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AIMS AND SCOPE

Experimed is an international, scientific, open access periodical published in accordance with indepen-dent, unbiased, and double-
blinded peer-review principles. The journal is the official publication of Istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine
and it is published triannually on April, August, and December. The publication languages of the journal are Turkish and English.

Experimed aims to contribute to the literature by publishing manuscripts at the highest scientific level on all fields of basic and clinical
medical sciences. The journal publishes original articles, case reports, reviews, and letters to the editor that are prepared in accordance
with ethical guidelines.

The scope of the journal includes but not limited to; experimental studies in all fields of medical sciences.

The target audience of the journal includes specialists and professionals working and interested in all disciplines of basic and clinical
medical sciences.

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

Processing and publication are free of charge with the journal. No fees are requested from the authors at any point throughout the
evaluation and publication process. All manuscripts must be submitted via the online submission system, which is available at http://
experimed.istanbul.edu.tr/en/_ The journal guidelines, technical information, and the required forms are available on the journal’s web
pase.

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

Statements or opinions expressed in the manuscripts published in the journal reflect the views of the author(s) and not the opinions of the
Istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, editors, editorial board, and/or publisher; the editors, editorial board,
and publisher disclaim any responsibility or liability for such materials.

All published content is available online, free of charge at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_
istanbul University holds the international copyright of all the content published in the journal.

Editor in Chief: Prof. Erdem Tlzln

Address: Vakif Gureba Avenue, Istanbul Medical Faculty Campus, 34093, Fatih, istanbul, Turkey
Phone: 0212-4142000-33356

Fax: 0212-5324171

E-mail: erdemtuzun@istanbul.edu.tr

Publisher: AVES

Address: Bilylikdere Avenue, 105/9 34394 Mecidiyekdy, Sisli, istanbul, Turkey
Phone: +90 212 217 17 00

Fax: +90 212 217 22 92

E-mail: info@avesyayincilik.com

Web page: avesyayincilik.com
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AMAC VE KAPSAM

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Arastirma Enstitlisi’'nun cift-kor hakemli, agik erisimli bilimsel yayin organidir. Dergi
Nisan, ASustos ve Aralik aylarinda olmak Uzere, yilda 3 sayi olarak yayinlanir. Derginin yayin dili Tirkce ve Ingilizce’dir.

Experimed, temel ve klinik tip bilimlerinin tim alanlarinda orijinal arastirma, olgu sunumu, derleme ve editére mektup turlerinde makaleler
yayinladigi ylksek bilimsel standartlara sahip makalelerle literatiire katki sunmaktadir.

Derginin hedef kitlesi, temel ve klinik tibbi bilimler ile ilgilenen ve arastirma yapan tiim uzmanlar ve arastirmacilardir.

Derginin editoryel ve yayin sirecleri International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publication Ethics (COPE),European Association of Science Editors (EASE) ve
National Information Standards Organization (NISO)organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak bicimlendirilir. Experimed, Principles of
Transparency and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkelerini benimsemistir.

Makale degerlendirme ve yayin islemleri icin yazarlardan Ucret talep edilmemektedir. Tim makaleler http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_
sayfasindaki online makale degerlendirme sistemi kullanilarak dergiye gonderilmelidir. Derginin yazim kurallarina, gerekli formlara ve dergiyle
ilgili diger bilgilere web sayfasindan erisilebilir.

Derginin tiim masraflar istanbul Universitesi tarafindan karsilanmaktadir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen bilgi, fikir ve goérisler istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti, Bas
Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincrnin desil, yazar(lar)in bilgi ve goruslerini yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayinci, bu
gibi yazarlara ait bilgi ve gorusler icin hicbir sorumluluk ya da yukimltlik kabul etmemektedir.

Yayinlanan tim iceri§e http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden Ucretsiz olarak erisilebilir.
Dergide yayinlanan icerigin tim telif haklari istanbul Universitesi’ne aittir.

Bas Editor: Prof. Dr. Erdem Tiizin

Address: Vakif Gureba Caddesi, Istanbul Tip Fakiltesi Kampiisii, 34093, Fatih, istanbul, Tiirkiye
Phone: 0212-4142000-33356

Fax: 0212-5324171

E-mail: erdemtuzun@istanbul.edu.tr

Publisher: AVES

Address: Bilylikdere Avenue, 105/9 34394 Mecidiyekdy, Sisli, istanbul, Turkey
Phone: +90 212 217 17 00

Fax: +90 212 217 22 92

E-mail: info@avesyayincilik.com

Web page: avesyayincilik.com
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Experimed is an international, scientific, open access periodical
published in accordance with indepen-dent, unbiased, and dou-
ble-blinded peer-review principles. The journal is the official pub-
lication of Istanbul University Aziz Sancar Institute of Experimental
Medicine and it is published triannually on April, August, and De-
cember. The publication languages of the journal are Turkish and
English.

Experimed aims to contribute to the literature by publishing manu-
scripts at the highest scientific level on all fields of basic and clinical
medical sciences. The journal publishes original articles, case re-
ports, reviews, and letters to the editor that are prepared in accor-
dance with ethical guidelines.

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

Originality, high scientific quality, and citation potential are the most
important criteria for a manuscript to be accepted for publication.
Manuscripts submitted for evaluation should not have been previ-
ously presented or already published in an electronic or printed
medium. The journal should be informed of manuscripts that have
been submitted to another journal for evaluation and rejected for
publication. The submission of previous reviewer reports will expe-
dite the evaluation process. Manuscripts that have been presented
in a meeting should be submitted with detailed information on the
organization, including the name, date, and location of the orga-
nization.

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

An approval of research protocols by the Ethics Committee in ac-
cordance with international agreements (World Medical Associa-
tion Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects,” amended in October 2013, www.wma.
net) is required for experimental, clinical, and drug studies and
for some case reports. If required, ethics committee reports or an
equivalent official document will be requested from the authors.
For manuscripts concerning experimental research on humans, a
statement should be included that shows that written informed
consent of patients and volunteers was obtained following a de-

tailed explanation of the procedures that they may undergo. For
studies carried out on animals, the measures taken to prevent pain
and suffering of the animals should be stated clearly. Information on
patient consent, the name of the ethics committee, and the ethics
committee approval number should also be stated in the Materials
and Methods section of the manuscript. It is the authors’ responsi-
bility to carefully protect the patients’ anonymity. For photographs
that may reveal the identity of the patients, signed releases of the
patient or of their legal representative should be enclosed.

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

In the event of alleged or suspected research misconduct, e.g.,
plagiarism, citation manipulation, and data falsification/fabrication,
the Editorial Board will follow and act in accordance with COPE
guidelines.

Each individual listed as an author should fulfill the authorship crite-
ria recommended by the International Committee of Medical Jour-
nal Editors

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

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

2  Drafting the work or revising it critically for important intellec-
tual content; AND

3 Final approval of the version to be published; AND

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

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

All those designated as authors should meet all four criteria for au-
thorship, and all who meet the four criteria should be identified
as authors. Those who do not meet all four criteria should be ac-
knowledsed in the title page of the manuscript.

Experimed requires corresponding authors to submit a signed and
scanned version of the authorship contribution form (available for
download through http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_) during
the initial submission process in order to act appropriately on au-
thorship rights and to prevent ghost or honorary authorship. If the
editorial board suspects a case of “gift authorship,” the submission
will be rejected without further review. As part of the submission
of the manuscript, the corresponding author should also send a
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short statement declaring that he/she accepts to undertake all the
responsibility for authorship during the submission and review stag-
es of the manuscript.

Experimed requires and encourages the authors and the individuals
involved in the evaluation process of submitted manuscripts to dis-
close any existing or potential conflicts of interests, including finan-
cial, consultant, and institutional, that might lead to potential bias
or a conflict of interest. Any financial grants or other support re-
ceived for a submitted study from individuals or institutions should
be disclosed to the Editorial Board. To disclose a potential conflict
of interest, the ICMJE Potential Conflict of Interest Disclosure Form
should be filled in and submitted by all contributing authors. Cases
of a potential conflict of interest of the editors, authors, or review-
ers are resolved by the journal’s Editorial Board within the scope of
COPE and ICMJE guidelines.

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

When submitting a manuscript to Experimed, authors accept to as-
sign the copyright of their manuscript to istanubl University. If reject-
ed for publication, the copyright of the manuscript will be assigned
back to the authors. Expeirmed requires each submission to be
accompanied by a Copyright Transfer Form (available for download
at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_). When using previously
published content, including figures, tables, or any other material in
both print and electronic formats, authors must obtain permission
from the copyright holder. Legal, financial and criminal liabilities in
this regard belong to the author(s).

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

MANUSCRIPT PREPARATION

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

Manuscripts can only be submitted through the journal’s online
manuscript submission and evaluation system, available at http://ex-

perimed.istanbul.edu.tr/en/_. Manuscripts submitted via any other
medium will not be evaluated.

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

Authors are required to submit the following:

e  Copyright Transfer Form,

e Author Contributions Form, and

e ICMJE Potential Conflict of Interest Disclosure Form (should be
filled in by all contributing authors)

during the initial submission. These forms are available for down-
load at http://experimed.istanbul.edu.tr/en/_.

Preparation of the Manuscript
Title page: A separate title page should be submitted with all sub-
missions and this page should include:

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

e Name(s), affiliations, ORCID IDs and highest academic de-
gree(s) of the author(s),

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

° Name, address, telephone (including the mobile phone num-
ber) and fax numbers, and email address of the corresponding
author,

e  Acknowledgment of the individuals who contributed to the
preparation of the manuscript but who do not fulfill the au-
thorship criteria.

Abstract: A Turkish and an English abstract should be submitted
with all submissions except for Letters to the Editor. Submitting a
Turkish abstract is not compulsory for international authors. The ab-
stract of Original Articles should be structured with subheadings
(Objective, Material and Method, Results, and Conclusion). Please
check Table 1 below for word count specifications.

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

Manuscript Types

Original Articles: This is the most important type of article since it
provides new information based on original research. The main text
of original articles should be structured with Introduction, Material
and Method, Results, and Discussion subheadings. Please check Ta-
ble 1 for the limitations for Original Articles.
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Statistical analysis to support conclusions is usually necessary. Statis-
tical analyses must be conducted in accordance with international
statistical reporting standards (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ,
Pocock SJ. Statistical guidelines for contributors to medical jour-
nals. Br Med J 1983: 7; 1489-93). Information on statistical analyses
should be provided with a separate subheading under the Materi-
als and Methods section and the statistical software that was used
during the process must be specified.

Units should be prepared in accordance with the International Sys-
tem of Units (SI).

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

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

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

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

words, and Tables, Figures, Images, and other media should not
be included. The text should be unstructured. The manuscript
that is being commented on must be properly cited within this
manuscript.

Tables

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

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

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

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

Table 1. Limitations for each manuscript type

Type of manuscript Word limit Abstract word limit  Reference limit Table limit Figure limit
Original Article 3500 250 (Structured) 30 6 7 or total of 15 images
Review Article 5000 250 50 6 10 or total of 20 images
Case Report 1000 200 15 No tables 10 or total of 20 images
Letter to the Editor 500 No abstract 5 No tables No media
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All references, tables, and figures should be referred to within the
main text, and they should be numbered consecutively in the order
they are referred to within the main text.

Limitations, drawbacks, and the shortcomings of original articles
should be mentioned in the Discussion section before the conclu-
sion paragraph.
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YAZARLARA BiLGi

Experimed; istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitist’niin ¢ift-kor hakemli acik erisimli bilimsel yayin organidir.
Dergi Nisan, Agustos ve Aralik aylarinda olmak Uzere, yilda 3 sayi
olarak yayinlanir. Yayin dili Tirkce ve ingilizce’dir.

Experimed, temel ve klinik tip bilimlerinin tum alanlarinda orijinal
arastirma, olgu sunumu, derleme ve editore mektup tirlerinde ma-
kaleler yayinlamaktadir.

Derginin editoryel ve yayin surecleri International Committee of Me-
dical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publicati-
on Ethics (COPE),European Association of Science Editors (EASE),
ve National Information Standards Organization (NISO) organi-
zasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak bicimlendirilmistir. Experi-
med'’in editdryel ve yayin surecleri, Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uysun olarak yUruttlmektedir.

Ozginliik, yiiksek bilimsel kalite ve atif potansiyeli bir makalenin yayi-
na kabulu icin en énemli kriterlerdir. Génderilen yazilarin daha énce
baska bir elektronik ya da basill dergide, kitapta veya farkl bir mecra-
da sunulmamis ya da yayinlanmamis olmasi gerekir. Daha énce baska
bir dergiye génderilen ancak yayina kabul edilmeyen yazilar hakkinda
dergi 6nceden bilgilendiriimelidir. Bu yazilarin eski hakem raporlari-
nin Yayin Kuruluna génderilmesi degerlendirme stiresinin hizlanmasini
saglayacaktir. Toplantilarda sunulan calismalar icin, sunum yapilan or-
ganizasyonun tam adl, tarihi, sehri ve Ulkesi belirtiimelidir.

Experimed’e gonderilen tum makaleler cift-kor hakem degerlendir-
me surecinden ge¢mektedir. Tarafsiz degerlendirme siirecini sagla-
mak icin her makale alanlarinda uzman en az iki dis-bagimsiz hakem
tarafindan degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu Uyeleri tarafindan gén-
derilecek makalelerin degerlendirme sirecleri, davet edilecek dis
bagimsiz editdrler tarafindan yonetilecektir. Blitin makalelerin karar
verme sureclerinde nihai karar yetkisi Bag Editor'dedir.

Klinik ve deneysel calismalar, ilag¢ arastirmalari ve bazi olgu sunum-
lan icin World Medical Association Declaration of Helsinki “Ethical
Principles for Medical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) cercevesinde hazirlanmig
Etik Komisyon raporu gerekmektedir. Gerekli gortlmesi halinde Etik
Komisyon raporu veya esdegeri olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. insanlar tizerinde yapilmis deneysel calismalarin sonucla-
rini bildiren yazilarda, calismanin yapildi§i kisilere uygulanan prose-
durlerin niteligi tumuyle agiklandiktan sonra, onaylarinin alindi§ina
iliskin bir agiklamaya metin icinde yer verilmelidir. Hayvanlar tzerin-
de yapilan calismalarda ise agri, acl ve rahatsizlik verilmemesi icin
yapilmis olanlar agik olarak makalede belirtiimelidir. Hasta onamlari,
Etik Kurul raporun alindigi kurumun adi, onay belgesinin numara-
sl ve tarihi ana metin dosyasinda yer alan Yontemler bashgi altinda
yazilmalidir. Hastalarin kimliklerinin gizliligini korumak yazarlarin so-
rumlulu§undadir. Hastalarin kimligini agiSa cikarabilecek fotograflar
icin hastadan ya da yasal temsilcilerinden alinan imzali izinlerin de
gonderilmesi gereklidir.

Bitlin makalelerin benzerlik tespiti denetimi , iThenticate yazilimi
araciligiyla yapilmaktadir.

Yayin Kurulu, dergimize gonderilen calismalar hakkindaki intihal, atif
manipulasyonu ve veri sahteciligi iddia ve stupheleri karsisinda COPE
kurallarina uysun olarak hareket edecektir.

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.org) tarafindan
onerilen yazarlik kriterlerini karsilamasi gerekmektedir. ICMJE, yazar-
larin asagidaki 4 kriteri karsilamasini dnermektedir:

1. Calismanin konseptine/tasariming; ya da c¢alisma icin verilerin
toplanmasina, analiz edilmesine ve yorumlanmasina énemli
katkr saglamis olmak; VE

2. Yaz taslagini hazirlamis ya da onemli fikirsel icerigin elestirel
incelemelerini yapmis olmak; VE

3. Yazinin yayindan énceki son halini gézden gecirmis ve onayla-
mis olmak; VE

4. Calismanin herhangi bir bélimunin gegerliligi ve dogruluguna
iliskin sorularin uygun sekilde sorusturuldugunun ve ¢éziimlen-
diginin garantisini vermek amaciyla ¢alismanin her yoniinden
sorumlu olmayi kabul etmek.

Bir yazar, calismada katki sagladigi kisimlarin sorumlulugunu almasina
ek olarak, diger yazarlarin calismanin hangi kisimlarindan sorumlu
oldugunu da teshis edebilmelidir. Ayrica, yazarlar birbirlerinin katki-
larinin btinlGgine glven duymalilardir.

Yazar olarak belirtilen her kisi yazarligin dort kriterini karsilamalidir
ve bu dort kriteri karsilayan her kisi yazar olarak tanimlanmalidir.
Dért kriterin hepsini karsilamayan kisilere makalenin baslik sayfasin-
da tesekkur edilmelidir.

Yazarlik haklarina uygun hareket etmek ve hayalet ya da lutuf ya-
zarligin onlenmesini saglamak amaclyla sorumlu yazarlar makale
yukleme stirecinde http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden
erisebilinen Yazar Katki Formu’nu imzalamali ve taranmis versiyonu-
nu yaziyla birlikte géndermelidir. Yayin Kurulu’'nun génderilen bir
makalede “lutuf yazarlik” oldu§undan siUphelenmesi durumunda
sOz konusu makale degerlendirme yapilmaksizin reddedilecektir.
Makale gonderimi kapsaminda; sorumlu yazar makale génderim ve
degerlendirme surecleri boyunca yazarlik ile ilgili tim sorumlulugu
kabul ettigini bildiren kisa bir 6n yazi géndermelidir.

Experimed; gonderilen makalelerin degerlendirme slrecine da-
hil olan yazarlarin ve bireylerin, potansiyel ¢ikar ¢atismasina ya da
onyarglya yol acabilecek finansal, kurumsal ve diger iliskiler dahil
mevcut ya da potansiyel ¢ikar ¢atismalarini beyan etmelerini talep
ve tesvik eder.

Bir calisma icin bir birey ya da kurumdan alinan her tirll finansal
destek ya da diger destekler Yayin Kurulu’na beyan edilmeli ve po-
tansiyel cikar catismalarini beyan etmek amaciyla ICMJE Potansiyel
Cikar Catismalar Formu katki saglayan tim yazarlar tarafindan ayri
ayri doldurulmalidir. Editorler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansi-
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yel ¢ikar catismasi vakalari derginin Yayin Kurulu tarafindan COPE ve
ICMJE rehberleri kapsaminda ¢ozllmektedir.

Derginin Yayin Kurulu, itiraz ve sikayet vakalarini, COPE rehberleri
kapsaminda isleme almaktadir. Yazarlar, itiraz ve sikayetleri icin dog-
rudan Editoryel Ofis ile temasa gecebilirler. ihtiyag duyuldugunda
Yayin Kurulu’nun kendi icinde ¢bézemedigi konular icin tarafsiz bir
temsilci atanmaktadir. itiraz ve sikayetler icin karar verme siireclerin-
de nihai karar Bas Editor verecektir.

Experimed’e makale génderirken yazarlar makalelerinin telif hakla-
rini istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitu-
si’ne devretmeyi kabul ederler. Reddedilen makalelerin telif haklari
yazarlarina geri iade edilecektir. Experimed her makalenin http:/
experimed.istanbul.edu.tr/tr/_  adresinden erisebilece§iniz Yayin
Hakki Devir Formu ile beraber gonderilmesini talep eder. Yazarlar,
basili ya da elektronik formatta yer alan resimler, tablolar ya da diger
her turll icerik dahil daha 6nce yayinlanmis icerigi kullanirken telif
hakki sahibinden izin almalilardir. Bu konudaki yasal, mali ve cezai
sorumluluk yazarlara aittir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen gorusler ve fikirler Expe-
rimed, Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayincrnin desil, yazar(lar)
in bakis acilarini yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayinci
bu gibi durumlar icin higbir sorumluluk ya da yukimltluk kabul et-
memektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tm sorumluluk yazarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals (up-
dated in December 2015 - http://www.icmje. org/icmje-recommen-
dations.pdf) ile uyumlu olarak hazirlanmalidir. Randomize calismalar
CONSORT, gozlemsel calismalar STROBE, tanisal degerli calismalar
STARD, sistematik derleme ve meta-analizler PRISMA, hayvan deneyli
calismalar ARRIVE ve randomize olmayan davranis ve halk sagliSiyla
ilgili calismalar TREND kilavuzlarina uyumlu olmalidir.

Makaleler sadece http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinde
yer alan derginin online makale ylikleme ve degerlendirme sistemi
Uzerinden gonderilebilir. DiSer mecralardan génderilen makaleler
degerlendiriimeye alinmayacaktir.

Gonderilen makalelerin dergi yazim kurallarina uygunlugu ilk olarak
Editoryel Ofis tarafindan kontrol edilecek, dergi yazim kurallarina
uysun hazirlanmamis makaleler teknik dizeltme talepleri ile birlikte
yazarlarina geri génderilecektir.

Yazarlarin; Yayin Hakki Devir Formu, Yazar Katki Formu ve ICMJE Po-
tansiyel Cikar Catismalari Formu’nu (bu form, tim yazarlar tarafindan
doldurulmalidir) ilk génderim sirasinda online makale sistemine yuk-
lemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.istanbul.edu.
tr/tr/_ adresinden erisilebilmektedir.

Baslik sayfasi: Gonderilen tum makalelerle birlikte ayr bir baslik say-

fasi da gonderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin bashgini ve 50 karakteri ge¢cmeyen kisa bashgini,

- Yazarlarin isimlerini, kurumlarini, ORCID numaralarini ve egitim
derecelerini,

- Finansal destek bilgisi ve diger destek kaynaklari hakkinda de-
tayl bilgiyi,

- Sorumlu yazarin ismi, adresi, telefonu (cep telefonu dahil ve
e-posta adresini,

- Makale hazirlama slrecine katkida bulunan ama yazarlik kriter-
lerini karsilamayan bireylerle ilgili bilgileri icermelidir.

Ozet: Editére Mektup tiriindeki yazilar diginda kalan tim makale-
lerin Turkee ve Ingilizce dzetleri olmalidir. rijinal Arastirma makalele-
rinin &zetleri “Amac”, “Gerec ve Yontem”, “Bulgular” ve “Sonug” alt
basliklarini icerecek bicimde hazirlanmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tum makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar ke-
limeyle birlikte gonderilmeli, anahtar sézcukler 6zetin hemen alti-
na yazilmalidir. Kisaltmalar anahtar s6zcik olarak kullaniimamalidir.
Anahtar sézcukler National Library of Medicine (NLM) tarafindan
hazirlanan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanindan secil-
melidir.

