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Anti-Tiimér immiin Yanita Atipik Duktal Karsinom, invaziv Meme Kanseri ve
Normal Meme Dokusundan Elde Edilmis Fibroblastlarin Etkisi

Betiil Gok Yavuz', Giircan Ginaydin!, Kemal Kosemehmetoglu®>, Derya Karakog’, Figen
Ozgur®, Dicle Gii¢!
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GIRIS: Atipik duktal hiperplazi (ADH) meme kanser gelisimde onciil bir lezyon olarak
duslintlmektedir. Fibroblastlar stromada bulunan en dnemli hiicrelerden biridir ve timor
mikrocevresinde aktive olarak kanserle iliskili fibroblastlara (KiF) dénustrler. KiF’ler timor
baslamasi ve gelisiminde aktif rol oynayan hiicrelerdir. Bunun yaninda, tiimore karsi immidin
cevaplari baskilayarak veya immiin baskilayici hicrelerin goclinii destekleyerek timor
mikrogevresini sekillendirir. Normal dokunun neoplastik dokuya ilerleme sirecine, aktive
miyofibroblastlarin da iginde bulundugu stromanin 6nemli bir katkisi vardir.
YONTEMLER: Calismada rediiksiyon mamoplasti ameliyati ile elde edilmis normal meme
dokusundan eksplant kiltiir yontemiyle normal fibroblastlar izole edilmis ve primer kiltirleri
yapitmistir. Meme kanseri tanisi alan hastalardan mastektomi ameliyati ile elde edilmis
kanserli meme dokusundan yine eksplant kdltir yoéntemiyle fibroblastlar izole edilmis ve
primer kilturleri yapilmistir. Bu fibroblastlar imminsitokimya yodntemi ile karakterize
edilmistir. Saglikh gonilli bireylerden alinan kan 6rneklerinden CD4+ periferik T hicreler
izole edilmistir. Ardindan T hicreler (negatif kontrol grubu hari¢) CD3/CD28 manyetik
boncuklarla aktive edilmistir. Aktive T hiicreler, KiF’lerden, ADH fibroblastlarindan ve normal
fibroblastlardan elde edilmis kosullu besiyeri (KB) ile 96 saat kiiltiir edilmistir. Kiltlir sonrasi
T hicre proliferasyonu akim sitometri yontemiyle belirlenmistir.

SONUCLAR: immiinsitokimyasal karakterizasyon sonucunda, ADH fibroblastlari, KiF'lere
benzer sekilde gligli vimentin ve a-SMA ekpresyonu gostermistir. Normal fibroblastlar, a-
SMA ekpresyonu gostermemistir. Bitln fibroblastlar sitokeratin (bir epitel hiicre belirteci)
acisindan negatif gorilmistir. KiF’lerin timére karsi immin yanitlari baskilamak igin
kullandigi mekanizmalardan biri T hiicre proliferasyon inhibisyonudur. Beklenildigi sekilde
KiF’ler, normal fibroblastlara gére T hiicre proliferasyonunu daha ¢ok baskilamistir. ilging
olarak, ADH fibroblastlari aktive fenotipte olmalarina ragmen normal fibroblastlara benzer
bir baskilama gostermistir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, atipik duktal hiperplazi, fibroblast, T hiicre
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Agir Kombine immiin Yetmezlikli Hastalarda, Hastaliga Neden Olan Genetik
Defektlerin Yeni Nesil Dizileme Yontemiyle Arastirilmasi
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Sanal’, Deniz Cagdas Ayvaz, ilhan Tezcan', Kaan Boztug’
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*Kog Universitesi, Tip Fakiiltesi, Saglik Bilimleri Enstitiisi, istanbul

Primer immiin yetmezlikler heterojen bir hastalik grubu olup, goreceli olarak daha hafif klinik
seyir gosteren ya da yasami tehdit edecek diizeyde agir tiirleri mevcuttur. Agir kombine
immin yetmezlikler ise primer immiin yetmezliklerin en agir formudur. Hastalar yasamin ilk
yilinda fatal bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlarla karsilasmaktadir. Erken tani bu
hastalar icin yasamsal 6nem tasimaktadir. Hastaligin tedavisinde en etkili kiratif yontem
hematopoietik kok hiicre naklidir ve genetik defektin bilinmesi tedavi sartlarinin belirlenmesi
acisindan 6nemlidir. Calismada hastalifa neden olan genetik defektlerin arastiriimasi ve
kullanilan yoéntemin etkin ve hizli bir sekilde primer immin yetmezliklerin tanisinda
kullanilabileceginin gosterilmesi amaglanmistir.

Calismaya agir kombine immiin yetmezlik tanisi almis fakat hastaliga neden olan genetik
defektin bilinmedigi 19 hasta ve aile bireyleri dahil edilmistir. Calismada kullanilan yontem
yeni nesil dizileme tabanl, primer immin yetmezliklere neden olabilecek 356 genin
hedeflendigi HaloPlex zenginlestirme sistemidir.

Calisma sonunda toplam kapsama (coverage) degerinin hedeflenmis genler icin %97.47-
%99.62 araliginda oldugu belirlenmistir. 19 hastanin 6'sinda (%33) hastaliga neden olan
genetik defektler saptanmistir. Bu mutasyonlar RAG1, JAK3 ve IL2RG genlerinde saptanmis
olup, 4 tanesi daha 6nce literatiirde gosterilmeyen, ilk defa tanimlanan mutasyonlardir.

Galisma sonunda elde edilen degerler kullanilan yéntemin primer immin yetmezlikli
hastalarin tanisinda etkin ve hizli bir sekilde uygulanabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: primer immiin yetmezlik, agir kombine immin yetmezlik, yeni nesil
dizileme
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Helicobacter-Aktive B Hiicrelerinin CD4" T Hiicreleri ile Fonksiyonel
Etkilesimine TGF-B’nin Etkisi

Guliz Tuba Barut, Asli Korkmaz, Sawsan Said, Ayca Sayi Yazgan

istanbul Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji-Genetik ve Biyoteknoloji Anabilim Dall,
istanbul

GIRIiS: Calismamiz, Helicobacter-aktive B hiicrelerinin, CD4* T hiicreleri {izerine etkisini
incelemeyi amaglamaktadir. Bu dogrultuda, Helicobacter-aktive B hiicreleri tarafindan
uretilen TGF-B'nin, CD4* T hicrelerinin polarizasyonundaki roline odaklaniimistir.
GEREC-YONTEM: C57BL/6 tipi farelerin dalaklarindan manyetik ayirm yéntemi ile B
hiicrelerinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Total B hicreleri, Helicobacter felis (H.felis)
sonikati ile uyarilp, hicrelerin IL-10 Ureten hiicrelere farklilagsmasi saglanmistir. Hucreler,
manyetik olarak IL-10* B ve IL-10" B hiicre alt gruplarina aynistirilmistir. Es zamanl olarak,
farelerin  dalagindan ve mezenterik lenf diglimlerinden elde edilen hicre
suspansiyonlarindan manyetik ayirim yontemiyle CD4* T hiicreleri ayristiriimistir. Elde edilen
CD4* T hicreleri, Helicobacter-aktive IL-10* B hlicre grubu ve Helicobacter-aktive IL-10~ B
hiicre grubu ile 24 saat sliresince, anti-TGF-B antikoru varliginda ve yoklugunda ko-kdiltirde
tutulmustur. CD4* T hdicrelerinin Urettikleri IL-10 ve IL-17 seviyeleri akan hicre olger
kullanilarak incelenmistir. Hicrelerin IL-17A ve RORyT gen ifadelerinin seviyesi gPCR
yontemiyle tayin edilmistir.

BULGULAR: Deneylerin sonuglari, T hicrelerinin Th17 hiicrelerine dénliismesinde rol oynayan
TGF-B’nin neredeyse hepsinin (~%99) ve IL-6’'nin biyilk bir kisminin (~%70) Helicobacter-
aktive IL-10" B hiicre grubu tarafindan Uretildigini gostermektedir. Helicobacter-aktive 1L-10*
B ve T hiicre ko-kultlrlyle karsilastirildiginda, Helicobacter-aktive IL-10" B hiicrelerle birlikte
tutulan T hicrelerinin yaklasik 5 kat daha fazla IL-17 urettigi, fakat IL-10 seviyelerinin
arasinda anlamh farkliliklar olmadigi tespit edilmistir. 24 saatlik Helicobacter-aktive 1L-10~ B
ve T hiicre ko-kiltliriinde, ortamdaki TGF-f’nin notralize edilmesi sonucunda, T hiicrelerinde,
Ozellikle IL-17 olmak Uzere, IL-10 seviyesinde belirgin bir azalma goézlemlenmistir.
SONUG: Gahsmalarimizin sonucunda, Helicobacter-aktive-B hiicreleri tarafindan tretilen TGF-
B’nin CD4* T hicrelerini IL-10 ve IL-17 Ureten T hicre gruplarina farkhlagsmasinda etkili
oldugu 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: CD4" T hiicreleri, Helicobacter-aktive B hiicreleri, IL-10, IL-17, TGF-B
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BATF Ekspresyonunun Kronik Lenfositik Losemili Hastalarda Arastiriimasi
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AMAG: Basic leucine zipper protein (BATF), B ve T hiicrelerinin gelisim ve farklilasmasinda rol
oynar. Kronik lenfositik [6semi (KLL)’'de AID ekspresyonu, T folikiiler ve Th17 hiicre sayi ve
fonksiyon artigi gézlenmesine ragmen bu i¢ mekanizmayi kontrol eden BATF'nin roli
bilinmemektedir. Calismamizda KLL'li olgularda BATF ekspresyonu ve farkh hicre
gruplarindaki degisiklikler ilk kez arastiriimistir.

YONTEM: KLL tanisi almis 37 hasta ve 16 saglkli bireyden elde edilen heparinli kan érnekleri
anti-CD5, anti-BATF, anti-CD19, anti-CXCR5, anti-CD3 ve anti-CD4 antikorlari kullanilarak
akan hiicre olger yontemi ile analiz edilmistir. Gonillilerden alinan periferik kan
orneklerinden total RNA izolasyonu sonrasi ters transkriptaz enzimi (Fermantes) ile cDNA
sentez edilmistir. Hedef (BATF) ve referans gene (HPRT1) ait primer ve problar kullanilarak
Light Cycler 480 cihazi (Roche) ile QRT-RCR yapilmistir. Elde edilen veriler 2-AACT metodu ile
degerlendirilmigtir.

BULGULAR: Saglikh bireylerle karsilastirildiginda BATF mRNA ekspresyonu KLL'li olgularda
yuksek saptanmistir (p= 0.05). mRNA ekspresyonuna paralel olarak akan hiicre olcer ile
yapilan analizlerde hem BATF hem de CD19+BATF+ ekspresyonu KLL'li olgularda yuksek
bulunmustur (sirasiyla, p= 0.0013 ve p< 0.0001). CD19+ B lenfositlerinde BATF ve
CD19+BATF+ ekspresyon orani KLL’li olgularda anlamli derecede artis gostermistir (sirasiyla,
p= 0.0001 ve p< 0.0001). Ayrica KLL olgularinda CD3+ T hiicrelerinde BATF ve CD4+BATF+
ekspresyonunda artis saptanmistir (sirasiyla, p= 0.0032 ve p= 0.0154).

SONUG: BATFin mRNA ve hiicre ici protein dizeylerinin KLL'li olgularin lenfosit alt
gruplarinda farkhlik gostedigi ilk defa bu calismada gosterilmistir. Elde edilen bulgular B ve T
lenfositleri Uzerindeki mevcut etkisi goz 6nline alindiginda, BATF'nin KLL patogenezinde
anahtar rol oynayabilecegini ve o©Onemli bir biyobelirteg adayr olabilecegini
dislindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: KLL, BATF, T folikiler hiicre



OP-019

c-Myc inhibisyonu Hematopoetik Kok ,Hiicre Cogalmasini Tetiklemektedir
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Hematopoetik kok hiicre (HKH) dormansi regilatorlerinin susturulmasi HKH’lerin sadece
hicre dongilerine katilmalarini saglamakla kalmaz ayni zamanda HKH’lerin ¢ogalmasini
saglamaktadir. ilgi cekici bir sekilde, c-myc geninin kemik iligindeki fonksiyon kaybi
beklenenin aksine hematopoetik kok hiicre ve progenitorlerinin in vivo’da 4-kata kadar
artmasina neden olmaktadir. Bu bulgular, c-myc’in gegici inhibisyonu hematopoetik kdk
hicre ve progenitorlerinin ex vivo’da c¢ogalabilmesine olanak saglayabilecegini
duslindirmektedir. Bu amacla, ¢calismamizda c-myc inhibitérii 10074-G5 ve daha dnce HKH
ekspansiyonunda etkin oldugu bilinen tauroursodeoxycholik asit (TUDCA), a-Tocopherol, L-
NIL ile beraber test edilmistir. Yedi giinlik muamele sonunda 10074-G5 LSKCD34low HKH
popllasyonunu yaklasik 2 kata kadar arttirmistir. Hiicre dongiislintin GO fazinda bulunan fare
hematopoetik kok hiicrelerin azalmasi, artan proliferasyona kanit niteliginde olmustur.
Ayrica, insan kordon kani hiicreleri c-myc inhibitérinin farkli dozlariyla muamele edilmistir.
c-myc inhibisyonu CD34+ ve CD133+ hematopoetik kdk hiicre ve progenitorlerini kontrole
gore 2 kat arttirmistir. Bunun disinda c-myc inhibisyonu kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinin proliferasyonunu baskilarken, adipoz-kdkenli mezenkimal kok hicrelerinin
proliferasyon kinetigini etkilememistir. Calismalarimizin sonucu gosteriyor ki c-myc
inhibitorld 10074-G5, a-Tocopherol ve L-NIL hematopoetik kék hiicre ve progenitorlerinin
cogalmasina Ozguldir. Bu bulgular, c-myc inhibisyonunun hematopoetik kok hicre ve
progenitorlerini cogaltmak ve transplantasyon verimini arttirmak icin kullanilabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: kemik iligi yetmezligi, gen terapi sonrasi kok hiicre ekpansiyonu, c-myc
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S1P1 Agonisti SEW2871’in insan Th17 Hiicresi Gelisim ve Fonksiyonlarini
Dogrudan ve Dolayh Etkilemektedir

Ahmet Eken, Fatma Zehra Okus, Mehmet Fatih Yetkin, Mustafa Cakir, Aykut Ozdarendeli,
Hamiyet Dénmez Altuntas, Meral Mirza, Halit Canatan

Erciyes Universitesi, Kayseri

S1P1, lenfositler tarafindan ifade edilen G-protein bagimh bir reseptor olup lenfositlerin
sekonder lenfoid organlardan cikisini (egress) dizenlemektedir. Fingolimod, S1P1 de dahil
dort farkh S1P reseptoriine baglanan bir agonist olup Multiple skleroz tedavisinde
kullanilmaktadir; ancak hem S1P1 hem de agonistlerinin egress’den bagimsiz bicimde Th17
hiicrelerinin gelisim ve fonksiyonlarina etkisi yeterince bilinmemektedir. Biz bu ¢alismada, ex
vivo ortamda naive yada memory CD4+ T hiicrelerinden antijen sunucu hiicreler varliginda
ve yoklugunda gelistirilen Th17 hiicrelerinin fingolimoddan daha spesifik bir S1P1 agonisti
olan SEW2871 muamelesine tepkisini karakterize ettik. Bu baglamda SEW2871 ortaminda
gelisen ve mature edilen dendritik hiicreler daha az IL-6, IL-1beta ve IL-23 Urettiler.Yaptigimiz
Th17 farlilagtirmasi deneylerinde de SEW2871, hem hiicre igi sitokin boyamasi hem de ELISA
yonetmiyle 6lculdigiinde Th17 olusma verimini azaltici bir etki gésterdi. Ote yandan
SEW2871 varliginda, Kit225 hiicreleri veya primer T hiicrelerinde STAT3 fosforilasyonunda
bir farkhilik gézlenmedi. Bu ¢alisma daha 6nce IL-17 Cre S1P1flox farelerin lendigimleri de
dahil bir¢ok dokusunda goézlemledigimiz Th17 hiicrelerindeki azalmayi ve dolayisiyla S1P1
reseptorinin ve diger agonistlerin Th17 biyoljisine etkilerinin anlalagilmasina yardimci
olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Th17, S1P1, SEW2871
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NLRP11’ in Edinsel Bagisiklik Yanitinin Olusumundaki Rolii

irem Ozel, llgin Akkaya, Didem inan, Ceren Ciraci
istanbul Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, istanbul

