinden sentezi gergeklestiren mekanizmalar ile tamir
yapilamaz. Bunun yerine cift iplik kiriklari, kirik iplik-
leri birlegtiren rekombinasyonel tamir mekanizmasiyla
onarilir. Cift zincir kiriklarinin hangi yéntem segilerek
tamir edilecegi ise, hiicre dongiistiniin hangi evresinde
olunduguyla iligkilidir: G /G, evresinde heniiz sentez
faz1 gergeklesmeyip kardes kromatidler olusmadigin-
dan HR aktive edilmez ve NHE] kullanilir. Kardes
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kromatitlere kolayca erisilebildigi hiicre dongiistiniin S
ve G2 evrelerinde homolog rekombinasyon kullanilir.
Kardes kromatitler birbirlerinin tam bir kopyast ol-
duklarindan homolog rekombinasyon igin ideal birer
substrattir.

NHE]J nin temelde ¢aligma prensibi, kirtk olan iki
DNA ipliginin direke olarak ligazlarla birbirine bag-
lanmasidir. Tamir esnasinda kirik iki u¢ Ku, XLF:
XRCC4, DNA ligaz IV® gibi ¢esitli proteinlerle is-
lenerek rastgele birlestirilirken, bazi niikleotidlerin
kaybi sonucu orijinal DNA dizisinin kalic1 olarak de-
gismesi gergeklesebilmektedir. Delesyon sonucu kay-
bolan niikleotidler kontrol edilemedigi i¢cin NHE]
hataya meyilli bir sistemdir ve dolayisiyla, bu tamir
mekanizmasinda beklenmedik mutasyonlar olugabi-

i (Sekil 4).
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Sekil 4. Cas9 tarafindan indtiklenen ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) iki farkli mekanizma ile tamir edilebilir. NHEJ hata egilimli bir mekanizma iken, HR kalip dizi sayesinde
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dogru ve hassas diizenleme olanagi sunar®.

NHE]’in basit, sade ve rastgele olmasinin aksine, HDR
daha karmagik ve hedeflenen organizmanin genetik
dizilimini dizenlemek icin daha dogru bir aractir.
Diizenlenmenin dogrulugunu saglayan, kullanilabile-
cek belirli bir kalip dizisinin yani kardeg kromatidlerin
varligidir”>’. Bu tamir mekanizmasinda ¢ift zincir kiri-
g1 (DSB: Double Strand Break) hazirlanmis olan kalip
diziye gore yeniden sentezlenir. Boylece hedef bolge,
istenilen niikleotit dizisine ¢evrilmis olur *.

Cas9 enzimi ile olugturulan ift zincir kiriklarinda iki
ucun rastgele birlestirildigi hata egilimli NHE] sistem,
insersiyon (ckleme) ve delesyon (silme): indel mutas-
yonlara neden olmaktadir. Indel mutasyonlari, bir ge-
nin kodlama bolgesi icinde meydana gelirse cerceve
kaymasina neden olarak ya da erken stop kodunu olus-
turarak genlerin susuturulmasini saglamaktadir®®. Gen
diizenleme araci olarak ¢ift zincir kiriklarinin kullanil-
dig1 caligmalarda, nakavt mutasyonlari olugturmak i¢in
NHE] kullanilirken, gen diizeltilmesi ve knock-in (dizi
ckleme) caligmalarinda daha hassas olan HR kullanil-
makeadir® (Sekil 4).

CRISPR genom diizenleme teknolojisi ile NHE] ya
da HR DNA onarim mekanizmalarinin herhangi bir

organizmada istenilen bélgede knock out, knock in
gibi diizenlemeler yapilabilmesi i¢in®’; diizenleme ya-
pilacak bolgeye 6zgiil olarak tasarlanmig olan sgRNA
ile viral, non-viral, plazmit gibi farkli transfeksiyon
yontemlerinin kullanilabilecegi Cas9 vektorlerleri ile®
verilmesi gerekmektedir.

Cas9 Ozgiilliigii

CRISPR/Cas9 sistemi bakterilere diren¢ kazandir-
mada, biyotiplendirmede, tarimda, hastalik modelleri
olusturmada, tedavide, gen diizenlenmesi gibi bir¢ok
alanda uygulaniyor olmasina ragmen; Cas9 ézgullugi-
niin eksikligi nedeniyle hedeflenen genomik bélgenin
haricinde, istenmeyen hedef disgt DNA bolgelerinin
kesime ugramast (off-target effect) ve etik problemler
sistemin kisitlayiciligini olugturmaktadir®.

Genom diizenleme teknolojisi, genomda kalic1 degi-
sikliklere neden oldugundan, ozellikle klinik uygula-
malar ve gen tedavisi i¢in Cas9 nukleazlarinin hedefle-
me 6zgiillagi olduk¢a onemlidir; hedefe yonelik kesim
yapilmalidir?’. Cas9 hedef bolgelerinin se¢iminde tek
ihtiyag, hedef bolgenin hemen akig agagisinda bulu-

nan PAM motifinin varligidir. Son zamanlarda yapilan
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(@)

Nikaz HNH+

Nukleaz

Nikaz RuvC+

Sekil 5. a, b. Cas9 nukleaz, RuvC ve HNH domainlerinin nukleaz aktivitesi sayesinde DNA’yi keserek DSB’leri olusturur. RuvC ve HNH domainlerininden birisinin
Katalitik aktivitesi inhibe edilerek tek iplik DNA kiriklarina neden olan nickaz mutantiari iiretilir (a). Hedef dizilerine sahip iki Cas9 nikaz kompleksi birlikte DNA'da gift
zincir kinklar olusturabilir (b); kesim verimliliginde dtistis olmaksizin, hedefi tanima stiresi iki katina cikmaktadir®.

caligmalarda, Cas9 ozgulliigtinii genel olarak rehber di-
ziyle PAM dizisinin 5’ucunun ilk 8-12 nt. i arasinda-
ki tam eglesmenin (baz komplementerligi) belirledigi
tespit edilmekle birlikte?”, hedef bolgede ilk 20 nt.in
ozgiilluge farkli derecelerde katkida bulundugu tespit
edilmigtir?. Cas9 ozgiilligiinde PAM’1n 5’ucuna yani
proksimal dizilerine gore daha az efektif olan PAM dis-
tal dizilerinin de spCas9 aracili DNA kesiminin 6zgil-
47,56

lugiine katkida bulundugu bildirilmigtir

Cas9’un hedef DNA'da kesim yapabilmesi igin, reh-
ber RNA ve hedef DNA arasinda genis bir homoloji
gerektirmektedir ¥. Bununla birlikte, rehber RNA ile
hedef DNA dizisi arasindaki birden fazla baz uyus-
mazliginin, eglesmemis bazlarin konumuna, sayisina ve
dagilimina bagli olarak tolere edilebilecegi de gosteril-
migtir®. Ozgiillitkte daha az 6neme sahip rehber dizi-
nin PAM distal bolgesindeki tekli baz uyugmazliklart
PAM proksimal bélgede olanlara kiyasla daha iyi tolere
edilmektedir. Bu bolgedeki hatali eglesmeler nedeni ile
ozgiillik azalsa da, Cas9 aktivitesi yok olmaz. Genel
olarak, rehber RNA ve hedef DNA arasinda 5 baza
kadar eglesmemenin tolere edilebildigi rapor edilmekle
birlikte; bu baz uyusmazliklar: hedef digi etkilere ivme
kazandirip, ¢ift zincir kiriklarina ve indel olugumuna
sebep olmakta*, genomda instabilite ve istenmeyen
mutasyon olugsumu ile sonuglanmakeadir.