Makale Tiirleri

Orijinal Arastirma: Ana metin “Giris”, “Gereg ve Yontem”, “Bulgular”
ve “Tartisma” alt bagliklarini icermelidir. Ozgiin Arastirmalarla ilgili ki-
sitlamalar icin lUtfen Tablo 1°i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek icin istatiksel analiz genellikle gereklidir. istatis-
tiksel analiz, tibbi dergilerdeki istatistik verilerini bildirme kurallarina
gore yapilmalidir (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ.
Statistical guidelines for contributors to medical journals. Br Med J
1983: 7; 1489-93). istatiksel analiz ile ilgili bilgi, Yontemler bolimi
icinde ayr bir alt baslik olarak yaziimali ve kullanilan yazilim kesin-
likle tanimlanmalidir.

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

Editoryel Yorum: Dergide yayinlanan bir arastirmanin, o konunun
uzmani olan veya Ust dizeyde degerlendirme yapan bir hakemi ta-
rafindan kisaca yorumlanmasi amacini tasimaktadir. Yazarlar, dergi
tarafindan secilip davet edilir. Ozet, anahtar sézciik, tablo, sekil,
resim ve diger gorseller kullaniimaz.

Derleme: Yazinin konusunda birikimi olan ve bu birikimleri uluslara-
ras literatlire yayin ve atif sayisi olarak yansimis uzmanlar tarafindan
hazirlanmis yazilar degerlendirmeye alinir. Yazarlar dergi tarafindan
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun Klinikte kullanilmasi icin
vardigi son diizeyi anlatan, tartisan, degerlendiren ve gelecekte ya-
pilacak olan calismalara yon veren bir formatta hazirlanmalidir. Ana
metin “Giris”, “Klinik ve Arastirma Etkileri” ve “Sonuc” bdélUmlerini
icermelidir. Derleme turindeki yazilarla ilgili kisitlamalar icin IUtfen
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari i¢in sinirl sayida yer ayriimakta ve sa-
dece ender gorulen, tani ve tedavisi gli¢ olan hastaliklarla ilgili, yeni
bir ydntem Oneren, kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansitan, ilgi
cekici ve ogretici 6zelligi olan olgular yayina kabul edilmektedir. Ana
metin; “Giris”, “Olgu Sunumu”, “Tartisma” ve “Sonuc” alt basliklarini
icermelidir. Olgu Sunumlariyla ilgili kisitlamalar icin Iitfen Tablo 1’i
inceleyiniz.
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Editére Mektup: Dergide daha 6nce yayinlanan bir yazinin dnemini,
gozden kagan bir ayrintisini ya da eksik kisimlarini tartisabilir. Ay-
rica derginin kapsamina giren alanlarda okurlarin ilgisini ¢cekebile-
cek konular ve 6zellikle egitici olgular hakkinda da Editére Mektup
formatinda yazilar yayinlanabilir. Okuyucular da yayinlanan yazilar
hakkinda yorum iceren Editére Mektup formatinda yazilarini suna-
bilirler. Ozet, anahtar sdzciik, tablo, sekil, resim ve diger gérseller
kullanilmaz. Ana metin alt basliksiz olmalidir. Hakkinda mektup yazi-
lan yayina ait cilt, yil, sayi, sayfa numaralari, yazi bashgi ve yazarlarin
adlari agik bir sekilde belirtiimeli, kaynak listesinde yazilmali ve me-
tin icinde atifta bulunulmalidir.

Tablolar

Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasinda sunulmali,
ana metin icerisindeki gecis siralarina uygun olarak numaralandiril-
madir. Tablolarin Uzerinde tanimlayici bir baslk yer almall ve tablo
icerisinde gecen kisaltmalarin aciimlar tablo altina tanimlanmalidir.
Tablolar Microsoft Office Word dosyasi icinde “Tablo Ekle” komutu
kullanilarak hazirlanmali ve kolay okunabilir sekilde duzenlenmeli-
dir. Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin tekrar
olmamali; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte olmalilardir.

Resim ve Resim Altyazilari

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda) ayri
dosyalar halinde sisteme yuklenmelidir. Gorseller bir Word dosyasi
dokiimani ya da ana dokiiman igerisinde sunulmamalidir. Alt birim-
lere ayrilan gorseller oldugunda, alt birimler tek bir gorsel icerisinde
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayri bir dosya olarak yulklen-
melidir. Resimler alt birimleri belli etme amaciyla etiketlenmemelidir
(a, b, c vb.). Resimlerde altyazilari desteklemek icin kalin ve ince
oklar, ok baslari, yildizlar, asteriksler ve benzer isaretler kullanilabilir.
Makalenin geri kalaninda oldugu gibi resimler de kor olmalidir. Bu
sebeple, resimlerde yer alan kisi ve kurum bilgileri de korlestirilmeli-
dir. Gérsellerin minimum ¢ézUnurligu 300DPI olmalidir. Degerlendir-
me surecindeki aksakliklari dnlemek icin génderilen butlin gorselle-
rin ¢6zUnurligu net ve boyutu blyik (minimum boyutlar 100x100
mm) olmalidir. Resim altyazilar ana metnin sonunda yer almalidir.

Makale icerisinde gegen tim kisaltmalar, ana metin ve 6zette ayn
ayr olmak Uzere ilk kez kullanildiklar yerde tanimlanarak kisaltma
tanimin ardindan parantez icerisinde verilmelidir.

Ana metin icerisinde cihaz, yazilim, ilac vb. Urtnlerden bahsedildi-
ginde Urunun ismi, Ureticisi, Uretildigi sehir ve Ulke bilgisini iceren
Urdn bilgisi parantez icinde verilmelidir; “Discovery St PET/CT scan-
ner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)".

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

Ozgiin arastirmalarin kisitlamalari, engelleri ve yetersizliklerinden
Sonug paragrafi dncesi “Tartisma” boliminde bahsedilmelidir.

Kaynaklar

AtIf yapilirken en son ve en glincel yayinlar tercih edilmelidir. Atif
yapilan erken ¢evrimici makalelerin DOl numaralari mutlaka saglan-
malidir. Kaynaklarin dogrulugundan yazarlar sorumludur. Dergi isim-
leri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi kisaltmalari
ile uyumlu olarak kisaltilmalidir. Alti ya da daha az yazar oldugunda
tim yazar isimleri listelenmelidir. Eer 7 ya da daha fazla yazar var-
sa ilk 6 yazar yazildiktan sonra “et al” konulmalidir. Ana metinde
kaynaklara atif yapilirken parantez icinde Arabik numaralar kulla-
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ABSTRACT

Objectives: The hypermethylator phenotype is used as a term for
both acute myeloid leukemia (AML) and other tumors. We ana-
lyzed the methylation statuses of ten genes (DAP-kinase, SOCS1,
ER, p15, Ecadherin, RARB, p16, GSTP1, HIC1 and p73) and correlat-
ed them with the expression of DNA methyltransferases (DNMTs).
Material and Method: We analyzed the methylation profiles using
methylation specific PCR and COBRA and the expression of DNMTs
(DNMT 1, 3A and 3B) by quantitative RT-PCR in 25 pediatric and 25
adult AML samples.

Results: The ER, SOCS1, p15, E cadherin, and RARB genes methyl-
ated together significantly in the same patients and members of
the methylator phenotype.

Conclusion: Our study demonstrated that the gene DNMT3A was
dramatically upregulated and significantly correlated with the
methylator phenotype.

Keywords: Methylator phenotype, MSP, epigenetics, tumor-sup-
pressor genes, acute myeloid leukemia, DNA methyltransferases

INTRODUCTION

The disruption of epigenetic regulation during malignant
transformation can profoundly alter a cellular phenotype,
resulting in aberrant cellular proliferation and survival
(1). This major epigenetic modification targets methyla-
tion of cyctosine (C) bases adjacent to guanin (G) within

0z

Amag: Hipermetilator fenotipi, hem akut miyeloid |6semi (AML)
hem de diger tlimorler icin bir terim olarak kullanilir. On genin
metilasyon durumlarini analiz ettik (DAP-kinaz, SOCS1, ER, p15,
Ecadherin, RARB, p16, GSTP1, HIC1 ve p73) ve bunlari DNA metil
transferazlarin (DNMT’ler) ifadesiyle korele ettik.

Gereg ve Yontem: 25 pediatrik ve 25 yetiskin AML 6rneginde me-
tilasyon spesifik PCR ve COBRA ve DNMT'lerin (DNMT 1, 3A ve 3B)
ekspresyonunu kullanarak metilasyon profillerini analiz ettik.

Bulgular: ER, SOCS1, p15, E cadherin ve RARB genleri, ayni has-
talarda ve metilasyon fenotipinin Uyeleri arasinda 6nemli dlclide
birlikte metillendi.

Sonug: Calismamiz, DNMT3A geninin dramatik bir sekilde yukari
regile edildigini ve metilasyon fenotipi ile anlamli sekilde korele
oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Metilator fenotipi, MSP, epigenetik, timor
baskilayici genler, akut miyeloid I6semi, DNA metiltransferazlar

the dinucleotid repeats of the CG’s. This process is shared
by both prokaryotic and eukaryotic cells (2) and is carried
out by DNA methyltransferases (DNMTs) (3, 4). Methylated
promoters CpG islands make the gene transcriptionally
silenced. A change in the methylation profiles of certain
genes is known to cause various diseases or developmental
abnormalities (5-7). Global hypomethylation in human DNA
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appears to begin early and before the development of tumor
formations. A changed equilibrium in cancer cell lines gives
rise to hypermethylation of CpG islands - especially the loss
of function of critical tumor suppressor genes. The main cause
of global hypomethylation followed by hypermethylation of
specific genes in tumors is not yet clear. Numerous genes have
been shown hypermethylated in various subtypes of cancers
(8-12). In various studies a correlation between tumor and hy-
permethylation has been demonstrated, such as p15 (INK4B)
(13), SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1) (14), Dap ki-
nase (15), ER (estrogen receptor) (16) and researchers have
tried to prove a relation between hypermethylation of multiple
genes and cancer (10, 12, 17). Some human cancers exhibit a
hypermethylator phenotype, characterized by concurrent DNA
methylation-dependent silencing of multiple genes. The hy-
permethylator phenotype has been shown in various human
neoplasms, such as pancreatic (18), colorectal (19), and gastric
cancers (8).

DNMTs have been categorized in three different families
DNMT1, DNMT2, and DNMT3. These enzymes are encoded by
different genes in mammals (6, 24-26). DNMT3a and DNMT3b
are classified as de novo methyltransferases and have been
shown to have overlapping functions with DNMT1 (24, 27, 28).
While It has been demonstrated that an increased DNA meth-
ylation capacity accompanies an increase in DNMT transcripts
observed during progressive stages of colon cancer (29), an-
other study reported an opposite result for the same diseas-
es (30). In hemotologic malignancies, an overexpression of
DNMT1 was shown in 12 leukemia samples including AML, ALL
and MDS (31).

In this study, we expanded our previous study population to
get improved results to help understand the epigenetic rear-
rangement in AML tumorogenesis. We analyzed the methyl-
ation of tumor suppressor genes previously confirmed to be
methylated in AML, including DAP-Kinase, SOCST, ER, p15 (10,
32-34) and E-Cadherin (10) RARP (Retinoic aside receptor beta)
(32), p73 (35). Our AML patients have a distinct geographical
and ethnic background. We also wanted to revisit the pattern
of methylation of 3 genes, including p16 (INK4A), GSTP1 (gluta-
thion S transferase P1) and HIC1 (hypermethylated in cancer1),
that are rarely methylated in AML (10, 36). After obtaining the
methylation profiling of multiple genes then we address the
expression level of DNA methyltransferases’ importance in the
aberrant methylation of multiple tumor suppressor genes.

MATERIAL AND METHOD

Patients

Fifty DNA samples were obtained from the 25 pediatric and 25
adult AML patients participating in our study. The median age
of the pediatric patients was 9 years (ranging from 1.2 to 17)
and the median age of the adult patients was 34 years (rang-
ing from 20 to 74). Thirty one patients were males and 19 were
females. The diagnosis of AML was made based upon standard
clinical and laboratory criteria, including histocytomorpholog-
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ic appearance and immunophenotypes. Morphologic subtyp-
ing was determined according to FAB classification. The study
was approved by the appropriate IRB.

Sodium Bisulfite Treatment of DNA

Genomic DNA was extracted from mononuclear cells using
the Puregene DNA isolation kit (Gentra, Minneapolis, MN) and
treated with sodium bisulfite as previously described (16). In
brief, 5ug of DNA were denatured at 42°C for 30 min with 0.4M
NaOH, incubated in 10mM hydroquinone, 3M sodium bisulfite
(Sigma, St Louis, MO) at 55°C for 16 hours and purified with the
GeneClean IlI kit (Bio 101, Vista, CA). Prior to ethanol precipi-
tation, the DNA was desulfonated in 0.4M NaOH for 15 min at
37°C.The DNA was resuspended in water and stored at -80°C.

Methylation-Specific PCR (MSP) and Restriction Digestion
The bisulfite-treated DNA was used in methylation-specific
PCR (MSP) reactions for 9 genes using primers - specific for the
methylated and unmethylated forms (31). The amplifications
reactions contained 25 pmoles of each primer, 200uM dNTP,
1U Hotstart Taq polymerase and 1x Q buffer (Qiagen, Valencia,
CA) with variable amounts of MgCl, and cycling conditions. The
methylation of ER was assessed by COBRA as previously de-
scribed (33). The bisulfite-treated DNA was first amplified with
specific primers and the products were subsequently digested
with Hinfl and run in a 4% agarose gel. PCR products were also
cloned and sequenced to correlate methylation at the Hinfl site
of ER with 9 other neighboring CpG sites. The MSP primers and
PCR conditions were the same as in the previous report (31).

RNA Isolation

Total RNA isolation was performed using the RNeasy total RNA
purification kit (Qiagen, Germany) according to the manufac-
turer’s recommendations. For this purpose, WBC was sepa-
rated from the bone marrow or a peripheral blood sample of
patients. For isolation, the RNA of lysed cells was absorbed in
a silica-gel based membrane, DNase treated, and washed and
eluted with 30uL RNase-free water by centrifugation.

cDNA Synthesis

cDNA synthesis was performed from isolated total RNA by
M-MuLV reverse transcriptase (RevertAid M-MulV reverse
transcriptase, Fermantas). The reverse transcription was done
as follows: 5ug of template total RNA from each sample was
annealed with 0.2 pg random hexamer at 70°C for 5 min and
kept in ice. Extension reactions contained 5mM MgCL2, 50mM
KCL, 10mMTris-HCL, 1.0mM final concentration of dNTP mix,
20 unit of RNase inhibitors, 200 units of reverse transcriptase
and template mixture. The extension reaction was performed
as follows: 60 min at 42°C and the reaction was then stopped
by heating at 99°C for 5 minutes.

Quantification of mRNA

For quantification, we used real-time quantitative PCR (Light-
Cycler, Roche Diagnostics GmbH, Germany). PCR reactions
were performed using Fast Start DNA Syber Green | mix (Roche,
Mannheim, Germany), 10 pmol of each forward and reverse
primer and 2uL cDNA of each sample. For each sample the
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Table 1. Primers used for expression analyses

Gene Name Primer Sequence
DNMT1 DNMT1-F 5'GCG GAG CCA ACG GAT GAA GC-3'
DNMT1-R 5'CAC CAG CAT CAG GCC CAG GC-3’

DNMT3A DNMT3A-F 5'CAG CTT CCACGTTGCCTT CT-3"5'-
DNMT3A-R CAT CTG CAAGCT GTCTCCCTTT-3’

DNMT3B DNMT3B-F 5'CCA ACA ACA CGC AACCAG AG-3¥
DNMT3B-R 5'GCC ACA AGA CAA ACA GCC ATC-3’

Beta-2-microglobulin B2M-F 5-TGCCGTGTGAACCATGTGAC-3’

B2M-R 5’/ACCTCCATGATGCTGCTTACA-3’

Table 2. The methylation frequency of genes in pediatric, adult and total AML patients

P15 SOCS-1 E-CAD RARB P16 5-HIC GSTP-1 DAP-KIN ER P73
Pediatric 0.32 0.36 0.08 0.04 0 0 0 0.56 0.42 0.17
Adult 0.36 0.32 0.2 0.2 0 0 0 0.56 0.28 0.18
Total 0.34 0.34 0.14 0.12 0 0 0 0.56 0.35 0.18

amount and the quality of RNA was normalized with the Beta-2
microglobin gene. The PCR conditions were 60 seconds at 95°C
(1 cycle) for denaturation, followed by 45 cycles of 10 seconds
at 95°C, 5 seconds at 55°C and 20 seconds at 72°C’. After ampli-
fication for melting curve analyses 1 cycle of 0 second at 95°C,
10 seconds at 65°C and 0 seconds at 95°C’. For preparation of
standards we used a serial dilution of DNA and each dilution
was used twice. Light Cycler PCR products were also analyzed
on agarose gel in order to determine PCR quality. Primers used
for expression analyses are shown in Table 1. Beta -2-Micro-
globulin (B2M) was used as a reference housekeeping gene.

We used peripheral CD34+ hematopoietic stem cell from 5
healthy donor as a control for expression analysis.

Statistical Analysis

All tests were done using SPSS Version 17.0 (SPSS Inc.; Chicago,
IL, USA) and p<0.05 was considered statistically significant with
only 2-sided results of the tests. To test if the methylation of one
loci was cooperating with the other loci, methylation statuses
were analyzed using the Fisher Ki-square test or Pearson test re-
sults. We analyzed for a correlation between the methylation of
those ten genes, comparing the methylation status of each gene
(M or U) with the Wilcoxon rank sum test. The results of the ex-
pression analyses were tested by the nonparametric Mann-Whit-
ney U Test. Correlation bivariate analysis was used to compare
the expression level of DNMTs and the methylation index.

RESULTS

We analyzed the methylation status of 10 genes in 25 adult
AMLs (20-74 years old, median age 34) and in 25 pediatric AMLs

(1.2-17 years old, median age 9). DNA was sufficient to com-
plete analyses of 9 genes and 40/50 samples were analyzed for
p73.

Methylation specific PCR (MSP) was used to determine meth-
ylation of p15, p16, E-cadherin, RARB, SOCS1, GSTP1, p73,
DAP-Kinase and HIC1. MSP reactions for each gene were first
standardized using in-vitro methylated DNA (IVM), which yield-
ed a positive product with primers for the methylated form
(32). Under our experimental MSP conditions a consistent ab-
sence of an amplification signal for the methylated form was
observed in 20 different DNA samples obtained from peripher-
al blood mononuclear cells from healthy individuals. This indi-
cated that methylation was tumor specific.

Due to the heterogeneity described in the methylation pattern
of the estrogen receptor gene (ER), we used a COBRA approach
to determine the status of the ER gene (34). This data was fur-
ther confirmed by bisulfite-sequencing. Several PCR products
that were cloned and sequenced confirmed that not only the
CpG site at the Hinfl site was methylated but also 9 other CpG
sites were included in the amplification fragment.

The frequency of methylation of each gene notably varied. The
frequency of methylation for the pediatric and adult group is
shown in Table 2.

The percentage of methylation in the pediatric group of pa-
tients was 32% for p15, 36% for SOCS1, 8% for E-cadherin, 4%
for RARPB, 56% for DAP-Kinase, 42% for ER, 17% for p73 and in
the adult group, 36% for p15, 32% for SOCS1, 20% for E-cadher-
in, 56% for DAP-Kinase, 28% for ER, and RARP and 18% for p73.
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Three other genes, p16, GSTP1 and HICT were unmethylated in
all samples (Table 2).

We analyzed the correlation between the pattern and extent
of methylation in AML and clinicopathological features, includ-
ing age and the FAB subclass. We compared the frequency of
methylation in each gene between the pediatric group (n=25)
and the adult group (n=25), we observed that some genes
were varied. While RARB was more common in adults than in
children (20% and 4%, respectively), ER was more common in
children than in adults (42% and 28%, respectively). Similarly,
the methylation of E-cadherin was more frequent in adults
(20%) than in children (8%). Our data clearly shows that AML in
pediatric and in young adults tends to have a greater number
of methylated genes than in children or older patients.

To quantify the extent of methylation in our series of AML, we
calculated a methylation index (MI=ratio between the number

MI in pediatric AML | P15
0286

{ SOC1 | ECAD § ER

RARB | DAPKIN

MI in adult AML
0,143
0,143
0,143
0143
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of genes methylated and the number of genes analyzed) for
the 7 genes that demonstrated some degree of methylation
(Figure 1). The Ml for the pediatric group ranged from 0-0.714,
with an average of 0.284 corresponding to 1.99 genes/sample
and for the adult group this ranged from 0-0.856, with an av-
erage of 0.305 corresponding to 2.13 genes/sample. Among
all the samples 50% of AMLs (25/50) showed methylation of
at least two genes and four or more tumor suppressor genes
methylated in 20% of AMLs (4 or more gene methylation fre-
quency was in 6 samples corresponding to 24% in the pedi-
atric group and 4 samples corresponding to 16% in the adult
samples). The distiribution of methylation index in patients of
different ages was shown in Figure 2. There was no statistical
difference for the distribution of MI between the pediatric and
the adult group (p=0.38).

We analyzed the coexistence of interrelationship between two
different loci methylation status to understand whether meth-
ylation of one locus is affected by the methylation status of
another locus. We performed this for the pediatric and adult
groups and also for the total number of patients by the two-sid-
ed Pearson X2 or Fisher’s exact test. We identified a statistical
association between ER and E cad (p=0.005), SOCS1 and p15
(p=0.015), SOCS1 and E cad (p=0.037), ER and p15 (p=0.009), E
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Figure 2. Distiribution of methylation index (Ml) according to
age (years)
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Figure 1. Methylation index (MI) and methylation pattern of
genes in pediatric and adult AML patients. Filled grey boxes
indicate methylation; hatched boxes indicate unmethylated
gene; filled black boxes indicate full methylation and white
boxes indicate no data avalible
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Figure 3. Distribution of methylation index (MI) according to
FAB groups
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cad and RARB (p=0.029), E cad and p15 (p=0.037) but did not
identify any association between ER and SOCS1 (P=0.053). In
the pediatric group there was a statistical association between
SOCS1 and p15 (p=0.001), ER and SOCS1 (p=0.032), ER and E
cad (p=0.032), SOCS1 and E cad (p=0.049), Dap-Kin and p73
(p=0.034). For only the adult group, we identified an associa-
tion between p15 and ER (p=0.021), E cad and RARB (p=0.038),
ER and E cad (p=0.012), RARB and Dap-kin (p=0.027).