Mikrobiyal ve steril enfeksiyona karsi tam bir immin yanit olusabilmesi igin ilk kosul, bu
durumlarin algilanmasidir. Motif tanima reseptorleri (PRR) hiicrede, bu molekiiler motifleri
tanirlar. insanda 22 Uyesi olan Nod-benzeri reseptér (NLR) ailesi sitozolde bulunan
PRR’lerdir. Bu motiflerin NLR’ler tarafindan taninmasiyla, immin yaniti olusturan hiicre igi
sinyal iletimi baslar. NLR proteinleri, ASC ve Kaspaz-1 molekdlleri ile inflamazom kompleksi
denilen c¢oklu protein platformlarini olustururlar. Bu ailenin inflamazom kompleksi
olusturdugu bilinen UGyeleri NLRP3, NLRC4, NLRP1 ve AIM-2’dir. NLR proteinlerinin
aktiflegebilmeleri igin 2 sinyal gerekmektedir. Bu sinyallerden 1.si hicre membraninda
bulunan PRR’lere baglanirken, 2.si NLR proteinine 6zeldir. ikinci ligandi bilinen NLR'ler ise
NLRC4 (flagellin), NLRP3 (ATP, silika), AIM-2(ds-DNA), NLRP1 (MDP) dir. Bu ¢alismada, sadece
insanda bulunan, NLR ailenin bir Gyesi olan NLRP11’in ¢alisma mekanizmalarinin anlasiimasi
hedeflenmistir. NLRP11’in RNA ve protein ifadeleri, hangi ligandlar tarafindan indiklendigi
ve inflamazom kompleksi olusturup olusturmadigl bilinmemektedir. Bu amag igin farkli
ligandlar ile stimile edilen insan Burkitt Lymphoma hiicre hatti Daudi hicreleri kullaniimistir.
Buna istinaden, Daudi hicreleri LPS (lipopolisakkarit), komponent 1, PMA/lonomycin, CD40L
ile uyarilmis ve NLRP11’'in RNA ve protein seviyeleri tespit edilmistir. Daudi hicrelerini
stimulasyonda kullanilan uyaricilar ile inflamazom Uzerinden aktive edilen IL-1B ve IL-18
uretimi ELISA ile 6l¢llmus ve bu sitokinlerin hiicre disina salgilanmadigi tespit edilmistir.
Ancak komponent-1 ile uyarilan Daudi hiicrelerinde NLRP11’in hem RNA, hem de protein
seviyesinde tutarli bir artis gosterdigi gozlenmistir. Bugline kadar yapilan c¢alismalarda
NLRP11’'in DNA seviyesindeki varyasyonlari rapor edilmis olup, protein seviyesindeki
reglilasyonunda bilgi bosluklari bulunmaktadir. Bu projede, NLRP11’'in RNA ve protein
seviyesinde komponent-1 ile arttigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: dogal bagisiklik, edinsel bagisiklik, NLRP ailesi, NLRP11, inflamazom
kompleksi, Daudi
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Genom Mihendisligi ile Interlokin 7 Reseptor Genini Kontrol Eden
Transkripsiyon Faktorii Baglanma Bolgelerinin Mutasyonu
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I17r geninin kodladigl reseptor (IL7R almaci) proteini, bagisikhk sistemi hiicrelerinde ifade
edilerek bu hicrelerin hayatta kalmasi igin gerekli olan IL7 sitokini tarafindan
sinyallenmelerine neden olur. IL7R sinyal yolagindaki mutasyonlar primer imiin yetmezliklere
neden olmaktadir. Bu proteini kodlayan gendeki polimorfizmler, multipl skleroz (MS) ve T-
|6semi (T-ALL) gibi hastaliklar ile yakindan baglantilidir. Bu bulgular IL7R sinyalinin saglik igin
Onemini vurgular. IL7R geninin T lenfositlerdeki transkripsiyon mekanizmasini arastirdik.
Amacimiz, IL7R geninin transkripsiyon kontrol bdlgelerine baglanan transkripsiyon
faktorlerini detayl galismaktir. CRISPR/Cas9 genom mihendisligi teknigi ile IL7R gen kontol
bolgesindeki NF-kB, Gfil ve RORgammaT transkripsiyon faktori baglanma bdlgelerini
hedefleyerek mutasyonlar yarattik. Bu mutasyonlarin IL7R gen ifadesi Gzerindeki etkilerini
belirledik. IL7R kontrol bolgelerine baglananan transkripsiyon faktorlerininin vivo DNA
baglanma o0zelliklerini kromatin immiin ¢okeltme (ChIP) teknigi ile belirlemekteyiz. Bu
¢alismalar ile lenfosit hicrelerinin hayatta kalimlarini etkileyen 6nemli transkripsiyon
faktorlerinin belirlenmesini amagliyoruz.

Bu proje 1135811 numarali TUBITAK projesi tarafindan desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: interlokin-7 reseptori, genom muhendisligi, T-lenfosit, CRISPR/Cas9
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NLRP13 Proteininin Dogal Bagisikhk Aktivasyonundaki Etkilerinin
Karakterizasyonu

Acelya Yilmazer, Mustafa Yalcinkaya, Nesrin Ozoren

Bogazici Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&limii, istanbul

Patojenler biyolojik bariyerleri asip insan viicuduna girmeyi basardiginda, ilk olarak dogustan
gelen bagisiklik sistemine ait hiicreler tarafindan tespit edilirler.Bu hiicreler kalip tanima
reseptorleri (PRR) araciligiyla patojen ve tehlike iligkili molekiler kaliplari (PAMP ve DAMP)
taniyarak patojenleri algilarlar.NOD benzeri alicilar (NLR) yangi ve apoptozu diizenleyen
sitoplazmik PRR ailesinin Gyeleridir.NLR proteinleri, amino uctaki protein etkilesim bdlgesi,
orta kisimda yer alan oligomerizasyon bolgesi ve karboksil ugtaki I6since zengin tekrarli bolge
ile karakterize edilirler.

NLRP13, PYRIN bodlgesi iceren bir NLR ailesi Uyesidir ve enflamasyon veya apoptozdaki
gorevleri bilinmemektedir.Bu ¢alismada, NLRP13’Un enflamazom aktivitesi ve bagisikhk
dizenleyici mekanizmalarindaki goérevlerini anlamak igin, ilk olarak NLRP13 protein
seviyelerinin hangi DAMP ve PAMP ile baglantili oldugunu ve hangi enflamasyon yapici
sitokin salinim seviyelerini arttirdiginin bulunmasi hedeflenmistir.Bu hedef dogrultusunda
yapilan deneylerde,NLRP13 ifadesinin LPS ile uyarilmasi sonucu distigi ve ATP’nin NLRP13
enflamazomunun potansiyel ikinci sinyali olabilecegi gosterilmistir.Strekli olarak NLRP13
proteinini ifade eden THP-1 monositleri LPS ve ATP ile uyarildiginda TNF-a salinim seviyesinin
kontrol hiicrelerine gore arttigl ELISA yontemiyle tespit edilmistir.P.areoginosa enfeksiyonu
sonucunda NLRP13 proteinini sirekli olarak ifade eden THP-1 monositlerinin kontrol
hiicrelerine gére daha ¢ok M-CSF salgiladigi gosterilmistir.

Litaratirde TNF-a’nin TNF reseptorit ve LPS’in TLR-4 reseptori araciligiyla NF-kB aktivasyonu
sagladigi ve M-CSF'in monositlerin  makrafoja donismesinde 6nemli rol aldig
raporlanmistir.Ayrica NF-kB aktivasyonunun makrofaj donisiimii esnasinda apoptotik hiicre
O0limiini inhibe ettigi litaratlrde gosterilmistir.Bu bilgiler 1s1ginda,NLRP13’lin LPS ve ATP ile
uyartip TNF-a salinimini arttirmasi ve P.areoginosa enfeksiyonu sonrasi M-CSF salinimini
tetiklemesi nedeniyle, NLRP13’iin NF-kB yolagini etkileyerek makrofaj donlisimi Uzerinde
etkili olabilecegini dislinmekteyiz.Bu hipotez dogrultusunda,NLRP13’iin NF-kB aktivasyonu
uzerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla ¢alismalarimiza devam etmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: NLRP-13, makrofaj, NF-Kb
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PD-L2 Ko-inhibitor Molekiiliinii ifade Eden Monositik Losemi Hiicrelerinin
Yardimci T Hiicre Aktivasyonuna Etkisi

Ece Tavukcuoglu, Glines Esendagli

Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali, Ankara

PD-1 reseptori ve ligandlari (PD-L1 ve PD-L2), T lenfosit yanitini inhibe eder ve/veya
dizenler. Miyeloid I6semi hicreleri hem ko-aktivatér hem de ko-inhibitor molekilleri es
zamanli olarak hiicre yizeyinde ifade eder. PD-L1’in kanserde immiin diizenlenme (izerine
etkisi daha net olarak bilinirken, PD-L2’nin miyeloid I6semilerdeki fonksiyonu hakkindaki
bilgiler sinirlidir.

Monositik [6semi hilicre hatti THP-1 kullanilarak protein kinaz C aktivatéri ve IFN-y
ajanlarinin etkisi altinda PD-1 ligandlarinin ve diger tiim B7 ailesi kostimiilatér molekullerinin
ekspresyonu modiile edildi. Kontrol olarak, saglkli dondrlerden izole edilmis monositler
saflastirildi ve IFN-y etkisi altinda farklilasmasi uyarilarak kullanildi. Bu hiicreler CD4+ T
lenfositler ile kokultiir edildi. PD-L1 ve/veya PD-L2 molekdlleri bloklanarak fonksiyonel
analizler gergeklestirildi. PD-L1, PD-L2 veya CD86 genleri farkli kombinasyonlarda aktarilan
HEK293T hiicreleri ile de monositler varliginda ve yoklugunda fonksiyonel analizler
gerceklestirildi. Deneylerde hiicre kilttrid, MACS, FACS, cok renkli akim sitometri, ELISA,
immiunsitokimya, transfeksiyon ve CFSE proliferasyon analizleri gerceklestirildi.

IFN-y uyarimi altinda kalan miyeloid hiicrelerde PD-L1’'in yanisira PD-L2 ekspresyonunun
arttigl ve bu sayede CD4+ T hiicreleri uyaricliliklarinin belirgin diizeyde azaldigi bulundu. Bu
durumun sadece miyeloid I6semi hicrelerinde degil kanda bulunan monositlerde de bir
frenleme mekanizmasi olarak islev gérdigi saptandi. PD-1 inhibitér yolaginin ancak yeterli
dizeyde kostimilatoér uyaran altinda fonksiyon gorebildigi belirlendi. Treg donisimi veya T
hiicre yorulmasi izlenmedi. Diger taraftan, PD-L2'nin tek basina inhibe edilmesi de 6enmli
Olgide immin aktivasyon sagladi. PD-L1 ve PD-L2’nin es zamanl varligi ise en ylksek
dizeyde inhibisyonun elde edilmesi icin elzem oldugu goralda.

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: ko-stimiilasyon, monosit, T hiicre aktivasyonu
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Kalitsal insan CD55 Eksikligi Hastaligi Modelinde T Hiicre Es-uyarimi ve CD55
Sinyalizasyonu

Ahmet Ozen, ismail Ogiiliir, Ayca Kiykim, Safa Baris, Elif Karakog Aydiner
Marmara Universitesi, Pediatrik Allerji-immiinoloji Bilim Dall, istanbul

GIRIS: CD55 (Decay-accelarating-factor) esas olarak kompleman aktivasyonunu diizenlemede
rol oynayan bir protein olup, ayni zamanda T hiicre ylizeyinde es-uyaran molekil olarak
gorev almaktadir. Yakin zamanda grubumuz gekinik kalitim 6zelligi gosteren CD55 eksikligine
bagl yeni bir hastalik tanimlamistir (CHAPLE-CD55 deficiency with hyperactivation of
complement, angiopathic thrombosis, protein losing enteropathy). Bu hastalarda barsak
inflamasyonu klinik fenotipin 6nemli kismini olusturmaktadir. Calismamizda CHAPLE
hastalarinda CD55 aracili sinyalizasyon kaybinin CD4+T hicrelerin aktivasyon ve sitokin
uretimini nasil etkiledigi arastiriimistir.

METOD: Periferik kan mononikleer hiicrelerden CD4+T hiicreler ayristirilmis ve anti-CD3,
anti-CD28, anti-CD55 ve rCD97(CD55’in dogal ligandi) ile farkli doz ve kosullarda uyarilmis ve
aktivasyon belirtegleri, proliferasyon ve sitokin tretimi olgtilmustir. Ayrica kiiglik interferans
RNA yontemi ile saglikh dondrlerden elde edilen CD4+T hiicrelerde CD55 ifadesi susturularak
aktivasyon ve sitokin yanitlari degerlendirilmistir.

BULGULAR: Anti-CD3 antikoru ile birlikte anti-CD55, saglikl kontrollerin periferik kan CD4+T
hiicrelerinde CD69 aktivasyon belirteg ifadesini artirirken, CHAPLE hastalarinin T hicreleri bu
es-uyarima vyanit vermemistir. Ek olarak, saglkli kontrol T hicrelerinin, anti-CD55
monoklonal antikoru ya da rCD97 ile es-uyarimi sonrasi anti-CD3 tek uyarimina goére
proliferasyonlarinin arttigi ve bu etkinin anti-CD3+CD28 ile birlikte daha da kuvvetlendigi
belirlenmistir. Ancak CHAPLE hastalarinda ise anti-CD3 ya da anti-CD3+CD28 uyarimlari ile
birlikte anti-CD55 ya da rCD97 es-uyarimlarina bagh sinyalizasyonun kayboldugu
gorulmastir. Sitokin yanit profili incelendiginde, saglikli CD4+T hicrelerinin anti-CD55 ile es-
uyarimina bagh olarak IL-10 sitokin Uretiminin arttigi gérilmesine ragmen, hastalarda IL-10
Uretiminin bozuk oldugu saptanmistir. CD55 gen susturma deneyleri ile hastalardakine
benzer sonug elde edilmistir.

SONUG: Bulgularimiz CHAPLE hastalarinda goézlenen barsak inflamasyonunun CD55 es-
uyarimi kaybina baglh IL-10’un yetersiz Gretimiyle iligkili oldugunu distindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: CD55, CHAPLE hastaligl, es-uyarim, IL-10
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coBTK Lentiviral Vektorii Uygulanan XLA Hasta Kok Hiicreleri ile NOD/SCID
Farelerde B-hiicre Gelisiminin Diizeltilmesi On Sonuglar

Yuk Yin Ngl, Ozden Hatirnaz Ngz, Sinem F|rt|naz, Suzan Adin Clnar3, H. Haluk Akar4, Tirkan
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X'e baglh agamaglobulinemi (XLA), insanda en sik gdzlenen primer immiin yetmezliktir ve
Bruton’un tirozin kinaz (BTK) geni mutasyonlari sonucu gelismektedir. XLA, B-hiicre
gelisiminin pre-B evresinde durmasi nedeniyle ortaya ¢ikan immiinoglobin eksikligi ve
tekrarlayan bakteri enfeksiyonlari ile karakterizedir. XLA hastaligi glinimizde damar igi
imminoglobin tedavisi, enfeksiyonlara karsi antibiyotik kullanimi ile tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Ancak her iki secenek de semptomatiktir ve tedavi saglamaz. Bu nedenle XLA,
hematopoietik kok hiicre (HKH) tabanli gen terapi ¢alismalari igin ideal bir adaydir. Bir dnceki
calismamizda Btk-/- (knock-out) farelerde gen terapi ile diizeltilmis HKH’lerin XLA hastahgini
tedavi edebildigini gostermistik. Bu calismada ise BTK mutasyonu bilinen iki XLA hastasindan
elde edilmis HKH’ler in vitro ortamda gen terapi uygulanarak insan hematopoezini kolaylikla
izleyebilecegimiz NOD/SCID farelere aktariimis ve B-hicre gelisimleri incelenmistir.
Hastalardan izole edilen CD34+ hiicreler kodon optimize BTK geni tasiyan viral vektorler ile
muamele edilerek, NOD/SCID farelere kuyruktan enjekte edilmistir. Otuzuncu giince periferik
kan ornekleri incelendiginde gen terapi uygulanmis hiicrelerin verildigi farelerde CD19 pozitif
hiicreler gozlenirken kontrol faresinde gézlenmemistir. Otuz besinci glinde fareler sakrifiye
edilerek kemik iligi, periferik kan ve dalak dokulari insan CD19, CD3 ve CD14 hiicre varliklari
acgisindan incelenmistir. Beklenildigi (izere gen terapi farelerin periferik kaninda CD19 ve CD3
pozitif insan hicreleri gozlenmistir. Kemik iliginde ise sadece CD19 pozitif insan hicreleri
tespit edilmis ancak T-hiicreleri gézlenmemistir. izlem siiresinin kisa olmasi sebebiyle
myeloid hiicreler gézlenmemistir. Bu sonuglar Turkiye’de gergeklestirilen ilk vektor tabanli
gen terapi ¢alismalarinin 6n sonuclaridir ve sekonder transplantasyonlar ile uzun siireli izlem
icin yeni bir calisma planlanmaktadir. Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje
No0:1115476)

Anahtar Kelimeler: XLA, gen Terapi, B-hiicre, NOD/SCID
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NK Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 Sistemi Kullanilarak Antiviral Sinyal Yolaklarinin
Belirlenmesi

Didem Ozkazanc', Ece Canan Sayitoglu?, Batu Erman’?, Adil Doganay Duru?, Tolga Sutli*?

"Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakdiltesi, Sabanci Universitesi, istanbul
’NSU Cell Therapy Institute, Nova Southeastern University, Fort Lauderdale, FL, USA
3Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi, istanbul

Dogal olduricu hicreler (NK) timor hicrelerini ve virisle enfekte hiicreleri tarayarak yok
edebilen dogal bagisiklik sistemi Uyeleridir. Genetigi degistirilmis NK hucrelerinin kanser
immunoterapisinde kullanimi imit vadeden bir yaklagim olmasina ragmen genetik degisiklik
metodlari henlz ideal kosullara ulasmamistir.

Genetik degisiklikler lentiviral vektorler araciligiyla saglanabilir ancak NK hicrelerinin
lentiviral gen aktarim yontemlerine direng gosterdikleri bilinmektedir. Bu direnci zayiflatmak
icin virs karsiti savunma sinyallerini hedefleyen kiiglik molekdl inhibitérleri, 6rnegin BX795,
kullanilmaktadir. BX795’in Toll-benzeri ve RIG-I benzeri almaglarin sinyal yolaklarinin
asagisindaki TBK1/IKKepsilon ciftini hedef alarak lentiviral gen aktarim verimini arttirdig
onceki galismalarda gosterilmistir. Bu ¢alismada NK hiicrelerinin virlise karsi olusturduklar
direncin tetikledigi sinyal yolaklarinin aydinlatilabilmesi i¢in 20 aday gen CRISPR/Cas9 sistemi
kullanilarak NK-92 hiicre hattinda mutasyona ugratiimistir.

Yeni NK-92 hiicre hatlari elde etmek icin belirlenen 20 gen (TBK1, MAVS, SYK, LCK, TAK1,
IRF3, IRF7, IRF9, TLR3, TLR7, JNK, STING, p38, TRIM5a, TRIM25, TRIM28, RIG-I, MDAS,
PIK3CA) hedef CRISPR dizilerini igeren lentiviral vektorler ile enfekte edildi. Mutant NK-92
hiicre hatlari ve vahsitip NK-92 hiicreleri GFP tasiyan lentiviral vektérlerle BX795 varliginda
ve yoklugunda enfekte edilerek gen aktarimi verimliligi tespit edildi.