Bu istenmeyen mutasyonlar, in vivo ve ex vivo genom
dizenleme temelli tedavi stratejilerin geligtirilmesi ya
da genetik varyasyonlari tagtyan izogenik hiicre hatlari-
nin tretilmesi gibi, yitksek diizeyde Cas9 6zgulligi ve
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hassasiyeti gerektiren genom diizenleme uygulamala-
rinin kullanimini sinirlayabilmektedir. Mutasyonlarin
engellenmesi, Cas9 spesifitesinin arttrilmasi, yiksek
etkinlikte hedef DNA'nin kesilmesi ve hedef dig1 et-
kilerin azaltilmasi amaci ile gerceklestirilen diger bir
strateji, S. pyogenesten izole edilen modifiye Cas9’un
(SpCas9) kullanilmasidir®. Bu baglamda yapilan ¢a-
ligmalar su sekildedir: Yabanil tip Cas9un RuvC ve
HNH domainlerinin nukleaz aktivitesi araciligiyla,
hedef DNAda cift zincir kiriklart olugturur. Bu cift
zincir kiriklart 6nceden de agiklandigr gibi NHE] ve
HR tamir mekanizmalarinca onarilmaktadir®. Cas9
ozgulligini artirmak igin, RuvC veya HNH nukle-
az domainlerinden birinin katalitik aktivitesini nokta
mutasyonu yolu ile inaktive ederek, DNA tek sarmal
kiriklarint (SSB: single strand break) olugturan Cas9
nikazlar [nickase Cas9n-D10ACas9, (Sekil 5A)] elde
edilmistir®™?. Cift sgRNA tarafindan yonlendirilen iki
Cas9n enzimi, DNA'nin kargilikli ipliklerinde centik-
ler olugturarak, cift zincir kiriklarina benzer sekilde et-
kili bir indel mutasyon olusumunu da saglamakcadir®.
Hedef dig1 olusan centik bolgeleri, yiiksek spesifiteye
sahip baz eksizyon tamiri (BER) yolu ile tam olarak ta-
mir edildiginden?; bu multipleks ¢entikleme stratejisi,
yabanil tip Cas9’lara gore spesifiteyi 1,500x kat artira-
bilmektedir (Sekil 5B).

Fu ve ark., nin yapuiklari ¢alismada; 17-18 nt uzunlu-
gundaki sgRNA’larin, hedefleme verimliliginde degi-
sim olmaksizin; 20 nt uzunlugundaki sgRNA’lara gore
5000 kata kadar daha az hedef dig1 bolgeye baglanarak,



cok daha 6zgiil etkinlik gosterdikleri belirlenmigtir®.
Cho ve ark., diger calisma ekiplerinden farkli olarak
sgRNA’larin hem niikleotit sayisini hem de baglangi¢
niikleotid tipini degistirerek Cas9’un 6zgullugi tzeri-
ne ¢aligmalar yapmiglardir®. Bu calisgmanin sonucunda,
genelde kullanilan sgRNA’ya (5°-GX19) kuyasla, tercih
ettikleri 5-GGX20 veya 5-GGGX19 sgRNA’larin,
hedef dig1 bolgeleri efektif bir sekilde ayirt ettigi ancak;
hedefleme verimliginde diisiis oldugu tespit edilmis-
tir. Hsu ve ark., nin 2013 yilinda yapuklari ¢aligmada
ise, yitksek 6zgulliik icin enzim miktarinin da 6nemli
oldugu bildirilmistir. Caligmalarinda SpCas9-sgRNA
kompleksinin miktarini azaltuklarinda, spesifitenin
4-7 kat artug belirlenirken; hedef DNA tzerindeki

kesimin ise azaldig1 saptanmigtir®®.

Diger ¢aligmalarda; sgRNA tizerinde yapilan degisikle-
rin yani sira Cas9-sgRNA’nin hiicreye verilis yontemle-
rine gore de 6zgulliglin degistigi tespit edilmigtir. Bu
baglamda, Cas9 kodlayic1 plazmitten ziyade, rekombi-
nant DNA teknolojisi ile Cas9 ve sgRNA’nin birlegti-
rilmesiyle olugturulan RNP kompleksinin kullanimi-
nin, hedef dig1 etkiler nedeniyle olugan mutasyonlari
azaltug: belirlenmistir””. Kim ve ark., elektroporasyon
yoluyla ve Ramakrishna ekibi ise hiicre penetrant pep-
tidler (CPP: Cell Penetrating Peptides) kullanarak hiic-
releri RNP kompleksi ile transtekte ettikleri ¢aligmala-
rinda Koo ve ark., sonuglarini destekler nitelikte veriler
elde etmislerdir®7*>7.

Yapilan caligmalar 1s18inda elde edilen verilere gore,
RNP kompleksleri plazmitlerin aksine konak hiicrenin
genomundaistenilmeyen yerlere entegre olmamakea® 7
ve bu nedenle, insan embriyonik kok hiicre ¢aligmalar
icin plazmit transfeksiyonundan daha az sitotoksik ve
en az iki kat daha fazla koloni olugumu sagladigindan,
tercih edilecek bir kompleks olarak yerini almigtir®.
Spesifitenin arttirilmasi i¢in Cas9 ve sgRNAnin mo-
difiye edilmesi ¢aligmalarinin yani sira, potansiyel he-
def dig1 bolgelerin tahmin edilerek, hedef dig1 etkilerin
minimale indirilmesi amaci ile, Off-Spotter (bzzps://
cm.jefferson.edu/Off-Spotter)”, Cas-Offinder (bezp://
www.rgenome.net/Casoffinder)”, CHOP-CHOP
(bttps://chopchop.rc.fas.harvard.edu/)”> ve  COSMID
(bttp://crispr.bme.gatech.edu)™ gibi web tabanli bilgi-
sayar yazilimlar1 geligtirilmistir®”. Bu programlarla tim
hedef dig1 bolgeler saptanamiyor olsa da, tespit ettigi
bir¢ok hedef dig1 bolge deneysel olarak da gosterilerek,

veri tabanlarinin giivenirliginin artmasi saglanmigtir'”.

Cas9 proteininde  gerceklestirilen modifikasyon-
lar sadece CRISPR/Cas9 sisteminin spesifitesini
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artirmamig; ayni zamanda genoma istenilen baz di-
zisinin eklenip ¢ikartilmasini saglamug, hatta trans-
kripsiyonel ve epigenetik hedefleme ile diizenlemeyi
saglayabilen ucuz, kullanigh, etkin bir sistem haline
getirmigtir. Genomdaki epigenetik diizenlemeler, dead
Cas9 (dCas9) ile gergeklestirilmigtir. dCas9, Cas9
endonukleaz enziminin RuvC (D10A) ve HNH
(H840A) katalitik bélgelerinin mutasyona ugratarak
inaktiflegtirilmis bi¢imidir. Katalitik olarak inakeif
olmasina ragmen, DNA’ya baglanma 6zelligini koru-
maktadir. dCas9 ile olugturulan CRISPR/Cas9 siste-
mi, CRISPR interferans (CRISPRi) olarak adlandiril-
mugtir”>7¢. Modifiye edilmis bu sistem, genom dizayn:
yerine RNA rehberliginde transkripsiyon regiilasyonu
amact ile kullanilmaktadir””. Transkripsiyon regiilasyo-
nunu dCas9 iki sekilde gerceklestirmektedir: (i) RNA
polimeraz’t engelleyip onun yerine promoter bolgeye
baglanarak, transkripsiyonun baglamasini durdurur
(ii) agtk okuma ¢ergevesine baglanarak, transkripsi-
yonu uzama basamaginda durdurarak gen ekspresyo-
nunu baskilar. Bunun yani sira, transkrispsiyonun te-
tiklenmesinin amaglandigi bagka caligmalarda, RNA
Polimeraz alt birimi omega () ile dCas9’un fiizyonu
ile olusturulan dCas9-w yapisinin, promotér bolgeye
optimal bir mesafede baglanmasi ile gen ekspresyonu-
nun indiiklendigi rapor edilmistir’.

