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oz

Amag: Yeni nesil dizileme teknolojileri bugiin ¢ok sayida aday genin, genomun tim
kodlayan bélgelerinin hatta tiim genomun analizini tek seferde ve kisa siire igerisinde diigiik
maliyet ve yiiksek hassasiyette, giivenilir bir sekilde miimkiin kilmaktadir. Hedefe yonelik
yeni nesil dizileme sistemleri genomda sadece belirli bolgenin dizilenmesine imkan veren,
tiim genom dizilemelere gore uygulamasi ve analizi daha kolay, hizli ve yiiksek giivenirlilikte
bir yontem olarak pek ¢ok rutin genetik tan1 uygulamalarinda yerini bulmustur.

Gereg ve Yontem: Calismamizda primer immiin yetersizliklerin en yaygin grubu olan primer
antikor yetersizlikleri (PAY) ve en agir seyirli grubu agir kombine immiin yetersizlikler
(AKIY) igin hastalik ile iligkili oldugu bilinen genleri kapsayan PZR temelli genetik tani
panelleri gelistirilmis ve ortaya gikan yiiksek verinin yorumlanmasi igin bir analiz akist
olusturulmugtur.

Bulgular: Tasarlanan paneller ile toplam 112 hasta (PAY:64, AKIY:48) dizilenmis ve AKIY
hastalarinin %58’i ve PAY hastalarinin %14,2’sinde hastalik ile iliskili varyantlar tespit
edilmigtir. Tiim varyantlar Sanger dizileme ile dogrulanarak olusturulan molekiiler tan
panellerinin ve analiz algoritmasinin dogrulugu kontrol edilmistir.

Sonug: Hedefe yonelik yeni nesil dizileme panellerinin hedeflenen bolgeye uygun olarak
dogru yontemle tasarlanmasi ve gikan ham datanin dogru is akisi ile analiz edilmesi panelin
bagarisini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizileme, varyant yorumlama, hedefe yonelik panel tasarimi

ABSTRACT

Objective: Next-generation sequencing technologies can generate an analysis of a large
number of candidate genes, all the coding regions of a genome, or whole genomes with
a high degree of accuracy and within a short amount of time. Targeted next generation
sequencing systems have been found in many routine genetic diagnosis applications that
allow the sequencing of only the candidate regions of the genome.

Materials and Methods: In this study, we designed PCR-based targeted next generation
sequencing (NGS) panels for severe combined immunodeficiency (SCID) and primary
antibody deficiency (PAD) and created an algorithm for analysing high-throughput data.
Results: We screened 112 patients (48 SCID and 64 PAD) and we detected genetic variations
in 58% of the SCID and in 14.2% of the PAD patients. All variants were validated by Sanger
sequencing to validate the accuracy of the NGS panel and analysis algorithm.

Conclusion: Designing targeted next generation sequencing panels with an appropriate
method, in accordance with the targeted region, and analysing the raw data with a suitable
workflow, increases the success of the panel.

Keywords: Next generation sequencing, variant annotation, targeted-ngs panel design

This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License @' BY NC
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Hedefe Yonelik Yeni Nesil Dizileme Panel Tasarimi

GIRIS

Insan genom projesinin tamamlanmasindan bu
yana, genom dizileme teknolojileri hizla gelismis,
maliyet azalmis ve daha uzun genomik bélgelerin
dizilenmesini saglayan yeni nesil dizileme (YND)
teknolojileri ile olaganiistii ilerlemeler kaydedilmis-
tir (1,2). Yeni nesil dizileme teknolojileri sayesinde
tiim genom, ekzom ve hedefe yonelik dizileme, epi-
genomik, RNA dizileme hatta tek hiicre dizileme gibi
bir¢ok farkli alanda uygulama yapilabilmektedir (3).
Son yillarda yapilan yeni genom kesfi (de novo ge-
nome assembly), prenatal tani, kanser ve viriis calis-
malarinda, tek bir hiicrenin genomunu amplifikasyon
basamagi olmadan uzun okumalar yaparak dizileye-
bilen Tek Hiicre Dizileme ya da diger adiyla 3. Nesil
Dizileme sistemleri (Pacbio ve Oxford Nanopore)
oldukga sik kullanilmaktadir (4).

Yeni nesil dizileme sistemleri yontemsel degisik-
likler gosterse de temel olarak kiitiiphane hazirlan-
masy, kiitliphanenin isaretlenmesi ve tekrar cogaltil-
mas1 (“enrichment”), tiim kiitiiphanenin ayni anda
dizilenmesi ve biyoinformatik araglar ile bir referan-
sa gore veya de novo olarak dizilenen pargalarin tek-
rar birlestirilmesi basamaklarini takip eder (5). Yeni
nesil dizileme yontemleri sayesinde temel arastirma
amagh oldukga biiyiik ve hizli genomik bilgi elde
edilmekle beraber, giiniimiizde bu sistemlerin klinik
tanida kullanimi da yayginlasmistir. Bugiin molekii-
ler genetik uzmanlarinin yani sira mikrobiyoloji,
onkoloji, embriyoloji gibi bir¢cok tip dalinda YND’nin
farkl yaklagimlar: kullanilmaktadir.

Hedefe yonelik yeni nesil dizileme ya da diger bir
adiyla amplikon dizileme (AD) genomda farkli lokus-
lardaki genlerin veya ¢ok uzun bir genomik lokusa
yayilmis bir genin, prob ya da primerler ile genomdan
ayrilarak, sadece belirlenen hedef bélgenin birden
fazla 6rnekte ayni anda dizilenmesi esasina dayanur.
AD sayesinde ayni1 anda gok sayida hasta 6rnegi, ytik-
sek hassasiyette ve tek seferde dizilenebilmektedir.
Konvansiyonel Sanger dizilemenin aksine AD dizileme
yonteminde her bir 6rnegin birden fazla kez dizilen-
mesi (“deep’=okuma derinligi) %1'den daha nadir
gozlenen bir genetik degisimi bile yakalayabilmesine
olanak sagladigindan, bu yontem tiimér dokusu gibi

heterojen yapiya sahip dokulardaki farkli hiicre klon-
larinin tespiti, hastalikla iliskili nadir alel bulma, HIV
gibi viriislerin nadir varyantlarinin tespiti veya evrim
biyolojisi ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (6).

Genetik ve klinik heterojenitenin ¢ok oldugu tek
genli kalitim gosteren hastaliklarda, hizli genetik tan
i¢in hedefe yonelik YND paneller oldukg¢a sik kulla-
nilmaktadir. Paneller hastaligin dogasina gore tek gen,
birka¢ gen, onlarca ya da yiizlerce genden olusabil-
mektedir. Panel tasarimlari panellerde taranan hasta-
larin tan: basarisini dogrudan etkilemektedir. Rutin
kullanima uygun, maliyeti diisiik ve analizi daha kolay
panel tasarimlari ticari olarak bir yaris haline gelmek-
tedir. Panel tasarimlarinda hastalik spesifik yaklagim-
larin kullanilmasi panel basarilarini artirmakta ve
ozellikle nadir ¢ocukluk ¢ag1 hastalarinin hizh tani
alabilmesine ve tedavilerinin (kemik iligi nakli, rep-
lasman vb.) hizla planlanmasina yol agmaktadir (7).

Primer Immiin Yetersizlikler (PIY), immiin sis-
temin gelisim ve fonksiyonel bozukluklar: ile karak-
terize, gogunlukla tek genli kalitim gosteren fakat
sorumlu 400den fazla gen tanimlanmig hastaliklar
grubudur (8). Primer immiin yetersizlikler genetik
ve klinik heterojenite gosteren bir hastalik grubu
oldugu i¢in hastalarin ¢ogu erken dénemde teshis
edilememektedir. Molekiiler tani, hastaligin kesin
tanist ve tedavi seceneklerinin belirlenmesi i¢in ge-
rekli en 6nemli faktorlerden biri olsa da hastalikla
iligkili ylizlerce genin bildirilmis olmas1 bu stireci
zorlastirmaktadir. Genetik tani ayrica genetik danig-
ma, prenatal tani ve hastaliin ne kadar agresif sey-
redeceginin 6nceden bilinmesine olanak verdiginden
bityitk 6nem tasimaktadir (9,10).

Bu calismada primer immiin yetersizlik hastalik
modeli 6rnegi ile karmasik tek gen hastaliklarinda
hedefe yonelik yeni nesil dizileme yontemi kullani-
larak olusturulan panel tasarimi, dikkat edilmesi
gereken konular, analiz yaklagimlari ve tani bagari-
lar1 bildirilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Panel Genlerinin Se¢imi

PIY’lerin iki 6nemli alt grubu olan agir kombine
immiin yetmezlik (AKIY) ve primer antikor yet-
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mezligi (PAY) i¢in hastaliga 6zgii genetik tani pa-
neli tasarlanmistir. Calismada genis bir literatiir ve
veri tabani taramasi sonucu siklikla mutasyona
ugrayan ve klinik iligkileri kanitlanmis genler {ize-
rine yogunlasilmigtir. Paneller i¢in Avrupa Klinik
Immiinoloji Derneginin PiYlerin genetik altyapi-
sinda tanimladig1 genler arasindan AKIY hastala-
rina 0zgii hastalikta en sik goriilen 18 gen, PAY
hastalarina 6zgii hastalarda en sik tanimlanan 22
adet gen secilmistir (11). Hedef genlerin tiim ek-
zonlar1, 5’UTR (UnTranslated Region- kodlamayan
bolgeler), 3’UTR ve promotdr bolgelerini kapsaya-
cak sekilde primerler tasarlanmistir. Primer dizay-
n1 i¢in hg38/GRCh38 referans genom dizisi kulla-
nilarak firma tarafindan ¢ip tasarimina uygun
olarak dizayn edilmistir. Primer dizileri genomdaki
lokasyonu ve 6zgtinliigii, CLC Genomics (CLC Ge-
nomics Workbench, QIAGEN) ve ¢evrimigi bir
program olan BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) ile kontrol edilmistir.

Hedef bolgelerin baz uzunlugu AKIY paneli igin
167.092 baz cifti (bg), PAY paneli i¢in ise 234.975 baz
Gifti olmustur. AKIY paneli igin belirlenen 18 aday
gen, ortalama 386 baz cifti (en disiik 250 en yitksek
450 baz cifti) uzunlugundaki toplam 432 PZR ile PAY
paneli i¢in belirlenen 22 aday gen ise ortalama 423
baz cifti (en diisiik 253 en yiiksek 646 baz cifti) olmak

tizere toplam 555 PZR ile ¢ogaltilmistir. Buna gore
tasarlanan bir AKIY ¢ipi ile ayn1 anda on iki, bir PAY
cipi ile de sekiz hasta dizilenebilmistir.

Amplikon Dizileme Yaklasiminin Se¢ilmesi

Tekrar eden genomik bolgeler (dizilemede bityiik
sorun yaratmaktadir) ve psodogen sorunlarini ber-
taraf etmek amaci ile PZR (polimeraz zincir reak-
siyonu) temelli amplikon dizileme metodu tercih
edilmistir. Amplikon dizileme metodu i¢in hedef
genleri yaklagik 250-600 baz uzunlugunda tek tek
PZR'ler ile (“singleplex”) ¢ogaltan Seq-Ready
(Seq-Ready™ TE MultiSample Custom DNA Panels,
Wafergen, CA, ABD) cipleri kullanilmistir. SeqRe-
ady ¢iplerinin ¢aligma prensibi hedef bolgeleri her
bir kuyu icerisinde sekans primerleri ve hastaya 6zgii
atanmis barkodlar ile birlestirilmis primerler ile
¢ogaltarak amplikon kiitiiphaneleri olusturmaktir
(Sekil 1). Kullandigimiz giplerin 5184 ayr1 nano
kuyudan olugmasi ayni anda 5184 farkli PZR'nin
yapilmasina imkan vermekte ve bu da birden fazla
ornege birden fazla PZR'nin yapilmasini saglayan
esnek bir tasarim olusturmaktadir.

Yeni Nesil Amplikon Dizileme Is Akist
Tasarlanan panellerinin bagarilarini belirlemek
icin AKIY ve PAY siiphesi olan hastalarda YND

Genomik DNA

Hedef bélgeye 6zgii primerler (Seq-Ready sekans primerlerini taniyan universal primerler ile)
Sekans primerleri — universal primerler ile

Sekans primerleri = barkod ve universal primerler ile

primer i

Sekil 1. PZR temelli (amplikon) hedefe yonelik yeni nesil dizileme yontemi igin primer tasarlama ve ¢alisma prensibi
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gerceklestirilmigtir. Yeni nesil dizilemede kullanil-
mak tizere amplikon kiitiiphanelerinin olusturul-
mast i¢in 6ncelikle robotik sistemde ¢ipteki her bir
kuyuya DNA 6rnegi ve barkodlu primer ciftleri
eklenmis ve bir kuyuda ayr1 olarak PZR amplifikas-
yonu gerceklestirilmistir. Her bir primer cifti bir
barkod tasidigindan amplifikasyon sonrasi her has-
ta kendine ait bir barkod ile isaretli hale gelmektedir.
Bu asamadan sonra tiim amplikonlar tek bir tiipte
toplanmis ve manyetik boncuklar kullanilarak kul-
lanilmayan primerler ve PZR artiklarindan temiz-
lenmigtir. Manyetik boncuklar ile temizlenen amp-
likon kitiiphanesinin Qubit florometre cihazi ile
miktar tayini yapilmistir (Qubit dsDNA HS Assay
Kit, Thermo Fisher Scientific). Amplikon kiitiipha-
neleri dizilemeye uygun hale getirildikten sonra
illumina Miseq (Illumina, Kaliforniya, ABD) ciha-
zinda uygun dizileme protokolii kullanilarak dizi-
lenmigtir. Caligmamizda amplikonlarin uzunlugu
450-500 bg civarina kadar ¢ikabildigi i¢in 500 don-
gli yapabilen V2 kitleri kullanilmistir. Dizileme so-
nunda 7.5-8.5 GB data elde edilmis ve dizileme
yaklagik 40 saat stirmustiir.

Kalite/Kontrol Degerlendirilmesi

Ham datanin kalitesi ve dizileme metriklerini
incelemek amaci ile Illuminanin gelistirdigi “Sequ-
ence Analysis Viewer”-SAV programi kullanilmistir.
Cip tizerindeki amplikon yogunlugunu ortalama 900-
1300 K/mm?araliginda olan, ¢ipteki okumalarin en
az %80’inde Q30 deger skoru ile dizilenmis olmasi
ve ¢ip tizerinde filtreyi gecen kiimelerin (cluster pas-
sing filter) ylizdesinin %80 ve iizeri olan dizilemeler
caligmaya dahil edilmistir.

Analiz Is Akis1 ve Varyant Yorumlama

Miseq cihazindan FASTQ formatinda ¢ikan ham
datanin kalite kontrolii yapildiktan sonra Seq analiz
programi1 (Genomize, [stanbul, Tiirkiye) ile ileri ana-
lizler yapilmugtir. Oncelikle Burrows-Wheeler Alig-
nment (BWA) araci ile ham datanin genoma hiza-
lanmasi yapilmistir (12). Panelin tiim tasarimlari
hg38%e gore yapilmis oldugundan genoma hizalama
analizleri i¢in hg38 genom versiyonu kullanilmigtir.

Genoma hizalama isleminden sonra Freebayes ile
varyantlar belirlenmis, Trimmomatic ile adapt6r pri-
merlerin amplikon dizilerinden temizlenmesi islemi
yapilmustir (13). Cogaltilan bolgeler ve varyantlar:
gorsel olarak analiz etmek i¢in IGV programi kulla-
nilmistir (14). Miseq cihazindan alinan ham datadan
varyantlar1 belirlemeye kadar gecen tiim agamalar
Ozet olarak belirtilmistir (Sekil 2).

SAV Genomize GV
= Cipin kalite = Genoma = Tiim hedef
kontrold Hizalama balgelerin
= Filtreyi gecen (BWA) dizilenme
kiimelerin  Tekrar ve Indel oranini gorsel
yogunlugu ve bélgelerini olarak
yiizdesi yeniden Belirleme
= Okumnalann hizalama * Aday
Q30 degerleri [Freebayes) varyantlan
« Adaptér gorsel olarak
primer degerdendinme
dizilerini
temizleme
(Trimmomatic)
= Varyant

yorumlama
(Ensembl)

Sekil 2. Amplikon dizileme analizinde kullanilan
programlar ve takip edilen is akis

Yeni nesil dizileme ile tespit edilen varyantlarin
yorumlanmasi i¢in SIFT (15), Polyphen (16), Variant
effect predictor (VEP) (17), Mutation Taster (18),
SNPeff (19), Gene splicer (20) ve CADD (Combined
Annotation Dependent Depletion) (21) programlari
kullanilmigtir. dbSNP veritabani (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP/), 1000 Genom projesi 6rnekleri
(http://www.1000genomes.org/), the Exome Variant
Server (ESP) veritabani (http://evs.gs. washington.
edu/EVS/), The Human Gene Mutation Database
(HGMD) veritabani (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/
index.php) ve the Exome Aggregation Consortium
(ExAC) (http://exac.broadinstitute.org/) veritabani
varyantlarin frekans verisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaistur.

BULGULAR

Tasarlanan paneller ile 48 AKIY ve 64 PAY siip-
hesi olan hastalar dizilenmistir. AKIY ve PAY pane-
li ¢iplerinin kiimelenme yogunlugu ortalama 800-
1200K/mm?2, filtreyi gecen kiime yogunlugu
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ortalama %95 ve Q30 degerleri %80-90 araliginda
goriilmistiir. Tasarlanan YND panellerinde hedef
genlerin tiim ekzonlari, 5’UTR, 3'UTR bolgeleri ve
ekzon-intron baglantilar1 calismaya dahil edilmigtir.

AKIY panelinde tiim bolgelere primeri kapsayan
primerler tasarlanmasina ragmen dizileme basarisy;
hedef bolgelerde ortalama okuma kapsami (coverage)
%96,35, genlerin kodlayan bélgelerinin okuma kap-
sami ise ortalama %97,89 olarak goriilmiistir. Calis-
maya dahil edilen 18 aday genin 11’i yiiksek kalitede
dizilenirken COROIA (ekzon 1, 2, 11), ADA (ekzon
1), JAK3 (ekzon 1,13) ve IL7R (ekzon 7) bolgeleri
hastalarda ¢ogaltilamamis ya da diisiik giivenirlilik-
te tespit edilmistir. PRKDC, LIG4 ve ZBTB24 genle-
rinin tiim kodlayan boélgeleri dizilenirken kodlama-
yan bolgelerinde kagirilan kisimlar olmustur.

PAY panelinde ise tiim hedef bolgelerin ortalama
okuma kapsami %92,04 olarak goriilmiisken, bu oran

kodlayan bolgelerde %92,96 olarak tespit edilmistir.
TNFRSF12, CD19 ve BTK genlerindeki hedef bolge-
lerin tamamu dizilenmis, TNFRSF13C, CD40, AICDA,
TCF3, TRNTI ve CD40L genlerinin kodlamayan
bolgelerinde dizilenmeyen bolgeler olsa da tiim kod-
layan bolgeleri dizilenmigtir. Ayrica CR2 (ekzon 8,10
ve 11’in bir kismi), MS4A 1 (ekzon 6), PIK3R1 (ekzon
6,7), TTC37 ( ekzon 7,12), CD79A (ekzon 4), BLNK
(ekzon 8,11), NFKB2 (ekzon15 ve 18’in bir kismi),
ICOS (ekzon 2), CD81 (ekzon 1,7), UNG (ekzon 7’nin
bir kismi1), IGLLI (ekzon 2), TNFRSF13B (ekzon 4),
LRBA (ekzon 10,17,31,33,48 ve 57) ve CD79B (ekzon
2) bolgeleri hastalarda dizilenememis ya da diisiik
giivenirlikli kalitede dizilenebilmistir (Tablo 1).

Aday Varyantlarin Belirlenmesi
Varyantlar 6ncelikle giivenirliliklerine gore filtre-
lenmis ve en az 20 okuma derinligi olan (20X), hete-

Tablo 1. Tasarlanan AKIY ve PAY panellerinin okuma derinligi analizleri

g Gen Transkript Cov (%) cg/a?‘;o.) § Gen Transkript Cov (%) c](;ira?‘;;)
-V
TNESF12 NM_003809 100 100 CD3E NM_000733 100 100
CD19 NM_001178098 100 100 NHE]J1 NM_024782 100 100
BTK NM_001287344 100 100 RAG2 NM_000536 100 100
IGHM 100 100 CD3D NM_000732 100 100
TNFRSF13C NM_052945 99,89 100 RAGI1 NM_000448 100 100
CD40 NM_001250 98,27 100 DCL- NM_001033855 100 100
RE1C
AICDA NM_020661 94,98 100 PNP NM_000270 100 100
TCF3 NM_003200 93,89 100 CD247 NM_198053 100 100
TRNT1 NM_182916 88,57 100 PTPRC NM_002838 100 100
CD40LG NM_000074 82,99 100 — AK2 NM_001625 100 100
E CR2 NM_001006658 97,08 96,29 g IL2RG NM_000206 100 100
53 MS4A1 NM_021950 96,84 96,18 i PRKCD NM_006254 87,64 100
E PIK3R1 NM_181523 92,83 95,79 % 7ZBTB24 NM_014797 97,51 100
TTC37 NM_014639 89,61 92,63 LIG4 NM_206937 98,74 100
CD79A NM_001783 95,53 91,73 CORO1A | NM_001193333 73,24 85,55
BLNK NM_013314 93,63 91,51 JAK3 NM_000215 90,87 89,5
NFKB2 NM_001077494 91,2 90,83 IL7R NM_002185 96,99 89,95
CD81 NM_004356 79,25 90,48 ADA NM_000022 89,47 97,04
ICOS NM_012092 91,55 89,43
UNG NM_080911 88,31 86,97
IGLL1 NM_020070 87,18 82,03
TNFRSF13B NM_012452 87,95 81,43
LRBA NM_006726 83,07 80,54
CD79B NM_001039933 84,5 72,38

Kap: Kapsam, Trans Kap: Transkript Kapsami
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rozigot varyantlar i¢in en az %20, homozigot varyant-
lar igin ise en az %95 kapsamda goriilen varyantlar
yiiksek giivenirlikli varyantlar, bunun disinda kalan
varyantlar ise diistik giivenirlikli varyantlar olarak
degerlendirilmistir. {lk asamada yiiksek giivenirlikli
varyantlar analize dahil edilmis fakat aday varyant
bulunamayan hastalarda diisiik giivenirlikli varyant-
lar da Q30 skorlarina bakilarak analize dahil edilmis-
tir. [kinci asama olarak, varyantlar éncelikle literatiir-
deki ve ayni dizileme panelinde dizilenen hastalar
arasindaki alel frekanslarina gére degerlendirilmis ve
mindr alel frekansi 0.05’in altindaki varyantlar ile
analize devam edilmistir. Ikinci filtreleme isleminden
sonra kalan varyantlar proteine etkisine gore tekrar
degerlendirilmis ve patojenik oldugu diistiniilen var-
yantlarin hastanin klinigi ile uyumu arastirilmis ve
genotip-fenotip iliskisi uygun varyantlar aday varyant
olarak degerlendirilmistir. Caliymada takip edilen is
akisinin Ozeti asagidaki sekildeki gibidir (Sekil 3).

»5420 g

dbSNP
1000G
ExAC
ESP6S00

PolyPhen

SIFT ™ Hastalar
Mutation Taster Protein (in house veritaban)
CADD . yapisinibozan
SNpeff it oMM

VEP
GeneSplicer

HGMD
Gene Test
dbVar
ClinVar

Sekil 3. Hastaliga sebep olan aday varyantlar: belirlemede
kullanilan analiz is akis1 ve ¢evrimi¢i programlar

Analizler sonucunda, AKIY paneli ile hastalarin
%58’inde, PAY paneli ile de hastalarin %14,2’sinde
hastaliga sebep olan varyantlar tespit edilmis, Sanger
dizileme ile varyantlarin dogrulugu gosterilmistir.
Panel ile bulunan varyantlarin 11 tanesi ilk defa bu
caligma ile gosterilmistir.

TARTISMA

Yeni nesil dizileme teknolojileri ayn1 anda birgok
genin incelenmesine imkan verdiginden PIY gibi
yiiksek genetik heterojenite gosteren hastalik grup-
larinin kesin molekiiler tanist i¢in siklikla tercih edi-
len giincel bir yaklasimdir (7). Hedefe yonelik yeni
nesil dizileme yontemleri aday genlerin ayni anda

incelenmesine olanak veren, hizl, analizi tiim genom
yaklasimlarina gore daha basit, maliyeti diigiik ve
giivenilir bir yontemdir. PIY’lerde hedefe yonelik yeni
nesil dizileme ile hastalarda kesin genetik taniy1 be-
lirleme orani hastalik spesifik panellerde %25-40
civarindadir (10, 22-26). Bu farklilik hastaligin eti-
yolojisinde var olan heterojenite ile orantili goziik-
mektedir. Bu ¢alismada, aday genlere 6zgii primerler
tasarlanarak, AKIY ve PAY 6zgii iki ana amplikon
dizileme paneli gelistirilmis ve tasarlanan paneller
PIY siiphesi olan hastalarda valide edilmistir.

AKIY paneli ile hastalarin %58’inde hastaliga se-
bep olan varyantlar tespit edilmistir. Panel ile bulunan
varyantlarin sekiz tanesi ile defa bu ¢aligma ile gos-
terilmistir (27-29). AKIYlerin monogenik arka plani
diger immiin yetersizliklere oranla daha iyi karakte-
rize edilmis ve sorumlu genleri bityiik 6l¢iide tanim-
lanmus bir hastalik grubudur. Bu nedenle tasarlanan
panelin tan1 basarist %60 civarindadir. Literatiirde
AKIY hastalarinda yapilan panel ya da ekzom dizi-
leme caligmalarinda basar1 oranlar1 %90 hatta
%100’lere kadar ¢ikabilmektedir. AKIY, diger P1Y
gruplarina gore genetik altyapisi bilinen, genetik ve
klinik acidan taninabilen bir gruptur, bizim panel
basarimizin daha diisitk olmasinin sebebi kisitli gen
sayisina baglidir. Ayrica, AKIY hastalari igin, panel
sonrasi yapilan tiim ekzom dizileme analizlerinde
hastalarin bir kisminda primer immiin yetersizlige
yol acan genetik sendromlarin (Ataksi telenjiektazi
ve FOXNT1 ekskligi gibi) oldugu goriilmesi tasarlanan
genetik tani panellerinin daha kapsamli olmasi ge-
rektigi savini dogrulamaktadir.

Primer antikor yetersizlikleri (PAY) paneli ile 64
yeni tanili hasta dizilenmis, hastalarin %14,2’inde
hastalik ile iliskili varyantlar tespit edilmistir. Litera-
tiirde PAY hastalarindaki genetik tani basarisinin
%2-10 seviyesinde oldugu distiniliirse, tasarladigimiz
genetik tan1 paneli bu hastalar i¢in uygun basari ora-
nini yakalamigtir. Fakat bu bagar1 oranlar1 PAY i¢in
tasarlanan genetik tani panellerinin hastaligin tani-
sinda kullanilabilmesi i¢in yeterli bir seviyede degil-
dir. Her gecen giin sayilar1 artan hastalikla iligkilen-
dirilmis gen/varyasyon bulunmaktadir. Ancak hala
cok sayida genetik sebebi agiklanamamig PAY feno-
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tipleri bulunmaktadir. Genetik etiyolojinin tam ¢6-
ziimlenememis olmasi panel basarilarini dogrudan
etkilemektedir. Ilave olarak Tablo 1de yer aldig1 gibi
her iki panelde de tiim genleri %100 kapsamayan
dizileme sonuglar1 bu bélgelerde var olan varyasyon-
larin tanimlanamamasina ve diisiik panel bagarisina
sebebiyet vermektedir.

Amplikon dizileme yonteminde dogru kiitiiphane
hazirlama yéntemini belirlemek, ¢alismanin kalitesi
ve dogrulugunu da belirlemektedir. Prob tabanl sis-
temlerde, kullanicilar tek tek prob tasarlamak gii¢
oldugu i¢in problar genellikle ¢cevrimigi programlar
ile otomatik olarak tasarlanmakta ve caligma basladik-
tan sonra amplifiye olmayan bolgelere tekrar prob
tasarlamak miimkiin olamamaktadir. Ayrica problu
sistemlerde genomik tekrarlar belirlenememekte ve
hedef bolgenin genomda psddogeni varsa problar pso-
dogen bolgelerinden kacamamaktadir. PZR tabanl
metotlarda ise tasarlanan primer ciftlerini yenileyerek
¢ok kolay optimizasyon yapilabilmekte ve hedef dizi-
leme kalitesini arttirabilmek mimkiindir. Bunun
yaninda kopya sayist degisiklikleri analizleri her zaman
yapilamamaktadir. Ayrica hedef bolgeler cogaldik¢a
primer maliyeti ve optimizasyon giigliigii yasanabile-
ceginden, genis panellerde (200-300 gen) prob taban-
I, ufak panellerde ise PZR tabanli yaklagimlar tercih
edilmektedir (30). Hedef bolgelerin tekrar bolgeleri
veya psodogenler ile ortak dizileri oldugu takdirde
PZR ve prob kombinasyonu ile hazirlanan kiitiipha-
neler de tercih edilmektedir (10).

Bu ¢alismada PZR temelli bir YND panelinin ter-
cih edilmesi tekrar bolgeler ve psédogenler agisindan
zengin olan immiin sistem genlerinin dogru olarak
dizilenebilmesi i¢indir. Hedef bolgelerin psédogenler
ile ortak dizileri sadece kodlayan gen bélgesine 6zgiin
tasarlanan primer ile diglanabilmistir. Ornek vermek
gerekirse AKIY panelinde bulunan DCLREIC geni-
nin molekiiler analizleri psédogeni ile yiiksek ben-
zerlik gostermesi sebebiyle olduke¢a zordur (31).
Calismamizda tespit edilen p.L187* varyant: genin
psodogeni ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
ekzon 8 bolgesinde yer almaktadir. Panel olusturma-
da tercih ettigimiz amplikon dizileme metodu ile
psodogen dizilerini hedeflemeyen primerler tasar-

lanmuis ve kodlayan bolgedeki varyantlart dogru tes-
pit edebilmemiz miimkiin olmustur.

Bu galisma ile ikinci olarak PIY’lerin genetik tani-
sinda kullanilabilecek bir analiz algoritmas: olusturul-
mustur. Belirlenen is akis1 tiim tek gen hastaliklarinin
molekiiler tan1 sonucu ortaya ¢ikan varyantlarinin
yorumlanmasinda kullanilabilecek bir akistir. YNDnin
trettigi ham verinin yaklagik %1,3’iin{in yalanci ne-
gatiflikler oldugu bilinmektedir (32). Yalanci pozitiflik/
negatifliklerin 6niine gegilmesi i¢in dncelikle aday
varyantin ‘yliksek giivenirlilikte’ dizilenmis oldugu
kontrol edilmelidir. Yeni nesil datasi ile ortaya ¢ikan
varyantlarin analizinde 6ncelikle aday varyantin kali-
te/kontrol parametrelerine gore en az 20 kere (20X)
ve %99,9 (Q30) giivenirlilikle dizilenmis olmasi gok
biiyiik oranda yalanci negatiflik veya pozitiflik orani-
ni1 diisiirmek i¢in bakilmasi gereken ilk parametreler-
dendir.Bizim galiygmamizda aday tiim varyantlar San-
ger dizileme ile tekrar dogrulanmigtir. Varyant
yorumlamada ikinci agama olarak mindr alel frekansi
(MAF) <0.01 olan varyantlar ile devam edilmistir.
Bugiin patojenik varyantlarin frekanslarinin %0,1'den
kiigiik oldugu bilinmektedir (33). Varyantlarin fre-
kanslart literatiirde diistik olsa da aday varyantin ¢a-
lismada ayni teknik ile dizilenen tiim hastalarda da
frekansinin diisiik olmasi gerekmektedir. Zira olasi
PZR ve dizileme hatalari yalanci pozitiflige sebep ola-
bilmektedir. Son olarak aday varyantin proteine etki-
si aragtirilmali ve varyantin hastalik ile genotip-feno-
tip iligkisini acikliyor olmasi gereklidir.

SONUC

Sonug olarak, zaman ve maliyet agisindan en dog-
ru yaklasim oncelikle sik goriildag bildirilen genler
acisindan hastay: taramak ve sonrasinda daha ileri tim
genom yaklagimlarina gegmektir. Hedefe yonelik yeni
nesil dizileme sistemleri bu amacla etkin olarak kul-
lanilabilecek bir yaklasimdir ve pek ¢ok rutin genetik
tan1 uygulamalarinda yerini bulmustur. Cok sayida
aday genin tek seferde ve kisa siire icerisinde analizini
uygun fiyatla, yiliksek hassasiyette ve giivenilir bir ge-
kilde miimkiin kilmaktadir. Fakat yYND ile ortaya
¢ikan verinin yorumlanmasi olduk¢a zordur. Bunun
i¢in hastanin 6ykiisti ve aile agaci ayrintili alinarak
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hastaligin kalitim modeli dogru belirlenmeli, hastali-
ga uygun analiz is akisi belirlendikten sonra molekii-
ler tan1 mutlaka ayrintili muayene, immiinfenotipleme

ve basit fonksiyonel testler ile desteklenmelidir.
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Amag: Transtiretin (TTR) amiloidozu, otozomal dominant kalitimli degisken
penetransa sahip bir hastaliktir. TTR genindeki patojenik varyantlar, TTR proteininin
yanlis katlanmasina yol agarak kardiyomiyositlerde birikime ve kalp yetmezligine
sebep olabilmektedir. Bu ¢alismada, biventrikiiler konsantrik hipertrofisi olan hastada
TTR geninde saptanan His90Asn (H90N) varyantinin hastalik patogenezine etkisinin
ve non-amiloidojenik varyantlarinin biyoinformatik analizlerle klinik 6nemlerinin
belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Indeks vaka, 18 yil kardiyolojik agidan takip edildi ve Illumina TruSight
Kardiyomiyopati paneli kapsaminda 46 genin ekzonik bolgelerindeki varyantlar arastirildi.
TTR geninde HI0N varyanti saptanan vakadan klinik olarak amiloidoz siiphesi ile rektal
biopsi 6rnegi alind1. Bu varyant, Sanger dizileme yontemi ile konfirme edildi.

Bulgular: Onbir yil 6nce tan1 alan ve ICD implante edilen 32 yagindaki bir erkek vakada
TTR geninin ekzon 3'iinde H90N varyant1 heterozigot olarak belirlendi. Indeks vaka,
kardiyak amiloidoz agisindan degerlendirildiginde, progresif sistolik disfonksiyona
sahip oldugu (sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, 2013'te %60, 2016'da %35 ve
2017'de %20) ve amiloidoz ile uyumlu epikardiyal ve endokardiyal tabakalarda global
longutidunal strain (GLS) skoru ve strain rate degerinin azaldigi belirlendi. Rektal
biyopsininde kongo kirmizis1 boyamasinda amiloid birikimi gézlenmedi. Bu varyant,
asemptomatik olan babasinda da tespit edildi. {lk defa bu galiymada, TTR genindeki
non-amiloidojenik aminoasit degisimine neden olan tim varyantlar biyoinformatik
analizlerle kargilastirildi.

Sonug: Bu galismada, H90N varyantinin infiltratif miyokard hastaligindaki patojenik etkisi
kanitlanamamus olsada TTR genindeki HOON varyant1 gibi non-amiloidojenik varyantlarin
klinik degerlendirmede dikkate alinmas: gerektigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak amiloidoz, transtiretin, His90Asn varyanti

ABSTRACT

Objective: Transthyretin (TTR) amyloidosis is an autosomal dominant inherited disease
with variable penetration. Cardiac deposition of misfolded TTR protein due to missense
pathogenic variants causes heart failure. Our aim was to determine the effect of the
TTR gene His90Asn (H90N) variant on the pathogenesis of disease in a patient with
biventricular concentric hypertrophy, and the clinical significance of variants defined as
non-amyloidogenic with bioinformatic analysis.

Materials and Methods: The index case was followed cardiologically for 18 years and
pathogenic variants were investigated in the exonic regions of 46 genes using the Illumina
TruSight Cardiomyopathy panel. Rectal biopsy specimen was taken from a case where the
H90N variant was detected in the TTR gene, with clinical suspicion of amyloidosis. This
variant was confirmed by the Sanger sequencing method.

Results: Heterozygote HOON variant was determined in exon3 of the TTR gene in index
case of a 32-year-old man with severe heart failure who was diagnosed 11 years ago and
implanted with an ICD. He had progressive systolic dysfunction (left ventricular ejection
fraction, 60% in 2013, 35% in 2016, and 20% in 2017). GLS score and strain rate were
reduced in the epicardial and endocardial layers compatible with amyloidosis in the patient.
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In congo red staining of rectal biopsy, amyloid deposition was not observed. This variant was detected also in the patient’s father, who
did not have clinical symptoms. For the first time in this study, all variants that cause non-amyloidogenic amino acid subtitutions in
the TTR gene were compared with bioinformatics analyzes.

Conclusion: In this study, although the pathogenic effect of the HOON variant in infiltrative myocardial disease was not proven, it
was revealed that non-amyloidogenic variants such as the HO0N variant in the TTR gene should be considered in clinical evaluation.
Keywords: Cardiac amyloidosis, transthyretin, His90Asn variant
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Transtiretin Gen Varyantlari ve Kardiyak Amiloidoz

GIRIS

[k kez 150 y1l énce kegfedilmis olan genis bir
protein katlanma hastalik grubu olan amiloidozlara
sebep olan amiloid agregatlari, f-kivrimli tabaka ya-
pisinda sert, ¢oziinmeyen (insolubl), dallanmayan
fibriler yapiya sahiptir (1). Simdiye kadar insanlarda
in vivo olarak yaklasik 36 farkli prekiirsor proteinin
amiloid agregatlar1 olusturarak amiloidoza sebep
oldugu belirlenmigstir (2). Bu proteinlerden atriyal
natritiretik faktor amiloidozu (AANF) kalpte atri-
yumlara lokalizedir, sistemik olarak ise ¢ogunlukla
bobrek, sinir sistemi, gastrointestinal sistem, dalak
ve yumusak dokular ile birlikte kalpte de amiloid
fibrilleri olarak biriken fibrinojen alfa zincir (AFib),
apolipoprotein AIV (AApoAIV), apolipoprotein AII
(AApoAIl), serum amiloid A (AA), immunoglobin
agir zinciri (AH), immunglobin hafif zinciri (AL) ve
transtiretin (ATTR) prekiirsorleri, kalitsal veya edin-
sel tipte amiloidozlara sebep olmaktadir (3). Kardiyak
amiloidozlar, sonug olarak oldukea heterojen bir eti-
yopatogeneze ve klinige sahiptir ve ¢ogunlukla kar-
diyoloji, nefroloji, ndroloji, hematoloji, radyoloji,
genetik ve patolojiyi ilgilendiren multidisipliner yak-
lagimlar ile taninin konulabildigi hastalik grubudur.

Transtiretin (TTR) iliskili amiloidozlar (ATTR),
mutant formdaki transtiretin proteini sebebiyle olusan
ailesel ATTRv (amiloid TTR varyant) ile dogal-tip
transtiretin proteini sebebiyle olusan edinsel veya senil
ATTRdt olarak gruplandirilmaktadir (3). ATTRA, ¢o-
gunlukla sadece kalbi etkilerken bazen yumusak doku
tutulumu ile bilateral karpal tiinel sendromu, biseps
tendon riiptiirii ve spinal stenoza da sebep olmaktadir.
ATTRvn ise kardiyak tutulumu yani sira siklikla kalit-
sal sensor ve motor sinir kiiciik lif polinéropatisi mey-
dana gelir. TTR iliskili kardiyak amiloidozun klinik
seyri, transtiretin fibrilinin dogal veya mutant formda
olmasina, hastaligin baslangic yasina ve spesifik pato-
jenik varyantlara gore degismektedir (4).

TTR (prealbiimin olarak da adlandirilan) pro-
teini, karaciger, koroid pleksus ve retinal pigment
epitellerinde sentezlenir, 147 aminositlik primer
polipeptidden ilk 20 aminositlik sinyal peptid ¢1-
kartilir ve kalan 127 aminoasitten olusan 14 kDa'luk
monomerin iki boyutlu yapisinda, bir alfa sarmal

(EF sarmali) ve 8 beta iplik bulunur (5) (Sekil 1).
Plazmada doérdiincil formdaki homo-tetramer ya-
pida, birincil olarak retinoliin (Vitamin A) minor
olarak tiroksinin (T4) tasinmasindan sorumludur.
Yaslanma veya TTR gen varyantlar1 sebebiyle, TTR
proteininin tetramer yapisinin monomerlere ayri-
larak tekrar yanlis katlanmalarla oligomer veya fib-
ril yapilarinin olusmasina bagl olarak, dokularda
amiloid fibril birikimi sonucu organ disfonksiyonu
meydana gelmektedir (5). TTR genindeki patojenik
varyantlar nedeniyle olusan amiloidozlar (ATTRv),
ailesel amiloid polindropati (FAP) veya ailesel ami-
loid kardiyomiyopati (FAC) veya her ikisine birden
neden olabilmektedir (6). Giiniimiizde insan genom
mutasyon veri bankasinda (HGMD), TTR geninde
198 adet varyant listelenmektedir ve bunlarin 191
tanesi aminoasit degisimine neden olan tek niikle-
otid varyantlaridir (SNV). Bunlar arasinda, amilo-
id fibrilleri olusturmayip ancak in vivo fonksiyonel
anormalliklere neden olabilen (7) ve non-amiloi-
dojenik olarak gruplandirilan varyantlar da mev-
cuttur (5). Bu varyantlarin, farkli poptilasyonlarda
allel frekanslar1 degiskendir ve 6zellikle amiloido-
jenik varyantlar ile birlikte birlesik heterozigositeye
sahip olup klinik tabloya ve semptomlarin siddeti-
ne etki etmektedir (7). Sekil 1'de gosterildigi gibi
127 aminoasitlik matiir polipeptid dizisinde 109.
pozisyondaki Alanin, amiloidojenik varyant olarak
Serine (A109S) degiserek ge¢ baslangicli, sensdr-mo-
tor polindropatisine neden olurken (8), non-ami-
loidojenik varyantlar olarak Treonin (A109T) veya

L12=D18: A pligi
T75~HB8: EF sarmali A91~A97: F ipligi  R104=S112: Gipligi  S115~T123: H ipligi

A29=K35: B ipligi - WA1=K48: C ipligi E54=L55: Dipligi  G67~I73: E ipligi

O varyant varyant
O o o S S W A109 A1095 AL09T AL09V

H90 H90D H9ON
O e —— S

Sekil 1. TTR polipeptidinde amiloidozlar ile
iligkilendirilmis varyantlar ve pozisyonlari (7, 10)
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Valine (A109V) degistiginde dominant kalitiml
otiroid hipertiroksinemiye neden olmaktadir (9).
Matiir polipeptidde 90. Pozisyondaki Histidin, As-
partat’a degistiginde (H90D) amiloidojenik varyant
olarak ge¢ baslangisli FAP’a (10) sebep olurken As-
varyant olarak tanimlanmaktadir (7,10).

Bu ¢alismada, kardiyoloji tarafindan 18 yil takip
edilmis ileri biventrikiiler konsantrik hipertrofili er-
kek hastada TTR geninde saptanan H90N varyantinin
hastalik patogenezine etkisinin ve diger muhtemel
non-amiloidojenik varyantlarin biyoinformatik ana-

lizlerle klinik 6nemlerinin belirlenmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEMLER

Vaka Se¢imi ve Genetik Analizi

Bu ¢aligma kapsaminda yapilan genetik arastirma,
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayz ile gergekles-
tirildi ve katilimcilardan ¢aligma hakkinda bilgilen-
dirme sonrasinda onam alind1. indeks vakanin kar-
diyolojik degerlendirmeler ve takibi, 16 yasindan 34
yasinda eksitus oluncaya kadar devam etti. Kardiyo-
lojik degerlendirmeler, fizik muayene, elektrokardi-
yografik ve ekokardiyografik olarak yapildi.

16 yasinda iken hipertofik kardiyomiyopati
(HKM) olarak degerlendirilen indeks vaka 28 yasin-
dayken kendisinden ve ebeveynlerinden EDTA1
tiiplere 10 ml periferik kan alindi. Periferik kandan
ayristirilan lokositlerinden standart tuzla ¢oktiirme
yontemi ile genomik DNA 6rnekleri izole edildi. DNA
orneklerinin konsantrasyonlari1 nanodrop cihazinda
olgiildii. Indeks vakada, kardiyomiyopati ile iligkili
46 genin ekzonik bolgelerindeki (Illumina TruSight
kardiyomiyopati paneli, www.illumina.com/trusight)
degisimler, yeni nesil dizileme (YND) platformu ve
protokolleri (Illumina MiSeq, U.S.) kullanilarak hiz-
met alimi seklinde MiSeq Reporter yazilimi ile aras-
tirildi. Elde edilen vcf (variant call format) dosyalar1
incelenerek varyantlarin hastalikla iliskilileri deger-
lendirildi. indeks vakada, TTR geninde heterozigot
olarak belirlenen His90Asn (H90N, His110Asn,
H110N) varyantinin konfirmasyonu ve aile segregas-
yon analizi i¢in ebeveynlerinin genotiplemeleri, TTR
geni 3. ekzonu daha 6nce tarif edilen yontemdeki gibi

(11) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Sanger
dizileme ile yapildi.