Bulgularimiz virtsln cift-sarmal RNA bazli sinyallerinin NK-92 hiicrelerinde RIG-I ve TRIM25
uzerinden algilanmasinin lentiviral gen aktarimina karsi direngte 6nemli roller oynadiklarini
gostermektedir. Buna gore lentiviral gen aktariminin NK hiicrelerinde ¢esitli kalip tanima
reseptorleri tarafindan dogustan gelen bagisiklik sistemini uyardigi séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sntiviral sinyal yolaklari, CRISPR/Cas9, Immiinoterapi, lentiviral gen
aktarimi, NK hiicresi
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Kommensal Bakteri Kokenli Membran Vezikiillerinin immiin Diizenleyici
Etkileri
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Bu c¢alismada, mikrobiyotanin immiin sistem Uzerindeki diizenleyici etkisini g6z 6ninde
bulundurarak  kommensal  kdkenli  bakterilerin  Urettigi  hlicre-disi  vezikillerin
immuinomodulator 6zelliklerini belirlemeyi amagladik.

Cesitli in vivo calismalar yapilarak membran keseciklerinin immiin yanit Gzerindeki etkisi
arastinildi. Kommensal MV’lerin in vivo biyodagilimlarini belirlemek igin CFSE isaretli MV’ler
farelere intraperitoneal olarak enjekte edildi ve enjeksiyondan 4 ve 24 saat sonra dalak, lenf
noduli, kemik iligi ve peritoneal kavite hiicrelerindeki miktarlari tayin edildi. Bu sonuglarin
1siginda, MV’lerle etkilesen peritondaki hicrelerin ¢ogunlugunun Ly-6G ifade ettikleri
gozlendi. Bu sonug, MV’lerin myeloid kdkenli baskilayici hiicreler lzerinde etkisi oldugunu
disindirmektedir. MV’lerle etkilesen hiicreleri daha ayrintili incelemek igin kemik iliginden
elde edilen hiicreler makrofaja dontstilirlildi ve sonrasinda membran kesecikleri ile
uyarilarak keseciklerin M1/M2 tipi makrofaj hicrelerine farklilastirma potansiyelleri
arastinildi. Sonuglar, MV’lerle etkilesen makrofajlarin M2 makrofaj isaretgisi argl’i kontrol
grubuna oranla daha yuksek ifade ettiklerini, M1 makrofaj isaretgisi nos2’yi disik oranda
ifade ettiklerini gdstermistir. Bu sonuglar MV’lerin M2 tipi makrofajlarin gelismesine yol
actigini dustindirmektedir. Kemik iligi hiicrelerinin MV’lerle inkiibe edildiginde ise Ly-6G ve
PD-L1 ifade eden granilositik myeloid seri baskilayici hiicre farklilasmasina yol agtiklari
belirlendi. Elde edilen sonuclar i1s1ginda, insan kommensal kékenli membran keseciklerinin
glicli immiin dizenleyici etkilere sahip olduklari ve yeni tip anti-enflamatuar ajanlar olarak
terapiye yonelik potansiyel uygulamalarinin olabilecegi dlistinilmustdr.

Anahtar Kelimeler: immiin Diizenleyici, kommensal bakteri, membran vezikiiller
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Kanda Bulunan LL37 Peptidi Hiicre Disi Keseciklere Baglanip Bagisiklik
Hiicrelerini Etkinlestirerek Behget Hastaliginin Siddetini Artirir

Muzaffer Yildirim, Gézde Giigliler, Ozlem Bulut, Tamer Kahraman, ihsan Giirsel

Bilkent Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B6liimii, THORLAB-Terapétik
Oligontkleotid Arastirma Laboratuvari, Bilkent, 06800, Ankara

Behcet hastaligi(BD) etiyolojisi bilinmeyen kompleks ve c¢ok organ tutulumlu kronik
otoimmin /otoenflamatuvar bir durumdur. Genetik ge¢mis ve cevresel faktorler hastalk
patogenezinde 6nemli katkida bulunan etkenler olarak distinilmektedir. BD patogenezi ¢ok
ylksek seyreden immin aktivasyonla karakterizedir. Ancak, Aktif BD durumuna yol acan
hicresel ve molekliler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Bu baglamda,
plazmaferezin hizli ve kisa sireli remisyona neden oldugu gosterilmistir. Bu bulgu plazma ile
iliskili tanimlanamayan bir faktoriin alevlenmelerin tetikleyicisi olabilecegini 6nermektedir.
Bu ¢alismada, hastalik aktivitesine ve siddetine katkida bulunan plazma ile ilgili dolagimdaki
faktoriin hicre disi keseciklerin (EV) olabilecegini ©neriyoruz.Hiicre disi vezikiiller
hiicrelerden salinan dogal nano keseciklerdir (~30nm-1um) ve hiicre disi vezikillerin hiicreler
arasl iletisimde 6nemli rollerinin oldugu dislintilmektedir. Ayrica, son g¢alismalar plazma EV
seviyelerinin hastalik boyutu ve siddetine bagh degisim gosterdigini ileri sirmektedir.

Biz bu galismamizda, bir cathelisidin Gyesi olan LL37 anti-mikrobiyal peptidinin, plazma
EV’lerine baglanarak EV’leri bagisiklik hiicrelerine yénlendirdigini, boylelikle BD patolojisini
agirlastiran immiin aktivasyona katki sagladigini gosteriyoruz. Ozellikle, hastalik aktivitesi
plazmadaki LL37 ve EV konsantrasyonlarinin ve IL6 gibi patolojiye katki saglayan sitokin
dizeyleriyle yuksek korelasyon gostermistir (R2=0,945). Aktif BD hastasindan izole edilen
EV'lerle saghkli donorlerin PBMC'lerinin uyarilmasi, saglikh ve inaktif BD EV'lerine kiyasla
daha yiiksek miktarda IL1B, IFNa, IL6 ve IP10 sekresyonuna yol agmigtir.Saghkli plazma EV'leri
LL37 ile kanistirildiginda, BD EV'lerinin patolojisine benzer 6zellik kazanarak giigli bir immin
aktivasyona neden olmustur.Bu ¢alismanin bulgulari, Aktif BD hastalarinin sagaltimina
yonelik yeni klinik yaklagimlar gelistiriimesine 6nayak olacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Disi Kesecikler (EV), Behget Hastalig, otoimmunite, immin
aktivasyon, LL37, sitokin
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B Lenfositleri FoxP3 Transkripsiyon Faktoriinden Bagimsiz Olarak CD4+ T
Hiicre Yanitina Negatif Etkide Bulunmaktadir

Deniz Durali
istanbul Medipol Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul

Salgiladiklari sitokinlere gore islevsel farkli alt-gruplara (Bel, Be2 gibi) ayrilabilen B
hiicrelerinin immiin yaniti baskilayici sitokinler sentezleyip Treg-benzeri islevler
gosterebildigi tespit edilmistir. Treg hicre farklilasmasinda ve islevlerinde belirleyici bir
faktor olan FoxP3’lin, Breg hiicrelerinde rolii tam anlasilamamistir. Calismada, B hiicrelerinde
FoxP3’lin ekspresyonunun ve etkisinin incelenmesi amaglanmigtir. Elde edilen 6n sonuglar
sunulmaktadir.

Calismamizda, in vitro kosullarda uyarilmis insan B hicrelerinin T-hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi gozlenmistir. PBMC’lerden cell sorting ile saflastirlan CD19+ B hiicrelerinde
bazal seviyede, CD4+ T hiicrelerine benzer sekilde, 6zellikle CD25- B hiicrelerinde, FoxP3
MRNA ekspresyonu bulunmustur. FACS analizlerinde uyarilmamis B ve T hiicrelerinde
kullanilan anti-FoxP3 antikor klonlarina gore farkh sonuclar elde edilmistir. Bazal seviyede
hFOXY klonunda CD19+ B hiicrelerinin %4’t, CD4+ T hiicrelerinin %1’i, PCH101 klonunda ise
CD19+ B hicrelerinin %1’i, CD4+ T hiucrelerinin %8’i FoxP3 pozitif bulunmustur. B
hicrelerinin anti-IgG+IgM uyarimi sonucunda hFOXY klonu ile gergeklestirilen analizlerde
hafif bir FoxP3 ekspresyon artisi gézlenmistir. Ancak, FACS sonuglarinda gozlenen geliskiler
yanlis pozitiflik olabilecegi stiiphesini olusturmustur. Benzer sonuglar fare B hiicrelerinde de
bulunmustur. FoxP3’lin B hiicre islevlerine etkisini anlamak i¢in FoxP3 mutasyonu tagiyan ve
Treg cevabi olmayan Scurfy fareleri kullanildi. Mutant farelerden elde edilen, uyarilmis B
hiicrelerinin T hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gdzlendi.

Elde edilen 6n sonuglar, gerek insan, gerek fare B hiicrelerinde bazal seviyede FoxP3 mRNA
ekspresyonu bulundugunu gostermistir. Ancak mutant fare sonuclari B hiicrelerinin
FoxP3’ten bagimsiz olarak T hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini disindirtmektedir. B
hiicrelerinde FoxP3 protein ekspresyonunun kesin olarak anlasiimasi icin antikordan
bagimsiz analiz yontemleri kullanilacaktir. Ayrica, hedefli FoxP3 mutasyonu ile FoxP3’iin B
hiicrelerindeki islevleri daha detayli incelenecektir.

Anahtar Kelimeler: B lenfosit, FoxP3, immiinregilasyon
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Meme Kanserinde, Normal Fibroblastlar ve Kanserle iliskili Fibroblastlarin
Monosit Farklilagsmasi ve Fenotipine Etkisi
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GIRIiS: Meme kanserinde makrofajlar timér dokusunun yaklasik %50’sini olusturmaktadir.
Kanserde tiimérle iliskili makrofaj (TiM) sayisi ile kot prognoz arasinda bir iligki
bulunmaktadir. TiM’ler M2 tip makrofaj benzeri hiicrelerdir. Pro-inflamatuvar ve kansere
karsi immin cevapta rol alan M1 tip makrofajlarin aksine M2 makrofajlar, immun baskilayici
hiicrelerdir. Timér gelisiminde fibroblastlar aktive olarak kanserle iliskili fibroblastlara (KiF)
dénusirler. KiF’lerin cesitli timérlerde, kanser ilerlemesinde aktif rol oynadigi bilinmektedir.
KiF’ler, immiin hiicrelerin timér alanina ¢agrilmasi ve fonksiyonlari tizerindeki diizenleyici
rolleri agisindan da dikkat cekmektedir. Bu ¢alismada, normal fibroblastlarin, kanserle iliskili
fibroblastlarin ve meme kanser hiicre hatti MDA-MB-231'in monosit farklilasmasi ve
polarizasyonu Uzerindeki etkileri arastirilmaktadir.

YONTEMLER: Calismada rediiksiyon mamoplasti ameliyati ile elde edilmis normal meme
dokusundan eksplant kiltiir yontemiyle normal fibroblastlar izole edilmis ve primer kiltirleri
yapitmistir. Meme kanseri tanisi alan hastalardan mastektomi ameliyati ile elde edilmis
kanserli meme dokusundan yine eksplant kdltiir yéntemiyle fibroblastlar izole edilmis ve
primer kultirleri yapilmistir. Daha sonra bu fibroblastlar immiinsitokimya yontemi ile
karakterize edilmistir. Saghkli gonulli bireylerden alinan kan 6rneklerinden monositler
ayristirilmis ve bu monositlerin bir bolimi 6nce M-CSF varliginda makrofaja farklilagtiriimis,
ardindan sirayla IFNy/LPS ve IL4 kullanilarak M1 ve M2 makrofaja polarize edilmistir. Geri
kalan monositler, normal fibroblastlardan, kanserle iliskili fibroblastlardan ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattindan elde edilmis kosullu mediumlar ile 7 gln kdltir edilmistir.
Ardindan monositlerin polarizasyonlari akim sitometri yontemiyle belirlenmistir.

SONUCLAR: immiinsitokimya sonucuna gore KiF’ler, normal fibroblastlarin aksine, aktivasyon
belirteci olan alfa-diiz kas aktini (a-SMA) agisindan pozitif boyanmistir. Meme kanseri
stromasinda elde edilen KiF’lerin; monositlerde, normal fibroblastlara gére M2 belirteclerini
(CD163, CD206) daha fazla indikledigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, kanserle iliskili fibroblast, monosit, makrofaj
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Akut Promyelositik Loésemi (AML-M3)’de NPM1 ve FLT3 Gen Mutasyonlarinin
Sikhgi
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GIRIS-AMAC: Normal karyotipe sahip Akut Myeloblastik Lésemi (AML) hastalarinda
Nukleofosminl (NPM1) mutasyonunun iyi, FLT3 (Fms-like tyrosine kinase3) mutasyonlarinin
ise kotl prognoza isaret ettigi gosterilmistir. AML alt gruplarinda, 6zellikle de dengeli
translokasyonlara sahip iyi sitogenetik risk grubunda yer alan hastalarda bu mutasyonlarin
prognoza katkisi heniiz bilinmemektedir. Akut promyelositik 16semi (AML-M3) AML'nin bir
alt grubu olup diger alt gruplardan belirgin olarak daha iyi prognozludur. t(15;17)
translokasyonu, PML-RARA flizyon proteini AML-M3’e 6zgi bulgulardir. Bu ¢alismada AML-
M3 tanisi almis bireylerde NPM1 ve FLT3 gen mutasyonlarinin sikliginin degerlendirilmesi
amaglanmigtir.

YONTEM-GERECLER: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal’na basvuran AML-
M3 tanisi yeni konulmus 12’si kadin (ort. yas: 44), 14’G erkek (ort.yas: 45) olmak lizere 26
hastadan alinan kemik iligi/periferik kan 6rneklerinden DNA ve total mRNA izolasyonu
yapilmistir. Ornekler, NPM1 genindeki mutasyonlarin varligi acisindan Real-Time PCR
yontemiyle arastirilmigtir.  FLT3-ITD ve FLT3-D835 mutasyonlarinin  varligi  PCR
amplifikasyonu, restriksiyon enzim kesimi ve agaroz jel elektroforeziyle analiz edilmistir.

BULGULAR-SONUCLAR: 24 hastadan 2’sinde (%8,3) NPM1 mutasyonu, 16 hastadan 1’inde
(%6,25) FLT3-D835 nokta mutasyonu varhg tespit edilmistir. FLT3-ITD mutasyonu hicbir
hastada tespit edilmemistir. Literatiirde AML-M3 hastalarini iceren az sayida ¢calismada FLT3-
ITD sikhigl %12-38, FLT3-D835 sikligl %2-20 ve NPM1 sikhgi %32-45 bildirilmistir. NPM1 ve
FLT3 mutasyonlarinin hasta serimizdeki disik frekansi ve az hasta sayisi nedeniyle prognoza
dayali analizler yapilamamistir, yine de mutasyonlarin sikligi uluslararasi literatlire gore
belirgin olarak distk saptanmistir. Tirk popilasyonuna ait yayimlanmis bir calisma
bulunmamaktadir. NPM1 ve FLT3 mutasyonlarinin tespitinin, AML-M3 olan bireylerde
prognozu belirleyebilmek acisindan énemli olabilecegi diisiinilmektedir. Ulkemize ait verileri
netlestirmek igin daha genis hasta serisi iceren galismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: AML-M3, NPM1, FLT3
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Helicobacter Felis (H.felis) Aktive IL-10+ Regilator B (Breg) ve IL-10- B
Hiicrelerinin Makrofaj Polarizasyonu Uzerine Etkisi

Asli Korkmaz, Giiliz Tuba Barut, Ayca Sayi Yazgan

istanbul Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bdlimi,
istanbul

AMAG: Calismamiz, H.felis aktive B (Hakt-B) (IL-10+ Breg ile IL-10- B) hiicrelerinin, kemik iligi
kékenli (Ki-) makrofajlari (izerine potansiyel etkisini arastirmaktadir. Bu etki, M1 tipine 6zgiin
(IL-12, TNF-a ve IL-1B) ve M2 tipine 6zgiin (IL-10) sitokinlerin ve M1 tipine 6zglin NO Uretimi
aralarindaki farkhliklar baz alinarak agiklanacaktir.

GEREC-YONTEM: C57BL/6 tipi farelerin uzuv kemiklerinden elde edilen kemik iligi hiicreleri,
1929 hiicresince lretilen M-CSF varliginda Ki-makrofajlarina farklilastirilmis ve anti-F4/80-
APC ve anti-CD11b-FITC antikorlariyla boyanarak akan hicre 0&lger analizleri ile teyit
edilmistir. Ayni zamanda, bu farelerin dalaklarindan manyetik ayrim yontemi ile B
hicrelerinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Total B hiicreleri, H. felis sonikati ile uyarilip,
hiicrelerin IL-10 Ureten hiicrelere farkhilasmasi saglanmis; sonrasinda, manyetik olarak IL-10+
B ve IL-10- B hiicre alt gruplarina ayristirilmistir. izole edilen B hiicrelerinin safligi anti-CD19-
FITC araciligiyla teyit edilmistir. Elde edilen Ki-makrofajlar, Hakt IL-10+ B hiicreleri ve Hakt IL-
10- B hiicreleri ile 24 saat ko- kiltlirde tutulmus; sonrasinda B hiicreleri ortamdan
uzaklastinlmistir. Elde edilen Ki-makrofajlari, bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile 12 saat
suresince muamele edilmistir veya edilmeden birakilmistir. Muamele sonrasinda, M1 tipine
0zgilin (IL-12, TNF-a ve IL-1B) ve M2 tipine 6zglin (IL-10) sitokinlerinin salgilanmalari spesifik
ELIZA testleriyle, Gretilen NO ise Griess bilesimi yontemiyle arastiriimistir.

SONUGC: Hakt-B hiicreleri ile ko-kiiltiirde tutulan Ki-makrofajlariyla yapilan incelemeler
gostermektedir ki; Hakt IL-10+ B hiicreleri IL-12 ve IL-1B sitokin ifadesi ile iINOS enzim
aktivitesini baskilamakta, TNF-a duzeylerini etkilememektedir. Bu sonuglar Hakt B
hicrelerinin pro-enflamatuvar cevabi baskilayici 6zelligini ilk defa gdstermektedir. Ayni
zamanda Ki-makrofajlarin belirtilen 6zellikler ile IL-10 ve TNF-a salgilamalarindan 6tiirii M2b-
benzeri fenotipe polarize olabilecekleri diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Helicobakter felis, kemik iligi kokenli makrofaj polarizasyonu, IL-10+ Breg
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Akciger Transplantasyonu Olgularinda Erken immiin lyilesme Déneminde T
Hiicre Kinetiginin TCR Excision Circle (TREC) Diizeyi ile izlenmesi
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T Cell Receptor Excision Circle (TREC) timusta T lenfosit gelisim asamasinda, T Hiicre
Reseptor gen diizenlenmesi sirasinda olusan dairesel DNA’dir. Timustan naif T hiicre ¢ikisini
gosterir. Timus ergenlikten sonra kicilip yerini yag dokusuna biraksa da periferdeki T
lenfosit havuzunu desteklemeye devam eder. Calismaya 11 hastadan elde edilen 33 6rnek
dahil edilmistir. Bu ¢alismada amag; akciger nakli almis hastalarda erken dénemde timus T
hiicre c¢ikisinin transplant sonrasi seyire etkisinin arastirilmasidir. Calismada TREC kopya
sayllart GZ - PZR (Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile analiz edilmistir.
Galismanin ikinci asamasinda proinflamatuar sitokinler boncuk bazli kitleri ile akan hiicre
Olger cihazinda galigiimistir.