Epigenetik regiilasyon bazinda yapilan ¢aligmalarin en
etkin olanlarindan birisi, Vojta ve ark. nin 6zgil ola-
rak CpG metilasyonunu saglayan CRISPR/Cas9 ta-
banli epigenom diizenleme aract dCas9-DNMT3Ay1
olugturarak, human embryonik bobrek hiicre hatu
HEK293’te BACH2 ve IL6ST genlerinin promo-
terini hedefledikleri ¢aligmadir”. Caligmalarinin so-
nucunda; BACH2 ve IL6ST genlerinin promoterle-
rinde artmig metilasyona bagli olarak, hedef genlerin
ekspresyon seviyesinde 2’ser kat azalma saptanmugtir.
Boylelikle, dCas9-DNMT3A ile DNA metilasyonu-
nu arturip, gen susturulmasinin indiiklenebilecegini
gostermislerdir.

dCas9, epigenetik uygulamalarin yani sira spesifitenin
artirlmast i¢in de kullanilmistir. dCas9 ile Fokl nuk-
leaz dan fCas9’ fuzyonlar: tiretilmigtir. Sistemin akei-
vitesi icin iki adet fCas9 gerekmektedir. Olusturulan
fCas9, HEK293 hiicrelerinde CLTA, EMX ve VEGF
genlerini hedef alarak, yabanil tip Cas9 ve nick Cas9a
gore spesifitesi kiyaslanmig ve degerlendirilmistir.
Caligma sonucunda, fCas9’un hedef dig1 bolgeleri he-
defleme kapasitesinin Cas9’a gore 140 kat, nCas9’a
gore 1,3-8,8 kat daha disiik oldugu tespit edilmesi®
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sonucunda, fCas9’un daha 6zgiil bir enzim oldugu be-
lirlenmistir®®®!. dCas9’a farkli foksiyonel domainler ek-
lenerek, onu sadece gen ekspresyonu diizenleme araci
olmaktan ¢ikarip, farkli alanlarda da kullanilabilir mi
dustincesiyle yeni caligmalar planlanmigtir. Buna gore,
dCas9’a GFP domainin eklenmesi ile kromozom i¢in-
deki 6zgil lokuslarin goériintilenmesi hedeflenmistir.
Metiletazlar, rekombinazlar, ve histon modifiye edici
enzimler gibi diger proteinlerin de dCas9’la birlegti-
rilmesinin, bu teknoloji i¢in yeni firsatlar yaratacag
ongorilmekeedir®.

Etik Problemler

Ozgﬁﬂﬁgﬁn yani sira, CRISPR/Cas9 sisteminin kar-
st karstya kaldigi diger bir sorun da etik problemidir.
Bir¢ok iilke tarim ve diger biyolojik alanlarda genom
dizayn teknolojisinin 6niinii agmak i¢in organizmalar
tizerinde genetik dizenlemelere izin verirken; siste-
min insan genomunda diizenleme yapmak i¢in kulla-
nilmast hala ¢ok tartigmalidir *. Tartigmali olmasinin
sebebi, sistemin faydasinin risklerinden daha fazla ol-
masi gerekliligidir®. Bu risklerin en baginda, insanlarda
genom diizenleme i¢in yapilan tiim tedavi miidahale-
lerin somatik hiicrelerde gergeklestirilmis olmast ve
caligmalarda hedef digi mutasyonlarin gelismis olmast
gelmekeedir®.

Yakin zamana kadar yapilan ¢aligmalarda insan emb-
riyolarinda CRISPR/Cas9 sistemiyle nasil veriler elde
edilecegi bilinmiyordu. 2015 yilinda Cin aragtirma gru-
bu, insan embriyosunda CRISPR/Cas9 aracili gen dii-
zenlenmesini gergeklestirmiglerdir. Ekip ¢aligmalarini,
etik problemleri sinirlandirmak i¢in, normalde hayatla
bagdasmayan iki spermle dollenmis yumurta yani trip-
loid (triponuklear) zigotlar kullanarak ger¢eklegtirmis-
lerdir. Bu ¢alismada hedef olarak, 3-talasemide mutant
olan B-globin (HBB) geni se¢ilmigtir. Caligmalarinin
sonucunda, diisitk genom diizenleme etkinligi, hedef
dist kesim, mutasyon gelisimi ve son olarak da moza-
ik embriyolarin olusumu bildirilmistir®. Hedef digi
kesimler, genomda istenmeyen mutasyonlara sebep
olabilir ve bu mutasyonlar zararl etkiler olugturarak,
hiicrenin transforme olmasina ve hatta hiicre 6liimiine
sebep olabilir®®. Bunun diginda, germ hiicrelerinde ya-
pilan modifikasyonlar gelecek kugaklara aktarilacakur.
Istem digi olugan bu mutasyonlar, gelecek nesillerde
bugiin 6ngoriilemeyen degisikliklere ve modifikasyon-
lara neden olabilir®. Aragtirmanin heniiz prematiire
agamalarinda bile, yontemin insanda uygulanmasini
engelleyecek ve uzak durulmasini saglayacak birgok
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sorun ile kargilagilmigtir’. Embryolar ile yapilan ¢alig-
malarda son glincel durum, ilk defa canli insan emb-
riyolarinin kullanildigi Mart 2017°de yayinlanan ca-
lismadir. Bu ¢aligmada Cin'de yaygin gériilen Favizm
hastaligiyla iliskilendirilmis G6PD genindei G1376T
mutasyonu tagtyan sperm donorii kullanilarak olugtu-
rulan embriyolardan birinde mutasyon bagarili sekil-
de tamir edilirken; diger embriyoda bazi hiicrelerde
mutasyon diizeltilmis, bazi hiicrelerde ise G6PD geni
tamamen inaktif hale gelmig; mozaik bir embriyo
elde edilmigtir®. Yine 2017 yilinda Cin diginda ilk
kez ABD'de yapilan ¢aligmada, insan embriyolardaki
hipertrofik kardiyomiyopati hastaligina neden olan
MYBPC3 genindeki AGAGT mutasyonunun diizel-
tilmesi hedeflenmisti. Yontemsel agidan 6nceki Cin
bazli caligmalardan farkli yapilan, CRISPR bilegenleri-
nin embriyonun geligiminin ilk agamalarinda degil de;
daha erken yani dollenme oncesinde sperm ile birlikte
M fazi1 oosite intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yon-
temiyle yerlestirilmesidir. Bu sayede mozaizm olugu-
munun azalulmasi ya da 6nlenmesi hedeflenmis; olug-
turulan 58 embriyodan 42%sinde (%72,4) MYBPC3
genindeki mutasyonu diizeltildigi, rapor edilmistir.
Ancak yine de klinik uygulamalarin iyi tasarlanmasi
ve planlanmasi gerektigi, teknigin hala bagka heterozi-
gotik mutasyonlar olugturdugu sonucuna varilmigtir®.
Bu nedenle CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlenmesi
insan embriyolar: i¢in henitiz tam mitkemmellikte bir

teknoloji degildir.
CRISPR/Cas9 insan embriyolarinda genom diizenle-

me araci olarak kullanilmasini Almanya ve [ralya yasak-
lamigken; bildirildigi tizere Cin hitkiimeti ve ABD izin
vermektedir 7.

Ulkemizde ise dogrudan CRISPR/Cas9 teknolojisinin
organizmalar tizerinde kullanimina dair bir diizenle-
meme bulunmamasina ragmen, 2010 yilinda diizenle-
nen 27671 sayili genetik yapist degistirilmis organiz-
malar ve tiriinlerine dair yénetmeligin 5. Maddesinin
c fikrasinda Genetigi degistirilmis bitki ve hayvanlarin
tiretiminin yasaklandig belirtilmistir®”.