We also analyzed the correlation between the methylation of
those ten genes, comparing each gene’s methylation status
(M or U) with the Wilcoxon rank sum test. We calculated the
Ml for the rest of the loci and we obtained significant results
for P15 (p=0.002), E cadherin (p=0.0001), RAR Beta (p=0.011),
ER (p=0.0001) but no significance was found for DAP kinase
(p=0.106) and p73 (p=0.240).

It is clear that concurrent methylation is also prevalent in pe-
diatric AML and that the subset of genes affected is similar in
both age groups, although the frequencies may differ and the
number of samples unmethylated in the 10 loci is higher in the
pediatric group (n=5 and n=2 for adult). The extent of meth-
ylation also appears to be slightly higher in adults (median
MI=0.305) than in children (median MI=0.284).

Table 3. a, b. The methylation index in pediatric, adult and
total AML FAB groups. The median value of methylation
index (a); the average methylation index (b)

a FAB M2 FAB M3 FAB M4
Pediatric 0 0.29 0.23
Adult 0.29 0.43 0.14
Total 0.17 0.33 0.17
b FAB M2 FAB M3 FAB M4
Pediatric 0.06 0.38 0.29
Adult 0.29 0.43 0.1
Total 0.2 0.41 0.24
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Figure 4. Distribution of methylation index (MI) according to
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The methylation of RARB in 18% of cases was almost always
accompanied by a significant methylation at other loci. Indeed,
the average Ml of AML samples with RARB methytion was 0.67.
A similar correlation was found for E-cadherin (the average MI
for samples with E-cadherin methylation was 0.65), but not for
p73. However, p73 was methylated in only 2/20 samples.

Among AMLs that carried a methylation of DAP-Kinase, meth-
ylation of p15 or SOCS1 were equally distributed. However, the
methylation of ER occurred more frequently in association with
DAP-Kinase. Only a very small proportion of AMLs (1/28, 3%)
were unmethylated for these 4 loci (DAP-Kinase, p15, SOCS1
and ER). Since p15 and ER methylation have been recently de-
scribed to be of prognostic significance, we assessed the frac-
tion of AMLs that carry methylation in these clinically relevant
markers. A large fraction of our series (18/28, 64%) had methyl-
ation of ER and/or p15.

We also analyzed any possible relation within FAB and MI. The
distribution of the methylation index of each sample in the dif-
ferent FAB groups are shown in Figure 3. With respect to FAB
classification, there was a general tendency of higher methyla-
tion in M3 (n=21, median MI=0.33, average MI=0.405). Table 3.
shows the number of affected samples in M2, M3, and M4 with
their median and average MI. Unlike the M3 samples, in M2 pa-
tients there was a tendency to have less methylation, especially
in the pediatric group-unmethylated in 10 loci were 5 samples
and 3 of them were M2, 2 of them were M4 patients.

Expression analyses of DNA methyltransferases were carried
out on the samples of available cDNA of 12 pediatric (1.2-17
years old, median age 8) and 13 adult (20-72 years old, median
age 41) AML samples. Most of the patients were in the FAB3
subclass (pediatric 8, adult 9). Only in one adult patient could
the DNMT3A not be analyzed.

We used CD34+ peripheral hematopoietic stem cells from 5
healthy donors and performed the same analyses in order to
get a comparison of expression level of DNMT's. In the pediat-
ric vs. control groups, the only significance was in the expres-
sion level of DNMT3 (p=0.006 for DNMT3A, and p=0.833 for
DNMT 1; p=0.916 for DNMT 3B) but in adult group in addition
to DNMT3A (p=0.003), there was an increase in the expression
of DNMT1 (p=0.027), but not in the expression of DNMT 3B
(p=0.171) (Figure 4). When we compared the total number of
patients with the control group, we only observed a difference
for DNMT3A (p=0.002) but not for DNMT1 (p=0.254); DNMT 3B
(p=0.419). When we compared adult and pediatric groups, the
only difference was observed in DNMT1 expression (p=0.044,
and for DNMT 3A, p=0.253, DNMT 3B, p=0.419).

When we performed correlation analyses between Ml and ex-
pression level of DNMT's we observed the relation of DNMT3A
and MI (p=0.045). But we did not find any correlation between
Ml and DNMT1 or DNMT3B expression (DNMT1 p=0.981, DNMT
3B p=0.152). Figure 5. shows the relation DNMT 1, DNMT3A and
DNMT3B with MI.
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DISCUSSION

We performed methylation analysis at ten different loci and
conducted expression analysis of DNMTs (DNMTT1, 3A, 3B) in
AML patients (25 pediatric and 25 adult). Ten candidate genes
that had had epigenetic modification mostly in lymphoid and
myeloid malignancies were chosen for methylation analy-
sis. These included p15, p16, p73, ER, SOCS1, E-cadherin, RAR
beta, 5-HIC, DAP kinase, GSTP1. Except for the ER gene, all hy-
permethylation of the 5’ regions had been assayed by methyl-
ation-specific PCR while we performed COBRA for only ER. In
this group of patients, 25 of the samples had cDNA available to
analyze the expression level of DNMTs (DNMTT, 3A, and 3B). As
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a result, we analyzed methylation and expression of DNMTs in
the same sample to research the correlation and affect of DN-
MTs on methylation patterns in the AML sample group.

Indeed, some AML samples exhibited no aberrant methylation
(5 were pediatric, corresponding to 20% and 2 were from the
adult group corresponding to 8%-14% in total) we observed
that 86% of the samples showed methylation in at least one
locus and 23% of the pediatric and 16% of adult samples were
methylated in 4 or more loci. Among these ten genes, there was
no clear difference between the adult and pediatric form of AML.

P16 is one of the cell’s cycle regulatory genes and is consid-
ered as a tumor suppressor gene. Similar to p15, rarely has it
been found methylated in leukemia (37), but the methylation
of p16 has been associated with disease progression in adult T
cell leukemia (38). Merki et al. (10) indicated that hypermethyl-
ation was found to be limited to p15 and did not extend to p16
in AML patients (p15 methylation 68%, p16 methylation 30%).
Our results also confirmed that p15 methylation occurred more
frequently than p16 methylation in AML. Nevertheless in our
study, the methylation ratio was lower than previously report-
ed and we found that 31% of the samples had been methylated
in the p15 gene and no methylation in the p16 promoter. Even
when we increased the number of samples that we analyzed
we could not identify methylation in the p16 genetic region.
These results were unlike previous reports (10, 12, 39, 40).

Hypermethylation of the HIC1 has been associated with poor
prognosis and disease progression in AML (36, 41, 42). It has
been reported that 10% of AML patients were methylated in
HIC1 (10). Hypermethylation was observed in 83% of AML pa-
tients but these studies included methylation analysis of the
intron 2 and exon 3 regions of the gene and intron 2 seem to be
more likely related with leukemia in previous reports. In con-
trast we analyzed the methylation of the 5 prime (5 HIC) gene
and we observed no methylation in our patient group.

Methylation of GSTP1 rarely presented itself in hematopoietic
cancer but Merki et al. (10) found no methylation in 12 samples
among adult forms of AML. In our larger series there was no
methylation in GSTP1 (neither the adult nor pediatric sample
groups).

E cadherin methylation has been found in hematopoietic ma-
lignancies, as well as in some solid tumors like prostate and
breast cancer (10, 17, 18, 29, 30). Gutierrez et al. published that
E cadherin methylation was very common in pediatric ALL (17).
Merki et al. (10) showed extensive methylation of E cadherin in
9 out of 13 sample AML cases. The E cadherin gene methylation
pattern was heterogeneous and the degree of methylation was
high in the 3'region of the gene. We found only 14% of E cad-
herin genes were methylated in the total number of patients
and this percentage is very low compared with Merki's AML
data and Gutierrez's ALL data.

Dap-Kinase had been shown necessary for programmed cell
death in the presence of y interferon (11, 12) and its concor-
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dant hypermethylation protects cell from y interferon induced
apoptosis. It has been shown that a loss of expression of Dap-Ki-
nase in lung cancer cells increases the metastatic potential of
a tumor. The epigenetic modification of Dap-Kinase has been
offered as a marker for B cell malignancies. Dap-kinase meth-
ylation was also found related to myelodysplastic syndrome
and therapy related AML (15, 45). In our study, we observed the
most frequent methylation in DAP Kinase without any differ-
ence in the pediatric and adult forms of diseases (56%, 56% re-
spectively). Although we observed DAP Kinase most frequently
methylated loci among 10 loci in AML we could not demon-
strate any relation with the clinical outcome and any correla-
tion with methylation statuses of other loci.

One of the seven suppressors of the cytokine signaling (SOCS1-
7) gene is SOCS1, which has a tumor-suppressor activity. Meth-
ylation of this gene has been found very frequent in HCC
(hepatocellular carcinoma) (65%). For newly diagnosed AML
patients, methylation analysis of the SOCS1 gene was done
in a large series (n=89) by Chen et al (14). They had observed
methylation of this gene in 60% of the patients. SOCS1 meth-
ylation seems to be more frequent in the presence of t(15;17)
translocation comparing with the t(8;21) (76% vs 11%). In our
study we observed the methylation of SOCS1 in 34% of all the
samples.

ER methylation (ERM) had been found significantly heteroge-
neous among the FAB categories by Li et al. (44). A decerease
in ER methylation with an increase in ageing and a lower ERM
had been observed in M4, M5 in a large series of AMLs (44).
Similarly Toyato et al. (12) studied 14 different loci methyla-
tions for 35 adult AMLs and it was found that ERM positively
correlated with methylation of all the remaining 13 loci and
methylation of ER indicated a positive association with the age
of the patient. In contrast to these results ER hypermethylation
has been associated with better prognosis in AML (44). South-
ern blot analysis has shown ER gene methylation in acute and
chronic leukemia at around 50-90% (13-21). Interestingly Merki
et al. (10) found that hypermethylation for each CpG in the ER
was smaller than the 50% which was most probably the meth-
ylation of only one allele in a small series of patient samples.
They also pointed out that a higher ERM had been observed
with males and an inverse correlation of a decreasing ERM was
present within the increase count of WBC and platelet.

Epigenetic studies revealed that methylation of CpG islands
are increased with age. An acceleration in the methylation pro-
files with ageing is one of the proposals for epigenetic studies.
Similar results have been found previously that, in normal ap-
pearing colonic epithelium (19, 29, 30) and other tissue ageing,
was associated with an increase in ER methylation. We found
the methylation of ER was more frequent in the pediatric group
(42%) than the adult AML (28%). Our study indicated that there
was a tendency to be more frequently methylated in a pediat-
ric group than in an adult group and this was just the opposite
of the previous proposal. Also in overall epigenetic modifica-
tion we could not observe any age dependency. In our patient
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group there was no statistical significance between age and
MI. There was no significant difference when compared with
the adult and pediatric Ml results. In our sample group, among
the 10 loci for only RARB methylation there was a tendency to-
wards a higher methylation in the adult AML than in pediatric
AML. However this was not statistically significant (p=0.189).

According to our observation ER, SOCS1, p15, E cadherin, RARB
promoter and methylation are most likely correlated with each
other for individual patient samples. These 5 genes were sus-
ceptible to methylation in the same patient samples and did
not show methylation in others These genes are more likely to
be members of the methylator phenotype for AML. We could
not find any correlation between methylation, age and sex in
our AML samples.

As multiple genes are frequently methylated in cancer cell
lines, this suggests that there is a mechanism which protects
these genes from methylation and this mechanism is defec-
tive or somehow broken in cancer cells. We also analyzed the
expression level of DNA methyltransferases (DNMT1, DNMT3A
and DNMT3B) which could be primarily responsible for aber-
rant methylation in the same AML samples. Our results showed
that DNMT3A over-expressed in AML patients and there was a
relation between Ml and DNMT3A.

Roberson et al. (45) showed that in the tumors of different tis-
sues, the expression of DNMTT, 3A, 3B genes and DNMT3B ex-
pression in all tumors is markedly increased. However DNMT1
and 3A have increased moderately. Colon, bladder, kidney and
pancreas samples were studied and it was observed that while
DNMT3B was significantly over-expressed, the expression level
of DNMT1 and 3A was modest (4). Langer et al. (46) found that
DNMT1 and DNMT3A over-expressed in RA and RAEB subtypes
in a large series (n=80) of MDS samples. Additionally in RARS
subtypes the only differences in DNMT3A were observed with
the control group. They used the cyclin D2 gene for normaliza-
tion and they also observed similar results when the normaliza-
tion was performed with PCNA (46). Aoki et al. (47) observed an
over-expression of DNMT1 when normalized with GAPDH but
no up-regulation when normalized with histone H4. Mizuno et
al. (48) observed an increase in the expression of all 3 types of
DNMTs when normalized with GAPDH in their 33 AML samples
by competitive PCR (5.3-4.4-11.7 fold mean increase in DNMT1,
3A, 3B respectively). Xie et al. (49) also reported an increased
expression of all 3 DNMTs in several tumor cell lines. Mizuno
et al. (48) investigated whether the expression levels of DNMTs
correlated with aberrant hypermethylation of the p15 INAK4B
tumor suppressor gene in AML cases. They showed that the
AML patients with methylated p15 INAK4B expressed a higher
level of DNMT1, 3B and potentially 3A using competitive PCR
assay (48). They suggested that the over-expressed DNMTs
played a role in the aberrant regional hypermethylation ob-
served in AML. In our study we observed that the expression
level of DNMT3A correlated with aberrant hypermethylation.
An over-expression of DNMT3A was also correlated with MI. We
could not observe any correlation between the expression level
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of DNMT3B and aberrant hypermethylation using quantitative
RT-PCR. It was shown that an increased expression of DNMT3B
was associated with worse clinical outcomes and a greater ge-
nome-wide methylation burden in pediatric AML (49).

A microarray based study to identify subclasses of adult AML
by Bullinger et al. (51) identified 2 subclasses and in the first
subclass a high level of DNMT3A and 3B expression was in-
dicated with GATA2 transcription factor. With this result they
emphasized the potential role of aberrant methylation via high
expression of DNMTs (51).

Methylation in 5 of the 10 genes examined correlated with
each other (ie, five patients had methylation in one patient
while another patient did not methylate in these five genes). As
such, these genes are candidate genes for the AML methylator
phemotype. The expression of DNMT3A was significantly high-
er where methylation was observed in these 5 than the rest of
the samples in Figure 5.

In several expression studies of DNMTs, it was pointed out that
over-expression of DNMTs was observed when the level of
MRNA normalization was performed with the housekeeping
gene. If the procedure repeated with the proliferation marker
PCNA gene then these differences disappeared. Mizuno et al.
(48) showed that the over-expression was cancelled in 3 leu-
kemia cell lines, while in AML samples DNMTs expression level
was found increased in AML and leukemia. However none of
these studies demonstrated any clear correlation between DN-
MTs expression and the number of genes methylated. In addi-
tion, a two to ten fold increase of expression in this gene was
not found related to age or sex of patients (13).

Correlations between the methylation statuses of ER and E cad,
SOCS1 and p15, SOCS1 and E cad, ER and p15, E cad and RARB,
E cad and p15 were statistically significant. These may indicate
that if there is a methylator phenotype for AML, these 5 genes
are the most powerful candidates. However, it is not sufficient
to emphasize that there is only one methylator phenotype for
one cancer type. There could be multiple methylator pheno-
types which build up different types of genes in one tumor

type.

This data clearly demonstrated that DNMT3A over-expressed
in AML patients when compared with the control group. Our
results suggest that DNMT3A over-expression is the most im-
portant factor for aberrant methylation according to the cor-
relation with Ml and DNMT3A.
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Amag: Endoplazmik Retikulum (ER), protein katjlgm‘—i‘acsﬁ veislenme-
si yani sira Ca*? ve glikojen deposu ve hiicre membran lipidlerinin
biyogenezi gibi fonksiyonlara sahiptir. Hipoksi, viral enfeksiyonlar,
yanls protein katlanmalari, protein birikimleri ve bazi kimyasallar
hiicrede, ER stresine sebep olarak katlanmamis protein yaniti (UPR)
sistemlerini devreye sokmaktadir. Bu kimyasallardan biri olan Tu-
nikamisin, asparajin-bagl glikoproteinlerin sentezinin ilk adiminda
gorev alan GPT (GIcNAc fosfotransferaz) enzimini inhibe ederek
hiicrede ER stresine sebep olan bir antibiyotiktir. Bu calismada, ER
stresini in vitro arastirmak icin en uygun deney sartlarinin belirlen-
mesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: HEK293 hiicre hatti uygun kiltir kosullarinda
cogaltilarak 5 farklh dozda (0,5-1-2-5 ve 10 pg/mL), 12 saatlik Tuni-
kamisin uygulanmistir. 1-2-4-8 ve 12 saatlik stirelerle isik mikrosko-
bunda morfolojik degerlendirilmeleri yapilmistir. Normal HEK293
hiicreleriile 0,5 ve 1 ug/mL Tunikamisin uygulanan hiicrelerden to-
tal RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir. Tunikamisin uygu-
lamasinin ER stres agisindan degerlendirilmesi icin UPR sistemin-
den secilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, XBP1 (spliced,
unspliced ve total), TRAF2, HERP, PDIA4 genlerinin qRT-PCR yontemi
ile gen ekspresyonlari normal hiicrelere gore kiyaslanmistir.

Bulgular: Tunikamisin uygulamasindan 1-2-4-8 ve 12 saatlik i1sik mik-
roskobunda HEK293 hiicrelerinin morfolojilerinin sadece 0,5 ve 1 pg/
mL konsantrasyonlarda korundugu gézlenmistir. Diger dozlarda ise
daha ilk saatten hiicrelerin morfolojik yapilarinin bozuldugu gézlen-
mistir. qRT-PCR yontemi ile UPR-iliskili genlerden BiP, ASK1, PDIA4, s-x-
BP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve CHOP rélatif kantitasyon degerlerinde
Tunikamisin uygulanmis HEK293 hiicrelerin normal hiicrelere gore
anlamli bir artis saptanmistir. ASK1 ile ayni yolaktan olmasina ragmen
TRAF2 geni rolatif kantitasyon degerinde azalma gozlenmistir.

Sonug: HEK293 hiicrelerinde ER stresinin olusturulabilmesinde 0.5
ve 1 pg/mLlik Tunikamisin uygulamasi uygun bulunmustur. Daha
ylksek dozlarin HEK293 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi duisu-
nilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, tunikamisin,
HEK293 hiicreleri, katlanmamis protein yaniti

ABSTRACT

Objective: Among the functions of the Endoplasmic Reticulum
(ER) are many different reactions that include the regulation of
protein folding and modifications in the lumen, as well as the use
of Ca*? and glycogen storage, the biogenesis of cell membrane
lipids. ER homeostasis becomes unbalanced and is recognized as
ER stress by the cell. It triggers Unfolded Protein Responce (UPR)
systems. Hypoxia, viral infections, unfolded protein accumulation,
and some chemicals cause ER stress. Among the chemicals, tuni-
camycin is an antibiotic known to induce ER stress in the cell by
inhibiting the enzyme GIcNAc phosphotransferase (GPT), which is
involved in the first step of synthesis of asparagine-linked glyco-
proteins. The aim of this study is to determine the optimal experi-
mental conditions for investigating ER stress in vitro.

Material and Method: The HEK293 cells were cultured at the appro-
priate culture conditions and treated with five different doses (0.5, 1,
2, 5,and 10 pg/mL) of tunicamycin for 12 hours. The morphology of
the cells was evaluated with a light microscope for 1, 2, 4, 8, and 12
hours. The total RNA isolation and cDNA synthesis were performed
from normal and treated HEK293 cells with 0.5 and 1 pg/mL of tuni-
camycin. Expressions of CHOP, BiF, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1, XBP1
(spliced, unspliced and total), TRAF2, HERP, and PDIA4 selected from
the UPR system were compared to normal cells for the evaluation of
ER stress via tunicamycin application by qRT-PCR

Results: After 1, 2, 4, 8, and 12 hour observations using light micros-
copy after treatment of tunicamycin, the morphology of HEK293
cells were preserved at concentrations of only 0.5 and 1 pg/mL. In
all other doses, the morphological structures of the cells were ob-
served to be impaired within the first hour. Relative quantitation val-
ues of BiP, ASK1, PDIA4, s-xBP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP. and CHOP were
increased significantly on HEK293 cells treated with tunicamycin as
commpared to normal cells. Despite ASK1 being in the same path-
way, a decrease of TRAF2 relative quantitation was observed.
Conclusion: It was found that the appropriate doses to induce ER
stress with tunicamycin utilizing an HEK293 cell culture were 0.5
and 1 pg/mL. Higher doses are thought to lead to cell apoptosis.
Keywords: Endoplasmic reticulum stress, tunicamycin, HEK293
cells, unfolded protein response
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GiRiS

Endoplazmik Retikulum (ER) hiicre disina salgilanan ve memb-
ran gecisli proteinlerin sentezini, uygun katlanmasini ve islen-
mesini saglayan organeldir (1). ER limeni icerisinde homeas-
tazin bozulmasiyla protein katlama sirecinin yavaslamasi ve
hataya acgik olmasi hticre tarafindan ER stresi olarak algilan-
maktadir (2). Bu strese hipoksi, viral enfeksiyonlar, yanls pro-
tein katlanmalari, protein birikimleri ve bazi kimyasallar sebep
olmaktadir (3, 4). Tunikamisin, asparajin-bagli glikoproteinlerin
sentezinin ilk adiminda gorev alan GPT (GIcNAc fosfotransferaz)
enzimini inhibe eden bir antibiyotiktir (5). Hlicrelere Tunikami-
sin uygulamasi, glikoproteinlerin birikmesine sebep olarak ER
stresine yol acarak Katlanmamis Protein Yaniti (ing., “Unfolded
Protein Response”, UPR) sistemini devreye sokmaktadir (2). UPR;
protein parcalayici enzimlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve
kinazlarin oldugu IRE1 (ing., “Inositol-Requiring Protein 1"), PERK
(ing.,“PKR-like ER kinase") ve ATF6 (ing., “Activating Transcription
Factor 6") proteinlerince kontrol edilen Ui¢ ana sinyal iletim yo-
lagindan meydana gelmektedir. Her (¢ yolak da ise BiP/GRP78
(immunoglobin baglayici protein/Glikoz diizenleyici protein
78) adli saperon protein tarafindan kontrol edilmektedir. ER
stresi oldugunda BiP proteininin baskisi ortadan kalkmakta ve
¢ ana yolak aktif hale gelmektedir (6).

