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Amag: Folat metabolizmasi icerisinde yer alan timidilat sentaz
(TS) enzimi, deoksiliridin monofosfatin (dUMP), deoksitimidin
monofosfata (dTMP) donustimiint katalizlemektedir. Hiicre igeri-
sinde DNA sentezi icin gerekli olan deoksinkleotidlerin belirli bir
denge de bulunmasini saglamaktadir. Enzimin inhibisyonu sonu-
cu anormal kromozom kiriklarinin olustugu ve hiicre dliminin
gerceklestigi gosterilmistir. Cogalan hiicreler icin ¢ok gerekli olan
enzim ayni zaman da degisik kanser ilaglarina da hedef olmaktadir.
Kromozom 18p11.32 de bulunan TS geni, ATG baslama bdélgesinin
hemen uzerinde polimorfik tekrar bolgesi icermektedir. 28 bazlk
tekrar dizisinin ikili veya ti¢lu tekrarindan olusan bu polimorfizmin,
in vitro ve in vivo olarak gen ekspresyonunda farklilik olusturdugu
gOsterilmistir. Benzeri calismalar ile pek ¢ok kanser tiirli ve kanser
ilaci kullanimrile TS polimorfizmi iliskisi sorgulanmistir. Bu calisma-
da Tirk populasyonunda akut [6semi etiyolojisinde (Akut myeloid
16semi ve Akut lenfoblastik 16semi) TS promoter polimorfizminin
roltnin arastiriimasi amaclanmistir.

Yontemler: Cocukluk ¢agr akut lenfoblastik 16semi (ALL) (n=110)
ve cocukluk cadi ve eriskin akut myeloid [6semi (AML) (n=126) ol-
gularindan elde edilen DNA'larla bdlgeye 6zgu primerler kullanila-
rak yapilan PZR sonrasi agoroz jel elektroforezi analizi ile iki veya li¢
tekrardan olusan TS polimorfik allelleri belirlendi. Sonuglar saglikh
kontrol (n=133) olgularinin sonuclari ile karsilastirarak istatistiksel
olarak TS gen polimorfizminin bir risk olusturup olusturmadigini
sorgulandi. Istatistiksel analizler, SPSS programindaki Fisher’s exact
test kullanilarak yapildi.

Bulgular: AML olgularinda TS promoter polimorfizmi ile iliski bu-
lunmadi. Cocukluk cagi ALL olgularinda 2T/2T genotipi anlamli dii-
zeyde yuksek bulundu (p=0,048).

Sonug: Calismamiz ALL gelisiminde, 2T/2T genotipinin bir risk fak-
torl oldugunu fakat diger genotiplerin ALL ve AML olusumunda
bir risk olusturmadigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Akut 16semi, polimorfizm, timidilat sentaz

ABSTRACT

Objective: The enzyme thymidylate synthase (TS) in the folate
metabolism catalyzes the conversion of deoxyuridine monophos-
phate (dUMP) to deoxythymidine monophosphate (dTMP). It
provides a certain balance of deoxynucleotides required for DNA
synthesis in the cell. Inhibition of the enzyme showed that abnor-
mal chromosomal breakage and apoptosis occurred. The enzyme,
which is necessary for proliferating cells, also targeted different
cancer drugs. The TS gene at chromosome 18p11.32 contains the
polymorphic repeat region just upstream of the ATG starting site.
This polymorphism, consisting of double or triple repeats of the
28-base length sequence, has been shown to differ in gene ex-
pression in vitro and in vivo. Similar studies have investigated the
relationship between many types of cancer and cancer drug use
and TS polymorphism. In this study, the role of TS promoter poly-
morphism in acute leukemia etiology (acute myeloid leukemia
and acute lymphoblastic leukemia) in the Turkish population was
investigated.

Material and Method: For this purpose, a pediatric acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) case admitted to our unit (n=110) and
agorose gel electrophoresis after PCR using region-specific prim-
ers with DNA obtained from pediatric and adult acute myeloid
leukemia (AML) (n=126) TS polymorphic alleles consisting of two
or three repetitions were determined. The results were compared
with the results of healthy control (n=133) cases, and we ques-
tioned whether TS gene polymorphism is a risk factor.