Biyoinformatik Analizler

YND yontemi ile tanimlanan varyantlar, varyant
yazilimi (VariantStudio) ile gen transkriptindeki lo-
kalizasyonlar1 ve amino asit substitiisyonlar belir-
lendi. Varyant minimum allel frekanslar1 (MAF: %5
alt1), dominant kalitim modeli ve ekzonik pozisyo-
nuna gore filtrelemeler yapilarak varyant listesi in-
celendi. Indeks vakada, potansiyel olarak hastalik
sebebi olarak, TTR genindeki HOON aminoasit degi-
simine sebep olan ¢.328C>A varyanti heterozigot
olarak belirlendi. Bu varyant ile birlikte TTR genin-
deki diger non-amiloidojenik varyantlar, varyant
dizilerinin yorumlamasinda kullanilan ACMG (Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics)
siniflamasi (12) ve DANN, MutationTaster, FATH-
MM, SIFT, PROVEAN, PrimateAl ve GERP araglar1
kullanilarak elde edilen i siliko analiz sonuglar1 i¢in
VarSome (https://varsome.com/) veritabaninda, po-
pulasyonlardaki allel sikliklar1 (ExAc, erisime agik
data) icin dbSNP veritabaninda (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/snp/), ATTRv ile iliskileri icin HGMD
(Human Genome Mutation Database; BIOBASE,
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/
portal/login.cgi) mutasyon veritabaninda aragtirildi.

BULGULAR

Hasta Hikayesi ve Klinik Degerlendirme

2001 yilinda 16 yasinda iken ilk kardiyolojik de-
gerlendirmelerinde hipertrofik kardiyomiyopati ta-
nisi alarak takip edilen erkek hastaya 5 yil sonra, tam
atriyoventrikiiler blok sebebi ile DDD kalp pili imp-
lantasyonu uygulamas: yapildi. Kardiyoloji takipleri
diizenli devam eden hastanin 2013 yilinda yapilan
ekokardiyografik incelemesinde, ejeksiyon fraksiyonu
(EF) %60, sol ve sag ventrikiil konsantrik hipertrofi-
si izlendi, interventrikiiler septum (ivs): 3.3 cm, pos-
terior duvar kalinlig1 (pdk): 2.4 cm, mitral yetersizli-
gi 1. seviye olarak degerlendirildi ve lead
ekstraksiyonu ile ICD (kardiyak defibrilat6r) implan-
tasyonu yapildi. 2014 yilindaki kontrollerinde, EF %40
ve biventrikiiler hipertrofisi oldugu gozlendi. 2016

Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2020; Volume 3, Issue 3 105


https://varsome.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/portal/login.cgi
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/portal/login.cgi

Transtiretin Gen Varyantlari ve Kardiyak Amiloidoz

yilindaki kontrollerinde ise EF %35, ivs:3.1 cm, pdk:2.1
cm olarak belirlendi ve CRT-D upgrade islemi i¢in
yeni sol ventrikiil lead implantasyonu yapildi. Bu is-
lemden 5 ay sonra “atriyal flutter” bulgusu sebebi ile
intrakardiyak kardiyoversiyon, 4 ay sonrasinda vent-
rikiiler tasikardi i¢cin uygun ICD soklamasi ortaya
¢ikt1. 32 yasinda EF’si %20, biventrikular hipertrofi
and sol ventrikil dilatasyonu gozlemlenen hastadan
amiloidoz siiphesi ile rektal biopsi (0.2 cm ¢apinda 4
doku par¢asi incelenmis) uygulamasi yapildi ve his-
topatolojik olarak kongo kirmizisi boyamast ile ince-
lenen dokularda amiloid birikimi saptanmadi. Ancak
ekokardiyografik bulgulari, Sekil 2'de gosterildigi gibi
kardiyak amiloidoz siiphesini dogrulamaktadir. indeks
vaka 32,5 yasinda iken EKG bulgular1 Sekil 3de izlen-
mektedir. EKG bulgulari atriyumdan ve takiben vent-
rikiilden yapilan pil ritmi ile uyumludur. QRS ileri
derecede genislemistir (320 msn). Ayni zamanda
vakada, kisa stireli kooperasyon bozulmasi ve konus-
ma bozuklugu gelismesi sebebi ile nérolojik olarak
degerlendirildiginde kontrastsiz kaniyal BT sonucun-
da, belirgin kanama veya patolojik bulgu saptanmadi,
karotid ve vertebral arterlerin renkli doppler ultraso-

nografik incelemesi normal sinirlarda bulundu. Bi-

Sekil 2. Saglikli kontrol bireyinde Global longutidunal
strain (GLS) analizi (list panel) ve amiloidoz hastasinda
GLS analiz (alt panel). Strain 6l¢timleri apikal 4 bosluk
(A), 3 bosluk (B), ve 2 bosluk (C) géruntiilerinden elde
edilmistir. Pik sistolik strain aortik kapak kapanmasindan
onceki en negatif deger olarak saptanmistir (D, E; oklar).
GLS, 3 apikal goriintiiden elde edilen ortalama pik sistolik
strain olarak tanimlanmigtir. 18 segmetli sol ventrikiil strain
grafikleri izlenmektedir (F, G). Kontrol bireyde normal
GLS (-23 %) ve amiloidozlu hastada ciddi azalmis GLS

(-4 %) degerleri izlenmistir
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Sekil 3. indeks vakanin 32,5 yasindaki elektrokardlyograﬁ
goruntisu

yokimyasal kan parametreleri, serumda serbest tirok-
sin (FT4) 25,52 pmol/L (referans degerleri; 11,5-22,7)
olarak arttigy, tiroid stimiilan hormon (TSH) 3.92
ulU/mlL (referans degerleri; 0,25-4,55) olarak normal
aralikta oldugu belirlendi. 1 hafta sonra tekrarlanan
Ol¢timlerde serbest tiroksin (FT4) 29,04 pmol/L (re-
ferans degerleri; 11,5-22,7) olarak arttig1, tiroid sti-
miilan hormon (TSH) 1.61 ulU/mlL (referans deger-
leri; 0,25-4,55), serbest triiodotironin (FT3) 3.91
pmol/L (referans degerleri; 3.5-6.5) olarak normal
aralikta oldugu belirlendi. Hasta, 34 yaginda ciddi kalp
yetmezligi ve pompa yetersizligi sebebiyle eksitus ol-
dugunda, kardiyak amiloidozu histopatolojik olarak
incelenemedi. Hastanin klinik takip agsamalar: Tablo
1'de 6zetlenmektedir.

Incelenen Illumina TruSight kardiyomiyopati gen
paneli bolgeleri %98 oraninda dizilenmis olup indeks
vakada 97 varyant tespit edildi ve filtrelemeler ardin-
dan aminoasit degisimine sebep olan ve klinik 6nemi
belirsiz TTR geninde H90N varyant1 heterozigot ola-
rak tespit edildi. TTR genindeki H90N varyanti i¢in
yapilan aile segragasyonu incelemesinde, klinik bul-
gular1 olmayan babanin tasiyici oldugu tespit edildi.
Sekil 4de Sanger dizileme sonucu gosterilmektedir.

H90N ve Non-amiloidojenik Varyantlarin
Biyoinformatik Degerlendirmesi

Literatiirde TTR geninde non-amiloidojenik ola-
rak gruplandirilmis 12 farkli yanls anlamli (missens)
varyant mevcuttur. Amiloidojenik olarak siniflandi-
rilan HO0D ve A109S varyantlari ile ayni poziyonda-
ki non-amiloidojenik varyantlar birlikte biyoinfor-
matik analizlerle incelendi. Toplam 14 adet varyant,
Sekil 5de gosterildigi gibi agik erisimli veribankalari
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Tablo 1. Indeks vakanin klinik bulgular1

. " . Klinik
Takip Donemleri Bulgular Operasyonlar
HCM (hipertrofik
2001 kardiomiyopati)
tanisi
Tam atriyoventrikii- | DDD Kalp Pili
2006 .
ler blok implantasyonu
Ekokardiyografi:
EF: %60, v ve rv .
O Lead extraction
2013 konsantrik hipert- ICD degisimi
rofi, ivs:3.3, pdk: 8ls
2.4, my: 1. seviye
EF: %40, biventri-
2014 kiiler hipertrofi
2016 Mart ve EF: %35, ivs: 3.1, | CRT yiikseltme,
Nisan pw: 2.1 lead revizyonu
2016 Temmuz atriyal flutter Intr.akardl)'fak
kardiyoversiyon
2016 Kasim Uygun ICD soku VT ka.r diyover-
siyon
EF: %20, biventri- | oKl Biyopsi
. . (Kongo kirmi-
kiiler hipertrofi ve
2017 Iv dilatasvon z1s1 boyamast):
v Y amiloid birikimi
negatif
2019 Ilerj .k.alp yeFmezli—
gi ile eksitus

EF: Ejeksiyon fraksiyonu, Iv: sol ventrikiil, rv: sag ventrikiil, ivs:
intraventrikiiler septum, pdk: diyastolik posterior duvar kalinligs,
my: mitral yetersizligi, ICD: implante edilebilir kardiyoverter de-
fibrilator

TTR p.HI0N, c.328C>A

'
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Sekil 4. TTR p.HI0ON (c.328C>A) varyantinin aile
segregasyonu. Ok, indeks vakayi, gri kare, asemptomatik
tasiyict babay1 gostermektedir

ve biyoinformatik araglar kullanilarak in siliko ana-
lizlerle karsilastirildi. Sekil 5de, sinyal peptid (20
aminositlik) ¢ikartildiktan sonra olugan matiir poli-
peptiddeki pozisyonlar, referans transkriptteki niik-
leotid pozisyonlar: dikkate alinarak, HGMD'de ve
dbSNP veribankalarinda daha 6nce tanimlanmig
olanlarin kodlar1 belirtildi. Ayrica her bir varyantin,

ACMG siniflamasina gore belirlenen klinik 6nemle-

ri, popiilasyonlardaki sikliklari ile in siliko analizlere
gore verilen varsayim sonuglar1 kiyaslandi. Buna gore,
H90N varyanti dahil 10 varyantin popiilasyon grup-
larinda 1/1000den daha nadir bulundugu belirlendi.
In siliko analizlerde, H9ON varyanti, FATHMM, SIFT,
PROVEAN, PrimateAl ve GERP araglarinda zararli
veya riskli skor olarak dngoriiliirken DANN ve Mu-
tationTaster araglarinda ise polimorfik olarak 6ngo-
riildiigii belirlendi. Diger varyanlarin analiz sonug-
lari, Sekil 5de karsilagtirilmaktadir.

TARTISMA

Bu ¢alismada, yaklagik 18 y1l takip edilen bivent-
rikiiler konsantrik hipertrofili erkek hastada TTR
geninde saptanan H90N varyant: ile birlikte diger
non-amiloidojenik varyantlar, biyoinformatik ana-
lizler ile karsilastirilarak klinik 6nemleri ve hastalik
patogenezindeki olas: etkileri aragtirildi.

Kardiyak amiloidozda EKGde diisiik voltaj ve
ekokardiyografide artmis duvar kalinliginin goriil-
mesi tipik bulgulardir (6). Vakamizda AV blok ne-
deni ile kalici pil ritmi oldugundan EKGde diisitk
voltaj degerlendirilemezken amiloidoz ile uyumlu
biventrikiiler duvar kalinlig izlendi. Ayrica kardiyak
amiloidozda atrioventrikiiler blok, hastalarin %22’sin-
de goriilebilmektedir (6). Vakamizada AV tam blok
nedeni ile 21 yasinda kalici kalp pili implantasyonu
yapildi. Kardiyak amiloidozda, global sol ventrikiil
sistolik fonksiyonlar1 ve ejeksiyon fraksiyonu hasta-
ligin ileri safhalarina kadar korunmakta, sistolik
fonksiyonda zamanla ilerleyici bozulma izlenmekte-
dir (6). Benzer olarak, vakamizda da yillar i¢erisinde
sol ventrikiil sistolik fonksiyonunda ilerleyici azalma
meydana gelmistir.

HO0N varyantinin klinik énemi belirsiz olup
non-amiloidojenik olarak tanimlanmaktadir (7, 10).
Bu varyantla ilgili ilk arastirma, 1989 yilinda, ailesel
amiloidotik polinéropatisi olan bir vakada (talyan
kokenli Amerikali, 39 yas, kadin, 34 yas baslangich
sensor noropati, tek gozde vitroz opasite, muhteme-
len noropati sebebi ile eksitus olmug anne, amca ve
teyzesinde periferal noéropati, kardiyomiyopati ve
vitrdz opasite, hastanin vitréz sivisinda amiloid fib-
rilleri immunohistokimya ile gosterilen) TTR geninin
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3. ekzonunda Sphl restriksiyon enzim kesim bolge-
sinde 3 amino asitin degisimine sebep olabilecek
(glu89, his90 veya ala91) bir degisim belirlenmis,
isoelektrik fokuslama (HIEF, “Hyprid isoelectric fo-
cusing in immobilized pH gradient”) teknigi ile plaz-
ma transtiretin PI degerleri ile daha asidik bir ami-
noasite degisim olabilecegi (ki 90 ve 91
kodonlardaki aminoasitler) 6ne siirtilmiis ancak
niikleotid degisimi o donemdeki molekiiler teknikler
ile belirlenememistir (13). Arastirmacilar, 1991 y1-
linda bu vakadaki varyant: tanimlamak igin 3. ekzo-
nun PCR fragmentini farkl: restiksiyon enzimleri
kullanarak incelemisler ancak yine H90N degisimini
kanitlayamamuglardir (14). 1994 yilinda ayni indeks
vakada, abdominal yag aspiratinda amiloid fibrilleri
gosterilmis, kardiyomiyopatisinin ilerledigi ve 42
yasinda ortotopik karaciger transplantasyonunun
yapildigi bildirilmistir. Ayrica, TTR genin dort ekzo-
nik bolgesi dizilenerek ekzon 3deki c.328C>A degi-
simi ile olusan H9ON varyant: tespit edilmis ayni
zamanda ekzon 2de E42G (Glu42Gly) substitusyo-
nuna sebep ikinci bir varyant belirlenmistir (15).
E42G varyanti, daha 6nce alt ekstremite néropatisi
ve kronik diare bulgular1 olan Japon bir ailede gos-
terilmistir (16). Bu Italyan ailenin aile agac1 sorgula-
masinda HOON ve E42G varyantlarinin birlikte indeks
vakanin 6len annesinden segrege oldugu, indeks
vakanin 6 kardesinden 2’sinde (biri 36 yasinda iken
abdominal yag dokusunda amiloid tespit edilmis ve
sensoOr noropatisi meydana gelince 37 yasinda kara-
ciger transplantasyonu olmus erkek kardes ile dort
yil 6nceki klinik degerlendirmesinde 37 yasinda iken
asemptomatik olan erkek kardes) ve ayrica sempto-
matik 3 kuzeninde de bu varyantlarin cis konfigii-
rasyon ile birlikte bulundugu belirlenmistir (15).
Sonug olarak, HO0ON varyanti ilk kez bu ¢aligmada
tespit edilmis olsa da ¢alismamizdaki vakadan fark-
I1 olarak noropati ile seyri ve amiloid birikimi ile
iligkinin amiloidojenik olan ikinci varyantin birlesik
heterozigositesinden kaynaklanmaktadir.

1991 yilinda bagka bir ¢alismada (17), 1200 kisi-
lik Portekiz populasyonunda ki bunlarin 500’ V30M
(Val30Met) varyantli FAP hastalari ile asemptomatik
aile tiyeleri ve FAP'in s1ik goriildiigti bir bolgede (Po-

voa de Varzim) yasayan 700 kisilik random populas-
yonda HIEF teknigi (18) ile plazmada TTR protein
varyantlar1 taranmis ve bunlar icerisinden asidik TTR
varyanti olan bir aile belirlenmistir. Bu ailedeki FAP’l1
indeks vaka, amiloidojenik olan V30M varyanti i¢in
heterozigot iken aseptomatik 31 yasindaki oglunun
V30M ve H90N varyantlari i¢in bilesik heterozigot
oldugu (plazmada normal TTR monomeri olmayip
H90N varyanti annesinden segrege olmustur, trans
konfigiirasyonda) ve 28 yasindaki kizinin ise sadece
H90N varyanti i¢in tasiyici oldugu belirlenmistir (17).
Ayrica bu ¢aligmaya deneysel karsilastirma amact ile,
Altland ve arkadaglarinin 1987 yilindaki ¢aligmasin-
da (19) ayni teknikle 4000 kisi taranarak non-pato-
jenik asidik TTR varyantini tagidig1 saptanmus, ak-
rabaliklar1 olmayan 2 Alman birey (klinik bilgileri
mevcut degil) dahil edilmistir (17). Ek olarak, 700
kisilik Portekiz popiilasyonunda H90N varyant: 3
kiside (biri homozigot olarak) daha tespit edilmis ve
bu bireylerin (6-58 yas) saglikli ve FAP bulgularina
sahip olmadig: belirtilerek H90N varyantinin hasta-
likla iliskili olmadigy ileri siiriilmiistiir (17). 1992
yilinda Alves ve arkadaslari tarafindan, italyan indeks
vaka ve asemptomatik kardesinde (13) ve Portekizli
3 bireyde (17) HIEF teknigi ile elde edilen asidik TTR
varyant sonuglari, TTR ekzonlar1 dizilenerek H9ON
substitusyonuna neden olan ¢.328C>A niikleotid
degisimini ve genotiplerini konfirme edilmistir (20).
Bu asemptomatik ve saglikli olarak degerlendirilmis
HO90N varyant tasiyicilarinin ileri yaslardaki nérolo-
jik ve kardiyak takipleri ile ilgili literatiirde herhangi
bir bilgiye rastlanmamuistir. Dolayisiyla saglikli olarak
incelenen Portekiz popiilasyonu FAP’in sik rastlan-
dig1 bir cografik bolgedendir ve bu arasgtimalarda
H90N varyant tastyiciliginin kardiyak amiloidoz ag1-
sindan degerlendirilmemistir. Bu sebeple, HO0N gibi
non-amiloidojenik olarak siniflandirilan, nadir ve
patojenite ihtimali bulunan varyant tagiyicilarinin
kardiyolojik takipleri 6nem tasiyabilir.

1993 yilindaki bir ¢alismada, Kuzey Portekizde
V30M varyantini tagiyan FAP ailelerinde hasta ve
etkilenmemis aile bireylerinin serum ornekleri
(n=100) HIEF yontemi ve TTR ekzonlar1 PCR-PFLP
yontemleri ile incelenmistir (21). Bu ailede, 37 yagin-
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daki V30M tastyicist FAP’l1 hastanin (eksitus) 55
yasindaki ablasinin T119M (diger bir non-amiloido-
jenik varyant) heterozigot tasiyici, esinin H90N he-
terozigot tastyici oldugu ve bu ciftin 24 yasindaki
oglunda H9ON ve T119M birlesik heterozigotluk
tespit edilmistir. Bu ii¢ bireyde FAP semptomlarinin
olmadig1 ancak T119M varyantina sahip bireyde T4
hormonunun taginmasinda TTR baglanmasinin art-
t1g1, HOON tasiyiciliginin ise hormon baglama 6zel-
liklerinde veya konsantrasyonlarina etkisinin olma-
dig1 belirlenmistir (21). Ancak bu ¢alismada da, bu
aile bireyleri kardiyolojik olarak incelenmemistir ve
izlemleri hakkinda bilgi mevcut degildir.

2004 yilindaki bagka bir ¢calismada ise (22), 5 has-
tanin incelendigi Hollandali bir FAP’l1 ailede, indeks
vaka, annesi (72 yasinda ciddi amiloidoz ile eksitus
olmus) ve 2 kiz kardesinde G47E (Gly47Glu) pato-
jenik varyant1 tespit edilmis, ek olarak indeks vakanin
yegeni olan 33 yasindaki karpal tiinel sendromu ta-
nist alip sonra 43 yasinda siddetli amiloid kardiyo-
miyopatisi, sistemik ortostoz ve gastarointestinal
mobilite bozuklugu ile duyu polinéropatisi ve bobrek
yetmezligi tanist alan bir kadin hastada, hem G47E
varyanti (babast ile ilgili klinik ve genetik bilgi mev-
cut degildir) hem de HOON (muhtemelen klinik bil-
gisi mevcut olmayan annesinden kalitilmis) varyan-
t1 saptanmustir. Bilesik hetrozigot olan bu hastanin
kalbinde patolojik olarak ciddi amiloid birikimi tes-
pit edilmis, kalp ve karaciger transplantasyonundan
4 ay sonra ani bir sekilde 6lmiistiir. Calismada, H9ON
varyantinin olasi etkisi tartigmada belirtilmemistir
(22). HOON varyanti, amiloidojenik G47E varyanti
ile birlikte bu vakada klinik bulgularin daha siddetli
olugmasina sebep olmus olabilir.

2009 yilindaki arastirmada, tekrarlayan serebral
kanamalar1 olan, kardiyak ve periferal néropati bul-
gular1 bulunmayan, abdominal yag biyopsisinde ami-
loid belirlenememis 46 yasinda bir erkek hastada ve
asemptomatik iki kiz kardesinde (40 ve 46 yas) HOON
varyanti tespit edilmistir. Kiz kardeslerin serebral go-
riintiilemesinde periventrikiiler beyaz cevherde ¢ok
az spesifik olmayan yiiksek sinyal yogunlugu lezyon-
lar1 goriilmiis ancak bulgular amiloidozu destekleme-
mistir. Diger yandan, indeksin babasinda serebral

hemoraji hikayesi olmasina ragmen bu varyant: tasi-
madig1 belirlenmigtir, muhtmelen bu varyanti tasiyan
6lmiis olan anne hakkinda bilgi verilmemistir (23).
Bu ¢aligmada, H9ON varyantinin amiloidojenik bir
potansiyele sahip olmadig: ileri siiriilmiis olsa da va-
kanin annesi ve kiz kardeslerinde kardiyak amiloidoz
durumu degerlendirilmemistir.

2011 yilinda, Rus kardiyomiyopati hastalarinda
(n=270) TTR gen varyantlar1 arastirilmis ve 42 ya-
sinda tani almig HOON varyant tastyicisi hastada,
major bulgular olarak progresif kardiyopulmoner
yetmezlik, akciger arter dallarinda tekrarlayan trom-
boemboli, periferik 6dem ve asidemi tarif edilmistir
(24). Bu hastada, kardiyak amiloidozun klinik tanisi,
sol ventrikiilde miyokardiyal kitle indeksinde belirgin
bir artis ve elektrokardiyografik dinamik voltajin
azalmasiyla ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler ve solunum
sistemlerinin agik tutulumu sirasinda hastaligin ter-
minal asamasinda konulmugstur. Hastanin 6liimii,
aniden sinoatriyal blokaj nedeniyle olmustur. Otop-
side, sistemik ve agirlikli kardiyopulmoner amiloidoz
formunun hafif aterosklerozlu koroner arterlerde
oldugunu belirlenmistir. Immiinohistokimyasal ¢a-
lismalarda AL amiloidoz olmadig1 belirlenmistir.
Indeks vaka hastaligin klinik bulgularina sahip ol-
mayan annesinde (74 yas) de HOON varyant1 tespit
edilmistir (24). Bu vakanin klinik izlemi ve sempto-
matik olmadigi i¢in saglikli olarak degerlendirilmis
bir ebeveyninden kalitilmasi agisindan ¢alismamiz-
daki vaka ile benzerdir. Transtiretin (TTR) amiloi-
dozu, otozomal dominant olarak kalitildig1 ve degis-
ken penetransa sahip olmasi sebebi ile HO9ON
varyantina sahip vakalardaki klinik heterojenite, bas-
ka modifiye edici genetik ve epigenetik faktorlerden
kaynaklaniyor olabilir.

2015 yilinda, FAP hikayesi olan genis bir Irlandali
ailede, TTR ¢.328C>G niikleotid degisimi sonucu ile
olusan HI0D varyanti ilk kez tanimlanmistir (10). 74
yagindaki polinoropatili kadin indeks vakanin sinir
biyopsisinde amiloid depozitleri gosterilmis, 10 yil
oncesinde karpal tiinel sendromu sonrasinda alt bacak
glicstizligti gelismis hasta 80 yasinda konjestif kalp
yetmezligi ile eksitus olmustur. Probandin 54 yasin-
daki H90D tastyicist kizi, kardiyolojik agidan da de-
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gerlendirilmis ve anormallik saptanmamugtir (10). Bu
calismada, in siliko olarak H90D ve H90ON varyantla-
rinin PyMolL ile {i¢ boyutlu yapilar: kargilastirilmis ve
HO0D varyantinin H90N’ye gore baglar1 degistirecegi
ve tetramer stabilitesini onemli 6lgiide bozabilecegi
ongorilmistiir (10). H90D varyanti, eksitus olan va-
kada yapilan sinir biyopsisinde amiloid birikimi gos-
terilebildigi i¢in amiloidojenik varyant olarak sinif-
landirdmugtir (10). Ancak literatiirde sadece HOON
tagiyicist Rus vaka (24) otopsisi disinda hig bir vakada
amiloid birikimi gosterilememistir. Bu ¢alismadaki en
6nemli kisithilik, vakamiz hayattayken invaziv bir gi-
risim olan kardiyak biyopsinin yapilmamasi ve eksitus
sonrasi sosyopsikolojik nedenlerle dokularinda histo-
patolojik degerlendirme yapilamamis olmasidur. {leri-
de benzer otopsi vakalarinda, farkli dokularda amilo-
id birikimleri histopatolojik olarak belirlenebilir.
Amiloidoz tanisinda, goriintilleme yontemlerindeki
ilerlemelere ragmen doku biopsisi halen altin standart
olarak degerlendirilse de (6) vakamizdan alinan rektal
biyopside amiloid birikimi gosterilememis olup birikim
olabilecek diger dokular incelenememistir.

TTR ile iligkili amiloidoz yas, cinsiyet, cografi bol-
geler, epigenetik degisiklikler ve cevresel faktorlere gore
fenotipik varyasyonlarla bir¢ok farkli formda ortaya
cikabilmektedir (6). Sonug olarak, literatiirde HOON
varyantinin kardiyak amiloidozdaki patojenik etkisi ile
ilgili veri eksikligi mevcuttur. Bu ¢alismada, 6zellikle
nadir rastlanan ve in siliko analizlerle patojenik olarak
tahmin edilen non-amiloidojenik varyantlarin amiloi-
doz patogenezinde rol onayabilecegi one siiriilmektedir.
Ancak bu hipotezi destekleyecek daha fazla deneysel ve
takipli klinik aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Amag: PI3K/AKT sinyal yolagmmin bozulmus aktivasyonu tiimér —gelisimi ile
iligkilendirilmistir. PTEN/AKT yolag, hiicre biiytimesi ve sag kaliminda kritik role sahip
olup, losemilerde kemoterapi direnci ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda,
gocukluk ¢agi T-ALL hastalarindaki PTEN ve AKT1I gen anlatimlari belirlendi ve hastaligin
prognozuna olan etkisi arastirildi.

Gereg ve Yontem: Otuz dokuz ¢ocukluk ¢agi T-ALL olgusunun, tani zamani kemik iligi
ornekleri kantitatif gergek zamanli PZR ile PTEN ve AKT1I genleri igin tarandi. Gen anlatim
diizeylerinin hastalarin yas, cinsiyet, immiinfenotip, tedavi yanit, niiks ve sag kalim gibi
Kklinik verileri ile iligkisi incelendi.

Bulgular: Caliymamizda, T-ALL hastalarinda PTEN gen anlatiminda kontrollere gore bir
farklilik gozlenmezken, AKT1 gen anlatiminin anlaml diizeyde arttig1 belirlendi (p<0,0001).
Hastalarin klinik 6zellikleri, genel ve hastaliksiz sag kalim oranlari ve gen anlatim diizeyleri
arasinda anlamli bir iligki saptanmazken, indiiksiyon tedavi iligkili sag kalim analizleri
PTEN ve AKT1 gen anlatimlari ile genel sag kalim oranlar: arasinda (sirasiyla, p=0,026 ve
p=0,034 Cox regresyon analizi) anlamli bir iliski ortaya koyuldu. Diger klinik parametreler
ile gen anlatim diizeyleri arasinda anlaml iliski saptanmadi.

Sonug: Calismamizda, T-ALL 6rneklerinde PTEN gen anlatimindan bagimsiz olarak
artmig AKTI gen anlatiminin varlig1 ve sag kalim stirelerini etkiledigine dair bulgular elde
edildi. Gelecekteki ¢alismalar, AKTI’in hedefe yonelik tedaviler igin uygun bir aday olup
olmayacagini ortaya ¢ikaracaktir.

Anahtar Kelimeler: T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi, gen anlatimi, PTEN, AKT1

ABSTRACT

Objective: Impaired activation of the PI3K/AKT signaling pathway has been associated
with tumor development. The PTEN/AKT pathway plays a critical role in cell growth and
survival and has been associated with chemotherapy resistance in leukemia. In this study,
PTEN and AKT1 gene expression were determined in childhood T-ALL patients, and the
effect was investigated on the prognosis of the disease.

Materials and Methods: Bone marrow samples from 39 childhood cases were obtained at
the time of diagnosis and screened with real-time quantitative PCR for PTEN and AKT1
genes.

Results: In our study, no difference between T-ALL patients compared to controls was
observed in PTEN gene expression whereas AKTI gene expression was significantly
increased (p<0.0001). There was no significant relationship between gene expression and
clinical features of the patients, overall and disease-free survival rates while induction
therapy-related survival analyzes revealed a significant relationship between PTEN and
AKT1 gene expression and overall survival rates (p=0.026 and p=0.034 Cox regression
analysis, respectively).

Conclusion: In our study, the presence of increased AKT1 gene expression was demonstrated
in T-ALL patients independent of PTEN expression. Future studies will reveal whether it will
be a suitable candidate for targeted therapies.

Keywords: T-cell acute lymphoblastic leukemia, gene expression, PTEN, AKT1
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GIRIS

Loésemiler hematopoetik progenitor hiicrelerin
neoplastik transformasyonu sonucu gelisen maligni-
telerdir. Akut lenfoblastik losemilerin (ALL) bir alt
grubu olan T hiicreli ALL (T-ALL), pediatrik ALLle-
rin %15’inde ve yetigkin ALLlerin %25’inde gortilen
agresif ve heterojen bir hastaliktir. Glincel tedavi
rejimleri ile B-hticreli ALL (B-ALL) hastalarinin ge-
nel sagkalim oranlar1 gelismis tilkelerde %90’lara
ulagmigtir. Ancak T-ALL hastalarinin tedavi bagarist
bu oranin altinda kalmaktadir (1).

T-ALL patogenezi, T-hiicre gelisiminde rol oyna-
yan onkogenlerin aktivasyonu ve gelisim basamak-
larindaki gen anlatim profili ile iligkilidir. Sinyal
ileti yolaklarinda meydana gelen anormallikler, ma-
lign transformasyon, azalmis apoptozis ve kontrolsiiz
hiicre proliferasyonu ile sonuglanip karsinogenezi
indiiklemektedir (2). Bu nedenle kanserlerde ilk et-
kilenen mekanizma genellikle hiicre i¢indeki sinyal
ileti yolaklaridir (3,6).

PI3K/AKT sinyal yolaginin bozulmus aktivasyo-
nu timor gelisimi ile iliskilendirilmekte ve bircok
kanser tiiriinde goriilmektedir. PI3K/AKT yolaginin
aktivasyonu, bilyiime faktorlerinin reseptor tirozin
kinazlara baglanmasi ve heterodimerlerin regiilator
bolgelerinde ¢apraz fosforilasyonun gergeklesmesi
ile tetiklenir. Bu sinyalizasyon olayinda aktive olan
PI3K (Fosfatidilinositol 3-kinaz), PIP2’yi (Fosfatidi-
linositol bifosfat) fosforile eder, PIP2 ise PIP3’(1 (Fos-
fatidilinositol trifosfat) fosforile eder. PIP3’tin fosfo-
rilasyonu ile AKT (AKT serin/tireonin kinaz 1)
aktive olur ve hedefinde bulunan hiicre proliferasyo-
nu, hiicre biiytimesi, hiicre go¢ii gibi siireglerin akti-
vasyonunu saglar (7,8). Cift yonli bir lipid fosfataz
olan PTEN (Tensin benzeri tiimor baskilayici fosfa-
taz), PI3K nin iiriini olan PIP2 ve PIP3’ti defosfori-
le ederek AKT sinyalini durdurur ve bu yolakta ne-
gatif diizenleyici olarak gorev yapar (9). Fosforile
AKT’nin asir1 anlatimi genomik ve kromozomal
instabilite ile iligkilidir ve AKT aktivasyonu 16ko-
mogenezi tetikleyebilir (10).

Somatik mutasyonlar, epigenetik degisimler veya
post-transkripsiyonel modifikasyonlar sonucu
PTEN’in susturularak inaktif hale gelmesi cesitli kan-

serlerin olusumuna katk: saglamaktadir (11,16).
T-ALL hastalarinda artmis PI3K/AKT sinyal aktivas-
yonu ve PTEN inaktivasyonu 6nceki ¢aligmalarda
gosterilmigtir (17). Ayrica PI3K/AKT yolagindaki
bozukluklar akut 16semilerde tedavi yanitr ile iligki-
lendirilmistir (18,20).

Bu ¢alisma kapsaminda, cocukluk ¢ag1 T-ALL hasta
grubunda PTEN ve AKT1 gen anlatim seviyeleri kanti-
tatif gergek zamanli PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ile belirlenerek prognostik etkisi degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma kapsaminda, Istanbul Universitesi, Istan-
bul Tip Fakiiltesi ve Cerrahpaga Universitesi Tip Fa-
kiiltesinde 2000-2013 yillar1 arasinda T-ALL tani almus,
39 ¢ocukluk ¢ag1 T-ALL hastasinin tan1 zamani kemik
iligi 6rneklerinden edilen arsiv materyal ile ¢aligilmis-
tir. Hastalarin yasal vasilerinden onam yazili ve sozlii
onam alinmigtir. Calismamiz Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan,
07.11.2013 tarih ve 283 sayist ile onaylanmistir.

T-ALL hiicresel gelisimini tamamlayamamus erken
T-hiicre onciillerinin herhangi bir gelisim basama-
ginda bloke olmasi ve kontrolsiiz proliferasyonu ile
sonuglanan bir kanserdir. Bu hiicre populasyonunu
temsil eden en uygun kontrol gurubu, T-lenfositle-
rinin gelisimlerini gerceklestirdigi timiis dokusunda
bulunmaktadir. Bu amagla acik kalp ameliyatlarindan
atik opere materyal olarak elde edilen, 23.06.2011
tarih ve 183 sayusi ile etik kurul onay1 alinmis timiis
dokularindan izole edilen (21,22) olgunlagsmamais
T-lenfositleri kontrol 6rnegi olarak kullanilmigtir.

Hastalarin yedisi kiz, otuz iki tanesi erkektir ve
medyan yas 8 (min: 9 ay; maks: 17 y1l) olup, immiin-
fenotip raporlarina gore kemik iligi blast yiikleri %80
ve lizeridir. T-ALL hastalar1 EGIL (European Group
for the Immunological Characterization of Leukemia)
siniflandirmasi kullanilarak CD7, CD1a, CD2, CD3,
CD4, CD5, CD8 porzitifligine gore degerlendirilmis
ve immatiir (CDla- CD2+ CCD3+ CD3- CD5+
CD7+) (n=12), kortikal (CDla+ CD2+ CCD3+
CD3+/- CD5+ CD7+) (n=13) ve matiir (CD1a- CD2+
CCD3+ CD3+ CD5+ CD7+ ve CD4+/CD8+) (n=6)
olarak ayrilmigtir (23) ancak sekiz hasta sinirli im-
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Tablo 1. Cocukluk ¢ag1 T-ALL hastalarinin klinik
ozellikleri

Klinik Ozellikler Olgu says1 (%)
(n=39)

Trombosit (10°/L) Medyan 124000 (5400-450000)

(min-maks)

Beyaz kan hiicresi (10°/L) 128000 (1300-417900)

Medyan (min-maks)

Hemoglobin (g/dL) Medyan 10 (1,2-14,7)

(min-maks)

Merkezi Sinir Sistemi

Tutulumu, n (%) 10 (25,6)

Evet 20 (51,3)

Hayir 9(23,1)

Bilinmiyor

Risk grubu, n (%)

Orta 12 (30,8)

Yiiksek 12 (30,8)

Bilinmiyor 15 (30,8)

33. giin kemoterapi yaniti, n (%)

Evet 24 (61,5)

Hayir 6 (15,4)

Bilinmiyor 9(23,1)

Niiks, n (%)

Evet 8(20,5)

Hayir 31(79,5)

Son durum, n (%)

Yasayan 17 (43,6)

Yasamayan 14 (35,9)

Bilinmiyor 8(20,5)

miinolojik belirte¢ bilgisi nedeniyle siniflandirilama-
mistir. Hastalardan ancak alt1 tanesinin sitogenetik
verisi mevcut olup; besi hipodiploidi, bir tanesi hi-
perdiploididir. Bu hastalarin PTEN (10q23.32) ve
AKT1 (14q32.33) gen bolgelerinde kromozomal bir
degisim belirlenmemistir.

Kantitatif Ger¢cek Zamanli RT-PZR

Kemik iligi 6rneklerinden total RNA izolasyonu
RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
protokolii kullanilarak gerceklestirildi ve genetik
analiz yapilana kadar -80°Cde saklandi. RNA mik-
tar1 ve kalitesi spektrofotometre ol¢timleri ile belir-
lendi. Bin nanogram total RNA, random hekzamer
(50 uM) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Ame-
rika) ve Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV)
ters transkriptaz enzimi (200 U/uL) (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania) kullanilarak iretici protokoliine
uygun olarak cDNA sentezi gerceklestirildi.

Cocukluk ¢agi T-ALL hastalar1 (n=39) ve kont-
rollerde PTEN ve AKT1 gen anlatim profilleri gercek

zamanli kantitatif PZR ile tespit edildi ve referans gen
olarak SIKLOFILIN-A (CYPA) kullanild1. CYPA geni
igin, NM_021130.4 dizisi referans alinarak, 48 no'lu
UPL (Roche, Life Science, Germany) prob ile ileri
primer 5 TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG3’
ve geri primer 5 CTTCTTGCTGGTCTTGCCAT-
TCC3’ dizileri kullanildi. PTEN geni i¢in
NM_000314.4 dizisi referans alinarak, 60 no'lu UPL
prob ile ileri primer ’5GCACAAGAGGCCCTA-
GATTTC3’ ve geri primer F5’*CGCCTCTGACTG-
GGAATAGT?3’ dizileri, AKT1I geni i¢in, NM_005163.2
dizisi referans alinarak 69 no’lu UPL prob ile ileri
primer 5> GGCTATTGTGAAGGAGGGTTG 3’ ve
geri primer 5 TCCTTGTAGCCAATGAAGGTG 3
dizileri kullanildi. PTEN ve AKT1 gen anlatimlari,
Light Cycler 480 Prob Master Mix (Roche) kullani-
larak, Light Cycler 480 cihazinda (Roche Applied
Sciences, Manheim, Germany) ger¢eklestirildi. Daha
once yaptigimiz ¢alismada, T-ALL 6rnekleri igin re-
ferans gen se¢ciminde GeNorm yazilimi (V3.4, Amel
Belgika) kullanilmig ve en stabil genlerden biri olan
CYPA referans gen olarak tercih edilmistir (22). Bu
dogrultuda ¢aligmamizda CYPA referans gen olarak
calisilmistir. Referans ve hedef genelere yonelik pri-
mer-prob tasarimlar1 ProbeFinder Assay Design ya-
zilim1 (Roche Molecular System) kullanilarak ger-
ceklestirildi. Hidroliz problar: kullanilarak yapilan
caligmada, tiim drnekler referans gen ve hedef genler
icin duplike olarak ¢aligildi. Duplike 6rneklerin or-
talama Ct degerleri alind1 ve hedef genlerin anlatim
diizeyleri, ACt metoduna gore rolatif olarak hesap-
land: (24). Hedef genler ve referans genlerin PZR
etkinligi seri diltisyonlar yapilarak LightCycler (Li-
ghtCycler software 4.1, Roche Life Science) yazilimi
kullanilarak hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Orneklerin rélatif mRNA diizeylerinin karsilastiril-
mast icin Mann-Whitney U testi kullanildi ve P degeri
0,05’in altindaki 6rnekler istatiksel olarak anlamli kabul
edildi. Medyan tizerinde kalan degerler yiiksek anlatim
degerleri olarak belirlendi ve tiim analizler medyan alt1
ve medyan istil olarak gerceklestirildi. Pearson kore-
lasyon testi ile AKTI ve PTEN gen anlatimlari arasinda
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bir iliski olup olmadigi incelendi. Sagkalim analizlerin-
de Kaplan-Meier metodu kullanildi. Genel sagkalim
(GS) siiresi, hastanin tan1 anindan 6lim tarihine ya da
son kontrol tarihine kadar olan siireyi ifade etmektedir.
Hastaliksiz sagkalim (HS) ise, hastanin remisyona gir-
digi tarihten niiks goriilme tarihine kadar veya niiks
olmadan son kontrol tarihine kadar gecen siire olarak
hesaplandi. Yasam siiresi izerinde kemoterapi ve son
durum degiskenlerinin etkisi Cox regresyon modeli ile
gosterildi. Tiim istatiksel analizler, SPSS 19.0 (IBM SPSS
Data Editor Inc., Chicago, IL, USA) ve GraphPad Prism
8 yazilimlar1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) kullanilarak yapildi.

BULGULAR

T-ALL hastalardaki (n=39) PTEN gen anlatiminin
saglikli timosit drnekleri ile benzer gen anlatim diize-
yine sahip oldugu (p=0,1571) saptanirken (Sekil 1A),
AKT1 gen anlatiminin kontrollere gore anlamli dii-
zeyde arttig1 belirlendi (p<0,0001) (Sekil 1C). T-ALL
hastalar1 timosit farklilagsmasina gore immatiir (n=12),
kortikal (n=13) ve matiir (n=6) olmak iizere ti¢ gruba
ayrilarak, PTEN ve AKT1 anlatim diizeyleri kontrol-
lerle karsilastirild. Tiim hastalarin (n=39) %53,8’inde
AKT1 gen anlatim seviyesinin arttig1 belirlendi. im-
matiir fenotipteki hastalarin %50’sinde (p=0,0055),
kortikal fenotipteki hastalarin %43,75’inde (p=0,0036)
ve matiir fenotipteki hastalarin %50’sinde (p=0,0238)
kontrollere oranla anlamli olarak artmis AKT1 gen
anlatimi belirlendi (Sekil 1D). PTEN gen anlatimi ag1-
sindan ise immunfenotip gruplar: ile kontroller ara-
sinda anlamli bir farklilik belirlenmedi (immatir
(p=0,2039), kortikal (p=0,2023) ve matir (p=0,3853))
(Sekil 1B). Hastalarin PTEN ve AKT]I gen ifadesi de-
gisimlerinin kargilikli olarak incelenmesi i¢in Pearson
korelasyon testi yapildi. %95 giiven aralig1 -0,5452 ile
0,05119 arasinda olup, korelasyon katsayisi r=-0,2730,
p=0,0972 olarak bulundu.

Cocukluk ¢ag1 T-ALL hastalarinm klinik bulgular,
tan1 zamani beyaz kan hiicresi sayist (>100,000
ve <100,000 (10°/L)), trombosit say1s1 (>100,000 ve
<100000 (10°/L)), hemoglobin diizeyi (>10dL ve<10dL),
yas (0-2 y1l, 2-10 yil ve >10 yil), cinsiyet (kiz/erkek),
organ tutulumu (var/yok), merkezi sinir sistemi tutu-
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Sekil 1. Cocukluk ¢ag1 T-ALL hastalarinda PTEN ve
AKT1I gen anlatim sonuglari. A) Cocukluk ¢ag1 T-ALL
hastalardaki (n=39) PTEN gen anlatiminin saglikli timosit
6rnekleri ile benzer gen anlatim diizeyine sahip oldugu
(p=0,1571) belirlendi. B) Hastalar immiinfenotiplerine
gore ayrildiginda (immatiir (n=12), kortikal (n=13),
matiir (n=6)) PTEN gen anlatimlar1 kontrollere gére
anlamli farklilik gostermedi (immatiir (p=0,2039), kortikal
(p=0,2023), matiir (p=0,3853)). C) Cocukluk ¢ag1 T-ALL
hastalardaki (n=39) AKT1 gen anlatiminin ise kontrollere
gore anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (p<0,0001). D)
Hastalar immiinfenotiplerine gore ayrildiginda (immatiir
(n=12), kortikal (n=13), matiir (n=6)) AKTI gen
anlatimlar: kontrollere oranla arttig1 belirlendi (immatiir
(p=0,0055) ve kortikal (p= 0,0036), matiir (p= 0,0238))

lumu (var/yok) ve risk gruplari (orta/yiiksek) icin, PTEN
ve AKT1 gen anlatim seviyeleri incelendi ve istatistik-
sel olarak anlamli bir degisim saptanmad.

Yasam analizi sonuglarinda, PTEN (GS p=0,47; HS
p=0,63) ve AKT1 (GS p=0,52; HS p=0,50) gen anlatim-
larinin genel sag kalim ve hastaliksiz sagkalim tizerine
anlamli bir etkisinin olmadi1 belirlendi. Bunun yanin-
da, Cox regresyon analizleri sonucunda, azalmis PTEN
gen anlatimi ile 33. giin kemoterapi yanitinin iliskisi
incelendiginde, genel ve hastaliksiz sag kalimin azaldi-
&1 belirlendi (GS p=0,026; HS p=0,048). Artmis AKT1
gen anlatimi ile 33. giin kemoterapi yanitinin iligkisi
incelendiginde, AKTI gen anlatimi artmis ve 33. giin
yanit1 olmayan hastalarda genel sagkalimin azaldig
belirlendi (GS p=0,034) ancak hastaliksiz sag kalim ile
iliski belirlenemedi (HS p=0,09).