IRE1, ER stresinde oto-fosforile olarak aktiflesmektedir ve C-ter-
minal ucundaki endoriboniikleaz aktivitesi sayesinde XBP1'in
(X-kutu baglayici protein 1) kesilerek transkripsiyon faktoriine
donusmesini saglamaktadir. XBP1 mRNA'sinin kesimi ile protein
katlanmasi veya degredasyonundan sorumlu ERAD (ing. “ER-as-
sociated protein degradation”) genlerinden EDEM1 (ing., “ER-deg-
radation-enhancing-a-mannidose-like protein 1"), PDIA4 (ing.,
“Protein Disulfide Isomerase Family A Member 4”), HERP'in (ing.,
“homocysteine inducible ER protein with ubiquitin like domain 1")
transkripsiyonunu artirmaktadir (7). IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi
olusumuiile apoptozile iliskili Bcl proteinleri devreye girmektedir
(8). RIDD (ing., “Regulated IRE1-dependent Decay”) mekanizmasi
ile IRET proteini, miRNA ve XBP1 mRNA'sina benzer bir katlanma
gosteren mRNA'lari, CTGCAG dizilerinden kesime ugratir (3).

Otofosforile olarak aktiflesen PERK, elF2a’nin fosforillenmesini
saglamaktadir. Fosforile elF2q; genel translasyonun azalmasini
ve ters olarak ATF4'iin (ing., “Activation Transcription Factor 4”)
translasyonuna sebep olmaktadir (9). ATF4 ise apoptoza yon-
lendirici CHOP'u (ing. “C/EBP homologous protein, CCAAT-enhan-
cer-binding protein homologous protein”) ve elF2a’'nin fosforile
kalmasini saglayan GADD34'(in (ing.,"Growth Arrest And DNA-Da-
mage-Inducible 34”) transkripsiyonunu saglamaktadir (10).

ATF6 (90 kDa) proteini SP1 ve SP2 proteazlarca kesilerek aktif-
lesmektedir. Kesilen ATF6'nin N-terminal ucu b-ZIP transkripsi-
yon faktori olarak niikleusa hareket etmekte (2) ve genom lize-
rinde CRE, ERSE | ve ERSE Il elementlerine baglanarak CHOP, BiP
ve HERP genlerinin transkripsiyonunu artirmaktadir (11).

Bu calismada, pek ¢ok hastalik patogenezinin temelinde geli-
sen ER stresini in vitro arastirmak icin en uygun deney sartlari-

Kalkan et al.
HEK293 Hucreleri Uzerine Tunikamisinin Etkisi

nin belirlenmesi amacglanmistir. Bunun icin, HEK293 hiicrele-
rinde Tunikamisin ile olusturulacak ER stresi i¢in uygun dozun
belirlenmesi ve hiicrenin ER strese yanittaki gorev alan genlerin
ifade diizeylerinin belirlenmesi planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

HEK-293 (ATCC® CRL-1573) hiicrelerinin kiltlri ile yapilan de-
neysel bir calisma oldugu icin etik kurul onayi alinmamistir.

Hiicre Kiiltiiri

Morfolojisi epitel olan HEK293 hiicre hatti 1973 yilinda nor-
mal insan embriyonik bdbrek hicrelerinin Adenoviriis-5 ile
transforme edilmesiyle Gretilmistir (12). Hucrelerin 151k mik-
roskobundaki morfolojisi birbirlerine agimsi baglantilar ile
baglanmis yassi adherent tipindedir. HEK293 hiicreleri, DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) icinde %10’luk fetal sigir
serumu (FBS) ve %1'lik Anti-Anti bulunan sollisyonda 37°C ve
%5 CO, ortam sartlarinda kiltlire alindi. Tunikamisin (Sigma,
T7765) 1 mg/mL DMSO stok i¢inde ¢ozdurildid, DMSO’'nun et-
kisini en aza indirmek icin ara stok 100 pg/mLlik konsantras-
yonda kiltiir medyumunda hazirlandi.

Tunikamisin ile ER Stresi Olusturulmasi

HEK293 huicreleri 24-kuyulu kiltur kaplarina, hiicre sayilari yak-
lasik 50.000 olacak sekilde ekildi. Medyumda 0.5-1-2-5 ve 10
pg/mL konsantrasyonlarda Tunikamisin olmasi icin 500 uLlik
kaltir medyumunda 100 pg/mLlik Tunikamisin ara stogundan
sirastyla 2.5-5-10-25 ve 50 pL eklendi. Kiiltir medyumu ile bir
glin hicrelerin 24-kuyulu platelere yapismasi beklendikten
sonra medyum uzaklastirilarak hiicrelere farkli konsantrasyon-
larda Tunikamisin iceren kiiltir medyumu eklendi. Normal hiic-
relerde sadece taze kiiltir medyum degisimi yapildi. Hiicreler
37°C ve 5% CO, iceren inkiibatérde 12 saat bekletildi. 1-2-4-8
ve 12. saatlerde 151k mikroskobunda boyama yapilmaksizin 4x
ve 40x merceklerle morfolojik incelemesi isik mikroskobunda
(Olympus, MSAC Ltd, U.K.) yapildi.

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

0,5 ve 1 pg/mL konsantrasyonda Tunikamisin uygulanmis hiic-
reler ile normal hiicrelerin RNA izolasyonlari gerceklestirildi.
izolasyon, GeneJET RNA Piirifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scien-
tific, USA) kullanilarak, mindr degisiklikler ile ticari kitin pro-
tokolline gore uygulandi. RNA kalitesi ve miktari Nano-Drop
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak degerlendirildi.
cDNA sentezi 100 ng total RNA ve iScript cDNA sentez kiti (Bio-
rad, USA) kullanilarak gerceklestirildi.

Kantitatif Gercek Zamanl PCR Yontemi

UPR sisteminden secilen CHOP, BiP, GADD34, ATF4, EDEM1, ASK1,
XBP1 (spliced, unspliced ve total), TRAF2, HERF, PDIA4 genleri-
nin 0,5 ve 1 pg/mL Tunikamisin uygulamasi yapilmis hticreler
ile normal hicrelerindeki ekspresyon seviyeleri kantitatif ger-
cek zamanli PCR (qRT-PCR) yontemi ile LightCycler 480 (Roche
Applied Science) cihazi ve 480 SYBR Green-I Master Kit (Roche,
Mannheim, Germany) kullanilarak analiz edildi. XBP1 transkripti
ER stresi durumunda IRE1 proteinin endoriboniikleaz aktivitesi
ile kesime ugrayarak transkripsiyon faktoriine dénustig icin bu
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genin kirpilma varyanti (s-XBP1), kesime ugramayan us-XBP1 ve
her iki transkripti taniyan (t-XBP1) ileri primer dizileri, Oslowski
ve ark. (2) calismasindaki gibi siparis edildi. Sekil 1'de gosterildi-
gi gibi her (g ileri primere ayni geri primer ile PCR yapildi. XBP1
primerleri gibi CHOP transkriptine 6zgli primer dizileri de ayni
kaynak calismadan kullanildi (2). Diger genlere ait primerler in-
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ternet tabanl Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche
Molecular Systems, Inc., Almanya) programi ile kontrol edilerek
belirlendi (13). Her bir primer dizisi internet tabanli OligoAnaly-
zer 3.1 (Integrated DNA Technologies, Inc., ABD) programindaki
algoritmalara gore analiz edildi (14). Primer dizileri Tablo 1'de
listelendi. Genlerin ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi icin

5!

126 be. /
| /
3. Ekzon |'| //4. Ekzon 5. Ekzon
total-XBP1 XBP1
lleri Primer Geri Primer ,
5 // 3
 —

3. Ekzon

us-XBP1
ileri Prime

4, Ekzon

XBP1

Geri Primer .
-— 3

5. Ekzon

Sekil 1. XBPT mRNA'sinin kesim islemi ve kesilen-kesilmeyen transkriptlere 6zgii tasarlanan 3 farkli ileri primer ile geri primerin sematik

gosterimi

Tablo 1. UPR ile iliskili ve endojen kontrol genlerin ileri ve geri primer dizileri

Transkriptler ileri Primer Geri Primer Uriin Uzunlugu
BiP gct gag gct tat ttg gga aag tta ggc cag caa tag ttc cag 112 bg.
CHOP aga accagg aaa cgg aaacaga tct cct tca tgc gct get tt 67 bg.
GADD34 gaa acc cct act cat gat ccg aaa tgg aca gtg acc ttc tcg 83 bg.
ATF4 ggt tct cca gcg aca agg tcc aac atc caa tct gtc cc 118 bg.
EDEM1 tct acc cac tga gac cag ag cgt acc cac act tga ctt ttg 135 bg.
PDIA4 gcg agt ttg tca ctg ctt tc atg gag tca aag gtc ttt ccc 118 bg.
TRAF2 aag att gaa gcc ctg agt agc cag atg aag acc cca tcg tag 131 bg.
ASK1 cac cat tac cga aga gaa ggg gcg tag act atc cca taagtg ¢ 135 bg.
HERP ggt tta agg caa agg gaa gttc aaa gct gaa gcc acc cat ag 142 bg.
s-XBP1 ctg agt ccg aat cag gtg cag atc cat ggg gag atg ttc tgg 59 be.
us-XBP1 cag cac tca gac tac gtg ca atc cat ggg gag atg ttc tgg 76 be.
t-XBP1 agc caa ggg gaa tga agt gag atc cat ggg gag atg ttc tgg 123 bg.
GAPDH tgg gtg tga acc atg aga ag gag tcc ttc cac gataccaaa g 125 bg.
B-Aktin gac cca gat cat gtt tga gac ¢ tgg tgg tga agc tgt agc ¢ 252 bg.
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GAPDH ve -Aktin endojen kontrol genlerinin ekspresyon sevi-
yelerinin ortalamasi kullanildi. Tunikamisin uygulanmis hiicrele-
rin normal HEK293 hiicrelere gore rolatif kantitasyon (degisim
katsayisi; “fold change” degerleri) degerleri, 2A-Ortalama Delta
Delta Ct degeri hesabi ile elde edildi.

Hedef genlerin ifade dizeyleri, 2'li gruplarda “student-t” testi
ile istatistiksel olarak SPSS yazilimi Versiyon 21.0 (IBM Corp.; Ar-
monk, NY, USA) kullanilarak karsilastirildi. Anlamlilik i¢in p<0,05
degeri alindi.

BULGULAR

Hiicrelerin 1-2-4-8 Saatlik Morfolojik Goriintiileri

Tunikamisin uygulamasi yapildiktan 1 saat sonra alinan ilk
gorintilerde yalnizca 0,5 ve 1 pg/mL dozlarindaki hiicrelerin
yasamlarini strdirdigu ve HEK293 hiicrelerine 6zgii morfolo-
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jilerini devam ettirdikleri saptandi (Sekil 2). 2, 4, 8 ve 12 saatlik
stireclerde de hicrelerde morfolojik bir degisme saptanmadi.
Total RNA izolasyonu icin morfolojileri stabil kalan 0,5-1 pg/mL
konsantrasyonlarda Tunikamisin uygulanmis hticreler ile nor-
mal HEK293 hiicreleri kullanildi (Sekil 3).

UPR ile iliskili Genlerin qRT-PCR Yontemi ile Analizi
Tunikamisin uygulamasi ile ER stresi olusturuldu. Tunikamisin
0,5 ve 1 pg/mL doz uygulanmig hiicrelerin normal hiicrelere
gore sirayla UPR sistemi genlerinden BiP (24 ve 33 kat), us-X-
BP1 (7 ve 10 kat), s-XBP1 (8 ve 14 kat), t-XBP1 (6 ve 9 kat), ASK1
(1.5 ve 4 kat), ATF4 (1 pg/mLde 2 kat), PDIA4 (14 ve 40 kat),
HERP (14 ve 28 kat) ve CHOP (20 ve 112 kat) ifade diizeylerinde
artis saptandi. TRAF2 geni ifade diizeyinde her iki dozda da 5
katlhk azalma saptandi (Tablo 2).

Tunikamisin 0.5 pg/mL

Tunikamisin 5 pg/mL

Tunikamisin 1 pg/mL

Tunikamisin 2 yg/mL

Normal HEK293

Tunikamisin 10 pg/mL

Sekil 2. Tunikamisin uygulamasindan 1 saat sonra hiicrelerin 1sik mikroskobundaki 4x biylitmedeki gortintileri. 0.5 pg/mL (a) ve 1 pg/
mL (b) Tunikamisin uygulanmis hiicrelerde morfolojik degisim gézlenmedi. Diger dozlarda ise (c, d, e) ise morfolojilerini kaybettikleri
ve ylizeye tutunmadiklari gézlendi

Tunikamisin 0.5 pg/mL Tunikamisin 1 pg/mL Normal HEK293

Sekil 3. Tunikamisin uygulamasindan 12 saat sonra RNA izolasyonu i¢in secilen hiicrelerin isik mikroskobundaki 40x blyutmedeki
goruntileri
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Her ¢ ana yolagin kontrollini saglayan BiP geninin mRNA ifa-
de diizeyinde, Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve 1 ug/mL) yapil-
mis hiicrelerde kontrole gore yaklasik 25 ve 33 katlik artis sap-
tandi (Sekil 4) (p<0,01).

IRE1 ve ATF6 yolaklarinin kontroliinde bulunan XBP7 mRNA'sI-
nin kesilmemis (us-XBP1), kesilmis (s-XBP1) ve her iki formuna
0zgu (t-XBP1) ifade dizeylerinin her birinde Tunikamisin uy-
gulamasi yapilmis hiicrelerde (0,5 ve 1 pg/mL) yaklasik sirasiy-
la 6-14 kat arasinda degisen artis saptandi (p<0.01). s-XBP1/
us-XBP1 mRNA ifade diizeyleri oraninda, 1T pg/mL Tunikamisin
uygulamasi yapilmis hiicrelerde kontrole gore yaklasik 1,5 kat
artis saptanirken (p<0,05), 0,5 ug/mL dozda anlamli bir degisik-
lik saptanmadi (Sekil 5).

Tablo 2. UPR ile iliskili genlerin Normal HEK293 hiicrelerine
gore rolatif ekspresyon degerleri

Normal HEK293 hicrelere gore rolatif kantitasyon degerleri

Experimed 2018; 8(3): 71-8

IRET yolagindan secilen ERAD mekanizmasinda gorevli HERP ve
PDIA4 mRNA ifade diizeylerinde Tunikamisin dozlari ile dogru
orantida yaklasik 14-28 ve 14-40 katlik artis saptandi (Sekil 6)
(p<0,01).

ASKT mRNA ifade dlizeyinde ise Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve
1 pug/mL) yapilmis HEK293 hiicrelerinde kontrole gére yaklasik
2 ve 5 kathk artig saptandi (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05). ASKT ile
ayni mekanizmada goérev alan TRAF2 mRNA ifade dlizeyinde
normal hiicrelere gore yaklasik 5 katlik azalma saptandi (Sekil
7) (p<0,01).

PERK ve ATF6 yolaginin kontroliindeki CHOP mRNA ifade diize-
yinde, Tunikamisin uygulamasi (0,5 ve 1 ug/mL) yapilmis hiicre-
lerde kontrole gore yaklasik 20 ve 112 katlik artis saptandi (Sekil
8) (p<0,01).

EDEM1 ve GADD34 genlerinin ifade diizeyleri her iki doz Tuni-
kamisin uygulamasinda da anlamli bir degisim olusturmadigi
saptandi (Sekil 6 ve Sekil 8). ATF4 mRNA ifade diizeyinde, 0,5

T Kriot] T:nslkal;usll-n Tu1n|ka/m|:|n pg/mL Tunikamisin uygulanmis HEK293 hiicrelerinde anlamli
ranskriptler ;2 Ug/m ng/m bir degisim saptanmamisken, 1 pg/mLlik dozda kontrole gore
BiP 24,05%* 33,19%* yaklasik 2 kathk artis saptandi (Sekil 8) (p<0,01).
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S =
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E ,00-
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. . ** p< 0,01
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**p<0,01; *p<0,05 Sekil 4. BiP geninin normal hiicrelere kiyasla ifade dizeyi grafigi
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* p<0.05

Sekil 5. s-XBP1, us-XBP1 ve t-XBP1 transkriptlerin normal BiP geninin normal hiicrelere kiyasla ifade diizeyi grafikleri
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TARTISMA kili genlerden BiP, ASK1, PDIA4 s-xBP1, us-XBP1, t-XBP1, HERP ve

CHOP rolatif kantitasyon degerlerinde Tunikamisin uygulanmis
Bu calismada tasarlanan in vitro modelde, ER stresi aktivatorii  HEK293 hiicrelerin normal hiicrelere gére anlamli artislarin oldu-
olarak kullanilan Tunikamisin uygulamasinin (0,5 ve 1 ug/mL)  gu saptandi. ASKT ile ayni yolaktan olmasina ragmen TRAF2 geni
ile HEK293 hiicrelerinin ER stresine yanit verip vermedigi kont-  rolatif kantitasyon degerinde azalma g&zlenmistir. TRAF2'nin
rol edilmistir. Bu amacla yapilan qRT-PCR yontemi ile UPR-ilis-  fosforile halinin UPR sistemde rol oynayarak apoptozu indiikeldi-
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gi bilinmektedir (15). TRAF2'nin transkripsiyonundaki azalmanin
ER strese bagimli apoptozun IRE1-TRAF2-ASK1 yolagd lizerinden
gerceklesmedigi dustinilmektedir. Shinjo ve ark. (16) yaptiklari
bir arastirmada, Tunikamisin uygulama sonuglarina gére, 1 pg/
mL Tunikamisinin UPR sistemini aktive etmek icin yeterli oldugu
belirlenmisken, 10 pg/mL konsantrasyonun HEK293 hiicreleri
icin oldurlci oldugu ortaya konmustur. Neuber ve ark. (17) yap-
tiklar bir baska calismada ise, CHOP ile ayni yolaktan olan ATF4
geninin 2,5 pg/mL doz ve 24 saat Tunikamisin uygulamasi ile ifa-
de diizeyinde artis gézlemlemislerdir. Dolayisiyla bu calismada
ise 1 pg/mL ve 12 saatlik Tunikamisin uygulamasinda ATF4'lin
ifade diizeyinde artis saptanamamasinin nedeni, doz ve zamana
bagli olabilecegi 6ngorilmustr.

Weichert ve ark. (18) yaptiklar ¢alismada, XBP1 geninin UPR
sistemindeki etkinliginin hesaplanabilmesi icin s-XBP1/us-X-
BP1 oranlamasi yapilmistir. Bu ¢alismada, 0,5 pg/mL dozda
s-XBP1/us-XBP1 oraninda anlamli bir degdisim olmamasi ve 1
pg/mL dozda 1,5 katlik artis (p<0,05) olmasi ER stresinde XBP1
mRNA'sinin kesilmesinin yani sira mRNA Uretiminin de devam
ettigini gostermektedir. XBP1 mRNA'sinin kesim Griinli yani sira
yeni XBP1 Uretiminin devam etmesi ATF6 yolaginin aktivasyo-
nunu disiindirmektedir.

2, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonundaki Tunikamisin uygula-
masinda hicrelerin morfolojik degerlendirmelerinde hiicre
bitlnliklerinin bozuldugu gézlenmistir. Ancak bu c¢alismanin
onemli bir kisithhgi, 0,5-1-2-5-10 pg/mL Tunikamisin uygulama-
sinin HEK293 hiicrelerinde doz-zaman acisindan apoptoz belir-
leme yontemlerince (19) degerlendirilememis olmasidir.

Sonug olarak, Tunikamisin maddesi HEK293 hiicre hattinda 0.5
ve 1 ug/mL konsantrasyonlarinda ER strese sebep olmaktayken
2-5-10 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicre canhhginin stirdiirii-
lemedigi saptanmistir. Bu konsantrasyonlardaki Tunikamisine
karsi hiicrenin verdigi cevapla IRE1 ve PERK yolagini aktive ola-
rak BiP, ATF4, PDIA4, CHOP ve ASK1 genlerinin ifade diizeyle-
rinde doz miktariyla uyumlu olarak artis oldugu saptanmis ve
ER stresini in vitro arastirmak icin en uygun deney sartlari bu
calisma ile gosterilmistir.
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Amag: Folat metabolizmasi icerisinde yer alan timidilat sentaz
(TS) enzimi, deoksiliridin monofosfatin (dUMP), deoksitimidin
monofosfata (dTMP) donustimiini katalizlemektedir. Hicre igeri-
sinde DNA sentezi icin gerekli olan deoksinUkleotidlerin belirli bir
denge de bulunmasini saglamaktadir. Enzimin inhibisyonu sonu-
cu anormal kromozom kiriklarinin olustugu ve hiicre dliminin
gerceklestigi gosterilmistir. Cogalan hiicreler icin cok 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 gagr akut lenfoblastik [6semi (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 l¢
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 di-
zeyde yuksek bulundu (p=0,048).

Sonug: Calismamiz ALL gelisiminde, 2T/2T genotipinin bir risk fak-
tord 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.

Keywords: Acute leukemia, polymorphism, thymidylate synthase
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GiRiS

Hematolojik maligniteler, iki ana kan hiicresi miyeloid ve len-
foid hiicre dizileri soyundan herhangi birinden tlremektedir.
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
diizenli bir sekilde tanimlamak zordur (1). ABD'de 2010 yilinda
yeni hematolojik malignite vakalarinin sayisi 137.264, hemato-
lojik maligniteler nedeniyle dlimlerin 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 kiiciik bir yiizdesinde, DNA'daki yliksek 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 gruplari tanimlamada
o6nem arz etmektedir. Yiksek 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 cesitli 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 kiriimalari ve hiicre 6lim{ ile sonuclanir.
Timidilat sentaz, codalan hiicrelerde 6nemli 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 ytiiksek 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
¢agi) olgu gruplarinda Timidilat Sentaz geninin promoter bol-
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gesine ait 28 bp'lik ikili veya t¢li tekrar bolgesinin bu hemoto-
lojik kanserlerle iliskisi, saglikli kontrol grubu ile karsilagtirarak
belirlendi.

GEREC VE YONTEM

Calisma uc farkh gruptan olusmaktadir; cocukluk cagi 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 kurallaria uygun
olarak etik kurul onayi alinarak gerceklestirilmistir.

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
gériintiilenerek degerlendirildi. Orneklerin jel gériintiisii 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 tekrar 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 iliskili olabilecegdi distiniilmektedir. 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 déniisimiini katal-
ize eder ve DNA sentezi ve onarimi icin dort onci nikleotidin
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 i¢in homozigot
bireylerden timor dokusunda 3.6 kat daha diistik mRNA ekspre-
syon seviyelerine neden oldugu gdsterilmistir (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 Tirk
poptlasyonunda ALL ve AML gelisimi ile iliskisi aragtirilmigtir. TS
genindeki tekrar polimorfizmi, 110 ALL, 126 AML ve 133 kontrol
olgusunun kanindan elde edilen DNAnin 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
go6zlenmemistir.