Bir bagka etik problem ise, CRISPR/Cas9 sisteminin
germ hiicrelerinde kullaniminin toplumsal catigmaya
neden olabilecegi dngoriisiidiir®. Insanlarin cocukla-
rint kendi istekleri dogrultusunda tasarlamalari sonu-
cunda, bu ¢ocuklarin digerlerine kiyasla daha uzun ya-
sam stiresine sahip olma, fiziksel ve zihinsel ustiinlitkte
olma gibi istenmeyen sorunlarla kargilagilabilir. Bu
durum bireyler hatta toplumlar arasinda pozitif ayrim-
cilik problemlerine neden olabilir’®*. Bunun diginda,



germ hiicrelerinde genom diizenleme aslinda maliyeti
oldukea yiiksek bir siirectir ve gelismis tilkelerde ya-
sayan aileler bu maliyeti kargilayabilirken, gelismekte
olan iilkelerdeki aileler bunu kargilayamayacakeir. Bu
durum, refah diizeyi yiiksek tilkelerde dogan ¢ocukla-
rin, diger tilkelerdeki cocuklara kargi avantaj saglarken,
diinya gli¢ dengesizligini de artirabilecektir®. Gergekte,
genler tizerinde degisiklik ile daha zeki, daha kasli ya
da renkli gozlii insanlar olusturmak su anki teknoloji
ile gergeklestirilmesi ¢ok miimkiin olmayan distince-
lerdir. Cuinkii zeka ve gii¢ gibi multifakeoryel kalitilan
ozellikler tek bir gen ile degil ytizlerce genin karmagik
etkilesimi ile meydana gelmektedir. Genomik alandaki
bilgi ve tecriibe, bu tiir karmagik yapida yonlendirme-
ler yapmaktan su an i¢in olduk¢a uzaktadir. Yine de
etik bilimciler, CRISPR teknolojisi ile insan genom
dizaynina izin verilmesi i¢in hala siire gerekli oldugu-
nu ve toplumun, CRISPR ile getirilen yeniliklere yavag
yavag uyum saglamasi gerektigini digiinmektedirler™.

Losemide CRISPR/Cas9 Uygulamalari

Losemi, kan ve/veya kemik iligi'nde artmig lokosit sa-
yist ile karakterize malign hastaliklarin genel ismidir®.
Losemiler, hastaligin biyolojik davranigina gore akut
ve kronik, hiicrelerin morfolojik, immiinofenotipik
ve sitogenetik 6zelliklerine gore lenfoid veya miyeloid
losemiler olarak siniflandirilir®. Bunlar da kendi ara-
larinda; akut lenfoid (ALL), akut miyeloid (AML),
kronik lenfoid (KLL), kronik miyeloid lésemiler
(KML) olarak gruplara ayrilir. Losemi gesitlerinin
her biri ¢esitli kromozomal yeniden diizenlemeler ve
mutasyonlar sonucunda gelismektedir. Kromozomal
yeniden diizenlemeleri; resiprokal translakosyonlar,
inversiyonlar, insensiyonlar olusturmaktadir®. Bu di-
zenlemelerin tiimoérigenezde erken, hatta baglatici me-
kanizmalar olduguna dair 6nemli kanitlar bulunmak-
tadir”’!. Genetik yeniden dizenlenmelerin en sik
goriilen tiplerinden olan resiprokal translakosyonlar,
tiim hematolojik malignitelerin %50’sinden fazlasin-
da” bulunmakla birlikte; ¢ok sayida gen mutasyonu,
gen ckspresyonu disiikliigii ya da agir gen amplifikas-
yonu da l6semilerin etiyolojisindendir.

Guntmiizde l6semi patogenezine etki eden mekaniz-
malarin anlagilmast ve kisiye 6zgiil tedavi stratejilerinin
gelistirilebilmesi i¢in, genom tasarimi teknolojisi ¢ag1
oldukg¢a 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda yapilan ¢a-
lismalar ve CRISPR/Cas9 teknolojisinin, ¢esitli [6semi
tiplerinde kullanimiyla rapor edilen tedavi kazanimlari
agagida 6zetlenmekeedir.

243

Genom dizayni ¢aligmalar1 kapsaminda hastaliklarin
seyrinin ve patogenezinin daha iyi anlagilabilmesi
i¢in, etiyolojisinde yer alan translokasyonlar1 ve mu-
tasyonlar1 barindiran hastalik modellerinin olugtu-
rulmasi gerekmektedir”. Torres ve ark., ¢aligmala-
rinda, CRISPR/Cas9 teknolojisiyle non-homolog
kromozomlarda cifc zincir kiriklari olugturarak,
HEK293A embriyonik bobrek hiicre hatti ile insan
mezenkimal ve hematopoietik kok hiicrelerinde t
(11; 22) Ewing Sarkomu ve CD34+ insan hemato-
poictik kok hiicrelerinde t (8; 21) AML'yi indiikle-
meyi basarmiglardir®. Mutasyonlara sahip hastalik
modellerini gelistirmek i¢in ilk ¢aligmalar ise Heckl
ve Brabetz'in ekipleri tarafindan yapilmigtir. Heckl ve
ark.” CRISPR/Cas9 teknolojisi kullandig: ¢aligmala-
rinin sonucunda; kemik iligi histolojisi verileri AML
ile tutarli olan, Dnmt3a, Ezh2, Smc3 ve NfI genleri
mutasyonlu olan AML fare modelleri gelistirmisler-
dir (Tablo 1). Brabetz ve ark., ise AML olgularinda sik
goriilen IDH2 (Izositrat dehidrogenazlar) genindeki
R140Q mutasyonunu CRISPR/Cas9 teknolojisi kul-

lanarak K562 hiicrelerinde olugturmuglardir®™.

Hastalik modellerinin olugturulmasinin  yani sira
CRISPR/Cas9 teknolojisi gen susturulmasi, genin
yeniden iglevsel hale getirilmesi, gen ekleme, genin ve
miRNA’larin hiicredeki gorevini belirleme gibi ¢esitli
biyolojik prosesler i¢in de kullanilmaktadir. Gen mu-
tasyonu tamiri yapilan bir ¢aligmada, fonksiyonel ya-
banil tip ASXLI proteinini eksprese edemeyen KML
hiticre hatt KBM5 kullanilmigtir. Mutasyon tamiri
i¢in, CRISPR/Cas9 aracili homolog rekombinasyon
kullanilarak, KBMS hiicrelerinde ASXZ1 proteini ye-
niden sentezlenmeye baglamistir. Boylece CRISPR/
Cas9 teknolojisi ile iglevligini kaybetmis olan herhangi
bir genin tekrardan fonksiyonel olabilecegi gosteril-
mistir” (Tablo I). Tundn ve ark., Boff-p210 hiicre hat-
unda KMLde hiperaktif olan p210 onkoproteininde
CRISPR/Cas9 sistemi ile delesyon olugturmuglardir.
Bu sayede onkoprotein ckspresyonu inhibe edilmig
ve l6semik hiicre apoptozu indiklenmistir®. B-ALL
hiicre hatti olan NALMG6 ile yapilan bir bagka ¢aligma-
da, yitksek diizeyde eksprese edilen CXCR4 kemokin
reseptoriiniin, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile susturul-
mastyla; losemik proliferasyon azalmig, kemosensiti-
zasyon gelismis ve fare ksenograftlarinda yagam stiresi
artmugtir”. KML hiicreleri ile yapilan epigenetik fak-
torlerin dahil oldugu farkli bir ¢aligma, 16semi kok hiic-
relerinin koloni olugturmasinda ve hayatta kalmasinda
gerekli olan Polycomb Baskilayict Kompleks 2 (PRC2)
geninin katalitik altbirimi olan EZH2’i ekspresyon
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Tablo 1. CRISPR-Cas9 sistemiyle hematolojik maliniterde gerceklestirilmis bazi uygulamalar''?