Calismamizda transplant oncesine gore 24. saat ve 7. gun notrofil ylzdelerinde gorilen
artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p:0.003; p<0.05). Hasta grubundaki olgularin MPO
ortalamalari ile sICAM-1 ortalamalari kontrol grubundaki olgularin ortalamalarindan
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiksek bulunmustur (p:0.003; p<0.05). Transplant sonrasi
24. saat sTNF-R (p:0.008; p<0.05), MCP-1 (p:0.038; p<0.05) ve 24. saate gore 7. giin IL-6
(p:0.011; p<0.05).sonucu istatistiksel anlamli bulunmustur.

Transplant 6ncesine gore 24. saat lenfosit ylzdelerinde gorilen disUsler istatistiksel olarak
anlamhdir (p:0.003; p<0.05). 24. saat ve 7. gin 1x106 TREC sayisi ve TREC/ml sayisi
istatistiksel anlami olmasa da, transplant Oncesine gore yiksek ¢ikmistir. Bu sonuglar
periferde lenfosit azalmasina bagli timustan naif T hicre gikisinin arttigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: akciger transplanti, erken iyilesme doénemi, T Cell Receptor Excision
Circle (TREC), timus.
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Akciger transplantasyonunda immiin sistem cevabinin takibi, uygulanan tedavilere yon
vermesi, sag kalim siiresi Uzerinde etkisi ve buna bagl olarak transplant basarisinda
onemlidir. Biz ¢alismamizda post-transplant hiimoral immin sistem gelisimini, B hiicrelerin
olusumu sirasinda hiicrede var olan Kappa deleting Recombination Excisin Circle (KREC) gen
segmentinin gercek zamanl PZR yontemiyle degerlendirerek, KREC kopya sayisini transplant
Oncesi ve sonrasi zamanlarda ve diger hasta bulgulari ile incelemeyi amagladik.

Calismamizda, saglkli cocuklardan elde edilen DNA 6rnekleri ile validasyon yapildi. KREC
kopya sayisi ile birlikte immiin sistem mekanizmalarinda yeri olan ve transplant olgularinda
etkisinin oldugu bilinen sitokinlerin akan hlicre Olcer yontemle degerlendirildigi bu
¢alismada,sitokinlerin hasta ve kontrol grubu arasinda ve KREC degerleri ile karsilastiriimasi
yapilmigtir.

KREC kopya sayisi transplant sonrasinda, 6ncesine gore anlamli bir fark gdstermemekle
beraber(p=0,594; p=0,657), median degerlerinde en fazla 7.glinde artis gortlmektedir
(72642- 126849; 85-170). Hasta grubunda KREC ile CD40L arasinda 24.saatte pozitif
korelasyon (p=0,030)saptanmistir. Kisitli sayida hasta 6rnegi ile gergeklestirilen bu galisma
akciger transplantasyonu hastalarinda B lenfosit sayisinda artis oldugunu goéstermektedir. B
hiicre kinetiginin post-transplant dénemde uzun sureli izlenmesi ile prognostik bir algoritma
saptanabilmesi mimkiindir

Anahtar Kelimeler: akciger transplantasyonu, B lenfositler, kappa deleting recombination
excision circle, sitokin
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Hiicresel immiinitenin Baskilanmasinda Rol Alan Putatif Malarya OTU
Deiibikiitinazlarinin Modellenmesi ve inhibitér Taranmasi

Pinar Siyah, Fatih Kocabas
Yeditepe Universitesi, Miithendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Bélimdi, istanbul

GIRIS: insanlarda sitma hastaligi (malarya), plazmodyum adi verilen parazitlerin disi anofel
cinsi sivrisinek 1sirng1 ile insana tasinmasi sonucu olusmaktadir. Sitma parazitinin yasam
donglsl sivrisinekteki evre, karacigerdeki evre ve kandaki evre olarak tanimlanir. Sitma
parazitlerinin kana karigmasi ve eritrositleri enfekte etmesi; hastada yiksek atesli sitma
nobetlerine, karacigerin zarar goérmesine, hemolitik anemiye, selebral sitmaya, koma ve
olimlere yol agmaktadir. Plazmodyum intraseliler bir parazit oldugu igin zorunlu intraseliler
parazit olan viruslerle benzerlik gostermektedir. Yapilan galismalarda Kirim Kongo Kanamali
atesi virGsu, antiviral mekanizmalarinin, OTU delbikitinaz Gzerinden gergeklestirildigi
belirlenmistir. Delbikltinazlar; inflamasyon, bagisiklik, invazyon, immiin sinyal mekanizmasi,
proteoliz ve kanser gibi bircok mekanizmada diizenleyici ve homeoztazi saglayici olarak gérev
alirlar. Yaptigimiz galismada malaryanin hicre igi invazyonunda etkili viral OTU benzeri
proteinlerin bulundugunu belirledik. Malarya OTU proteinlerinin i¢ boyutlu modellerini
olusturduk. Ayrica, malarya OTU deubikitinazdaki inhibisyon bdlgesini belirledik ve bu
bblgeye hedeflenmis kiiglik molekil taramalari gergeklestirdik.

YONTEM: Homoloji modellemesi gerceklestirildi. Prime yazilimi kullanildi. Protein yapisi
tahmini yontemi uygulandi. Modellenmek istenen proteinler ve 0Ornek protein blast
yontemiyle siralandi. Prime STA ile kontrol edildi. Olusturulan protein modellerinin
uygunlugu kontrol edildi. Ligandlardaki grid kutucuklari tespit edildi. Korunmus sekanslar
bulundu. “MMV Pathogen Box”’taki kiiglik molekiller ve modelledigimiz proteinler arasi
iliski, kenetleme ¢alismalariyla ortaya gikarildi.

SONUC VE ONEMIi: Malarya parazitlerinin (Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium vyoelii) hiicresel invazyon mekanizmasinda gorevli OTU benzeri deibikitinazlar
ilk defa modellendi. Malarya OTU aktivitesini 6nemli ol¢lide dustirebilecek, yliksek baglanma
kapasiteli kiigik molekdller “MMV pathogenbox’’ta yapilan tarama ile belirlenmistir.

DESTEKLER: Medicines for Malaria Venture (MMV), The Pathogen Box.

Anahtar Kelimeler: docking, in siliko modelleme, inhibitér, OTU benzeri delbikitinazlar
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Hematopoetik Kok Hiicreleri Etkin Bir Sekilde Cogaltan Kiiciik Molekiil
Kokteylinin Arastirilmasi

Dolay Damla Celik, Fikrettin Sahin, Fatih Kocabas

Genetik ve Biyomihendislik B6liimii, Miihendislik Fakiiltesi, Yeditepe Universitesi, istanbul

Hematopoetik kdk hiicre (HKH) nakli bir gok hematopoetik hastalik i¢in 6ncil tedavi yontemi
olmakla beraber, HKH’lerin sinirli sayida bulunmasi HKH’lerde gen terapi ¢alismalarinda
problem teskil etmektedir. Ayrica, ex vivo prosedirlerdeki HKH senesensi ve farklilasmasi
gen dizenleme galismalarinin ektinligini azaltmaktadir. Yakin zamandaki ¢alismalarimizda,
HKH hicrelerinden HKH duraganlastirma regulatérlerinden Meisl ve Hif-1la’nin genetik
inaktivasyonunun yalnizca hiicre donglisi girisine degil, ayni zamanda HKH proliferasyonuna
yol actigini da gosterdik. Benzer bir sekilde, kliclik molekdl inhibitorlerinin kullanilarak HKH
duraganhgini hedefleyen ve HKH'lerin etkin bir sekilde ex vivo gogaltiimasi saglayacak kiguk
molekil kokteyleri hazirladik. Bu amacla, bir kismi 6nceden HKH ¢ogaltmakta etkili oldugu
gosterilmis olan 36 kicik molekil (KM) tespit ettik. Calismada, KM’ler farkh yolaklari inhibe
etme Ozelliginde oldugundan bir kokteyl halinde daha verimli olabilicegi, inhibitér tek
kullanildiginda hiicrenin  bunu kompanse edebildigi fakat c¢oklu kullanimda etkinin
gozlemlenebilicegi disincesi temel alindi. Bu amacgla fare kemik iliginden HKH’lerle
zenginlestirilmis Lin- hcreleri izole edilerek bu hicrelere hazirlanan 36 KM kokteyli
uygulandi. Diger her bir kokteyl, 36 KM’den biri ¢ikarilaracak sekilde hazirlandi. Akis
sitometride LSKCD34low HKH sayisina bakilarak HKH proliferasyonu gosterildi. 36 KM
kokteylinden yiksek miktarda HKH ekspansiyonu igin gerekli olan 12 KM belirlendi. Devam
eden deneylerle 12 KM, 7KM’ye ve daha sonra 4 KM’den olusan bir kokteyle indirildi. 4
KM’den olusan kokteylin nekrozu engelleyen, hiicre déngulsuni tetikleyen, metabolizmanin
da etkilendigi ¢esitli mekanizmalari uyararak HKH proliferasyonunu arttirmada etkili oldugu
gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: hematopoetik kok hticre (HKH), kiicik molekuller, HKH translaptasyonu
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Vitiligo Hastaliginin Tedavisinde Gen Diizenleme Teknolojilerinin
Gelistirilmesi

Batuhan Mert Kalkan, Etkin Parlar, Fatih Kocabas

Genetik ve Biyomihendislik B6liimii, Miihendislik Fakiiltesi, Yeditepe Universitesi, istanbul

Vitiligo hastaliginin populasyonda goriilme orani yaklasik %1.5 iken, aile gegmisinde vitiligo
hastaligi gorilen bireylerde oranin %25 olmasi hastaligin genetik kokenli ve kalitsal
olabilecegi yoniinde ipucu vermektedir. Vitiligonun ortaya cikis sebebi temel olarak derideki
melanosit hicrelerinin hasara ugramasi ve sayica azalmasi sonucu vyeterli pigmentin
Uretilememesidir. Cesitli mutasyonlar, otoimmin bozuklugu, melanositlerin kendi kendilerini
yok etmesi gibi birbirinden farkli tezler ortaya konulmustur. Vitiligo tedavisinde uygulanan
klinik yontemler melanosit hiicrelerinin ¢alismasini ve pigment sentezini normale dondiirme
amaci odakhidir. Cesitli ilag, topikal krem ve cerrahi uygulamalarinin yani sira deride pigment
kaybi olan bolgelere Ultraviyole B i1sikla yapilan fototerapi uygulamasi kisa vadede istenilen
iyilesmeyi saglayamamakla beraber hastadan hastaya farkli sonuglar vermektedir. Bu
sebeplerden o6tird, vitiligo hastaligl tedavisinde kisiye 06zel ve molekiler dizeyde
yaklagimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Yapilan genom dizileme galismalarinda vitiligo
hastalarinda immiin sistem ve melanosit hiicrelerine 6zgi proteinlerin sentezinde gorevli
gen dizilerinin degisiklik gosterdigi gozlemlenmistir. Bu genlerden biri de melanosit
hiicrelerinde ekspres olan tyrosinase TYR'dir. Yapilan galismalarda vitiligo hastalarinda TYR
geninde nokta mutasyona rastlanmistir, bu mutasyonun yol agtigi tyrosinase yapisindaki
degisikligin T hiicrelerinin melanositleri yok etmesine sebep olan bir sinyal olarak algilandigi
distnulmektedir. Bu ¢alismada gen dizenleme teknigi CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak TYR
geninde mutasyon barindiran lokusun hedeflenmesi ve dogru sekansi tasiyan tamir DNA
dizisi ile mutasyonun dizeltilmesi amaglanmistir. Gen dizenleme dizayninin galisma verimi,
ilk olarak HEK273 hiicre hattinda denenip sonrasinda primer kdltir fare ve insan melanosit
hiicrelerinde uygulamaya konulacaktir. TYR genindeki mutasyonun diizeltilmesinin yani sira,
kigik molekil destekli olarak gen diizenleme veriminin artirilmasi ve gen dizenlemesi
basarili olan melanosit hiicrelerinin proliferasyonunun artirilmasi yéninde tarama ¢alismasi
yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: vitiligo, otoimmiin bozuklugu, CRISPR/Cas9, kictik molekuller
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Primer immiin Yetersizlik Hastalarinda NKp30, Nkp46, NKG2D, Perforin ve
Granzim mRNA Ekspresyonu
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AMAG: Dogal Oldiiriici (NK) hiicreler aktivatdr reseptérlerin uyarimi, CD8* T hiicreler ise
antijen uyarimi sonucu perforin ve granzim salgilayarak patojen ve tumodrlere karsi litik
aktivite gosteren hiicrelerdir. Primer immiin yetmezliklerde (PiY) bagisiklik mekanizmasinin
etkilenmesi sonucu olarak enfeksiyona yatkinligin artmasinin yani sira, allerji, otoimmin
hastaliklar ve kansere de duyarllik gorilir. Bu calismada NK reseptor, perforin ve granzim
ekspresyonlarinin yaygin degisken immiin yetmezlik (CVID), Hiper IgM Sendromu (HIgM),
Ataxia Talenjektazi (AT) ve Agammaglobulinemili (AG) hastalarda incelenmesi
hedeflenmistir.

YONTEM: Hasta (CVID n=7, HIgM n=2, AT n= 4, AG n= 4) ve saglikli kontrollerden (SK n=3)
alinan periferik kan 6rneklerinden RNAeasy Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak total RNA
izolasyonu sonrasi ters transkriptaz enzimi (Fermantes) ile cDNA sentez edilmistir. NKp30,
NKp46, NKG2D, perforin, granzim ve referans gene (GAPDH) ait primer ve problar
kullanilarak Light Cycler 480 cihazi (Roche) ile QRT-RCR yapilmistir. Elde edilen veriler 2-AACT
metodu ile degerlendirilmistir.

BULGULAR: Eriskin ve ¢ocuk olgular kendi aralarinda karsilastirildiginda NKp30, perforin ve
granzim ekspresyonlarinin eriskin olgularda azaldig1 gézlenmistir (sirasiyla p=0.041, p=0.01
ve p=0.012). Olgu gruplarn kendi aralarinda karsilastinildiginda CVID hastalarinda NKp46,
perforin ve granzim ekspresyonlarinin Ataxia hastalarina gore disik oldugu saptanmistir
(sirasiyla p=0.003, p=0.003 ve p=0.003).

SONUG: Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda NK aktivator reseptorleri, perforin ve granzim
ekspresyonlarinin CVID hastalarinda ve yas ile birlikte eriskin olgularda azalmasinin bu
hastalarda malignite gelisme riski ile uyumlu oldugu disinlilmektedir. Bu hastalarin uzun
dénem takipleri yapilarak PiY’li hastalarin patogenezinde ve kanser gelisiminde NK ve CD8* T
hicrelerinin rollerinin aydinlatilmasi mimkiin olabilecektir.

istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje numarasi:
51374) desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: primer immiin yetersizlik, PiY, NK, dogal éldiirii hiicreler
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Hematopoetik Kok Hiicrelerinin Ekspansiyonunda Etkin HematoMiR
Teknolojilerinin Gelistirilmesi
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AMAG: Kemik iligi transplantasyonu, az miktarda bulunan hematopoetik kok hiicrelerin
(HKH) yeniden hastaya verilmesiyle kan tretici saglkli hiicrelerin yerlesmesini ve ¢ogalmasini
destekleyerek, ¢ogu hematopoetik hastalik igin kullanilan baslica tedavi yontemidir. Ayrica,
gen diizenleme calismalarinda gen terapi sonrasi yeterli miktarda HKH cogaltilamamasi
basarisizliga neden olmaktadir. Bu nedenle, alternatif ¢alismalara ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu
¢alismada, HKH dormansi regilatérlerin hematopoetik miRNA-siRNA(HematoMiR) teknolojisi
ile engellenmesi ve gen terapi sonrasi ex vivo HKH ekspansiyonunun aragtiriimasi
amaclanmaktadir.

GEREC-YONTEM: HKH’lerde in vivo spesifik olarak nakavt edilmis yaklasik 200 gen analiz
edilerek, HKH havuzunu ve hiicre donglsi aktivitesini en az 1.5 kat artiran 57 gen belirlendi.
Biyoinformatik analizler kullanilarak, bu genlerin 3’ UTR hedefleyen 8 kok sekansi
‘HematoMiR’ olarak belirlendi. Mirin HKH’ler, kemik iliginden manyetik soy deplesyon
metodu ile izole edilerek, 10uM HematoMiR’ler ile elektropore edildi. 5 giin sonrasinda,
hiicre sayimi ve HKH markér boyamasi yapilarak akim sitometrisi ile analiz edildi. Hedef gen
ekpresyon analizleri ise ger¢cek zamanli-PZR ile yapildi.

BULGULAR: HematoMiR #2 ve #5, mirin HKH(LSKCD34dslik) hiicre popilasyonunu yaklasik
3 kata kadar artirmistir. Ayni zamanda, bu iki HematoMiR, HKH dormansi regilatérlerinden
olan tahmini hedef gen ekspresyonunu ciddi miktarda azaltarak reglle etmektedir. Bes gln
sliresinde olan HKH ekspansiyonunda ise, bu HematoMiR’ler hiicre donglsl inhibitori
CDKI’lerin ekspresyonunuda azaltmaktadir. Ayrica, HematoMiR’ler birlikte kullanilarak HKH
ex vivo ekspansiyonuna etkisi de ¢alisiimaktadir.