Results: Statistical analyses were performed using the Fisher exact
test in the program SPSS, and the 2T/2T genotype was a risk factor
in the formation of ALL (p=0.048).

Conclusion: It was observed that other genotypes did not have a
risk for ALL and AML formations.
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GiRiS

Hematolojik maligniteler, iki ana kan hiicresi miyeloid ve len-
foid hticre dizileri soyundan herhangi birinden tiiremektedir.
Lenfomalar ve lenfositik |6semiler lenfoid hticre dizileri, akut ve
kronik miyeloid I6semiler, myelodisplastik sendromlar ve miye-
loproliferatif hastaliklar, miyeloid dizilerden kaynaklanir. Genel
olarak, hasta verileri iyi tutulan batili Ulkelerde hematolojik
malignite insidansinin yillar icerisinde artmakta oldugu gézlen-
mektedir. Buna karsin epidemiyolojik davranislarini tutarh ve
dizenli bir sekilde tanimlamak zordur (1). ABD'de 2010 yilinda
yeni hematolojik malignite vakalarinin sayisi 137.264, hemato-
lojik maligniteler nedeniyle dliimlerin sayisi ise 54.020 olarak
bildirilmistir (2). Losemilerin olusumuileilgili elimizde daha ¢cok
veri olmakla birlikte, molekiler mekanizmalar heniiz tam ola-
rak anlasilamamistir. Hematolojik malignansi etyolojisinde ol-
gularinin sadece kiiglik bir yiizdesinde, DNA'daki ylksek penet-
rans gosteren kalitsal mutasyonlar, iyonize radyasyona, benzen
veya kemoterapi gibi kimyasallara maruz kalmayla iliskili oldu-
gu bilinen durumlardir. Olgularin daha buytk bir kisminda ise
bilinen etkisi daha az olan ama hastaliga yatkinliga neden olan
polimorfizmlerin varh@idir. Bir hastalik icin yatkinlik olusturan
bu varyasyonlarin belirlenmesi riskli gruplar tanimlamada
onem arz etmektedir. Yiiksek riskli bir fenotipi tanimlamak icin
protein-protein, gen-gen etkilesimleri, diyet, diger cevresel ma-
ruziyetler ve bireysel immiin fonksiyonu, hematolojik malignite
duyarliliginda énemli belirleyiciler olabilir (3, 4).

Folat DNA sentezi ve metilasyonu icin gerekli olan 6nemli bir be-
sin maddesidir ve yetersizligi bircok malignite ile iliskilendirilmis-
tir. Folat yolunda en az 30 enzim tanimlanmistir. Bu enzimleri kod-
layan genlerdeki cesitli fonksiyonel polimorfizmler, yetiskin ve
cocukluk akut lenfositik [6semi (ALL), akut miyeloid [6semi (AML),
kronik miyeloid 16semi (KML) ve non-Hodgkin lenfoma (NHL) da-
hil olmak tizere gesitli maligniteler ile iliskilendirilmistir (5, 6).

Timidilat sentaz (TS), deoksitiridin monofosfatin (dUMP), deok-
sitimidin monofosfata (dTMP) donlsimiini katalizlemektedir.
Bu enzimin inhibisyonu, deoksitimidin trifosfat tikenmesi ve
daha sonra kromozom kirilmalari ve hiicre 6lim{ ile sonuglanir.
Timidilat sentaz, codalan hiicrelerde dnemli bir enzimdir ve bu
nedenle metotreksat ve glutamatlar dahil olmak Uzere cesitli
antikanser ilaclari icin dnemli bir hedeftir. Bu enzimi hedef alan
ilaclara karsi direncin baslica nedeni, inhibisyonun basarisizligi
olarak bilinmektedir (7).