TS polimorfizmleri Gzerine yapilan bircok ¢alismaya gore, tcli
tandem tekrari, gen ekspresyonu ve prognoz ile iliskilidir, an-
cak oldukga zit sonuclar vermektedir. In vitro bir calisma, artan
sayida art arda tekrarlanan TS gen ekspresyonunda adim adim
bir artis gostermistir: G¢lu tekrarin varhgy, cift tekrardan 2.6 kat
daha fazla TS ifadesi ile sonuclanmaktadir (12). Retrospektif bir
calismada, l¢ 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 dnemli 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 &zellikleri 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, ¢ocukluk ¢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 ¢cocukluk ¢agr ALL
olusumunda bir yatkinhk olustururken, bu ve diger TS genotip-
lerinin AMLYye bir yatkinlik olusturmadigini belirlemistir.

Etik Komite Onayi: Yazarlar calismanin World Medical Association
Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research Invol-
ving Human Subjects’, (amended in October 2013) prensiplerine uy-
gun olarak yapildigini beyan etmislerdir.

Hasta Onami: Yazili hasta onami bu calismaya katilan hastalardan alin-
mistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilari: Fikir - C.G.E., U.O,; Tasarim - C.G.E., U.O.; Denetleme -
C.G.E., U.0, Kaynaklar - C.G.E, U.O; Gerecler - C.G.E.,, U.O,; Veri Toplan-
masi ve/veya islemesi - C.G.E., U.O.; Analiz ve/veya Yorum - C.G.E,, U.0;
Literatiir Taramasi - C.G.E.; Yazan - C.G.E; Elestirel inceleme -U.0.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Finansal Destek: Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 1572/16012001 ve
1554/16012001).

Ethics Committee Approval: The authors declared that the research
was conducted according to the principles of the World Medical Asso-
ciation Declaration of Helsinki “Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects’, (amended in October 2013).

Informed Consent: Written informed consent was obtained from the
patients who participated in this study.

Peer-review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - C.G.E., U.O,; Supervision - C.G.E., U.0;
Resource - C.G.E,, U.O.; Materials - C.G.E., U.O,; Data Collection and/or
Processing - C.G.E,, u.0,; Analysis and/or Interpretation - C.G.E., u.0;
Literature Search - C.G.E.; Writing - C.G.E; Critical Reviews - U.O.

Ekmekci and Ozbek.
Losemilerde Timidilat Sentaz Polimorfizmi

Conflict of Interest: The authors have no conflict of interest to declare.

Financial Disclosure: This study was supported by the Research Fund
of Istanbul University (Project No: 1572/16012001 and 1554/16012001).

KAYNAKLAR

1. Rodriguez-Abreu D, Bordoni A, Zucca E. Epidemiology of
hematological malignancies. Ann Oncol 2007;18 (Suppl.
1):i3 -i8. [CrossRef]

2. Jemal A, Siegel R, Xu J, et al. Cancer statistics, 2010. CA Can-
cer J Clin 2010; 60: 277- 300. [CrossRef]

3. Descatha A, Jenabian A, Conso F, et al. Occupational exposures
and haematological malignancies: overview on human recent
data. Cancer Causes Control 2005; 16: 939-53. [CrossRef]

4. Irigaray P, Newby JA, Clapp R, et al. Lifestyle-related factors
and environmental agents causing cancer: an overview.
Biomed Pharmacother 2007; 61: 640-58. [CrossRef]

5. Skibola CF, Curry JD, Nieters A. Genetic susceptibility to ly-
mphoma. Haematologica 2007; 92: 960- 9 69.

6. Koppen IJ, Hermans FJ, Kaspers GJ. Folate related gene [6]
polymorphisms and susceptibility to develop childhood
acute lymphoblastic leukaemia. Br J Haematol 2010; 148:
3-14. [CrossRef]

7. Krajinovic M, Costea |, Chiasson S. Polymorphism of the
thymidylate synthase gene and outcome of acute lymp-
hoblastic leukaemia. Lancet 2002; 359: 1033-34. [CrossRef]

8. Horie N, Aiba H, Oguro K, Hojo H, Takeishi K. Functional
analysis and DNA polymorphism of the tandemly repea-
ted sequences in the 5-terminal regulatory region of the
human gene for thymidylate synthase. Cell Struct Funct
1995; 20: 191-7. [CrossRef]

9. HoriT, Ayusawa D, Shimizu K, Koyama H, et al. Chromoso-
me breakage induced by thymidylate stress in thymidylate
synthase-negative mutants of mouse FM3A cells. Cancer
Res. 1984; 44:703-9.

10. Kim YI. Folate and carcinogenesis: evidence, mechanisms,
and implications. J Nutr Biochem 1999,10: 66-88. [CrossRef]

11. Hishida A, Matsuo K, Hamajima N, Ito H, et al. Associations
between polymorphisms in the thymidylate synthase and
serine hydroxymethyltransferase genes and susceptibility
to malignant lymphoma. Haematologica 2003; 88: 159-66.

12. Horie N, Aiba H, Oguro K, Hojo H, et al. Functional analysis and
DNA polymorphism of the tandemly repeated sequences in
the 5-terminal regulatory region of the human gene for thy-
midylate synthase. Cell Struct Funct 1995; 20: 191-7. [CrossRef]

13. Pullarkat ST, Stoehlmacher J, Ghaderi V, Xiong YP, et al.
Thymidylate synthase gene polymorphism determines
response and toxicity of 5-FU chemotherapy. Pharma-
cogenomics J 2001; 1: 65-70. [CrossRef]

14. Kawakami K, Omura K, Kanehira E and Watanabe Y. Poly-
morphic tandem repeats in the thymidylate synthase gene
is associated with its protein expression in human gastro-
intestinal cancers. Anticancer Res 1999; 19: 3249-52.

15. Duthie SJ. Folate and cancer: how DNA damage, repair and
methylation impact on colon carcinogenesis. J Inherit Me-
tab Dis 2011; 34: 101-9. [CrossRef]


https://doi.org/10.1093/annonc/mdl443
https://doi.org/10.3322/caac.20073
https://doi.org/10.1007/s10552-005-2301-3
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2007.10.006
https://doi.org/10.1111/j.1365-2141.2009.07898.x
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(02)08065-0
https://doi.org/10.1247/csf.20.191
https://doi.org/10.1016/S0955-2863(98)00074-6
https://doi.org/10.1247/csf.20.191
https://doi.org/10.1038/sj.tpj.6500012
https://doi.org/10.1007/s10545-010-9128-0

Ekmekci and Ozbek.
Losemilerde Timidilat Sentaz Polimorfizmi

16.

17.

18.

19.

20.

21.

McCullough ML, Giovannucci EL. Diet and cancer preventi-
on. Oncogene 2004; 23: 6349-64. [CrossRef]

Sauer J, Mason JB, Choi SW. Too much folate: a risk factor
for cancer and cardiovascular disease? Curr Opin Clin Nutr
Metab Care 2009; 12: 30-6. [CrossRef]

Lehman NL. Future potential of thymidylate synthase inhi-
bitors in cancer therapy. Expert Opin Investig Drugs 2002;
11:1775-87. [CrossRef]

Lightfoot TJ, Skibola CF, Willett EV, et al. Risk of non-Hod-
gkin lymphoma associated with polymorphisms in fola-
te-metabolizing genes. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
2005; 14: 2999-3003. [CrossRef]

Hishida A, Matsuo K, Hamajima N, et al. Associations
between polymorphisms in the thymidylate synthase
and serine hydroxymethyltransferase genes and suscep-
tibility to malignant lymphoma. Haematologica 2003; 88:
159-66.

Skibola CF, Smith MT, Hubbard A, et al. Polymorphisms in
the thymidylate synthase and serine hydroxymethyltrans-
ferase genes and risk of adult acute lymphocytic leukemia.
Blood 2002; 99: 3786-91. [CrossRef]

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Experimed 2018; 8(3): 79-83

De Jonge R, Hooijberg JH, van Zelst BD, et al. Eff ect of
polymorphisms in folate-related genes on in vitro methot-
rexate sensitivity in pediatric acute lymphoblastic leuke-
mia. Blood 2005; 106: 717-20. [CrossRef]

Skibola CF, Forrest MS, Coppede F, et al. Polymorphisms and
haplotypes in folate-metabolizing genes and risk of non-Ho-
dgkin lymphoma. Blood 2004; 104: 2155-62. [CrossRef]
Mandola MV, Stoehlmacher J, Zhang W, et al. A 6 bp poly-
morphism in the thymidylate synthase gene causes message
instability and is associated with decreased intratumoral TS
mRNA levels. Pharmacogenetics 2004; 14: 319-27. [CrossRef]
Lincz LF, Scorgie FE, Garg MB, et al. Identifi cation of a no-
vel single nucleotide polymorphism in the fi rst tandem
repeat sequence of the thymidylate synthase 2R allele. Int
J Cancer 2007; 120: 1930-4. [CrossRef]

Yu Weng, Jun Zhang, Xue Tang, Xinyou Xie, Guangdi Chen.
Thymidylate synthase polymorphisms and hematological
cancer risk: a meta-analysis. Leuk Lymphoma 2012; 53:
1345-51. [CrossRef]

Pui CH, Robison LL, Look AT. Acute lymphoblastic leukae-
mia. Lancet 2008; 371: 1030-43. [CrossRef]



https://doi.org/10.1038/sj.onc.1207716
https://doi.org/10.1097/MCO.0b013e32831cec62
https://doi.org/10.1517/13543784.11.12.1775
https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-05-0515
https://doi.org/10.1182/blood.V99.10.3786
https://doi.org/10.1182/blood-2004-12-4941
https://doi.org/10.1182/blood-2004-02-0557
https://doi.org/10.1097/00008571-200405000-00007
https://doi.org/10.1002/ijc.22568
https://doi.org/10.3109/10428194.2011.649477
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(08)60457-2

Experimed 2018; 8(3): 84-92

ORIJINAL ARASTIRMA
ORIGINAL ARTICLE

DOI: 10.26650/experimed.2019.18006

Polisitemia Vera’da CXCL9-CXCR3 Sitokin Sinyal

Yolaginin Etkisi

Effect of CXCL9-CXCR3 Cytokine Signaling Pathway in Polycytemia Vera

Cemil Altunay’, Akif Selim Yavuz?,Selcuk S6zer Tokdemir’

istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstittist, Genetik Anabilim Dali, istanbul, Turkiye
“Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakultesi, ic Hastaliklar Anabilim Dali, istanbul, Ttrkiye

Cite this article as: Altunay C, Yavuz AS, Sozer Tokdemir S. Effect of CXCL9-CXCR3 Cytokine Signaling Pathway in Polycytemia Vera. Experimed

2018; 8(3): 84-92.
0z

Amag: Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN), miyeloproliferatif bo-
zukluklar arasinda en sik gorilen hastaliklardandir. Tamamen islevsel
olan ve son asamaya kadar farklilasmis kan hiicrelerinin asiri Gretimi
ile karakterize edilirler. Onceki calismalarda Graniilosit-Makrofaj Ko-
loni Uyaric Faktériin (GM-CSF) saglikli hematopoietik kok hticreler
(HKH)de proliferasyon kontroliinden sorumlu CXCR3 ekspresyonu-
nu arttirdigi gosterilmistir. Bu calismanin amaci, CXCL9-CXCR3 sinyal
yolaginin MPN progresyonunda etkisinin arastirimasidir.

Gereg ve Yontem: Calismada, MPN ve saglikli insan perifer kan
mononukleer hiicrelerinde (MNH) ve kanser HKH de CXCL9 kemo-
kini ve bunun reseptori olan CXCR3'Un iki izoformunun (CXCR3A
ve CXCR3B) gen ifade seviyeleri, MNH ytizeyinde ise CXCR3 resep-
tor varhgr incelenmistir. Ekspresyon seviyelerini arastirmak ama-
ayla kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
hicre ylizey reseptdr durumunun incelenmesi icinse akim olcer
metotlar kullaniimigtir. GM-CSFin MNH ve CD34+ hiicrelerinde
uygulamasinin ardindan CXCR3 ekspresyonu degerlendirilmistir.

Bulgular: MNH'de CXCR3A ifadesinin hastalarda saglklilara gore
istatistiksel olarak anlamli arttigi bulunmusur. Hasta ve saglikli
kontrol gruplari arasinda CXCR3B ve CXCL9 ifade seviyeleri kiyas-
landiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edil-
mistir. CXCR3 Huicre yiizey reseptdr durumuna bakildiginda ise
hastalardan elde edilen MNH'deki anlatimda saglikli gruptan elde
edilenlere gore anlamli bir azalma oldugu gorulmustur.

Sonug: Bu sonuglar MPN'de CXCR3A/CXCR3B dengesi ile bu re-
septorlere 6zgiin olarak baglanan kemokinler CXCL9, CXCL10 ve
CXCL11'in inflamasyon ve kanser progresyonu ile iliskili olabilece-
gini distindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myeloproliferatif neoplaziler, JAK2V617F, CXCR9-
CXCL3

GiRiS
Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) Miyelofibroz (MF), Poli-
sitemia vera (PV) ve Esansiyel trombositemi'den (ET) olusur

(1, 2). BCR-ABL-negatif MPN'ler olarak da adlandirilan klasik
MPN'ler, miyeloproliferatif bozukluklar arasinda en sik go-

ABSTRACT

Objective: Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are among the
most common myeloproliferative disorders. MPNs are character-
ized by excessive production of terminally differentiated blood
cells. The expression of CXCR3, responsible for regulating the
proliferation of healthy hematopoietic stem cells, is known to be
induced by granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF). The aim of this study is to investigate the role of CX-
CL9-CXCR3 signaling pathway in the progression of MPN.

Material and Method: We determined the expression of CXCL9
and two isoforms of the CXCR3 receptor (CXCR3A and CXCR3B)
on the surface of human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and cancer stem cells. Real-time polymerase chain re-
action (qPCR) was used to measure expression levels, and flow
cytometry was used to examine the presence of cell surface re-
ceptors. In addition, gPCR was used to quantify CXCR3 expression
after GM-CSF application in cell culture. In PBMC and CD34+ cells,
the mRNA level of CXCR3A expression was found to be elevated
in patients with MPN.

Results: There was no statistically significant difference in mRNA
expression of CXCR3B and CXCL9 between patients and healthy
controls.There was significant reduction in cell surface expression
of the CXCR3 receptor in PBMC obtained from patients. T

Conclusion: hus, these results indicate that imbalance in the ex-
pression of CXCR3A/CXCR3B isoforms and chemokines CXCL9,
CXCL10 and CXCL11 that bind to these receptors, may mediate
inflammation and cancer progression in MPN.

Keywords: Myeloproliferative disorders, JAK2V617F, CXCL9-

CXCR3

rilen hastaliklardir (3). MPN'ler, tamamen islevsel olan, son
asamaya kadar farkllagmis kan hucrelerinin agin Gretimi
ile karakterize edilir. Bu hematopoietik hiicre bozukluklari,
miyeloid soy hiicre tiplerinin (=1) klonal proliferasyonu ile
karakterize edilir (1, 2, 4). Cogunlukla Janus kinaz 2 (JAK2),
kalretikiilin (CALR) veya trombopoietin reseptorii (MPL) gen-
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lerindeki mutasyonlarla iliskilidir (5-11). Klinik bulgular MPN alt
tipine gore degisebilir. Bunlar arasinda polisitemi, anemi, I16ko-
sitoz, trombositoz, yorgunluk ve hepatosplenomegali bulunur
(5, 12, 13). Genel olarak, hastalar trombotik ve tromboembolik
olaylarda artmis risk tasirlar ve genel popilasyona gore daha
yiksek mortalite riskine sahiptirler (14-29). MF'ye (PV veya ET
olanlar icin) veya akut miyeloid |6semiye ilerlemeler hastalar ara-
sinda buylk bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir (5, 20).
MPN'ler, cogu hasta icin genellikle diisik yasam kalitesine yol
acan hastaliklardir (20-24). Semptomlar kasinti, gece terlemeleri,
mikrovaskiiler belirtiler, splenomegali ve splenomegali ile iliskili
bulgulari (6rn; karin agrisi, erken tokluk) icerebilir ve yorgunluk
en siddetli gostergelerden biridir (12, 21-23).

Enflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve blytime faktérlerinin
hucresel kaynaklari coktur. Bu kaynaklar, MPN alt tipine ve ilis-
kili komplikasyonlara (tromboz ve kemik iligi fibrozu) bagli ola-
rak degisir. ET, PMF ve PV hastalarinda, saglikl bireylere kiyasla,
cesitli sitokinlerin plazma seviyelerinde yiikselme saptanmistir
(25). Bu bulgu, inflamatuar bir stirecin MPN'nin fizyopatolojisine
dahil olabilecegini, kemokinlerin otokrin, parakrin ve endokrin
davranislarinda rol oynayabilecegini ve hatta hematopoietik nisi
etkileyebilecegini gostermektedir. MPN hastalari ile yapilan ca-
lismalarda saglikl bireylere kiyasla yliksek kemokin tretim sikligi
ile karakterize olan islevsiz kemokin Gretimi gosterilmistir. Ayrica,
kemokin seviyeleri ve hematolojik parametreler arasindaki ko-
relasyon, bagisiklik dizensizliginin hematolojik hiicrelerin tre-
timini etkileyebilecegini ve siddetle cogalmasini destekledigini
gostermektedir. Bulgular ayrica MPN hastalarinda kemokinlerin
asirt prodiksiyonunu, bunun proinflamatuar bir durumla so-
nuclandigini vurgulamaktadir (25). Yapilan bir calismada, Grani-
losit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktoriin (GM-CSF) saglikli hema-
topoietik kok hiicrelerde proliferasyon kontroliinden sorumlu
CXCR3 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.

Bu gelismeler i1siginda, CXCL9-CXCR3 sinyal yolagr MPN prog-
resyonunda etkili olup olmadigi 6nem kazanmaktadir. Calis-
mamizin amaglart MPN'de énemli olduklar distnilen CXCL9
kemokininin ve reseptdrii CXCR3’lin MPN hasta ve kontrol
MNC'lerinde, kanser kék huicrelerinde ve CXCR3’tin MNC hiicre
ylizey anlatim diizeylerinin arastirilmasidir.

Calismamizin hedefi, MPN prognoz ve tedavi sireclerinin ko-
laylastinlmasina katki saglamaktir. Bulgular bilimsel calismalari
yeni kemokin ve kemokin reseptorlerini de prognoz ve tadavi
streclerinde etkili olmalari agisindan aday hale getirebilecektir.
MPN’'de kemokin ve kemokin reseptorlerinin hastalik surecleri-
ne etkisini gosteren herhangi bir bilimsel calisma mevcut de-
gildir. Calismamizda elde edilen veriler MPN'nin yaninda diger
MPN’lere ve farkh kanser tiirlerine kati saglayabilecek potansi-
yeldedir.
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imzalatilmis toplam 32 hastada flebetomi uygulanarak topla-
nan periferal kan mononukleer hiicreleri (MNH) ve kontrol ola-
rak kullanilan gonallu olarak calismaya katilan 10 saghkh eris-
kinden elde edilen perifer kan MNH'leri, fikol gradient santrifiij
yontemi ile ayristirildi ve toplandi. Toplanan bu MNH'ler daha
sonra ylzey belirteclerine gore izole edilerek DNA ve RNA izo-
lasyonunda kullanildi.

Saglikli kontrol kanlarindan elde edilen MNH'ler dondurulma-
dan direkt olarak deneylerde kullanildi. Bu nedenle bu grup icin
hiicre ¢cézme islemi uygulanmadi.

Hasta kanindan MNH izolasyonundan sonra kalan MNH’ler
sonraki calismalarda kullanilmak tizere donduruldu. Hicrelerin
calismalarda kullanilmasi gerektiginde hiicreler azot tankindan
alindi ve hiicre ¢dzdiirme protokolii uygulandi. Calisma, istan-
bul Universitesi istanbul Tip Fakdiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Hiicre Ayrimi

Kok hiicre ayrnimi icin iki farkli popilasyon hedeflenmistir. Bun-
lar CD34* ve CD34*Lineage popiilasyonlaridir. ilk olarak,
CD34* hiicreler'CD34 MicroBeads'ile manyetik olarak isaretlen-
di. Daha sonra, hiicre stispansiyonu bir ‘MACS Ayirici’'nin man-
yetik alanina yerlestirilen ‘"MACS® Kolona' yiiklendi. Manyetik
olarak isaretlenmis CD34* hiicreler, kolonnun icerisinde tutu-
nurlar. Kolonu manyetik alandan ¢ikardiktan sonra, tutunmus
olan CD34* hiicreler pozitif secilmis hiicreler olarak saflastirildi.
Manyetik ayrimdan sonra saflik analizi yapildi. Bunun icin bir
miktar hiicre alinip CD34 PE Antikor ile boyandiktan sonra akim
hiicre dlcer cihazinda analiz edildi.

Kok hiicrelerin izolasyonu, iki asamali bir prosediirde gercekles-
tirildi. ik olarak, Lin* hiicreler (CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15,
CD16, CD19, CD56, CD61 ve CD235a (Glikopin A)), spesifik an-
tijenlere ve Anti-Biotin MicroBeads»e karsi biyotin-konjuge an-
tikorlarin bir kokteyli ile manyetik olarak isaretlendi. Hiicreler
manyetik alanina yerlestirilen bir kolon tizerinde manyetik ola-
rak ayrildilar, isaretlenmemis Lin~ hiicreler akip gecerken man-
yetik olarak etiketlenmis Lin* hiicreler kolon icinde kalir. ikinci
adimda, Lin~ kdk hiicreler dogrudan CD34 isaretleyici ile eti-
ketlendi. Ardindan bir manyetik ayirma daha yapildi ve CD34*
kok huicreler, kolonun manyetik alandan ¢ikarilmasindan son-
ra elde edildi. Prosediir elde edilen PBMC sayisi belirlendikten
sonra uygulandi.