TARTISMA

AKT1, hiicre proliferasyonu, olgunlagmasi, yasam
stiresi ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol alan
onkogenik bir serin/treonin kinazdir. Artmis AKT1I
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anlatiminin karsinogenezi tetikledigi bilinmektedir.
AKTT’in agir1 anlatimina 6zellikle mide, meme, kolon,
over, pankreas, tiroid kanserlerinde ve glioblastoma-
da rastlanmaktadir (25-29). Caliygmamizda, AKTI gen
anlatiminin immatir, kortikal ve matiir T-ALL has-
talarinda kontrollere gére anlamli derecede arttig:
belirlenmistir. AKT aktivasyonu pro-apoptotik pro-
tein olan BAD ve FOXO3ii inhibe ederek apoptozun
baskilanmasina neden olabilir (30). Ayrica, PTEN/
AKT yolags, hizli prolifere olan kanser hiicrelerinin
kullandig1 aerobik glikoliz tizerinde dnemli bir etkiye
sahiptir ve AKT nin agir1 anlatimi, glikozun hiicre
igine alinimini uyarmaktadir (31). PTEN inaktivas-
yonu sonucunda AKT yolaginin ektopik aktivasyonu
T-ALL hastalarinda gosterilmistir (17,20,32). Bu ¢a-
lismada, bir grup ¢ocukluk ¢ag1 T-ALL hastasinin
%53,8’inde PTEN gen anlatimindan bagimsiz olarak
AKT]1 gen anlatimi artis1 saptanmustir. T-ALL hasta-
larinin %5-18’inde PTEN/AKT1 aktivasyonuna yol
agan mutasyonlar gosterilmistir (17,33). Ancak, nadir
AKT]1 gen mutasyonlar: hastalarin ¢ok biiyiik kismin-
da goriilen yiiksek gen anlatimini agiklayamamakta-
dir. Bu ¢aligmanin kisithiliklarindan birisi ksith proje
biitgesi nedeni ile bulgularin protein verisi ile destek-
lenememesidir. AKT1 gen anlatiminin AKT1 protein
anlatimi ile uyum gosterdigi bildirilmistir (34). Kan-
serde anormal Akt sinyal aktivasyonunu kontrol eden
cok sayida mekanizma ortaya ¢ikartilmistir. PI3K/
AKT yolagy, tiim genom DNA metilasyonunu azalta-
rak transkripsiyonel aktivasyonu tetikledigi ve lokusa
6zgii DNA hipometilasyonu da diizenledigi bildiril-
mistir. Fosforilasyon ve defosforilasyon, Akt sinyal
aktivasyonunu yonlendiren birincil mekanizma olarak
kabul edilmektedir. Bunun yan sira ubikitinasyon ve
sumolasyon gibi diger posttranslasyonel degisiklikle-
rin de Akt sinyal aktivasyonu i¢in fosforilasyon kadar
onemli oldugu gosterilmistir (35).

PTEN/AKT sinyal transdiiksiyon kaskadinin agir1
aktivasyonu birgok tiimor hiicresinde goriilmekte ve
¢oklu ilag direncinin gelismesinde rol oynadig: diisii-
niilmektedir. Yapilan ¢alismalarda artmig AKT1 anla-
tumy, farkli kemoterapi ajanlarina ve tirozin kinaz inhi-
bitorlerine karsi direnc ile iligkilendirilmistir (36,37).
AKT inhibitérlerinin kullanildig1 deneysel caligmalarda,

sinyal yolaginin baskilanmast ile ¢oklu ila¢ direncinin
tistesinden gelinerek, kemoterap6tik ajanlara kargt has-
sasiyetin arttig1 bildirilmistir (38). Calismamizda, med-
yanin iizerinde AKT1 gen anlatimi gosteren hastalar ile
diisiitk AKTI gen anlatimi gosteren hastalar arasinda
tedavi yanit: ile iligkili olarak bir farklilik belirlenme-
mistir. T-ALL hastalarinin tedavi yanitlarinin B-ALL
alt grubuna nazaran daha kétii oldugu bilinmektedir
(39,40). Bu dogrultuda, kohortumuzdaki hastalarin
%53,8 ‘inde artmig AKT1 gen anlatimi gosterdigi goz
oniinde bulunduruldugunda hastalarin tedavi yaniti
acisindan AKT] diizeylerinde farklilik gostermemeleri
¢ok da sagirtic1 degildir. Ancak yine de T-ALL 6rnekle-
riigerisinde, daha kétii ve daha iyi prognoza sahip olan
orneklerin ayristirilmasinda AKT1 gen anlatiminin bir
belirteg olarak kullanihip kullanilamayacagina yonelik
daha genis sayidaki kohortlarda analizlerin gergekles-
tirilmesine ihtiyag vardir. Genel ve hastaliksiz sagkalim
analizleri ile gen anlatim diizeyleri arasinda bir iliski
belirlenememistir. Ancak hastalarin indiiksiyon teda-
visine verdikleri cevaplar ile sagkalim oranlari arasinda
bir iliski oldugu saptanmugtir. AKT1 gen anlatimu diigiik
olan hastalarin indiiksiyon tedavisine yamit verdikleri
ve genel sagkalimin arttig1 belirlenmistir.

Timor baskilayici 6zelligi nedeniyle PTEN gen
anlatimi hiicrelerin malign transformasyonunun
baskilanmasi i¢in kritiktir. PTEN gen anlatim se-
viyesi kanser tiirlerine gore degiskenlik gostermek-
tedir. Bizim ¢aligma grubumuzda PTEN gen anla-
tim1 kontrol 6rneklerinden farklilik bulunmamaistir.
Silva A. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alisma gen an-
latim profili bakimindan bizim bulgularimizi des-
teklemekle birlikte, T-ALL hastalarinda, PTEN
protein anlatimlarinin arttigini ve post-translasyo-
nel degisimlere bagl olarak PI3K/Akt yolaginin
artmis aktivasyonu da gostermistir (17). Gen anla-
tim diizeyinde anlamli degisim olmamasina karsin,
PTEN’in post translasyonel degisimleri ve mutas-
yonlari, PTEN’in fonksiyonel olarak baskilanma-
sina neden olabilmektedir.

Hastalarin indiiksiyon tedavi yanitlari ve sagkalim
oranlar1 bakimindan ele alindiginda daha yiiksek
(medyan {izeri) PTEN gen anlatimi gésteren hasta-
larin tedavi yanitlarinin daha iyi oldugu gériilmiistiir.
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PTEN gen anlatim1 yoklugunda T-ALL hiicre hatla-
rinin y-sekretaz inhibitorlerine kars1 direngli oldugu
gosterilmistir (41). Ayrica, T-ALLde glukokortikoid
direnci ile iligkili transkripsiyonel siiregleri modiile
eden sinyalizasyon faktorlerinin in-siliko analizinde,
AKTT’in glukokortikoid direncinin siirticii olarak
potansiyel bir roliine isaret ettigi belirlenmistir. Bu
sonuglar, PTEN kaybu ile artmig AKT1 fosforilasyo-
nunun klinikte primer glukokortikoid direncine ne-
den oldugu gosterilmistir (36,19,42).

SONUC

PTEN/AKT sinyal ileti yolagi, tiimorogenez ile
baglantili oldugu i¢in, ¢esitli anti-neoplastik ajanlar-
la bu yolagin inaktivasyonu saglanmaya ¢aligilmak-
tadir. Cok sayida calisma, AKT nin hiicresel prolife-
rasyon aracist oldugunu ve ilag gelistirmek i¢in
etkili bir hedef olabilecegi yoniinde bulgular sunmak-
tadir. Caliymamizda, T-ALL 6rneklerinde PTEN gen
anlattimindan bagimsiz olarak artmigs AKTI gen an-
latiminin varlig1 ve indiiksiyon tedavisi yanitlari ile
iligkisi gosterilmistir. T-ALLlerdeki tedavi basarisiz-
liginin tstesinden gelinebilmesi iin alternatif tedavi
protokolleri ya da yeni hedeflenmis tedavi yaklagim-
larina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozgiin ve genis hasta
gruplarinda gergeklestirilecek ¢alismalar ve saptanan
prognostik iligkiler bahsi gegen yukarida soz edilen
alternatif tedavilere 151k tutacaktir. Son yillarda gelis-
tirilen AKT yolag: spesifik inhibitorleri de kanser
tedavisi icin umut vaat etmektedir.
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Amag: Miyelodiplastik sendrom (MDS) olgularinin %30-50sinde kromozom anomalileri
gozlenmektedir. En sik gozlenen anomaliler trizomi 8, monozomi 7/7q-, monozomi 5/5q-
ve 20q- olarak belirlenmistir. Bu anomalilerin saptanmasinda konvansiyonel sitogenetik ve
interfaz FISH (iFISH) yontemleri kullanilmaktadir. Her iki yontem i¢in tercih edilen materyal
kemik iligi olmakla birlikte, perifer kaninin kullanilmasinin uygunlugu da arastirilmaktadir.
Bu ¢aligmada, laboratuvarimiza bagvuran MDS hastalarinin perifer kani ve kemik iligi
érneklerindeki anomalilerin sitogenetik ve iFISH yontemleri ile kargilagtirilarak mevcut veri
havuzuna katki saglanmast amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: MDS tanil1 19 olgunun perifer kani ve kemik iligi 6rnekleri konvansiyonel
sitogenetik ve 5q31, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii delesyon problarinin kullanildig:
iFISH yontemleriyle incelenerek, elde edilen veriler 6rnek tipi ve kullanilan yonteme gore
kargilagtirilmigtir.

Bulgular: Konvansiyonel sitogenetik yontemiyle olgularin 5’inde periferik kan ve kemik
iligi orneklerinde elde edilen sonuglar arasinda (iki olguda normal, ii¢ olguda anormal
karyotip) konkordans, 12 olguda diskordans gozlenmis, iki olguda kemik iliginde metafaz
elde edilemezken, perifer kaninda klonal say1 anomalileri saptanmistir. iFISH yontemiyle
incelemede ise, olgularin perifer kani1 ve kemik iligi ornekleri arasinda, -5/del(5q)
incelemesinde 13 olguda (iki olguda pozitif, 11 olguda negatif), -7/del(7q) i¢in 10 olguda (bir
olguda pozitif, 9 olguda negatif) konkordans gozlenmistir. Sitogenetik olarak tek olgunun
kemik iligi 6rneginde birlikte gozlenen del(5q) ve del(7q) bulgulari, hem perifer kani hem de
kemik iligi 6rneklerinde uygulanan iFISH analizinde de pozitif olarak saptanmustir.

Sonug: Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce bildirilen ¢aligmalarla birlikte degerlendirildiginde,
her iki yontem ve her iki 6rnek tipinin kendilerine 6zgii avantajlara ve dezavantajlara sahip
olduklar1 gozlenmistir. Bu durum bu iki yéntem ve 6rnegin birbirlerinin yerini almak yerine,
paralel olarak kullanilmalarinin yararli olacagini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyelodisplastik Sendrom, Sitogenetik, interfaz FISH

ABSTRACT

Objective: Chromosome abnormalities are observed in 30-50% of myelodysplastic
syndrome (MDS) cases. The most common anomalies are trisomy 8, monosomy 7 / 7q-,
monosomy 5 / 5q- and 20q-. Conventional cytogenetic and interphase FISH methods are
used to detect these anomalies. Although bone marrow is the preferred material for both
methods, the suitability of using peripheral blood is also being investigated. The aim of this
study is to contribute to the data pool in this area by presenting comparative cytogenetic and
interphase FISH examination results in peripheral blood and bone marrow samples of MDS
patients who applied to our laboratory.

Materials and Methods: Peripheral blood and bone marrow samples of 19 patients with
MDS were examined with conventional cytogenetic and iFISH methods using deletion
probes specific to the 5931, 7q22 and 7q31 regions. The data obtained were used to compare
the materials and techniques.
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Results: Conventional cytogenetics: In this technique, the results of peripheral blood and bone marrow samples were concordant in
5 cases (normal karyotypes in 2, and abnormal in 3 cases), and discordant in 12 cases, and in two cases, there was no metaphase in
bone marrow samples, while abnormal karyotypes were observed in blood samples. iFISH: Between the results of peripheral blood
and bone marrow; for -5/del(5q) there was concordance in 13 cases (positive in two, and negative in three cases), and for -7/del(7q),
10 cases were concordant (positive in one, and negative in 9 cases). The one case that del(5q) and del(7q) were observed together in
conventional cytogenetic examination, was positive in iFISH analysis for both anomalies, too.

Conclusion: When we evaluate our results together with previous reports, it seems that both methods and both materials have their
own advantages and disadvantages. Therefore, we suggest that it would be beneficial to use these two methods and materials in parallel
instead of replacing each other.

Keywords: Myelodysplastic syndrome, Cytogenetics, interphase FISH
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MDSde kan ve kemik iligi sitogenetik ve FISH incelemeleri

GIRIS

Miyelodisplastik sendrom (MDS) yetersiz ve displas-
tik hematopoez ile karakterize, klonal bir hematolojik
hastaliktir. Kemik iliginde hiperseliilarite ve blast hiic-
re artigt olmasina karsin, perifer kaninda sitopeni goz-
lenir (1). MDSli hastalarin klinik fenotipi ¢ok gesitlidir.
Bu gesitlilik, sitopenilerin agirligi, kemik iligindeki
hiicre zenginligi ve blast sayisi, Akut miyeloid l6semi-
ye (AML) dontisme orani, sagkalim ve tedaviye yanit
gibi durumlarla iliskilidir. Fenotipik heterojenitenin
sebebi, hastaligin patogenezinde biiyiik bir rol oynayan
genetik degisimlerin cesitliligidir (1,2).

Kromozomal degisimler MDSnin %30-50sinde
goriiliir. Bu degisimler dengeli translokasyonlar, sayisal
veya yapisal artis ya da kayiplara sahip dengesiz karyo-
tipler olabilecegi gibi kompleks karyotipler de olabilir
(3). Trizomi 8, monozomi 7/7q-, monozomi 5/5q- ve
20q- MDSde en sik gozlenen anomalilerdir (4).

Konvansiyonel sitogenetik yontemler, MDS kli-
niginin sitogenetik degerlendirilmesinde altin stan-
dart olarak degerlendirilse de bazi sinirlamalar: var-
dir. Bu incelemeler i¢in neoplastik klonun
boliinebilen hiicrelerine ihtiya¢ vardir ve bazi du-
rumlarda metafaz hiicrelerinin azlig1 nedeniyle so-
nuglar1 yorumlamak kolay degildir. Interfaz fliioresan
in situ hibridizasyon (iFISH) yontemi ise mitotik
indeksin diisiik oldugu durumlarda, béliinen hiicre-
lere ihtiya¢ duymadan interfaz hiicrelerinde spesifik
anomalilerin tanimlanmasini saglar. iFISH’in baska
bir avantaji, konvansiyonel sitogenetige gore daha
fazla hiicre analiz edilmesinden dolayi, yiiksek has-
sasiyete sahip olmasidir (5).

MDSde gozlenen kromozom anomalilerinden
bazilar1 tedavi seciminde etkili olmaktadir. Bunlardan
en onemlisi 5q delesyonudur. izole 5q delesyonuna
sahip MDS hastalarinda uygulanan Lenalidomide
tedavisi hastalarin %20-45’inde tam sitogenetik yanit
saglamaktadir. Diger bir 6nemli anomali olan 7q
delesyonunun ise hastaligin kotii prognozu ile iligki-
li oldugu bilinmektedir (6,7).

MDS hastalarinda sitogenetik ve iFISH inceleme-
leri i¢in ¢ogunlukla kemik iligi 6rnegi kullanilmak-
tadir. Ancak, kemik iligi aspirasyonu hasta i¢in zor
ve ac1 veren bir islem olup, hiposeliiler veya myelo-

tibroz gelisen hastalarda da sikintili olmaktadir. Pe-
rifer kaninin kemik iligi yerine kullanilmasinin uygun
olup olmadiginin, hem konvansiyonel sitogenetik
hem de iFISH yontemleri kullanilarak arastirildigy,
sinirl sayidaki ¢aligmalarin (8,9,10) bazilarinda kemik
iligi ve perifer kan sonuglarinin iyi korelasyon gos-
terdigi bildirilmigse de (8) perifer kaninin sitogenetik
ve iFISH i¢in tam giivenilir bir 6rnek olmayabilecegi,
fakat kemik iligi aspirasyonu gerceklestirilemedigi
veya yeterli hiicre elde edilemedigi durumlarda ya-
rarli olabilecegi goriisiinde birlesilmektedir (8, 9, 10).

Bu ¢alismayla, laboratuvarimiza bagvuran MDS
hastalarinin perifer kani ve kemik iligi 6rneklerinde
karsilastirmali sitogenetik ve iFISH inceleme sonug-
larini sunarak bu alandaki sinirli veri havuzuna kat-
kida bulunmay: amagladik. Caligmamizda, MDS
hastalarindan alinan perifer kani ve kemik iligi aspi-
rasyonu Orneklerinde konvansiyonel sitogenetik ana-
lizleri yapildi ve MDSde sik gozlenen -5/del5q ve -7/
del7q delesyonlarini belirlemek i¢in 5931, 7q22 ve
7q31 bolgelerine 6zgii problar: kullanilarak iFISH
yontemi uygulandi.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 2012-2014 yillar1 arasinda hema-
toloji servisine bagvuran, MDS tanil1 19 olgunun
perifer kani ve kemik iligi 6rnekleri konvansiyonel
sitogenetik ve iFISH yontemleriyle incelendi. Sekiz
kadin ve 11 erkek hastadan olusan olgu grubuna ait
klinik 6zellikler Tablo 1de 6zetlenmistir. Bu ¢alisma
i¢in kurumumuz Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu'n-
dan etik kurul onay1 ve olgulardan bilgilendirilmis
onam formu alinmistir.

Sitogenetik inceleme i¢in, perifer kaninda 72 sa-
atlik, kemik iliginde 24 ve 48 saatlik kiiltiir ve G-bant-
lama yontemleri uygulandi. Elde edilen metafazlar
“International System for Human Cytogenomic No-
menclature (ISCN) 2016” kurallarina gore degerlen-
dirildi (11). Sitogenetik incelemede, perifer kan or-
neginde en az 20, kemik iliginde en az 10 metafaz
degerlendirildi.

Olgularin perifer kan ve kemik iliklerine, 5q31
bolgesine 6zgii del(5q) Delesyon Probu (Cytocell Aqu-
arius) ve, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii del(7q) De-
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Tablo 1. Olgulara ait yas, cinsiyet, dntani, tan1 ve tedavi
bilgileri

Olgu No | Yas | Cinsiyet Tam Tedavi
1 66 E MDS
2 80 K * *
EPO kullanimi
MDS/ AM%ye donii-
3 60 E KMPH slim var.
Steradin-Idaru-
bisin
Tedavisiz takip
4 62 E MDS edilen hasta
5 65 E MDS-RA *
MDS-RA- Azasitidin
6 64 E Transplantasyon
EB-I-11
planlaniyor.
Tedavisiz takip
7 66 MDS edilen hasta
8 56 K * *
9 77 K MDS *
Transfiizyon
Azasitidin
10 54 E MDS Steradl.n'—ldaru—
bisin
Kemik iligi nakli
Remisyon
Tedavisiz takip
1 2 K MDS edilen hasta
Tedavisiz takip
12 & E MDS edilen hasta
13 78 E MDS *
14 47 E MDS *
MDS-RA- | Transfiizyon
15 69 K EB-I Azasitidin
MDS/ .
16 61 E KMPH
17 66 K * *
B-vit
18 3 E MDS Folik asit
19 59 K MDS *

* Tan1 ve tedaviyle ilgili bilgiye ulasgilamadi. MDS: Miyelodisplastik Sendrom,
AML: Akut Miyoloid Lésemi, KMPH: Kronik Myeloproliferatif Hastalik, RA:
Refrakter Anemi, RAEB: Agir1 Blastl Refrakter Anemi, EPO: Eritropoetin

lesyon Problari (Cytocell Aquarius) kullanilarak iFISH
teknigi uyguland: ve 100-300 interfaz niikleusu ince-
lendi. Problara ait esik (“cut off”) degerlerini belirlemek
i¢in 20 saglikli bireyin perifer kan 6rneklerine de iFISH
yontemi uygulandi ve elde edilen sonuglardan esik
degeri BETA.INV yontemiyle hesapland: (12).

BULGULAR
MDS tanisi alan ve yaslar1 43-80 arasinda degisen
8 (%42) kadin ve 11 (%58) erkek hastada medyan yas

64 olarak saptandi. Olgulara ait 19 kemik iligi, 19
perifer kani olmak tizere toplam 38 6rnekte yapilan
sitogenetik incelemede iki kemik iligi 6rneginde ye-
terli say1 ve kalitede metafaz elde edilemezken, perifer
kan 6rneklerinin tiimiinde sonug elde edildi. Olgula-
rin konvansiyonel sitogenetik ve iFISH analiz sonug-
lar1 Tablo 2'de yer almaktadir. Bu sonuglara gore pe-
rifer kan 6rneklerinin 4’tinde, kemik iligi 6rneklerinin
&inde normal karyotip bulundu. Olgularin ikisinde
hem kan hem de kemik iliginde normal karyotip sap-
tanirken, diger olgularda en az bir 6rnek tipinde klo-
nal anomaliler gézlendi. Ug olguda (Olgu 6, 13, 15)
ayni kromozom anomalileri hem kan hem kemik
iliginde gozlenirken, 4 olguda (Olgu 5, 9, 10, 17) iki
ornekte farkli klonal anomaliler saptandi. Kemik ili-
ginde yeterli metafaz elde edilemeyen iki olguda (Olgu
1 ve 16) perifer kanda klonal anomaliler gozlendi.

Sitogenetik analiz sonucunda perifer kaninda
gozlenen klonal kromozom say1 anomalileri -X, -18
(4er olguda), -19 (3 olguda), -21, -22 (2’ser olguda),
-Y, -7, -12, -17 (birer olguda); yap1 anomalileri ise 2
olguda del(6)(q11q14), birer olguda del(2)(p21p23?),
add(4)(q35), del(4)(q31q33?) ve add(5)(q31) iken,
kemik iliginde saptanan say1 anomalileri; - Y (2 ol-
guda), birer olguda -X, +8, -17, -18; yap1 anomalile-
ri, del(6)(ql1q14) (2 olguda), idic(X), add(4)(q35),
add(5)(q31), del(5)(q23), del(7)(q22), del(15)(q21),
del(18)(p11.2) ve del(20)(q11) (birer olguda) olarak
tespit edildi.

5q31, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii problar ile
20 saglikli bireyin perifer kan 6rneklerinde yapilan
iFISH analizleri sonucunda, hem -5/del(5q) i¢in, hem
de -7/del(7q) igin esik deger %7 olarak belirlendi.
Olgularin perifer kanlarinda yapilan iFISH incele-
meleri sonucunda, 8 olguda -5/del(5q), 7 olguda -7/
del(7q) sonuglari esik degerinin {izerinde bulundu.
Kemik iligi 6rneklerinde, -5/del(5q) igin esik dege-
rini iki, -7/del(7q) i¢in 4 olgunun astig1 gozlendi. Tki
olguda, her iki 6rnekte de -5/del(5q) saptanirken -7/
del(7q) i¢in bu durum sadece bir olguda gozlendi
(Tablo 2).

Sitogenetik olarak tek olgunun (Olgu 19) kemik
iligi orneginde kompleks karyotip iginde birlikte goz-
lenen del(5q) ve del(7q) bulgulari, hem perifer kani
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Tablo 2. Olgulara ait konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonuglar1

Perifer kani Kemik iligi
O}i‘f)“ Karyotip FISH Karyotip FISH
-5/del(5q) | -7/del7q -5/del(5q) -7/del7q
45,X,-Y[3]/46,XY[18] - - " - -
2 44~45X,-X[cp4]/46,XX[6] - - 46,XX[12] : :
45~46,XY,del(4)(q31q33?) ] + 46,XY[8] : :
3 [cp3]/43~44,XY,-7[cp3]/
46,XY[15]
4 45~46,XY,del(2)(p21p23?) 46,XY[13] - -
[cp3]/46,XY([18]
30~45<2n>,XY,-17[3],-18[4] : 45 X,-Y[4]/ 47,XY,+8[3]/ - -
5 , -19[4],-21[5], 46,XY([3]
-22[3][cp10]/46,XY[14]
. 46,XY,del(6)(q11q14)[3])/ + + 44~46,XY,del(6) (q11q14) - -
46,XY[22] [cp6]/ 46,XY[13]
- 39~44,XX,-19[cp3]/ - + 46,XX[5] - -
46,XX[13]
g | 38~45XX,-X[3],-21[4],-22(3] + + 46,XX[14] : :
[cp7]/46,XX[18]
9 42~45,X,-X[cp5]/ 46,XX[15] - - 42~43 XX,-18(cp3]/ - +
46,XX[6]
" 43~45XY,-18[cp5]/ + - 45~46,XY,del(18)(p11.2) : :
42~45XY,-19[cp4]/ 46,XY[9] [cp4]/46,XY (9]
N 46,XX[28] + - 38~44,XX,-17[cp3]/ - +
46,XX[4]
12 46,XY[21] : : 44~45X,-Y([cp12] : X
46,XY,add(4)(q35),add(5) } : 44~46,XY,add(4)(q35) : +
13 (q31)[4]/46,XY[19] [cp3]/46,XY,add(5) (q31)
[2] /46,XY[11]
14 46,XY[21] - - 46,XY[9] - -
39~46,XX,-18[- + + 46,X,idic(X)(q13)[4]/ + :
15 cp3]/44~45,XX,del(6)(q?q?) 47,idem,+X[2]/46,XX,
[cp2]/46,XX[16] del(6)(q?q?)[2]/46,XX][2]
16 42~45,XY,-18[cp3]/ + + * - -
46,XY[20]
17 | 41~45.XX,X[5],-20(3],-21(3] : : 46,XX[15] } :
[cp11]/46,XX[21]
18 46,XY[13] + - 46,XY[16] - -
44~46,XX,-12[- + + 44~46,XX,del(5)(q23)[3], + +
19 cp3]/46,XX[19] del(7)(q22)[2], del(15)
(q21)[6],del(20)(q11.2)[6]
[cp6]/46,XX[2]

hem de kemik iligi 6rneklerinde uygulanan iFISH
analizinde de pozitif olarak saptandi (Resim 1).

TARTISMA

MDS olgularinda konvansiyonel sitogenetik, kro-
mozom anomalilerini belirlemede en sik kullanilan
inceleme yontemidir (13). Ancak, yeterli say1 ve ka-
liteli metafaz elde etmenin gii¢ oldugu durumlarda,
sik goriilen anomalilerin saptanmasinda iFISH yon-

temi de etkili olarak kullanilmaktadir. Her iki yontem

i¢in tercih edilen 6rnek materyali genellikle kemik
iligi olmakla birlikte, daha kolay elde edilen perifer
kan1 6rneklerinin bu amagla kullanilabilirligi aras-
tirma konusudur. Bu ¢aligmalarda, kemik iligi 6rne-
ginin, ozellikle tan1 asamasinda konvansiyonel si-
togenetikle ¢alisilmasinin Onemi tizerinde
durulmakta, perifer kaninin ise, hastaligin izleminde
bilinen anomalilerin iFISH yontemiyle taranarak,
tekrarlayan kemik iligi aspirasyonlarindan kaginmak-

ta yardimeci olabilecegi one siiriilmektedir (8,9,10).
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Resim 1. Olgu 197 ait karyogram ve iFISH goriintiileri. a) Kemik iligi 6rnegine ait 46,XX,del(5)(q31),del(7)(q22),del(15)
(q21),del(20)(q11.2) karyotipini gosteren karyogram. b) Perifer kan 6rnegine ait del(5q) gosteren interfaz niikleusu (Yesil
sinyal: Kontrol bélgesi; 5p15, Kirmizi sinyal: Delesyon bolgesi; 5q31 (EGR1 geni)). ¢) Kemik iligi 6rnegine ait del(5q)
gosteren interfaz niikleuslar1. d) Perifer kan 6rnegine ait del(7q22) gosteren interfaz nukleuslar: (soldaki terminal, sagdaki ara
delesyon) (Yesil sinyal: 7q31 (MET geni), Kirmizi sinyal: 7q22 (RELN geni)). e) Kemik iligi 6rnegine ait biri normal (alttaki),
biri del(7q22) gosteren (iistteki) interfaz nukleuslar1.

Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2020; Volume 3, Issue 3 127



MDSde kan ve kemik iligi sitogenetik ve FISH incelemeleri

Calismamizda, MDS tanisi alan hastalardan alian
perifer kani ve kemik iligi aspirasyon érnekleri, kon-
vansiyonel sitogenetik ve 5931, 7q22 ve 7q31 bolgele-
rine 6zgii FISH problar1 ile incelenmis ve her iki yon-
temle elde edilen sonuglarin, perifer kani ve kemik
iligi arasinda gosterdigi diskordans oranlari (konvan-
siyonel sitogenetik incelemesinde 12/17 olgu (%70),
iFISH incelemesinde -5/del5q i¢in 6/19 (%32), -7/del7q
i¢in 9/19 olgu (%47)) literatiirde bildirilen oranlardan
daha yiiksek olarak saptanmistir (8,9,10). Cherry ve
ark. (8) 100 olgu iceren serilerinde kemik iligi ve pe-
rifer kan1 arasindaki diskordans oranlarini konvansi-
yonel sitogenetik incelemesinde %6,6 ve FISH ¢alis-
malarinda %3 olarak bildirmislerdir. Coleman ve ark.
(9) toplam 433 olgunun katilimiyla yaptiklar: ¢aligma-
larinda, konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonuglar1
arasinda %4-7, kemik iligi ve perifer kani FISH sonug-
lar1 arasinda ise %31 oraninda diskordans gézlemis-
lerdir. Fakhr ve ark. (10) ise, 35 olguyu kapsayan ¢a-
lismalarinda kemik iligi ve perifer kani arasinda
sitogenetik incelemede %26 diskordans gozlenirken,
FISH analizinde hi¢ diskordans saptanmadigini bil-
dirmiglerdir. Bu durumun, ¢alismamizin en 6nemli
limitasyonu olan olgu sayisinin azligina bagli olabile-
cegini ve daha fazla sayida hasta tizerinde ¢aliymanin
gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

SONUC

Sonug olarak, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla bizim
sonuglarimiz birlikte degerlendirildiginde, her iki yon-
tem ve her iki 6rnegin kendilerine 6zgii avantajlara ve
dezavantajlara sahip olduklar1 ve birbirlerinin yerini
almak yerine, paralel olarak kullanilmalarinin MDSnin
Kklinik izleminde yarar saglayacag1 ongoriilmektedir.
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ABSTRACT

Objective: This study aims to find out the possible association between the CYP3A4*1B gene
variant (rs2740574) and substance use disorder susceptibility in the Turkish population.
Materials and Methods: 158 patients with substance use disorder and 100 healthy individuals
matched for gender, age, and ethnicity were enrolled in the study. Genotyping was analyzed
with the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)
method using the Mboll restriction endonuclease. The association between the CYP3A4*1B
variant and substance use disorder was analyzed using SPSS 21 and de-Finetti program.
Results: The CYP3A4 gene (Mboll gene variant in 5° promoter region) genotype distributions
of substance use disorder patients were not significantly different from the healthy controls.
When the substance use and control groups were compared in terms of allele frequency,
increased G allele frequency was observed in CYP3A4 variants in the substance use group
(p: 0,042).

Conclusion: This is the first study that investigates the association between the MbolI gene
variant in CYP3A4 gene 5’promoter region and substance use disorder in the literature.
It was demonstrated that an increased G allele existed in Turkish substance use disorder
patients. Plans have been made to research the other variants of the CYP3A4 gene in the
future.

Keywords: CYP3A4, substance abuse, MbolI endonuclease, drug metabolism, addiction

oz

Amag: Bu ¢aligma, Tiirk popiilasyonunda CYP3A4*1B gen varyanti (rs2740574) ile madde
kullanim bozukluguna yatkinlk arasindaki olasi iliskiyi bulmay1 amaglamaktadur.

Gereg ve Yontem: Calismaya madde kullanim bozuklugu olan cinsiyet, yas ve etnik koken
agisindan eglestirilmis 158 hasta ile 100 saglikli birey alindi. Genotipleme, polimeraz zincir
reaksiyonu restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) yéntemi MbolI restriktif
endoniikleaz enzimi kullanilarak yapilmisti. CYP3A4*IB varyanti ile madde kullanim
bozuklugu arasindaki iligki SPSS 21 ve de-Finetti programi kullanilarak analiz edilmistir.
Bulgular: Madde kullanim bozuklugu hastalariin CYP3A4 geni (5 ‘promoter bolgesindeki
Mboll gen varyant1) genotip dagilimlari, saglikli kontrollerden anlamli olarak farkl degildi.
Allel siklig1 agisindan madde kullanim ve kontrol gruplari kargilastirildiginda, madde
kullanim grubunda CYP3A4 varyantlarinda G allel sikliginda artis gézlendi (p: 0,042).
Sonug: Bu ¢aligma literatiirde CYP3A4 geni 5’promoter bolgesindeki Mboll gen varyanti ile
madde kullanim bozuklugu arasindaki iligkiyi arastiran ilk galigmadr. Tirk popiilasyonunda
madde kullanim bozuklugu hastalarinda artmis bir G allelinin mevcut oldugu gosterilmistir.
Gelecekte, CYP3A4 geninin diger varyantlarinin arastirilacag: ¢aligmalara ihtiyag vardir.
Anahtar Kelimeler: CYP3A4*1B, madde bagimlilig, Mboll endoniikleaz, ilag
metabolizmasi, bagimlilik
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INTRODUCTION

Substance use refers to harmful or dangerous uses
of alcohol and psychoactive substances that includes
illicit drugs (1). According to the Diagnostic and Sta-
tistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) criteria;
substance use disorder causes important clinical and
functional disorders such as health problems, disabil-
ity and failure to fulfill the main responsibilities at school
or at home (2). In the World Drug Report (2018) it is
stated that approximately 275 million people in the
world had used drugs at least once in 2016, correspond-
ing to about 5.6 percent of the population aged 15-64.
31 million people who use drugs have substance use
disorder (3). Substance use disorder (addiction) is a
complex process with physical, spiritual, and social
dimensions. It can be said the factors that affect the
structure of addiction are genetic and environmental
factors in both genders. Factors such as the rate and
sensitivity of metabolism in the body are genetic factors,
but factors such as the desire for love and respect in
society constitute environmental factors (4).

Drug metabolism concerns many parts of the body,
including the liver, intestinal wall, lungs, kidneys, and
plasma. As the main site of drug metabolism, the liv-
er enzymatically converts fat-soluble compounds into
more water-soluble compounds to remove and detox-
ify xenobiotics (foreign drugs or chemicals). Drug
metabolism is achieved by phase I reactions, phase II
reactions, or both. The most common phase I reaction,
oxidation, is catalyzed by the CYP system (5). Cyto-
chrome P450 (CYP) enzymes metabolize about 70%
of drugs in clinical use (4). There are many different
subfamilies in the cytochrome P450 family. One of
them is the CYP3A subfamily with isoenzymes CY-
P3A4,CYP3A5,CYP3A7,and CYP3A43 (6). CYP3A4
is the most common P450 enzyme in the human liver
(6,7). It constitutes 30% of the total P450 protein con-
tent and is also expressed in the prostate, breast, intes-
tine, colon, small intestine, and brain (7,8). It shows a
broad substrate specificity and is responsible for the
oxidation of various non-structurally related com-
pounds, including many therapeutic drugs, steroids,
fatty acids, and xenobiotics (8). The CYP3A4 gene on
chromosome 7q21.3-q22.1 has 27.592 base pairs and

13 exons (9). The promoter region includes a basal
transcription element (-35 to -50). Also, there is an
AP-3 binding site in the 5 ‘untranslated region (UTR),
a p53 binding motif (a specific DNA sequence in which
protein p53 can bind), a hepatocyte nuclear factor-4
element, two hepatocyte nuclear factors- 5 elements,
a glucocorticoid which is associated with the response
element and an estrogen response element (8). Chang-
es in the activity of the CYP3A4 enzyme alter the blood
concentrations of the drugs which are metabolized
and affect the form of treatment and toxicity of the
drug that is taken to the body. Genetic polymorphisms
that occur or exist in the gene encoding the CYP3A4
enzyme affect the expression of the gene (10). The
Adenine-Guanine (A -> G) transition in the 5 ‘pro-
moter of the CYP3A4 gene was reported by Rebbeck
etalin 1998 (10). This functional variant, also known
as CYP3A4*1B (rs2740574), is known to alter the gene’s
transcriptional activity and thus the overall activity of
CYP3A4. It has been reported to reduce its activity
(11). It has been reported that this activity change can
lead to serious toxicity or therapeutic failure by alter-
ing the relationship between dose and blood concen-
tration of the pharmacologically active drug by affect-
ing the metabolic rate of drugs (10).

The aim of this study is to determine whether there
is a relationship between the CYP3A4 gene (Mboll
gene variant in 5’promotor region) and substance use
disorder sensitivity in the Turkish population.

MATERIALS AND METHODS

A total of 158 patients with substance use disorder
and 100 people as a healthy control group were includ-
ed in the study. The individuals in the control group
were chosen from those who had a similar ethnic ori-
gin and had no relationship with each other in the same
geographical region. In addition, people who had sub-
stance use disorders in family history and/or personal
history were excluded. This study was approved by
Istanbul University Local Ethics Committee (2015/1374).
Blood samples were taken into EDTA tubes and stored
at-20° C. DNAs were isolated from the collected blood
by using the Genemark isolation kit. The forward and
reverse primers (rs2740574) were prepared for PCR
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amplification of the CYP3A4 gene 5’ promoter region.
Then the CYP3A4 genes were amplified with PCR from
isolated genomic DNAs. The replication material (PCR
product) contained the polymorphic region for Mboll
(270 bp). Cutting products were analyzed by using
uncut PCR products and DNA ladder in 3% agarose
gel electrophoresis. Homozygous wild type DNA (gen-
otype: M+/M+) produced 175 bp and 169 bp alleles,
the homozygous variant type (genotype: M-/M-) pro-
duced 210 bp and 175 bp alleles and heterozygote gen-
otype (genotype M+/M-) was recognized by showing
210 bp, 175 bp, 169 bp fragments in electrophoresis.
The comparisons between the control and patient
groups were performed using the chi-square test. The
deviation of the groups from Hardy-Weinberg equilib-
rium and the results of the substance use disorder group
were analyzed in terms of clinical parameters (12).

RESULTS

The CYP3A4 genotypes and allele frequencies of
158 patients and 100 healthy control subjects were
determined with the PCR-RFLP (polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism)
method (Table 1). There was no significant difference

in genotype frequencies between the control and

Table 1. CYP3A4 gene Mboll variant results

substance use disorder groups, but there was a sig-
nificant difference in allele frequency (p=0.042) (Ta-
ble 1). While there was a deviation in both patient
and healthy controls according to Hardy Weinberg
equilibrium, no significant difference was found
between the clinical parameters and genotypes in the

substance use disorder group (Table 2).

DISCUSSION

It is necessary to concentrate on the field of scien-
tific studies related to substance use and substance use
disorder, which is an increasing problem nowadays.
Factors that affect the process, which leads to substance
use and substance use disorder, can be classified in
many titles. CYP3A4, one of the P450 enzymes, is
quantitatively the most important. (4,6,7). The expres-
sion and function of CYP3A4 vary greatly both among
different individuals and within individuals. There are
numerous environmental, genetic, and physiological
factors that affect CYP3A4 expression and activity.
(13). Functional variants of the gene encoding the
CYP3A4 protein alter enzyme activity by affecting the
expression at the gene level (10). Genetic variations of
drug-metabolizing enzymes can significantly change

the pharmacokinetic features of a drug. Thus, these

CYP3A4 Patient Control OR CI 95% p
Genotype n=158 n=100

AA (72.9%) 115 (83.0%) 83 0.547 0.292-1.027 0.081
AG (19.6%) 31 (13.0%) 13 1.634 0.808-3.299 0.227
GG (7.6%) 12 (4.0%) 4 1.973 0.617-6.298 0.367
Allel

A (82.6%) 261 (89.5%) 179 0.556 0.325-0.953 0.042
G (17.4%) 55 (10.5%) 21

HWEp 0.000 0.002

HWEp: Hardy Weinberg Equilibrium; OR: Odds ratio; Fisher’s exact test P value is significant p>0.05

Table 2. Comparison of genotypes in Substance Use Disorder and control group with clinical parameters

CYP3A4 Normal (AA) Mutant (AG+GG) OR CI95% P
n=115 n=43

Sex Man/Woman 104/11 39/4 2.667 0.362-19.646 0.311

Age 29.31+7.9 28.09+6.8 - - 0.433

Synthetic use 72/43 25/18 0.766 0.361-1.628 0.488

Psychotic condition 70/45 26/17 0.926 0.436-1.970 0.843

Smoke Yes/No 100/15 36/2 0.833 0.681-1.109 0.243

HWEp: Hardy Weinberg Equilibrium; OR: Odds ratio; Fisher’s exact test P value is significant p>0.05
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genetic variants are considered to be the main source
of drug metabolism and drug response (efficacy and/
or safety) differences between individuals (14 The A
-> G transition in the 5 ‘promoter of the CYP3A4 gene,
one of the phenotypes affected by genetic variants, was
reported by Rebbeck et al in 1998 and it is known that
it changes the transcriptional activity and therefore
the overall activity of CYP3A4 (9,10). This difference
changes the drug metabolism, drug’s blood levels, and
drug dose adjustments that are used during treatment.
It also changes the duration and effect of the drugs in
the body, thus it widely affects the process that leads
to substance use disorder in individuals (10). As of
today, the CYP3A4 gene (10 January 2019) is placed
in the 13690 Pubmed article. There are only 44 articles
that investigate the association between addiction and
CYP3A4. These were published between 1999-2018.
In previous studies, the association of the CYP3A4*1B
variant with prostate cancer and ovarian cancer was
investigated (15,16). It has been found that this func-
tional variant may be associated with high tumor de-
grees in prostate cancer (13). There are studies about
the CYP3A4*1B variant in atorvastatin users and tac-
rolimus users in the literature. (17,18). However, there
has been no large-scale research on cannabinoid and
synthetic cannabinoid users in the literature. We per-
formed this study with 258 individuals, 158 of them
had substance use disorder and 100 of them were
healthy controls. For the first time, this study showed
that there is a significant relationship in allele frequen-
cy and substance use disorder. In this study, the genet-
ic differences of individuals with and without substance
use disorder were investigated and it was shown wheth-
er or not there was a significant relationship between
genotypes and alleles compared with clinical param-
eters (age, gender, marital status, cigarette smoking
and quantity, psychotic state, history of the prison, etc).

CONCLUSION

The relation of the CYP3A4 gene with the Mboll
gene variant was investigated in the literature for the
first time in this study and it was shown for the first
time that the frequency of G allele in individuals with
Substance Use Disorder may have a predisposition

role in Substance Use Disorder. Plans have been made
to study the functional variants of the CYP3A4 gene,
which may be clinically relevant to diseases and which
may guide the development of new diagnostic and
therapeutic principles.
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Amag: Miyeloproliferatif neoplazi (MPN)’li hastalar morbidite ve mortalitesi yiiksek
tromboz riski tagirlar. Tromboza olan bu yatkinlik, artmis kan hiicre sayzsi ile bagdastirilmig
olsa da, endotel hiicre (EH) fonksiyon bozuklugu gibi faktérler de 6nemli rol oynamaktadur.
EH’nin miyeloproliferatif bozukluklarla olan baglantisini gostermek {izere yapilan 6nceki
caligmalarda EH’nin MPN kan hiicrelerinde %50-95 oraninda mevcut olan JAK2V617F
mutasyonunu tagidig1 gosterilmis, ancak sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinase 2 (JAK2)
de meydana gelen bu mutasyonun EH {izerinde gostermis oldugu morfolojik ve fonksiyonel
degisiklik gosterilmemistir. Ayrica epigenetik faktorlerden Sitokin Sinyal Stipresér (SOCS)
proteinleri‘nin MPN'deki etkisi de tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢aligma ile JAK2V617F
mutasyonunun EH'de yapmus oldugu etkileri epigenetik agidan énemli olan, SOCS 1-4 gen
anlatimlari ve metilasyon durumlari incelenmistir.

Gereg ve Yontem: In vitro yesil floresan proteini (GFP) ile isaretlenmis JAK2 (yabanil
formu) veya JAK2V617F mutasyonu tasiyan lentivirusiin insan kordon veni endotel hiicresi
(HUVEC) igine transdiiksiyon metodu kullanilmistir. Genetik olarak modifiye edilmis
EH populasyonunda, akimélger cihazi ile GFP tespit edilmis ve analizleri yapilmistir.
Ardindan hiicre ayirici ile segilmis olan GFP+ hiicrelerde DNA ve RNA izolasyonlar:
gerceklestirilmistir. SOCSI1-4 genlerinin anlatim degerleri gercek zamanli RT-PZR tespit
edilmis ve bisiilfit modifikasyona maruz birakilan DNA yardimiyla metilasyona 6zgii PZR
yapilmigtir.

Bulgular: JAK2, JAK2V617F ve GFP tasiyan lentiviral vektorlerle bagarili bir sekilde
EH enfeksiyonu gergeklestirilmistir. Genetigi modifiye edilmis EH'ler birbirleri ile
kiyaslandiginda morfolojik bir farklilik saptanmamugtir. SOCSI-4 genlerinde, mutant EH
de JAK2 ve GFP'e gore gen anlatim diizeyinde anlamli artis tespit edilmistir. GFP ve JAK2
de tespit edilen SOCSI-4 gen anlatim baskilanmasinda bu genlerde olusmasi muhtemel bir
metilasyon olmadig tespit edilmistir.