SONUG: HematoMiR #2 ve #5 ile muamele belirlenen hedef genleri susturarak ve tekrar
hiicre dongusiine girisini saglayarak, ex vivo HKH ekspansiyonu artirmaktadir. Sonug olarak,
bu HematoMiR’ler gen terapi sonrasi ex vivo HKH g¢ogaltilmasinin yaninda transplantasyon
verimliliginin artirilmasinda bir alternatif sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ex vivo ekspansiyon, hematoMiR, HKH, miRNA-siRNA, transplatasyon
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Kok Hicrelerde Ca2+ Algillama Sistemlerinin Manipilasyonu Hiicre
Proliferasyonunu Etkilemektedir
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AMAC: Dormansi halinde bulunan hematopoetik kok hiicreler (HKH) kemik iliginde yuksek
kalsiyum iceren nis icerisinde bulunmaktadir. Bu hiicrelerdeki kalsiyum algilama sistemleri,
HKH’lerin ortamdaki surerliligini saglamaktadir. Fakat, dormansi Uzerine etkileri detayli
bilinmemektedir. Kalsiyum algilama roli olan SOCE, intraselller Ca2+ azalmasina karsin,
kalsiyumun depo kontrolli kanallar aracihgl ile hiicre zarindan gecisini saglamaktadir ve
‘depo kontrolli Ca2+ girisi’ olarak bilinmektedir. SOCE’nin metastaz, apoptoz, antitimor
imminite ve kanser gibi bircok mekanizmada etkili oldugu da gosterilmistir. Bu calismada,
SOCE, STIM1 ve TRPC kanal inhibitorlii SKF-96365hydrochloride, 2-Aminoethoxydiphenyl
borate(2-APB) ve K+kanali inhibitori Tetraethylammonium chloride’in, ex vivo HKH
ekspansiyonuna etkisi arastiriimaktadir.

GEREC-YONTEM: Mirin HKH’ler kemik iliginden (Ki) manyetik soy deplesyon metoduyla,
mononiklear hiicreler(MNH) ise insan kemik iliginden ve kordon kanindan yogunluk asamall
santrifiij yontemiyle izole edildi. 30,000 hiicre kultiir edilerek, inhibitorlerin g farkl dozu ile
muamele edildi. 7 glin sonrasinda, hiicreler boyanarak akim sitometrisi ile analiz edildi. FACS
ile purifiye edilen fare LSK ve insan CD34+ hiicreleriyse inhibitorlerin etkin dozu kullanilarak,
apoptoz ve hiicre dongisi analizleri yapildi.

BULGULAR: SKF-96365 HClI mirin LSK ve LSKCD34 dusiik hiicre populasyonunu 2 kat
artirirken, 2-APB miirin LSK hicrelerini 1.5 kat artirmistir. 2-APB, kordon kani MNH’leri sayica
5 kat, SKF-96365 HCl ise 4 kat artirmistir. SKF-96365 HCl Ki-CD34+ hiicrelerini doza bagimli
artirmaktadir. SKF-96365 HCl ve 2-APB fare kemik iligi mezenkimal kok hicrelerinin
proliferasyonunu 2 kattan fazla artirirken, insan yag dokusu MKH’lerini artirmamaktadir.

SONUG: SKF-96365 HCl ve 2-APB ile STIM1, SOCE inhibisyonu; murin HKH, insan HKH ve
mirin Ki-MKH’lerin ¢ogalmasini saglamaktadir. HKH’lerde Ca2+ algilama sistemlerinin
manipllasyonu hiicre dormansisini azaltmakta ve ex vivo HKH proliferasyonunu
tetiklemektedir.

Anahtar Kelimeler: ex vivo ekspansiyon, HKH, SOCE, STIM1
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Gen Diizenlemede istenmeyen Hedef Disi Kirilmalarni Engelleyici Cas9
Destabilizor Molekiillerin Gelistirilmesi

Semih Arbatli, Merve Uslu, Pinar Siyah, Fatih Kocabas
Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik Blim{, Miihendislik Fakiiltesi, istanbul

CRISPR/Cas9’un kesfi, genomun spesifik bir bolimiini diizenleme islemine olanak saglayan
essiz bir teknolojik gelismedir. CRISPR/Cas9 sistemi non-spesifik endonikleaz (Cas9) ve bu
nikleazin kullanicinin belirledigi kesim bolgesine tasiyan kiigik RNA (gRNA) olmak lzere iki
kisimdan olugmaktadir. Cas9, gRNA’ya komplementer genomik bélgede cift sarmal kirilmalari
olusturmakta, bu kirilmalar sayesinde genom diizenleme islemine olanak saglamaktadir.
Ancak Cas9, gRNA’ya tam olarak komplementer olmayan hedef disi bdlgeleri de
kesebilmekte ve boylelikle genom diizenlenme alanindaki dnemli problemlerden birine yol
agmaktadir. Bu c¢alismada, in silico ve in vitro stratejiler kullanilarak hedef disi Cas9
aktivitesini azaltacak destabilizér molekillerin gelistiriimesine yonelik ¢alisma yapilmistir.

Oncelikle, Streptococcus pyrogenes Cas9 proteininin X-ray kristalografi islemi sonucunda elde
edilmis 3 boyutlu yapisi AutoDockTools ile incelenmis ve DNA’ya stabil sekilde baglanmasini
saglayan pozitif yukli ve korunmus aminoasitlerin yogunlastig bélgeler tespit edilmistir.
Cas9’a 20 milyon kiiglik molekiliin baglanma enerjileri AutoDockVina programi ve PadelADV
otomatiklestirme eklentisi ile hesaplanmistir. Ayrica PubChem veritabaninda rapor edilen
nikleaz inhibitorlerinin  kltlphanesi  olusturulmus ve Cas9’a baglanma enerjileri
belirlenmistir. Yiiksek afiniteli kiiglik molekilerin belirlenmesi CRISPR/Cas9 sisteminin hedef
disi aktivitelerinin ortadan kaldirilabilecegini veya azaltilabilecegini gostermektedir. Bu kiiguk
molekullerin Cas9 destabilizor aktivitesini belirlemek icin humanize Cas9 proteini tGretilmistir.
Kisaca, Histagli Cas9 geni bakteriyel pET-26b vektorine klonlanmistir. pET-26b/Cas9 plazmidi
E.coli BL21, Origami, Rosetta ve RosettaGami suglarina transforme edilmis ve degisik
sicakliklarda IPTG indiksiyonu yapilmistir. SDS-PAGE ve Comassie blue analizi ile Cas9
proteinin indiksiyonu goézlemlenmistir. AKTAprime cihazi ve HisTag saflastirma kolonlari
kullanilarak protein saflastiriimasi yapilmistir. Cas9 destabilizor gelistirilmesi; CRISPR/Cas9’un
hedef disi aktivitesinin engellenmesini, boylece kalitsal veya AIDS gibi sonradan kazanilmis
hastaliklarin tedavisinde daha glivenli terapétik stratejiler gelistiriimesini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: AIDS, bagisiklik sistemi, CRISPR/Cas9, Cas9 destabilizer, gen diizenleme
sistemleri, kligik molekiller
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Pifithrin-alpha Molekiiliiniin Hematopoeze Etkisi

Pinar Colakoglu Erkan
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Hematopoietik kok hicreler (HKH'ler) ¢ok c¢esitli kan hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sinirli sayida elde edilebilmeleri ve hiicre dénglsiindeki
duragan Ozelligi gen terapi iceren kok hiicre tedavilerinde kullaniimalarini
sinirlandirmaktadir. HKH'lerin ex vivo gogaltilmalarini saglamak adina klglik molekdllerle
cesitli calismalar sirdirilmektedir. p53'un genetik inhibisyonunun, hematopoietik kok
hiicrelerin ¢ogalmasina yol agtigl belirlenmistir. Pifithrin-alpha (PFT) kiigik molekilli p53
sinyal yolagini engellemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, PFT’nin, p53 yolagindan
bagimsiz bir mekanizma ile genotoksik ajanlara karsi korudugu bilinmektedir. Bu ¢alismada,
PFT’nin HKH’leri Uzerindeki etkileri arastirildi. Bu amagla, fare HKH'leri, manyetik soy
soyutlama yontemi ile zenginlestirildi. Bunun yaninda, insan umbilikal kordon kani (UKK) ve
kemik iligi (Ki) mononiikleer hiicreler histopak yogunluk gradient santrifiijii ile izole edildi.
HKH’ler, modifiye HKH medyasi ile kiltiir edildi ve PTF ile muamele edildi. PFT ile yedi guinliik
inkiibasyondan sonrasinda fare HKH'lerin fenotipik lin (-), scal, c-kit (LSK), CD34 markoérleri
akis sitometride analiz edildi. insan HKH'leri icin ise CD34 ve CD133 markérleri analiz edildi.
PFT, fare HKH (LSK) ve insan UKK KHK hiicrelerinde 3 kat artisa neden olmustur. Benzer
sekilde, insan Ki HKH’lerinde kontrole gére 2 kat artisi neden olmustur. FACS ile saflastirilmis
fare HKH’lerinin segilen en uygun doz molekdl ile kulugkaya yatirilmasini takiben hicre
donglst analizi ve apoptoz analizi yapilmistir. Ayrica, PFT’nin insan umbilikal ven endotel
hicrelerini (HUVEC), insan dermal fibroblast (HDF) ve yag dokusundan elde edilen
mezankimal kok hicreler (MKH) Uzerinde etkisi incelenmis ve olumsuz bir etki
gozlenmemistir. Sonug olarak, bu molekilin ex vivo HKH gogaltiimasini ve HKHlerde gen
terapilerinin verimliligini artirmak igin kullanilabilecegi dusiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: hematopoietik kok hicreler, pifithrin-alpha, kiiglik molekiller
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Antipatojenik Kiiciik Molekiillerin Hematopoetik Kok Hiicreler Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmasi

Lamia Yazgi Alyazici, Dolay Damla Celik, Fatih Kocabas

Yeditepe Universitesi, istanbul

Hematopoetik kdk hicreler kemik iligi, kordon kani, periferik kan gibi dokularda bulunan
hicrelerdir. Lineage reseptorlerinin yoklugu (Lin-) ve CD34 gibi bazi belirteglerle
tanimlanirlar. Bu hiicreler viicudun, kirmizi kan hiicre, beyaz kan hiicre ve trombosit
kaynagidir. Hematopoetik kok hicreler immin sistemine bagl reseptorler igerirler. Bu
reseptorlerle, duruma gore “sinyal alici” veya “sinyal gonderici” rollerini Ustlenirler. Viicutta
bir enfeksiyon sirasinda hematopoetik kok hiicreler ile sinyal alarak farklilasmaya ve kendini
yenileme vyolaklarina girerler. Bunun vyaninda, patojenik enfeksiyonlarda ¢ok c¢esitli
antipatojenik ajanlar kullanilmaktadir. Hematopoetik kok hiicrelerin bunlara nasil yanit
verdigi ve nasil etkilendikleri bilinmemektedir. MMV Pathogen Box 400 kadar molekiil iceren
bir antipatojenik ila¢ kutlUphanesidir. Bu ila¢ kitlphanesinde malarya, tiiberkiloz, kizil
(dengue), onkoserkiyazis (nehir korligi), toksoplazmoz gibi hastaliklari hedefleyen
molekdller bulunmaktadir. MMV pathogenboxtaki antipatojenik ajanlarin hematopoetik kok
hiicreler Gzerindeki etkisi ve nasil cevap verdikleri galismamizla incelenmektedir. Bunun igin
kemik iliginden izole edilen Lin- hicreler hicre kiltirinde hematopoetik kdk hiicreler
besiyeri ve antipatojenik molekillerle 7 giin boyunca muamele edilmektedir. Sonrasinda
hematopoetik kok hicrelerine (murin LSKCD34low) etkisi akis sitometri analizleri ile
belirlenmektedir. Ayrica hematopoetik kok hicrelerin canliigina etkileri apoptoz analizi ile
belirlemektedir. Yapilan 6n ¢alismamizda bazi molekillerin antipatojenik olmalari yaninda
hematopoetik kdk hiicrelerin sayilarini artirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: antipatojenik kiiglik molekiller, hematopoetik kdk hiicreler, malarya
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Hematopoetik kok hicreler (HKH) kan iliskili hastaliklarda hiicre tedavi yontemi olarak
kullaniimaktadir. Fakat, yetersiz sayidaki HKH’lar gen tedavileri sonrasi kok hiicre tedavilerini
kisitlamaktadir. Bu baglamda, HKH ekspansiyonunda (EP) negatif etkili epigenetik
mekanizmalari hedefleyen kiiglik molekdller belirledik. Bu kiiglik molekdller asetilasyon ve
metilasyon seviyelerine etki eden p300/CBP VI inhibitori (p300/CBP HAT inhibitor), Ex 527
(Sirtl inhibitori) ve RG 108 (Dnm3ta inhibitori)’dir. HKH’ler manyetik soy azaltma metodu
ile toplandilar. insan kordan kani HKH’lari hiicreleri ve kemik iligi tek cekirdekli hiicreleri
histopak ve asamali santrifiij ile elde edildiler. Bunu takip eden, flow sitometri analizleri
gergeklestirildi. HKH’larin hiicre siklus tayini ve hicre 6limleri tayinleri yapildi. p300/CBP VI
inhibasyonu fare kok hiicrelerinde kontrol grubuna gore 3 kat artis sagladigini ve hiicre siklus
tayini ile S-G2-M fazindaki hiicre sayisinin 6nemli élgiide artigini gézlemledik. p300/CBP VI ve
RG108 kiiciik molekiil uygulamasinin insan kordan kani (iKK) HKH’larinin oranini sirasi ile 5 ve
2 kat artirdigini tespit ettik. Ayrica, p300/CBP VI inhibasyonu insan kemik iligi (iKi) HKH’larin
doz bagimli artirdi. Benzer sekilde, RG108 kiiciik molekiil uygulamasi, IKi HKH’larini kontrol
grubuna gore 2,5 kat artirdigini gozlemledik. Ayrica, p300/CBP VI molekilunin in vivo
analizleri, HKH’larin sikline bagh kinaz inhibitor ekspresyonunu azalttigini tespit ettik.
Garsinol ve Ex 527 molekilerinin insan damar endotel ve insan dermal fibroblast
hicrelerinde de 6nemli bir sekilde artis sagladigini tespit ettik. Buna karsin, p300/CBP VI ve
RG108 molekil uygulamalarinin farkli primer hiicre hatlarinda EP goézlemlenmedi. Bu
bulgular ile, asetilasyon ve metilasyon seviyelerinin kiigiik molekil manipilasyonlari ile gen
terapi ve diizenleme galismalari sonrasinda HKH g¢ogaltimi igin kullanabilecegini gésterdik.

Anahtar Kelimeler: hematopoetik kok hiicre, asetilasyon, metilasyon, hematopoez



PP-027

Hematopoetik Kok Hiicrelerde Etkin ve Sitotoksik Olmayan PTPMT1
inhibitérlerin Arastiriimasi

Galip Servet Aslan, Semih Arbatli
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Bagisiklik sistemi hicrelerindeki azalma, fonksiyon bozukluklari ve kemik iligi patolojik
sorunlari birgok hematolojik hastaligin 6énemli sebepleri olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Ozellikle, hematopoetik kok hiicreleri (HKH) regiile eden faktérler ve onlarin bagisiklik
sistemine etkisi yakindan incelenmektedir. Yakin zamanli galismalarda, PTPMT1’in HKH
spesifik nakavtinin, kok hiicre poptllasyonunun 40 kat atmasina neden oldugu ve diger kan
hicrelerine farklilasmasini engellendigi belirlenmistir. PTPMT1, nikleer DNA tarafindan
kodlanan, N-terminali amino asitleri 1-37 ile mitokondri i¢ zarina lokalize olmus PTEN benzeri
tespit edilen bir fosfatazdir. PTPMT1 nakavtinin kok hicre sayisini artirici 6zelligi ile kok
hiicre ekspansiyonunda 6nemli bir hedef olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu dogrultuda,
PTPMT1 inhibitéri aleksidin dihidrokloririn HKH’leri Gzerindeki etkisini akis sitometrisi ve
CFU deneyleri ile analiz edildi. Fakat, PTPMT1 inhibitoéri olarak belirtilen molekillerin yiiksek
oranlarda apoptoza neden oldugu ve beklendigi oOl¢lide ekspansiyonu saglamadigi
gortlmektedir. Bu bulgular, daha 06zgll ve sitotoksik olmayan PTPMT1 inhibitorlerinin
gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. PTPMT1 spesifik inhibitorlerin gelistirilmesi igin igin
AutoDock Vina programi ve PaDel ADV otomatiklestirme eklentisi ile 10 milyon ilag
olabilecek molekllin PTPMT1’e baglanma enerjileri hesaplanmistir. Ayrica, PubChem veri
tabaninda daha 6nce rapor edilen PTP ailesine 6zgul diger inhibitér molekilerin toplanmis ve
PTP kiguk molekil kitiphanesi olusturulmustur. PTP gen ailesindeki proteinlerinin
aminoasit dizilimlerinin karsilastiriimasi yapilmis ve korunan bdlgelerini tespit ederek olasi
etkin inhibasyon bolgeleri belirlenmistir. Afinitesi -7 kcal/mol den daha duslk olan yizlerce
hit molekiil belirlenmistir. Bu hitlerin  konformasyon analizleri, sitotoksisite ve
kardiyotoksisite tahminleri yapilmaktadir. Etkin PTPMT1 inhibitorlerinin belirlenmesi gen
terapi sonrasi HKH’larin ¢ogaltilmalarina ve bagisiklik yetmezligi tedavilerinde alternatif bir
terapotik strateji gelistiriimesine yeni yaklagimlar kazandiracaktir.