Hiicrelerden DNA izolasyonu

Saglikli bireylerden ve MPN hastalarindan toplanan periferal
kanlardan izole edilen MNH'ler ve iki farkli kit kullanilarak, hiic-
re ayirici ile ayrimi saglanmis CD34+, CD34 hiicreler icin DNA
izolasyonu yapildi. DNA, uzun siireli saklama icin -20°C'de, kisa
sure icinde kullanilacaginda +4°C'de saklandi.

iki Asamali Allel Spesifik PZR

iki asamali veya ic ice polimeraz zincir reaksiyonu (allel spesi-
fik PZR), spesifik olmayan baglanmayi azaltarak istenmeyen
Urlinlerin olusmasini engelleyen bir polimeraz zincir reaksiyon
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modifikasyonudaur. iki fakli primer seti gerektirir. ilk primer seti
ile mutasyonu iceren bélge cogaltilir. ilk asamadan sonra jelde
521 b¢'lik DNA parcalari gériilir. ilk asama sonunda mutant ve
yabanil tipteki JAK2 geni ayirt edilememektedir. PZR isleminin
2. asamasinda mutasyon bdlgesine 6zgi farkli primer setleri
kullanilir. Bu sekilde sadece istenilen bolgenin ¢ogaltilmasi sag-
lanarak spesifik bantlar elde edilir. Reaksiyon sonrasinda drnek-
ler agaroz jelde yurutildi ve goruntuleri alindi. Jele yiiklenen
ornegin mutant alleli (JAK2V617F) tasimasi durumunda 279 bg
uzunlugunda bir bant gorilir, yabanil tip allel tasimasi duru-
munda ise 229 b¢ uzunlugunda bir bant gorilir. Allel spesifik
nested PZR'da kullanilan primerler baska calismada belirtilmis-
tir.

RNA izolasyonu ve Gercek Zamanh Kantitatif PZR (q-PCR)
Saglkh kontrollerden ve MPN hastalarindan alinan perifer kan-
lardan izole edilen MNH'lerden, CD34* ve CD34 hiicrelerden
RNA elde etmek amaciyla Jena Bioscience - Total RNA Purifica-
tion Kit’ kullanildi.

Saglikli ve hasta MNH'lerden ve CD34* ve CD34 kok hicre-
lernden izole edilen RNA oOrneklerinden komplementer DNA
(cDNA) elde edildi. cDNA elde etmek amaciyla “Script cDNA
Sentez Kiti (Jena Bioscience)” kullanildi.

CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 genlerinin Polisitemia Vera prog-
nozunda etkili oldugu distnildiginden, bu genlerin olasi
ekspresyon degisimlerinin hastalikla iliskisini incelemek ama-
cyla gen ifade analizleri yapildi. Gercek zamanl kantitatif
PZR ile karsilastirmali 6lciimler SYBR Green kullanilarak elde
edilmistir ve referans gen olarak GAPDH kullanildi. CXCR3A
geni i¢in, ENST00000373693.3 kodlu transkript varyanti kul-
lanildi. Varyantin boyu 1624 bp olup 368 amino asitlik bir
proteini kodlamaktadir. CXCR3A gen dizisi 5 ACCCAGCAGC-
CAGAGCACC 3’ ve 5" TCATAGGAAGAGCTGAAGTTCTCCA 3’
primerler kullanildi. CXCR3B geni icin, ENST00000373691.4
kodlu transkript varyanti kullanildi. Varyantin boyu 1861 bp
olup 415 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir. Amplikon
boyutu 111 nukleotittir. CXCR3B gen 5 CAACCACAAGCACCA-
AAGC 3've 5' TCTTCTGCGTGATCCCATC 3’ primerler kullanildi.
CXCL9 geni icin, ENST00000264888.5 kodlu transkript varyan-
t1 kullanildi. Varyantin boyu 2740 bp olup 125 amino asitlik
bir proteini kodlamaktadir. Amplikon boyutu 73 niikleotittir.
CXCL9 gen 5" CCTTAAACAATTTGCCCCAAG 3've 5'TTGAACTC-
CATTCTTCAGTGTAGC 3’ primerler kullanildi. GAPDH geni igin,
ENST00000229239.9 kodlu transkript varyanti kullanildi. Var-
yantin boyu 1875 bp olup 335 amino asitlik bir proteini kod-
lamaktadir. Amplikon boyutu 66 nukleotittir. GAPDH icin 5’
AGCCACATCGCTCAGACAC 3’ ve 5" GCCCAATACGACCAAATCC
3’ primerleri kullanildi.

Akim Sitometri Cihazinda Hiicre Yiizey Analizi

Saglikl kontrollerden ve hastalardan elde edilen MNH, CD34*
ve CD34 hiicre gruplarinin yiizeylerinde CXCR3 reseptoriniin
durumu incelendi. islem icin her bir tiipte 50 000 - 100 000 hiic-
re kullanildi.
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CD34+ ve CD34+Lin- Hiicrelere GM-CSF Uygulamasi

Literatirde GM-CSF'in (Grantlosit-Makrofaj Koloni Stimulasyon
Faktord) saglikl CD34* hiicrelerde CXCR3 gen ifadesini arttirdigi
bilinmektedir (26). MPN hastalarinda elde edilen CD34* ve CD34*
Lin~ hiicreler 2 gin boyunca GM-CSF ile muamele edilmistir. Uy-
gulanan GM-CSF konsantrasyonu 10 ng/ml'dir. Besi yeri olarak
IMDM-%20 FBS kullaniimistir. 6-kuyulu tabagin her bir kuyusuna
3 mL besiyeri icinde 100 000-150 000 hiicre eklenecek sekilde uy-
gulandi. 2 giin sonunda toplanan hiicrelerden sirasityla RNA izolas-
yonu, cDNA sentezi ve kantitatif PZR islemleri uygulandi. Bu islem
ayrica hasta MNC ve kordon kani hiicreleri icin uygulandi.

Ekspresyon analizi amaciyla uygulanan qPCR'de her bir 6rnek
icin triplike calisma gerceklestirildi. PZR verimi 2 olarak belirlendi.

Ekspresyon Verilerinin istatiksel Analizi

CXCR3A, CXCR3B ve CXCL9 gen ekspresyon diizeyleri GAPDH
referans geni kullanilarak arastirildi, 2-44Ct= Q-(CtHasta-CtReferans)-(CtSag-
ki-CtReferans) y3ntemi ile hesaplandi (27). Grafikleri olusturma ve
istatiksel analizler icin GraphPad Prism 5.0 yazilimi kullanildi.
Saglikli ve hasta 6rneklerin karsilastirmali mRNA diizeylerini in-
celemek icin Mann-Whitney U testi uydulandi. Mann-Whitney
U testi, ayni poptlasyondan gelen iki 6rnegi karsilastirmak icin
kullanilan ve iki 6rnegin esit olup olmadigini test etmek icin
kullanilan, parametrik olmayan bir testtir.

BULGULAR

iki Asamali Allel Spesifik PZR Sonuclar

Tum hastalarda mononukleer hiicre (MNH) DNA ‘larindan JAK-
2V617F mutasyon durumunu tespit etmek amaciyla allel spesifik
nested PZR yapildi. Calismada kullanilan MPN hasta drneklerin-
den 17 hastanin JAK2V617F heterozygot allel tasidig, 15 hasta-
nin ise JAK2 yabanil tip allel tasidigi tespit edilmistir (Tablo 1).

Gen ifadesi Sonuglan

Yapilan gen ifadesi calismalari 6ncelikle hasta ve kontrol top-
lam mononiikleer hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Literattirde
belirtildigi Gzere CXCR3'lUin toplam MNH ve lenfosit ekspres-
yonlari arasinda rolatif bir fark olmadigindan (28) lenfosit izo-
lasyonu yapilmayip ifade toplam MNH'de tespit edilmistir.

Yapilan gen ifadesi analizlerinde mononukleer hiicrelerden
elde edilen RNA'lar kullanilarak CXCR3B geni igin: 27 hasta, 10
kontrol (Sekil 1a); CXCR3A geni icin: 27 hasta, 10 kontrol (Sekil
1b) ve CXCL9 geni icin ise 26 hasta 9 kontrol (Sekil 1c) kullanila-
rak monontkleer hiicre RNA'larinda gerceklestirilmistir. Sonug-
lar p degerleriyle birlikte gésterilmistir.

Ardindan kanser kok hiicrelerinde CXCR3 ve CXCL9 gen ifadesi ca-
lismalar gerceklestirilmistir. Toplam 4 hastadan elde edilen CD34*
ve CD34%/Lin" gruplarina ait hlicreler kullanislmistir. Bu hiicre grup-
larinda CXCL9 ve CXCR3 anlatim seviyesi tespit edilememistir.

Hiicre Yiizey CXCR3 Reseptor Anlatimi
CXCRS3 reseptorinin hiicre ylizeyindeki durumu akim élcer ci-
haziyla elde edilen verilerin analizi ile tespit edilmistir.
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Tablo 1. Calismaya katilan hastalarin yas, aldiklari tedavi ve JAK2V617F durumu

Hasta Numarasi Hasta Yasi Tani Yasi Mutasyon Durumu Aldigi Tedavi
H8 62 50 JAK2V617F Heterozigot allel F
H11 27 = JAK2V617F Heterozigot allel F-H-R-A-i
H9 29 - JAK2 Yabani Tip F
H12 66 59 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U
H15 36 27 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H17 54 44 JAK2 Yabani Tip F-A
H18 52 46 JAK2 Yabani Tip F-H-A-L-At-S
H19 68 63 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-C-U
H20 62 - JAK2 Yabani Tip F
H23 31 27 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-V
H25 48 41 JAK2 Yabani Tip F
H28 83 75 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-U
H29 32 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H34 56 43 JAK2 Yabani Tip F
H35 70 66 JAK2V617F Heterozigot allel F
H37 53 35 JAK2 Yabani Tip F-A
H38 63 54 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U-H
H39 39 - JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A
H43 59 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A-U
H10 56 48 JAK2 Yabani Tip F
H14 92 64 JAK2 Yabani Tip F
H16 58 -- JAK2 Yabani Tip F
H24 71 = JAK2 Yabani Tip F-A-C
H36 71 63 JAK2 Yabani Tip F-Ko-Cl
H56 55 49 JAK2 Yabani Tip F-A
H13 69 52 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-H
H21 48 41 JAK2V617F Heterozigot allel F-A-U
H22 65 54 JAK2 Yabani Tip F-A-H-U
H26 55 45 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-T-U-A
H46 55 53 JAK2V617F Heterozigot allel F-H-A
H54 55 55 JAK2V617F Heterozigot allel F-A
H57 55 = JAK2 Yabani Tip F

Tabloda Kullanilan Kisaltmalar: F: Flebetomi, H: Hidroksiiire, T: Tromborediiktin, U: Urikoliz, A: Asetilsalisilik Asit, R: Ruxolitinib, L: Larcadip, At:

Ator, S: Saneloc, C: Coraspin, Ko: Kordexa, Cl: Clexane
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Sekil 1. CXCR3A, CXCR3B ve CXCR9 gen ifadeleri

hasta, n=9 kontrol , p=0,96'dir (c)

CXCR3B: Hasta ve kontrol siitunlari icin “ortalama + standart sapma” degerleri sirasiyla 8.366 + 0.5493 n=27 ve 9.06 + 0.88 ‘dir. Toplam Ornek Sayisi (n)=27 hasta, n=
10 kontrol ‘dur. p=0,51dir (a); CXCR3A: 7.02 + 0.44 n=10 ve “5.08 + 0.71 n=27 hasta, n=10 kontrol , p=0,03"tur (b); CXCR9: 10.42 + 0.53 n=26 ve 10.46 + 0.37. n=26
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Sekil 2. CXCR3 ‘in monontikleer hiicre yiizey degerlendirmesi

Akim Olcer analizinde kullanilan kapilama 6zellikleri ve 6rnek olarak sunulmus Hasta 22 ve 24 analiz sonuglari (a); hasta ve kontrol siitunlari icin “ortalama + standart
sapma” degerleri sirasiyla 19.33 + 5.39' dir. Toplam hasta sayisi=8 ve 36.78 + 3.35 toplam saglikli kontrol sayisi=10‘dur. p=0,01'dir (b)

Orneklem olarak, 22 ve 24 numarali hasta MNH hiicreleri icin
elde edilen sonuclar Sekil 2'te gésterilmistir. Oncelikle ana hiic-
re populasyonunun bulundugu canl hiicre grubunun bulun-
dugu bolge secilmistir. Ardindan propidium iodiir (Pl) ile boyan-
mamis olan canli hiicrelerin popilasyonunu olusturan bolge
secilerek bu hiicrelerin CXCR3 antikoruyla ifade gére CXCR3
reseptor pozitif/negatif oranlari elde edilmistir. Sekil 2.A'da 6r-
nek olarak gosterilmis H22 CXCR3 reseptori icin %39,71; H24
ise %18,12 oranlarinda pozitif ifade tespit edilmistir.

Toplamda 8 hasta ve 10 saglikli kontrol kullanilarak akimolcer
analizleri tamamlanistir. Verilerin istatistiksel analizi Sekil 2-B'da
gosterilmistir.

CD34+ ve CD34+Lin- Hiicrelere GM-CSF Uygulamasi Sonug-
larn

Amag CD34* hiicrelerde normal sartlarda var olmayan CXCR3
gen ifadesinin MPN hastalarinda GM-CSF uygulamasi ile artip
artmadigini incelemektir. Perifer kandan elde edilen MNH'ler-
den CD34* ve CD34*Lin" hiicre poptlasyonlari GM-CSF ile mua-

mele edildikten sonra RNA izolasyonlari ve kantitatif PZR islemi
gerceklestirildi. Bu deneyler 4 hastada ve saglikli kontrol olarak
kordon kani kullanilarak gerceklestirildi. Yapilan ¢alismalarda
CD34*ve CD34*Lin kok hiicre poplilasyonlarinda CXCR3 anlati-
mi tespit edilememistir. GM-CSF uygulamasinin da bu anlatimi
istatistiksel olarak degistirmedigi gorulmustdir.

Tum bu ¢alismalara ek olarak kullaniimig olan hiicre izolasyon
ve dondurma tekniklerinin bir artefakti sonucu CXCR3 gen an-
latiminda bir farklilik olabilecegi test edilmistir. Bu calisma icin
yeni izole edilmis ve dondurulmus hiicrelerle yapilan deney so-
nuglar karsilastinlmis ve taze veya dondurulmus hiicrelerden
elde edilen CXCR3 ve CXCL9 gen anlatim sonuglari arasinda is-
tatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmemistir.

TARTISMA

Kemokinler, lenfosit ylizeylerinde bulunan spesifik reseptorler
araciligiyla sinyallerini iletirler (29). MPN hastalarinda, saghkh
bireylere kiyasla, cesitli sitokin ve kemokinlerin plazma seviyel-
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erinde yikselme saptanmigstir. Bu bulgu, inflamatuar bir stirecin
MPN’nin fizyopatolojisine dahil olabilecegini, kemokinlerin rol
oynayabilecegini ve hatta hematopoietik nisi etkileyebilecegi-
ni gostermektedir. Calismamizda, hasta ve saglikl kontrol
orneklerinden elde edilen periferal kan monondikleer hiicrele-
rde (PBMC) CXCR3A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edilmistir (p=0,03). Bunun yaninda CXCR3B izo-
formu ve CXCL9 icin gen ifadelerinde hasta ve sagliklilar arasin-
da anlamli bir farkin mevcut olmadigi sonucu elde edilmistir (p
degerleri sirasiyla 0,96 ve 0,51).

Mevcut literatiire gore, CXCR3A hiicre proliferasyonundan ve
kemotaksiden sorumluyken CXCR3B'nin biiylimeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (30-32). Tumor olusumunda, PBMC'nin prolifera-
syonu ve migrasyonu engellendiginde bu hiicrelerin istenmey-
en 6limi meydana gelmistir. Bu senaryo, timor hiicrelerinde
metastaz icin proliferasyon ve migrasyonun bu hiicrelerin fi-
zyolojik 6ltim sinyallerinden kacisi ile desteklendigi gortistini
tersine ¢evrilmistir. Bu ortami timor biytmesi lehine korumak
icin, CXCR3A ve CXCR3B'nin ifadesi PBMC ve timor hiicrel-
erinde farkl sekillerde diizenlenmektedir (33).

CXCR3A ekspresyonunun hastalarda artmasi ve CXCR3B ek-
spresyonunun degismemesi MPN'de kemokin aracili gé¢ sin-
yalinin hatali olmasina, MPN-PBMC'nin asiri derecede artmis
kemotaksisine neden olabilir. CXCR3A varyantinin, timor
bolgesine sitotoksik T hiicresi/Dogal éldurtict hiicreler (NK)/
Dogal oldiriict T hiicrelerinin daha fazla migrasyonunu sagla-
mak icin kemokinleri ile daha fazla etkileserek uyarilmak tizere
gen ifade artisi gosterdigi kanitlanmistir (34).

CXCR3 gen ifade profilindeki degisiklikler, kanser gelisiminin
baslangi¢ asamalar veya metastatik hastaliga ilerlemesi ile
iliskili olabilir. CXCR3A, prostat, yumurtalik, meme ve bdbrek
kanserinde tiimor ilerlemesiyle iliskilendirilmistir (35-37). Ayri-
ca, CXCL9, CXCL10 ve CXCL17'in, segici olarak CXCR3A'y1 ek-
sprese eden insan mast hiicre hatti tizerinde proliferasyonu
uyardigi gosterilmistir (38, 39).

MPNde inflamasyon siklikla goriilen bir komplikasyondur.
Kemokinlerin ve reseptorlerinin timor mikrogevresindeki habis
transformasyondaki roll hala tartismalidir. Kronik inflamasyon,
proliferasyona ugrayan hiicrelerde, neoplastik transformasyo-
na yol acan DNA hasarina neden olur (40-42). inflamasyon,
kanserde CXCR3'lin artmis ekspresyonuna; promotdr deme-
tilasyonunu veya intron CpG bolgelerinin demetilasyonunu
uyararak neden olabilir (43-45). Bu kalici inflamasyonun ve
CXCL10un surekli salgilanmasinin, yapisal CXCR3A-kemokin
(CXCL10) sinyallemesi yoluyla malign neoplastik transfor-
masyonu destekleyen epitel hiicrelerde CXCR3A ifadesini art-
tirabilecedi gosterilmistir (46). Bu nedenle calismamizda CX-
CL9'dan sonra CXCL10'un da MPN'deki durumunu arastirmak
yeni kapilar acabilir.

MPN'de dikkat ¢eken 6nemli semptomlardan bir digeri ken-
dini ciltte gosterir. Ozellikle sicak bir dusun ardindan olmak
Uzere hastalarda rahatsiz edici diizeyde bir kasinti semptomu
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gorilmektedir. IL-29'un CXCR3A tasiyan immun hiicrelerin sedef
hastalikli deriye gitmesine katkida bulundugu kanitlanmistir. IL-
29, insan cildindeki hedef hiicreler olan keratinositlerde ve mel-
anositlerde CXCR3Anin ligandlart CXCL9, CXCL10 ve CXCL11'in
ekspresyonunu uyarmaktadir. CXCL9 uyarimi oldukga zayifken,
CXCL10 indUksiyonu biraz daha kuvvetlidir, IL-29 ile muamele
edilmis keratinositlerde CXCL11'in ekspresyon artigi en kuvvetli
sekilde gézlenmistir. Fare derisine enjekte edildiginde, IL-29'un
murin karsihgi, T-hiicrelerinin lokal infiltrasyonuna, T-hiicresinin
sitokin ekspresyonuna ve indiiklenen iltihaplanma sonucunda
deri kalinlasmasina neden olmustur. Sedef hastalikh ciltte CX-
CR3A ligand ekspresyonu, CXCL11 kan plazma duzeylerinde
anlamli artis ile ve artmig CXCL10 seviyeleri ile iliskiliyken, I1L.-29
ile en dusiik uyarimh ligandin (CXCL9) kan konsantrasyonlari
degistirilmemistir. Bu nedenle CXCL11'in kandaki seviyesi, IL-29
ve IFN-y'nin lokal aktivitesi icin bir biyobelirteg olabilir (47). CX-
CL9’un calismamizda da degismedigi sonucuyla paralel olmasiy-
la beraber, bu bilgiler birlikte distnuldiginde, ¢alismamizda
CXCR3A ekspresyonunun hastalarda saglikli bireylere gore
artmis olmasi ve CXCL9 ekspresyonunun dedismemis olmasi
CXCL11 ve CXCL10 ligandlarinin iliskili olabilecegine ve arastiril-
malari gerektigine isaret etmektedir.

MPN'de diger bir semptom hepatomegalidir. Hepatomegali
ile hepatik fibroz arasindaki iliski dnceki calismalarda kanit-
lanmistir (48). CXCR3; fibroblastlar, epitel ve endotel hiicrel-
er, duz kas hicreleri, aktive olmus T lenfositleri ve dendritik
hicreler Gizerinde ifade edilir. Bu hiicreler ya CXCR3A'y1 ya
varyanti olan CXCR3B'yi ya da her ikisinin dengeli bir kom-
binasyonunu ifade eder (49). CXCL4-CXCR3 yolaginin uyaril-
masl, karaciger fibrogenezine katkida bulunan kemokinler-
in de kaynagi olan karaciger hucrelerinin proliferasyonunu
ve aktivasyonunu artirir (50). CXCL4 shRNA'sinin, karaciger
hiicrelerinde fibroz ile iliskili proteinlerin (CXCR3, EGFR, JAK2,
STAT3 ve Collagen IV) ekspresyonunu anlamh dl¢tide azalttigi
bulunmustur (51). Bu durum, hastalarda CXCR3A ekspresyon
artisinin MPN hastalarinda hepatomegaliye katki sagliyor ola-
bilecegini gdstermektedir.

Hlcre ylizey reseptor ekspresyonu sonuglarimiz CXCR3A ve CX-
CR3B mRNA seviyesindeki ekspresyon sonucumuzun tam tersi
ctkmistir. Yani CXCR3A mRNA seviyesini hastalarda artmis du-
rumuda tespit edilmis ancak CXCR3 hiicre ylizey reseptdriniin
hastalarda azalmis durumda oldugu sonucu elde edilmistir.
MRNA sonug olarak proteine cevrildigi icin, genellikle mRNA ve
protein seviyeleri arasinda bir tiir korelasyon oldugu varsayilir.
Ancak, genellikle mRNA diizeyi ve protein seviyesi arasinda
tespit edilen zayif korelasyonlarin nedenleri vardir ve bunlar
karsilikli olarak uyumlu olmayabilir. ilk olarak, heniiz yeter-
ince tanimlanamamis olan ve mRNA'yl proteine cevirmeyle
iliskili cok sayida, karmasik ve cesitli post-transkripsiyonel me-
kanizmalar vardir. Ayrica proteinler in vivo yari dmirlerinde
blyuk olctde farkhhk gosterebilirler. Son olarak hem protein
hem de mRNA deneylerinde teknik olarak net bir sonug elde
etme yeteneg@imizi sinirlandiran 6nemli miktarda hatalar ve
arka plan parazitleri mevcutttur (52, 53).
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Calismamizda, CXCR3 mRNA ve protein dlizeylerinde ifade se-
viyelerinin ters ¢cikmasinin daha olasi bir sebebi reseptor inter-
nalizasyonudur. GPCR'nin internalizasyonu ve geri dontisim
mekanizmalari hakkinda elde edilen bilgiler son zamanlarda
artmistir. internalizasyon bir kez gerceklestiginde, bir GPCR icin
iki durumdan biri miimkiindir; ligandin ayrilmasi ve fonksiy-
onel reseptdriin plazma membranina geri donisi veya bozu-
nmasi gerceklesebilir. Bir transfeksiyon sistemiyle CXCR3'lin
CXCL11 ile indiklenmis internalizasyonunun meydana geldigi
bulunmustur (54). PBMC'ler ile yapilan bir calismada CXCL11'in
taze izole edilmis hicreler Uzerindeki etkinliginin CXCL9 ve
CXCL10'a gore daha yilksek oldugu belirgin bir sekilde tespit
edilmistir. Yani, CXCL11 CXCR3'Un internalizasyonunu énem-
li bir sekilde uyarmistir (55). Bu durum, calisma sonuglarimi-
za gore, CXCL11 ekspresyonunun MPN'de artmis olabilecedi
siphesini dogurmaktadir.