Hedef genler Hiicre tipi Gen diizenleme Sonuglar/yorumlar Referanslar

Runx1, etc. Fare HSPCs NHEJ ile knock-out CRISPR-Cas9 ile AML fare modeli gelistiriimesi 93

KMT2C (MLL3) Fare HSPCs NHEJ ile knock-out AML'de tiimor supresor bir gen olarak gérev yapan KMT2C 100
(MLL3) geninin kesfi

EPASH1 insan AML NHEJ ile knock-out EPAS1’in tek basina kaybinin, hipoksik kosullar altinda insan 104

(HIF-21) Hiicre hatti AML hiicreleri iizerinde etkisi gozlemlenmemistir

Ly6 c2, etc. Murin AML Hiicre hatti NHEJ ile knock-out AML de sitarabin direnci ile iliskili genlerin belirlenmesi 105

Cebpa (enhancer) Murin miyeloid Hiicre hatti HDR ile knock-in Enhansirda olusmus mutasyon C/EBPa geninin ekspresyonunu 106
azaltmaktadir. Béylece, miyeloid Cebpa gen regiilasyonu icin
enhansirlarin énemi tespit edilmistir.

ASXL1 insan KML Hiicre hatt HDR ile diizeltme ASXL1 proteini yeniden sentezlenmeye baslanmasi, fare 95
ksenograftlarinin sagkalimini artirmistir

TAL1 insan T-ALL Hiicre hatti HDR ile knock-in TAL1 geninde epigenetik diizenlemeler 107

TRIB1 insan T-ALL Hiicre hatti NHEJ-ile knock-out TRIB1’in kaybi interleukin-2 ekspresyonunu azaltmistir 108

CNB1, insan T-ALL, AML, KML Hiicre NHEJ ile knock-out THC’nin pro-apoptotik etkinliginin degerlendiriimesi 109

CNB2 hatti

SgRNAs pool insan miyeloid Isemi Hiicre hatt  NHEJ ile knock-out insan hiicrelerinde tam genom analizi igin sgRNA aracili 110
kitlipaheneler olusturulmasi

sgRNAs pool Murin AML Hiicre hatti NHEJ ile knock-out Protein bolgelerinin CRISPR-Cas9 taramasi ile murin AML 111
hiicrelerinde bilinen 6 ilac hedefi ve 19 yeni baglama alani
belirlenmesi

miktar1 fazlahig tzerinedir. Bu caligmada KML has-
talik modeli olugturulmug farelerde, CRISPR/Cas9
yontemi ile EZH2 nin ekspresyonel inaktivasyonu ger-
ceklestirildiginde, BCR/ABLI mutasyonel statiisiin-
den bagimsiz olarak I6semi kok hiicreleri kaynakls has-
taligin baglamasi ve devam etmesi engellenmis, KML
hiicre sayis1 azalmig ve farelerin sagkalim stiresi uzamig-
ur’®. CRISPR/Cas9 aracili epigenetik regiilasyon arag-
tirmalart kapsaminda Tzelepis ve ark., nin AML i¢in
tedavi hedef genlerini belirlemek igin yaptiklar: ¢alig-
malarinda, transkripsiyon aktivatérii bir HAT (Histon
Asetil Transferaz) olan KAT2A'nin, sgRNA ile hedef-
lenerek inhibe edilmesi ile myeloid farklilagmasi ve 16-
semik hiicre apoptoz indiikleyerek anti-AML aktivitesi
gosterilmis, farelerde hayatta kalim siiresi artmigtir®.

2014 yilinda Chen ve ark., CRISPR/Cas9 teknolo-
jisi ile 7. Kromozomun q koluna lokalize, timor bas-
kilayict gen olan MLL3 (Mixed Lineage Leukemia
3 Gene) genini kegfettiler. Bir histon metil transferaz
olan ve KMT2C (Lizin Metiltransferaz 2C) olarakta
isimlendirilen MLL3%in ekspresyonundaki azalma,
belirli AML formlarinin daha agresif hale gelmesine
neden olmaktadir'® (Tablo I). Farkli bir caligmada,
akut monositik 16semi hiicre hatlar1 olan MOLM-13
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ve MV4-11 hiicrelerinde ENL geninin CRISPR-
Cas9 ile inhibe edilmesi hedeflenmigtir. Bunun sonu-
cunda, bir miyeloid farklilagma belirteci olan Integrin
alfa M'nin (ITGAM veya CD11b) yiizey ekspresyonu
artmig ve makrofaj benzeri yapilar olugsmus, iz vitro-
in vivoda losemik hiicre proliferasyonu azalmigtir.
Calisma ekibi £NL genini, AMLde onkojenik trans-
kripsiyonel prosesleri diizenleyen bir histon asetilasyon
okuyucusu olarak tanimlamiglardir'®.

miRNA’larla yapilan ¢aligmalar, genom tasarim tekno-
lojisinde gelinen en heyecan verici yaklagimlardandr.
KML hiicre hatt1 K-562°de miR182—-5p’nin, tirozin ki-
naz inhibitorlerine (TKI) kars: gelisen direng tizerine
etkisi aragurmak amaci ile CRISPR/Cas9 teknolojisi
ile miR182 lokusu homozigot olarak inhibe edilerek;
miR182-5p cekspresyonu azalulmigtir. Boylelikle,
myeloid hiicre proliferasyonu engellenerek, hiicre fark-
lilagmasi saglanmug, eritrosit ¢ogalmasi indiklenmig
ve kemotedavi direnci kirilarak, TKI sensitizasyonu
saglanmigtr'®. Akut monositik 16semi hiicre hattt
MV4-11 ile yapilan farkli bir ¢aligmada, 16semi hiic-
re bilytimesi tzerinde etkili miRNA'lart belirlemek
icin CRISPR/Cas9 kiitiiphanesi (lentiCRISPRv2 kii-
tiiphanesi) olusturulmugtur. Ekip miR-155’in, hiicre



biiytimesini ¢ogaltan bir miRNA oldugunu bildirmis-
tir'®. Bunlarin diginda, CRISPR-Cas9 sistemi ile he-
matolojik maliniterde gerceklestirilmis uygulamalar,
Tablo I'de 6zetlenmektedir.

Sonug olarak, CRISPR/Cas9 teknolojisi hematolojik
hastaliklarin molekiiler patogenezinin anlagilmasinda
ve heniiz bilinmeyenlerin ayrinlatulmasinda potent ve
heyecan verici bir faktor olarak hayatimiza girmistir.
Daha ileri hedef olarak ise hem hastalik modellerinin
olugturulabilmesi hem de genetik ve epigenetik diizen-
lemelerle, hentiz Gistesinden net olarak gelinemeyen ve
kemotedavi etkinligin en buyiik kisitlayicisi olan ilag
direngliliginin aydinlatilmasinda kullanilacak bir me-
todoloji haline gelecektir. Bununla birlikte, bir gen dii-
zenleme teknolojisi olarak CRISPR/Cas9, bilim diin-
yasinda ¢igir agan bir gelisme olmasina ragmen, insan
embriyolarinda kullaniminin etik boyutu ve sonuglari
aktif olarak tartigilmali ve degerlendirilmelidir.

Kaynaklar

1. Barrangou R, Fremaux C, Deveau H, Richards M, Boyaval P,
Moineau§, et al. CRISPR Provides Acquired Resistance Against
Viruses in Prokaryotes. Science(80-)2007;315(5819):1709-12.

2. Sorck R, Kunin V, Hugenholtz P. CRISPR — a widespread
system that provides acquired resistance against phages in
bacteria and archaea. Nat Rev Microbiol 2008;6(3):181-6.