Anahtar Kelimeler: hematopoetik kok hticre, bagisiklik yetmezligi, PTPMTL, in siliko ilag



PP-028

PD1+ Regiilator B Hiicreleri ve CD4+ T Hiicreleri Arasindaki Etkilesimler
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AMAC: IL10+ B hiicreleri, Helicobacter stimiilasyonunda TLR2-MyD88 yolagi lizerinden aktive
olur. Aktive IL-10+ B hiicreleri, naif CD4+ T hicrelerinin T regulatér-1 (Tr-1) hicrelerine
farklilasmasina yol agar. Bu ¢alismanin birincil amaci, Helicobacter felis (H.felis) aktive (Hakt)
reglilator B hiicrelerinin ekspresyon profiline odaklanarak, Hakt-IL-10+ Breg hiicrelerinin, IL-
10 Uretimi ile ilgili genlerini ve transkripsiyon faktorlerini tanimlamaktir. Calismamiz ayni
zamanda, Hakt-IL-10+ Breg hicreleri ve CD4+ T hicreleri arasindaki fonksiyonel
etkilesiminde PD-1/PD-L1’in rolliiniin degerlendirmesini amaglamistir

METOD: C57BL/6 farelerin dalaklarindan elde edilen B hucreleri, H.felis sonikatiyla 16 saat
boyunca muamele edilmistir. Ardindan, manyetik izolasyon yontemiyle H.felis aktive IL-
10+/IL-10- B hucrelerinin ayirimi yapilmistir. Hakt regllatér B hlcrelerinin gen ekspresyonu
profili, mikroarray analiziyle g¢ikartilmistir. Daha sonra, Hakt-IL-10+B hiicrelerinde ifade
farklihg gosteren dort genin ekspresyon seviyeleri gPCR ile dogrulanmistir. Buna ek olarak,
Hakt-IL-10+B/IL-10-B hiicrelerindeki PD-1 ve PD-L1 RNA ve protein seviyeleri, qPCR ve akan
hiicre olger ile olglilmustir. Ayrica, B ve T hicrelerindeki PD-1/PD-L1 yolaklari, ko-kultlre
alinmadan 2 saat 6nce, anti-PD-1 veya anti-PD-L1 antikorlariyla bloke edilmistir. Bu ko-
kalturlerdeki T hiicrelerinin IL-10 ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

SONUCGLAR: Mikroarray verileri, IL-10-B hiicreleri ile karsilastirildiginda, IL-10+B hiicrelerinde
1615 genin ifadesinin arttigini ve 794 genin ifadesinin azaldigini géstermistir. Bu hiicrelerde
ifade farklihg gosteren dort genin, CD9, PD-1, Tribl ve NRP2, dogrulanmasi gPCR ile
gerceklestirilmistir. Son yayinlarda, CD9 ve PD-1’in IL-10+B hiicrelerinde oldukga yiksek ifade
edildigi gosterilmistir. Ayni sekilde, bu calismada, IL-10-B hiicreleriyle kiyaslandiginda IL-10+B
hiicrelerinin PD-1 ve PD-L1’i daha ylksek seviyelerde ifade ettigi tespit edilmistir. PD-1/PD-L1
sinyal yolaginin bloke edildigi deneylerin sonuglari, B hiicrelerindeki PD-1'in bloke
edilmesinin, Tr-1 farkhlasmasinda bir azalmaya yol agtigini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: helikobakter felis aktive B hiicreleri, mikroarray analizi, PD-1, PD-L1, Trl
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NLRC4 Hiicre ici Reseptériiniin Ozonofil Hiicrelerinde Molekiiler Genetik
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Kalitimsal ve edinsel bagisiklik arasindaki iliski, bagisiklik sistemi Uzerine arastirmalar
gercgeklestiren bilim insanlari igin 6nemli bir konum teskil etmektedir. Kalitimsal bagisikligin
komponentlerinden biri olan hiicre ici NOD benzeri reseptorlerinin (NLR), belli molekiler
paternleri tanima yoluyla aktifleserek inflamazom adi verilen protein komplekslerini
olusturdugu bilinmektedir. Bu aktiflesmenin sonucunda, inflamazom kompleksinin en alt
bileseni olan kaspaz-1 proteazinin aktivasyonu, hiicrede inaktif formlarda biriken interlokin-
1B (IL-1PB), IL-18 sitokinlerinin aktif formlarina kesilmesi ve salgilanmasina neden olmaktadir.
inflamazom kompleksi kalitimsal bagisikhgin bir parcasi sayilsa da, bu sitokinlerin bagisikhk
sisteminin en dnemli pargalarindan biri olan Th1, Th2 ve Th17 hiicre tiplerinin polarizasyonu
icin dnem tasidigl bilinmektedir. Bu galismanin amaci, 22 lyeden olusan NLR ailesinin bir
dyesi olan ve CARD, NACHT ve LRR yapisal bolgelerden olusan NLRC4 proteininin edinsel
bagisikhik 6geleriyle nasil bir iliski icerisinde oldugunun arastirilmasina yoéneliktir. Bu
¢alismada, Th2 hiicreleriyle etkilesimleri ve allerjik reaksiyonlardaki rolleri nedeniyle bir
0zonofil hiicre hatti olan EoL-1 hiicreleri kullanilmistir. Bu baglamda, EolL-1 hiicreleri Th2
hiicreleri tarafindan salgilanan rekombinant IL-5 (rIL-5) ve(ya) IL-13 sitokinleri ve PAM
(sentetik bir lipopeptit) ve(ya) NLRC4 ligandi olan flagella ile uyariimistir. NLRC4 ekspresyonu
RNA seviyesinde QPCR ile belirlenirken, protein seviyeleri SDS-PAGE ile belirlenmistir. insan
ril-5 ve rlIL-13 sitokinlerinin 6zonofil hicrelerindeki NLRC4 proteininin ekspresyonunu
kontrole gore istatistiksel olarak anlamh bir sekilde arttirdigi, bu iki sitokin, ayni anda
verildiginde ise NLRC4 ekspresyonunu daha da arttirdigi gdézlemlenmistir. EoL-1 hiicrelerine
PAM ve flagella verildiginde yine benzer bir artis yasanmistir. Bu ¢alisma, 6zonofillerde
NLRC4 ekspresyonu oldugunu ve bu ekspresyonun edinsel bagisiklik tarafindan regile
edildigini rapor etmektedir.

Anahtar Kelimeler: allerji, edinsel bagisikhk, inflamazom kompleksi, edinsel bagisiklik,
NLRC4, 6zonofil
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Standart ATCC 27853 Pseudomonas Aeruginosa ile Enfekte J774A.1 Makrofaj
Hiicrelerinde Nanoteknolojik Giimis Yiizey Kaplamasinin Apoptoz Nekroz ve
Nitrik Oksit Yanitlarina Etkisi
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implant uygulamalarinda kaplamalarin sitotoksisite, bagisik yanitlari, biyouyumluluk,
enfeksiyonlari engelleme nitelikleri malzemenin kullanimina karar verdirir. Apoptoz/nekroz
ve nitrik oksit (NO) yanitlari, kaplamanin uygulanabilirlik basarisini gésterir. Deneylerimizde
J774A.1 makrofaj hiicreleri 18 saat 370C ve %5 CO2’de enkiibe edilmistir. Gruplar: 1. ATCC
27853 P. aeruginosa ile hicreler (m.o.i 50:1) enfekte edilmistir, 2. Enfekte hicrelere
gentamisinin (GN) Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK) eklenmistir, 3. Enfekte hiicreler
giimisle kaplanmis Ti6AI7Nb numuneleriyle enkiibe edilmistir, 4. Enfekte hiicrelere GN MiK
uygulanip, kaplanmis numunelerle enklbe edilmistir. Apoptoz/nekroz, NO yanitlart ANOVA
yontemi ve Student-t testi ile analiz edilmistir. Kontrol hiicrelerinin apoptozu % 4+1, nekrozu
% 0.33+ 0.57 olarak saptanmistir. Yalnizca GN MIK uygulanan hiicrelerde apoptozun %
48.616.65" e ciktigl, nekrozun olmadig belirlenmistir. Enfekte hicrelerin tamami
nekrotikken, enfekte hiicrelere GN MiK uygulandiginda nekroz % 4.33+0.57’e diismis ve
apoptoz % 55.331+1.52" e cikmistir (p<0.05). Kaplanmis numunelerde enfekte hiicrelerin
tamami nekrotiktir. GN MiK uygulandiginda nekroz % 4,33+0.57’ e diismiis ve apoptoz %
27.33+2.51’ e gikmistir (p<0.05). Kontrol hiicrelerinin NO yanitlari 15.8 + 0.7 uM iken, GN
MiK uygulandiginda NO 13.8 + 1.38 uM olusu GN MiK’ in anlamli bir NO yaniti olustumadigini
gostermistir. Enfekte hiicrelerin yiiksek bulunan NO, GN MiK uygulandiginda normal
degerlere dlismustiir. Kaplanmis numunelerle enkiibe edilen enfekte hiicrelerin NO yanitlari,
enfekte hiicre degerlerinin altinda bulunmustur. Kaplanmis numuneler GN MiK uygulanmis
enfekte hiicrelerle enkiibe edildiginde NO yanitlarinin, enfekte edilmemis hiicre degerlerine
distigl gozlenmistir. implantlarda kaplamalarin basarisi, biyouyumluluklari ve olasi
enfeksiyonlari engellemesi ile degerlendirilir. Arastirmamizda antibiyotik uygulamasiyla
glimus kaplamasinin P. aeruginosa enfeksiyonlarini engellemede basarili olabilecegi ancak
farkh antibiyotiklerin test edilmesi gerektigi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: nitrik oksit, apoptoz/nekroz, J774A.1, implant
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Kistik Fibrozis Hastalarinda Pseudomonas Aeruginosa Kolonizasyonunun
Notrofil Fonksiyonuna ve Sitokin Salinim Kapasitesine Etkisi
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Kistik Fibrozis (KF) akcigerlerde klor kanallarindaki islev bozuklugu ile, akcigerlerde basta
Pseudomonas (P.) aeruginosa olmak Uzere gesitli patojenlerinin kolonizasyonuna zemin
hazirlayan multisistemik bir genetik hastaliktir. Calismamizda, P. aeruginosa kolonizasyonu
olan ve olmayan KF hastalarinda notrofil adezyon molekiil ekspresyonlari, fonksiyonlari,
apoptotik indeksleri ve hicre igi sitokin salinim diizeyleri arastirilmistir.

Balgam kiilturlerinde P. aeruginosa Uremesi pozitif (P+) (n=8) ve negatif (P-) (n=8) KF'li
hastalar ve saglikli ¢cocuklar (n=8) galismaya dahil edilmistir. Notrofillerin ylizey adezyon
molekil ekspresyonlart (CD11a*CD18*, CD11b*CD18*, CD11c*CD18*, CXCR2*, CD62L*)
apoptotik indeksleri, nétrofil fonksiyon kapasiteleri ile P. aeruginosa ve LPS uyarimi sonrasi
CD16*CD66b*/CD16*CD66b™~ nétrofillerde hicre ici CAP-18, IL-8 ve TNF-a salinimlari akan
hiicre olger cihazi ile degerlendirilmistir.

Notrofillerde CD62L* ve CD62L*CXCR2* ekspresyonlari, E. coli ve P. aeruginosa’ya yanitta
olusan fagositik aktivite, oksidatif patlama, kemotaktik aktivite ile erken ve ge¢ apoptotik
indeks yizdeleri her iki hasta grubunda saglkh gruba gore artmistir. Uyaransiz kiltlr
sartlarinda P(+) ve P(-) hasta grubunda CD66b*CD16*, CD16*TNF-a*, CD16*CD66b*TNF-a* ve
CD16*IL8* notrofil oranlari saghkli gruba gore artis gosterirken, P. aeruginosa ve LPS uyarimi
sonucu her iki hasta grubunda CAP-18*CD16* ve CAP-18*CD16*CD66b* hiicre oraninda diisus
gozlenmistir.

Galismamizda kistik fibrozis hasta periferik kan nétrofillerinde adezyon molekill, pro-
enflamatuvar sitokin salinimlari ile birlikte apoptotik indeks degerlerindeki artis dikkat
cekicidir. Ayrica hastalarda artmis oranda tespit edilen P. aeruginosa’ya karsifagositik
aktivite, oksidatif patlama ve kemotaktik kapasite gibi notrofil hicrelerinin  asin
aktivasyonunun apoptotik slirece etki ederek nétrofillerin yasam sirelerini kisaltabilecegi
distnidlmektedir. Lokal enflamasyonda sekonder nétrofil fonksiyon bozuklugunun mortalite
icin bir risk faktori olarak kabul edildigi KF'de P. aeruginosa kolonizasyonundaki etki
mekanizmasini aydinlatacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: kistik fibrozis, notrofil fonksiyonlari, TNF-a, IL-8, CAP-18
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GIiRIS: implantlarin yiizey 6zellikleri, biyouyumluluklarini belirleyen énemli etkenlerdir.
Biyouyumlu implant tretiminde gesitli ylizey modifikasyon yontemleri kullaniimaktadir. Bu
yontemler arasinda, kaplama ve malzeme arasinda atomik olarak birbiriyle karismis tabaka
olusturma 6zelligi, plazma daldirma iyon implantasyonu ve biriktirme (PIII&D) yénteminin 6n
plana c¢ikarmasini saglamistir. Kaplamalardaki malzeme oranlarinin biyouyumluluklar
biyolojik yontemlerle test edilerek, uygun kaplama malzemesine karar verilmeye calisilir.

YONTEM: Calismada implant malzemesi olarak kullanilan Ti6AI7Nb alasimindan elde edilen
numunelerin yizeylerinde PIII&D yontemi ile nanoboyutlarda kaplama (ince film) elde
edilmistir. Numunelerin ylizeyinde elde edilen ince film, N2 plazmasinda gliimis iyonlari
kullanilarak tretilmistir. Biyouyumluluk igin kaplanmis ve kaplanmamis Ti6AI7Nb numuneleri
ile enkiibe edilen J774A.1 makrofaj hiicrelerinin apoptoz-nekroz yanitlari, nitrik oksit yanitlari
ANOVA yontemiyle analiz edilmigtir. BULGULAR: Kaplanmamis Ti6Al7Nb numuneleri ile
enkiibe edilen hicrelerin numuneye yakin alanlarda nekrotik hiicre yanitlarindaki artis
kontrol ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). Kaplanmis
numunelerle enkiibe edilen hiicrelerin apoptoz yanitlari ise kontrol hiicrelerine gore
istatistiksel olarak artmis olarak bulunmustur (p<0.05). Nitrik oksit yanitlarinin normal hiicre
degerlerine yakin oldugu gorilmustir.

SONUG: Deneylerde kullanilan hiicre hatti adheran hiicre hattidir. Kaplanmis implant
sinirindaki hiicrelerin apoptotik oranlarinin yiksek kalmasi ve adheran 6zelliklerini korumasi
ve nitrik oksit yaniti olusturmamis olmasi, glimis kaplamanin Uzerinde ileri galismalar
yapmaya deger bir kaplama malzemesi oldugunu dlsindirmdistir. Bundan sonraki
¢alismalarda farkl yogunluklarda glimus kaplamalar sinanacaktir.

Anahtar Kelimeler: apoptoz, nekroz, hiicre Kiltird, PIII&D yontemi, Ti6AI7Nb
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Kronik hepatit B ve C Tanili Hastalarda Otoantikor Sikligi
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AMAG: Kronik Hepatit B (KHB) ve Kronik Hepatit C (KHC) diinya genelinde 6nemli saghk
problemlerinden biridir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda kronik viral hepatitlerin seyri
sirasinda otoantikor ve imminkomplekslerin saptanabildigi, otoimmin hastaliklarin
gelisebildigi bildirilmistir. Bu galismanin amaci KHB ve KHC hastalarinda anti - nukleer antikor
(ANA), anti - mitokondriyal antikor (AMA), anti - diiz kas antikoru (ASMA), anti karaciger
bébrek mikrozomal antikor (anti-LKM) sikliginin saptanmasidir.

MATERYAL-METOD: Bu galismaya; hastanemiz hepatit poliklinigine Ocak 2012 - Aralik 2016
tarihleri arasinda basvuran 505 KHB ve 143 KHC hastasi dahil edildi. Calisamaya dahil edilme
kriterleri KHB hastalari igin 6 aydan uzun siiredir HbsAg pozitifliginin olmasi; KHC hastalari
icin Anti HCV ve HCVRNA pozitifligi olmasi olarak belirlendi. ANA, AMA, ASMA, anti-LKM
indirekt imminfloresan yontemi ile bakildi. (Euroimmun, Germany)

SONUCLAR: Bes yiiz bes KHB ve 143 KHC hastasinda sirasiyla 98 (%19.6) ve 35 (%24.4)
otoantikor pozitifligi saptandi. ANA her iki grupta da en sik saptanan otoantikordu. KHB
hastalarinin % 61.2’sinde ANA, %25.5’inde ASMA, % 13.6’sinda AMA pozitifligi saptandi. KHC
hastalarinin % 62.8’inde ANA, %20’sinde AMA, %11.4’inde ASMA, % 5.7’sinde Anti-LKM
pozitifligi saptandi.

TARTISMA: Otoantikorlar, Kronik hepatit B ve C enfeksiyonu olan hastalarda yaygin olarak
bulunurken, otoantikorlar ile Hepatit B (HBV) ve Hepatit C virlsleri (HCV) arasindaki iligki
halen tartismalidir. HBV, HCV enfeksiyonu otoantikor Uretimini indlkleyebilir.
Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan oral antiviral ajanlar ve interferon tedavisi, otoantikor
uretimini tetikleyebilir. Kronik hepatit B ve C enfeksiyonunda otoimmiin mekanizmalari
anlamak igin daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: hepatit, otoantikor, siklik
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AMAG: Dendritik hiicreler (DC) profesyonel antijen sunan hiicrelerdir ve antijen spesifik
kazanilmig immiin yanitla beraber immin toleransin olusturulmasinda gorevlidir. Tolerojenik
DC'lerde TNF-a, IL-12 gibi pro-enflamatuvar molekiller disik dizeyde gbzlenirken IL-10 gibi
anti-enflamatuvar molekiller yiksek dizeyde gozlenmektedir. Reglilatér B hiicreleri (Breg)
anti-enflamatuvar sitokinler salgilarlar ve dendritik hiicrelerin efektér fonksiyonlarini
baskilarlar. Helicobacter felis (H.felis) B hicrelerini aktive eder ve iki ayri B hicre alt
grubunun olusmasina aracilik eder: IL-10+Breg ve IL-10-B hicreleri. Bu ¢alismamizda,
Helicobacter-aktive B hiicrelerinin salgiladiklari molekillerin olgun olmayan fare kemik iligi
kokenli DC'ler izerine regilator etkileri arastirilmistir.