Timidilat sentaz geninin promoter bolgesinde bir tandem-tek-
rar dizisi tanimlanmustir (8) iki ya da ¢ kez tekrarlayan bu 28-
bp lik dizinin polimorfik oldugu goésterilmistir; Gg 28-bp tekrari
olan bireyin, iki 28-bp tekrari olanlardan daha yiiksek timidilate
sentaz ekspresyonu gerceklestirdigi bilinmektedir (8) Timidilat
sentaz konsantrasyonu, tedavi etkinligini, ilaca bagh toksisiteyi
veya her ikisini de etkileyebilir, bu tandem-tekrar polimorfizmi-
nin test edilmesi ile terap6tik cevap tahmin edebilir (7).

Bu calismada AML (eriskin ve cocukluk ¢adi) ve ALL (cocukluk
¢adi) olgu gruplarinda Timidilat Sentaz geninin promoter bol-
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gesine ait 28 bp'lik ikili veya U¢li tekrar bolgesinin bu hemoto-
lojik kanserlerle iliskisi, saglikli kontrol grubu ile karsilagtirarak
belirlendi.

GEREC VE YONTEM

Caligma g farkh gruptan olusmaktadir; ¢ocukluk ¢agi ALL,
eriskin ve cocukluk caginda AML olgularina ait drnekler ve ta-
mamen saglikh gruba ait 6rneklerden olusmaktadir. Calisma
istanbul Universitesi, Aziz Sancar Arastirma Enstitlisii Genetik
Bilim Dalina yonlendirilen olgulardan hasta onami alinarak ya-
piimistir. Calisma, Helsinki Deklarasyonu etik kurallarina uygun
olarak etik kurul onayi alinarak gergeklestirilmistir.

ALL hasta 6rnegi sayisi 110 iken, AML hasta grubunda toplam
126 olgu 6rnegi incelemeye alindi. Bu iki hasta grubunun so-
nuglarini toplam 133 érnekten olusan kontrol grubunun sonu-
cu ile karsilastirildi.

Orneklerden, otomatik DNA izolasyon cihazi (MagNA Pure,
Roche Diagnostics, Manheim, Almanya) kullanilarak DNA eks-
trakte edildi. izole edilen DNA'lar inceleme yapilacak olan giine
kadar -20° C de saklandi.

TS polimorfizminin belirlenecegi her bir DNA 6rnegi konvansi-
yonel PZR yontemiyle amplifiye edildi. PZR amplifikasyonu icin
F primer: 5’- GCT CCG AGC CGG CCA CAG GCATG ve R primer:
5’- GTG GCT CCT GCG TTT CCC CC dizileri kullanildi. PZR prog-
ramimiz 34 siklustan olusmakta idi ve her bir reaksiyonda 50
ng genomik DNA 6rnegi kullanildi. Bu amac icin kullanilan PZR
programi ise; Denatiirasyon 94°C'de 1 dk, annealing 58°C'de
1 dk, uzama safhasi 72°C’ de 1 dk'da ve son uzama safhasi ise
72°C'de 7 dk olarak PZR cihazinda (Techne, Staffordshire, in-
giltere) gerceklestirildi. Sonra PZR urlnleri %4 lik agaroz jel
elektroforezinde etidyum bromir kullanilarak, UV'de bantlar
goriintiilenerek degerlendirildi. Orneklerin jel gériintist Sekil
1'de verilmistir. istatistiksel analizler, SPSS (IBM Corp.; Armonk,
NY, USA) programindaki Fisher’s exact test kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Toplam 110 ALL, 126 AML ve 133 saglikh 6rnekten elde edilen
genotip sonuglari karsilastirildi. Genotip sonuglari Tablo 1 de
sunulmustur.

istatistiksel analizler, SPSS programindaki Fisher’s exact test
kullanilarak yapildi ve ALL olusumunda, 2T/2T genotipinin bir
risk faktori oldugu (p=0,048) belirlendi.

Tablo 1. ALL, AML ve kontrol grubunun genotip sayi ve
ylizdeleri

Genotip ALL,n=10 AML,n=126 Kontrol,n=133
2T/2T 22 (%20) 17 (%13,5) 22 (%16,5)
2T/3T 47 (%42,7) 72 (%57,1) 67 (%50,4)
3T/3T 41 (%37,3) 37 (%29,4) 44 (%33,1)
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Sekil 1. PCR sonuglari: 1-4 6rnekler, homozigot; 3T; 5-7, 9, 10 heterozigot; 2T/3T; 11 nolu 6rnek homozigot 2T; M: 50 bp.