3. Breitbart M, Rohwer E. Here a virus, there a virus, everywhere
the same virus? Trends Microbiol 2005;13(6):278-84.

4. Karginov F V., Hannon GJ. The CRISPR System: Small
RNA-Guided Defense Mol
Cell2010:37(1):7-19.

5. Hyman P, Abedon ST. Bacteriophage host range and bacterial

in Bacteria and Archaea.

resistance. Advances in applied microbiology. Elsevier

Inc.;2010;70:217-48.

R, Marrafini LA. CRISPR-Cas
Prokaryotes upgrade to adaptive immunity. Molecular Cell
2014;54(2):234—44.

7. Singh V, Braddick D, Dhar PK. Exploring the potential of
genome editing CRISPR-Cas9 technology. Gene 2017;599:1—
18.

8. Terns MP, Terns RM. CRISPR-based adaptive immune systems.
Curr Opin Microbiol 2011;14(3):321-7.

9. Rath D, Amlinger L, Rath A, Lundgren M. The CRISPR-
Cas immune system: Biology, mechanisms and applications.
Biochimie 2015;117:119-28.

10. Ishino Y, Shinagawa H, Makino K, Amemura M, Nakata
A. Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for

6. Barrangou systems:

alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia
coli, and identification of the gene product. J Bacteriol

1987;169(12):5429-33.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

245

Mojica FJM, Diez-Villaseior C, Soria E, Juez G. Biological
significance of a family of regularly spaced repeats in the
genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria. Mol Microbiol
2000;36(1):244-6.

Jansen R, Embden JD, Gaastra W, Schouls LM. Identification of
genes that are associated with DNA repeats in prokaryotes. Mol
Microbiol 2002;43(6):1565-75.

Al-Attar S, Westra ER, Van Der Oost J, Brouns SJJ. Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs):
The hallmark of an ingenious antiviral defense mechanism in
prokaryotes. Biol Chem 2011;392(4):277-89.

Bolotin A, Quinquis B, Sorokin A, Ehrlich SD. Clustered
regularly interspaced short palindrome repeats (CRISPRs)
have spacers of extrachromosomal origin. Microbiology
2005;151(8):2551-61.

Mojica FJM, Diez-Villasefor C, Garcia-Martinez J, Soria
E. Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic
repeats derive from foreign genetic elements. ] Mol Evol
2005;60(2):174-82.

Pourcel C, Salvignol G, Vergnaud G. CRISPR elements in
Yersinia pestis acquire new repeats by preferential uptake
of bacteriophage DNA, and provide additional tools for
evolutionary studies. Microbiology 2005;151(3):653-63.
Bozok Cetintag V, Kotmak¢t M, Tezcanli Kaymaz B. From
the Immune Response to the Genome Design; CRISPR-Cas9
System: Review. Turkiye Klin ] Med Sci 2017;37(1):27-42.
Horvath P, Barrangou R. CRISPR/Cas, the Immune System of
Bacteria and Archaea. Science 2010;327(5962):167-70.

Hale CR, Zhao P, Olson S, Duff MO, Graveley BR, Wells L,
et al. RNA-Guided RNA Cleavage by a Cris RNA-Cas Protein
Complex. Cell 2009;139(5):945-56.

Brouns SJ, Jore MM, Lundgren M, Westra ER, Slijkhuis RJH,
Snijders AP, et al. Small CRISPR RNAs Guide Antiviral
Defense in Prokaryotes. Science 2008;321(5891):960-4.
Garneau JE, Dupuis M-E, Villion M, Romero DA, Barrangou
R, Boyaval P, et al. The CRISPR/Cas bacterial immune
system cleaves bacteriophage and plasmid DNA. Nature
2010;468(7320):67-71.

Deltcheva E, Chylinski K, Sharma CM, Gonzales K. CRISPR
RNA maturation by trans -encoded small RNA and host factor
RNase III. Nature 2011;471(7340):602-7.

Sapranauskas R, Gasiunas G, Fremaux C, Barrangou R, Horvath
P, Siksnys V. The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas
system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids
Res 2011;39(21):9275-82.

Zhang], Rouillon C, Kerou M, ReeksJ, Brugger K, Reimann J, et
al. Structure and mechanism of the CMR complex for CRISPR-
mediated antiviral immunity. Mol Cell 2012;45(3):303-13.
Jinck M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA,
Charpentier E. A Programmable Dual-RNA-Guided DNA
Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity. Science
2012;337(6096):816-21.

Ju X Da, Xu J, Sun ZS. CRISPR Editing in Biological and
Biomedical Investigation. ] Cell Biochem 2018;119(1):52-61.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248



246

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Hsu PD, et al.
Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas Systems.
Science 2013;339(6121):819-23.

Mali PL, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, Dicarlo JE,
et al. RNA-Guided Human Genome Engineering via Cas9
2013;339(6121):823-6.

Osborn MJ, Belanto JJ, Tolar J, Voytas DE Gene editing
and its application for hematological diseases. Int ] Hematol
2016;104(1):18-28.

Grissa I, Vergnaud G, Pourcel C. The CRISPRdb database and
tools to display CRISPRs and to generate dictionaries of spacers
and repeats. BMC Bioinformatics 2007;8(1):172.

Kunin V, Sorek R, Hugenholtz P. Evolutionary conservation of
sequence and secondary structures in CRISPR repeats. Genome
Biol 2007;8(4): R61.

Barrangou R. CRISPR-Cas systems and RNA-guided
interference. Wiley Interdiscip Rev RNA 2013;4(3):267-78.
Lillestol R, Redder P, Garrett RA, Briigger K. A putative
Archaea

viral defence mechanism in archaeal cells.

2006;2(1):59-72.

Hale CR, Majumdar S, Elmore J, Pfister N, Compton M, Olson
S, et al. Essential Features and Rational Design of CRISPR
RNAs that Function with the Cas RAMP Module Complex to
Cleave RNAs. Mol Cell 2012;45(3):292-302.

Pul U, Wurm R, Arslan Z, Geissen R, Hofmann N, Wagner
R. Identification and characterization of E. coli CRISPR-
Cas promoters and their silencing by H-NS. Mol Microbiol
2010:75(6):1495-512.

Spilman M, Cocozaki A, Hale C, Shao Y, Ramia N, Terns R, et
al. Structure of an RNA Silencing Complex of the CRISPR-Cas
Immune System. Mol Cell 2013;52(1):146-52.

Haft DH, Selengut J, Mongodin EF, Nelson KE. A guild of
45 CRISPR-associated (Cas) protein families and multiple
CRISPR/Cas subtypes exist in prokaryotic genomes. PLoS
Comput Biol 2005;1(6):474-83.

Makarova KS, Grishin N V, Shabalina SA, Wolf YI, Koonin
E V. A putative RNA-interference-based immune system
in prokaryotes: computational analysis of the predicted
enzymatic machinery, functional analogies with cukaryotic
RNAI, and hypothetical mechanisms of action. Biol Direct
2006;16(1):7.

Makarova KS, Haft DH, Barrangou R, Brouns SJ, Charpentier
E, Horvath P, et al. . Fvolution and classification of the CRISPR-
Cas systems. Nat Rev Microbiol 2011;9(6):467-77.1

Jiang F, Doudna JA. The structural biology of CRISPR-Cas
systems. Curr Opin Struct Biol 2015;30:100-11.

Makarova KS, Wolf YI, Koonin E V. The basic building blocks
and evolution of CRISPR-Cas systems. Biochem Soc Trans
2013:41(6):1392-400.