GEREC-YONTEM: Olgun olmayan DC'lerin eldesi i¢in C57BL/6 fare kemik iliklerinden hiicreler
izole edilmis ve bu hiicreler GM-CSF ve IL-4 varliginda 7 gin kultiirde farkhlastirilmigtir. B
hicre izolasyonu icin C57BL/6 fare dalaklarindan hiicreler izole edildikten sonra B hiicreleri
negatif seleksiyon temelli manyetik ayirimla elde edilmistir. B hiicreleri H.felis sonikati ile
muamele edildikten sonra yine manyetik ayirimla IL-10+ ve IL-10- fraksiyonlarina ayiriimistir.
Bu hiicre gruplarinin 8 saat H.felis ile inklibasyonu sonunda salgiladiklari sitokinleri igeren
hicre medyumu toplanilarak dendritik hicreler UGzerine uygulanmistir. 24 saatlik
inkGibasyonun ardindan hiicreler LPS veya H.felis sonikati ile 12 saat muamele edilmistir. DC
ylizey boyamalari akan hiicre dlcer, DC'lerden salgilanan molekiiller ise ELIZA ile analiz
edilmistir.

SONUG: H.felis sonikati DC'lerin CD86 ekspresyonlarini, IL-10, IL-12 ve TNF-a salgilamalarini
indiiklemektedir. IL-10+B hiicrelerinin salgiladiklari molekdllerin uygulandigi DC'lerin kontrol
gruplarina goére yiksek diizeyde CD86 eksprese ettikleri ve IL-12 salgiladiklan
gozlenirken, TNF-a salgilarinda anlaml bir sekilde baskilanma goézlemlenmistir. Ayrica, bu
DC'ler IL-10 salgilamaktadirlar. Dolayisiyla, bu ¢alismamiz Helicobacter-aktive IL-10+B hiicre
salgilarinin DC'leri tolerojenik forma donUstirebildigini gdsteren ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter felis-aktive B hicreleri, IL-10, kemik iligi kokenli dendritik
hiicreler
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Kiiciik Molekiillerle Mezenkimal Kék Hiicre Proliferasyonunun indiiklenmesi
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Mezenkimal kok hiicreler (MKH) yetiskinlerde bulunan, birgok farkli dokuya farklilasma ve
kendini yenileme kabiliyetine sahip hiicrelerdir. Kemik iliginden ve adipoz dokusundan alinan
MKH’ler mezoderm ve non-mezoderm dokulara farkhlasabilirler ve homeostasis, yara
iyilesmesi, yaslanma sireclerine katilirlar. Terapotik alanda ise doku yenilenmesinde, diyabet
ve kalp hastaliklari tedavisinde kullanilmasi amaci ile bir ¢ok ¢alisma yuritilmustir. Ayrica,
hiicre tedavileri sonrasi immiin modilasyon etkileri gdzlemlenmistir. MKH kiltlrinin erken
asamalarinda hiicre doéngllerinin uzun olmasi terapotik alanda yaygin bir sekilde
kullanilmasini sinirlandirmaktadir. Blylmenin indiklenmesi amaci ile, kirk farkli kigik
molekil kemik iligi ve adipoz dokusundan alinan MKH’ler ile kiltire alinmis, Gglinci ve
besinci glinlerde yapilan analizler (WST-1) ile bu molekdllerin etkilerine bakilmistir. Murin
kemik iliginden alinan MKH’lerde SB203580 ve SKF96365 adli molekdllerin blylumeyi iki kat,
StemRegenin 1 molekillinin ise ¢ kat arttirdigi gézlenmistir. SB203580 p38-MAPK yolagina
0zgl bir inhibitordir. SKF96365 ise SOCE inhibitdradir, ayrica voltaja duyarh kalsiyum ve
potasyum kanallarini kontrol etmektedir. StemRegenin 1 ise, aril hidrokarbon reseptorinin
bir antagonistidir. Bu molekiille daha dnce yapilan ¢alismalarda CD34+ insan hematopoetik
kok hiicre gogalimini arttirdigi da gorilmustir. Adipoz dokuda ise, kontrole goére iki kat daha
fazla cogalma saglayarak en cok goze carpan molekil RG108 isimli bir DNA metiltransferaz
inhibitorld olmustur. Ayrica antienflamatuar ve anti-karsinogenik oldugu bilinen histon
asetiltransferaz inhibitéri Garcinal ve p53 aracili apoptoz ve p53 bagimli gen
transkripsiyonunu inhibe ettigi bilinen Pifithrihin-a molekillerinin de MKH’leri kontrole gére
bir bucuk kat arttirdigi goriilmistir. ilerideki asamalarda bu molekiillerden yapilan
karisimlarin etkilerine bakilacaktir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kdk hicre, adipoz, kiigiik molekul, kemik iligi
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AMAG: GCalismamiz, insan fizyolojisinde kan akigi ile olusan ve vaskiler hastaliklari dnlemede
gorev Ustlenen kayma gerilmesinin, ateroskleroz plaklarinin olusmasina katkida bulunan
monosit hicrelerinde olusturdugu etkileri arastirmaktadir. Degisen kayma gerilmelerinin
hiicre davraniglari tzerinde yaptigi etki, hiicrelerin iskelet yapisinda olusabilecek potansiyel
degisimler yoniinden incelenecektir.

GEREC-YONTEM: Mekanik bir kuvvet olan kayma gerilmesinin hiicreler (zerinde
uygulanabilmesi icin mikroakiskan teknolojisinden yararlanilmistir. Aterosklerotik damar
yapisini taklit eden kaviteli mikrokanal geometrisinin tasarimi bu ¢alisma kapsaminda ilk defa
yapimistir. Mikrokanallar, tasarima uygun olarak biyouyumlu ve saydam bir malzeme olan
polidimetilsiloksan malzemeden yumusak litografi yontemiyle Uretilmistir. Degisen kayma
gerilmelerinin THP-1 monosit hiicrelerine etkisinin incelenebilmesi igin hiicreler mikrosiringa
pompasli kullanilarak mikrokanala dogrudan enjekte edilmistir. Siringanin devamli dolma-
bosalma dizisi ile monosit hiicrelerinin 3 saat boyunca kaviteli mikrokanal iginde, 45 Pascal
blylkliginde kayma gerilmesine maruz birakilarak dolagimi saglanmistir. Hiicrelere yapilan
mekanik kuvvet uygulamalari sonucunda F-aktin miktarlarindaki degisim, Phalloidin ve DAPI
boyalari kullanilarak yapilan semi-kantitatif immunfloresan analizleri ve akan hiicre o6lcer
yontemi ile aragtiriimistir.

SONUC: THP-1 hiicrelerine uygulanan 45 Pascal buyiikliglinde kayma gerilmesinin hiicrelerin
F-aktin miktarlarinda 6nemli 6l¢lide azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Degisen kayma
gerilmesi degerlerinde bu etkinin kapsami arastiriimalidir.

Anahtar Kelimeler: ateroskleroz, F-aktin, kayma gerilmesi, mikroakiskan, monosit
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Diisiik frekanshi manyetik alan maruziyetinin saghkli ve hasta B lenfositleri
tizerindeki etkisi

Handan Kayhan', Meri¢c Arda Esmekaya®, Babek Erdebilli, Berk Dayanir’, Erdem Kayhan®,
Ayse Giilnihal Canseven’, Yelda Ozsunar®

'Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢c Hastaliklari Anabilim Dali, Erigkin Hematoloji, Ankara
’Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, Ankara

*lzmir Bahgesehir Koleji, izmir

*Atiim Universitesi Endiistri Miihendisligi B6liimii, Ankara

*Atihm Universitesi Uretim Mithendisligi Bélimii, Ankara

*Adnan Menderes Universitesi, Radyoloji AnabilimDali, Aydin

GIRIS: Manyetoterapi, cesitli hastaliklarin ve kanserin tedavisinde kullanilan non-invaziv bir
yontemdir. Bu yontemde asiri diistik frekansl (ELF) alanlar kullaniimaktadir. ELF, frekanslari
300 Hz'nin altinda olan elektromanyetik alanlardir (EMF). ELF-EMF'nin kanser tedavisi
uzerinde yararl etkileri oldugu gosterilmistir ve klinik ¢alismalarda sitotoksik veya olumsuz
yan etkisinin olmadigi bildirilmistir (Ronchetto ve ark. 2004). Bu ¢alismada saglikli ve hasta B
lenfositlerinde ELF-EMF’nin etkisi arastirilmak istenmistir.

YONTEM: Bu calismada 1 mT, 50 Hz frekansta ki ELF EMF'nin etkisi, insan ve fare Kronik
Lenfositik Losemi hiicre dizileri (sirasiyla MEC | ve Cll) Uzerinde ve primer saglikh insan
lenfositleri Gzerinde arastirilmigtir. Buna goére 1 mT 50 Hz frekansta ELF-EMF, farkh maruz
kalma siireleri icin saghkl ve hasta lenfositlere uygulandiktan sonra, hiicrelerin apoptoz ve
nekroz duzeyleri ve proliferasyon dizeyleri arastirilmigtir. Sonuglarin istatistigi bagimsiz
student t test ile yapilmis ve Analitik Hiyerarsi Sireci (AHP) ile en etkili ELF-EMF dozaji
belirlenmistir.

SONUC: ELF-EMF maruziyeti sonrasinda Saglikh lenfositlerin, MEC ve CIlI hiicrelerinin
proliferasyonunda anlamli bir dists goézlemlenirken (p<0,05), apoptoz ve nekrozda artis
gozlemlendi (p<0,05). Saglikli lenfositlerde G1 fazinda anlamli bir artis gdzlemlenirken, MEC
ve Cll hiicrelerinde hem G1, hem de G2 fazinda artis olmus ancak sadece S fazinda ki disliste
anlam bulunmustur (p<0,05). AHP analizi ile en etkili maruziyet siresinin 3 saatlik ELF-EMF
maruziyeti oldugu belirlendi.

TARTISMA: ELF-EMF'nin  biyolojik sistemlerle etkilesim mekanizmasini  agiklayan
hipotezlerden birisi serbest radikal olusumudur. Serbest radikal olusumundaki artis DNA
hasarina ve apoptotik hiicre 6limiine neden olabilir. Bulgularimiz ELF-EMF'nin kanser
hiicrelerinde 6lime yol agtigini belirlemekle birlikte gdstermistir ki saglikh hicrelerde de
olime yol agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ELF, EMF, manyetoterapi, AHP
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Kemoterapétik ila¢ Olarak Yeni Molekiillerin Gelistirilmesi

Nazife Tolay', Hakan Taskiran®, Nazli Keskin®, Batu Erman'
Nazite 1olay

'‘Molekiler Biyoloji, Genetik ve Biyomihendislik Bdlimi, Mihendislik ve Doga Bilimleri
Fakdltesi, Sabanci Universitesi, istanbul

’Genetik ve Biyomiihendislik Bolimi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Okan Universitesi,
istanbul

Tumor baskilayici bir protein olan p53 hiicre béliinmesinin durdurulmasinda, senesensde ve
apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. p53 protein seviyesi cesitli stres faktorleri tarafindan
arttinlmaktadir ve 6zellikle DNA hasari olan hicrelerde bolinmenin durdurulmasinda p53
etkin bir rol oynamaktadir. Hiicrelerde stres olmayan durumlarda p53 seviyesi onkojenik bir
protein olan MDM2 tarafindan kontrol edilmektedir. MDM2’nun E3 ligaz aktivitesi p53
proteinin ubikitinlenmesine ve proteazom tarafindan yikimina neden olur. Birgok kanser
tlriinde p53 proteinin DNA baglanma bdlgesinin mutasyona ugradigl gozlemlenmistir ve bu
durum hasarli hiicrelere béliinme avantaji saglamaktadir.

Bu galismadaki amacimiz p53 bagimli apoptotik yolagini yeni molekillerle aktiflestirmektir.
Preklinik deneyler in siliko ortamda tasarlanan ve organik kimya metodlari ile sentezlenen
yeni molekillerle yuratilecektir. Bu molekiller p53 ve MDM2 arasindaki etkilegimi
engellemek amaciyla tasarlanmistir. Bu molekillerin p53 akkimdilasyonu arttirma o6zelligi
HCT 116 WT hiicre hatti kullanilarak western blot teknigi ile degerlendirilecektir.
Molekillerin p53 ile MDM2 arasindaki etkilesimi engelleme kapasiteleri canli hiicre floresan
mikroskopisinde “F2H assay” yontemi kullanilarak test edilecektir. Molekillerin etkinligi ve
p53-MDM2 baglantisina karsi 6zgunligu CRISPR/Cas9 genom mihendisligi ile yaratiimis
mutant hiicre hatlarinda belirlenecektir.

Anahtar Kelimeler: p53, mdmz2, apoptosiz, kanser, crispr/cas9
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Siyaliltransferaz Manipiilasyonunun Fare Hematopoietik Kok Hiicrelerin
Cogaltilmasina Etkisi

Esra Albayrak', Emrecan Tlyslz’, Fatih Kocabas

Yeditepe Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik B&limi, istanbul
*Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik B&lim, istanbul

AMAC: Hematopoietik kok hicreler (HKH), hiicre dénglisinde GO fazina girerek dormansi
durumuna girmeleriyle karakterizedirler. Onceki c¢alismalarimiz, HKH dormansi
regllatorlerinin hedeflenmesinin, hiicreleri GO fazindan c¢ikararak hiicre dongisiine
yonlendirdigini ve HKH cogaltiimasini indiikledigini géstermektedir. ilging bir sekilde, golgi
tip2 transmembran glikoziltransferazlardan olan siyaliltransferazlarin immiin sistemin
regllasyonunda ve |6kosit trafiginde etkin rol oynadigi bilinmektedir. Boylece, ¢alismamizda,
siyaliltransferaz inhibitéri olan soyasaponin-I molekilinin fare kemik iliginden (KI) elde
edilen HKH’lerin ex vivo ¢ogaltilmasi Gzerine etkisine odaklanmaktayiz.

GEREC-YONTEM: Fare Ki-KH’lerinin 1% ‘ni olusturan lineage negatif hiicreler manyetik ayirm
yontemiyle izole edildi. 30,000 hiicre 96 kuyucuklu plakaya 200ul HKH besiyeri icerisinde
olacak sekilde ekildi ve hiicreler soyasaponin-I molekiliniin 3 dozu (10uM, 1uM ve 0,1uM)
veya DMSO ile muamele edildi. Muameleden 7 giin sonra, hlicreler HKH belirtecleriyle
isaretlendi ve akis sitometrisinde analiz edildi. Ardindan, ayristirilan LSK (Lin-Scal+c-kit+) kok
hiicreleriyle hiicre donglsu analizi gerceklestirildi. Ayrica, muamele sonrasi, sikline bagimh
kinaz inhibitdrlerinin (SBKi) ekspresyon degisimi gercek zamanl PZR ile analiz edildi. Bunun
yaninda, meydana gelen koloni c¢esidine dayali hicrelerin tiplendiriimesi analizi
gercgeklestirildi.

BULGULAR-SONUG: Soyasaponin-I ile muamele sonrasi kontrole kiyasla fare HKH igerigi 3 kat
artmaktadir ve fare HKH’leri yeniden hiicre dénglsline girmektedir. Ek olarak, molekil CFU-
GEMM adli koloni sayisini 2,5 kat arttirmistir. Bu sonuglara gore, siyaliltransferaz inhibisyonu
fare HKH’lerinin gogaltilmasini ve ayni zamanda hiicrelerin yeniden hiicre déngulsiine
girmesini indiklemektedir. Hicrelerin hiicre donglisiine yeniden girdiklerinin bir kaniti
olarakta SBKi’lerinin ekspresyon seviyesinin molekiille muamele sonrasi énemli oranda
dustligl belirlenmistir. Boylece, soyasaponin-I molekiliinden gen terapi sonrasi ex vivo HKH
cogaltiimasi ve buna bagh olarak transplantasyon veriminin arttirilmasi hususunda
faydalanilabilir.

Anahtar Kelimeler: dormansi, HKH, siyaliltransferaz
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Kronik Lenfositik Lésemili Hastalarda Hiicre i¢i IL-10 Diizeyleri

Ozden Ozcan', Metin Yusuf Gelmez', Suzan Cinar', Glinnur Deniz!, Melih Aktan’
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Dali, istanbul

’istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, i¢c hastaliklari Anabilim Dali, Hematoloji Bilim
Dali, istanbul

Giris-AMAG: CD5+CD19+ regulator B (Breg) hicreleri IL-10 salgilayarak immin sistemi
baskilarlar. Kronik lenfositik 16semi (KLL); kemik iligi ve periferik kanda CD5+CD19+
monoklonal B hiicrelerinin (KLL htcreleri) birikimiyle karakterizedir ve klinik seyri ¢ok
degiskendir. KLL hastalarinin bir kisminda yiiksek lenfosit sayilarina ragmen uzun siire tedavi
almadan takip edilmesi ve Breg hiicreler ile benzer immiinfenotipik 6zellik géstermesi nedeni
ile bu g¢alismada IL-10 sentezleyen KLL hiicre diizeyinin akan hiicre olger ile saptanmasi
amaglanmigtir.

GEREC-YONTEM: KLL tanisi almis 24 hasta ve 14 saglikh bireyden elde edilen heparinize kan
orneklerinde ficoll gradient yontemi ile periferik kan mononikler hiicreler (PKMH) elde
edilmistir. PKMH’ler CpG (1 ug/ml) ile 37°C, %5 CO2 etlivde 48 saat kilture edilmis uyarimin
44. saatinde Brefeldin A, PMA (20 ng/ml) ve lonomisin (1 ug/ml ) eklenmistir. Uyarim sonrasi
hiicreler anti-CD5, anti-CD19 ve anti-CD38 monoklonal antikorlari ile ylizey belirtegleri, anti-
IL-10 ile hiicre icin sitokin seviyesi akan hiicre dlger ile degerlendirilmistir. Istatistiksel
analizler Mann Whitney-U ve Wilcoxon testleri ile yapiimistir.

BULGULAR: Uyarimsiz kosulda KLL'li ve saglkli bireylerin hicre igi IL-10 igeriklerinde bir
degisiklik gozlenmemesine karsilik, uyarim sonrasi KLL'li hastalarin lenfosit ve CD19+
kapisinda, CD19+-IL-10+ hiicre oranlarinin saghkh bireylerden yliksek oldugu saptanmistir
(sirasiyla, p<0.0001 ve p<0.0001). CD5+CD19+ lenfosit kapisinda uyarimsiz sartlarda KLL'li
hastalarin IL-10 duzeyleri saglikh kontrollere gore yiksek saptanirken (p<0,-0001), uyarim
sonrasi anlamli fark bulunmamustir.