Sonug: Bu konuda gelecekte yapilacak ¢aligmalar, JAK2V617Fin EH’ler tizerindeki etkilerini
ve trombotik olaylarla baglantilisin1 agiklamamiza yardimer olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN), JAK2V617F, Endotel Hiicre,
Lentiviriis, SOCS

ABSTRACT

Objective: Patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) are at an increased risk of
developing thrombosis which leads to significant levels of morbidity and mortality. Although
this propensity for thrombosis has been attributed to increased blood counts, other factors
such as endothelial cell (EC) dysfunction likely play an important role. Previous studies
have provided evidence of EC involvement by JAK2V617F which is known to be present in
blood cells of 50-95% of patients with MPN. Furthermore, the morphological and functional
changes of this mutation, a single nucleotide mutation in the cytosolic tyrosine kinase,
Janus kinase 2 (JAK2) has not been shown in EC. In addition, the role of epigenetic factors
including suppressors of cytokine signaling (SOCS) proteins is also unknown for MPN. In
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this study, the effects of the JAK2V617F mutation on EC and the SOCS 1-4 genes expression and their methylation profiles were
investigated.

Materials and Methods: The in vitro transduction method of green fluorescent protein (GFP) labeled lentivirus carrying the JAK2
(wild form) or JAK2V617F mutation into human cord vein endothelial cell (HUVEC) was applied. GFP was determined and analyzed
with the flow cytometer. Afterwards, the genetically modified EC population was isolated, gating for GFP signal by cell sorter and then
DNA and RNA isolations were performed. Gene expressional changes of SOCSI1-4 genes were determined in real time RT-PCR and
methylation specific PCR was performed with bisulfite modification of DNA.

Results: The successful infection of JAK2, JAK2V617F and GFP vectors into EC were achieved. The comparison of the genetically
modified EC revealed no morphological differences. A significant increase in the expressions of SOCS1-4 were detected in mutant
EH compared to JAK2 and GFP. It was determined that methylation had no effect on suppression of SOCS1-4 expression detected in
GFP and JAK2 EC.

Conclusion: Future studies will further enlighten the effects of JAK2V617F on EC and its role in thrombotic events.

Keywords: Myeloroliferative Neoplasm (MPN), JAK2V617F, Endothelial Cells, Lentivirus, SOCS
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Philadelphia kromozom negatif (Ph’) olan miye-
loproliferatif neoplaziler (MPN) polistemia vera, esan-
siyel trombositemi ve Primer miyelofibrozis'den olusur.
Ph- MPN’ler, sitozolik tirozin kinaz olan Janus kinaz
2 (JAK2) de meydana gelen mutasyonlar ile bagdasti-
rilmistir. Olusan bu mutasyon, eritroid, miyeloid ve
megakaryosit progenitorlerin bityiime hormonuna
kars1 hassaslasmasina neden olur. Bu kazanilmig mu-
tasyonlar icerisinde en sik goriileni JAK2V617F ise
PV’ de >95%, ET'de ~50% ve PMF ~50% oranlarinda
gorilir (1-3). MPN'li hastalarda goriilen ¢ok sayida
komplikasyon artmis trombotik olaylar neticesinde-
dir(4,5). Yakin bir tarihte yiiksek JAK2V617F allel
yogunluguna bagli artmis trombotik olaylar bildiril-
mistir(6). Mevcut olan bu trombotik olaylar etiyoloji-
sinde kesin bir etmen saptanamamis olmasina ragmen
artmis kan hiicreleri diistiniilmektedir (7-12). Endotel
hiicre (EH) fonksiyon bozuklugu ise trombotik olay-
larda biiytik rol oynayan bir etmendir (13-15). Bu
konuda yapilan 6nceki ¢alismalarda MPN endotel
hiicresinde MPN hastalarinin kan hiicrelerinde mev-
cut olan JAK2V617F mutasyonunu tagidig: tespit edil-
mistir (16). EH'nin MPN'deki rolii ile ilgili ¢caliyma-
larda farkl bir grup tarafindan dogrulanmis ve MPN
de EH’nin 6nemi bir kez daha kanitlanmigtir (17).

MPN’ de JAK2V617F gibi genetik mutasyonlarin
onemli hastalik baslatici etkileri olsa da primer deo-
ksiriboniikleik asit (DNA) dizisini degistirmeden gen
anlatimini degistiren epigenetik degisimler de mev-
cuttur. Bu epigenetik degisimler kromatinin yeniden
sekillendirilmesi ve DNAnin metilasyonunu igeren
temel iki yoldan etkinlik gosterirler (18).

Sitokin Sinyal Siipresor (SOCS) proteinleri sitokin
sinyalinin inhibitorleridir, JAK-STAT yolag ile in-
diiklenirler ve JAK-STAT yolaginin negatif regiilas-
yonunda rol alirlar. Sekiz CIS/SOCS proteini mev-
cuttur: CIS, SOCS 1, SOCS 2, SOCS 3, SOCS 4, SOCS
5, SOCS 6 ve SOCS 7. SOCS 1 ve SOCS 3’ te diger-
lerinden farkli olarak SH2- domaine bitisik kinaz
inhibitor bolgesi (Kinase inhibitory Region; KIR)
bulunmaktadir. SH2 bolgesi JAK’larla etkileserek
tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder (19). SOCS’lar
ayni zamanda proliferasyon, farklilasma ve hemato-

poezde de gorevlidir. SOCS proteinlerinin kanser
gelisiminde rol oynayabilecekleri birgok merkez ta-
rafindan bildirilmistir. Biiytime faktorlerine asir1
duyarlilik gostermeleri ve onkogenezde rol alan ge-
sitli sitokinler tarafindan modiile edilmeleri sonucu
kansere neden olduklar:1 disiiniilmektedir. SOCS’
larin anlatiminin susturulmasi sitokin sinyalinin bo-
zulmasina yol agan epigenetik bir diizenlemedir (20).
SOCS1 ve SOCS3’ tin SH2 bolgeleri direkt JAK larin
ayni1 bolgesi ile etkisime girerek onlari inhibe ettik-
leri bilinmektedir. Bu direkt baglantidan dolay1 me-
tilasyon ¢alismalar1 daha ¢ok bu iki protein iizerine
yogunlasmustir. Bircok Ph- MPN vakasinda degisen
oranlarda SOCS metilasyonlari tesbit edilmistir (21-
24). SOCS4-7° nin fonksiyonlar1 hakkinda diger
SOCS’ lara nazaran daha az bilgi ve ¢aliyma vardir.
Fakat bu grup i¢cinden SOCS4’ iin JAK/STAT yolag:
ile ve metilasyonunun gastrik kanserle iligkisine dair
calismalar mevcuttur (25,26).

Bu galismada lentiviral vektorler araciligiyla JAK2
geninin yabanil formu (WT) ve mutasyon tastyan JAK-
2V617F formunun EH’ ye enfeksiyonu saglanarak
EHde genetik degisiklik hedeflenmis ve bu aktarim
sonucu olugan epigenetik etki aragtirilmistir. Bu amag-
la bagarili bir sekilde genetigi degistirilmis EH tizerin-
de, SOCSI ve SOCS3 ‘iin yaninda, benzer ozellikler
tagtyan SOCS2 ve SOCS4 lin gen anlatim degisimleri
ve metilasyon profili incelenmistir. JAK2V617F mu-
tasyonu homozigot olarak tagryan HEL (Human Ery-
throleukemia Cell Line) hiicre hatt1 ile kiyaslanmuistir.

GEREC VE YONTEM

Plazmit DNA’larinin Cogaltilmasi

Daha 6nceden tasarlanarak istenilen genler ice-
risine sokulmus olan FIV tabanli lentiviral plazmitler
pCDF1-GFP, pCDF1-JAK2wt-GFP, pCDF1-JAK-
2V617F-GFP ve yardimcr vektorler pCI-VSVG,
pCPRDEnv Dr. C. Iancu-Rubin (Mount Sinai Scho-
ol of Medicine, New York, ABD) tarafindan bu ¢alis-
may1 yapmak iizere hediye edildi.

Transformasyon (Aktarim)
Bakteriyel transformasyonda, 6nceden hazirlan-
mus olan kompetan hiicreler olan E.coli DH5a trans-
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formasyon i¢in kullanildi. Oncelikle, kompetan hiic-
reler -80°C’den alinarak buz tizerinde erimeye
birakildi. Lentiviral vektorler (1-2 pl) ile kompetan
hiicreler (100 pl) karigtirilarak 30 dakika buz tizerin-
de tutuldu. Hiicreler 1-1,5 dakika (dak) kadar 42°Cde
bekletildikten sonra tekrar 2 dak buzda bekletildi.
Bakteri hiicreleri ile transforme olmus ligasyon {iriin-
lerini igeren tiipler oda sicakliginda 900 ul’ lik SOC
besiyeri ile karistirilarak 60 dakika 37°C'deki calka-
layicida 200 rpm’ de tutuldu. Onceden hazirlanmig
olan Ampisilinli LB Agar petrilere yayma yapildu.
Petriler 37°C'de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah
petrilerden koloni secilip LB siv1 besiyerine ekim
yapildL. 8-10 saat sonra 1 ml alinarak 1 ml %60 lik
gliserol ile karistirildi ve 6rnekler -80°C saklandi.

Plazmit DNA Izolasyonu

Ampisilinli 5ml LB igine petrilerden se¢mis ol-
dugumuz bir koloni eklendi ve yaklagik 10 saat ¢al-
kalamali inkiibatérde 37°Cide (220 rpm) ¢ogalmasi
i¢in bekletildi. Cogalan bu hiicrelerden 1 ml alinip
250 ml ampisilinli LB igerisine konularak gece boyu
calkalamali inkiibatorde 37°C'de (220 rpm) ¢ogalma-
s1saglanildi. Ardindan, elde edilen kiiltiirden plazmit
izolasyon kiti (Endofree Maxiprep Plasmid Mini Kit,
QIAGEN) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Ki-
saca, ¢alkalamali ink{ibatérden alinan 6rnekler 10
dak 3200 rpmde santrifiij edildi. Coken hiicrelerden
kit icerisindeki buffer’lar kullanilarak DNA elde edil-
dive en son 1/5 ml %70 etanol ile ytkanarak TE tam-
ponunda ¢oziinmeye birakildi.

Enzim Kesimi

Elde edilen plasmit DNA sinin dogrulugunu test
etmek i¢in enzim kesimi yapildi. Xbal 10 U/ul (Ther-
mo Fisher) , NotI-HF 3000U/ul (NEB), BamHI 10
U/ul (Thermo Fisher), EcoRI 10 U/ul (Thermo Fis-
her) enzimler kullanild: ve her bir enzimin uygulama
protokoli tatbik edildi.

Hiicre Transfeksiyonlari

Transfeksiyondan 3 giin 6nce 293T hiicreleri 100
mm tabaklara 3x10°hiicre olacak sekilde ekim ger-
ceklestirildi. Transfeksiyon esnasinda hiicre yogun-

lugu %90-95 civarinda olmasina 6zen gosterildi.
Steril bir tiipte 60 ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
kullanilarak transfeksiyon protokolii uygulandi. Ki-
saca, 12 pg yapisal vektoér (CPRD), 7 ug transfer vek-
torii ( GFP, JAK2wt, JAK2mut), 5 pg zarf vektorii
(VSVG) 1.5 ml serum-free, DMEM igerisinde 5 dak
inkiibe edildi. Diliie edilmis DNA ve Lipofectamine
karistirildi ve 30 dak oda 1sisinda bekletildi. Ardindan
bu karisim tabaklardaki hiicrelerin iizerine eklendi
ve hiicre ylizeyine esit oranda dagilmasina 6zen gos-
terilerek kiiltiire edildi. Kontrol tabaklar: vektor ek-
lenilmemis olarak birakildi veya sadece transfer ve
envelope vektorleri transfekte edildi. Hicreler 6-7
saat 37 °C’ de inkiibe edildi. Analizden 6-8 saat dnce
tabaklar 32°C’ye alind1. Transfeksiyondan sonra 48-
72 saat igerisinde kiiltiire edilmis hiicrelerden super-
natant toplanildi. Lentivirisleri iceren supernatant
toplandiktan sonra 5 dak 1500 rpmde santrifiij edi-
lerek hiicre kalintilar1 ve debristen arindirilma islemi
gergeklestirildi. Ardindan, 0.45 um filtreden gegiril-
di ve kullanima kadar -80°C sakland.

Endotel Hiicre Enfeksiyonu

Enfeksiyon i¢in Human Umbilical Vein Endothe-
lial Cells (HUVEC) hiicre hatt1 (ATCC Firmas1) kul-
lanild1. Enfeksiyon i¢in kisaca; 12 kuyucuklu tabaklara
kuyu bagina 18x10° hiicre olacak sekilde %10 FBS,
DMEM, %1 Penisilin/Streptomisin(Pen/Strep) besiye-
ri kullanilarak ekim yapildi. Ekim enfeksiyon iglemin-
den en az 24 saat 6nce yapilmis olmalidir. Enfeksiyon
ajani olan 5 mg Polybrene (Sigma-Aldrich) 1 ml disti-
le suda iyice ¢oztindiirtildii ve 0,45 um filtre ile filtre-
lendi. 24 saat 6nce ekilmis olan hiicrelere bu ¢ozeltiden
1 wl polybrene eklendi. Onceden elde edilmis olan 200
wl hacimdeki lentiviriisler sirasi ile kuyulara eklendi.
2500 rpmde 90 dk 30°Cde santrifujlendi. Santrifuj son-
ras1 32°C’ye alind1 ve 12-13 saat sonras1 medyas1 %10
FBS-DMEM, %1 Pen/Strep igeren medya ile degisti-
rildi. Hiicreler 32°Cde 6-36 saat bekletildi.

Genomik Entegrasyon Kontrolii

Viriis DNAsinin HUVEC genomuna entegre olup
olmadigini tespit etmek amaci ile primerler tasarlan-
di; JAK2 ve JAK2V617F icin tasarlanan primerler
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Forward 55CGA AGA GAA GTA GGA GAC TAC
G3), Reverse 5 TCT CCT GAA GAA TGT CCT TTG
GC3’, GFP i¢in ise, Forward ’GAC GCC ACC ATG
GAG AG3’; Reverse 5GAT TGT CGA CTT AGC
GAG ATC3’ primerleri kullanilarak PZR reaksiyonu
hazirlandi. Reaksiyon bilesenleri AccuPrime Taqg DNA
Polimeraz (High Fidelity) (Invitrogen) tavsiye edilen
protokol kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR reak-
siyonunun kosullar1 ise 94°C 3 dak, 30 Siklus, (94°C
30 saniye, 57°C 60 saniye, 72°C 50 saniye) ve 72°C 2
dak® dir. MUT ve WT i¢in V671F mutasyonunu da
iceren 454 baz cifti (b¢), GFP icin ise 800 b¢ uzunlu-
gunda bir alan ¢ogaltildi. Yapilan PZR ile istenen
bantin goriildigi 6rneklerin (WT, MUT, GFP) PZR
iiriinlerinin dizilenmesi i¢cin Sentromer (Istanbul)
firmasindan dizileme hizmeti satin alindi. Dizileme
sonuglart CLC Genomic Workbench analiz progra-
minda incelendi.

Akim Olger ve Hiicre Ayirim

Tripsin ile muamele edilen hiicreler kiiltiir taba-
gindan kaldirildi ve PBS ile yikandi. Analize hazir
hale getirilen hiicreler Akim Olger (FACS Calibur,
BD BioScience) cihazina okutuldu. Hiicrelerdeki ana
popiilasyon belirlendi ve bu popiilasyon iizerinden
PIile canli/6ld hiicre ayirimi saglandi. Canli hiicreler
GFP poritif ve GFP negatif olarak incelendi. Ilgili
deneylerde kullanilmak iizere ayrica hiicre ayiric
(FACS Aria, BD BioScience) kullanilarak GFP* hiic-
reler izole edildi.

Enfekte Hiicrelerde Morfolojik Analiz

GFP anlatimina gore enfeksiyon sonrasi hiicreler
151k mikroskobunda (10X, Olympus CKX41) ve im-
minofloresans (Olympus, U-RFLT50) altinda goz-
lenerek morfolojik olarak incelendi.

Gergek zamanli RT-PZR

Yukarda belirtilen yontemlerle izole edilen saf
JAK2V617F, JAK2 ve GFP igeren EH gruplart RNA
izolasyonuna tabi tutuldu ve RNA Purification Kit
(Jena Bioscience) yardimiyla izole edildi. cDNA sen-
tezi SCRIPT ¢cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience)
yardimiyla gerceklestirildi. SOCS1-4 genlerinin trans-

kript degisimlerini gormek maksadiyla SYBR Green
(RT? SYBR Green qPCR Mastermix, Qiagen) kulla-
nilarak gercek zamanli RT-PZR ile karsilagtirmali
olgtimler LightCycler 480 (Roche) cihazinda yapildi.
Bu metot kullanilarak téim bu genlerin anlatimlarinin
JAK2 ve JAK2V617F etkisiyle EH'de olusturduklar:
degisimler tespit edildi. Bunun sonucunda birer Ct
degeri elde edildi. Bu Ct degerleri kullanilarak, mutant
ve yabanil tip gen anlatim oranlar1 GAPDH referans
geni kullanilarak arastirildi. Yapilan gergek zamanl
kantitatif PZR deneyi 2 kez tekrarlandi ve Ct deger-
lerinin aritmetik ortalamasi alindi.

Metilasyon Spesifik PZR (MSP)

Metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
(MSP) epitect fast DNA bisiilfit kit (Qiagen) ile tav-
siye edilen kosullar saglanarak gerceklestirilmistir.
Bu ¢aligma kapsaminda SOCSI, SOCS2, SOCS3 ve
SOCS4 genlerinin metilasyon profilleri MSP yontemi
ile tespit edilmesi i¢in kullanilan primer dizileri ve
verdikleri bant uzunluklar1 su sekildedir: SOCS-1
metile i¢in: 5’-TTC GCG TGT ATT TTA GGT CGG
TC- 3’ ve 5-CGA CAC AAC TCC TAC AAC GAC
CG-3’ (160 bg); SOCS-1 unmetile igin: 5-"TTA TGA
GTA TTT GTG TGT ATT TTA GGT TGG TTC-3’
ve 5 -ACT AAC AAC ACA ACT CCT ACA ACA
ACC A-3’i¢in (175 bg); SOSC-2 metile i¢in: 5°-TTT
TAG GAT TTG ATT AAG GGG ATC-3ve 5-TAC
GAA AAATAA ACGTAC AAA AAC G-3’(147 bg);
SOCS-2 unmetile igin: 5-TTT TTT AGG ATT TGA
TTA AGG GGA TT-3’ ve 5°-CAA AAA ATA AAC
ATA CAA AAA CAA-3’ (148 bg); SOSC-3 metile igin:
5-TAT ATA TTC GCG AGC GCG GTT T-3’ ve 5°
CGC TGC GCC CAG ATG TT-3°(268 bg); SOCS-3
unmetile i¢in: 5TG TGG TGG TTG TTT ATA T-3’
ve 5-ATT TGT GAG TGT GGT T-3’ve ’CAA CCA
ACA ATA ACC CAC ACT ACA CCC A-3’ (298 bg);
SOSC-4 metile i¢cin: 5TCG GGT GAT CGA GTT
TTC GT-3" ve 5-ACG AAT CGA CGC AAA CAC
AA-3 (90 bg); SOCS-4 unmetile igin: 5°-GTG GAT
GTG GGT AGT TGG AT-3've SAAC ACC ACC ACC
CAA CAA CC-3’ (166 bg) primerler kullanildi.

PZR’ de kalip materyal olarak genomik DNA’lar1
izole edilen enfekte HUVEC kullanildi. Transdiikte
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olmayan HUVEC dahili kontrol olarak kullanildu.
Ikinci bir kontrol olarak H20 kullanildi. JAK2V617F
mutasyonunu homozigot olarak tastyan HEL hiicre
hatti (Human Erythroleukemia), DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’
den temin edildi ve diger 6rneklerle kiyasa tabi tu-
tulmak i¢in kullanildi.

DATA Analizi

JAK2, JAK2V617F ve GFP tastyan lentiviral vektor-
ler ile genetigi degistirilmis EH RNAlarina uygulanan
gergek zamanli kantitatif PZR ve SOCS gen amplifikas-
yonlar1 neticesinde elde edilen Ct degerleri ile hesapla-
malar yapildi. Bu amagla ACt hesaplama y6ntemi kul-
lanildy, 2-4¢t= 2-(CtDeney-CiReferans) y5ptemn jle hesaplandi (27)
ve her bir anlatim igerisinde en diisiik anlatima gore
normalize edilerek HeatMap haritasi olusturuldu. Gra-
fikleri olusturma ve istatiksel analizler i¢in by GraphPad
Prism v.8 (GraphPad Prism Inc.) yazilim kullanildu.

BULGULAR

Horizontal transfer i¢in kullanilan JAK2-Yaba-
nil Tip ve JAK2V617F Plazmitler’in dogrulugu
tespit edildi

Tim deneylerde kullanilmak tizere bes farkli plaz-
mit, E.coli temelli DH5a 1rkina ait hiicrelere 1s1 soku
metodu kullanilarak transforme edildi ve gogaltildi.
Akabinde her bir plazmit icin gerceklestirilen DNA
izolasyonu ve bunu takiben elde edilen plazmit
DNAlarinin dogrulanmasi i¢in enzim kesim islemi
uygulandi (Sekil 1).

JAK2V617F-mutant, Notl, EcoRI enzimleri ile mu-
amele edildi (Sekil 1a). JAK2 — yabanil tip ‘ e ise, NotI,
Xbal ve Notl ve Xbal ile ikili kesim uyguland1. Sonug-
ta, 6720-2038-1483 b¢ uzunlugunda bantlar elde edil-
di (Sekil 1b). GFP plazmiti ise Xbal enzime tabii tutu-
larak lineer plazmit elde edildi (Sekil 1c). VSVG ve
pCPRD plazmitlerine EcoRI ile lineer, BamHI ve Xbal
enzimleri ile coklu kesimler yapild: ve beklenilen bant
uzunluklar1 elde edildi (Sekil 1d ve e).

Enzim kesimleri neticesinde, bundan sonra yapi-
lacak tiim deneylerde kullanilacak olan GFP-Kontrol,
JAK2- yabanil tip ve JAK2V617F ve VSVG ve pCPRD
kontrol plazmitlerin dogrulugu tespit edildi. Enfek-

Y E B L .
s Iadder  Notl  Xbal neut
s

pCDF1-JAK2WT-GFP

pCDF1-GFP

PCDF1-JAK2V617F-GFP

pCI-VSVG

PCPRDENY

Sekil 1. Plazmitlerin dogrulugunun Tespiti. DNA
izolasyonlar1 sonucunda elde edilen GFP, JAK2-yabanil
tip, JAK2V617F- mutant, VSVG ve pCPRD plazmitlerine
spesifik enzimler kullanilarak kesimleri yapildi ve %1’lik
Etidium Bromid’li jel tizerinde yiritilip UV 15181 altinda
goriintiisiiniin alindi. Resimlerde goriillen her bir kolon
da yuritilen resmin sag alt kosesinde adi yazili plazmit
DNA’s1 kolonlarin tizerinde belirtilmis enzimlerle muamele
edilmistir.  Gortilmesi beklenilen plazmit pargalar1 ise
soyledir: Sirasiyla; a. JAK2V617F-mutant (10241 bp): (1)
Notl: lineer,(2) EcoRI:2562-7679 , (3) Uncut; b. JAK2 -
yabanil tip (10241 bp) : NotI: lineer, Xbal: 8203-2038, NotI
ve Xbal (Ikili kesim): 6720-2038-1483, (3)Uncut; c. GFP :
(1) Uncut, (2) Xbal: lineer; d. VSVG ( 12905 bp): (1) EcoRI:
lineer, (2)BamHI: 7313-4889-703, (2) Xbal 6727-2577-
1801,(3) Uncut. M: Marker; e. pCPRD (5553 bp): (1): EcoRI:
lineer, (2): BamHI: lineer, (3)EcoR1 ve BamH1 ( ikili kesim):
1580-3973, (4) Uncut.

siyon sonrasi JAK2-yabanil tip ve JAK2V617F tastyan
lentivirtislerin endotel hiicrelerine genomik enteg-
rasyonu gergeklestirdi

Endotel hiicre (EH) ‘lerine uygulanan GFP-Kont-
rol, JAK2 yabanil tip ve JAK2V617F mutant lentiviral
stipernatantlar kullanilarak EH enfeksiyona maruz
birakildi. Ardindan enfeksiyon sonras: genomik en-
tegrasyonun kontrolii i¢in farklr yaklagimlar uygu-
landi. Her bir enfeksiyona kars1 EH’ nin gostermis
oldugu enfeksiyon basarisi ve tepkisi PZR, akim 6l¢er
ve 151k mikroskopu yardimiyla gézlemlendi. Once-
likle enfekte EH’sinde JAK2 geni i¢in tasarlanmig
primerler ile PZR gergeklestirildi. Bu PZR sonucu
olusan tiriinlerin agaroz jel elektroforezindeki goriin-
tileri Sekil 2a’ de gosterildi. Burada JAK2 geni ile
uyumlu bant goériintiisti gortilmektedir. JAK2V617F
mutasyonu nokta mutasyon oldugu i¢in tek agamali
PZR da bu mutasyonun tespiti beklenmemektedir.

Isik mikroskopu ile gerceklestirilen analizler ne-
ticesinde, fenotipik ve morfolojik degisim tespitleri
yapildi. Bu gozlemler sonucunda, hiicreler saglikli
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Sekil 2. Genomik entegrasyonun tespiti: a. Enfeksiyon
sonucu genetigi degistirilmis endotel hiicre DNA lar1
ile yapilan PZR' nin drinlerinin agaroz jel goriintiisi,
JAK2wt ve JAKV617F bant uzunlugu: 454 bg. ve GFP bant
uzunlugu 800b¢ dir. b. Transfekte endotel hiicrelerin 1s1k
mikroskobu altindaki(10X)  morfolojik analizi. MUT:
JAK2V617F plazmiti ile; WT: JAK2-wt ile ve GFP: vektor
kontrol transfekte edilmis endotel hiicreler. Olympus CKX41
ile mikroskopik analiz gergeklestirilmistir. c. Dizileme
sonuglarl. CLC Genomic Workbench analiz programinda
incelenmistir.

bulundu, kopma veya sekil degisikligi tespit edilme-
di. Ug farkli lentiviral vektoriin enfeksiyonlar: neti-
cesinde olusturduklar1 morfolojik etki, enfekte olma-
yan hiicrelerle kiyaslandiginda, ne kendi aralarinda
ne de kontrol grubunda fark gézlenmedi (Sekil 2b).
Enfeksiyon sonrasi genomik entegrasyon kontrold,
genetigi degistirilmis EH DNAsinin dizilenmesi ile
gergeklestirildi ve mutant lentivirus siipernatantiyla
enfekte EH ‘de mutasyon tespit edildi (Sekil 2c¢).

Endotel Hiicre Genom Entegrasyon Bagarisinin
Degerlendirilmesi

Lentiviral aktarim sonucu enfekte olan EH’nin
GFP anlatimi yapmasi beklenir. Bu parametreye bag-
I1 olarak aktarmak istenilen ilgili genin enfeksiyon
oranlari 6l¢tilebilir ve analiz edilebilir. Sekil 3de fark-
l1 zamanlarda yapilan transfeksiyonlar sonucu elde
edilen MUT, WT ve GFP lentiviriislerin, EH enfek-
siyonlar1 sonucunda akimélcer yardimiyla elde edilen
GFP analiz stratejisi gosterilmistir (Sekil 3a). Farkli
zamanlarda yapilan bu enfeksiyonlarin GFP oranlar1
Sekil 3b'de gosterilmistir. Hata barlar1 standart sap-
may1 gostermektedir. Grafigi olusturan veriler Lipo-
fektamin ile toplamda 16 transfeksiyondan iiretilen
lentiviriislerle yapilan enfeksiyonlar: kapsamaktadir.

Sekil 3'de goriildiigi gibi ti¢ lentiviriis tipi i¢in de
GFP’ ye bagli enfeksiyon oranlar1 MUT i¢in ortalama
% 54 +21, WT i¢in % 43 +10 ve GFP i¢in % 47+13.

a. b.
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GFP, WT ve MUT Vektérlerinin Enfektivite Oranlar

Sekil 3. Endotel Hiicrelere entegre olmus Lentiviral
vektorlerin enfeksiyon oranlarra. Akim 6lgerde kullanilan
hiicre canlilig1 ve enfeksiyon basarisini gosteren GFP pozitif
temelli kapilama stratejileri b. Lentivirus vektorlerinin
endotel hiicre enfeksiyon sonucu 5 ayri deneyden elde
edilen endotel hiicre entegrasyonu gergeklesmis GFP+
hiicre yiizdelikleri (%). Hata barlar1 standart sapmay:
gostermektedir.

Her bir enfeksiyon gruplari arasinda istatistiksel bir
fark gorinmedi (MUT- WT arasinda p=0.3, WT-GFP
arasinda p=0.6, MUT-GFP p=0.5 tir).

Endotel Hiicrelerinde SOCS1-4 genlerinin Gen
Anlatimlarinin Degerlendirilmesi

JAK2, JAK2V617F ve GFP igeren EH’ler enfeksi-
yondan 72 saat sonra hiicre ayiric1 yardimiyla EH
igerisinde GFP pozitif olanlar secildi ve her bir durum
i¢in hiicre RNA izolasyonu yapilarak RT-PCR reak-
siyonu ile SOCS genlerinin anlatimlarina bakildi.

Elde edilen sonuglarda ozellikle JAK2V617F EH’
inde SOCSI-2 ve SOCS4 gen anlatim ifadelerinde JAK2
ve GFP ‘ye gore anlaml bir artis oldugu tespit edildi.
JAK2V617F EH ile GFP-EH arasinda tespit edilen kat
farki1 SOCS1 i¢in 4.5, SOCS3 icin 3.2 ve SOCS4 i¢in 3.3
‘tlir. SOCS3 te ise GFP entegre olmus EH’ de JAK2ye
gore daha fazla anlatim tespit edildi (Sekil 4a).

JAK?2, JAK2V617F ve GFP entegre olmus EH ‘inde
SOCS1-4 genlerinde bulunan epigenetik modifikas-
yonlarin tespiti amaciyla epigenetik metilasyon spe-
sifik pzr metilasyon profilleri (MSP) yapilmis ve her
reaksiyonda HUVEC (enfekte olmayan), MUT, WT,
GFP ve HEL birlikte incelendi. Sonuglar iki kez tek-
rarlandi. Jel goriintiileri asagidaki sekillerde belirtil-

Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2020; Volume 3, Issue 3 141



JAK2V617F pozitif Endotel Hiicreleri ve SOCS genleri

mistir (Sekil 4b). SOCS2-4 analizinde enfekte olan
hiicre hatlar1 ve enfekte olmayan HUVEC HEL un-
metile bant verdi. SOCS1 de ise, hiicre hatlar1 ve en-
fekte olmayan HUVEC unmetile ¢ikarken, HEL
metile bant verdi (Sekil 4b).

Sekil 4. SOCSI-4 Gen anlatimi ve metilasyon profili. a.
Genetigi degistirilmis EHde gercek zamanli RT-PCR ile
yapilan SOCSI-4 genlerinin anlatim karsilagtimasi, b.
Genetigi degistirilmis EHde SOCSI-4 genlerinin metilasyon
profilleri.

TARTISMA

MPN’ ler klonal hematopoietik kok hiicre hasta-
ligidir. 2005 yilinda kesfedilen JAK2V617F mutasyonu
MPN’ ler ile iliski kurulabilen ve su ana kadar tanim-
lanan ilk genetik markerdir. Hastaligin patolojisinin
izinin stirtilmesinde 6nemli bir yeri vardir. Olusturu-
lan hayvan modellerinde JAKV617F mutasyonunun
bariz bir sekilde MPN karakterini olusturdugu goste-
rilmistir. MPN’ ler ayni zamanda trombotik olaylar ve
bunun sonucu meydana gelen 6liimlerin sik¢a yasan-
dig1 bir hastalik grubudur. Bunun sebebi olarak artan
kan hiicresi sayist diisiiniilse de MPN hastalarinin
endotel hiicrelerinde tespit edilen V617F mutasyonu
bizi bu hiicrelerin tromboz ve MPN ile olan iligkisini
daha detayli bir bicimde arastirmaya yoneltmistir. Bu
calisma iki agamadan olugur: (1) in vitro kiltiir orta-
minda mutasyonun EH’leri tizerindeki etkilerini tespit
etmek ve (2) JAK2V617F mutasyonunun endotel hiic-
resi iizerinde yapmis oldugu degisimleri SOCS1-4
genlerin anlatim analizlerini yaparak incelemek.

Ik agsama olan (1) in vitro kiiltiir ortaminda mu-
tasyonun EHleri tizerindeki etkilerini tespit etmek
amaciyla yaptigimiz ¢caligmalarda, V617F mutasyonun
tastyan formu, yabanil formu ve JAK2 genini tagima-
yan lentiviral vektorler kullanilarak HUVEC’ e en-
feksiyon yapildi.

Lipofektamin transfeksiyon ajani kullanilarak elde
edilen lentiviriislerle gerceklestirilen enfeksiyonlarin
sonucunda gozlenen GFP yiizdeleri sonucunda Li-
pofectamin’ in yeterli enfeksiyon kabiliyetini sagla-
digini gosterdik. Lipofektamin deneylerde kullandi-
gimiz {i¢ lentiviris tipi i¢cin de GFP’ ye bagh
enfeksiyon oranlar1 MUT igin ortalama %54 +21,
WT i¢in %43 +£10 ve GFP i¢in %47 +13 oraninda
enfekte olabilen lentiviriisler tiretilmesini sagladu.

Enfeksiyon sonrasinda 151k mikroskopu altinda mor-
folojik gozlem yapildi. Lentiviral vektorlerin birbirleri ile
ve kontrol olarak kullanilan enfekte olmayan hiicreler ile
kiyaslanmasi sonucu herhangi bir farklilik saptanmadi.

Morfolojik gozlem sonrast akim 6l¢cer cihazinda
Pl ile canli oldugu tespit edilen hiicreler GFP anlati-
mi1 yapmasi Ozelligine gore enfeksiyon oranlari dl¢iil-
dii. Bu deneylerde yaklasik % 40 hedeflenerek ger-
ceklestirilen enfeksiyonlarda MUT i¢in %43 +21, WT
igin %42 £10 ve GFP i¢in %43 £13 oraninda enfek-
siyon ylzdesine sahip hiicreler elde edilmistir. Bu
hiicrelerin genomik DNA' lar1 izole edildi. Lentiviral
entegrasyonun basarisini test etmek i¢in spesifik ola-
rak tasarlanan primerler ile PZR yapildu. Jel goriin-
tiisii tizerinden caligilacak materyal dogrulandi. Aka-
binde enfekte edilerek genetigi GFP, JAK2 ve
JAK2V617F vektorleriyle modifiye edilen endotel
hiicrelerle yapilan fonksiyonel deneylere gecildi.

Mikroskop altinda gorsel olarak yapilan analizler-
de ise her bir vektor enfeksiyonlar: arasi biiyiime ve
cogalmalarda farklilik bulunmamasi mutasyonun
morfolojik olarak endotel hiicresini pek etkilemedigi-
ni belki de belli stire sonunda hiicrelerde morfolojik
tahribata yol actig1 fikrini akla getirmektedir. Nitekim
hastaligin prognozu dikkate alindiginda uzun ve yavas
ilerleyerek ileri yas diizeyinde semptomatik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle elde edilen sonuglar klinigi
destekler niteliktedir. Deneysel ¢aligmalarimizda en-
feksiyon protokoliinde kullandigimiz 72 saat hiicre
genomuna entegre edilmek istenen genin stabil enteg-
rasyonunu saglamast i¢in gerekli siiredir. Bagarili en-
feksiyon sonucunda kiiltiir stiresinin uzatilarak belli
zaman araliklarinda hiicre morfolojisini yeniden tespit
etmek bu soruya agiklik getirebilir. {leriki ¢aligmala-
rimizda bu konuyu dikkate alacagiz.
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Birgok farkli arastirma grubu da EH fonksiyon
bozuklugunun MPN’li hastalarda goriilen artmig trom-
botik olaylara neden oldugu hipotezini savunmustur
(13-15). JAK2 aktivasyonu aterosikleroza (28), anji-
ogeneze(29) ve oxidatif strese bagl aortik endotel
hiicre (30), vaskuler diiz kas hiicreleri ve astrosit apop-
tozuna neden oldugu ge¢mis yillarda gosterilmistir
(30-32). Neria ve arkadaslari, JAK2 inhibitorlerinin,
kiiltiir endotel hiicrelerinin serum eksikligine bagli
yapisma Ozelliklerini kaybetmesi ile olusan hiicre 6lii-
miine karsi endotel hiicrelerini koruduklarini ve ye-
niden yapisip ¢ogalabilme 6zelliklerini artirdigini
bildirmistir (33). Ayrica, renal endotel hiicrelerinin
oksidatif strese bagli hiicre dliimiinden JAK2 inhibis-
yonu ile kurtulduklar: bulunmustur (34). Tawfik ve
arkadaslari aortik endotel hiicrelerde hiperglisemi ve
reaktif oksijen species aracili apoptozun JAK2 inhibi-
tori ile korundugunu gostermistir(30). Giiniimiizde
de bircok arastirmaci JAK2 ve JAK2V617F nin tromboz
olusumundaki rolii hakkinda arastirmalarini siirdiir-
mektedir (14,35,36). Bunun yaninda, yapilan bir ¢a-
ligmada, kullandigimiz model sistem kullanilarak
HUVEC hiicreleri JAK2wt ve JAK2V617F mutant
iceren lentivirus ile enfekte edilmis ve gen ekspresyon-
lar1 incelenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore JAK-
2V617F mutant enfekte hiicrelerde JAK2, STAT3 and
STAT1I genlerinin JAK2 yabanil tipe gore daha fazla
arttig1 yoniindedir. Ardindan yapilan RNAseq anali-
zinde ise serine protease inhibitor B2 (SERPINB?2),
early growth response protein 1 (EGR1I), ve chemoki-
ne ligand 2 (CCL2) artig bulunmus ancak bu ¢alisma-
da SOCS1-4 genleri hakkinda bilgi verilmemistir (37).

SOCS’ lar JAK/STAT yolaginin negatif regiilasyo-
nunda rol oynarlar. SOCS metilasyonu degisimleri
bu yolag etkiler. Yapilan ¢alismalar MPN vakalarinin
bir kisminin ayni zamanda SOCS metilasyon farkli-
liklarina sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmalar
daha ¢ok SOCS-1 ve SOCS-3 tizerine odaklanmis
hatta SOCS-3 i¢in terapétik stratejiler gelistirilmeye
baslanmuistir (38). SOCS-2 lizerine kismen egilinmis
fakat belirgin ve anlamli metilasyon profilinine rast-
lanilmamustir (39). Bu sartlar goz 6niine alinarak,
epigenetik bir farkliligin fonsiyonel bozukluk da ya-
pabilecegi diisiincesiyle elde edilen hiicreler epige-

netik agidan incelendi. Inceleme SOCS 1,2,3,4 gen-
lerinin metilasyonlar tizerinden yapildi.

Bulgularimiza gére SOCS-1 metilasyon profili en-
fekte olmus hiicreler ile olmamus hiicreler arasinda fark
yok iken JAK2V617F mutasyonunu homozigot olarak
barindiran HEL hiicre hattinda metile olarak tespit
edilmistir. Bu durum JAK2V617F mutasyonunun hiic-
reler tizerinde olusturdugu farkl etki mekanizmalarin-
dan kaynaklanabilir. HUVEC lerin tamaminda enfek-
te olsun olmasin, metilasyon goriilmemesine ragmen
HEL de goriilmesi hiicrelerin kokensel farkliligina
isaret ediyor olabilir. HEL bir kan, HUVEC endotel
hiicre hattidir. EH'de mutasyonun etkiledigi farkl: yo-
laklarin ve/veya farkl etkilesimlerin sonucu etkisini
gosteriyor olabilir. Ayni zamanda HEL in V617F mu-
tasyonunu homozigot olarak bulundurmasi da bu fark-
lihikta rol oynayan nedenlerden bir digeri olabilir. Zira
hastaligin patogenezinde allel yiikii ve patolojinin sid-
deti iliskisine dair bir¢ok yayin mevcuttur. Bunun ya-
ninda bazi ¢evresel uyarilar, bu deney platformunda
kullanilmamustir ve bunlar SOCS metilasyon profille-
rini etkileyebilir. Sonucu etkileyen nedenler arasinda,
JAK2 ve JAK2V617F geni enfekte olmus hiicrelerin
hiicre ayirici ile segilmesi sonucu elde edilen JAK2V617F
mutasyonunu % 90’ dan fazla tastyan hiicreler iizerin-
den analiz yapilmis olmasi da olabilir. Diger bir agidan
lentiviriislerin genoma rastgele bir bicimde entegre
olmasi da bu sonuca neden olmus olabilir. Zinc-finger
rekombinaz gibi farkli plasmitleri daha spesifik sekilde
hedefe yonlendiren metotlar kullanilarak daha etkili
sonuglar alinabilir. Nitekim son dénemlerde bu gesit
caligmalar artmaktadir. Tiim bunlara ek olarak unutul-
mamalidir ki, kisa siireli enfeksiyon neticesinde yapilan
bu analizler hastaligin uzun stireli olusum tablosunu
tam yansitmiyor olabilir. Enfekte EH’ni daha uzun sii-
reler kiiltiire ederek gostermis olduklar: degisime ba-
kabilecek bir platform olusturmak daha saglikli sonug-
lar elde etmemizi saglayabilir.

SOCS-2,3 ve 4 genleri i¢in tim 6rnekler unmeti-
le bir tablo ¢izmesi yorum yapmamizi zorlastirsa da
farkli gruplarin yapmis oldugu tiim genom diizeyin-
de yapilan ¢alismalarda kontrol bireylerde bu sonuca
benzer bir sonug bulunmus, belirgin ve ayirt edici bir
farklilik kaydedilememistir (40) Ayrica NF-«B gibi
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bazi yolaklarla iligki saptanmigtir. NF-Kb’ nin infla-
masyonla tetiklenen karsinogenezde anahtar roli
vardir ve ileri miyeloproliferatif hastalik gelisiminde
etkindir (41). Bu durum géz 6niine alindiginda SOCS’
larin boyle bir sonug vermesinde farkl yolaklarinda
olasi rolii hesaba katilmalidir (42).

Bu ¢alismada literatiirde pek bilgi igermeyen JAK-
2V617F mutasyonun EH’i iizerinde yapmis oldugu
etki ile SOCS gen anlatimlarina etkisini irdelemistir.
Daha 6nce yapilmis EH metilasyon ¢aligmalar vardir
(43,44). Fakat bu calismalarda JAK2V617F mutasyo-
nunun SOCS metilasyonu iizerindeki etkisi incelen-
memistir. Calisgmamiz bu agidan 6zglindiir.

SONUC

Sonug olarak, EH tizerinde JAK2V617 mutasyon
etkisi ile meydana gelen SOCS1-4 gen anlatim artis
baglantist heniiz bilinmemektedir. Burada SOCS gen-
leri metilasyon rolii olmadig anlasilmistir. Bu ¢alis-
malara ek olarak gelecekte SOCS benzeri, kanseroge-
nezede rolii olan bir¢ok genin ve mutasyonun
varligindan hareketle bu genlerin metilasyon profil-
lerinin incelenmesi MPN patogenezine 11k tutacaktir.
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Amag: Hematolojik malign ve malign olmayan hastaliklarin tedavisinde hematopoietik kok
hucre transplantasyonu (HKHT) icin 6zellikle ¢ocuk hastalarda kordon kani kok hucreleri
uygulanmaktadir. Galigmamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Kemik {ligi Bankasi aracilig: ile
kordon kani transplantasyonu uygulanan alic1 ve vericilerin HLA uyumu ve hastalarin sag
kalim agisindan retrospektif analizlerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Bu c¢alismada 2008 ve 2014 yillar1 arasinda gobek kordon kami
hematopoietik kok hiicre kaynagi kullanilarak transplantasyonu gergeklestirilen 102 vaka,
retrospektif olarak analiz edilmistir. Kordon kani tarama bagvurular1 Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Kemik {ligi Bankast aracilig1 ile gerceklestirilmistir.

Bulgular: Kordon kani taramasindan transplantasyon islemine kadar gecen siire ortalama 45
glin (11-113 giin) olmustur. Hastalarin ortalama yaslar1 42,48+2,8 ay (1-192 ay), erkek-kadin
orani 64/38'dir. Bu grup igindeki vakalarin tanilar1 SCID (n=23), AML (n=13), osteopetroz
(n=10), ALL (n=10) ve diger hastaliklardir (n=46). Kordon kani transplantasyonu
gergeklestirilen 102 vakadan (%53), HLA-A veya -B antijen uyumsuzlugu; 9 vakada (%9)
HLA-DR uyumsuzlugu, 1 vakada (%1) HLA-B veya -DR antijen uyumsuzlugu varken 38
vakada (%37) HLA -A, -B, -DR lokuslar1 tam uyumlu idi. HKHT'den sonra kordon kani
ile tam uyumlu hastalarin genel sag kalim oran1 %81,5 (n=31/38) iken Sinif-I HLA antijen
uyumsuzlugu olan hastalarin genel sag kalim orani %48,1 (26/54), Simf-II HLA antijen
uyumsuzlugu olan hastalarinki ise %22,2 (2/9) idi.