Hatoum-Aslan A, Maniv I, Marraffini LA. Mature clustered,
RNA

(crRNA) length is measured by a ruler mechanism anchored

regularly interspaced, short palindromic repeats

at the precursor processing site. Proc Natl Acad Sci U S A
2011;108(52):21218-22.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

43,

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Staals RHJ, Agari Y, Maki-yonekura S, Zhu Y, David W Taylor,
Duijn E Van, et al. Structure and activity of the RNA-targeting
Type III-B CRISPR- Cas complex of Thermus thermophilus.
Molecular Cell 2013;52(1):135-45.

Hatoum-Aslan A, Samai P, Maniv I, Jiang W, Marraffini LA.
A ruler protein in a complex for antiviral defense determines
the length of small interfering CRISPR RNAs. J Biol Chem
2013;288(39):27888-97.

Karvelis T, Gasiunas G, Miksys A, Barrangou R, Horvath
P, Siksnys V. ctRNA and tractRNA guide Cas9-mediated
DNA interference in Streptococcus thermophilus. RNA Biol
2013;10(5):841-51.

Carte J, Christopher RT, Smith JT, Olson S, Barrangou R,
Moineau S, et al. The three major types of CRISPR-Cas
systems function independently in CRISPR RNA biogenesis in
Streptococcus thermophilus 2014;93(1):98-112.

Hsu PD, Lander ES, Zhang F. Development and Applications
of CRISPR-Cas9 Cell
2014;157(6):1262-78.

Hille F, Charpentier E. CRISPR-Cas: biology, mechanisms
and relevance. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 2016
5,371(1707).

Oost], Jore MM, Westra ER, Lundgren M, Brouns SJ. CRISPR-
based adaptive and heritable immunity in prokaryotes. Trends
Biochem Sci 2009;34(8):401-7.

Fineran PC, Charpentier E. Memory of viral infections by

for  Genome Engineering.

CRISPR-Cas adaptive immune systems: Acquisition of new
information. Virology 2012;434(2):202-9.

Yosef I, Goren MG, Qimron U. Proteins and DNA elements
essential for the CRISPR adaptation process in Escherichia coli.
Nucleic Acids Res 2012;40(12):5569-76.

Wiedenheft B, Sternberg SH, Doudna JA. RNA-guided
genetic silencing systems in bacteria and archaca. Nature
2012:482(7385):331-8.

Barrangou R, Horvath P. CRISPR. New Horizons in Phage
Resistance and Strain Identification. Annu Rev Food Sci
Technol 2012;3(1):143-62.
DoudnaJA,Charpentier E. Thenewfrontierofgenomeengineering
with CRISPR-Cas9. Science 2014;346(6213):1258096.

Westra ER, Swarts DC, Staals RHJ, Jore MM, Brouns SJJ,
van der Oost J. The CRISPRs, They Are A-Changin’: How
Prokaryotes Generate Adaptive Immunity. Annu Rev Genet
2012:46(1):311-39.

Hsu PD, Scott DA, Weinstein JA, Ran FA, Konermann S,
Agarwala V, et al. DNA targeting specificity of RNA-guided
Cas9 nucleases. Nat Biotechnol 2013;31(9):827-32.

Koo T, Lee J, Kim JS. Measuring and Reducing Off-Target
Activities of Programmable Nucleases Including CRISPR-
Cas9. Mol Cells 2015;38(6):475-81.

Nishimasu H, Ran FA, Hsu PD, Konermann S, Shehata SI,
Dohmae N, et al. Crystal structure of Cas9 in complex with
guide RNA and target DNA. Cell 2014;156(5):935-49.

Shen S, Loh TJ, Shen H, Zheng X, Shen H. CRISPR as a strong
gene editing tool. BMB Rep 2017;50(1):20-4.



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Tsai SQ, Joung JK. Defining and improving the genome-
wide specificities of CRISPR-Cas9 nucleases. Nat Rev Genet
2016;17(5):300-12.

Riballo E, Woodbine L, Stiff T, Walker SA, Goodarzi AA,
Jeggo PA. XLF-Cernunnos promotes DNA ligase IV-
XRCC4 re-adenylation following ligation. Nucleic Acids Res
2009;37(2):482-92.

Chu VT, Weber T, Wefers B, Wurst W, Sander S, Rajewsky K,
ct al. Increasing the efficiency of homology-directed repair for
CRISPR-Cas9-induced precise gene editing in mammalian
cells. Nat Biotechnol 2015;33(5):543-8.

Ran FA, Hsu PD, Wright J, Agarwala V, Scott DA, Zhang F.
Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nat
Protoc 2013;8(11):2281-308.

Gori JL, Hsu PD, Maeder ML, Shen S, Welstead GG, Bumcrot
D. Delivery and Specificity of CRISPR/Cas9 Genome Editing
Technologies for Human Gene Therapy. Hum Gene Ther
2015;26(7):443-51.

Fu 'Y, Foden JA, Khayter C, Maeder ML, Reyon D, Joung JK, et
al. High-frequency off-target mutagenesis induced by CRISPR-
Cas nucleases in human cells. Nat Biotechnol 2013;31(9):822-6.
Ran FA, Hsu PD, Lin CY, Gootenbcrg]S, Konermann S, Trevino
AE, et al. Double nicking by RNA-guided CRISPR Cas9 for
enhanced genome editing specificity. Cell 2013;154(6):1380-9.
Fu Y, Sander JD, Reyon D, Cascio VM, Joung JK. Improving
CRISPR-Cas nuclease specificity using truncated guide RNAs.
Nat Biotechnol 2014;32(3):279-84.

Cho SW, Kim S, Kim Y, Kweon J, Kim HS, Bace S, et al. Analysis
of off-target effects of CRISPR Cas-derived RNA-guided
endonucleases and nickases. Genome Res 2014;24(1):132-41.
Kim S, Kim D, Cho SW, Kim J, Kim J-S. Highly efficient RNA-
guided genome editing in human cells via delivery of purified
Cas9 ribonucleoproteins. Genome Res 2014;24(6):1012-19.
Ramakrishna S, Kwaku Dad AB, Beloor ], Gopalappa R, Lee
SK, Kim H. Gene disruption by cell-penetrating peptide-
mediated delivery of Cas9 protein and guide RNA. Genome
Res 2014;24(6):1020~7.

Pliatsika V; Rigoutsos I. “Off-Spotter”: very fast and exhaustive
enumeration of genomic lookalikes for designing CRISPR/Cas
guide RNAs. Biol Direct 2015;10(1):4.

Bae S, Park J, Kim JS. Cas-OFFinder: A fast and versatile
algorithm thatsearchesfor potential off-targetsites of Cas9 RNA-
guided endonucleases. Bioinformatics 2014;30(10):1473-5.
Montague TG, Cruz JM, Gagnon JA, Church GM, Valen E.
CHOPCHOP. A CRISPR/Cas9 and TALEN web tool for
genome editing. Nucleic Acids Res 2014;42(W1):401-7.
Cradick TJ, Qiu P, Lee CM, Fine EJ, Bao G. COSMID. A Web-
based Tool for Identifying and Validating CRISPR/Cas Off-
target Sites. Mol Ther - Nucleic Acids 2014;3: €214.

Qi LS, Larson MH, Gilbert LA, Doudna JA, Weissman JS,
Arkin AP, et al. Repurposing CRISPR as an RNA-guided
platform for sequence-specific control of gene expression. Cell

2013;152(5):1173-83.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

8s.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

247

Gilbert LA, Larson MH, Morsut L, Liu Z, Brar GA, Torres SE,
et al. CRISPR-mediated modular RNA-guided regulation of
transcription in eukaryotes. Cell 2013;154(2):442-51.
Khatodia S, Bhatotia K, Passricha N, Khurana SMP, Tuteja
N. The CRISPR/Cas Genome-Editing Tool: Application in
Improvement of Crops. Front Plant Sci 2016;7:1-13.

Bikard D, Jiang W, Samai P, Hochschild A, Zhang F, Marraffini
LA. Programmable repression and activation of bacterial gene
expression using an engineered CRISPR-Cas system. Nucleic
Acids Res 2013;41(15):7429-37.