Benzer sekilde yapilan diger karsilastirmalar icin AML 2T/2T ile
kontrol grubu 2T/2T karsilastiriimis; ALL 2T/3T ile kontrol grubu
ve AML 2T/3T ile kontrol grubu ve benzer sekilde ALL 3T/3T ile
kontrol 3T/3T ve AML 3T/3T ile kontrol 3T/3T sonuclari karsilas-
tinlmig istatiksel anlamlilik belirlenememistir.

inceledigimiz olgu grublari icin elimizde var olan demografik
bilgilere istinaden yapilan analizlerde baska herhangi bir ista-
tiksel anlamlilik belirlenemedi. Bu amag icin genotipteki cesit-
lilik ile hastanin klinik ve hematolojik 6zellikleriyle iliski bulu-
namadi. Sadece 2 li tekrardan olusan heterezigot olanlar veya
sadece ¢l tekran olan hastalar arasinda cinsiyet ve yas dagili-
mi acisindan fark yoktu. Ayrica polimorfizmler arasinda WBC ve
FAB alt tip dagihminda iliski bulunamadi.

TARTISMA

Folat, DNA sentezi ve onariminda énemli bir rol oynar. Folat
eksikliginde, urasilin DNA yapisina katiliminda sorun yasanmak-
ta ve kromozom kiriklari ile karsilagilmaktadir. Bu da kemik iligi
hiicrelerinin DNA'sinda kromozom hasari, kirilgan alan olusumu,
mikrontikleus olusumu ve yiksek urasil seviyelerini uyarir (9). Bu
bilgi dikkate alindiginda, folat metabolizmasinda rol oynayan
genlerdeki polimorfizmlere bagli fonksiyonel degisikliklerin kan-
serlerin gelisimi ile iligkili olabilecegdi dlistiniilmektedir. Bu hipo-
tezle tutarli olarak folat iliskili genlerdeki polimorfizmlerin kanser
riski ile iliskili oldugu gdsterilmistir (10). Folat metabolizmasinda
kiTS cok dnemli bir enzimdir. Reaksiyon icin karbon vericisi olarak
metilen THF kullanilarak dUMP’nin dTMP’ye donusiimiind katal-
ize eder ve DNA sentezi ve onarimi i¢in dort oncii niikleotidin
dengeli olusumunu saglar. TS gen ekspresyonunda ki degisiklik,
hematopoietik kdk hiicreler gibi hizla boliinen hiicrelerde bu
dengeli beslenmeyi etkileyebilir. TS, 5'-UTR'sinde, iki (2R) veya Ui¢
(3R) 28-bp tekrarini iceren polimorfik oldugu bulunan, benzersiz
bir 28-bp tekrar dizisi icerir (11). Daha az baskin olan 2R alelinin,
in vitro calismalarda 3R allelinden 2.6 kat daha diistik gen ekspre-
syonuna (12) ve TS 2R/ 2R bireylerin 3R durumu icin homozigot
bireylerden timor dokusunda 3.6 kat daha diistik mRNA ekspre-
syon seviyelerine neden oldugu gosterilmistir (13). Bu tandem
tekrar dizilerinin, mRNA'nin 5'-UTR'sinde ikincil yapilar olustur-

arak gen ekspresyonunu diizenledigi varsayilir (14). Calismamiz-
da, TS genindeki bu 5-UTR tandem tekrar polimorfizminin Tlrk
poptlasyonunda ALL ve AML gelisimi ile iliskisi arastirilmigtir. TS
genindeki tekrar polimorfizmi, 110 ALL, 126 AML ve 133 kontrol
olgusunun kanindan elde edilen DNA'nin PCR ile cogaltilip ve
ardindan Jelde yuritilmesi ile degerlendirildi. TS Uc¢li tandem
tekrari (3R) alleli frekansinin kontrollerde % 33.1, ALL olgularinda
% 37.3 ve AML olgularinda %29.4 olarak gdzlemledik. Frekansta-
ki fark, p>0.05 ile istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. TS 2R
/2R genotipi ALL olgularin % 20'sinde ve kontrollerin %16.5'inde,
bulunarak p=0.048 olarak anlamli fark olarak degerlendirilmistir.
Benzer sekilde 2R/3R ler icin yapilan karsilastirmada anlamli fark
goOzlenmemistir.