Sonu¢: Calismamizda 6/6 HLA uyumlu kordon kanindan gergeklestirilen
transplantasyonlarin hastalarin genel sag kalimi tizerinde 6nemli etkisi oldugu tespit
edilmistir. Bu baglamda, 6zel kordon bankalar1 disinda, akraba dist kordon kam
transplantasyonlar1 igin resmi kordon kani bankalari kurulmas: suretiyle Tiirkiye'deki
kordon kani transplantasyonu sayisi arttirilabilir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoietik Kok Hiicre, Kordon Kani, HLA, Transplantasyon

ABSTRACT

Objective: Cord blood stem cells are used for hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) in the treatment of hematological malignant and non-malignant diseases, especially
in pediatric patients. In this present study, we aimed to evaluate the retrospective analysis
of HLA match and survival between donor and patients who underwent cord blood
transplantation through the Istanbul University Faculty of Medicine Bone Marrow Bank.
Materials and Methods: In order to research the related factors of umbilical cord blood
transplantation in Turkey, 102 cases of umbilical cord blood transplantation performed
between 2008 and 2014 were analyzed retrospectively. Cord blood unit search applications
were performed through Istanbul University, Istanbul Medical Faculty, Bone Marrow Bank.
Results: It was, on average, 45 days between the search request and transplantation (range:
11-113 days). Average age of the patients was 42.48+2.8 (1-192 months), male-to-female
ratio was 64/38. The most frequent diseases resulting in transplantation were SCID (n=23),
AML (n=13), osteopetrosis (n=10), ALL (n=10) and other diseases. There were 38 (37%)

This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License @' BY NC


https://orcid.org/0000-0003-4196-1791
https://orcid.org/0000-0002-2451-5709
https://orcid.org/0000-0002-1401-4863
https://orcid.org/0000-0002-6018-8936

Erol A, Kivang D, Siileymanoglu M, Savran Oguz F

cord blood transplantations with matched HLA-A,-B,-DR; 54 (52%) mismatched for HLA-A or -B antigens; 9 (9%) mismatched for
HLA-DR only and 1 (1%) mismatched for HLA-B and -DR antigens. The overall survival rate after HSCT with cord blood was 81.5%
(n=31/39). The overall survival rate of the patients with HLA class-I antigens mismatch is 48.1% (26/54), the patients with HLA class-
II antigens mismatch was 22.2% (2/9) after the HSCT.

Conclusion: In conclusion, we found a significant effect in patients undergoing cord blood transplantation with 6/6 HLA matching
on overall survival.

Keywords: Hematopoietic stem cell transplantation, cord blood transplantation, HLA, Transplantation
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GIRIS

Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
(HKHT), bir dizi malign ve malign olmayan hastalik
i¢in iyilestirici bir tedavidir. Hematopoietik kok hiic-
re kaynaklar1 kemik iligi, periferal kan ve gobek kor-
don kamdir (1).

Dogum sonrasi genellikle atilan gobek kordon kani
oldukga zengin bir kok hiicre kaynagidir ve invaziv
olmayan yontemle toplanmasi herhangi bir bulas ih-
timalini de ortadan kaldirmaktadir. Kemik iligine al-
ternatif olan kordon kani kullaniminin, bebegin immiin
sisteminin heniiz gelismemis olmasi dolayisiyla
transplantasyon sonrasi graft versus host hastaligi
(GVHH) goriilme riskinin azalmasi yoniinde bir avan-
taj saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle Insan
Lokosit Antijeni (HLA) uyumu i¢in gok kat1 kriterler
gerektirmedigi ve eslesen vericinin aranmasi i¢in daha
kisa siirenin yeterli oldugu bilinmektedir (2).

HLA uyumu, alic1 ve verici arasindaki cinsiyet
uyumu, HKHT den sonra sag kalim ve niiksii etkile-
yen 6nemli belirleyicilerdendir. Etnik gruplar i¢in
kisa stirede tam uyumlu kok hiicrelerin bulunmasi
ve getirilmesi zordur ve acil transplantasyon endi-
kasyonlar1 olan hastalar i¢in ciddi engeller bulun-
maktadir. HKHT de kordon kani kullanilan alic1 ile
verici arasinda HLA tam uyumu aranmamakla bir-
likte tam uyumlu transplantasyonlar kadar basar1
saglanabilecegi ditsiiniilmektedir (3,4).

HKHT ihtiyac1 olan hastalarin yalnizca %30'nun
tam uyumlu akraba vericisi bulunmaktadir. HLA
uyumlu akraba dis1 kok hiicre vericisinin bulunmasi
zor ve bunun i¢in gerekli olan siire uzundur (5). Do-
lay1siyla bu hasta grubu i¢in kordon kani kullanim
iyi bir alternatif olabilmektedir. Ayrica kordon kani,
kok hiicre rezervi olarak da klinikte kullanim alani
bulmaktadir. HKHT'de kordon kani kullanimi kilo
basina gerekli hiicre sayisinin saglanabilmesi yoniin-
den ¢ogunlukla ¢ocuk hastalarda uygulama alani
bulmakta iken 6zellikle cift iinite kordon kaninin
kullanilmaya baslanmasi ile eriskin hasta grubunda
da yeterli hiicre sayisina ulagilabilmekte ve ayrica doz
azaltilmis kemoterapi protokolleri ile hazirlama re-
jimlerinin uygulanmasi sayesinde tedavi iliskili mor-
taliteyi de azaltmaktadir (6).

Istanbul Tip Fakiiltesi Kemik Iligi Bankasi 1999
yilinda, higbir kar amaci glitmeyen bagimsiz bir orga-
nizasyon olarak kurulmustur ve ¢aligma amaci hayat
tehdit eden bir hastalig1 olan ve genetik olarak uygun
bir kan kok hiicre vericisi bulunmasi halinde uzun
donem sag kalimy, iyilestirilebilme ihtimali olan her
hastaya kan kok hiicre transplantasyonu olanagini sag-
lamak olmugtur. Istanbul Tip Fakiiltesi Kemik Iligi
Bankas1 2008 yil1 Nisan ayinda yeniden yapilanmasin-
dan itibaren 11 senelik hizmet siiresi icerisinde 1271
hastanin (766 periferik, 129 kordon kani, 376 kemik
iligi/kok hiicre kaynaklar1 kullanilarak) transplantasyon
isleminin gerceklesmesine ve ayrica 27 hasta igin donor
lenfosit infiizyonu katkida bulunmustur. Transplantas-
yon organizasyonu islem akis siiresi agisindan, kordon
kani kok hiicre kaynaginin bulunmasi, getirilmesi ve
transplantasyon isleminin gerceklestirilmesi, diger kok
hiicre kaynaklarina gére daha kisadir. ITF Kemik Iligi
Bankast tecriibelerine gore kordon kani kék hiicre kay-
naginin bulunmasindan transplantasyon isleminin
gerceklesmesine kadar gegen ortalama siire 30 giinken,
diger kok hiicre kaynaklari i¢in bu siire ortalama 90
glindiir (Sekil 1). Hastalar i¢in verici bulunmast stire-
cinde kemik iligi ve periferik kan kok hiicre bagislayan
kisilerin donasyondan vazge¢me olasiligy, vericinin yurt
disina gitmis olmasi veya herhangi bir hastalik tagtyor
olmast, verici olmasi i¢in gerekli saglik kogullarini ta-
simiyor olmasi, vericinin sosyal veya ekonomik duru-
munun degismesinden dolay1 donasyondan vazgeg-
mesi, vericilere ulagilamamasi ve gebelik durumlar: gibi
nedenlerden bu kok hiicre kaynaklarindan transplan-
tasyon saglama islemi daha uzun ve zahmetlidir. Kor-
don kaninin kok hiicre kaynagi olarak kullanilmasinda
ise vericinin vazge¢me durumu soz konusu degildir.

[k kordon kani nakli 1989 yilinda Paris'teki Saint
Louis hastanesinde Gluckman ve ekibi tarafindan Fan-
koni anemisi olan ¢ocuklarda gergeklestirilmistir (7,8).
Bu tarihten sonra kordon kani gekici bir HKHT kayna-
g1 haline gelmis ve Tiirkiyede ilk “kordon kani transplan-
tasyonu” 1995 yilinda Ankara Universitesi Tip Fakiilte-
sinde bir talasemi hastasina uygulanmustir (9,10,11,12).

Diinya'da 36 tilkenin 61 kordon kani bankasinda
yer alan toplam 1.042.224 kordon kani {initesi (Tablo
1) bulunmakta olup bu kordon kani iinitelerinden
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800.087 tanesi Diinya Kemik Iligi Donér Dernegi (WM-
DA-World Marrow Donor Association) veri tabanina
kayitlidir. WMDA adu verilen uluslararasi goniillii ve-
rici havuzu, bir hasta i¢in uygun olabilecek vericilerin
kendi tilkesindeki goniillii vericiler arasindan degil,
diinyadaki tiim goniillii vericiler arasindan taranmasi
olanagini saglar. Istanbul Tip Fakiiltesi Kemik iligi Ban-
kas1 da WMDA iiyesidir ve 2008-2014 yillar1 arasinda

En uygun
vericilerin
raporlanmasive
nakil merkezine
gonderilmesi

Nakil
Merkezi
Basvuru

(Hastasiicin)

ilgili bankalardan
verici dokiimlerine
gore en uygun
vericinin secilmesi

Yurt disi
Tarama
istegi

WMDA tarama
sonucuna gire
ddkiimde cikan ilgili
tilkelerden verici
dékiamii istenmesi

WMDA &n
tarama

yapilmasi

102 hastaya HLA tam uyumlu/1 antijen uyumsuz kor-
don kani kok hiicresi bularak transplantasyonlarinin
gerceklestirilmesine katki saglamustur.

Bu ¢aligmada, kordon kani transplantasyonu ger-
ceklestirilen 102 vakanin demografik verileri, HLA
uyumlari, tanilari, transplantasyonlarin kordon kani
bankalarina gére dagilimlari ve HLA uyumunun sag
kalim tizerindeki etkisini kargilagtirmay1 amagladik.

akil merkezinin
vericiyi segmesive
nakil
organizasyonu
bagvurusunda
bulunulmasi

Yurt disi doku
bankasi ile
iletisime gecilmesi
ve nakil igin tarih
belirlenmesi

Uriin teslimi

ve nakil

Uriin

Yurt disi doku teslimiicin

bankasive kurye
nakil organizasy

merkezinin onunun
tarihleri saglanmasi

onaylamasi

Sekil 1. Kemik iligi bankasi yurt dis1 tarama genel islem akis semasi.

Tablo 1. Kordon kani bankalarinda saklanan kordon kani tiniteleri

Ulke Kordon Ulke Kordon Ulke Kordon Ulke Kordon
Kani sayis1 Kani sayis1 Kani sayis1 Kani sayis1
Tirkiye** 1537 Avustralya 37428 Isvigre 5013 Kibris 3283
Amerika 263271 Ingiltere 27523 Hollanda 4693 Slovenya 2016
Israil 259111 Belgika 22058 Yunanistan 4600 Tayland 1515
Tayvan 78678 Brezilya 17079 Isve¢ 4395 Avusturya 1424
ispanya 64234 Kanada 15274 Cekricy‘:;ilhu' 4137 Sili 1227
Kore 55076 Hindistan 12012 Arjantin 3929 Suudlt ilrabls’ 575
ftalya 38508 Singapur 11519 Hirvatistan 3614 Hong Kong 506
Almanya 38422 fran 8521 Finlandiya 3338 Meksika 382
Fransa 37608 Rusya 6095 Polonya 3294 Bulgaristan 329
TOPLAM 1.042.224

* https://statistics.wmda.info/ ; **Tiirkiye: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kordon Kan1 Bankas: (TRAN)
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GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Kemik
{ligi Bankast araciligiyla ile 2008-2014 yillari arasin-
da kordon kani transplantasyonu gergeklestirilen 102
hastaya ait veriler retrospektif olarak incelenmis ve
giincel verilerle tartigilmistir.

BULGULAR

Bu ¢aligmaya dahil edilen hastalarin demografik
verileri asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2).

Hastalarin yas ortalamasi 42,48+2,8 (1-192 ay)
erkek/kadin orani 64/38dur. Transplantasyonla sonug-
lanan en sik goriilen hastaliklar SCID (n=23), AML
(n=13), Osteopetroz (n=10) ve ALL (n=10)dir. HLA-A,
-B, -DR uyumlu kordon kani {initesinden transplan-
tasyonu gerceklestirilen 38 (%37) vaka; HLA-A veya
-B lokuslar1 i¢in 1 antijen uyumsuz 54 (%53) vaka;
yalnizca HLA-DR lokusu i¢in 1 antijen uyumsuz 9
(%9) vaka; HLA-B ve -DR lokuslar1 i¢in 2 antijen uyum-
suz 1 (%1) kordon kani transplantasyonu vardir (Sekil
2). Hastalar i¢in akraba dis1 kordon kani kok hiicre
tarama talebinin yapilmasi ile hastanin transplantasyon

Tablo 2. Demografik veriler

isleminin gerceklestirilmesi arasinda gegen siire orta-
lama 45 giin (11-113 gtin)diir.

HLA tam uyumlu kordon kanindan transplan-
tasyonu gergeklestirilen hastalarin genel sag kalim
orant %81,5 (n=31/38) dir. Sinif-I HLA antijen
uyumsuzlugu olan hastalarin genel sag kalim orani
HKHTden sonra %48,1 (26/54), Sinif-II HLA an-
tijen uyumsuzlugu olan hastalarin ise %22,2 (2/9)
‘dur (Sekil 3).

HLA Uyumu

W HLA-A,-B,-DR uyum

W HLA -A veya -B uyumsuz

# HLA-DR uyumsuz

HLA-B ve -DR uyumsuz

Sekil 2. Kordon Kani transplantasyonu olan hasta-vericilerin
HLA uyum verileri.

Yas (ay) | Cinsiyet| Akut Losemi

Diger
Hastaliklar

Uygun kordon
arastirilmasindan
transplantasyona
kadar gegen siire

Kordon Merkezi

Hasta
Popiilasyonu
(n=102)

42,48+2,8
(1-192 ay)

38/64
(K/E)

AML:13
ALL:10

SCID: 23
Osteopet-
roz:10
HLH:8
JMML:6
Digerleri: 32

NMDP-National Marrow
Donor Program/Be The
Match (CORD) : 25

Registro de Donantes de
Médula Osea (REDMO)
(CORD) : 20

Italian Bone Marrow Donor
Registry
(CORD): 13

ZKRD - Zentrales Knoc-
henmarkspender-Register
Deutschland (CORD) : 12

Toplam : 45 giin
(11-113)

France Greffe de Moelle
Registry - FGM (CORD) : 9

Ankara University Faculty
of Medicine/TRAN Ankara
(CORD):3

Digerleri : 20
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Sag Kalim Orani

2
nnnnnn yumu St 1 uyumsuz St 1l uyumsuz

Sekil 3. Hasta-verici HLA uyumlarinin sag kalim oranlari.

Mortalite oranlar1 tiim tanilar agisindan deger-
lendirildiginde yaklagik %25’ini (9/40) AML/ALL
tanilarinin olusturdugu, AML/ALL tanisi olan has-
talarda da transplantasyon sonrasi mortalite oraninin
%39 (9/23) oldugu saptanmustr.

TARTISMA

Kok hiicre kaynag: olarak kordon kani kullanimi;
kemik iligi ve periferik kan kok hiicre kaynagina gore
pek ¢ok yonden daha avantajlidir. Kordon kaninin
kullanilmasi diger kaynaklara gore daha ucuzdur ve
transplantasyon sonrasi izlemde daha iyi klinik sonug-
lar gosterilmistir. Ustelik transplantasyon igleminin
gecikmesi ve diger komplikasyonlarin olusma potan-
siyeli ya da kardes ve akraba dig1 kemik iligi/periferik
kan kok hiicre kaynagi icin vericinin, ihtiya¢ duyul-
dugunda uygun olmamasi ihtimali de dikkate alinma-
lidir. Kordon kaninin toplanmasi bebek ve anne igin
zararsizdir ve herhangi bir etik kaygi tasimaz. Ayrica
16semi, aplastik anemi veya siddetli kombine immiin
yetmezlik, osteopetroz veya mukopolisakkaridoz gibi
kalitsal bozukluklar i¢in vericiden kemik iliginin gii-
venli bir gekilde toplanmast i¢in gegen siire transplan-
tasyon islemi i¢in dezavantajdir (13,14).

NMDP/CIBMTR (Amerikan Ulusal Kemik iligi
Donér Programi/Uluslararast Kan ve Kemik Iligi
Transplant Arama Merkezi) tarafindan 2019da ya-
yinlanan rehbere gore, akraba dis1 kordon kani arama
kriterlerinde HLA uyumu, diisiik ¢oziintirlitk HLA-A,
HLA-B antijenleri ve yitksek ¢oziiniirliik HLA-DRB1
allelleri icin minimum >4/6 ve yiiksek ¢oztintirlitk
HLA-A,-B,-C,DR allelleri i¢in 24/8 uyumu olmalidir
(15). Bu standart kritere ek olarak, HLA-C antijen
uyumunun da mortalite riskini minimize ettigi bu-
lunmugtur (16). Caliymamizda yas ortalamasi 42,48

ay olan 102 olgu degerlendirildiginde, hastalar ile
transplante edilen kordon kanina ait HLA gruplari
molekiiler diizeyde disiik ¢oziintirliik olarak calisilmig
olup, HLA-A lokusunda I antijen uyumsuzlugu olan
30 vaka, HLA-B lokusunda 1 antijen uyumsuzlugu
olan 24 vaka, HLA-DR lokusunda 1 antijen uyum-
suzlugu olan 9 vaka, hem HLA-B hem de HLA-DR
lokuslarinda ler antijen uyumsuzlugu olan 1 vaka
tespit edilmistir. Literatiirde yer alan diger baz1 ¢alis-
malar da, malign ve malign olmayan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan kordon kani iinitelerinde yiik-
sek ¢ozunirlik HLA-A, HLA-B, HLA-C ve HLA-
DRB1 uyumunun dnemini teyit etmistir (17,18).
Alic1 ve kordon kani iinitesi arasindaki HLA yiiksek
¢Oziiniirlikli uyumsuzluk >2 oldugunda notrofil iyi-
lesme insidansi daha diisiik, greft basarisizlig1 ve 6liim
oranlar1 daha yiiksek olmaktadir. Cift iinite kordon
kani transplantasyonlarinda da ayn1 HLA uyum kri-
terleri goz 6niinde bulundurulmalidir (15). Bagka bir
calismada ¢ogu (%57’si) 1 HLA uyumsuzlugu olan
greftten nakil olmus 252 akut l6semi tanili cocuk has-
tada %55 oraninda tam remisyon saglandig bildiril-
mistir. S6z konusu ¢alismada bu hastalarin %21’
>2’inde HLA uyumsuzlugu ve %22’sinde identik HLA
uyumu mevcut oldugu, nétrofil engrafman olusma
ylizdesinin 0-1 HLA uyumsuz olanlarda %91; 2 HLA
uyumsuzlugu olanlarda %88 oldugu bildirilmistir (19).
Buna benzer baska bir ¢caligmada, 504 akut 16semi
tanili eriskin ve geng eriskin vaka HLA uyumu ag1-
sindan degerlendirildiginde 0-1 HLA uyumsuzlugu
olan hasta oran1 %38,1; 2 veya 2den fazla HLA uyum-
suzlugu olan hasta oran1 ise %61,9 olarak bildirilmis-
tir (20). Calismamizda, HLA tam uyumlu kordon
kanindan gergeklestirilmis 38 transplantasyondan
30’i, Stmif-I1 HLA antijen uyumsuzlugu olan 54
transplantasyondan 26’s1, Simif-IT HLA antijen uyum-
suzlugu olan 9 transplantasyondan 2’si ortalama 1
yillik sag kalim agisindan basarili olarak saptanmustir.
HLA tam uyumlu kordon kani transplantasyonlarin-
da genel sag kalimin alel/antijen uyumsuz kordon
kani transplantasyonlarina gore daha yiiksek oldugu
gosterilmis ve 6/6 HLA uyumunun transplantasyon
gerceklestirilen hastalarin genel sag kalimi iizerinde
6nemli etkisi oldugu bulunmustur. Gelecekte verile-
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rimize hastalara ait engrafman, niiks, greft basarisi ve
takip stireleri gibi klinik bilgiler de eklenerek HLA
uyumu acisindan degerlendirmesi diisiiniilmektedir.
Gluckman ve ark.larinin ¢aligmalarinda (21) 514 kor-
don kani transplantasyonu yapilan AML/ALL tanili
hastada mortalite oran1 yaklagik %45 olarak bildiril-
mistir. Bizim ¢aligmamizda bu verileri destekler nite-
likte olup tanilar agisindan mortalite oranlar1 deger-
lendirildiginde yaklasik %25’ini (9/40) AML/ALL
tanilarinin olusturdugu, AML/ALL tanisi olan hasta-
larda da transplantasyon sonrasi mortalite oraninin
%39 (9/23) oldugu saptanmustir.

Hematopoietik kok hiicre kaynag: olarak kordon
kaninin kullanilmasi diigiik kiloda olmalar1 dolayisty-
la 6zellikle pediatrik hastalar icin iyi bir segenektir.
Bununla birlikte erigkin hastalar i¢in ¢ift tinite kordon
kani transplantasyonlarinin yapilabiliyor olmasi ve
kordon kani kok hiicrelerinin in vitroda ¢ogaltilabili-
yor olmasi bu kisitlamay1 ortadan kaldiran stratejiler-
dir (22). Yiiksek hiicresel icerige sahip kordon kani
birimlerinin artan kullanilabilirligi, hiicre dozunu
artirmak i¢in ¢ift kordon kani grefti kullanimi ve gok
saylda ex vivo ekspansiyon yontemleri dahil olmak
tizere kordon kani transplantasyonundaki gelismeler,
potansiyel uygulama alanini daha da artirmistir (23).
Tek kordon kani koleksiyonlarinda hematopoetik kok
hiicre sayilarini artirmak icin yapilan, fonksiyonel
HKH’leri ex vivo ekspansiyon iglemi kordon kani
HKH’lerin homing ve engrafman iyilestirmesi i¢in
yapilir (24). Hem tam HLA uyumu aranmamasi (25)
hem de son zamanlarda kordon kani iiniteleri say1sin-
daki artis dolayisiyla kordon kani taramasi yapilan
hastalarda bekleme siiresinin diger kaynaklardan (pe-
riferik kan ve kemik iligi) nakil bekleyen hastalara gore
daha kisa olmasi kordon kani transplantasyonlarinin
avantajlar1 arasindadir. HKHT de kok hiicre kaynagi
olarak kordon kan1 kullaniminin umut verici bir yon-
tem oldugu ve kok hiicreye kisa siirede ulasma avan-
taji oldugu da (15) verilerimizle desteklenmektedir.

SONUC

Allojenik HKHT igin kordon kani birimlerinin
kullanilmasi, tiim diinyada bir¢ok hayati kurtarmis-
tir ve cok daha fazlasina fayda saglamayi vaat etmek-

tedir. Tirkiyede HKHT merkez sayilarinda artis ol-
masina ragmen, bu artis heniiz kordon kani
kullanimina énemli derecede yansimamustir. Saglik
Bakanlig1 2019 giincel verilerine (organ.saglik.gov.
tr) gore Tiirkiyede toplamda 3289 hastanin kemik
iligi transplantasyonu i¢in bekledigi goz oniine ali-
nirsa; kordon kaninin kok hiicre kaynagi olarak bu
hastalarda kullanilmasi avantaj sayilabilir.

Sonug olarak, iilkemizde kordon kani transplantas-
yonlart i¢in ihtiyaci karsilayacak kok hiicre ve kordon
kan1 bankalarinin sayilar: artirlmalidir. Kok hiicre ve
kordon kani bankasinin ag; iilkemizi uluslararasi bir
merkez haline getirme potansiyeli ¢ok yiiksektir. Tiim
gelismis tilkelerin Kordon Kani Bankalar1 mevcut olup,
tilkemizdeki kordon kani nakillerinin %9071 yurtdisin-
dan temin edilmektedir. Kordon kani veri tabanlar1 yurt
i¢i ve yurt disindaki vatandaglarimiz ve diger genetik
yakinlig1 olan insanlar i¢in kullanilabilir. Bu durum
ithal eden degil, ihra¢ eden konumu ile ekonomik ola-
rak da iilkeye katki saglayacaktir.

Bu baglamda, 6zel kordon bankalar1 disinda, ak-
raba dis1 kordon kani transplantasyonlari i¢in resmi
kordon kani bankalar1 kurulmast suretiyle Tiirkiyede-
ki kordon kani transplantasyon sayisi arttirilabilir.

Tesekkiir: Calismamizda yer alan vakalarin
transplantasyonlarini gergeklestiren; Goztepe Medi-
kal Park Pediatrik Kemik Higi Nakil Unitesi, Ege Tip
Fahiiltesi Pediatrik Kemik Iligi Nakil Unitesi, Antal-
ya Medikal Park Pediatrik Kemik Higi Nakil Unitesi,
Bahgelievler Medikal Park Pediatrik Kemik iligi Na-
kil Unitesi, Akdeniz Tip Fakiiltesi Pediatrik Kemik
[ligi Nakil Unitesi, Erciyes Tip Fakiiltesi Pediatrik
Kemik 1ligi Nakil Unitesi, Acibadem Atakent Pedi-
atrik Kemik Iligi Nakil Unitesi, Samsun Medikal Park
Pediatrik Kemik iligi Nakil Unitesi, Medipol Tip Fa-
kiiltesi Pediatrik Kemik ligi Nakil Unitesi merkez-
lerine tesekkiirlerimizi sunariz.
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Amag:Bu ¢aligmada, “Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmas1” olusturularak 16S ribozomal
RNA (rRNA) Amplikon Dizileme (AD) stratejisine dayali Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi
kullanilarak gerceklestirilen bakteriyel topluluk analizlerinden elde edilen verilerin daha
verimli kullanilabilmesi amag¢lanmustir.

Gereg ve Yontem:Calismamizda, 96 insan bagirsak mikrobiyota orneginin 16S rRNA
genlerinin V3-V4 bolgeleri Illumina MiSeq sistemi kullanilarak gift-sonlu dizileme
yontemiyle dizilenmistir. Biyoinformatik analizler QIIME 2 agik kaynakli yazilimi ile
gergeklestirilmistir.

Bulgular:16S rRNA AD kosumundaki 96 6rnegin tamaminin 16S rRNA V3-V4 bolgeleri
bagariyla dizilenmistir. Calismanin sonunda toplam okuma 23.42 M, kiimelenme yogunlugu
883 K/mm?, filtreyi gegen kiime yogunlugu % 92.13, kalite skorlar1 ise > Q30 = % 76,7 olarak
tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde ettigimiz veriler ve ¢alisma siirecinde olusan tecriibe
ve bilgi birikimimiz sonucunda laboratuvarimiz tarafindan bir Bakteriyel Topluluk Analiz
Algoritmasi olusturulmustur.

Sonug:“Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastirma Laboratuvari
Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmas:” laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz ¢alismalarin
ayni standartlarda ve kargilastirilabilir olmast igin kullanilacaktir. Bu algoritmanin
tilkemizdeki aragtirmacilar igin bir referans niteliginde olacagini diisiinmekteyiz.
Ayrica farkli merkezlerin bu algoritmayr kullanmalari durumunda elde edilecek veriler
laboratuvarimizin verileriyle ve bu protokolii kullanan tilkemizdeki veya Diinyadaki diger
merkezlerin verileriyle karsilastirilabilir olacaktir. Bu sekilde iilkemizdeki insan bagirsak
mikrobiyotasi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin veriminin ve elde edilen verilerin degerinin
arttirllmasina katkida bulunmayi hedefliyoruz.

Anahtar Kelimeler:16S rRNA, bagirsak mikrobiyotasi, Yeni Nesil Dizileme

ABSTRACT

Objective:This study aims to more efficiently use the data obtained from a bacterial
community analysis performed using next-generation sequencing based on the 16S
ribosomal RNA (rRNA) amplicon sequencing (AS) strategy by creating a bacterial
community analysis algorithm.

Materials and Methods:The V3-V4 16S rRNA hypervariable regions of 96 human gut
microbiota samples were sequenced using the Illumina MiSeq system by the paired-end
sequencing method. Bioinformatics analysis was performed by the QIIME 2 open-source
software.

Results:The V3-V4 16S rRNA hypervariable regions of 96 gut samples were sequenced
successfully using 16S rRNA AS. At the end of the study, the total reading was 23.42 M, the
cluster density was 883 K/mm?2, the cluster density passing the filter was 92.13%, and the
quality scores were >Q30 = 76.7%. Our laboratory created a bacterial community analysis
algorithm from the data we have obtained in this study and based on our experience and
knowledge during the study process.

This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License @' BY NC
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Conclusion: Our bacterial community analysis algorithm will be used to carry out similar studies in our laboratory within the same,
comparable standards. We believe that this algorithm will serve as a reference for researchers in Turkey. In addition, if different
research centers will use this algorithm, their data will be comparable to those of our laboratory and other centers in our country and
the world using the same protocol. In this way, we can help increase the efficiency of studies and the value of the data obtained from
the human gut microbiota.

Keywords: 16S rRNA, gut microbiota, next-generation sequencing
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Bilinen en eski canli formu olan mikroorganiz-
malar, ekstrem kosullar dahil olmak {izere hemen
hemen her kogsulda ve ¢cevrede yasamlarini siirdiire-
bilmektedir. Gliniimiizde tiim canlilarin yasaminin
devamlilig1 mikroorganizmalara baglidir. Insanlar da
yasamlarinin her déneminde ¢evrelerinde ve viicut-
larinda bulunan mikroorganizmalarla etkilesim i¢in-
dedir. Bu etkilesim o kadar yiiksektir ki insan, bir¢ok
organizmanin (memeli hiicresi, bakteri, virus, man-
tar, parazit) birlikteliginden olusan bir supra-orga-
nizma olarak tanimlanmaktadir (1,2). Mikroorga-
nizmalar cesitli ¢evrelere uyum saglayarak bu
cevrelerin kosullarina 6zgii topluluklar olustururlar.
Bakteriler, arkealar, mantarlar, viruslar ve protistler-
den olusan ve sicak su kaynaklarindan insan bagir-
sagina kadar ¢ok gesitli 6zel gevrelerde yasayan bu
mikrobiyal topluluklar “Mikrobiyota” olarak adlan-
dirilmaktadir (3,4). Insan viicudunun oro-nazo-fa-
rengeal bolge, deri, gastrointestinal sistem gibi fark-
1 bolgelerinde farkli mikrobiyal topluluklar
bulunmaktadir. Bu mikrobiyal topluluklarin her biri
konakla etkilesim i¢cindedir ve insan saglig1 iizerinde
dogrudan etkilidir (5). Ornegin insan bagirsak mik-
robiyotasi, insan bagirsaginin fizyolojik fonksiyon-
lar1 ve normal anatomik gelisiminin yanisira beyin,
metabolik ve immun sistem gibi diger organ ve sis-
temler agisindan anahtar rol oynamaktadir. Ayrica
insan bagirsak mikrobiyotasindaki bazi mikroorga-
nizmalar insan saghig1 acisindan énemli proteinleri
kodlamakta, bazi vitaminleri ve kisa zincirli yag asit-
lerini sentezlemekte, ilaglar1 ve cevresel toksinleri
metabolize etmektedir (6). Insan sagligi mikrobiyo-
tayla insan viicudu arasinda kurulan homeostatik ve
dengeli iliskiyle yakindan ilgilidir. Bu kompleks ilis-
ki ve denge bozuldugunda yani mikrobiyal kompo-
zisyon ve aktiviteler normal ve yararli durumdan
anormal ve insan saglig1 icin potansiyel zararli ola-
bilecek duruma geldiginde disbiyoz olarak adlandi-
rilan durum ortaya ¢ikar (7). Disbiyoza neden olabi-
lecek ¢ok cesitli faktdrler bulunmaktadir. Ornegin
insan bagirsak mikrobiyotasindaki disbiyozun geli-
siminde kotli beslenme, antibiyotik kullanimyi, stres
gibi bircok faktoriin etkili oldugu bilinmektedir. Bu

stirecte mikrobiyota kompozisyonunda degisikler
meydana gelir ve bu degisimlerin alkol-dis1 hepatit,
tip 2 diyabet, obezite, atopi, astim, kanser, inflama-
tuvar bagirsak hastaligi, huzursuz bagirsak sendromu,
Alzheimer gibi bir¢ok hastalikla iligkili oldugu gos-
terilmistir (6,7,8,9).

Mikroorganizmalarin birbirinden bagimsiz olarak
diistinemeyecegimiz gevre, insan ve diger canlilarin
saglig1 tizerindeki etkilerinin 6nemi anlasildikea,
6zellikle mikrobiyota kompozisyonlarinin sistematik
ve fonksiyonel olarak tanimlanmas bilim diinyasinin
en 6nemli ve ilgi ¢ekici konularindan biri haline gel-
mistir. Mikrobiyal topluluklarda baskin olarak bulu-
nan mikroorganizmalar bakterilerdir (4). Bu neden-
le mikrobiyota calismalar1 bakteri topluluklar:
tizerinde yogunlasmaktadir. Bu ¢aligmalarda genel
olarak mikrobiyal topluluklardaki bakterilerin ta-
nimlanmast, topluluklardaki zenginliklerinin ve yo-
gunluklarinin belirlenmesi, yapisal 6zelliklerinin
tanimlanmasi, trettikleri metabolitlerin topluluk
igindeki ve disindaki etkilerinin incelenmesi, konak-
la veya bulundugu cansiz ¢evreyle etkilesimlerinin
anlagilmasi hedeflenmektedir. Insan mikrobiyotasin-
daki bakteriyel topluluklarla ilgili de 6zellikle bagir-
sak mikrobiyotas: tizerinde bir¢ok caligma yiirttiil-
mektedir. Insanlarda gelisen bagirsak disbiyozunun
tedavisi i¢cin mikrobiyotadaki zararl tiirlerin 6ldii-
riilmesi, yararl tiirlerin agilanmasi, immun cevabin
uyarilmasi veya mikrobiyotanin zararli metabolitle-
rinin ve aktivitelerinin ilaglarla zayiflatilmas: gibi
yollarin etkili olacagi yoniinde goriisler bulunmak-
tadir ve mikrobiyotanin hastaliklarin tani ve tedavi-
sinde 6nemli bir rol oynayabilecegi 6rnegin mikro-
biyota odakli terapiler gelistirilebilecegi
ongoriilmektedir (10). Ayni1 zamanda insan mikro-
biyotasinin bakteriyel kompozisyonundaki degisim-
ler hastaliklarla iliskilendirildigi i¢in bu degisimleri
ve bakteriyel topluluklarin normal yapisini dogru ve
hassas sekilde tanimlamak olduk¢a 6nemli bir konu-
dur. Dinamik bir yapiya sahip olan insan mikrobiyo-
ta kompozisyonunun tanimlanmasiyla bakteriyel
topluluklarin saglikta ve hastalikta nasil degistigi,
baskin bakteri gruplarinin hangileri oldugu, biyobe-
lirteg olarak yararlanabilecek bakteri gruplar: veya
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tiirleri belirlenebilir. Bu konularla ilgili yapilan ¢ok
sayida ¢aligma bulunmasina ragmen hala saglikli
insan mikrobiyotasi kavrami net degildir ve disbiyo-
zisin hastaliklarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldu-
gu yoniinde arastirmacilar arasinda goriis birligi
bulunmamaktadir (11). Bakteriyel kompozisyonlarin
tanimlanmasina yonelik yapilan ¢alismalar bu konu-
larin aydinlatilmasina da katk: saglamaktadr.
Mikrobiyal topluluklarin kiiltiirden bagimsiz ta-
nimlanmas, ilk kez 1997 yilinda 16S ribozomal RNA
(rRNA) geni kullanilarak Sanger dizileme teknoloji-
siyle gerceklestirilmistir. Bundan itibaren 16S rRNA
gen dizileme bakteriyel topluluk analizleri i¢in altin
standart olarak kabul edilmektedir (12). 1997 yilindan
giiniimiize kadar 16S rRNA gen dizileme i¢in kulla-
nilan teknolojilerde biiyiik degisimler olmustur. Bi-
rinci Nesil Dizileme olarak da adlandirilan Sanger
Dizileme Teknolojisiyle yapilan 16S rRNA gen dizi-
leme ¢aligmalar1 bakteriyel topluluklarin analizinde
devrim niteliginde olsa da bu yontemin klonlama
adimina ihtiya¢ duymasi ve ayni anda birden fazla
bakteri dizisinin ¢aligilamamasi 6nemli sinirlayici
faktorler arasinda yer almaktadir (13). 2005 yilinda
Ikinci Nesil Dizileme veya Yeni Nesil Dizileme (YND)
olarak adlandirilan teknolojinin kullanilmaya bas-
lanmasiyla bakteriyel topluluk analizlerinde yeni bir
donem baslamistir ve karmagik mikrobiyotalarin
mikrobiyal cesitliliginin analizi i¢cin biiyiik bir avan-
taj saglanmistir (5). Bu teknoloji ile ¢ok sayida or-
nekten binlerce dizi ayn1 anda dizilenebilmekte ve
Sanger dizileme teknolojilerindeki sinirlandirmalar:
ortadan kaldirarak arastirmacilara zaman kazandir-
makta, maliyetleri diistirmekte ve yliksek ¢iktili veri
sunmaktadir. 16S rRNA Amplikon Dizileme (AD)
stratejisine dayanan YND teknolojileriyle gercekles-
tirilen metagenomik analizler konvansiyonel yon-
temlere gore cok daha hassas ve diisiik maliyetli ola-
rak bakteriyel topluluklarin tanimlanmasini ve
kargilastirilmasini saglamaktadir (14). 2011 yilinda
YND teknolojilerine gore daha uzun okuma yapan
ve daha yiiksek ¢iktisi olan Ugiincii Nesil Dizileme
teknolojisi ad1 verilen bir dizileme teknolojisi kulla-
nilmaya baglanmistir. Baglarda maliyet ve okuma hata
oraninin yitksekligi nedeniyle YND teknolojilerinin

gerisinde kalan bu teknoloji yillar i¢inde gelistirilerek
bu dezavantajlar bityiik oranda ortadan kaldirilmis-
tir. Bu yeni teknoloji ile 16S rRNA geninin tamami
dizilenebildigi i¢in YND teknolojisine gore daha
dogru taksonomik ve filogenetik ¢oziiniirliik elde
edilebilmektedir. Ayrica daha diisiik maliyetle, daha
hizli ve daha yiiksek veri ¢iktisi saglanmaktadir. An-
cak bu teknolojiyle elde edilen verilerin analizi i¢in
tasarlanan araglarin azligi, sinirli kalitede 16S rRNA
dizilerinin elde edilmesi (diisiik okuma dogrulugu)
nedeniyle YND teknolojileri i¢in tasarlanan mevcut
analiz araglariyla kisitl analiz gerceklestirilebilmesi
Ugiincii Nesil Dizileme teknolojisinin énemli sinir-
layic1 faktorleridir (13,15). Glintimiizde insan mik-
robiyotasindaki bakteri topluluklarinin analizinde en
yaygin olarak 16S rRNA AD stratejisine dayanan
YND teknolojileri kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, laboratuvarimizda insan bagirsak
mikrobiyotasinin 165 rRNA AD stratejisine dayal: YND
teknolojisi kullanilarak gerceklestirilen analizleri so-
nucunda insan bagirsak mikrobiyota calismalari igin
“Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmast” olusturul-
mustur. Bu algoritma laboratuvarimizda gerceklestir-
digimiz ¢aligmalarin ayni standartlarda ve karsilagtiri-
labilir olmasi i¢in kullanilacaktir. Ayrica farkl
merkezlerin bu algoritmay: kullanmalar1 durumunda
elde edilecek veriler laboratuvarimizin verileriyle ve bu
protokolii kullanan diger merkezlerin verileriyle kar-
silagtirilabilir olacaktir. Bu sekilde tilkemizdeki insan
bagirsak mikrobiyotast ile ilgili yapilan ¢alismalarin
veriminin ve elde edilen verilerin degerinin arttirilma-

sina katkida bulunmay: hedefliyoruz.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Toplanmasi, On Hazirlig1 ve
Saklanmasi

Bu ¢alisma i¢in I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan (Tarih:12.05.2017,
Say1:09 ) izin alindi. Téim goniillillerden yazili bilgi-
lendirilmis onam alindi. Digki 6rneklerinin toplan-
mast icin uygun steril kaplar kullanildi. Ornekler
laboratuvara mobil sogutucu dolap ile nakledildi.
Ornekler laboratuvar tarafindan teslim alindiktan
sonra etiketlendi ve hassas terazide tartildi. Seward
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Stomacher (Seward, Ingiltere) cihazi ile homojenize
edilen ornekler cryo tiiplere aktarildiktan sonra -80
°C sogutucuda DNA izolasyonlar1 gerceklestirilene
kadar saklandi.

Bakteriyel Genomik DNA izolasyonu

Homojenize diski 6rneklerinin bakteriyel genomik
DNA (gDNA) izolasyonu “QIAamp PowerFecal DNA
Isolation Kit (Qiagen, Almanya)” kullanilarak kit
protokoliiniin yonergelerine gore gerceklestirildi.
Elde edilen gDNA o6rneklerinin jel elektroforez go-
rintiileri alinarak, spektrofotometrik ve florometrik
yolla 6l¢ctimleri gerceklestirildi. Calisma igin yeterli
kalite ve miktarda olan DNA 6rnekleri -20 derece
sogutucuda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ana-
lizleri i¢in sakland.

16S rRNA Amplikon Dizileme

Bu ¢alismada 96 6rnegin 16S rRNA genlerinin
V3-V4 bolgeleri [llumina MiSeq sistemi (Illumina,
Kaliforniya, ABD) kullanilarak ¢ift-sonlu dizileme
(2x.300 bp) yontemiyle MiSeq Reagent Kit v3 (600
cycle) (Illumina, Kaliforniya, ABD) kullanilarak di-
zilendi. Bu ydntemin sirasiyla Amplikon PZR, Amp-
likon PZR tiriinlerinin saflastirilmasi, Indeks PZR,
Indeks PZR {iriinlerinin saflastirilmasi, Normalizas-
yon, Kiitiiphane Denatiirasyonu ve Ornek Yiikleme
asamalar1 “Illumina MiSeq sistemi i¢in 16S &rnek
hazirlama rehberinin” yonergelerine gore gercekles-
tirildi (16). Amplikon PZRda 16S rRNA V3-V4 gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in universal primerler
(341F-805R) kullanildi (17). Saflastirilan Amplikon
PZR iirtinlerine dizileme adaptérlerinin ve indeks-
lerin (dual index) baglanmast icin Indeks PZR islemi
“Nextera XT index primerleri ([llumina, Amerika)”
kullanilarak gerceklestirildi. Saflastirilan Indeks PZR
driinlerinin ¢ift zincirli DNA miktar1 florometrik
yontemle dl¢iildii (Qubit 3.0 florometre cihazi-Qubit
dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit ((Life Tech-
nologies, Ingiltere)). Olgiimleri yapilan 6rneklerin
normalizasyonu gerceklestirildikten sonra DNA kii-
tiiphanelerinden bir havuz (pool) olusturuldu. 4 nM
havuz, 0.2 N NaOH’le denatiire edildikten sonra elde
edilen denatiire kiitiiphane 5 pmol konsantrasyona

diltie edildi ve reagent kartugsa (MiSeq Reagent
Kit v3 (600 cycle)) yiiklenerek illumina Miseq siste-
minde dizileme islemi ger¢eklestirildi.

Biyoinformatik Analizler

[llumina MiSeq ile gergeklestirilen 16S rRNA AD
kosumundan elde edilen verilerin biyoinformatik
analizi “Illumina MiSeq Reporter Software (Illumina,
Amerika)” ve “Quantitative Insights Into Microbial
Ecology - QIIME 2” a¢ik kaynakli yazilim1 kullani-
larak gergeklestirildi. Taksonomik siniflandirma igin
SILVA rRNA veri bankas1 (SILVA-138) kullanildi.
Alfa ve beta ¢esitlilik analizleri QIIME 2 yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi.

Bakteriyel Topluluk Analiz Algoritmasinin
Olusturulmasi

Laboratuvarimizda bakteriyel topluluk analizleri
i¢in kullanilan 16S rRNA AD y6nteminin her asa-
masinin optimizasyon ¢aligmalar: tamamlandiktan
sonra asil ¢aligmaya gegilerek 16S rRNA AD islemi
gerceklestirildi. Bu ¢aligmada elde ettigimiz tecriibe
ve bilgi birikimi sonucunda “Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobi-
yota Aragtirma Laboratuvari Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmas1” olusturuldu.

BULGULAR

[llumina Miseq sisteminde gerceklestirilen 16S
rRNA AD kosumu “Sequence Analysis Viewer (Illu-
mina, Amerika)” programuile takip edildi. Kosumun
sonunda toplam okumanin 23.42 M, kiimelenme
yogunlugunun 883 K/mm?, filtreyi gegen kiime yo-
gunlugunun %92.13, kalite skorlarinin ise > Q30 =
%76,7 oldugu goriildii. Ornek basina en yiiksek top-
lam okuma 474.572 iken en diisiik toplam okuma
96.611dir. Calismanin sonunda 16S rRNA AD kosu-
mundaki 96 6rnegin tamaminin 16S rRNA V3-V4
bolgeleri basariyla dizilendi. MiSeq Reporter tarafin-
dan olusturulan fasta formatindaki fastq dosyalar:
QIIME 2 yazilimiyla gerceklestirilen biyoinformatik
analizlerde kullanild1. Ik olarak okumalarin kalite
kontrolleri gerceklestirildi. Q skoru 20’nin altinda
olan diisiik kalitedeki okumalar filtrelendi. Cift son-
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lu okumalar birlestirildikten sonra diisiik kaliteli ve
kimerik diziler uzaklastirildi. Ardindan temsili Islev-
sel Taksonomik Birimler (Operational Taxonomic
Unit - OTU) belirlenerek SILVA veri bankastyla kar-
silagtirildi. Bu gekilde tamamlanan taksonomik ana-
liz sonrasinda alfa ve beta cesitlilik ile istatistiksel
analizler QIIME 2’nun alt programlariyla belirlendi.