Vojta A, Dobrinic P, Tadic V, Bockor L, Korac P, Julg B, et al.
Repurposing the CRISPR-Cas9 system for targeted DNA
methylation. Nucleic Acids Res 2016;44(12):5615-28.
Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically
inactive Cas9 to Fokl nuclease improves the specificity of
genome modification. Nat Biotechnol 2014;32(6):577-582.
Wyvekens N, Topkar V V., Khayter C, Joung JK, Tsai SQ.
CRISPR RNA-Guided FokI-dCas9 Nucleases
Directed by Truncated gRNAs for Highly Specific Genome
Editing. Hum Gene Ther 2015;26(7):425-31.

Rodriguez E. Ethical Issues in Genome Editing using CRISPR/
Cas9 System. ] Clin Res Bioeth 2016;7(2):7-10.

Liang P, Xu Y, Zhang X, Ding C, Huang R, Zhang Z, et al.
CRISPR/Cas9 -mediated gene editing in human tripronuclear
zygotes. Protein Cell 2015;6(5):363-72.

Otieno MO. CRISPR-Cas9 Human Genome Editing:
Challenges, Ethical Concerns and Implications. J Clin Res
Bioeth 2015;06(06):5-7.

Tang LE. CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human
zygotes using Cas9 protein. Molecular Genetics and Genomics
2017;292,525-533.

Ma, H. Gutierrez NM, Park ZW. Correction of a pathogenic
gene mutation in human embryos. Nature 2017;548, 413-419.

Dimeric

T. C. Resmi Gazete http://www. resmigazete. gov. tr/
eskiler/2010/08/20100813-4. htm/;2018 [accessed 04 11 18]
Juliusson G, Hough R. Leukemia. Prog Tumor Res 2016;43:87—
100.

Wagner G, Fenchel K, Back W, Schulz A, Sachse MM. Leukemia
cutis - epidemiology, clinical presentation, and differential
diagnoses. ] Dtsch Dermatol Ges 2012;10(1):27-36.

Fréhling S, Dohner H. Chromosomal Abnormalities in Cancer.
N Engl ] Med 2008;359(7):722-34.

Mitelman F, Johansson B, Mertens F The impact of
translocations and gene fusions on cancer causation. Nat Rev
Cancer 2007;7(4):233-45.

Torres R, Martin MC, Garcia A, Cigudosa JC, Ramirez JC,
Rodriguez-Perales S. Engineering human tumour-associated
chromosomal translocations with the RNA-guided CRISPR-
Cas9 system. Nat Commun 2014;5:3964.

Heckl D, Kowalczyk S M, Yudovich D, Belizaire RP, Rishi VP,
McConkey EM, et al. Generation of mouse models of myeloid
malignancy with combinatorial genetic lesions using CRISPR-

Cas9 genome editing 2014;32(9):941-6.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248



248

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Brabetz O, Alla V, Angenendt L, Schliemann C, Berdel WE,
Arteaga MF, et al. RNA-Guided CRISPR-Cas9 System-
Mediated Engineering of Acute Myeloid Leukemia Mutations.
Mol Ther - Nucleic Acids 2017;6:243-8.

Valletta S, Dolatshad H, Bartenstein M, Yip BH, Bello E,
Gordon S, et al. ASXL1 mutation correction by CRISPR/Cas9
restores gene function in leukemia cells and increases survival in
mouse xenografts. Oncotarget 2015;6(42):44061-71.
Garcia-Tundn I, Herndndez-Sdnchez M, Ordoifiez JL, Alonso-
Pérez V, Alamo-Quijada M, Benito R, et al. The CRISPR/Cas9
system efficiently reverts the tumorigenic ability of BCR/ABL
in vitro and in a xenograft model of chronic myeloid leukemia.
Oncotarget 2017;8(16):26027-40.

Randhawa S, Cho BS, Ghosh D, Sivina M, Koehrer S, Miischen
M, et al. Effects of pharmacological and genetic disruption
of CXCR4 chemokine receptor function in B-cell acute
lymphoblastic leukaemia. Br ] Haematol 2016;174(3):425-36.
Xie H, Peng C, Huang]J, Li BE, Kim W, Smith EC, et al. Chronic
myelogenous leukemia-initiating cells require polycomb group
protein EZH2. Cancer Discov 2016;6(11):1237-47.

Tzelepis K, Koike-Yusa H, De Brackeleer E, Li Y, Metzakopian
E, Dovey OM, et al. A CRISPR Dropout Screen Identifies
Genetic Vulnerabilities and Therapeutic Targets in Acute
Myeloid Leukemia. Cell Rep 2016;17(4):1193-205.

Chen C, Liu Y, Rappaport AR, Kitzing T, Schultz N, Shroff
AS, et al. MLL3 Is a Haploinsufficient 7q Tumor Suppressor in
Acute Myeloid Leukemia. Cancer Cell 2014;25(5):652-65.
Wan L, Wen H, Li Y, Lyu J, Xi Y, Hoshii T, et al. ENL links
histone acetylation to oncogenic gene expression in acute
myeloid leukaemia. Nature 2017;543:265-9.

Arya D, Sachithanandan SP, Ross C, Palakodeti D, Li S, Krishna S.
MiRNA182 regulates percentage of myeloid and erythroid cells in
chronic myeloid leukemia. Cell Death Dis 2017;8(1): €2547.
Wallace J, Hu R, Mosbruger TL, Dahlem TJ, Stephens WZ,
Rao DS, et al. Genome wide CRISPR-Cas9 screen identifies
microRNAs that regulate myeloid leukemia cell growth. PLoS
One 2016;11(4):1-11.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Vukovic M, Guitart A V., Sepulveda C, Villacreces A, O’Duibhir
E, Panagopoulou TI, et al. Hif-1a and Hif-2a synergize to
suppress AML development but are dispensable for discase
maintenance. ] Exp Med 2015;212(13):2223-34.

Rathe SK, Moriarity BS, Stoltenberg CB, Kurata M, Aumann
NK, Rahrmann EP, et al. Using RNA-seq and targeted nucleases
to identify mechanisms of drug resistance in acute myeloid
leukemia. Sci Rep 2014;4:1-9.

Cooper S, Guo H, Friedman AD. The +37 kb Cebpa enhancer
is critical for Cebpa myeloid gene expression and contains
functional sites that bind SCL, GATA2, C/EBPq, PU 1, and
additional Ets factors. PLoS One 2015;10(5):1-18.

Navarro JM, Touzart A, Pradel LC, Loosveld M, Koubi M,
Fenouil R, et al. Site- and allele-specific polycomb dysregulation
in T-cell leukaemia. Nat Commun 2015;6.

Miyajima C, Itoh Y, Inoue Y, Hayashi H. Positive Regulation
of Interleukin-2 Expression by a Pseudokinase, Tribbles 1, in
Activated T Cells. Biol Pharm Bull 2015;38(8):1126-33.
Kampa-Schittenhelm KM, Salitzky O, Akmut F, Illing
B, Kanz L, Salih HR, et al. Dronabinol has preferential
antileukemic activity in acute lymphoblastic and myeloid
leukemia with lymphoid differentiation patterns. BMC
Cancer 2016;16(1):1-12.

Wang T, Wei J, Sabatini D, Lander E. Genetic screens
in human cells using the CRISPR/Cas9 system. Science
2014;343(6166):804.

Shi ], Wang E, Milazzo JP, Wang Z, Kinney JB, Vakoc CR.
Discovery of cancer drug targets by CRISPR-Cas9 screening of
protein domains 2015;33(6):661-7.

Zhang H, McCarty Nami. CRISPR-Cas9 technology and its
application in haematological disorders. Br ] Haematol 2016
Oct; 175(2):208-25.