CXCR3B ifadesinin azalmasi timor iliskili-anjiyogenezde azal-
mayla ve timaore bagimli immdnite ile iliskilidir. CXCR3B, an-
ti-migrasyon ve anti-anjiyogenez durumlarini sagladidi icin her
iki izoformu degil de CXCR3A'nin biyobelirteg olarak hedeflen-
mesinin tercih edilebilecegdi ifade edilmistir (56).

Bu calisma MPN hastaliginda CXCR3A/CXCR3B dengesi-
nin bozulmus oldugunu gosteren ilk cahismadir. Calisma, bu
reseptorlere 6zgiin olarak baglanan kemokinlerden CXCL10 ve
CXCL11'in de MPN progresyonunda etkili olabilecegine isaret
etmektedir.

Sonug olarak, MPN'de de CXCR3A/CXCR3B dengesi, inflamas-
yon ve kanser progresyonu ile iliskili olabilir. MPN'de artmigs
CXCR3A ekspresyonunun ve CXCR3B ekspresyon durumunun
altinda yatan mekanizma ile kanser gelisimi ve progresyonun-
daki rollerini anlamak icin ilave calismalar gerekmektedir.
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X.AZiZ SANCAR DETAE GUNLERI
Immiin Sistem Yetersizlikleri ve Asilar
29-30 Kasim 2018

Sozli Bildiriler

SB-01: Erken Evre Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanserli Olgularda Video Yardimli Mediastinoskopik
Lenfadenektomi Uygulamasinin Sitotoksik T Lenfositlerinde Sitokin Salinimi ve Immiin Kontrol
Noktasi Reseptor Ekspresyonlarina Etkisi

Ayse Engin’, Akif Turna? Fehim Esen’?, Melek Agko¢?, Gilinnur Deniz', Esin Aktas Cetin'
listanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, immiinoloji Anabilim Daly, istanbul, Tiirkiye
?istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, G6giis Cerrahisi Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

3[stanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi, G5z Hastaliklari Anabilim Daly, istanbul, Tiirkiye

“Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, istanbul, Tiirkiye

Amag: Akciger kanseri kansere bagli 6limler arasinda ilk sirada yer almaktadir. Mediastinal lenf nodlarinin (LN) tamamen cikaril-
digi video yardimli mediastinoskopik lenfadenektomi (VAMLA) yonteminin standart mediastinoskopiye gore sagkalimi arttirdigi
gOsterilmistir. Bu calismada VAMLA uygulanan kiiciik hiicre disi akciger kanseri (KHDAK) hastalarinda CD8* sitotoksik T (Tc) lenfo-
sitlerinin mediastinal LN ve periferik kan sitokin salinimlari, sitotoksik fonksiyonlari ve immiin kontrol noktasi reseptor ekspresyon-
larindaki degisimler incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamiza VAMLA uygulanan T1-4N0-2M0 KHDAK hastalari (n=17, yas: 64 7 yil) dahil edildi. VAMLA 6ncesi
periferik kan ve LN, lenfadenektomi sonrasi 2. haftada (n=12) periferik kan Tc lenfositlerinde PD1, CTLA-4 ve CD28 ekspresyonlari,
hiicre ici TNF-a & IFN-y salinimlari ve sitotoksik aktiviteleri akan hticre 6lcer ile analiz edildi.

Bulgular: CD8* T hiicre alt gruplari incelendiginde LN CD8*CD28" hiicre oraninin kana kiyasla arttigi (p=0.021), CD8+*CD28*
hiicre oraninin ise azaldigi (p=0.014) izlenmistir. VAMLA yapilmasi Tc hiicre CD28 ekspresyonlarini etkilememistir. inhibitér
kontrol noktasi reseptorlerinden CTLA-4 ve PD-1'lin LN Tc'lerde kandan daha yliksek oranda eksprese edildigi saptanmistir
(p<0.001). VAMLA sonrasi kanda CD8*PD-1* (p=0.01) ve CD8*CTLA-4* (p=0.006) ylzdeleri azalmistir. Sitotoksisite analizle-
rinde LN Tc granzim ekspresyonlarinda kana gére azalma (p=0.003) saptanirken VAMLA sonrasi kanda farklilik bulunmamis-
tir. Sitokin sekresyonu acisindan LN Tc lenfositlerinin TNF-a ekspresyonlarinin periferik kana gére anlamli olarak distigu
(p=0.003), IFN-y salinimlari ise kan ile benzer diizeylerde oldugu bulunmustur. VAMLA sonrasi Tc sitokin salinimlarinda an-
lamli farklilik saptanmamistir.

Tartisma: TUmoru drene eden LN CD8* Tc hiicrelerinin efektor fonksiyonlarinda azalma, baskilayici fenotiplerinde ise artis saptan-
mistir. VAMLA sonrasinda imm{n kontrol noktasi reseptorlerinden PD-1 ve CTLA-4'teki azalmaya paralel olarak Tc hiicre fonksiyon
kaybinin diizelebilecedi ve VAMLA uygulamasinin Tc hiicreler tizerindeki bu etkisinin sag kalimda rol oynayabilecegdi diistinilmek-
tedir.

SB-02: Dermatomiyozit Hastalarinin Kas Dokularinda Yiikselmis IL-4 ve IFN-y Diizeyleri

Murat Giris', Erdem Tiiziin'
'istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiitiisi, Sinirbilim Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

Amag: Dermatomiyozit (DM), ¢izgili kaslarin inflamasyonu, kas ve deri iltihabi ve artmis kreatin kinaz seviyeleri ile karakterize oto-
immin bir hastaliktir.Kas patolojisinde, inflamatuar hiicreler [cogunlukla B and CD4+ T-helper (Th) hticreleri], vaskdlit ve perifasi-
kiler atrofi gortilmektedir. DM'ye bagh vaskiilit; membran atagi, kompleks birikimler, endoteliyal nekroz ve kapiller kayip ile karak-
terizedir. Cesitli calismalarda DM'li hastalarin kas biyopsi 6rneklerinde bulunan ve interferon (IFN)-y, interldkin (IL)-4 ve IL-17 Ureten
infiltre olan lenfositlerin; hastalikta cesitli T-helper(Th) tiplerinin rol oynadigini géstermektedir. Miyositler ve endotelyal hiicrelerin,
ozellikle inflamatuar kosullar altinda sitokinler Urettigi ve inflamatuar sitokinlere maruz kaldiginda hiicre 6limdine gittigi bilinmek-
tedir. Ancak, DM'de kas dokusunda sitokin Gretimi ¢cok az incelenmistir.

DM olusumunda kas dokusunun rolliniin arastirilmasi icin kas biyopsi érneklerinde, Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4) ve Th17 (IL-17) tipi imm(-
niteye ait sitokin ve kas zayifligi arasindaki potansiyel korelasyon arastirildi.
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Gereg ve Yontem: DM’li 10 hastanin deltoid kas biyopsi drneklerinden ve patolojik miyopati belirtileri olmayan sekiz
saghkh kontrolden kas homojenatlari hazirlandi. interlékin (IL) -4, interferon (IFN) -y ve IL-17 diizeyleri enzim baglantil
immiinosorbent assay (ELISA) ve Western Blot(WB) analizi ile degerlendirildi. Tum hasta ve kontrol grubu kas giict dere-
celeri kaydedildi.

Bulgular: DM'li kas homojenatlariyla yapilan WB ve ELISA sonuclarina gore, IL-4 ve IFN-y seviyeleri kontrollere gore anlamli artis
gosterirken, IL-17 seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi. DM kas &rneklerinde IL-4(p=0.003)ve IFN-y(p=0.014) seviyeleri
kas zaafiyeti ile pozitif korelasyon gdsterirken; IL-17(p=0.527) ve diger iki sitokin arasinda korelasyon g6zlenmemistir. IL-4 ve IFN-y
seviyeleri,deltoid kas glicii zaafiyeti ile anlamli derecede negatif korelasyon gosterildi.

Sonug: Calismamizda, DM patogenezinde Th1 tipi ve Th2 tipi immunitenin rol oynayabilecegi gosterilmistir. Kas dokusunun infla-
matuar sitokinler lireterek DM'deki kas gli¢suzliigline katkida bulunabilecedi dustinlilmek ile birlikte, IL-4 ve IFN-y>nin kas hiicresi
sag kalimina ve fonksiyonunda dogrudan etkisi lizerinde daha ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dermatomiyozit, ELISA, interlokin-17, interferon-gamma, interlokin-4

SB-03: Eriskin Primer immiin Yetersizlikli Hastalarda Genetik Tani

Hiilya Yilmaz', Sinem Firtina?, Ozden Hatirnaz Ng*, Yuk Yin Ng®, Deniz Ozmen?, Dilek Keskin?, Tugrul Elverdi?,
Ayse Salihoglu?, Ahmet Emre Eskazan? Seniz Ongéren?, Teoman Soysal? Zafer Baslar?, Miige Sayitoglu3, Muhlis
Cem Ar?

listanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dall, istanbul, Tiirkiye

?istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali, istanbul, Tiirkiye

3istanbul Universitesi, Aziz Sancar DETAE, Genetik Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

*Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

sistanbul Bilgi Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik B&liimii, Istanbul, Tiirkiye

Amag: Eriskin yasta klinik dnemi olan ve en sik gériilen primer immiin yetersizlik, yaygin degisken immiin yetersizliktir (YDIY).
Yeni nesil dizileme sistemleri ile ayni anda hastalik ile iliskili birden cok gen taranarak hastalara kisa stirede tani konulabilmek-
tedir. Calismamizda 16 eriskin PAY’li olgu, Uluslarasi immiinoloji Dernekleri Birligi (iUiS) tarafindan belirlenmis, bu fenotipe
neden olabilecek 22 gen ile olusturulan bir yeni nesil dizileme (YND) paneli ile dizilenmis ve olgularda genotip-fenotip iliskisi
arastinlmistir.

Gereg ve Yontem: istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Hematoloji polikliniginde takip edilen 16 PAY tanili
hasta, olusturulan panel (BTK, IGHM, IGLL1, CD79ALFA, CD79BETA, BLNK, PIK3R1, TCF3, ICOS, CD19, CD81, CD20(MS4A1), CD21(CR2),
TACI, LRBA, TNFRSF13C, TWEAK, NFKB2, CD40LG, CD40, AICDA, UNG) ile dizilenmis ve aday varyantlar klasik dizileme yontemi ile
valide edilmistir.

Bulgular: Calismaya YDIY (n=14) ve HIGM sendromlu (n=2) 16 hasta dahil edilmistir. Hastalarin ortanca tani yasi 30.5 yil (9-60),
kadin-erkek orani 7’ye 9 idi. ilk olguda (PAY1) aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AICDA) geninde c.278_288delATGTG-
GCCGAC delesyonu saptanmistir. ikinci olguda (PAY2), urasil N-glikozilaz (UNG) geninde c.924_925insGG insersiyon varyanti
saptanmistir.

Tartisma: Otozomal resesif (OR) HIGM sendromlarinin sikhidi ve klinigi net olarak bilinmemektedir. PAY1, HIGM-2 olup literatiirde
beklenilenin aksine otoimmiinite veya lenfoid hiperplazi gelistirmemistir. PAY2 ise HIGM-5 olup, tip 1 diyabet tanisi almistir, ancak
lenfoid hiperplazi tespit edilmemistir.

Sonug: Eriskin yasta PAY tanisinda gecikme morbidite ve mortalitede artisa sebep olmaktadir. YND sistemleri ile olusturulan panel-
ler ile hastalara daha kisa stirede, diisiik maliyetle ve kesin tani konulabilmekte. Calismamiz ilave yeni olgularin panel taramalari ve
panelde negatif ¢cikan olgularda ekzom dizilemesi ile devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: YDIY, yeni nesil dizileme, primer immiin yetersizlik, HIGM

SB-04: Primer immiin Yetmezlik Hastalarinda TREC/KREC analizi ile T ve B Gelisimi Kontrolii

Gizem Sentiirk’, Yuk Yin NG, Ayca Kiykim3, Ahmet Ozen?, Sinem Firtina’, Hiilya Yilmaz’, Elif Aydiner?, Safa Baris*,
Cem Ar3, Yildiz Camcioglu’, Sinem Sisko', Tugce Sudutan’, Ozden Hatirnaz NG¢, Miige Sayitoglu’



'istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti, Genetik Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

?istanbul Bilgi Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik, istanbul, Tiirkiye

3istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Alerji ve immiinoloji B&Iimd, istanbul, Tiirkiye
“Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Alerji ve immiinoloji Bélimd, istanbul,
Turkiye

Sistanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, ic Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

éAcibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

Amag: Primer immiin yetmezlik (PiY) bagisiklik sisteminin islevini bozan nadir genetik bir hastalik grubudur. Ulkemizde
akraba evlilikleri oraninin yiiksek olmasi nedeni ile T ve B hiicre gelisiminin PiY tanisi acisindan incelenmesi énem teskil
etmektedir. T ve B hiicre gelisimi somatik rekombinasyonlari esnasinda olusan ‘TREC’ (T cell reseptdr excision circle) ve
‘KREC’ (kappa-deleting excision circle) T ve B hiicrelerinin halkasal, hiicrelerde kalici DNA parcalaridir. Bu yiizden PiY icin
T ve B hiicre gelisimini anlamada biyobelirte¢ olarak kullanabilirler. Bu calismanin amaci; PiY én tanisi almis pediatrik ve
yetiskin hastalarda TREC/KREC kopyalarini tespit ederek T ve B hiicre gelisimini kontrol etmek, mutasyon saptanan hasta-
larda molekiiler genetik varyasyonlarin T ve B hiicre gelisimi {izerindeki etkilerini ortaya koymak, PiY taramalari icin bir
yontem oturtmaktir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada, hastalardan alinan periferik kandan DNA izolasyonu yapilmistir. Plazmid Gretimi icin icine
referans gen TRAC ile birlikte hedef genler TREC/KREC genleri klonlanmis vektor DH5-alfa konadi icerisine transfer edilmis ve
seri dilisyonlar (10'-10°) ile standartlar olusturulmustur. Gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) ile has-
talarda TREC/KREC kopya sayisi analizi yapilmistir. Kontrol grubu olarak immdin yetersizlik ve hematolojik hastaliklar disindaki
sebeplerle biyokimya birimine basvuran 29 yetiskin ve 16 pediatrik hasta saglikli referans degerin belirlenmesiicin kullanilmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Hasta-kontrol grubu yas ve cinsiyet dagilimi

Hasta Grubu Yas ortanca (min.-maksa.) Cinsiyet Dagilimi
Pediatrik 11(1-18) E:32/K:25
Yetigkin 33 (19-63) E:14/K:15
Hasta Grubu

Pediatrik 9(1-18) E:9/K:7
Yetigkin 34 (19-51) E:19/K:10

Bulgular: Yetiskin PiY hastalarinin kontrol grubuna gére TREC kopya sayisi bakimindan anlamli derecede daha az seviyelerde ol-
dugu gorilmdstir (t-test p<0.0001). Buna karsin KREC kopya sayisinda anlamli olmamakla beraber kontrol grubuna gore daha
az seviyelerde oldugu gériilmiistir (t test p=0.7461). Pediatrik PiY hastalarinda TREC/KREC kopya sayilarinin ise anlamli derecede
dusiik kopya sayisina sahip oldugu gozlenmistir (t test p<0.0001) (Tablo 2a-b).

Tablo 2. Yetiskin (a) ve pediatrik (b) hastalar ve kontrollerinde TRAC/TREC/KREC kopya sayisi

TRAC Kopya Sayisi Ortanca  TREC Kopya Sayisi Ortanca KREC Kopya Sayisi Ortanca

a) YETISKIN HASTA 72500 1020 1830
KONTROL 151000 3850 3800
b) PEDIATRIK HASTA 58300 2110 5620
KONTROL 18900 17400 37200

Yas gruplarina ayrildiginda hastalarin TREC kopya sayisinin anlamli derecede zamanla azaldigi, KREC kopya sayisinin anlamli
olmamakla beraber yasa bagh degismedigi belirlenmistir (Sekil 1). Buna karsin hastalarda cinsiyete bagl degisim gézlenme-
mistir.
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Sekil 1. Yetiskin (a ve b) ve pediatrik (c ve d) hasta ve yas uyumlu kontrollerde TREC/KREC kopya sayisi

Sonug: immiin yetmezlik ve mutasyonlu bireylerde T ve B hiicrelerinin fonksiyonel olamamasi veya olgunlasamamasindan dolayi
TREC/KREC kopya sayilarinin kontrollere gore daha az kopya sayisi icerdigi tespit edilmistir. Yasa bagli degisimlerde timik aktivitenin
zamanla azalmasi TREC kopya sayisinin zamanla azalmasina sebep olmustur. Mutasyona sahip olan hastalarin mutasyonlarinin et-
kileriyle uyumlu olarak T ve B hiicrelerini etkiledigi gosterilmistir. Mutasyon saptanan hastalarda molekuler genetik varyasyonlarin
T ve B hiicre gelisimi Gzerindeki etkileri bdylece ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Primer immuin yetersizlikler, TREC, KREC, T hiicre gelisimi, B hiicre gelisimi

SB-05: ilging Bir Olgu: CD4 Eksikligi ve Siloptizi Birlikteligi

Can Tuzer', Nail Paksoy', Metin Yusuf GelmeZ?, Pelin Karadag', Miige Olgac®, Safa Baris*, Erdogan Cetinkaya®, Zii-
leyha Bingél°, Semra Demir’, Suzan Cinar?, Bahaddin Colakoglu', Suna Buyukozturk', Asli Gelincik’

listanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, immiinoloji ve Allerji Bilim Dall, istanbul, Tiirkiye
?istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirmasi Enstitiisti, immunoloji Anabilim Dall, istanbul, Tiirkiye

35BU Sisli Etfal Egitim Ve Arastirma Hastanesi, immiinoloji Ve Allerji Hastaliklari Poliklinigi, istanbul, Tirkiye

“Marmara Universitesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk Alerji-immiinoloji Bilim Dali, istanbul, Tiirkiye



5SBU Yedikule Gégiis Hastaliklar ve Gégiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Goglis Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye
¢istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Goguis Hastaliklari Anabilim Dal, istanbul, Tiirkiye
’Saglik Bilimleri Universitesi, istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi, immunoloji ve Allerji Hastaliklari Poliklinigi, istanbul, Tiirkiye

Amagc: idiopatik CD4 eksikligi, herhangi bir enfeksiydz etken veya sekonder sebeplerin bulunamadigi heterojenik bir sendromdur.
Tekrarlayan akciger komplikasyonlariyla seyreden CD4 eksikligi olgusunu sunuyoruz.

Olgu Sunumu: Kokain kullanim &ykiisii olan 19 yasinda kadin hasta oksiiriik, beyaz kivaml balgam sikayeti nedeniyle Yediku-
le G6gus hastaliklar Hastanesi’ ne yatirilmis, enfeksiy6z etkenler agisindan arastirilmis, immun yetmezlik siiphesiyle tarafimiza
yonlendirilmisti. Akciger tomografisinde sag alt lobda buzlu cam goriintileri, sagda santral bronsektazileri, subplevral noduler
konsolidasyonlari ve peribronsial kalinlasmalari mevcuttu. Nitroblue tetrazolium, CH50, immunoglobulin dizeyleri, otoimmun
belirtecler, galaktomannan, HIV RNA ve anti-hiv normal bulundu. CD4 diizeyi, %21 ve 210/uL bulundu. Hasta iki ay sonra bronkos-
kopi esnasinda ARDS gelismesi tizerine Yogun bakimda mekanik ventilasyona alindi. 1000 mg metilprednisolon baslandi ve 1gr/
kg basina ile devam edildi. Trakeal aspiratta karbapenem rezistant acinetobakter Gremesi tizerine Kolistin ve trimetropim-slfo-
metaksazol verildi. Kanda CMV yiiksek kopya olmasi lizerine gansiklovir baslandi. Bronkoalveoler lavajda lenfosit agirlikli sitoloji
raporlanmasiyla lenfositik alveolitis distinlldu. Lenfosit alt dlizeyi tekrarlandi ve CD4 diizeyi %9,83, 90/uL oldugu gorildi. CD4+
diizeyinin derinlesmesi ve direngli akciger enfeksiyonlari nedeniyle IVIG tedavisi baslandi. Oral steroid, profilaktik antibiyotik, anti-
fungalle taburcu edildi. Solunum sikayetlerinin artmasiyla Yedikule Gogiis Hastaliklari Servisi'ne basvurdu. Bronkoskopide yiksek
trigliserid dlizeyi nedeniyle siloptizis tanisi distnulerek ductus torasikus tamiri icin opere oldu. Patolojisinde kronik nekrotizan
granllomatoz inflamasyon ve mycobacterium absesus bulundu. Hasta yogun bakim takibi sirasinda exitus oldu.

Sonug: Fatal sonlanan bu olguda CD4 eksikliginin idyopatik bir immun yetersizlik mi, yoksa geg tani alan siloptiziye sekonder mi
oldugu sorusu yanitlamamistir. Durumun aydinlatilmasi icin genetik inceleme planlanmistir.