16S rRNA AD ¢aligmasinin tamamlanmasinin
ardindan bundan sonraki ¢caligmalarimizin birbiriy-
le karsilastirilabilir olmasi ve farkli merkezlerde ya-
pilan calismalara referans olarak birden fazla merke-
zin verilerinin kargilagtirilabilmesi amaciyla “Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Aras-
tirma Laboratuvari Bakteriyel Topluluk Analiz Algo-
ritmas1” olusturuldu (Sekil 1).

TARTISMA

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Niitrisyon ve Mikrobiyota Aragtirma Laboratuvarrn-
da yapilan insan bagirsak mikrobiyotas: bakteriyel
topluluk analizleri igin 16S rRNA AD stratejisine da-
yali YND teknolojisini kullanmaktayiz ve bu yéntemin
tiim asamalarini hizmet alimi olmaksizin kendi biin-
yemizde gerceklestirmekteyiz. 16S rRNA AD strateji-
sine dayali YND yontemi yurtdisinda birgok labora-
tuvarda rutin olarak uygulanmakla birlikte tilkemizde
bu konuda ¢alisan laboratuvar sayis1 azdir. Ozellikle
yontemin tiim agamalarini kendi biinyesinde gercek-
lestiren laboratuvar sayisi cok sinirlidir. 165 rRNA AD
caligmast i¢in kullanilan sarflarin ve cihazlarin yurt
disindan gelmesi yontemin iilkemizde uygulanmasimin
maliyetini arttirmaktadir. Ancak orneklerin daha az
maliyet icin yurt disina goénderilmesi de giivenlik za-
afiyeti olugturmakta ve bu alanda tilkemizde nitelikli
personel yetismesini zorlastirmaktadir. Ayrica tilke-
mizde insan mikrobiyotast ile ilgili yapilan ¢aligma
sayist oldukea azdir. Diinyada ise bu konunun ¢aligil-
dig1 cok sayrida merkez bir¢ok ¢alisma yiiriitmektedir.
Ulkemizde insan mikrobiyota ¢aligmalarinin sayisinin
artmas, tilkemize 6zgii verilerin olusturulmasini sag-
larken, mikrobiyota odakli tani ve tedavi ¢aligmalar:
ile biyobelirteg ve probiyotik olarak kullanilabilecek
tiirlerin tespitine yonelik ¢alismalar i¢in de veri sagla-
yarak literatiire 6nemli katkilarda bulunacaktir. Bu

nedenlerle iilkemizde yapilan insan mikrobiyota ¢a-
lismalar1 hem ekonomik hem de nitelik agisindan
oldukga degerlidir. insan mikrobiyota ¢alismalarinda
bir bagka 6nemli husus da yiiksek emek gerektiren ve
mali yiikii olan bu ¢aligmalarin verilerinin karsilagti-
rilabilir olmasidir. Elde edilen verilerin bagka bir ¢a-
ligmanin verileri ile kargilagtirilabilir olmast icin her
iki caliymanin da ayni protokolii kullanmas: gerek-
mektedir. 16S rRNA AD ¢alismalarinin hemen hemen
her asamasi farkli yaklagimlarla caligilabilir. Bu yakla-
simlarin herhangi birine dogru veya yanlis kavramla-
riyla bakamamakla birlikte her yaklagimin digerine
gore avantajlar1 veya dezavantajlar1 bulundugunu bil-
mek gerekir. Bu nedenle 6zellikle bu alanda yeni ¢a-
lismaya baglayan arastirmacilarin literatiir verilerini
esas alarak en giincel ve en ¢ok tercih edilen yéntem-
leri uygulamalari en dogru karar olacaktir. 16S rRNA
AD stratejilerine dayal: YND teknolojisi ile gergekles-
tirilen bakteriyel topluluk ¢alismalarinda kullanilan
yontemlerin tamami analiz sonuglarini dogrudan et-
kilemektedir. Bu nedenle laboratuvarlar kendi i¢lerin-
de de verilerin karsilagtirilabilir olmast i¢in tiim ¢alis-
malarini ayni standartlarda ve ayni protokolleri
uygulayarak gerceklestirmelidir. Bir bagka sorun da
bu ¢alismalarin hizmet alimi seklinde gerceklestiril-
mesidir. Yine ¢alisma verilerinin karsilastirilabilir ol-
mast i¢cin hizmet alim1 seklinin degismemesi gerek-
mekte, ek olarak laboratuvar digindaki uygulamalar
kontrol edilemeyecegi icin olasi hatalar ve yontem
degisiklikleri arastirmaci tarafindan kabul edilmis ol-
maktadir. Tim bu nedenlerle laboratuvarimizda yii-
rittiigimiiz calismalar dogrultusunda insan bagirsak
mikrobiyota ¢alismalari icin bir “Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmasr” olusturduk. Bu algoritmayi hazir-
larken kullandigimiz yontemlerin literatiirde en ¢ok
kullanilan ve refere edilen yontemler olmasina 6zen
gosterdik. Bu sekilde verilerimizi literattirdeki ¢alis-
malarla kargilagtirma sansimizi arttirmayi hedefledik.

Bir¢ok insan bagirsak mikrobiyota ¢alismasinda
ornekleme ve DNA izolasyon asamalari en az dikkat
edilen asamalardir. Ancak bu agamalarda segilen y6n-
tem ve prosediirler dizileme ¢iktilarini direkt etkile-
mektedir. Ornekleme asamasinda 6rneklerin isleme
alinmadan 6nce ne kadar siire kag derece sicaklikta
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bekletildigi, 6rnekler dondurulduysa kag derecede ne
kadar stire bekletildigi ve birden fazla dondurma-¢oz-
me isleminin yapilip yapilmadigi, 6rneklerin DNA
izolasyonu veya dondurma islemleri 6ncesinde homo-
jenize edilip edilmedigi, havayla ne kadar siire temas
ettigi ve ne kadar 6rnek alindig: gibi gesitli faktorler
bakteri gesitliliginin tespiti ve 16S rRNA AD ¢iktilar
acisindan 6nemlidir (18,19,20). Bu nedenle aragtirma-
cilar calismalarini laboratuvar kapasitelerini goz oniin-
de bulundurarak planlamaly, 6rnekler i¢in uygun sak-
lama ortamini mutlaka saglamalidir. Bununla birlikte
DNA izolasyon yonteminin se¢imi de bakteriyel top-
luluk yapisinin belirlenmesinde 6nemli bir yer tutar.
Bakterilerin hiicre yapilarindaki farkliliklar ve fegeste
bulunan ¢esitli PZR inhibitorleri nedeniyle DNA izo-
lasyon y6nteminin hem tiim bakterilerin DNA izolas-
yonu i¢in uygun olmasi hem de inhibitérleri ortamdan
uzaklastirabilmesi gerekir. Segilen DNA izolasyon
yontemi dizileme ¢iktilar1 tizerinde olumsuz etkilere
ve dolayisiyla mikrobiyal gesitliligin hatali temsiline
neden olabilir (19,21). Yapilan ¢aligmalarda 6rneklerin
saklanma seklinin, 6rnege uygulanan 6n islemlerin ve
farkli DNA izolasyon yéntemlerinin metagenomik
calismalarin dizileme ¢iktilarinda farkliliklara neden
oldugu gosterilmistir (18,19,20,21,22). Planlanan ¢a-
lismalarda 6rneklerin ayni yontemle hazirlanmasi
onemlidir ve ozellikle karsilastirmali ¢alismalarda
farkli yontemle hazirlanan 6rneklerin analizinde bu
durumun goz dniinde bulundurulmas: gereklidir (23).
Bu nedenlerle algoritmamizin 6rnek toplama, 6n ha-
zirlik ve saklama adimlarini literatiirde en ¢ok tercih
edilen yontemlere gore tasarladik. DNA izolasyon
yontemi i¢inse yine literatiirde en gok kullanilan tica-
ri kitlerden olan QIAamp Power Fecal DNA Isolation
Kiti kullanmay tercih ettik (21).

16S rRNA AD yonteminin ger¢eklestirildigi birden
fazla YND teknolojisini kullanan platform bulunmak-
tadir ve her birinin kullandig: teknolojide farkliliklar
vardir. Bu platformlardan ilki Roche 454 dizileme
sistemidir ve pirodizileme temellidir. Bu sistemin
okuma hata oranlarinin yiiksek olmasi ve 6rnek ha-
zirlama prosediirlerinin uzun olmasi nedeniyle 2013
yilinda tiretimi durdurulmugstur. Illumina, Ion Torrent,
ve SOLiD ¢aligmalarda siklikla tercih edilen diger

YND platformlaridir. fon Torrent yar1 iletken dizileme
teknolojisini kullanirken SOLID ligasyon yoluyla di-
zileme yontemini kullanmaktadir. Illumina ise sen-
tezle dizileme kimyasini kat1 bir yiizey tizerinde ger-
¢eklesen koprii amplifikasyonu ile birlestirerek
kullanir. Bu teknolojiler arasinda Illumina platformu
ozellikle gift-sonlu (paired-end) okuma uzunlugunu
arttirmasindan sonra daha iyi ¢iktilar olusturmasi ve
daha diisiik maliyetli olmasi nedeniyle aragtirmacilar
tarafindan daha ¢ok tercih edilir olmustur. Diinyada
YND ¢aligmalarinin %90’ nindan fazlasi Illumina plat-
formuyla gergeklestirilmistir ve bu platform bir stan-
dart haline gelerek lider konuma ge¢mistir
(13,24,25,26). Bu nedenlerle calismalarimizda kulla-
nilacak platformun Illumina olmasina karar verdik.

16S rRNA geninde korunmus bolgeler iceren ve
yliksek derece degiskenlik (hypervariable) gosteren 9
bolge bulunmaktadir. 16S rRNA AD yontemi genellik-
le YND dizileme teknolojilerinin sinirlandirmalarindan
dolay1 16S rRNA geninin degisken bir veya birkag bol-
gesinin ¢ogaltilmasina dayanir. Laboratuvarlar 16S rRNA
geninin hedef bolge se¢imini literatiirde yaymlanan
veriler dogrultusunda ve kullandiklar1 YND teknoloji-
sinin sinirlandirmalarini goz éniinde bulundurularak
belirlerler. Bakteriyel topluluk ¢alismalarimiz i¢in bu
bolgelerden hedef bolge olarak literatiirde en ¢ok tercih
edilen, veri bankalarinda en ¢ok dizisi bulunan ve Illu-
mina platformuyla gerceklestirilecek 2x300 bg cift-son-
lu okuma i¢in en uygun hedef bolge olan V3-V4 asir1
degisken bolgeleri secilmistir (25,26,27,28).

Bakteriyel topluluk analiz algoritmamizda biyoin-
formatik analizler i¢in literatiirde en ¢ok tercih edilen
analiz araglarindan olan QIIME 2 yazilimini ve en
giincel veri bankasi olan SILVA veri bankasini tercih
ettik. Biyoinformatik analizlerde tercih edilen analiz
araclarinin ve veri bankalarinin birbirleri arasinda
cesitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir ve bu
durum analiz sonuglarini dogrudan etkilemektedir.
Bunun yaninda bu araglari kullanan aragtirmacilarin
analizlerdeki yontem tercihleri de analiz sonuglarinda
farkliliklara neden olmaktadir (29,30). Bununla bir-
likte 16S rRNA AD kosumu gergeklestirilip ham veri
elde edildikten sonra arastirmaci bu verileri istedigi
kadar aragla analiz edip istedigi veri bankalaryla kar-
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silagtirma sansina sahiptir. Biyoinformatik analizler
deneysel asamalar gibi geri doniisiimsiiz degildir. Bir-
den fazla analiz yontemi kullanip kullanmamak aras-
tirmacinin elindedir. Ancak bu sekilde bir calisma i¢in
harcanan zaman ve emek yaninda farkli veri bankala-
rindan elde edilen verilerin kargilagtirilamamasi, fark-
l1 analiz araglarinin verilerinin karsilastirilma gticliigii
diisiiniildigiinde tek bir analiz stratejisi tizerinde yo-
gunlagsmak daha dogru bir yaklasim olacaktir.

Sonug olarak 16S rRNA AD ¢aligmasi i¢in yontem-
leri belirledikten sonra laboratuvarimizda bu yontem-
lerin optimizasyon ¢aligmalarini tamamladik. Ardindan
16S rRNA AD ¢aligmasini bagariyla tamamladik ve bu
calisma dogrultusunda “Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Niitrisyon ve Mikrobiyota Arastir-
ma Laboratuvar: Bakteriyel Topluluk Analiz Algorit-
masint” olusturduk. Bu algoritmanin iilkemizdeki aras-
tirmacilar igin bir referans niteliginde olacagini
diisiinmekteyiz. Ayrica arastirmacilar bu algoritmayi
cahismalarinda uyguladiklar: takdirde elde ettikleri ve-
rilerle laboratuvarimizdaki veriler karsilastirilabilecegi
i¢in ilkemizde az sayida gerceklestirilen insan bagirsak
mikrobiyota ¢caligmalarinin ve elde edilen verilerin daha
degerli hale gelmesine katkida bulunmay1 hedefliyoruz.
Bununla birlikte olusturdugumuz ‘Bakteriyel Topluluk
Analiz Algoritmasi' diinyada en ¢ok kullanilan yontem-
ler goz 6ntinde bulundurularak hazirlandig: icin bu
algoritmay1 kullanan aragtirmacilar verilerini literatiir-
deki pek ¢cok ¢alismayla da kargilastirma imkanina sahip
olacaktir. Ek olarak bu ¢alismada, YND teknolojisi kul-
lanilarak gerceklestirilen 16S rRNA amplikon dizileme
yonteminin temelleri ile literatiirde en ¢ok tercih edilen
uygulama sekli ve veri analiz yontemleri hakkinda bil-
gi verilmektedir. Bu sekilde tilkemizde daha fazla aras-
tirmacinin bu konuya ilgi duymasini saglayarak, bu
konuda yapilacak caligmalarin artmasina da katkida
bulunmay1 hedefliyoruz.
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ABSTRACT

Objective: Microtia is defined as a congenitally defective external ear which has different
degrees of severity from a simple isolated reduced size to complete loss of the ear. Normal
fetal development is affected by the Glucocorticoids (GCs), which are critical for the
maturation and development of different fetal tissues. The glucocorticoid receptors (GR)
influence the GCs' actions. Therefore, we aimed to evaluate the association between the
NR3CI (encoding GR) gene BCLI variant and its role in the development of non-syndromic
microtia.

Materials and Methods: Nineteen cases with microtia and forty healthy controls enrolled
in the present study. We genotyped the NR3CI BCLI variant using the polymerase chain
reaction (PCR) and PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) method. The
patients and controls were compared in terms of allele and genotype distribution using the
X2 test.

Results: No statistical association was found between the NR3C1 BCLI genotype distribution
and microtia risk. However, the NR3CI BCLI variant G allele was lower in patients than in
the healthy controls (p=0.034, OR:2.411, 95%Cl: 1.115-5.212) . In the current study, our
results suggested that the subjects carrying the G allele in the NR3CI gene BCLI variant had
a lower risk of microtia.

Conclusion: Further studies are needed to determine whether this gene variant has a role in
the risk of developing the disorder.

Keywords: Microtia, DNA, glucocorticoid receptor, BCLI, variant

(077

Amag: Microtia, basit izole kiigiik boyuttan tamamen kulak kaybina kadar farkli siddet
derecelerine sahip, kongenital kusurlu bir dis kulak olarak tanimlanir. Normal fetal gelisim,
farkl: fetal dokularin olgunlasmasi ve gelisimi igin kritik olan Glukokortikoidlerden (GK)
etkilenir. Glukokortikoid reseptorleri (GR), GClerin fonksiyonlarini etkiler. Bu nedenle
NR3CI gen (GR kodlayan) BCLI varyanti ile sendromik olmayan mikrotia gelismesindeki
rolii arasindaki iligkiyi degerlendirmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Bu ¢aligmaya ondokuz mikrotia olgusu ve kirk saglikli kontrol dahil
edildi. NR3CI BCL1 varyanti polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve sinirlayici parga
uzunluk poliorfizmi (RFLP) yontemini kullanarak genotipledik. Hastalar ve kontroller x2
testi kullanilarak alel ve genotip dagilimi agisindan karsilagtirildi.

Bulgular: NR3C1 BCL1 genotip dagilimi ve mikrotia arasinda istatistiksel bir iliski
bulunmadi. Bununla birlikte, NR3C1 BCLI varyant G aleli hastalarda saglikli kontrollere
gore daha diistiktii (p=0.034, OR:2.411, 95%Cl: 1.115-5.212). Bu ¢aliymada, sonuglarimiz
NR3CI gen BCLI1 varyant1 G aleli tagiyan kisilerin daha diigiik bir mikrotia riskine sahip
oldugunu gosterdi.

Sonug: Bu gen varyantinin, bozukluk riskinin gelismesinde bir roléi olup olmadigim
belirlemek i¢in daha fazla galiymaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Microtia, DNA, glukokortikoid reseptér, BCL1, varyant
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INTRODUCTION

Microtia is a congenitally defective external ear
which has different degrees of severity from a single
isolated reduced size to complete loss of the ear (1).
In microtia, there are disorganized remnants of car-
tilage that are attached to a varying amount of lobule
tissue, which is often moved from a symmetrical
position with the contralateral ear (1). The reason for
microtia is part of a spectrum of a syndrome or anom-
alies or an isolated condition. According to the pop-
ulation-based studies which were conducted on mi-
crotia prevalence in France, Sweden, Italy, United
States, and Finland, it was shown that prevalence rates
ranged from 0.83 to 4.34 for every 10,000 births (2).
There are different genetic causes for microtia in both
humans and animal models, helping us understand
the condition and leading to the identification of a
common cause for the condition.

Stress responses are mediated by Glucocorticoids
(GCs), which are the steroid hormones produced
mainly by the adrenal glands. Pharmacological GC
excess plays a more nuanced role in the biology of the
response to stress. It has balanced homeostatic effects
facilitating short-time recovery and survival from the
challenge while their chronic and acute effects are
recognized well (3). GCs are also effective in the de-
velopment of normal fetuses leading to the maturation
and development of different fetal tissues such as the
gut, skeletal muscle, adipous tissue, the liver, and lungs
and preparedness for extrauterine life (4). The nucle-
ar receptor protein, known as glucocorticoid receptors
(GR), is due to the actions of GCs. The NR3CI (nu-
clear receptor subfamily 3, group C, member 1) gene,
which is located on chromosome 5, is used to encode
GRs. There are three domains for the structure of this
gene: DNA-binding domain, carboxy-terminal ligand
binding, and amino transactivation domain. When
the form of the GR is unliganded, it is located in the
cytoplasm as large complex protein, and its binding
to cortisol causes its dissociation and a conformation-
al change, translocating the GR receptor to the nucle-
us in which it regulates the transcription of GR gene
as a transcription factor through several mechanisms
(5). There was a biallelic polymorphism identifiable

downstream of the exon 2-intron 2 junction NR3CI
gene. The processing of GCR primary transcripts
might be affected by the polymorphism, increasing
the sensitivity of GC (6).

Therefore, we performed a case-control analysis
of the association between the NR3CI BCL1 variant
and non-syndromic microtia.

MATERIAL AND METHODS

Study Population

The study group consisted of 19 subjects with
microtia and 40 unrelated healthy control subjects.
The subjects with microtia were recruited from those
who were treated and followed-up in the Plastic, Re-
constructive, and Aesthetic Surgery Department,
Kahraman Sutcu Imam University, Kahramanmaras,
Turkey. Syndromic patients were excluded from the
study. The healthy control group was recruited from
the patients living in the same geographical areas,
and they were well-matched with the patient group
in terms of gender and age. The controls had no per-
sonal or family history of dysmorphic disorders. All
subjects, patients, and controls were of Turkish origin.
Informed written consent was obtained from all pa-
tients and subjects before enrollment to the study,
according to the ethical guidelines of the 2008 Dec-
laration of Helsinki. Ethical approval was obtained
from the Local Human Research Ethics Committee.

Genotyping

Blood samples were obtained from all subjects.
Genomic DNA was extracted from mononuclear cells
obtained from ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)- treated peripheral venous blood using the
salting-out method (7). The distribution of the NR3C1
BCLI variant in the intron 2 was evaluated in the
non-syndromic microtia patients and healthy controls
by using the polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) meth-
od as described previously (8).

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the soft-
ware SPSS version 20.0 for Windows (SPSS Inc., Chi-
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cago, IL, USA). The statistical significance of the
differences among the groups was estimated using
logistic regression analysis. Odds ratio (OR) and 95%
confidence interval (CI) were also calculated. Differ-
ences in the genotype distribution between the two
groups were compared with the chi-square test and,
when needed, Fisher’s exact test was used. The level
of significance was set at p<0.05.

RESULTS

Genotype distributions and allele frequencies of
the NR3CI BCL1 variant are presented in Table 1.
There was no significant difference between the pa-
tients and controls in terms of the genotype distri-
bution of the NR3CI BCLI variant (p>0.05). The
NR3CI BCL1 variant G allele was lower in patients
compared to healthy controls (p=0.034, OR:2.411,
95%Cl: 1.115-5.212). The genotype distribution of
the NR3CI BCLI variant in the patients and controls
was compatible with HWE.

DISCUSSION

Microtia may be exhibited alone, or alongside
other abnormalities, mainly occurring in bilateral
cases. Eyelid defects, renal abnormalities, cardiac
defects, facial asymmetry, oral clefts, vertebral defor-
mities, and polydactyly are among the most common
associated malformations (9). Despite the causes of
microtia and the related syndromes being poorly
understood, their is strong evidence that shows that
environmental and genetic components are effective.
There have been different familial cases with Men-
delian modes of inheritance (9). Several studies on
animal models suggest that microtia is caused by

particular genetic pathways. Microtia is caused by
the mouse models, which demonstrate that mutations
in eyes have absent (EYA), IRF6, TBX1, and CHUK
and specific genes HOXA2, SIX (10).

The placenta is a source of gas exchange, excretion,
fetal nutrients, water, and immune regulation. Growth
factors, simultaneous production of several hormones
related to pregnancy, proteins, and also an array of
neuropeptide hormones, analogous to those which are
produced by the pituitary of the brain, and hypothal-
amus including, CRH, TRH, GHRH, GnRH, and oxy-
tocin cause these effects (11). GCs as the steroid hor-
mones are secreted from the adrenal glands, which are
necessary for maintaining the stress-related and basal
homeostasis as the end products of the stress-responsive
HPA axis (12). There are several physiological process-
es in which they are involved, including electrolyte and
water balance, growth, the immune response, cardio-
vascular function, cognitive and mood functions, me-
tabolism, reproduction, and development (12). Actions
of GCs at the cellular level are mediated by the NR3C1
which is an intracellular receptor protein belonging to
the orphan/sterol/ thyroid/ receptor/ steroidretinoid
superfamily of nuclear transactivating factors which
generally have more than 200 members and more than
40 members in mammals which are presently charac-
terized and cloned among the species (13). According
to Bromer et al., neurodevelopment with a lifelong
effect on mental health and neurobehavioral outcomes
is affected by epigenetic alteration of the NR3CI gene
in the placentas of infants, which are genetically sus-
ceptible (11). There are several polymorphic sites in
the NR3CI gene. Intron 2 of the NR3CI gene is the
place where the polymorphism BCL1 (rs41423247) is

Table 1. Genotype and allele distribution of NR3CI BCLI1 variant

NR3CI1 BCL1 Patients Controls OR Exp (B) 95% CI p
Genotypes n=18 (%) n=70 (%)

GG 4(22.2) 4 (5.7) 4.714* 1.051-21.151* 0.052*
GC 7 (38.9) 24 (34.3) 1.220% 0.419-3.550* 0.785*
CC 7 (38.9) 42 (60) 0.424% 0.147-1.126% 0.120%
Alleles

G 15 (58.3) 32(77.1)

C 21 (76.7) 108 (80.8) 2.411% 1.115-5.212% 0.034%
HWE 0.396 0.816

&Fisher’s Exact Test.
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located. It is localized in its transcript at position
1184+646. Exons 2 and 3 of the NR3CI gene are the
places where intron 2 (B) is situated. The result is the
substitution of C>G in the promoter region. The BCLI
variant is located at 646 nucleotides, which are above
exon 2 of the NR3C1 gene, which is correlated with the
enhanced sensitivity of glucocorticoid and higher lev-
els of cortisol (6). It has been observed that BCL1
high-function (G) allele carriers show a reduction of
cortisol responses after the psychosocial stressors (14).
The single-nucleotide polymorphism (SNP) directly
affects the NR3CI gene expression as the mechanism
for the NR3C1 BCL1 variant, which enhances the sen-
sitivity of GCs ‘ negative feedback mechanism. The
polymorphism may be in linkage disequilibrium, al-
tering the transcriptional activity of target genes in-
volved in the homeostasis of insulin and glucose (15).
It was reported that the NR3CI BCL1 variant was as-
sociated with increased abdominal fat mass, and low
bone mineral density (16,17).

In this study, we investigated the association be-
tween the NR3C1 BCL1 variant and microtia risk. To
our knowledge, this is the first study to evaluate the
NRC3C1 BCL1 variant in Turkish patients with mi-
crotia. We found no association between the patients
and controls in our samples in terms of the genotype
distribution of NRC3C1 BCL1. However, the subjects
carrying the G allele in the NR3CI gene BCL1 variant
had a lower risk of microtia. Our study had some
limitations. One limitation was the relatively small
sample size. Another limitation was that we tested
only the BCLI variant for the NR3CI gene.

CONCLUSION

In conclusion, this case-control study revealed no
statistically significant association between the NR3Cl
BCL1 variant and microtia in a Turkish cohort. How-
ever, the NR3C1 BCL1 variant G allele may have a
protective role against microtia. Further studies are
needed to determine whether this gene variant is
effective in the development of the risk of disorder.
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Amag: Trombositler, salgiladiklart maddeler ve membran proteinleri ile birlikte koagiilasyon
ve inflamasyonda 6nemli rol oynayan 4-7 Mikron ¢apinda kan hiicreleridir. Manyetik alanin
gliniimiizde, canlhilara ve kan hiicrelerine etkilerini arastiran birgok ¢aliyma olmakla birlikte
heniiz etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir. Ozellikle diisiik sabit manyetik alanin
lokositleri aktive ettigi ve sayilarini arttirdig: tespit edilmistir fakat trombositler Gizerindeki
etkileri ile ilgili tartigmali veriler mevcuttur. Bu ¢alismada sabit manyetik alanin trombosit
fonksiyonlar: tizerindeki etkilerini incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Trombositler farkli siddetlerdeki (2mT, 5mT, 40mT) manyetik alana,
farkli siirelerde (5, 15 ve 30 dakika) maruz birakildi ve trombosit agregasyonlar1 farkl
zaman araliklarinda (0, 24, 40, 48 saat) agregometre kullanilarak tespit edildi. ADP uyarani
kullanilarak trombosit agregasyon kurbu egim ve % amlitiid olarak belirlendi.

Bulgular: 5mT’da 15dk ve 30dk inkiibasyondan sonra 24. saatteki trombosit agregasyonlari,
kontrole gore daha yiiksek bulundu (egim p=0,008, amplitiid p=0,026). 15 ve 30 dakika
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. 2mT'da 15 ve 30 dakika
inkiibasyondan sonra 48. saatteki agregasyonlar1 kontrole gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0,038). 2mT’daki trombosit agregasyonu, 5mT'daki trombosit agregasyonundan
istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (p=0,032).

Sonug¢: Manyetik alana maruz kalan trombositlerde agregasyon artis1 oldugu tespit edildi.
2mT’lik statik manyetik alan maruziyetinin 48 saat sonra bile trombosit agregasyon yanitin
olumlu etkilemesi, bu etkinin trombositlerin viicut disinda daha uzun siire aktivitelerini
korumalarini saglayacagini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Statik manyetik alan, trombosit agregasyonu, ADP

ABSTRACT

Objective: Platelets are 4-7 Micron diameter blood cells that play an important role
in coagulation and inflammation with the substances they secrete and the membrane
proteins. Although there are many studies investigating the effect of a magnetic field on
living organisms and blood cells, it's mechanism has not been clarified yet. It has been
demonstrated that the low-intensity magnetic field activates the leukocytes and increases
their number, but there are controversial data regarding its effect on platelets. In this study,
we aimed to examine the effects of a magnetic field on platelet functions.

Materials and Methods: Platelets were exposed to different intensities of magnetic field
(2mT, 5mT, 40mT) at different times (5, 15 and 30 minutes) and the aggregation of platelets
was detected at different time intervals (0, 24, 40, 48 hours) using the aggregometer.The
platelet aggregation curve was determinated as slope and amlitude (%).

Results: After a 15" and 30" incubation at 5mT, platelet aggregation at the 24th hour was
found to be higher than the control (Slope p=0.008, Amplitude p=0.026). There was no
statistical difference between 15 and 30 minutes. The 48th hour aggregation was found to
be significantly higher than the control after a 15" and 30" incubation at 2mT (p=0.038).
Platelet aggregation at 2mT was higher than platelet aggregation at 5mT (p=0.032).
Conclusion: It was determined that there was an increase in aggregation of platelets exposed
to a magnetic field. The fact that 2mT static magnetic field exposure positively affects the
platelet aggregation even after 48 hours, suggests that this effect will enable the platelets to
maintain their activities outside of the body for a longer time.

Key words: Static magnetic field, platelet aggregation, ADP
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Statik Manyetik Alanin Trombosit Agregasyonuna Etkisi

GIRIS

Trombositler; ¢ok islevli, karmasik, ¢cekirdeksiz
hiicrelerdir ve salgiladiklar1 ajanlar ve membran gli-
koproteinleri sayesinde hemostazda, trombozda ve
inflamasyonda rol oynarlar. Vaskiiler endotel ytizeyin-
de hasar olustugunda, trombositler subendotelyal
matrikste bulunan; kolajen, fibronektin, von Willeb-
rand Faktor (VWE), trombospondin-1, lamininler,
mikrofibriller ve fibrinojen gibi matriks bilegenlerine
baglanirlar. Bu baglanmayi trombosit membraninda
integrin ailesinin tiyelerinden olan, glikoprotein (Gp)
Ia/ITa ve Gp VI araciligi ile gerceklestirirler. Aktive
olan trombositler sekil degistirerek yapiskan ozellikte
olan vWF ile daha saglam bir tikag olustururlar. vVWF
trombosit yiizey reseptorii olan Gp Ib/IX ile kolajen
lifleri arasinda bir koprii gorevi goriir (1,2). Boylece
hasar bolgesine trombosit adezyonu olur. Trombosit
adezyonundan saniyeler sonra sekil degisikligi goste-
ren trombositler ince uzun psédopodlar olustururlar.
Trombositler i¢indeki mikrofibrillerin kasilmast so-
nucunda trombositlerdeki graniiller hiicre ytizeyine
go¢ eder ve hiicre digina salgilanir. Salgilanan bu mad-
deler; adenozin difosfat (ADP), trombospodin, vVWE,
fibronektin, fibrinojen, heparinaz, tromboksan A,
(TXA,) ve faktor Vadir. Adezyondan sonra gergeklesen
bu agama sekresyon agamasidir. Sekresyon agamasin-
da; trombositlerin yiizeyi ile baglantili kanalikiiler
sistem ve tubuler sistem rol oynar. Bu asamadan son-
ra ise Gi¢lincii agama; agregasyon asamasidir. ADP ve
TXA2; hasar bolgesinde trombosit agregasyonunu
uyaran maddelerdir. Trombosit membranindaki GpIIb/
IITa aktive olarak fibrinojene baglanir ve trombosit
agregasyonu gergeklesir. Sonug, hasar yerinde bir trom-
bosit tikacidir. Trombositlerin aktivasyonu, yiizeyle-
rindeki fosfolipidlerde degisikliklere yol agar. Bu fos-
folipidler ayrica bazi pihtilagsma faktérlerini aktive
ederek trombosit prokoagiilanini da aktive eder. Trom-
bositlerin herhangi bir fonksiyonundaki kusur, birin-
cil hemostatik tikacin bozulmasi nedeniyle kanamaya
neden olur. Trombosit disfonksiyonu kalitsal veya
edinilmis olabilir. Kalitsal bozukluklar nadir olmakla
birlikte, kazanilmis olanlarla sik karsilasilir (3,4,5).

Insan yapimi statik manyetik alanlar (SMA),
beynin ve diger yumusak dokularin ti¢ boyutlu go-

riintiilerini saglayan manyetik rezonans goriintiile-
me (MR) gibi tibbi uygulamalarda kullanilmaktadur.
Taranan hastalar ve makine operatorleri bu neden-
le ¢ok yiliksek mukavemetli SMA’ a maruz kalabilir-
ler. Yitksek mukavemetli SMA” a maruz kaldiktan
sonraki biyolojik tepki, son zamanlarda, olas saglik
yararlarinin yani sira potansiyel yan etkiler agisindan
da genis 6l¢tide tartisilmaktadir. Su anda, arastirma
uygulamalarinda daha yiiksek ¢oziiniirlikli goriin-
tilleme elde etmek i¢in tiim viicut taramasinda 9,4
T’ye kadar gii¢lii SMA kullanilmaktadir (6). Yiiksek
mukavemetli SMAnin neden oldugu biyolojik etki-
ler aragtirilmaktadir ve bu tiir maruziyet ile ilgili
hala 6nemli gtivenlik sorunlar: vardir. Hastanin
MA’a maruz kalmasina iliskin yonergeler; ABD Gida
ve Ilag Yonetimi, Uluslararasi Elektroteknik Komis-
yonu, Ulusal Radyolojik Koruma Kurulu ve Iyon-
lagtirici Olmayan Radyasyondan Korunma Ulusla-
rarast Komisyonu gibi ¢esitli diinya orgiitleri
tarafindan verilmektedir (6).

Yitksek mukavemetli SMAnin yani sira diisiik
SMAnin da hiicreler iizerindeki etkilerini arastiran
¢alismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalarda dusiik sabit
manyetik alanin 16kositleri aktive ettigi ve sayilarini
arttirdigr gosterilmistir. Ancak diigitk SMAnin trom-
bositlere etkisinin hangi yonde oldugu ile ilgili veri-
ler tartismalidir (7,8). Biz bu ¢aliymada sabit manye-
tik alanin trombosit fonksiyonlar: tizerindeki
etkilerini incelemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Goniillii saglikl kisilerden 09:00-11:00 saatleri
arasinda kan ornekleri alindi. %3,2’lik sitratli va-
kumlu tiiplere alinan kanlar 6nce 300Gde oda s1-
cakliginda 20dk santrifiij edildi. Tupiin en st kis-
minda kalan trombositten zengin plazma (TZP)
toplanarak plastik bir tiipiin igerisine aktarildi. Elde
edilen TZP farkli siddetlerde (40mT, 5mT, 2mT)
statik manyetik alana, farkl: siirelerde (5dk, 15dk ve
30dk) maruz birakildi. Manyetik alan maruziyetin-
den sonra farkli zaman araliklarinda (0. saat, 24.
saat, 40. saat ve 48. saat) trombosit agregasyonlari
olgtldi. Trombosit agregasyon testi agregometre
cihazi (Chrono-Log 500-CA, 500CA Whole Blood
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Lumi Aggregometer, CHRONO-LOG CORP,, Ha-
vertown, PA, USA) ile gerceklestirildi. Bunun i¢in;
500 uL TZP agregometre cihazinda 37C°de 3dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda trombosit
agregasyonunun tetiklenmesi i¢in TZP i¢ine son
konsantrasyon 1 uM olacak sekilde ADP (CHRO-
NO-LOG CORP,, Havertown, PA, USA) eklendi.
3dk boyunca agregasyon kurbunun olusmasi bek-
lendi ve trombositlerin agregasyon hizlar 6lgiildii.
Olusan agregasyon kurbu egim (ohm Q) ve % am-
litid olarak hesaplandi (9,10,11).

[statistiksel analiz: Verilerin istatistiksel degerlen-
dirmesi SPSS 11.0 kullanilarak yapildi. Gruplar aras:
kiyaslamalar i¢in Friedman Testi kullanild1 ve istatis-
tiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Farkl: stirelerde ve farkli siddetlerde statik sabit
manyetik alana maruz kalan trombositler soyle yanit
vermistir: 5mT manyetik alana 15dk ve 30dk maru-
ziyetten sonra, 24. saatteki agregasyon, kontrole gore
istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (Aplitiid
p=0,026, Egim p=0,008, Tablo 1). 15dk ve 30dk in-
kiibasyon arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi. 2mT manyetik alana 15dk ve 30dk
maruziyetten sonra 48. saatte 6lgiilen trombosit ag-
regasyonu kontrole gore istatistiksel olarak daha
yiiksek bulundu (p=0,038, Tablo 2). 15dk ve 30dk
inkiibasyon arasinda ise istatistiksel olarak anlaml

bir fark tespit edilmedi. 30 dakika siire ile 2mT ve
5mT manyetik alana maruz kalan trombositlerin 48.
saatte yapilan agregasyon Ol¢ctimleri karsilastirildi-
ginda, 2mT deki agregasyonun 5mT dekinden istatis-
tiksel olarak daha ytiksek oldugu saptandi (p<0,05,
Tablo 3). 40mT’ya maruz birakilmis trombositlerin
agregasyonunda herhangi bir degisiklik tespit edil-
medi (p>0,05, Tablo 3).

TARTISMA

Trombosit agregasyon testi, trombosit fonksi-
yonlarini tespit edebilmek agisindan altin standart
olarak kritik bir yere sahiptir (9, 11). Diger kan
hiicreleri gibi trombositler de dis etkenlerden, ok-
sidan ve iyonojen ajanlardan( manyetik alan) et-
kilenirler. Teknolojinin giinlitk hayatimiza fazlaca
girmesi ile manyetik alanlarin hiicrelere olan etki-
si gittik¢e artmistir. Tip ve biyoloji alaninda man-
yetik alanin etkilerinin neler oldugu konusunda
yapilmis bircok ¢aligma olmakla birlikte kan hiic-
releri tizerine nasil etki ettigi hentiz tam olarak
acgiklanamamistir. Sagdilek E. ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢calismada ImT ve 5mT SMAda 1 saat
maruziyet sonrasinda trombosit agregasyonunun
etkilenmedigi bildirilmistir (12). Bir bagka ¢alis-
mada ise 6mT statik manyetik alana maruz bira-
kilan hiicrelerin manyetik alandan etkilendigi
gosterilmistir. Ozellikle, statik manyetik alanin
hem apopitozu hem de mitozu etkiledigi belirtil-

Tablo 1. 5mT siddetinde sabit manyetik alana maruz kalan trombositlerin agregasyon degisimleri

5mT siddette Kontrol 15 dakika maruziyet 30 dakika maruziyet
24 saat sonra
. Medyan Medyan Medyan p*
tromboilt agre- Ort+SS (Min-maks) Ort+SS (Min-maks) Ort+SS (Min-maks)
gasyon Ol¢iimii
% Amplitiid (n=7) | 7,2847,20 | 9 (0-16) 14,71£11,37 14 (0-32) 16,57+9,47 14 (6-35) 0,026
QEgim (n=7) 13,0£1,25 | 19(0-28) | 26,14%18,14 25 (0-50) 28294946 | 30(10-39) | 0,008
Ort; Ortalama, SS: Standart Sapma, Min; Minimum, Maks; Maksimum, *Friedman Testi
Tablo 2. 2mT siddetinde sabit manyetik alana maruz kalan trombositlerin agregasyon degisimleri
2mT siddette Kontrol 15 dakika maruziyet 30 dakika maruziyet
48 saat sonra trom- %
. Medyan Medyan Medyan p
lzos:t agregasyon Ort+SS (Min-maks) Ort+SS (Min- maks) Ort+SS (Min- maks)
ol¢iimii
% Amplitid (n=5) 5,6+7,67 0 (0-14) 9,8+12,26 9 (0-30) 13,20+11,28 15 (0-29) 0,127
Q Egim (n=5) 9,0+12,57 |  0(0-26) | 16,20+21,28 | 14 (0-52) 25,20+19,68 27 (0-53) 0,038

Ort; Ortalama, SS: Standart Sapma, Min; Minimum, Maks; Maksimum, *Friedman Testi
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Tablo 3. 2mT, 5mT ve 40mT sabit manyetik alana 30 dakika
siire ile maruz kalan trombositlerin 48 saat sonrasinda
olgiilen agregasyon degisimleri

. 48 saat sonra trombosit agregasyon

Inkiibasyon ol¢iimii

durumu % Amplitiid Q Egim

30 dk maruziyet (n=5) (n=5)
Ort+SS Ort£SS

Kontrol 5,60+7,67 9,0+12,57

2mT 13,20+11,28% 25,2+19,68

5mT 2,80£6,26* 5,6+12,52

40mT 12,6£12,99 21,6+21,68

Ort; Ortalama, SS:Standart Sapma, *Friedman Testi p<0,05

mistir. Apoptozun artiginin veya azalisinin hiicre
tipine ve SMA'nin maruziyet siiresine bagli oldugu
belirtilen ¢alismada bu etkinin hiicre i¢i Ca** iyon
konsantrasyonu iizerinden olabilecegi vurgulan-
mustir. Hiicre igerisinde Ca** iyon konsantrasyo-
nunun artmasinin hiicre sinyal mekanizmalarini
etkileyerek apopitozu tetikleyen mekanizmalar
arasinda yer aldig: belirtilmistir (13). Plazma
membrani; biyoelektrik 6zellikleri nedeniyle, hiic-
re ici ve hiicre dis1 farkli iyon konsantrasyonlarina
sahiptir. Bu 6zellik hiicrenin polarizasyon ve de-
polarizasyon mekanizmasinin temelini olusturur.
Plazma membraninin sahip oldugu biyoelektrik
yiik, manyetik alanin etkisini gosterdigi ilk yerdir.
Bu nedenle, plazma membraninin yapisal ve biyo-
fiziksel degisiklikleri, resept6r baglanmasini veya
aktivasyonunu etkileyerek genel olarak hiicre fonk-
siyonunu etkileyecektir. Ozellikle, statik manyetik
alanlarin gesitli deneysel modellerde organizmanin
hiicre i¢ine Ca** salinimin1 degistirdigi one siiriil-
migtir. Ancak bu etkinin hiicre tiplerine gore ar-
ti1s ya da azalis olarak farklilik gosterdigi de belir-
tilerek hiicrenin manyetik alana olan cevabinin
sadece bu mekanizma ile agiklanamayacag bildi-
rilmistir (13,14,15,16).

Calismamizi trombositlerin aktivitesini belir-
leyen testlerden biri olan, membran glikoprotein-
leri tizerinden gerceklesen agregasyon testi ile
gerceklestirdik. Trombosit agregasyonu iizerine en
etkili manyetik alan siddetinin 2mT oldugunu tes-
pit ettik. Bu etki 5mT’da da istatistiksel olarak an-
lamli fark yaratmasina ragmen 2mT kadar giilii
degildi. 2mT’nin trombosit agregasyonuna etkisi

sadece 15 ve 30 dakikalik kisa siireli maruziyette
bile ortaya ¢ikabiliyordu.

SONUC

Calismamizda elde ettigimiz bir baska sonug ise
2mT ve 5mT’ya 15dk ve 30dk boyunca maruz kalan
trombositlerin 24 ve 48 saat sonra bile, manyetik ala-
na maruz kalmayan (yani kontrol) trombositlerden
daha aktif olduklariydi. Bu gozlem bize trombositlerin
viicut digina alindiktan sonra 2mT statik manyetik
alana maruz birakilarak daha uzun siire canli kalabi-
lecekleri fikrini verdi. Bir sonraki ¢calismamizda bu
verinin kuvvetlenmesi i¢in 6rnek sayisini arttirmay1
ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 Ca** iyon konsantrasyonla-
rint tespit ederek verileri analiz etmeyi planlamaktay1z.

Dusiik dozlu statik manyetik alan ¢aligmalarinin
yani sira yiitksek dozlu statik manyetik alan ¢alis-
malar1 da yapilmaktadir. Goriintilleme teknolojile-
ri arasinda yiiksek dozlu manyetik alanlarin teshis
amach kullanim gittik¢e artmaktadir. Yiiksek doz-
da manyetik alanin hiicrelerin farklilasma veya pro-
liferasyonuna da neden oldugunu gosteren ¢alisma-
lar mevcuttur. Yapilan bir ¢aliyjmada CD34
hiicreleri, 4 ile 16 saat boyunca en gii¢lit manyetik
alan gradyanina (41,7 T/dakika) sahip 5 T SMAa
veya manyetik alan gradyani icermeyen 10T SMAa
maruz birakilmistir. Toplanan hiicrelerde, 16 saat
stireyle 10T SMAa maruz birakildiktan sonra, top-
lam artis olusturan birim eritroid ve megakaryosit
progenitor hiicrelerden tiretilmis koloni olusumun-
da hematopoetik onciillerde 6nemli bir artis goz-
lenmis, boylece kontrolden 1,72 ve 1,77 kat daha
fazla ¢ogaldiklar: tespit edilmistir. Ayrica, erken
hematopoez ve hiicre dongiisii ile ilgili genlerin,
SMA’a maruz kalma ile 6nemli 6l¢tide arttig1 bulun-
mugstur. Bu sonuglar, 10T SMA maruziyetinin gen
ekspresyonlarini degistirebilecegini ve pluripotent
hematopoietik kok hiicrelerden megakaryositik/
eritroid progenitér (MEP) farklilasmasinda ve/veya
bipotent MEP proliferasyonunda spesifik bir artisa
neden olabilecegini gostermektedir (6).