TS polimorfizmleri Gzerine yapilan bircok ¢alismaya gore, Ucli
tandem tekrari, gen ekspresyonu ve prognoz ile iliskilidir, an-
cak oldukga zit sonuclar vermektedir. In vitro bir ¢alisma, artan
sayida art arda tekrarlanan TS gen ekspresyonunda adim adim
bir artis gostermistir: Gi¢lu tekrarin varhg, cift tekrardan 2.6 kat
daha fazla TS ifadesi ile sonu¢lanmaktadir (12). Retrospektif bir
calismada, lg tekrarll homozigotun, cift tekrarli homozigot ile
karsilastirildiginda 3.6 kat daha yliksek TS mRNA seviyeleri ser-
giledigi bildirilmistir (13).

Nikleotid sentezi ve metilasyon reaksiyonlari icin kritik bir
koenzim olarak, folat tek bir karbon metabolizmasinda merkezi
bir role sahiptir ve tek basina folat azalmasi metil havuzunun
bozulmasi icin yeterlidir (15). Yakin zamandaki ¢alismalar, yiik-
sek diizeydeki diyet folat alimi ile meme kanseri ve kolorektal
kanser dahil olmak tizere bircok yaygin kanser icin azalan risk
arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (16, 17). Bir karbon
ve folat metabolizmasinda rol oynayan kilit bir enzim olan TS,
nikleotit biyosentetik yolunda, dUMP’nin metilasyonunu, de
novo hiicresel timidilat Gretiminin anahtar kaynagi olan dT-
MP’ye déniistiiren énemli bir rol oynar (18). Onceleri, TS'deki
fonksiyonel polimorfizmlerin folat metabolizmasinda degisik-
liklere katkida bulundugu ve hematolojik malignite riskleri ile
bagimsiz olarak iliskili oldugu bulunmustur (19, 20, 21, 22, 23).
3T formundaki TS'nin, 2T ve dort, bes veya dokuz tekrarlar dahil
olmak Uzere, varyant formda olanlardan daha yuksek TS tran-
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skripsiyonu sergiledigi bildirilmistir. Azalmis mRNA stabilitesi,
bir mRNA azalmasi ve daha diistik TS ekspresyonuile iliskili old-
ugu bildirilmistir (24, 25).

TS geninde var olan 2T/3T polimorfizm beyaz irkta NHL riskini
artirmig, ancak TS, 3-UTR polimorfizmi (6bp/6bp) ile hematolojik
malignite olusumunda riskin azalmis oldugu gosterilmistir (26). TS
2T/3T ve TS3-UTR polimorfizmlerinin fonksiyonel 6zellikleri kesin
olmamasina ragmen, yapilan metaanaliz ¢alismasi ile hematolojik
malignitelerin riskleri agisindan énemli etkilere isaret etmektedir
(26). Bizim verilerimiz sonucuna paralel olarak yapilan bir meta
analiz sonucu 2T/3T polimorfizminin ile cocuk hastalarda artmis
ALL riski arasinda 6nemli bir iliski oldugunu dogrulanmis ancak
eriskin kisilerde ALL riskinin azaldigi belirlenmistir. Bu meta-anal-
izde, belirli bir yas cocuklar veya yetiskinleri siniflandirmak icin kul-
lanmamislar her calisma icin ayni yas grubu referans alinmistir (26).

ALL, cocukluk ¢caginda en yaygin gorilen kanserdir ve gelis-
mis Ulkelerde tekrarlamadan % 80’lere varan sagkalim oran-
lari bulunmaktadir (27). Calismamizda genin goreceli daha az
ekspresyonun oldugu 2T/2T tasiyicilarinin ¢ocukluk ¢agi ALL
olusumunda bir yatkinlk olustururken, bu ve diger TS genotip-
lerinin AMLYye bir yatkinlik olusturmadigini belirlemistir.
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