Anahtar Kelimeler: CD4 Eksikligi, siloptizi, lenfositik alveolit

SB-06: Paratiroit Hiicrelerinin Mikroenkapsiilasyonu ve Nakli Yontemi

Beyza Goncii', Emrah Yiicesan? Harun Basoglu3, Erhan Aysan*

'Bezmialem Vakif Universitesi, Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi, Paratiroit Nakil Laboratuvari, istanbul, Tiirkiye
Bezmialem Vakif Universitesi, Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji Enstitiisi, istanbul, Tiirkiye

3Bezmialem Vakif Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyofizik Aanabilim Dal, istanbul, Tiirkiye

“Bezmialem Vakif Universitesi, Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

Amag: Kalici Hipoparatiroidinin tek kiratif tedavisi paratiroit naklidir. Nakil basarisinda immiin sistemin etkilerini azaltmak amaciy-
la bircok yontem denenmektedir; immuinstpresyon rejimi, uzun sireli hiicre klttrd, farkh polimerik materyaller ile kapsilasyon/
mikroenkapsulasyon gibi. Kahverengi algden elde edilen ultrasaf aljinat biyouyumlulugu en yiiksek biyopolimerdir. Paratiroit hlic-
relerinin ultrasaf aljinat ile mikroenkapsiile edilmesiyle nakil reddinin 6niine gecilmeye calisiimaktadir. Bu calisma da paratiroit
hiicrelerinin mikroenkapsile edilme teknigi, nakil sirecinde izlenen metod ve takip sonuclari verilmektedir.

Gere¢ ve Yontem: Enzimatik ydntemle paratiroit hiicre izolasyonu tamamlandi. Hiicreler {i¢ glin kiiltlre edildi. Kultiir tamamlan-
masini takiben ultrasaf aljinat kullanilarak, paratiroit hiicreleri kapsile edildi. Kapsuilasyon asamasinda; hiicre siispansiyonu mik-
tan ve ultrasaf aljinat orani %38 olarak ayarland. Kapsiil formasyonu i¢in 300mOsm CaCl, kullanildi. Yaklasik 600 mikroenkapsiil
(200x10° hiicre iceren) 10mL serum fizyolojik icerisinde omentum dokusu lizerine nakil islemi yapildi. Alici nakil sonrasinda 7 ay
boyunca serum kalsiyum ve parathormon acisindan takip edildi.

Bulgular: Alicinin nakilden on giin sonra, kalici hipoparatiroidiye bagl semptomlari azaldi. 25 glin sonrasinda kalici hipoparatiroi-
diye bagliila¢ kullanimina devam etmedi. Yedi aylik takip stirecinde serum parathormon miktari artis gdsterdi ve kalsiyum seviyesi
normal aralikta seyretti.

Sonug: Kalici hipoparatiroidinin tedavisinde nakil siireclerine ait degisken basari oranlari, rejeksiyonun gelismesini takiben yeni-
den kalici hipoparatiroidiye bagl semptomlarin ortaya ¢ikisi bu alanda yeni tekniklere ihtiya¢ olusturmaktadir. Biyouyumlu poli-
merlerin bu alanda kullanilmasi ve tekniklerin gelistirilmesi ile immn rejeksiyonun dniine gecilmesinde timit vaad etmektedir. Bu
calisma ultrasaf aljinat ile olusturulan mikroenkapsiile paratiroit hiicre nakli agisindan literattirdeki ilk vakadir.

Anahtar Kelimeler: Kalici hipoparatiroidi, paratiroit nakli, mikroenkapsulasyon, ultrasaf aljinat

SB-07: Kadavra Vericiden Alinan Taze Dokunun immiinsupresyonsuz Paratiroit Allotransplanta-
syonu: 3 Yillik Takibi




Ebru Kanimdan’, Beyza Goncii2, Burcu Ozdemir?, Emrah Yiicesan?, Erhan Aysan*
listanbul Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bslim(i, Istanbul, Tiirkiye

Bezmialem Vakif Universitesi, Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi, istanbul, Tiirkiye
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Amag: Kalicr hipoparatiroidinin tedavisinde ¢esitli paratiroit allotransplantasyon teknikleri gelistirilmistir. Bu calisma, imminsup-
resyon kullanilmadan, kadavra vericisinin taze dokusu kullanilarak yapilan paratiroit allotransplantasyonunu gerceklestiren ilk ya-
yindir.

Gerec ve Yontem: 13 yasindaki erkek verici kadavradan taze paratiroit dokusu alindi ve semptomatik kalici hipoparatiroidisi olan
41 yasindaki kadin alictya, herhangi bir laboratuvar islemi veya immdiinstipresyon uygulanmadan, intramskuler enjeksiyon yoluyla
deltoid kasa nakledildi. Alici ve verici arasinda, insan l6kosit antijeni uyumu sifirdi.

Bulgular: islem sonrasi ilk giin, hastanin parathormon seviyesi 15 pg/mL idi ve hipokalsemi icin kullanilan ilac adim adim kesildi.
24 ay sonra, hastanin parathormon seviyesi 42 pg/mL idi ve hastanin ilag kullanmaya ihtiyaci kalmadi.

Sonug: Kadavradan alinan taze dokunun, immiinslipresyonsuz paratiroit allotransplantasyonu, kolay uygulanan ve insan I6kosit
antijeni uyumu gerektirmeyen hizli etkili, ucuz bir tekniktir. Bu teknigin yaygin uygulama potansiyelini degerlendirmek icin daha
cok klinik serilere ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Paratiroit allotransplanntasyonu, insan [6kosit uyumu, verici kadavra

SB-08: Leprali Hastalarda DXA ve D Vitamini Ol¢iimleri ile Osteoporoz Degerlendirilmesi

Mualla Bicer Gencbay
Saglik Bilimleri Universitesi Bakirkoy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Klinigi, istanbul,
Turkiye

Amag: Lepra, Mycobacterium leprae tarafindan enfekte edilen, deri ve sinirleri tutan, gesitli organlarda hasar yapan kronik, latent
ve niiksedebilen bir hastaliktir. Bu calismanin amaci, leprali hastalarin osteoporozla iliskisini arastirmaktir.

Gereg ve Yéntem: Bu calismada Istanbul Bakirkdy Lepra Deri ve Ziihrevi Hastaliklari Hastanesi’nde yatarak tedavi géren 87 lepra
hastali ile benzer demografik 6zellikleri olan 85 saglikli kontroliin osteoporoz agisindan kemik yogunluklari Dual-Enerji X-Ray Ab-
sorbsiyometri (DXA) ile degerlendirildi. Ayrica 26 leprali hastanin 250H Vitamin D, kalsiyum ve fosfor diizeyleri ven6z kan 6rnek-
lerinden cobas c501 (Roche-Almanya) analizériinde dlcildi. istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007&PASS (Giic analizi ve Ornek biiyiikliigi) 2008 Statistical Software (Utah, Amerika) programi kullanildi. Sonuclar %95'lik gliven
araliginda ve p<0.05 istatistiksel anlamlilik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Leprali hastalarin yas ortalamasi 64.930+14.51, kontrol grubunun yas ortalamasi 60.884+8.71 olarak bulundu. DXA 6l-
c¢limlerindeki T skorlarina gére hem lumbar hem de femoral bolgedeki osteoporotik degisiklikler, leprali hasta grubunda lepra
olmayan hastalara gore daha fazla olmustur (sirastyla lumbar bolge; lepra 38 hasta 24 kontrol, femoral bolge; 25 hasta 12 kontrol).
Leprali hastalarin osteopeni yasi 27 iken, kontrol grubunda 42 olarak bulunmustur. Kalsiyum ve vitamin D diizeyleri lepral hasta-
larda anlamli derecede dusuktur (p<0.01), ancak fosfor diizeyleri iki grup arasinda anlamli farkli degildir (p>0.05).

Sonug: Leprali hastalarda osteoporotik degisiklikler daha fazladir ve daha erken yasta ortaya ¢cikmaktadir. DXA ve D vitamini 6l¢-
mu sonrasi erken tedavi ile leprali hastalarin osteoporoz nedenli saglik problemleri azaltilarak yasam kaliteleri arttinlabilir. Lepra
gibi immuin sistemi etkileyen hastaliklarin erken dénemlerinde osteoporoz acisindan degerlendirilmesi ve dolayisiyla komplikas-
yonlarin dnlenmesinde etkili oldugu kanisina vardik.

Anahtar Kelimeler: Lepra, DXA, osteopeni, osteoporoz
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PB-01: Alkol Bagimliiginin insan Beyin Dokusundaki miR-124,125b,206 ve 339-5p Ekspresyon-
lar1 Uzerine Etkisi
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Amacg: Alkol bagimli erkek bireylerin frontal korteks bolgesindeki miR-124, 125b, 206 ve 339-5p'nin anlatim seviyelerini kontrol
grubu ile karsilastirarak alkol bagimliliginin bu miRNA'larin anlatim seviyelerini etkileyip etkilemedigini veya hangi yonde etkiledi-
gini real-time-PCR teknolojisi ile tespit etmek.

Gereg ve Yontem: Calismamizda alkol kullanim bozuklugu olan ve kontrol grubu olan erkek bireylerin frontal kortekslerinden ma-
nuel izolasyon teknikleri ile total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra miR-124, 125b, 206 ve 339-5p’nin anlatim seviyeleri real-time
PCR cihazinda SYBR-Green isima teknigi ile analiz edildi. Son olarak Ct degerleri “sabiosciences QIAGEN” web portalinda PCR data
analizi istatistiksel hesaplamalari yapildi.

Bulgular: Analiz sonucunda miR-124, 125b ve 399 anlatim seviyeleri alkol kullanim bozuklugu olan bireylerde istatistiksel olarak
anlamli derecede dustik cikti. Ancak miR-206 icin iki grup arasinda anlamli bir fark gérilmemistir.

Sonug: miR-124, 125b ve 399 anlatim seviyelerinin distik ¢ikmasi ilgili olduklari yolaklar da dikkate alindiginda alkol bagimhhgi-
nin miRNA seviyesini degistirerek Alzheimer Hastaligi, glioblastoma ve epilepsi gibi nérodejeneratif hastaliklara yol acabilecegini
dustindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: miR-124, miR-125b, miR-206, miR-339, alkolizm

PB-02: Malign Melanomda ING2 Gen Ekspresyonu Seviyeleri

Royal Khankishiyev', Hani Alsaadoni? Burcu Caykara?, Sadrettin Pence?, Halime Hanim Pence?, Arif Tiirkmen'
listanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye
%istanbul Universitesi, Aziz Sancar DETAE, Molekiiler Tip Anabilim Dali, istanbul, Tiirkiye

3Saglik Bilimleri Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

Amag: Malign melanom melanositlerin malign transformasyonu sonucu gelisen bir neoplazidir. Buylime proteini inhibitor (ING)
gen ailesi timor supressor olarak tanilanmaktadir ve tiim major formlar p53’U aktive etmektedir. Arastirmamizda lenf metastazi
olan hastalarda biiylime proteini 2 inhibitori (ING2) ve malign melanom arasindaki iliskinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamiza primer timor, saglam deri dokusu, metastatik lenf nodu ve metastaz olmayan lenf noduna ait do-
kulardan her grupta 21 adet olmak tizere toplam 84 6rnek dahil edildi. Doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu yapilarak cDNA
ve kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenen gen ekspresyon seviyeleri 242 metoduna goére analiz edildi.
SPSS 21 data analizi icin kullanildi ve normal dagihm gdsterenler icin Paired Samples t testi ve normal dagilim gostermeyenler
icin Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi. Korelasyon analizi icin Spearman korelasyon testi kullanildi ve p <0.05 istatiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular: Normal doku 6rnekleri ile primer timor doku 6rnekleri karsilastirildiginda ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli farklilik
gozlenirken (p=0,033), timor grubunda ING2 gen ekspresyonunun 4,56 kat daha fazla eksprese oldugu belirlendi. Normal lenf
nodu drnekleriile timorli lenf nodu doku 6rnekleri karsilastirildiginda tiimorli lenf doku 6rneklerinde ING2 gen ekspresyonunun
ortalama 5,34 kat fazla eksprese edildigi bulundu (p>0,05). Timor lenf nodu ile normal lenf nodu doku 6rneklerinin ekspresyon
seviyeleri ile Breslow kalinliklarr arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0,05).

Sonug: Calismamizda primer timor ve metastatik lenf nodunda ING2 gen ekspresyon seviyelerinin arttigi belirlenmis olsa da eks-
presyon seviyeleri ile Breslow kalinliklari arasinda bir korelasyonun olmadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: ING2, gen ekspresyonu, malign melanom

PB-03: Mide Kanserli Hastalarda miRNA Seviyelerinin Belirlenmesi
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Amag: Dlinyada en yaygin goriilen kanserlerden biri olan mide kanseri cevresel ve genetik faktorlerin rol oynadigi multifaktoryel
bir hastaliktir. Caismamizda kromozom 14q32 tizerinde bulunan dért miRNA'y1 (miR127-5p, miR-544a, miR-369-3p ve miR-655-3p)
mide kanserinde biyomarker olarak degerlendirmeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calisma kapsaminda 66 mide kanserli ve 66 saglikli bireyden alinan kan érneklerinden total RNA izolasyonu
yapildi. cDNA ve kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenen gen ekspresyon seviyeleri 2-AACt metoduna




gore analiz edildi. Kolmogorov Smirnov ve Mann-Whitney U test data analizi icin kullanildi ve p <0.05 istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular: miR-127-5p (kat degisimi: 588, p<0.001), miR-369-3p (kat degisimi: 1,6, p=0.054) ve miR-655-3p'nin (kat degisimi: 97,
p<0.001) mide kanseri grubunda kontrole gére daha az oranda eksprese edildigi bulundu. miR-544a'nin ise hasta grubunda kont-
role oranla yaklasik 15,5 kat fazla oranda eksprese edildigi bulundu (kat degisimi: 15,47, p<0.001).

Sonug: 14g32 Uzerinde bulunan miR127-5p, miR-544a, ve miR-655-3p'nin mide kanserinde biyomarker olarak degerlendirilebile-
cegini disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: miR127-5p, miR-544a, miR-369-3p, miR-655-3p, gen ekspresyonu, mide kanseri

PB-04: Miyokard Enfarktiisii Gegirmis Erkek Hastalarda Kodlamayan RNA BAT5 ifade Diizeyleri
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Amag: Akut miyokard enfarktiisii (AMI), genellikle koroner ateroskleroz sonucu gorilen ve 6liimle sonuglanabilen bir hastaliktir.
Nikleotit sayisi 200'den daha uzun kodlamayan RNA'lar uzun kodlamayan RNA (IncRNA) olarak tanimlanmaktadir. Son yillardaki
calismalar, IncRNA'larin kardiyovaskiiler hastaliklar gibi gesitli kompleks hastaliklarla iliskili oldugu bildirilmistir. Calismamizda AMI
tanisi alan erkek hastalarda, akut dénemde hastaligin tani ve takibinde kullanilabilecek yeni biyobelirte¢ niteliginde, BAT5 adli
IncRNA'nin ifade diizeyinin belirlenerek degerlendirilmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Arastirmaya 3 ayri merkezden 169 hasta dahil edilmistir. Miyokard enfarktlsi gegirmis (n=106) erkek bireyler
AMI grubunu, anjina pektorisi olup MI gecirmemis erkek bireyler (n=49) non-MI grubunu olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise
kalp kapakgik ameliyati olan ve Gensini ve SYNTAX skoru 8 ve 8'in altinda olan (n=14) erkek bireyler olusturmaktadir. Periferik kan-
daki lokositlerden total RNA izolasyonu yapildi. Secilen aday LncRNA'nin (BAT5) ifade diizeyi kantitatif es-zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) ile belirlendi. istatistiksel analiz yapild.

Bulgular: Gruplar arasinda, BAT5 adli IncRNA'larin ifade duzeyleri karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamlilik belirlendi
(p=0,008). BAT5 kodlamayan RNA transkriptinin ifade diizeyi, Ml gecirmis erkek hastalarda ve Ml gecirmemis erkek hastalarda
kontrol grubuna gore 2.55 kat arttigi belirlendi.

Sonug: Calismamizda aday IncRNA olarak BAT5 transkriptinin ifade diizeyinin erkek MI hastalarinda kontrol grubuna gére arttigi
belirlendi. Literattirde, Ml ve IncRNA ifade diizeyleri ile iliskinin arastirildigi calismalar halen sinirli sayida olup cinsiyete gore deger-
lendirilen bir calisma mevcut degildir. LncRNA'larin, ateroskleroz ile iliskili hastaliklarin ve miyokard enfaktisiintin tani ve takibinde
kullanilabilecek yeni biyobelirte¢ adaylari arasinda degerlendirilebilecegi 6ngoériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyokard enfarktiisti, uzun kodlamayan RNA, BAT5 ifade diizeyi

PB-05: Mutant Hiicrelerde Er Stres Cevabinda Rol Alan BiP ve XBP1 Genlerinin in vitro Analizi

Muhammed Abdulvahid KALKAN', Burcak VURAL', Ayse Evrim BAYRAK'
'istanbul Universitesi, Aziz Sancar DETAE, Genetik Anabilim Dali, istanbul, Turkey

Amacg: ER stresinde UPR sistemi devreye girerek BiP transkripsiyon artisina ve XBP1 mRNA kesimine sebep olur. AMPK 6nemli bir
hiicresel enerji sensériidiir. AMPK'nin altbirimi olan PRKAG2 genindeki E506K, E506Q ve R531G yanlis anlamli mutasyonlar sonucu,
yanlis katlanmis proteine bagli hiicresel ER stresinin olabilecegi dngorilmistir. Bu calismada, PRKAG2 kardiyomiyopatisine sebep
olan PRKAG2 genindeki E506K, E506Q ve R531G mutasyonlarina bagh gelisebilecegi 6ngériilen ER stresinin incelemesi amaclandi.
Bu sebeple, dogal-tip, mutant ve tunikamisin uygulanmis hiicrelerde BiP ve XBP1 genlerinin transkripsiyonel diizeyleri kantitatif
RT-PCR (gPZR) yontemi ile analiz edildi.

Gereg ve Yontem: HEK293 hiicrelerine 2 farkli dozda (0.5 ve1 pg/mL), 12 saatlik Tunikamisin uygulandi. Yonlendirilmis mutagenez
teknigi ile olusturulan dogal-tip ve mutant PRKAG2b transkriptleri, HEK293 hiicrelerine lipofektamin ile transfekte edildi. RNA izo-
lasyonlarinin ardindan cDNA sentezi yapilarak BiP ve XBP1 (unspliced-spliced ve total) transkriptlerinin ifade diizeyleri RT-PCR ile
analiz edildi.



Bulgular: Tunikamisin uygulamasi (0.5 ve 1 ug/mL) ile BiP mRNA ifade diizeyinde yaklasik 25 ve 33 katlik artis saptanmistir (p<0.01).
Buna karsilik mutant hiicreler ile dogal-tip hiicreler arasinda BiP geni anlatiminda anlamli bir degisim saptanamamistir. XBPT mR-
NA'sinin kesilmemis (us-XBP1), kesilmis (s-XBP1) ve her iki formuna 6zgui (t-XBP7) ifade diizeylerinin her birinde Tunikamisin uygula-
masi yapilmis hiicrelerde (0.5 ve 1 pug/mL) yaklasik sirasiyla 6-14 kat arasinda degisen artis saptanirken mutant hiicrelerde anlamli
bir artis saptanmamistir.

Sonug: Sonug olarak, in vitro deney sartlarinda tunikamisin ile hiicre kiltiirinde basarili sekilde ER stresi olusturulabilmistir. Mutant
hiicrelerde ise dogal-tip hiicrelere gore yapilan kiyaslamada belirgin bir ER stresinin olusmadigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: ER stresi, Katlanmamigs Protein Cevabi, AMPK, PRKAG2 Kardiyomiyopatisi, ES06K mutasyonu

PB-06: Uzun Zincirli Yag Asidi Metabolizmasi Yoniinden Bir Ornek Olarak FABP-1 Gen Anlatim
Diizeylerinin Bazi Kolorektal Kanserli Olgularda Histopatolojik Parametrelere Gore Degerlendi-
rilmesi
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Amag: Yag asidi baglayici protein 1 (FABP1), uzun zincirli yagli asitlerin tasinmasindan sorumlu bir hiicre ici proteindir. Lipid meta-
bolizmasi ve hiicresel farklilagsma fonksiyonlarinin yani sira FABP1, peroksizom proliferator aktive reseptorler (PPARs) ile etkilesimi
yoluyla inflamasyonda da rol oynar. Yapilan calismalarda farkli gastrointestinal kanserlerde degisken FABP1 gen anlatimi dlizey-
lerinine ait veriler olasi bir potansiyel biyomarker olarak degerlendirilmektedir. Calismamizda FABP1'in gen anlatim diizeylerinin
kolorektal kanserli vakalarda tespit edilmesi ve olasi diizey farkinin histopatolojik parametreler acisindan degerlendirilmesi amac-
lanmistir.

Gereg ve Yontem: 31 hastanin timor ve kontrol dokusu RNA ekstraksiyonu sonrasinda RT-PCR ile gen anlatim diizeyleri saptanmis-
tir. Histopatolojik degerlendirilmesi yapilabilinen 21 hastanin ise FABP1 gen anlatim diizeyleri arasindaki korelasyon incelenmistir.

Bulgular: Hastalarin %45.1'inde (n=14) FABP-1 gen anlatim dlzeylerinin disuk regilasyon, %44,9'unda (n=17) ise yuksek regu-
lasyon gosterdigi saptanmistir. Kontrol dokusunda timér dokusuna gore FABP1 gen anlatim diizeyinin ¢ok hafif diizeyde daha
yuksek oldugunu (1.2 kat) gdzlemlememize karsin timor dokusuna gore bu degisim istatistiksel olarak anlaml degildir (p=0,74).
ileri tiimér evresinde erken tiimér evresinde gére FABP1 gen anlatim diizeyi 3,4 kat daha yiiksek (p=0,61); Lenf nodu metastazi bul-
gusuna gore metastaz olanlarda olmayanlara gére FABP1 gen anlatim diizeyi 7,3 kat daha yuksek (p=0,14); uzak organ metastazi
bulgusuna gore ise metastaz olanlarda ise metastaz olamayanlara gére 5 kat yiiksek (p=0,66) olarak tespit edilmistir.

Sonug: Histopatolojik olarak ele aldigimiz tiim kot prognoza ile iliskilendirilebilecek ileri tiimoral degisimlerde istatistiksel bir
farkhihk saptamamiza karsin, FABP1 diizeyinin erken evrelere gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Devam eden calismamizda vaka
artisi ve diger lipit metabolizmasi gen gruplarinin incelenmesi sonrasinda FABP1'in potansiyel roliiniin daha net anlasilabilecegini
distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: FABP1, RT-PCR, uzun zincirli yag asidi metabolizmasi, PPARs, timor histopatolojisi