Sonugta 2mT ve 5mT siddetinde statik manyetik
alan trombosit fonksiyonlarinin viicut digina ¢iktik-
tan 48 saat sonra bile devam etmesini saglayabiliyor.
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SMA trombosit agregasyonunu arttirarak etkisini
gosteriyor. Ancak mekanizmanin aydinlatilmast i¢in
daha ¢ok calismaya ihtiya¢ vardir. 2mT ve 5mT sgid-
detindeki SMA maruziyetinin trombositlerin (kan
alindiktan sonra) daha verimli daha uzun stre kul-
lanilmasina yardimei olabilecegi kanaatindeyiz.

Etik Komite Onay:: Bu ¢aligma icin etik komite
onay1 Istanbul Universitesi Cerrahpagsa Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu'ndan alinmistir. (tarih 17/10/2006 ve no
26527).

Ethics Committee Approval: This study was ap-
proved by the Ethical Committee of the Istanbul
University Cerrahpasa Faculty of Medicine. (date
17/10/2006 ve no 26527).

Bilgilendirilmis Onam: Katilimcilardan bilgi-
lendirilmis onam alinmustir.

Informed Consent: Written consent was obtained
from the participants.

Hakem Degerlendirmesi: D1s bagimsiz.

Peer Review: Externally peer-reviewed.

Yazar Katkilari: Calisma Konsepti/Tasarim C.B.G.,
T.K.; Veri Toplama- G.A., C.B.G.; Veri Analizi/Yo-
rumlama- C.B.G., H.T,, TK,, N.K,, T.U,; Yazi1 Taslag1-
C.B.G., G.A., N.K;; I¢erigin Elestirel incelemesi- T.U.,
C.B.G., H.T,, TK,; Son Onay ve Sorumluluk- C.B.G.,
H.T,G.A., TK.,N.K, T.U,; Malzeme ve Teknik Des-
tek- C.G.B., T.K;; Siipervizyon- H.T., T.U,, T.K.

Author Contributions: Conception/Design of
Study- C.B.G., T.K.; Data Acquisition- E G.A., C.B.G,;
Data Analysis/Interpretation- C.B.G., H.T., T.K,, N.K,,
T.U,; Drafting Manuscript- C.B.G., G.A., N.K;; Cri-
tical Revision of Manuscript- T.U., C.B.G., H.T.,, TK,;
Final Approval and Accountability- C.B.G., H.T,,
G.A,, TK,N.K, T.U,; Technical or Material Support-
C.G.B., TK,; Supervision- H.T,, T.U,, T.K.

Cikar Catismast: Yazarlar ¢ikar catismasi beyan
etmemiglerdir

Conflict of Interest: Authors declared no conf-
lict of interest.

Finansal Destek: Yazarlar finansal destek beyan
etmemislerdir.

Financial Disclosure: Authors declared no finan-
cial support.

KAYNAKLAR/REFERENCES

1. Borges I, Sena I, Azevedo P, Andreotti ],
Almeida V, Paiva A, et al. Lung as a Niche for
Hematopoietic Progenitors. Stem Cell Rev Rep
2017;13(5):567-74.

2. Lefrancais E, Looney MR. Platelet Biogenesis
in the Lung Circulation. Physiology (Bethesda)
2019;34(6):392-401.

3. Choi JL, Li S, Han JY. Platelet function tests:
a review of progresses in clinical application.
Biomed Res Int 2014;456569.

4. Yardimci TU, Ulutin ON. Glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity in human platelets and
its secretion. New Istanbul Contrib Clin Sci
1976;11(3):142-7.

5. Ulutin ON, Akman N, Ozcan E.
[THROMBOSIS, ARTERIOSCLEROSIS AND
HYPERCOAGULABILITY] [Article in Turkish]
Turk Tip Cemiy Mecm 1963;29:428-32.

6. Monzen S, Takahashi K, Toki T, Ito E, Sakurai
T, Miyakoshi J, et al. Exposure to a MRI-Type
High-Strength Static Magnetic Field Stimulates
Megakaryocytic/Erythroid Hematopoiesis
in CD34+ Cells From Human Placental and
Umbilical Cord Blood. Bioelectromagnetics
2009;30:280-5.

7. Tenuzzo B, Vergallo C, Dini L. Effect of 6mT
static magnetic field on the bcl-2, bax, p53
and hsp70 expression in freshly isolated and
in vitro aged human lymphocytes. Tissue Cell
2009;41(3):169-79.

8. DiniL, Abbro L. Bioeffects of moderate-intensity
static magnetic fields on cell cultures. Micron
2005;36(3):195-217.

9. Tutluoglu B, Gurel CB, Ozdas SB, Musellim
B, Erturan S, Anakkaya AN. et al. Platelet
function and fibrinolytic activity in patients with
bronchial asthma. Clin Appl Thromb Hemost
2005;11:77-81.

10. Melanie M, White BA. Platelet protocol research
and clinical laboratory procedures printed in
the United States of America. Academic Press
March 12, 1999.

11. Gungor ZB, Sipahioglu N, Sonmez H, Ekmekci
H, Toprak S, Ayaz G, et al. Endothelial

Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2020; Volume 3, Issue 3 177



Statik Manyetik Alanin Trombosit Agregasyonuna Etkisi

12.

13.

Dysfunction Markers in Low Cardiovascular
Risk Individuals: Comparison of Males and
Females ] Med Biochem 2017; 36(1): 62-72.

Sagdilek E, Sebik O, Celebi G. ImT ve 5mT statik
manyetik alanlarin trombosit agregasyonuna
etkisi. Ege Tip Dergisi 2009; 48 (2), 71-6.

Tenuzzo B , Chionna A, Panzarini E, Lanubile
R, Tarantino P, Di Jeso B, et al. Biological effects
of 6mT static magnetic fields: a comparative
study in different cell types. Bioelectromagnetics
2006;27(7):560-77.

14. Luciana D, Luigi A. Bioeffects of moderate-
intensity static magnetic fields on cell cultures.
Micron 2005;36(3):195-217.

15. Miyakoshi J. Effects of static magnetic fields
at the cellular level. Prog Biophys Mol Biol
2005;87(2-3):213-23.

16. Teodori L, Gohde W, Maria GV, Fausto T,
Dario C, Barbara P, et al. Static magnetic
fields affect calcium fluxes and inhibit stress-
induced apoptosis in human glioblastoma cells.
Cytometry 2002;49(4):143-9.

178 Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Ekim 2020; Cilt 3, Sayi 3



VL Uy,

> < H P . . - ope . LRI T - ope . H . o e $ "
s «@ Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 3| \&.
2 2 3 =
O /& Istanbul University Institute of Health Sciences Journal of Advanced Research in Health Sciences %,3 s’z‘
¥ st T ©

SES! SAG,
S

Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 2020, Cilt 3, Sayi 3

DOI: 10.26650/JARHS2020-653043

Research Article / Arastirma Makalesi

Cytokine Gene Polymorphisms and Chromosome 13 Deletion in Multiple Myeloma

Patients

Multiple Myeloma Hastalarinda Sitokin Gen Polimorfizmleri ve Kromozom 13 Delesyonu

Cigdem Kekik Cinar' ©, Gonca Karahan' ©, Sonay Temurhan' @, Sevgi Kalayoglu Besisik' ©,
Fatma Savran Oguz' ©, Filiz Aydin'
ABSTRACT

! Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine,
Department of Medical Biology, Istanbul, Turkey

ORCID: C.K.C. 0000-0003-2098-381X;
G.K. 0000-0001-5339-7126;

S.T. 0000-0001-9889-9330;

S.K.B. 0000-0002-9310-1278;

ES.0. 0000-0002-6018-8936;

E.A. 0000-0001-5984-7538

Corresponding author/Sorumlu yazar:

Cigdem Kekik Cinar,

Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine,
Department of Medical Biology, Istanbul, Turkey
E-mail: citcim@gmail.com

Submitted/Gelis tarihi: 29.09.2020
Accepted/Kabul Tarihi: 23.10.2020

Citation/Atif: Kekik Cinar C, Karahan G,
Temurhan S, Kalayoglu Besisik S, Savran Oguz
E Aydin F . Cytokine gene polymorphisms and
chromosome 13 deletion in Multiple myeloma
patients. Saglik Bilimlerinde leri Aragtirmalar
Dergisi 2020; 3(3): 179-185.
https://doi.org/10.26650/JARHS2020-653043

Objective: Multiple myeloma (MM) is a clonal enlargement of plasma cells. The most common
cytogenetic anomaly in MM is monosomy 13 and appears approximately 40%-50% in multiple
myeloma. Studies have shown that in the majority of patients, 80%-90% of chromosomal
anomalies are monosomy 13, and 10%-20% are regional deletions. Monosomy 13 is the most
powerful predictor of survival in MM. Cytokines are proteins that regulate many functions of
these cells and are secreted by cells of the immune system. Plasma cell stimulates angiogenesis
by increasing the release of cytokines such as IL-1B, IL-6, and IL-10. Single nucleotide
polymorphisms (SNP) of cytokine genes can affect their secretion rate or biological activity. Two
of the important factors for MM disease are cytokines and chromosome 13 deletion (del13). We
investigate chromosome 13 deletion and cytokine gene polymorphisms (IFN-y, TGF-f, TNF-q,
IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-1R, IL-1Ra, IL-4Ra) in patients with MM.
Materials and Methods: EDTA blood was collected from 38 patients with MM included in
the study, and DNA was isolated. PCR-SSP method was used for cytokine gene polymorphism
typing (Protrans). FISH method was applied using LSI D13525 SO DNA probe for deletion 13.
Results: 13q deletion was detected in 15 of the 38 of the patients. Statistical analysis of 13q
deletion and cytokine gene polymorphisms was not statistically significant (p>0.05) by
patient age, sex, disease stage, and f2-microglobulin levels. There is a statistical significance
between level of LDH and TGF-p TG/TG haplotype (p=0.002). No significant results were
obtained in the relationship between cytokine polymorphisms and del13 (p>0.05).
Conclusion: Cytokines, which are associated with the function and viability of plasma cells,
have a major role in the etiology and prognosis of the disease. Moreover, similar effects
were observed with the 13q deletion. In our study, we did not find a statistical significance
between cytokine gene polymorphisms and 13q deletion. Although both parameters
independently have great importance on the effects of the disease, combining them together
does not yield the same effect.

Keywords: Cytokine, polymorphism, multiple myeloma, chromosome 13, deletion

(072

Amag: Multiple myeloma (MM), plazma hiicrelerinin kemikiligi, lenfoid dokular ve gevre kaninda
birikmesidir. MMde goriilen en sik anomalilerden biri 13/13q delesyonudur ve yaklasik %40-50
oraninda goriiliir. Yapilan ¢alismalar, hastalarin ¢ogunda kromozom anomalisinin %80-90'inin
monozomi 13 seklinde iken %10-20’sinin bolgesel delesyonlar seklinde oldugunu gostermistir.
Monozomi 13, sagkalimi belirleyen en 6nemli belirteglerden biridir. Sitokinler, immiin sistem
hiicrelerince salinan ve bu hiicrelerin bir¢ok fonksiyonunu diizenleyen proteinlerdir. Plazma
hiicresi, immiinglobin tiretiminde IL-1pB, IL-6, IL-10 ve TNF-a gibi sitokinleri tiretirler. Tek
niikleotid polimorfizmleri de tek amino asit degisikligi ile sitokin fonksiyonunda ve tiretiminde
farkliliklar olustururlar. Sitokinler ve kromozom 13 delesyonu (del13), MM hastaligi i¢in 6nemli
olan faktorlerden ikisidir. Biz de ¢alijmamizda MM ile del13 ve 10 sitokin (IL-1a, IL-1f, IL-
12, IFN-y, TGF-B, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10), 2 reseptor (IL-1R, IL-4Ra) ve 1 reseptor
antagonistinin (IL-1RA) gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi incelemeyi amagladik.
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Gereg ve Yontem: Caligmaya multiple myeloma tanisi konmus 38 hasta dahil edildi. Sitokin gen polimorfizm tiplemesi i¢in PCR-SSP
yontemi kullanildi (Protrans). Delesyon 13 igin LSI D13525 SO DNA probu kullanilarak FISH y6ntemi uyguland.

Bulgular: Hastalarin %40’ 1inda del 13 saptandi. 13q delesyonu ve sitokin gen polimorfizmlerinin ayr1 ayr1 hasta yasi, cinsiyeti, hastalik
evresi ve B2-mikroglobulin seviyeleri ile istatistiksel analizi sonucu anlamli bir deger gozlenmedi. LDH diizeyi ile TGF-B TG/TG
haplotipi arasinda istatistiksel anlamlilik saptandi (p:0.002). Sitokin polimorfizmleri ve del13 arasindaki iliskiye bakildiginda anlamli
bir sonug elde edilmedi (p>0.05).

Sonug: Sitokin polimorfizmi ve del13 varliginin hastaligin prognozu tizerine ayr1 ayri etkisi olsa da iki parametrenin birlikte prognoz
tizerine etkisi saptanamadi.

Anahtar Kelimeler: Sitokin, polimorfizm, multiple myeloma, kromozom 13, delesyon
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a clonal enlargement
of plasma cells. This characteristic feature is observed
in the bone marrow, lymphoid tissues, and periph-
eral blood (1). MM is responsible for 15% of hema-
tological malignancies (2). Factors such as genetic
factors, inflammation, and oxidative stress play a role
in MM etiology (3).

MM cells are predominantly localized in the bone
marrow (BM), and their interaction with bone mar-
row stromal cells (BMSCs) stimulates the transcrip-
tion and secretion of cytokines from BMSCs. Al-
though cytokines have a negative effect on MM cells,
it is effective as a treatment when applied (4).

Plasma cells increase the release of cytokines such
asIL-1B, IL-6, and IL-10 (5). IL-6 supports the growth
and survival of normal and myeloma plasma cells.
IL-10is a growth factor of malignant plasma cells (4).
TGF-1p is an important cytokine in immune regu-
lation (6). Genes of cytokines and their receptors are
highly polymorphic. Single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) can affect the expression and/or bio-
logical activity of the protein occurring in the gene
(4,7,8).

Monosomy 13 is the most common cytogenetic
abnormality (approximately 40%-50%) observed in
MM (9-14).

Therefore, cytokines and chromosome 13 deletion
(del13) are important prognostic factors for MM. We
investigate chromosome 13 deletion and cytokine
gene polymorphism in patients with MM.

MATERIALS AND METHODS

Thirty-eight patients (F/M: 17/21) with MM from
Istanbul Faculty of Medicine Hematology were in-
cluded in the study. Mean age of the patient was 57
years (min:max: 40:78). Analysis of cytokine gene
polymorphisms and chromosome 13 abnormality
was performed in Istanbul Faculty of Medicine, De-
partment of Medical Biology.

Cytokine gene polymorphism genotyping
DNA was extracted from the whole peripheral
blood with EDTA (15). Cytokine genotyping was

performed using the PCR-SSP method (16) with Pro-
trans kit that was designed to detect polymorphisms
of thirteen cytokine genes (IL-1a, IL-1p, IL-1R, IL-
1RA, IL2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, INF-vy,
TGF-p and IL-4Ra).

Detection chromosome 13 deletion

Following the FISH procedure, BM or peripheral
blood samples were studied. Target DNA was attached
to glass slides. The slide containing DNA and probe
was denatured in 70% formamide (pH 7.0) for 5 min-
utes at 73°C. The slides were passed through a cold
ethanol batch and allowed to dry. The denatured
probe was placed on the target DNA, and the slides
were incubated at 37°C overnight. After hybridization,
it was washed for 2 minutes at 0.5XSSC at 72°C and
twice for 3 minutes in phosphate buffered detergent
at room temperature. Finally, the slides were stained
with DAPI. Thereafter, the slides were viewed with
a fluorescence microscope (Nikon E800) with the
appropriate set of filters (17).

RESULTS

Fifteen (40%) of the 38 patients were detected
with chromosome 13q deletion. No statistical signif-
icance between chromosome 13q deletion and age,
gender, stage of disease, level of LDH, and 3,-micro-
globulin (p>0.005) was found.

There was a statistical significance between level
of LDH and TGF-f TG/TG haplotype (p=0.002). No
statistical significance between cytokine gene poly-
morphisms and age, gender, stage of disease, and
level of B,-microglobulin (p>0.005) was found.

Patients” cytokine gene polymorphisms and chro-
mosome 13q deletion results are shown in Table 1.
There was no statistical significance between cytokine
gene polymorphisms and 13q deletion (p>0.05).

DISCUSSION

MM is a malignancy of the plasma cell. The chro-
mosomal abnormalities of MM were detected such
as dell3 (40%-50%) and the ¢ (11; 14) (9). Deletion
of chromosome 13 has been associated with a poor
prognosis in MM (18). In this study, we detected
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Table 1. Results of the cytokine gene polymorphisms and 13q deletion

or 0 | 05 IR | IRA | 4R | 15 TFNY TGEB1 TNFa IL2 | IL4 | IL6 | IL-10
1 dd | cc |G ce] tc | aa [ AA| AT | TGCG |AGGG| G| T 1 Gon T AA
2| del- | cC CTCC/ cT| T-C | AA | AA| T-T | TG-CG | GG-GG GT% CTTCC . CCIX C—GGC(SC
30 dee o |CY el T | Ga | cal AA | TGCG |AGGG | UT | So G S
4| del |cc|gllcel TT | 6a cc| TT | cace Geaa| Gor o e R
5 del- | cc Gl er| Tr | AA aa| AT cGee acaal G ST GRS
6 dv | TC | cc| TC | aa | Aaa aA | TGce [GaGe G| 5| e AT
7] der | cc Gl er| T | AA [aA| AA | cGoe aGaa| 12| TGS 6
8 de- | TT |GY cT| TC | Ga | AA AT | cGeC |GGG o | G| GO ATAA
9| del- |cc Tillcc) TC | AA [ca| AT |CGCC |AGAA| or | o CE A
10 del- | T-C CCTC/ CC| T-C | AA |CA| T-T | CG-CG | AG-AA E}E} C_TTCC‘T CGIE ﬁ%‘é
1| dee | TC |G| 1| TC | AA |cA| TT | TGCG AGGG| G| TS S
12 dee | cc |G eT| T | AA | cA AT | TGCC |AGGG) 1Y | ol | R S
13 del | e |G o] T | AA ca| AT | cee|aGaa) T G e AT
14 del- | cc |G er| Tr | GA |aa| AT | TGCG Goaa| G| T ]G 6
15| del- | TC |G| cc| TC | Aa | AA| TT | TGCC | GaGa| Lo | T AT
16 delv | cc |G e T | Aaa ca| TT | ceca|Gaaa| | AL G A
17| del- | TC |G eT| T | AA | CA | AT | cGCC |AGAA| G| GO | A OO
18] dete | cC |G o] TT | AA | ca| AT | TGCG |AGGa| G| GO GO AT
19] dele | TC |G| T TT | GA | cA| AT | cGeG aGGa| G| ] G A
20 d | cc et T AA cal AT | TGTG |GGGa | G| Tk A
2| dev | cc |G/l cc| TT | AA CA| AT | TGCG |GGGG| G | St | GO AT
2 dd | cc G et T aa aa| AT | coce|acaa) T A AT
23| del | cC|lcc| TT | AA AA| AA | TGCG |GGGG| G | | O AT
2] del- | Tc G lcc| TT | AA aa | aa | TGCG |GaGe | Go | S CE AT
25 delv | CC |Gl CT | TT | GA CC| AT | TGCG |GGGG| GO | | A AT
26| del- | T-C CCCC/ C-C| T-T | AA | C-A| AT | CG-CC | AG-AA TTGG C-TTC”fT %(é cicéc
27| delv | TT |G CT | TC | GA | CA| AA | CGCC | AGAA| GO | S ATEA
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Table 1. Continued

8| dd | TC CTTC/ CC| TC | AA TAA N AT | CGLG (é% %GG C—TTCC_C %é C—GGCC_C
2| d- | TC |G er | TT | Ga | cA| TT | T6CG | Go | GO e G A
20| del- | cc| et T | AA Al TT | TGCG | G Ten ) e e Se
31| delv | TC |G| cC| TC | AA [AA| AT | TGeG | A | Mo G0 A S
B delr cC |G cc] TT | Ga |cAl TT | ceee | G GO e e A
35| del- | T-C CCE/ TT| T.C | AA | AA| AT | TG-CG %Cé %% CS;T%C %% C_GACC-C
36| delv | cc|CYITT | cc | AA Al TT caoc | AG | GE ) STl Se
77 d- | TC |G cc| cC | Ga [AA| AT | TGTG | GO | GO Te Gl 6
3| delv | TC|TUlCT| TC | GA |AA| AA | caee | AT G e S

chromosome 13 deletion rate at 40%, which did not
demonstrate statistical significance between chro-
mosome 13q deletion and age, gender, stage of disease,
level of LDH, and B,-microglobulin.

Cytokines are crucial in the regulation of key path-
ways of immunity. SNPs alter the expression or func-
tion of the gene product. Some studies have shown
an association between polymorphisms in cytokine
genes and MM (4,5,19); however, other studies have
not detected it (6,20,21). No statistical significance
was found between cytokine gene polymorphisms
and age, gender, stage of disease, and level of 3,-mi-
croglobulin. However, a statistical significance was
observed between high levels of LDH, which is the
indicator of a poor prognosis and TGF-B TG/TG
haplotype. Furthermore, TG/TG haplotype associates
with high level production of TGF-. We considered
that TGF- triggers conversion to plasma cells from
B cells by elevating LDH levels, and therefore, cause
to a poor prognosis for the disease.

Cytokines, which is related the function and sur-
vive of plasma cells and 13q deletion, have a major
role in the etiology and prognosis of diseases. In our
study, a statistical significance between cytokine gene
polymorphisms and 13q deletion was observed. Al-

though both parameters independently have great
importance on the effects of the disease, it seems that
combining them together is not favorable.
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Objective: The neutrophil-to-lymphocyte ratio(NLR) is a biomarker for systematic inflammation.
It is also thought that the NLR can be used as a new biomarker by clinicians in predicting the
prognosis of patients with multiple myeloma(MM). This study, aimed to retrospectively investigate
the prognostic significance of pretreatment NLR in patients with MM, based on the hypothesis
that elevated pretreatment NLR is a biomarker indicating worse survival in patients with MM.
Materials and Methods: Patients aged >18 years with MM diagnosed, follow-up, and treated
between January 2011 and December 2017 in the department of internal and geriatric
medicine at Istanbul Faculty of Medicine were enrolled into this study. We retrospectively
collected the data of 40 patients from the medical records. The relationship between NLR and
baseline characteristics, laboratory parameters, prognosis, and survival outcome was analyzed.
Results: The study showed that the mean NLR was 2.84+2.62 (0.1-14.8) in the whole blood
count. No significant correlation was found between NLR and mortality (p=0.965). A
significant relationship was found between higher stage and mortality (p=0.035). In addition,
anemia, low albumin level, and elevated lactate dehydrogenas (LDH) level indicated poor
survival time in patients with MM (p=0.022; p=0.031; p=0.023).

Conclusion: Our study showed no relationship between NLR and both mortality and overall
survival (OS). The above result can be explained by the fact that our study had some limitations
such as the use of retrospective data from a single-center and the small sample size.
Keywords: Multiple myeloma, neutrophil-lymphocyte ratio, overall survival

oz

Amag: Notrofil-lenfosit orani (NLR), bir sistematik inflamasyon biyobelirtecidir. Multipl
miyelomlu (MM) hastalar i¢in de NLR'nin prognozu 6ngérmede yeni bir biyobelirteg olarak
Kklinisyene yardimci olabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada, tedavi 6ncesi NLR'nin
MM hastalarinda daha kotii bir sagkalim biyobelirteci oldugu hipotezine dayanarak, MM'lu
hastalarda tedavi oncesi NLR'nin prognostik énemini retrospektif olarak aragtirmay1 amagladik.
Gereg ve Yontem: Calismaya, Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ve Geriatri Anabilim
Dali'nda Ocak 2011 - Aralik 2017 tarihleri arasinda tani, takip ve tedavi goren 18 yas tistil
MM hastalari alind1. 40 hastanin verileri tibbi kayitlardan retrospektif olarak toplandi. NLR ile
temel 6zellikler, laboratuvar parametreleri, prognoz ve sagkalim arasindaki iligki analiz edildi.
Bulgular: Mevcut galiyma, tam kan sayiminda ortalama NLR'nin 2,84+2,62 (0,1-14,8)
oldugunu gosterdi. NLR ile mortalite arasinda anlamli bir iligki bulunmadi (p=0,965).
Yiiksek evre ile 6lim arasinda anlaml bir iliski vardir (p=0,035). Ayrica anemi, diigitk
albiimin diizeyi ve yiiksek laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyi MM'lu hastalarda kéta
sagkalim siiresine isaret ediyordu (p=0,022; p=0,031; p=0,023).

Sonug: Calismamiz NLR ile mortalite ve genel sagkalim (OS) arasinda bir iligki olmadigini
gosterdi. Caligmamizda NLR ile mortalite ve OS arasinda bir iligkinin olmamasinin
nedeni, galismamizin tek merkezden geriye doniik verilerin toplanmas ve kiigiik 6rneklem
biyiikliigii gibi bazi sinirliliklara sahip olmast olabilir.

Anahtar Kelimeler: Multip] miyelom, nétrofil-lenfosit orani, genel sagkalim
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a plasma cell cancer
characterized by the accumulation of neoplastic plas-
ma cells in the bone marrow, which produce excess
immunoglobulin. MM is the second most common
hematological malignancy that accounts for 1% of all
tumors in adults and approximately 15% of all hema-
tological malignancies (1). Patients with MM may
present clinical manifestations during the course of
the disease, including bone pain, renal insufficiency,
hypercalcemia, anemia, and recurrent infections (2).

Several researchers have described the absolute lym-
phocyte count as a surrogate biomarker of tumor-infil-
trating lymphocyte, reflecting systemic host immunity,
and absolute neutrophil count as the host inflammato-
ry response to cancer. In addition, the absolute counts
of inflammation parameters and the NLR have been
proposed as a simple and inexpensive marker to assess
clinical outcomes in various types of cancers. Recently,
the NLR has been shown to be a new independent prog-
nostic factor in patients with MM, and a meaningful
relationship has been found between NLR and the ac-
cepted prognostic markers (4-6). Further, an elevated
NLR may predict worse clinical outcomes in patients
with MM (4-7). In this study, we aimed to evaluate the
possible association between NLR and clinical param-
eters, prognosis, and survival in patients with MM.

MATERIALS AND METHODS

Study Objectives

Recently, several investigators have suggested that
the NLR is an easily available and inexpensive marker
for assessing clinical outcomes in MM patients. How-
ever, the relationship between NLR and prognosis in
patients with MM has not yet been clearly demonstrat-
ed. This study aimed to evaluate the prognostic sig-
nificance of NLR in patients with MM (3-5,7).

Study Population

Male and female patients aged 26 to 87 years with
MM, diagnosed, follow-up, and treated between Jan-
uary 2011 and December 2017 in the department of
internal and geriatric medicine at Istanbul Faculty of
Medicine were included in this study.

Inclusion and Exclusion Criteria

Male and female patients older than 18 years at
the time of diagnosis with a definite MM were in-
cluded in the study. Patients without sufficient data
in the medical record and regular follow-up were
excluded from the study.

Methods

Since this was a pilot study, no sample size/pow-
er calculation was performed. We enrolled 43 patients
with MM by a retrospective review of the medical
record of patients.

A total of 40 patients with MM were eligible, in-
cluding 21 female and 19 male patients. The data of
these patients were extracted from the hospital auto-
mation systems in the department of internal and
geriatric medicine at the Istanbul Faculty of Medicine.

The patients were classified according to the In-
ternational Staging System (ISS) criteria. Dates of
death were obtained from the death notification sys-
tem of the Turkish Statistical Institute. Overall sur-
vival (OS) was defined as the period between the date
of diagnosis and date of death from any cause.

Statistical Considerations and Data Analysis

NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) was used for data analysis. De-
scriptive statistical methods (mean, standard deviation,
median, frequency, percentage, minimum and maxi-
mum) were used to evaluate the study data. Shapiro
Wilk test and graphical analysis were used to determine
if the quantitative data were normally distributed. The
student t-test was used to make comparisons between
two groups of normally distributed quantitative, while
the Mann Whitney U test for comparison between two
groups of non-normally distributed quantitative vari-
ables. Pearson chi-square test and Fisher Freeman Hal-
ton test were used to compare the qualitative data. OS
was analyzed using Kaplan Meier curves. Comparisons
of survival between the different groups were made
using the log-rank test. Statistical significance was con-
sidered as p<0.05. For visualization of the collected data
and resulting prevalence values and relationships, pie
charts, bar charts, and tables were used.
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Data Protection

All patients were coded with a consecutive num-
ber and pseudonymized for further evaluation. Only
authorized persons had access to the original data.

Risk-Benefit Assessment

The included patients had no direct benefit from
the study. However, since this study was only a ret-
rospective analysis of their data, no patient risk was
expected. The only possible risk of the disclosure of
sensitive patient data was minimized by the pseud-
onymization and access restriction.

RESULTS

Statistical Analysis

A total of 40 patients with MM, including 21 fe-
males (52.5%), and 19 males (47.5%) were included
in the pilot study. The baseline characteristics of the
MM patients in this study are shown in Table-1.

Regarding the type of multiple myeloma M pro-
tein, the largest group consisted of 7 (20.0%) with
IgG lambda, followed by 5 (14.3%) patients IgG kap-
pa. In addition, 4 (11.4%) patients had IgA lambda,
3 (8.6%) IgA kappa, 8 (22.9%) light chain kappa, and

Table 1. Distribution of demographic data of patients with MM

Multiple Myeloma (n=40) ‘ Cases (n) ‘ Percent (%) Min-Max (Median) Mean=SD
26-87 (61) 61.20+£11.20
Age (years) Female 43-87 (64) 63.4+11.0
Male 26-75 (60) 58.9+11.2
Gender Female 21 52.5 i )
Male 19 47.5
IGA kappa type 3 8.6
IGA lambda type 4 11.4
IGG kappa type 5 14.3
IGG lambda type 7 20.0
Subtype (n=35) IGM kappa type 1 2.9 - -
IGM lambda type 1 2.9
Kappa type 8 22.9
Lambda type 4 11.4
Smoldering type 2 5.7
Stage I 9 25.0
ISS Staging (n=36) Stage IT 7 19.4 - -
Stage III 20 55.6
Weight loss 11 27.5
Weakness 22 55.0
Paleness 10 25.0
Night sweats 1 2.5
Symptoms Fever 9 2255 - -
Paresthesia 2 5.0
Bone pain 31 77.5
Shortness of breath 2 5
Spinal cord compression 1 2.5
No 29 74.4
Organomegaly Yes 10 25.6 i )
(n=39) Hepatomegaly 10 25.6
Splenomegaly 4 10.3 i i
Palpable Lymphade- No 37 94.9
nomegaly (n=39) Yes 2 5.1 i i
Pleural Effusion No 33 84.6
(n=39) Yes 6 15.4 ) )
Extra Plasmacytoma No 30 77.0
(n=39) Yes 9 23.0 ) i
. . No 16 43.2
Lytic Lesions (n=37) Yes )1 56.8 - -
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Table 1. Continued

. . No 14 452
Proteinuria (n=31) Yes 17 548 - -
Renal Involvement No 35 87.5 ) )
(n=40) Yes 5 12.5
>10 15 37.5
Hemoglobin (g/dl) 5.4-13.9 (9.3) 9.63+2.05
<10 25 62.5
>375000 3 7.5 20548250+
PLT (uL) 155000-375000 25 62.5 45400-512500 (192500) 94934.06_
<155000 12 30 '
i i >2,2 31 91.2
Beta 2 Microglobulin 1.7-80.1 (5.9) 10.21+14.39
(mg/dl) <2,2 3 8.8
>3,5 19 50
Albumin (g/dl) 1.82-5.6 (3.54) 3.45+0.80
<3,5 19 50
>40 33 86.8
ESR (mm/h) 26-155 (92) 89.45+34.78
<40 5 13.2
>5 25 67.6
CRP (mg/l) 0-126 (8) 18.51+30.07
<5 12 324
>250 25 62.5
LDH (U/L) 113-998 (292.5) 324.45+158.28
<250 15 37.5
Neutrophil/lymphocytes ratio 0.1-14.8 (2) 2.84+2.62
. Alive 21 52.5
Survival status - -
Death 19 47.5
Survival time (months) 1-73 (13) 22.9+22.0

4 (11.4%) light chain lambda. Two patients (5.7%)
had the smoldering type (Figure 1).

The mean age of the patients was 61.20+11.20
years, and the age range was between 26 (male) and
87 (female) years. According to sex, the mean age of
the female patients was 63.4£11.0, and that of the
males was 58.9+11.2.

Clinically, at the time of diagnosis, 9 (25.0%) pa-
tients were diagnosed as stage I, 7 (19.4%) patients
as stage IT, and 20 (55.6%) patients as stage III on the
basis of the ISS- staging (Figure 2).

Subtype

IGA kappa type
IGM kappa type
IGG kappa type
IGG lambda type
IGA lambda type
IGM lambda type
Kappa type
Lambda type

Smoldering my

Percentage (%)

Figure 1. MM population by subtype.

We found that 52.5% (n=21) of the patients were
still alive. The median and mean survival times of
the patients were obtained. The follow-up period
ranged from 24 to 88 months, and mean survival was
22.9422.0 months (Figure 3).

In the whole blood count, the mean HGB level
was 9.63+2.05 (5.4-13.9) g/dL, mean PLT was
205482.50+94934.06 (45400-512500) puL, mean CRP
was 18.51+30.07 (0-126) mg/L, mean ESR was
89.45+34.78 (26-155) mm/h, mean beta-2 micro-

ISS-Staging

Figure 2. MM patients by ISS-staging.
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globulin was 10.21+14.39 (1.7-80.1) mg/L, mean LDH
was 324.45+158.28 (113-998) U/L, mean NLR was
2.84+2.62 (0.1-14.8) and mean albumin was 3.45+0.80

Mortality

Figure 3. MM population by mortality.

(1.82-5.6) g/dL. Based on the laboratory reference
range, 25 (62.5%) patients had low hemoglobin levels,
12 patients (30.0%) low PLT levels, and 19 patients
(50%) low albumin levels; CRP was found high in 25
(67.6%) patients, ESR in 33 (86.8%) patients, LDH
levels in 25 (62.5%) patients, and beta-2 microglob-
ulin in 31 (91.2%) patients.

The demographic assessments of the MM patients
by mortality are shown in Table 2.

Regarding the relationship between mortality and
clinical parameters in the patients with MM, no sig-
nificant correlation was found between age, gender,
pathological subtype, and mortality (p=0.951,
p=0.987, p=0.622, respectively).

There was a statistically significant relationship
between ISS-staging and mortality (p=0.035; p<0.05).

Table 2. Demographic assessments of MM patients by mortality

Mortality
Multiple Myel =40 al
ultiple Myeloma (n=40) Death (n=19) Alive (n=21) patues
Min-Max(Median) 26-74 (63) 43-87 (60) .
Age Mean=SD 61.32+11.46 61.10£11.23 0-951
Female 10 (47.1) 11 (42.9) b
Gender Male 9 (47.4) 10 (52.6) 0.987
IGA kappa type 2 (66.7) 1(33.3)
IGA lambda type 3 (75) 1(25)
IGG kappa type 3 (60) 2 (40)
IGG lambda type 2 (28.6) 5(71.4)
Subtype (n=35) IGM kappa type 0(0) 1 (100) <0.622
IGM lambda type 1 (100) 0 (100)
Kappa type 3 (37.5) 5(62.5)
Lambda type 2 (50) 2(50)
Smoldering type 0(0) 2 (100)
Stage 1 1(11.1) 8 (88.9)
ISS Staging (n=32) Stage IT 4 (51.1) 3(42.9) €0.035*
Stage I1I 12 (60.0) 8 (40.0)
. >3.5 7 (35.0) 13 (65.0) o
Albumin g/dl 35 12 (66.7) 6(33.3) 0.023
Min-Max(Median) 6.1-12.6 (8.9) 5.4-13.9 (10.5) o
HGB (g/d) Mean+SD 8.9+1.55 10.33+2.23 0.022
PLT (uL) Min-Max(Median) 72000-512500 (189300) 45400-397000 (200000) 10,336
" Mean+SD 200100+115483.4 210352.4+74290.8 ’
Min-Max(Median) 0.4-14.8 (2.05) 0.1-9.5 (2) d
NLR Mean+SD 3.06+3.2 2.64+2.04 0965
Min-Max(Median) 163-998 (315) 113-509 (240) A
LDH (U/L) Mean+SD 378.4+185.9 275.6x111.7 0.031
Beta 2 Microglobu- | Min-Max(Median) 2-29 (6.7) 1.7-80.1 (4.5) 40.129
lin (mg/dl) Mean+SD 10.40+8.71 10.04+18.3 '
Min-Max(Median) 26-155 (107.5) 26-133 (84) B
ESR (mm/h) Mean+SD 95.8+38.6 81.0+32.6 0.230
Min-Max(Median) 0-126 (9) 1-203 (5) B
CRP (mg/l) Mean+SD 25.74438.5 16.5+28.4 0.578

*Student t Test, *Pearson Chi-Square Test, ‘Fisher Freeman Halton Test‘Mann Whitney U Test, *p<0.05

190 Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Ekim 2020; Cilt 3, Sayi 3



Medetalibeyoglu A, Akyiiz N, Bayrakdar S, Altunkaynak M, Akpinar TS, Tag¢ioglu C

In addition, the frequency of ISS-Stage III was high-
er in dead patients (60.0%) compared to patients who
were still alive (40.0%) (Figure 4).

Regarding the relationship between mortality and
laboratory parameters in the patients with MM, there
was a statistically significant relationship between HGB,
LDH, and albumin measurements and mortality
(p=0.022, p<0.05; p=0.031, p<0.05; p=0.023, p<0.05).

The mean HGB concentration was 8.9+1.55 (6.1-
12.6) g/dL in the death patients and 10.33+2.23 (5.4-13.9)
g/dL in patients who are still alive; the HBG levels of
the dead MM patients were found to be lower than those
of the patients who were still alive (Figure 5).

The mean LDH level was 378.4+185.9 (163-998)
U/L in the death patients and 275.6+111.7 (113-509)
U/L in patients who were still alive; the LDH levels
of the dead MM patients were higher than those of
the patients who were still alive (Figure 6)

The patients were divided into two categories as
>3.5 g/dL albumin level and <3.5 g/dL albumin lev-
el, and the mortality rate in patients with albumin
<3.5 g/dL (66.7%) was found to be higher compared
to patients with albumin >3.5 g/dL (35%) (Figure 7).

1SS-Staging

SEERI #
Steeel #

Stage | —

0 20 40 60 80 100
Percentage (%)

Alive HDeath

Figure 4. The ISS-Staging distributions of MM patients by
mortality.

HGB

14

12

meanSD

o N & @ o

Death Alive

Figure 5. The HGB distributions of MM patients by
mortality.

No significant correlation was found between PLT,
beta-2 microglobulin, ESR, CRP levels, NLR, and
mortality (p=0.336, p=0.129, p=0.230, p=0.378,
p=0.965, respectively). It is noteworthy that the ESR
measurements of the dead patients were higher than
those of the patients who were still alive (p>0.05).

We found a higher OS in patients with albumin
>3.5 g/dL compared to patients with albumin <3.5
g/dL (p=0.028, p<0.05) (Figure 8).
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Figure 6. The LDH distributions of MM patients by
mortality.
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DISCUSSION

MM accounts for 1% of all cancers and approxi-
mately 15% of hematological cancers. Thus, it is the
second most common hematological cancer. MM
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occurs more frequently in men than in women, and
the cause is unknown (3). In our study, 47.5% males
and 52.5% females were diagnosed with MM. The
male-to-female ratio was found to be 0.90, and there-
fore, the ratio in our study was not consistent with
the worldwide literature. The median age at diagno-
sis is 65 years in Europe, and 69 years in the USA,
and it is rarely diagnosed under 40 years (3,10). The
median age in our study was 61.2 yr. Accordingly,
our population was still younger compared with the
literature. We found no significant association be-
tween age and survival.

The previous studies reported that gender had no
statistically significant effect on prognosis and OS in
MM patients (8,13,16,17). In our study, similar to the
literature, no significant correlation was found be-
tween gender and both mortality and OS.

Studies have demonstrated that higher stages of
the disease tend to correlate with a poor prognosis
(6,8,9,12). In our study, consistent with the previous
results, there was a statistically significant correlation
between the ISS stage and mortality.

According to the study by Zhou et al. the IgD
subtype was shown to be an independent risk factor
for prognosis, and it was associated with a poor OS
(11). In our study, the majority of the study popula-
tion also had IgG.

Pleural effusion (PE) is a poor prognosis factor
in patients with MM. In our study, the incidence of
PE was as high as 15.4%. The reason for the high
incidence of PE in our study may due to the small
number of cases.

Osteolytic lesions are one of the most common clin-
ical manifestations of MM. In our study, more than half
of the patients had bone lesions at the time of diagnosis.

Anemia is considered to be a poor prognostic
factor in MM patients (14).In our study, the mean
Hb concentration was 9.63, and 62.5% of patients
had <10 mg/dL HGB level. Our findings were similar
to those in the literature. Anemia in MM patients was
associated with a worse outcome in the literature
(13,14,20,21). In our study, similar to the literature,
there was a statistically significant relationship be-
tween hemoglobin level and mortality.

Recent studies showed that a decreased PLT lev-
el predicts poor prognosis in MM patients (6,8,9,22).
In our study, no significant correlation was found
between PLT level and both mortality and OS in pa-
tients with MM. However, similar to our study, some
studies reported no significant relationship between
the PLT level and OS (5,15).

Recently, it has been suggested that the NLR can
be used to predict prognosis in patients with MM. It
has been reported in previous publications that an
elevated NLR was associated with shortened OS in
MM patients (4-6,23). In our study, there was no re-
lationship between the NLR and both mortality and
OS in patients with MM. However, similar to our study,
no significant correlation between NLR and mortali-
ty and OS was demonstrated in other studies (9,15).

Serum beta-2 microglobulin and LDH are the
most important markers for estimating the prolifer-
ative activity and invasive potential of MM (16). In
our study, a high level of beta-2 microglobulin was
found in 91.2% patients, while 62.5% of patients in
our study had a high LDH level. We found no signif-
icant correlation between beta-2 microglobulin lev-
el and mortality and OS. The elevated LDH level has
been frequently shown to indicate an unfavorable
prognosis (8,17,18,19,23). Similar to previous studies,
our study found a statistically significant relationship
between LDH level and mortality.

A relationship between low albumin level and
poor outcomes of MM patients has been demonstrat-
ed in the literature (8,24,25,26). In addition, similar
to the literature, our study found a statistically sig-
nificant relationship between albumin level and both
mortality and OS, and the patients with low albumin
levels had a poor survival.

CONCLUSION

Our study retrospectively evaluated the correlation
between clinical and laboratory parameters and mor-
tality and OS in patients with MM. The current study
showed that there is a significant relationship between
higher stages of the disease and mortality. In addition,
anemia, low albumin levels, and elevated LDH levels
indicated poor survival time in patients with MM.
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In summary, our study showed no relation be-
tween NLR and both mortality and OS. The reason
for this could be that our study had some limitations
such as the use of retrospective data from a single-cen-
ter and the small sample size.
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Amag: Tanimlayici ve kesitsel tipteki bu aragtirmanin amaci, cerrahi kliniklerinde yatan
hastalarin anksiyete ve depresyon diizeylerinin belirlenmesi ve iligkili olabilecek faktérlerin
incelenmesidir.

Gereg ve Yontem: Caligmanin baslangicinda evren bilinmedigi i¢in 6rneklem sayist “evreni
bilinmeyen 6rneklem formiilii” ile hesaplandi. Caligmanin 6rneklemi bu yontemle 740 hasta
olarak hesaplanmig olup, ¢alismanin planlandig: siirenin (§ubat 2015 - Eyliil 2015) sonuna
kadar ¢aligma siirdiiriildii. Bu siirenin sonunda 774 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Veriler
hastalarin sosyo-demografik verilerinin yer aldig1 “Tanitict Ozellikler Formu” ve “Hastane
Anksiyete Depresyon Olgegi” araciligiyla toplandu. Verilerin degerlendirilmesinde ortalama,
standart sapma, sayi, yiizde, Kruskal-Wallis, Independent- Sample T Testi ve One- Way
ANOVA testi kullanildi.

Bulgular: Hastalarin en genci 18, en biytigii 95, ortalama 54,81+17,77 yasinda olup, en
az 1 en ¢ok 150, Medyan:8,31, 1R:6 giindiir hastanede yatmaktadir. Hastalarin %54,1’i
erkek, %50,3’0 ilkokul mezunu, %35,3ii ev hanimidir. Hastalarin Hastane Anksiyete
Olgeginden ortalama 7,96+4,27, Hastane Depresyon Olgeginden ortalama 7,95+4,47 puan
aldig1 saptandi. leri yas grubunda olan, okur-yazar olmayan, hastanede uzun siire kalan,
kronik hastaligi olan, hemsirelik bakimmdan memnun olmayan, ekonomik durumu kotii
olan ve sosyal giivencesi olmayan hastalarin hem anksiye diizeyleri, hem de depresyon
diizeyleri daha yiiksek olarak bulundu. Hastalarin medeni durumlari, yasadig: yer, tedavi
gordiigii hastane/klinik, hastanede yatma ve ameliyat olma deneyimi, kanser tanis1 alma
durumu, ameliyat 6ncesi /sonrasi donem, saglik personeli ile iletisim kurabilme, hastalig
hakkinda bilgi alma, destek alma ve gereksinimlerinin kargilanmasi durumu ile anksiyete
ve depresyon diizeyi puan ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig
saptandi (p>0.05).

Sonug: Hastalarin anksiyete puan ortalamasi 6lgek kesme puaninin altinda, depresyon
puan ortalamas: ise 6lgek kesme puaninin istiindedir. Sonug olarak ¢alismamizda cerrahi
hastalarin depresyon agisindan risk altinda oldugu belirlenmistir. Cerrahi birimlerde ¢aligan
hemysirelerin bu riskleri goz 6niinde bulundurarak bakimlarini planlamalari ile hasta bakim
kalitesinin artacag: diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cerrahi hasta, depresyon, anksiyete, hemgirelik

ABSTRACT

Objective: The objective of this descriptive and cross-sectional study is the determination of
level of anxiety and depression of the patients hospitalized in surgery clinics and the factors
which may be associated.

Materials and Methods: The population was unknown at the beginning of the study
and therefore the sample size was calculated to be 740 by using the "sample formula of
unknown universe”. The study continued until the end of the planned period (February
2015 - September 2015). By the end of this period, 774 patients were included in the study.
The data were collected through the “Participant Informatiomn Form” containing the socio-
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demographic data of the patients and the “Hospital Anxiety Depression Scale”. For evaluation of the data; mean, standard deviation,
count, percentage, Kruskal-Wallis, Independent-Sample T test and One-Way ANOVA test were used.

Results: Of the patients, the youngest was 18, the oldest was 95 and the mean age was 54.81+17.77; they were hospitalized for at
least 1, at most 150, Median: 8.31, 1R: 6 days. Of the patients, 54.1% were male, 50.3% were primary school graduate and 35.3% were
housewives. The patients were determined to score a mean of 7.96+4.27 points on the Hospital Anxiety Scale and a mean of 7.95+4.47
points on the Hospital Depression Scale. Both anxiety and depression levels were higher in patients of the advanced age group,
who were illiterate, had been hospitalized for a long period, had a chronic disease, were unsatisfied with their nursing care, of poor
economic status and without social security. There was no statistically significant difference between “Hospital Anxiety Depression
Scale” mean scores (p>0.05) and patients’ marital status, their place of residence, the hospital / clinic where they received treatment,
their experience of hospitalization and surgery, their status of being diagnosed with cancer, their pre / post-operative period, their
communication with healthcare personnel and getting information and getting support about the disease and meeting their needs.
Conclusion: The mean anxiety score of the patients was below the cut-off score and the mean depression score was above the cut-off
score. As a result, the study concluded that surgical patients were at risk for depression. The quality of patient care will increase when
nurses working in surgical units plan their care by taking these risks into consideration.

Keywords: Surgical patient, depression, anxiety, nursing
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GIRIS

Hastaliga iliskin tani ne olursa olsun bireyi biyo-
lojik, duygusal ve sosyal olarak olumsuz etkilemek-
tedir (1,2). Hastaneye yatan hastalar hastaliklarinin
yani sira tedavi siirecinde ve tedaviden sonraki sii-
regte birtakim zorluklar yagayabilirler ve tiim bunla-
rin sonucunda endiseye kapilabilirler (3,4). Hasta-
larda goriilen anksiyete ve depresyonun nedeni,
hastaneye olan uyum zorlugu ya da tani ve tedavi
stirecindeki belirsizlik olabilir (5). Bu siiregte hasta-
lar tanida belirsizlik, 6liim korkusu gibi stresli dene-
yimlerle karsilagabilirler. Bunlarin disinda hastalar,
beden imajinda meydana gelen degisiklikler, 6z bakim
ihtiyaclarini karsilamada yetersizlik nedeniyle psiko-
lojik sikintilar yasayabilmektedirler (4). Literatiirde
hastalarin yasadigi emosyonel problemlerin baginda
anksiyete ile depresyonun geldigi (2) ve prevalansinin
%20 ile %60 arasinda degistigi belirtilmektedir (4).

Cerrahi hastalarda tiim bunlarin yani sira ameli-
yat dncesi donemde kontrol kaybi, ameliyat sonrasi
agr1, ameliyat gliniinde belirsizlik ve 6liim korkusuy-
la sik karsilasilmaktadir (4,6). Ayrica bu siiregte has-
talar uyanamama, viicut bitiinliigiiniin bozulmasi,
organ ve doku kaybs, cinsel yagamla ilgili problem
yasama gibi konularda da korku ve kaygilara sahip
olabilirler (6,7,8,9,10). Literatiirde bu tiir tepkilerin
anksiyete, depresyon, geri ¢ekilme ve inkar olarak
karsimiza ¢ikabilecegi vurgulanmakta (9) ve ameliyat
sonrasinda daha fazla tibbi komplikasyona neden
olacag bildirilmektedir (6). Hastalar cerrahi travma
nedeniyle korku ve endise duyabilirler. Bu sebepler-
le bu gruptaki hastalar, anksiyete ve depresyon aci-
sindan risk altindadirlar (3,7,11). Cerrahi hastalarda
depresyon ve anksiyete 6zellikle ameliyat 6ncesi do-
nemde ve tedavisi zor kronik hastaliklar1 olan hasta-
larda yaygin olarak goriilmektedir (4,5,7,8).

Cerrahi hastalarda kargimiza ¢ikabilecek psikolo-
jik bozukluklarin ve fiziksel hastaliklarin tani ve teda-
visini kolaylastirmak i¢in, risk faktorlerinin yani sira
iligkili faktorler de bilinmelidir (4). Hastanede kalig
sliresi uzayan hastalarin, postoperatif komplikasyon
gelisen hastalarin, ailevi destek eksikligi olan hastala-
rin ve yeniden isleme ihtiya¢ duyulan hastalarin ank-
siyete ve depresyon risklerinin diger cerrahi hastalara

gore daha ytiksek oldugu belirtilmektedir (5). Anksi-
yete ve depresyonun ameliyat siirecindeki olumsuz
etkilerinden dolay1, ameliyat 6ncesi donemde kayginin
kontrolii giivenli ve sorunsuz bir operasyon i¢in ¢ok
onemlidir (9). Ameliyat 6ncesi ve ameliyat siirecinin
yani sira anksiyete ve depresyon ameliyat sonrasi sii-
recte de karsimiza ¢ikabilmektedir. Anksiyete ve dep-
resyonun ameliyat sonrast donemde islev bozuklugu-
na neden oldugu, intihar oranini arttirdigi, yasam
kalitesini diisiirdiigii, hastaliklarin iyilesmesini olum-
suz yonde etkiledigi, hastanede kalis stiresini uzattig
ve saglik hizmetleri maliyetlerini artirdig1 vurgulan-
maktadir (2,4,9). Tum bunlarin yani sira hastalarda
anksiyete ve depresyon oranlari arttik¢a cerrahi ile
iligkili risklerin arttig1 ortaya konulmakta, anksiyete
ve depresyonun taburculuk sonrasi psikiyatrik bozuk-
luklara neden oldugu, mortalite ve morbidite oranla-
rinin arttirdiy belirtilmektedir (2,3,5).

Hastalarda anksiyete ve depresyon diizeylerinin
belirlenmesi kaliteli saglik hizmeti verilebilmesi ag1-
sindan oldukea 6nemlidir (1,3,12). Hastalarin duygu
durum bozukluklari ile ilgili risk diizeylerinin sap-
tanmasi, anksiyete ve depresyon diizeylerinin tespi-
tini kolaylastirir (5). Bu nedenle saglik profesyonel-
lerinin anksiyete ve depresyon diizeylerinin
belirlenmesi ve psikososyal yaklagimlar konusunda
yeterli donanima sahip olmasi gerekmektedir (1,3,12).
Literatiirde psikososyal yaklasimlarin hastada giiven
duygusunu arttirdigy, fiziksel sikayetlerini azalttig,
hastalikla iligkili olusan olumsuz duygusal tepkilerle
bas etme yetenegini ve yasam kalitesini arttirdig bil-
dirilmektedir (1). Hastalarin endigelerinin kaynakla-
rint tanimlamak ve bu konuyla ilgili rahatlamalarim
saglamak cerrahi siirecte olduk¢a 6nemlidir (9).

Cerrahi hastalarda anksiyete ve depresyonu tani-
yabilmenin ameliyat 6ncesi ve ameliyat sonrasi donem-
de hasta bakim kalitesinin arttirilmasinda 6nemli rol
oynayaca8 digiiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢aligma
cerrahi kliniklerinde yatan hastalarin anksiyete, dep-
resyon diizeyleri ve etkileyen faktorlerin belirlenmesi
amaciyla tanimlayici ve kesitsel olarak yapildi.

Arastirma sorulari;

o Cerrahi kliniklerinde yatan hastalarin ank-

siyete ve depresyon goriilme riski nedir?
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o Cerrahi kliniklerinde yatan hastalarin ank-
siyete ve depresyon diizeylerini etkileyen
faktorler nelerdir?

GEREC VE YONTEM

Calismanin baslangicinda evren bilinmedigi icin
orneklem sayis1 “evreni bilinmeyen érneklem formii-
14" ile hesaplandi. Calismanin 6rneklemi bu yontem-
le 740 hasta olarak hesaplanmis olup, ¢aligmanin
planlandig siirenin (Subat 2015 - Eyliil 2015) sonu-
na kadar ¢aligma siirdiiriildii. Bu siirenin sonunda
774 hasta calismaya dahil edildi. Gerekli yazili izinler
(etik kurul, kurum izni) alindiktan sonra goniilliilitk
ilkesine bagli kalinarak, dahil olma kriterlerine uygun,
aragtirmaya katilmaya kabul eden tiim hastalar aras-
tirma 6rneklemine dahil edildi.

Dabhil Olma Kriterleri; Calismanin amaci ve yon-
temi agiklandiktan sonra, ¢aligmaya katilmay: kabul
eden, Tiirk¢e konusan, okuyup yazabilen,18 yas tize-
ri, gdrme, isitme engeli olmayan, rahat iletisim kuru-
labilen, ayn1 ortamda en az iki giin kalmis olan, anket
formunu doldurabilen cerrahi kliniklerde yatmakta
olan tiim hastalar ¢aligmaya dahil edildi (n=774).

Dislama Kriterleri; 18 yasini1 doldurmamis olan,
okuma yazmast olmayan, iletisimi engelleyecek herhan-
gi bir fizyolojik ve psikiyatrik (gorme-isitme) problemi
olan, ayni ortamda iki giinden az kalan ve anket formu-
nu dolduramayacak olan hastalar ¢alismadan disland.
Verilerin toplanmasinda; Hastalarin sosyo-demografik
verilerinin yer aldig1 “Tanitic1 6zellikler formu” ve “Has-
tane Anksiyete Depresyon Olgegi” kullanildi.

I-Tanmitic1 6zellikler formu (Ek I)

Literatiir bilgileri dogrultusunda hazirlanan, has-
talarin kisisel 6zelliklerini igeren 15 sorudan (yas,
cinsiyet, egitim durumu vb.) olusmaktadir.

I1- Hastane Anksiyete Depresyon Olgegi (Ek IT)

Hastane Anksiyete Depresyon Olgegi-HADO
(Hospital Anxiety Depression Measure): Zigmond
ve Snaith tarafindan hastada anksiyete ve depresyon
yoniinden riski belirlemek, diizeyini ve siddet degi-
simini 6l¢gmek i¢in 1983de gelistirilmistir (Genel
Cronbach alfa kat sayisi: 0.88, HADS-A scale, Cron-

bach alfa: 0.90, HADS-D scale, Cronbach alfa: 0.79
dur) (13). Olgegin Tirkiyede gecerlilik giivenilirlik
calismas1 Aydemir ve arkadaslar1 tarafindan 1997
yilinda yapilmistir (HAD-A scale, Cronbach alfa:
0.8525 HAD-D scale, Cronbach alfa: 0.7784diir) (14).
Bu ¢aligmada ise ol¢egin genel Cronbach alfa kat
sayist: 0.853, HADS- A scale, Cronbach alfa katsayust:
0.764, HADS-D scale, Cronbach alfa katsayist: 0.765
olarak bulundu. Bu 6l¢ek bedensel hastalig1 olan has-
talar ve birinci basamak saglik hizmetlerine basvu-
ranlar i¢in tan1 koymak amacli degil anksiyete ve
depresyonu kisa siirede tanilayip risk grubunu belir-
lemek i¢in kullanilir (14).

HADO toplam 14 maddeden olusmaktadir. Tek
sayili maddeler anksiyete ve cift sayili maddeler dep-
resyonu 6lgmektedir. Olgek dortlii Likert tipi bir de-
gerlendirme aracidir. Maddeler 0-3 arasinda puan-
lanmaktadir. Ol¢ekte her maddenin puanlamasi
farkhdir. 1., 3, 5., 6., 8., 10, 11. ve 13. maddeler gi-
derek azalan siddet gosterirler ve puanlama 3,2, 1,0
bi¢imindedir Ote yandan, 2.,4.,7.,9.,12. ve 14. mad-
deler ise 0, 1, 2, 3 biciminde puanlanirlar. Alt 6lgek-
lerin toplam puanlar1 bu madde puanlarinin toplan-
mast ile elde edilir. Anksiyete alt dl¢egi i¢in 1., 3., 5.,
7.,9., 11. ve 13. maddeler toplanirken; depresyon alt
olgegiicin 2., 4., 6., 8., 10., 12. ve 14. maddelerin pu-
anlar toplanir. Hastalarin her iki alt 6lgekten alabi-
lecekleri en diisiik puan 0, en yiiksek puan 21dir.
HADO'nin Tiirk¢e formunun kesme noktalar1 ank-
siyete alt dlcegi (HAD-A) i¢in 10, depresyon alt 6l-
¢egi (HAD-D) i¢in 7 olarak saptanmigtir (14). Bu
puanlarin tizerinde puan elde edilen hastalar risk
grubu olarak kabul edilebilir.

Istatistiksel Analiz ile Ilgili Bilgi: Verilerin de-
gerlendirilmesinde ortalama, standart sapma, sayi,
yiizde, Kruskal-Wallis, Independent- Sample T Tes-
ti ve One- Way ANOVA testi kullanildi.

Calismadan Cikarilma Kriterleri

Anket formunu diizgiin doldurmayan ya da aras-
tirmaya dahil olma kriterlerine uygun olmadig hal-
de anket formunu dolduran hastalar ¢alismadan ¢1-
karild1.
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Etik

Aragtirmanin uygulanabilmesi i¢in Pamukkale Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi (12.02.2015 tarih ve 60116787-
020/8537 sayil) Etik Kurul Komitesinden ve aragtir-
manin yiiriitildigi hastanelerden yazil izin alindi.
Hastalardan aragtirmaya katilmaya isteklilik, gontillii-
lik ilkesine 6zen gosterilerek s6zel onamlar: alindu.

BULGULAR

Caligmaya dahil edilen hastalarin tanitici 6zellikle-
ri tablo 1de verildi. Hastalarin en genci 18, en biiytigii
95 yasinda olup yas ortalamasi 54,81+17,77dir. Hasta-

Tablo 1. Hastalarin Tanitic1 Ozellikleri (n=774)

larin %55,8’i ortalama 1-5 (en az 1 en ¢ok 150, Medyan:
8.31, IR: 6) glindiir hastanede yatmaktadur.
Hastalarin tanitici 6zelliklerine gore anksiyete ve
depresyon diizeyi puan ortalamalarinin dagilimi tab-
lo 2'de verildi. Hastalarin yas, cinsiyet, 6grenim du-
rumu, meslek, saglk giivencesi, ekonomik durum,
hastanede kalma siiresi, ek hastalik varligy, bilgi alma
ve hemsirelik bakimindan memnun olma durumla-
rina gore anksiyete ve depresyon puan ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark oldugu tespit
edildi (p<0,05, Tablo 2). Buna karsin hastalarin me-
deni durumlari, yagsadig1 yer, tedavi gordiigii hasta-

Degiskenler Say1 %
Yas gruplar:

18-28 yas 81 10,5
29- 39 yas 84 10,9
40-50 yas 140 18,1
51-61 yas 141 18,2
62-72 yas 193 24,9
73 yas ve lizeri 135 17,4
Hastanede kalma siiresi

2-5giin 432 55,8
6-11 giin 197 25,5
12-16 giin 76 9,8
17-21 giin 20 2,6
22 glin ve lzeri 49 6,3
Cinsiyet

Kadin 355 45,9
Erkek 419 54,1
Medeni durum

Evli 610 78,8
Bekar 164 21,2
Ogrenim durumu

Okur-yazar degil 22 2,8
Okur-yazar 85 11,0
Tlkégretim 389 50,3
Ortadgretim 93 12,0
Lise 109 14,1
Yiiksekokul 76 9,8
Meslegi

Ev hanimi 273 35,3
fsci 141 18,2
Emekli 193 24,9
Memur 51 6,6
Ogrenci 25 32
Serbest 57 7,4
Ciftci 34 4,4
Saglik giivencesi olma durumu

Var 726 93,8
Yok 48 6,2
Ekonomik durum

yi 86 11,1
Orta 594 76,7
Koti 94 12,1
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En uzun yasadig1 yer

Koy 192 24,8
Kasaba 48 6,2
flce 237 30,6
Il merkezi 297 38,4
Yatt1g1 hastane

Pamukkale Universitesi Hastanesi 575 74,3
Denizli Devlet Hastanesi 199 25,7
Tedavi gordiigii klinik

Genel Cerrahi 184 23,8
Ortopedi 146 18,9
Uroloji 104 13,4
Kalp Damar cerrahisi 110 14,2
Beyin Cerrahisi 118 15,2
Plastik Cerrahi 52 6,7
KBB 60 7,8
Tam

Kanser cerrahisi 109 14.1
Kanser Dis1 Cerrahi 665 85.9
Hastanede Yatma Deneyimi olma durumu

Var 560 72,4
Yok 214 27,6
Ameliyat deneyimi olma durumu

Var 490 63,3
Yok 284 36,7
Ameliyat olma durumu

Evet 529 68,3
Hayir 245 31,7
Hastanede kalma siiresi

2-5giin 432 55,8
6-11 giin 197 25,5
12-16 giin 76 9,8
17-21 giin 20 2,6
22 giin ve lzeri 49 6,3
Ek hastalik varlig1

Var 345 44,6
Yok 429 55,4
Bilgi alma durumu

Evet 653 84,4
Hayir 121 15,6
Bilgi alinan kisi (n=653)

Hemygire 158 20,4
Hekim 348 45,0
Hemgire+Hekim 147 19,0
fletisim kurabilme durumu

Evet 707 91,3
Hayir 67 8,7
Aile ya da arkadaslarindan destek alma durumu

Evet 736 95,1
Hayir 38 4,9
Gereksinimlerinin karsilanma durumu

Evet 686 88,6
Hayir 88 11,4
Hemsirelik bakimindan memnun olma durumu

Evet 710 91,7
Hayir 64 8,3
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ne/klinik, hastanede yatma ve ameliyat olma de-
neyimi, kanser tanisi alma durumu, ameliyat
oncesi /sonrast donem, saglik personeli ile iletisim
kurabilme, hastalig1 hakkinda bilgi alma, destek
alma ve gereksinimlerinin karsilanmasi durumu
ile anksiyete ve depresyon diizeyi puan ortalama-
lar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olma-
dig1 saptandi (p>0.05).

Yetmis {i¢ ve tizeri yas grubu hastalarin anksiyete
ve depresyon diizeyi puan ortalamasi diger yas grup-
larina gore daha yiiksek olarak belirlendi. Hastalarin
yas gruplari ile depresyon diizeyi puan ortalamasi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmasina
ragmen, anksiyete diizeyi puan ortalamasi arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 2).

Hastalarin cinsiyetleri ile anksiyete diizeyleri ara-
sindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmasina
karsin, depresyon diizeyleri arasindaki fark anlaml
bulunmadi. Kadinlarin anksiyete diizeyi puan ortala-
malari erkeklere gore daha yiiksek bulundu (Tablo 2).

Hastalarin 6grenim durumlarina gore anksiyete
ve depresyon diizeyi puan ortalamalar1 incelendigin-
de, okur-yazar olmayanlarin puan ortalamalarinin
diger hastalardan daha yiiksek oldugu goriildi. Has-
talarin 6grenim durumlari ile depresyon puan orta-
lamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
olmasina ragmen, anksiyete puan ortalamasi arasin-
daki fark anlaml degildi. Okur-yazar olmayan has-
talarin anksiyete ve depresyon diizeyleri daha yiiksek
bulundu (Tablo 2).

Ev hanimi olan hastalarin hem anksiyete, hem
depresyon diizeyi puan ortalamalar1 daha yiiksek
olmasina ragmen sadece anksiyete diizeyi puan or-
talamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
I1 bulundu. Sosyal giivencesi olmayan ve ekonomik
durumu kotii olan hastalarin anksiyete ve depresyon
diizeyleri daha yiiksekti. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli idi (Tablo 2).

Hastanede uzun siire (22 giin ve iizeri) kalan has-
talarin anksiyete ve depresyon diizeyi puan ortala-
malar1 daha yiiksek olmasina ragmen, sadece dep-
resyon diizeyi arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml olarak tespit edildi. Ayrica ek hastalig1 olan
hastalarin anksiyete ve depresyon diizeylerinin daha

yiiksek oldugu belirlendi ve anksiyete ile depresyon
diizeyleri arasindaki fark istatistiksel agidan anlaml
bulundu (Tablo 2).

Kanser tanisi alan hastalarin anksiyete ve depres-
yon diizeyi puan ortalamalarinin diger hastalara gore
daha yiiksek olmasina ragmen aradaki farkin istatis-
tiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

Hastalig1 hakkinda bilgi alan ve almayan hastalar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmama-
sina ragmen; bilgi alanlarin anksiyete diizeyi, almayan-
larin ise depresyon diizeyi puan ortalamasi daha yiik-
sek bulundu. Ayrica hemsirelik bakimimdan memnun
olmayan hastalarin anksiyete ve depresyon diizeyi puan
ortalamalariin daha yiiksek oldugu belirlendi. Istatis-
tiksel acidan ise sadece anksiyete diizeyi puan ortala-
malar1 arasindaki fark anlaml bulundu (Tablo 2).

TARTISMA

Bu ¢aligmada hastalar genel olarak degerlendiril-
diginde (n=774) HAD-anksiyete puan ortalamasi
7,9614,2, HAD-depresyon puan ortalamasi 7,95+4,47
olarak bulundu. Hastalarin anksiyete puan ortalama-
s1 0lcek kesme puaninin altinda, depresyon puan
ortalamast ise 6l¢ek kesme puaninin istiindedir. Ge-
nel olarak hastalarin depresyon bozuklugu agisindan
risk altinda oldugu diisiiniilebilir.

Hastalarin medeni durumlar ile anksiyete ve
depresyon diizeyi puan ortalamalari arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli fark olmadig saptandi. Litera-
tiirde bu calisma bulgularina benzelik gosteren so-
nuglar olmasina ragmen (4,15,16) evlilerde ameliyat
oncesi anksiyete oraninin bekarlara gore daha ytiksek
oldugunu belirten ¢aligmalar da mevcuttur (17). Li-
teratiir bilgilerine paralel olarak bu ¢alismada da
anksiyete ve depresyon diizeyi puan ortalamalari ile
ameliyat olma deneyimi arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (15). Diger bir ¢alismada,
onceden cerrahi gecirenlerde ameliyat 6ncesi anksi-
yete oraninin gegirmeyenlere gore daha yiiksek ola-
rak bulundugu bildirilmektedir (17).

Destek aldigini ve almadigini ifade eden hastalarin
anksiyete ve depresyon diizeyi puan ortalamalari ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 saptan-
du. Literatiirde ise sosyal destegi gliclii olan hastalarin,
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Tablo 2. Hastalarin Tanitict Ozelliklerine Gére Anksiyete ve Depresyon Diizeyi Puan Ortalamalarinin Dagilimi (n=774)

Tanitict Ozellikler Say1 HAD-A X+ SS Onemlilik | HAD-D X+SS | Onemlilik
Yas gruplar:

18-28 yas 81 7,18+4,35 F=1.618 6,62+4,16 F=6,051
29- 39 yas 84 8,08+3,71 p=0.153 7,67+4,41 p=0,00
40-50 yas 140 7,87+3,92 7,68+4,33

51-61 yas 141 7,88+4,30 7,26+4,12

62-72 yas 193 7,79+4,60 8,22+4,47

73 yas ve lizeri 135 8,77+4,31 9,55+4,75

Cinsiyet

Kadin 355 8,38+4,43 p=0,012 7,94+4,58 p=0,938
Erkek 419 7,613+4,10 t=2,507 7,95+4,47 t=-,078
Ogrenim durumu

Okur-yazar degil 22 9,90+4,80 KW=8,608 11,31+5,00 | KW=22,646
Okur-yazar 85 8,03+4,65 p=0,126 9,09+4,84 p=0,000
Hkégretim 389 8,09+4,22 7,83+4,22

Ortadgretim 93 7,64+4,36 8,16+4,26

Lise 109 7,53+3,84 7,55+4,58

Yiiksekokul 76 7,34%4,30 6,67+4,57

Meslegi

Ev hanim1 273 8,61+4,44 KW=14,564 8,21+4,46 KW=11,932
fsci 141 8,08+3,92 p=0,024 8,31+4,25 p=0,06
Emekli 193 7,5244,61 8,21+4,65

Memur 51 7,15+3,82 6,50+4,21

Ogrenci 25 7,3615,54 7,12+4,96

Serbest 57 7,2914,01 7,08+4,37

Ciftgi 34 7,55+4,42 7,14+4,14

Saglik giivencesi olma durumu

Var 726 7,88+4,30 t=-2,458 7,84+4,48 t=-2,170
Yok 48 9,18+3,49 p=0,017 9,20+4,09 p=0,034
Ekonomik durum

1yi 86 7,12+4,75 F=5,463 6,54+4,71 F=7,453
Orta 594 7,89+4,13 p=0,004 7,98+4,43 p=0,001
Kot 94 9,15+4,45 9,09+4,14

Hastanede kalma siiresi

2-5glin 432 7,71+4,34 KW=6,092 7,44+4,26 KW=14,835
6-11 giin 197 8,08+4,06 p=0,192 8,27+4,41 p=0,005
12-16 giin 76 8,18+4,36 8,50+4,72

17-21 giin 20 8,40£3,89 8,65+3,78

22 giin ve Uzeri 49 9,20+4,25 10,08+5,51

Ek hastalik varlig:

Var 345 8,33%4,25 t=2,183 8,32+4,48 t=2,069
Yok 429 7,66%4,26 p=0,029 7,65+4,44 p=0,039
Tan1

Kanser cerrahisi 109 8,00+4,52 p=0.929 8,24+4,48 p=0.465
Kanser dis1 cerrahi 774 7,96+4,27 t=0,089 7,90+4,47 t=0,731
Bilgi Alma Durumu - Alan/Almayan

Evet 653 8,05+4,20 p=0.203 7,9314,40 p=0.754
Hayir 121 7.51+4,60 t=1.274 8,07+4,83 t=-,313
Hemysirelik bakimindan memnun olma

Evet 710 7,96+4,28 t=-,127 7,84+4,41 t=-2,333
Hayir 64 8,03+4,13 p=0,899 9,20+4,92 p=0,020

ameliyat Oncesi anksiyete diizeylerinin daha diigitk  risk altinda olduklar: vurgulanmaktadir (5).

oldugu belirtilmektedir (17). Cerrahi hastalarin ince- Calisma bulgularina gore; yetmis ii¢ yas ve lizeri
lendigi diger bir caliymada benzer sekilde ailesel des-  hastalalarin anksiyete ve depresyon diizeyi puan or-
tegi diisiik olan hastalarin, destek sistemleri daha iyi  talamasi diger yas gruplarina gore daha ytiksek olarak

olan hastalara gore anksiyete ve depresyon agisindan  belirlendi. Hastalarin yas gruplari ile depresyon dii-
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zeyi puan ortalamasi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmasina ragmen anksiyete diizeyi puan
ortalamasi arasindaki fark istattistiksel olarak anlam-
It bulunmadi (Tablo 2). Literatiirde de bu ¢aligma
bulgularina benzer sekilde 60 yas iistii hastalarin
tamaminin depresyonda oldugu ve %75’inde anksi-
yete bulgularinin gozlemlendigi belirtilmektedir (18).
Konuyla ilgili yapilan farkli caligmalarda ayni sekilde
65 yas ve lizerindeki hastalarda depresyon goriilme
oranlar1 diger yas gruplarindaki hastalara gore daha
yiitksek oldugu (4), 60 yas ve iizerindeki hastalarda
ameliyat Oncesi anksiyete oraninin diger yas grupla-
rina gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (17).
Cerrahi hastalarda anksiyete ve depresyon diizey-
lerinin incelendigi bir baska caligmada 35 yas ve tistii
olan hastalarin anksiyete puanlarinin daha yiiksek ve
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bil-
dirilmektedir (3). Cerrahi hastalari ile yapilan farkli
calismalarda ise hastalarin yasi ile anksiyete ve dep-
resyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml iliskinin olmadig: belirtilmektedir (15,16).
Benzer sekilde kalp damar cerrahisi hastalari ile yapi-
lan bir diger ¢aliymada da yas gruplari ile anksiyete ve
depresyon belirtileri arasinda istatistiksel olarak an-
laml fark bulunmadig ortaya konulmaktadir (19).
Hastalarin cinsiyetlerine gére anksiyete diizeyle-
ri arasindaki fark ¢alismamizda istatistiksel olarak
anlamli olmasina ragmen, depresyon diizeyleri ara-
sindaki fark anlamli bulunmadi. Kadinlarin anksiye-
te diizeyi puan ortalamalarinin erkeklere gore daha
yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 2). Literatiirde cer-
rahi kliniklerde yatan hastalarin dahil edildigi bir
caligmada bizim ¢aligmamiza benzer sekilde siddet-
li anksiyete goriilme orani kadinlarda %68,5 iken
erkeklerde %53,3 olarak belirlenmistir. Yine ayn1
calismada kadin hastalarda depresyon goriilme oran-
larinin da erkeklerden daha fazla oldugu belirtilmek-
tedir (18). Bir bagka ¢alismada da hastalarda anksi-
yete ve depresyon diizeylerine bakilmis, depresyon
diizeyleri kadin ve erkek hastalarda farklilik goster-
mezken anksiyete diizeyleri kadinlarda (%45,5) er-
keklere (%30,6) gore daha yiiksek diizeyde belirlen-
mistir (4). Kalp damar cerrahisi hastalarinda
anksiyete ve depresyon diizeylerinin incelendigi bir

caligmada da; kadinlarda anksiyete ve depresyon dii-
zeyleri ameliyat 6ncesi donemde erkeklere gore daha
yiiksek bulunmug ve aralarindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirtilmistir (19). Cerrahi
hastalarin incelendigi bir ¢aliymada kadinlarda ank-
siyete ve depresyon oranlari erkeklerden daha yiiksek
bulunmus (5,16), bir baska ¢aligmada ise kadin cin-
siyet ve yliksek anksiyete puanlar1 arasindaki iliskinin
anlamli oldugu belirlenmistir (3,20). Kanser hasta-
larinin dahil edildigi bir baska ¢alismada da; kadin-
larda anksiyete ve depresyon diizeylerinin daha ytik-
sek oldugu ortaya konulmustur (21). Tiim bunlarin
yani sira cerrahi hastalarin incelendigi bir caligmada;
hastalarin cinsiyeti ile anksiyete ve depresyon goriil-
me diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
iligkinin olmadig1 belirtilmistir (15). Tim bunlarin
yanu sira farkli bir calismada erkek hastalarda ame-
liyat 6ncesi anksiyete goriilme orani kadin hastalar-
dan daha ytiksek bulunmustur (17).

Hastalarin 6grenim diizeylerine gore anksiyete ve
depresyon diizeyi puan ortalamalar1 incelendiginde
¢aligmamizda okur-yazar olmayan hastalarin puan
ortalamalarinin diger hastalardan daha yiiksek oldu-
gu gorildi. Hastalarin 6grenim durumlar: ile dep-
resyon puan ortalamalari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmasina ragmen, anksiyete puan orta-
lamasi arasindaki fark anlamli degildir. Okur-yazar
olmayan hastalarin anksiyete ve depresyon diizeyle-
ri daha ytiksektir (Tablo 2). Literatiirde de hastalarin
ogrenim durumlari ile anksiyete ve depresyon dii-
zeylerinin kargilagtirilmasi ile ilgili yapilan bir ¢alis-
mada bu ¢aligma sonuglarina benzer sekilde okur-ya-
zar olmayan hastalarin anksiyete ve depresyon
diizeylerinin tiniversite mezunu olan hastalara gore
daha yiiksek olarak tespit edildigi bildirilmektedir
(4). Cerrahi hastalarin incelendigi bir bagka ¢caligma-
da da okur-yazar olmayanlarin anksiyete ve depresyon
puan ortalamalarinin diger gruplardan daha yiiksek
oldugu vurgulanmakta, hastalarin egitim durumlar
ile anksiyete ve depresyon puan ortalamalar1 arasin-
da istatistiksel olarak anlaml fark olmadig: ortaya
konulmaktadir (16). Konuyla ilgili yapilan diger ¢a-
ligmalarda da egitim seviyesi diisiik olan hastalarda
diger gruplara gore anksiyete ve depresyon oranlari-
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nin daha yiiksek oldugu belirtilmekte, diisiik egitim
diizeyi ile yiiksek anksiyete ve depresyon puanlari
arasindaki iliskinin anlamli oldugu vurgulanmakta-
dir (3,5,15,17,22).

Caligmamizda ev hanimi olan hastalarin hem ank-
siyete hem de depresyon diizeyi puan ortalamalari daha
yliksek olmasina ragmen sadece anksiyete diizeyi puan
ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu. Cerrahi hastalarm incelendigi bir bagka alis-
mada da ev hanimi olan hastalarin anksiyete ve depres-
yon puanlarinin diger hastalardan daha ytiksek olarak
bulundugu bildirilmektedir (16). Tiim bunlarin yani
sira bir bagka calismada ise anksiyete ve depresyon go-
rilme diizeyleri ile hastalarin meslekleri arasinda an-
laml iliskinin olmadig: belirtilmektedir (4,15).

Sosyal giivencesi olmayan ve ekonomik durumu
kotii olan hastalarin anksiyete ve depresyon diizey-
leri caliymamizda daha yiiksek bulundu ve aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(Tablo 2). Cerrahi hastalarda anksiyete ve depresyon
diizeylerinin incelendigi bir ¢alismada da diisiik sos-
yoekonomik diizey ile yiiksek anksiyete puanlari
arasindaki iliskinin anlamli oldugu ve diistik gelirli
grupta anksiyete diizeyinin daha yiiksek oldugu be-
lirtilmektedir (3). Depresyon oranlarinin ve risk fak-
torlerinin incelendigi bir bagka ¢alismada ise ekono-
mik diizeyi disiik bireylerde depresyon oranlarinin
daha yiiksek oldugu vurgulanmaktadir (22). Benzer
sekilde bir bagka ¢aligmada da sosyal destegi az olan
ve diisiik gelire sahip bireylerde anksiyete oranlarinin
daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (20).

Caligma bulgularina gore hastanede uzun siire
(22 giin ve iizeri) kalan hastalarin anksiyete ve dep-
resyon diizeyi puan ortalamalar1 daha yiiksek olma-
sina ragmen, sadece depresyon diizeyi arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. Literatiir-
de de 3 haftave {izerinde hastanede kalan cerrahi
hastalarda anksiyete ve depresyon diizeylerinin di-
ger hastalara gore daha yiiksek olarak bulundugu
ifade edilmektedir (18). Cerrahi hastalarda anksi-
yete ve depresyon diizeylerinin incelendigi diger
calismalarda da, depresyon diizeylerinin hastanede
kalis siiresi uzadikea arttig1 belirtilmekte (5), has-
tanede kalis siiresinin uzunlugu ile yiiksek depres-

yon puanlari arasindaki iliskinin anlaml oldugu
vurgulanmaktadir (3,15).

Caligma bulgularimiza gore ek hastalig1 olan has-
talarin anksiyete ve depresyon diizeylerinin daha
yiiksek oldugu ve aradaki farkin istatistiksel agidan
anlamli oldugu tespit edildi (Tablo 2). Benzer sekilde
literatiirde de kronik hastalig1 olan hastalarda olma-
yanlara gore ameliyat 6ncesi anksiyete oraninin daha
yiitksek oldugu belirtilmektedir (17). Ayrica uzun
stireli hastalik 6ykiisii olan hastalarda anksiyete go-
rilme diizeylerinin daha yiiksek oldugu vurgulan-
maktadir (4). Depresyon oranlarinin ve risk faktor-
lerinin incelendigi bir baska ¢alismada da kronik
hastalig1 olan bireylerde depresyon oranlarinin daha
yiiksek oldugu ifade edilmektedir (22).

Kanser tanisi alan hastalarin anksiyete ve dep-
resyon diizeyi puan ortalamalarinin diger hastalara
gore daha ytiksek olmasina ragmen aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.
Kanser hastalari ile diger hasta gruplarinin anksi-
yete ve depresyon diizeylerinin karsilastirildig bir
calismada, kanser hastalarinda diger popiilasyona
kiyasla anksiyete ve depresyon diizeylerinin yakla-
sik iki kat1 daha ytiksek oldugu belirtilmektedir (23).
Konuyla ilgili yapilan bir bagka ¢alismada da cerra-
hi kliniginde yatan kanser tanisi1 konulmus hasta-
larda anksiyete ve depresyon seviyesinin bu taninin
konulmadig: hastalara gore daha yiiksek oldugu
ortaya konulmaktadir (3,15). Kanser teshisi sonra-
s1 anksiyete ve depresyonun degerlendirildigi bir
baska ¢alismada ise, kanser teshisinin konuldugu
stirecin anksiyete ve depresyon agisindan en riskli
zaman oldugu vurgulanmaktadir (21). Bir bagka
calismada da normal popiilasyonla kiyaslandiginda
kanserli hastalarda depresyon diizeyinin daha yiik-
sek oldugu belirtilmektedir (24).

SONUC

Sonug olarak; ileri yas grubunda olan, okur-yazar
olmayan, hastanede uzun siire kalan, kronik hastali-
g1 olan, hemgirelik bakimindan memnun olmayan,
ekonomik durumu kétii olan ve sosyal giivencesi
olmayan hastalarin hem anksiyete diizeyleri, hem de
depresyon diizeyleri daha yiiksek olarak belirlenmis-
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tir. Ev hanimlarinin anksiyete diizeyleri iscilerin ise
depresyon diizeyleri daha yiiksektir. Ayrica bu ¢alis-
mada hastalarin anksiyete puan ortalamasi 6lgek
kesme puaninin altinda, depresyon puan ortalamasi
ise Olgek kesme puaninin tistiindedir. Genel olarak
cerrahi hastalarin depresyon agisindan risk altinda
oldugu diistiniilebilir.

Bu nedenle risk grubunda olan hastalarin hekim,
hemsire, psikolog ve sosyal hizmet uzmanlarindan
olugan profesyonel bir ekip tarafindan psikososyal ag1-
dan desteklenmesi ve 6zellikle hastalarla bire bir iligki
icinde olan hemsirelerin bu konuda duyarli olmalar:
icin bilgilendirilmeleri 6nerilebilir. Hastalarda anksi-
yete ve depresyon seviyeleri ve iliskili faktorlerin belir-
lenmesi ile, bireylerin tedaviye uyumunun kolaylaga-
cag1 ve yasam kalitelerinin artiracag diistiniilmektedir.
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SAGLIK BiLIMLERINDE iLERi ARASTIRMALAR DERGISi YAZIM KURALLARI/ YAZARLARA BILGi

Amag¢ ve Kapsam

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

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

Editoryal Politikalar ve Hakem Siireci

Derginin editérliik ve yayin siiregleri International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), World
Association of Medical Editors (WAME), Council of
Science Editors (CSE), Committee on Publication Ethics
(COPE), European Association of Science Editors
(EASE) ve National Information Standards Organization
(NISO) organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak
bi¢cimlendirilmistir ve Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice) ilkelerine uygun olarak ytriitilmektedir.

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

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

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

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

Biitiin makalelerin eslesme orani degerlendirmesi,
iThenticate yazilimi aracilifiyla yapilmaktadir.

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

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

ICMJE, yazarlarin asagidaki 4 kosulu karsilamasini
Onermektedir:

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

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

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

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

Bir yazar, ¢aligmada katk: sagladigi kisimlarin
sorumlulugunu almasina ilaveten, diger yazarlarin da
¢alismanin hangi kisimlarindan sorumlu oldugunu
tanimlayabilmelidir. Ayrica, her yazar diger yazarlarin
katki bitiinlagiine giiven duymalidir.
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Yazar olarak belirtilen herkes yazarligin dort kosulunu
kargilamalidir ve bu dort kogulu karsilayan her bir kisi
yazar olarak tanimlanmalidir. Dort kriterin hepsini
karsilamayan kisilere makalenin baglik sayfasinda
tesekkiir edilmelidir.

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

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

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

Telif Hakkinda

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

Makale Hazirlama

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

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

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

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

Yazar(lar)in agagidakileri sunmalar gerekir:

Telif Haklar1 Formu

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

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

o Yazarlarin isimleri, kurumlari, egitim dereceleri ve
ORCID numaralar1

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

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

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

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

basliklar yazilmamalidir.

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


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

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

olugmalidir.

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

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

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

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

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

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

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

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

Tablolar

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

Resim ve Resim Altyazilari

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

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

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

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

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

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

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

Revizyonlar

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

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

Kaynaklar

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Son Kontrol Listesi

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

Makale kapak sayfasi

o Makalenin kategorisi

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce baghig

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce kisa baglig

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

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

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

o Makalenin Tiirkge ve Ingilizce baghg:

o

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

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

o Kaynaklar

o Tesekkiir (varsa belirtiniz)

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


http://www.cdc.gov/ncidodlElD/cid.htm
http://www.cdc.gov/ncidodlElD/cid.htm
http://cdn.istanbul.edu.tr/FileHandler2.ashx?f=yazar-formu_istanbul-tip-fakultesi-dergisi_637075918679027861.docx
http://cdn.istanbul.edu.tr/FileHandler2.ashx?f=itf_telifhakkianlasmasiformu.doc
http://cdn.istanbul.edu.tr/FileHandler2.ashx?f=kapaksayfasijmedguncel.docx
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Aims and Scope

Journal of Advanced Research in Health Sciences (JARHS)
is an international, scientific, open access periodical
published in accordance with independent, unbiased,
and double-blinded peer-review principles. The journal
is the official publication of Institute of Health Sciences
of Istanbul University and it is published every 4 months
on February, June, and October. The publication
languages of the journal are Turkish and English.

Journal of Advanced Research in Health
Sciences (JARHS) aims to contribute to the literature
by publishing manuscripts at the highest scientific level
on all fields of medicine. The journal publishes original
experimental and clinical research articles, reports of
rare cases, reviews that contain sufficient amount of
source data conveying the experiences of experts in a
particular field, and letters to the editors as well as brief
reports on a recently established method or technique
or preliminary results of original studies related to all
disciplines of medicine from all countries.

Editorial Policies and Peer Review Process

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

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

Manuscripts submitted to Journal of Advanced Research
in Health Sciences will go through a double-blind peer-
review process. Each submission will be reviewed by at
least two external, independent peer reviewers who are

experts in their fields in order to ensure an unbiased
evaluation process. The editorial board will invite an
external and independent editor to manage the
evaluation processes of manuscripts submitted by
editors or by the editorial board members of the journal.
The Editor in Chief is the final authority in the decision-
making process for all submissions.

An approval of research protocols by the Ethics
Committee in accordance with international agreements
(World Medical Association Declaration of Helsinki
“Ethical Principles for Medical Research Involving
Human Subjects,” amended in October 2013, www.
wma.net) is required for experimental, clinical, and drug
studies and for some case reports. If required, ethics
committee reports or an equivalent official document
will be requested from the author(s). For manuscripts
concerning experimental research on humans, a
statement should be included that shows that written
informed consent of patients and volunteers was
obtained following a detailed explanation of the
procedures that they may undergo. For studies carried
out on animals, the measures taken to prevent pain and
suffering of the animals should be stated clearly.
Information on patient consent, the name of the ethics
committee, and the ethics committee approval number
should also be stated in the Materials and Methods
section of the manuscript. It is the author(s)’
responsibility to carefully protect the patients’
anonymity. For photographs that may reveal the identity
of the patients, signed releases of the patient or of their
legal representative should be enclosed.

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

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

Each individual listed as an author should fulfill the
authorship criteria recommended by the International
Committee of Medical Journal Editors

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

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

2. Drafting the work or revising it critically for
important intellectual content; AND
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3. Final approval of the version to be published; AND

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

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

All those designated as authors should meet all four
criteria for authorship, and all who meet the four criteria
should be identified as authors. Those who do not meet
all four criteria should be acknowledged in the title page
of the manuscript.

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

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

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

Copyright Notice

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

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

Manuscript Preparation

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

Manuscripts can only be submitted through the journal’s
online manuscript submission and evaluation system,
available at https://dergipark.org.tr/tr/pub/sabiad
Manuscripts submitted via any other medium will not
be evaluated.

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

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

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

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

« Name(s), affiliations, highest academic degree(s) and
ORCID ID(s) of the author(s),

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

« Name, address, telephone (including the mobile phone
number) and fax numbers, and email address of the
corresponding author,

« Acknowledgment of the individuals who contributed
to the preparation of the manuscript but who do not
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fulfil the authorship criteria.

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

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

Manuscript Types

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

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

Units should be prepared in accordance with the

International System of Units (SI).

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

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

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

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

Table 1: Limitations for each manuscript type

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

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

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

Figures and Figure Legends

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

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

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

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

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

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

Revisions

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

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