SONUG: Bulgularimiz, KLL hiicrelerinde saptanan yliksek hiicre igi IL-10 igeriginin, hastaligin
klinik seyrinde rolli olabilecegini dustindirmektedir. Calismamizin, KLL hiicrelerin Breg
hicreleri ile olan benzerligini arastiran galismalara katki saglayacaktir.

Bu c¢alisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.Proje No:55010.

Anahtar Kelimeler: kronik lenfositik I6semi, KLL, IL-10, Breg
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Antijen Tasiyicisi Olarak ASC Zerrecikleri

Seda Yasa, Alican Sahillioglu, Mesut Berber, Nesrin Ozéren
Bogazici Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&limii, istanbul

Sitoplazmada bulunan patojenler inflamazom bilesenleri araciligiyla algilanir. Cok molekullt
kiresel ASC zerreciklerinin olusmasi, NLRP3 ve AIM2 gibi sitoplazmik NOD-benzeri
reseptorlerin uyarilmasiyla tetiklenir. Piroptotik hiicre oliminden sonra ASC zerrecikleri
hiicre digina salinir ve interlokin 1 beta’nin olgunlasmasini artirirlar. Calismalarimizda model
antijen ovalbumini de igeren bir kisim sitoplazmik proteinlerin, hiicre iginde ASC
zerrecikleriyle birlikte kimelesme egilimi icinde oldugunu gozlemledik. mCherry-ASC
zerreciklerinin farelere intraperitonal ve damar ici enjeksiyonundan 3 hafta sonra
zerreciklerin dalakta birikimi gézlemlendi. Ayrica, ovalbumin ve kus gribi virlsiiniin kabuk
proteini olan H5 yukli ASC zerrecikleri, fareleri asilamak igin kullanildi. Zerrecik kullanilan
orneklerin kontrol gruplarina gore antijen spesifik 1gG seviyelerininde anlamli artislara sebep
oldugu bulunmustur. Patentlenmis ASC zerrecikleriyle asi tasima teknolojimizin, yeni dénem
asilarin gelistirilmesinde ve Uretiminde kullanilabilecegini 6ne siirliyoruz.

Anahtar Kelimeler: ASC, zerrecik, asi, teknoloji
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Yeni Tani Almis Geng Diyabet/Prediyabette Adacik ve Tiroid Otoimmiinitesi
iliskisi

Yildiz Tiitiincii?, Nuray Giirel Polat?, Beyhan Omer?®, M. Faruk Alagél’, ilhan Satman®, Turdep I
Calisma Grubu®

'istanbul Universitesi, i¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Bilim Dali,
istanbul

’istanbul Universitesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve Temel
imminoloji Bilim Dali, istanbul

*istanbul Universitesi, Biyokimya Anabilim Dali, Klinik Biyokimya Bilim Dali, istanbul

AMAG: Bu g¢alismada yeni tani almig geng DM’li ve preDM’li populasyonunda eriskinlerde
yavas seyirli bir otoimmin diyabet (LADA; Autoimmune Diabetes in Adults) sikligini
belirlemeyi ve otoimmiin tiroidit ile iliskisini arastirmayi amagladik.

MATERYAL-METOD: Galismamiza ‘Tirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi (TURDEP-II)’'na katilmis, 20-44 yas araligindaki 1855 bireyin
verileri dahil edildi. Calisma poptlasyonunun alt gruplarini; %19.1 (n=354) yeni diyabet tanil
(YeniDM), %11.9 (n=221) izole bozulmus glukoz toleransi (BGT), %15.8 (n=293) izole
bozulmus aclik glukozu (BAG), %8.3 (n=154) kombine bozulmus glukoz toleransi (KBGT) ve %
44.9 (n=833) OGTT’si normal bulunan saglkli bireyler (NGT) olusturdu. Tim serum
orneklerinde adacik ve tiroid otoantikorlarina bakildi. Cinko transporter 8 antikoru (anti-
ZnT8) ELISA, adacik hiicresi sitoplazmik antikoru (ICA) indirekt IF, glutamik asit dekarboksilaz
ve protein tirozin fosfataz antikorlari (anti-GAD ve 1A2) RIA ile; tiroid peroksidaz ve
tiroglobulin antikorlari (anti-TPO ve anti-Tg) ise otoanalizoérde o6lgulda.

BULGULAR: Tim grup birlikte degerlendirildiginde, tiroid otoantikorlari kendi aralarinda
birbirleriyle iliskili oldugu gorildi (r=0.0276, p=0.002). anti-TPO (+)’ligi ile anti-GAD ve anti-
IA2 (+)'likleri arasinda anlamh korelasyon mevcuttu (sirasiyla; r=0.097, p<0.001; r=0.085,
p=0.001 ve r=0.360, p<0.001). Anti-GAD (+)’ligi ile anti-IA2 (+)’ligi korele oldugu gorildu
(r=0.602, p<0.001). Yeni DM grubunda anti-GAD, diger adacik otoantikorlarinin sikligi ile
anlamli derecede iliskili bulundu.

YORUM: Sonuc¢ olarak genis tabanli ve toplum-temelli olarak tasarlanan TURDEP-II
popllasyonunda yer alan 20-44 yas araliginda yeni tani almis diyabet vakalari icinde anti-
GAD porzitifligine gére LADA sikliginin %13.2 oldugu varsayilabilir. Ayrica, genel olarak adacik
otoimminitesi ile tiroid otoimm{nitesinin birbiriyle iligklili oldugunu dogruladik.

Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje numarasi 22247 ve 32641

Anahtar Kelimeler: otoimm{in diyabet, LADA, anti-GAD, otoimmdin tiroid
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Primer Antikor Yetersizligi Olan Hastalarda Saptanan Bruton Tirozin Kinaz
(BTK) Gen Varyasyonlari

Sinem Firtina', Yuk Yin Ng?, Ozden Hatirnaz Ng*, Sule Haskologlu®, Ayca Kiykim*, Elif Aydiner?,
Selda Hancerli Torun®, Manolya Kara®, Ayper Somer®, Ugur Ozbek®, Miige Sayitoglu®
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®Acibadem Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, istanbul

Primer antikor yetersizlikleri (PAY), primer immin yetmezliklerin igerisinde en sik gozlenen
hastalik grubudur. PAY, B hicrelerinin gelisimi veya fonksiyon bozukluklari sonucu
immunoglobulinlerin yoklugu ya da azhg ile karakterizedir. PAY’larda en sik gérilen X’e bagli
kalitilan agammaglobulinemi (XLA), Bruton tirozin kinaz (BTK) genindeki mutasyonlar sonucu
olusur ve agammaglobulinemisi olan hastalarin %85’inde BTK geni anlatimi yoktur. Bu
¢alismada PAY ile iliskili oldugu bilinen 22 geni kapsayan bir hedefe ydnelik yeni nesil
dizileme genetik tani paneli tasarlanmis (Smartchip-TE) ve PAY tanisi almis 32 hasta lllumina
MiSeq sistemi ile dizilenmigtir. Calisma grubunda yer alan erkek, akraba evliligi olmayan ve B
hiicre sayilar az/yok oldugu icin XLA dusunilen 8 hastanin 3 tanesinde (Q412%*, S578P,
E240*) onceden tanimlanmis BTK gen mutasyonlari saptanmistir. Ayrica 1 hastada BTK
genine ait daha oOnce literatiirde tanimlanmamis yeni bir mutasyon (G414W) tespit
edilmistir. Klinige tekrarlayan pndémoni, zona ve bronsektazi sikayeti ile basvurmus 16
yasindaki hastada tespit edilen yeni mutasyonun klasik dizileme ile ailevi segregasyonu
incelendiginde annenin heterozigot (tasiyici) oldugu, hastanin ise varyasyonu homozigot
halde tasidigl belirlenmistir. Akim sitometrisi ve western blot analizlerinde hastada BTK
protein anlatimi tespit edilmemistir. XLA 6n tanili hastalarin sadece yarisinda BTK geni
mutasyonu saptanmasi hastaligin klinik heterojeniteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Primer immiin yetmezlikler gibi klinik heterojeniteye sahip hastaliklarda yeni nesil dizileme
yontemi ile olusturulmus tani panelleri, hastalarda ayni anda ¢ok sayida aday geni
tarayabilmekte, kesin ve dogru tani igin hizli, ekonomik ve giincel bir yaklagim saglamaktadir.
Bu calisma i.U. BAP birimi tarafindan 52575 ve 54891 numarali projelerle desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: yeni nesil dizileme, XLA, genetik tani, BTK
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Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicreleri Tarafindan Uyarilan Miyeloid
Hiicrelerde STAT3 Aktivasyonunun IL-1B Uretimi Uzerine Etkisi

Gurcan Tunali, Glnes Esendagl
Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali, Ankara

Timor mikrogevresindeki miyeloid hicrelerin immin dizenleyici karakter kazanmasinda
STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu énemlidir. STAT3 aktivitesi yluksek miyeloid
hicrelerden Uretilen IL-1 gibi pro-inflamatuvar sitokinler kanserde inflamatuvar
mikrogevrenin olusmasini saglar. Bu ¢alismada, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinin
salgiladig1 faktorler tarafindan uyarilan miyeloid hicrelerde STAT3 aktivasyonunun IL-1
uretimine etkisi incelenmistir.

THP-1 ve U937 miyeloid hiicrelerinin bazal-benzeri (MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC38) ve
[iminal (MCF-7, BT-474) meme kanseri hiicre slpernatanlariyla kaltird yapildi. STAT3
inhibitoru (Stattic) iceren/icermeyen kosullarda miyeloid hiicrelerde STAT3 protein dizeyi
Western-Blot  yontemiyle  degerlendirildi.  Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlariyla 1.5, 6 ve 24 saat wuyarilan miyeloid hiicrelerde, Stattic
varhginda/yoklugunda, STAT3 ve IL-1B gen ekspresyonu gergek-zamanli RT-PCR y6éntemiyle
incelendi.

Bazal-benzeri meme kanseri hilicre stpernatanlariyla uyarilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde
STAT3 aktivasyonu artarken bu durum liminal meme kanseri hiicrelerine ait faktorlerle
uyarilan miyeloid hiicrelerde izlenmedi. Stattic inhibitorinin bu hiicrelerde STAT3
aktivasyonunu (fosfo-STAT3) baskiladigi gozlemlendi. Belirli zaman araliklarinda bazal-
benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlariyla uyarilan miyeloid hiicrelerde STAT3 gen
ekspresyonunuda belirgin degisim saptanmazken Stattic iceren kosullarda, 6zellikle HCC38
sipernatani varhiginda, arttigi belirlendi. THP-1 hiicrelerinde IL-1B gen ekspresyonunun 6.
saate kadar 6zellikle MDA-MB-231 ve HCC38 slipernatanlari varliginda arttig1 gozlendi. U937
hiicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin IL-1B8 gen ekspresyonunu
azalttig1 saptandi. Stattic varhginda miyeloid hicrelerdeki IL-1B gen ekspresyonunun zamana
bagh olarak daha fazla arttigi belirlendi. Bu artis en belirgin HCC38 slpernatani varliginda
gorulda.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri miyeloid hicrelerde STAT3 yolagini etkin sekilde
uyarmaktadir. STAT3 inhibisyonuyla IL-1 gen ekspresyonunun artisi ve STAT3 protein
aktivasyonunun azalmasi bazal-benzeri meme kanseri mikrocevresindeki miyeloid
hicrelerde timori destekleyici fenotipin baskilanmasina ve kronik inflamasyonun
diizenlenmesine yol agabilir.

Anahtar Kelimeler: bazal-benzeri meme kanseri, miyeloid hiicre, STAT3, IL-13
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Kutanoz Leishmaniasisli Hastalarda MFG-E8, OPG ve SOCS-3 Diizeyleri
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Milk fat globule epidermal growth factor-factor 8 (MFG-E8) periferal bir glikoproteindir ve
dokudan apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde rol oynar. Makrofajlarin skavenger
fonksiyonunu destekler. Osteoprotegerin (OPG) inflamatuvar yolakta ve timor gelisiminde
etkindir. Receptor superfamily of proteins. Suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3) ise
inflamasyonu oOnleyen inhibitor sinyal molekilidir. Bu galismada kronik bir inflamasyon
yaratan ozellikle Gliney Dogu Anadolu’da halen saglik sorunu olmaya devam eden kutanéz
leishmaniasisli hastalarda bu immin parametrelerin nasil degisiklik gosterdigi arastirildi.

Materyal/METOD: KL'li 46 hasta ve 44 saglikli kontrol ¢alismaya alindi. Sanhurfa Sark Cibani
Tani ve Tedavi Merkezi‘ne kayitli hastalarin deri lezyonlarindan hazirlanan preparatlarda
Leishmania amastigotlari Giemsa ile boyanarak mikroskobik olarak incelendi. Serumlar
ayrilarak MFG-E8, OPG and SOCS-3 diizeyleri ise ELISA yéntemiyle calisildi.

SONUC: MFG-E8 (p<0,001), OPG(p<0,05) ve SOCS-3(p<0,001) serum duzeyleri acisindan
hasta ve kontrol grubu arasinda belirgin fark saptandi. Her (¢ parametrenin kontrol
grubunda yuksek olmasi dikkat cekiciydi. Hasta grubunda MFG-E8 diizeylerinin kontrole
kiyasla diisiik olmasi KL’de makrofajlarin skavenger fonksiyonlarini yerine getirmekte yetersiz
kaldiklarini isaret edebilir ve lezyonun uzun siirmesine veya inflamasyonun devam etmesine
katkisi olabilir. Ayni sekilde inhibitdr yolakta énemli roli olan SOCS-3 diizeylerinin de bu
hastalarda dislik diizeyde bulunmasi inflamasyonun durdurulmasinda dokunun iyilesmeye
gecisinde bir yavaslama oldugunu isaret edebilir. Diizensiz inflamasyon her zaman viicudun
zararinadir ve normalde inflamasyon ¢ok ince bir kontrol mekanizmasiyla érulidir. OPG de
onemli bir inflamasyon mediatoridiir ve IL-1B ile dizenlenir hasta grubumuzda kontrolden
daha duslik diizeylerde saptanmis olsa da belki lezyon mikrocevresinde durum farklidir ve
periferik yansimasi izlenememistir. Calismamiz KL'de s6z konusu parametreler acisindan ilk
calismadir ve dahaileri calismalarla desteklenebilir.

Anahtar Kelimeler: kutan6z leishmaniasis, SOCS-3, MFG-E8, OPG
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Indirekt immiinfloresan Antiniikleer Antikor Tarama Test Sonuglarinin
immunoblotlama Yénteminde Ozgiil Antijen ile iliskisinin Degerlendirilmesi

Ali Alvandian, Nazh Arslan, Yavuz Dogan, Cem Mahmut Ergon, Ozlem Yilmaz, Meral Karaman

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir

Indirekt immiinfloresan (IIF) yontemi, antinikleer antikorlarin (ANA) saptanmasinda altin
standart yontemdir. IIF ile saptanan pozitif ANA, patern ve titre (1sima yogunlugu) ile birlikte
raporlanmalidir. Anti-ekstrakte edilebilir niikleer antijen (ENA) imminoblotlama (IB) paterne
0zgll antikorlarin saptanmasinda kullanilan testler arasindadir. Bu ¢alismada Dokuz Eylil
Hastanesi Merkez Laboratuvari, immiinoloji biriminde Haziran 2014-2016 tarihleri arasinda
rutin olarak c¢alisilmis ANA [|IF ve ENA [IB test sonuglarinin retrospektif olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir.

YONTEM: ANA IIF; HEp 20-10/Liver monkey (EUROIMMUN, Almanya), ENA IB ANA profile 3
EUROLINE (EUROIMMUN, Almanya) ile cgalisilmistir. ENA [B stripleri EUROLINE SCAN
programinda kantitatif (sinirda, +, + +, +++ ) olarak degerlendirilmistir. TUm testler Uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda uygulanmistir.

BULGULAR: ANA IIF ¢alisilan 10954 hastadan 8002’si (%73) ANA negatif, 2952 si (%27) ANA
pozitif bulunmustur. ANA pozitif, ENA IB ¢alisiimayan hasta sayisi 2522, c¢alisilan 430°dur.
Bunlarin 300G (%70) ENA negatif, 130'u (%30) pozitif saptanmistir. Spesifik antijenlere
bakildiginda 130 hastada 191 bant gortlmusgtir. Tek bant pozitifligi nikleer zarf ve nikleolar
patern saptanan iki hastada gorilmuis, diger hastalarda iki ve daha fazla bant paterni
belirlenmistir. ANA IIF pozitif, anti-ENA antikorlari negatif hastalarin (n=30) serumlarinda
kullandigimiz ticari kit ile saptanamayan antijenlere karsi antikorlar olabilir. IIF ile homojen
patern saptanan 34 hastanin dokuzunda anti- nikleozom, lgilinde anti-histon antikorlari
pozitif saptanmistir. Kalan 22 hastada anti-SS-A ve/veya anti-SS-B pozitifligi gorulmustar.
Yiksek titrelerde homojen patern o6zellikle ince benekli paterni maskeleyebilmektedir.
Benekli patern saptanan hastalarin serum orneklerinde anti-nRNP/Sm, anti-Sm, anti-SS-A ve
anti-SS-B pozitifligi gortlmustir. Benekli paternin varhigi belirtilen bu antikorlar ile birliktelik
gosterdiginden spesifik antijen testi calisamayan laboratuarlarda yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: antinlikleer antikor, indirekt immunfloresan, anti-ekstrakte edilebilir
nikleer antijen, immunoblotlama
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immiinolojik Riskli Hastalarda Renal Transplantasyon: 1 Yilhk Takip
Sonuglarimiz

Ali Sengiil, Mehtap Ulker

Medical Park Antalya Hastane Kompleksi, Muratpasa, Antalya

GIRIS-AMAC: Komplemani baglamayan antikorlarin transplantasyon icin tasidiklar risk
durumu tartismalidir. Biz son 5 yilda, komplemani baglamayan dondr spesifik antikora sahip
hastalarimiza canli vericilerinden yaptigimiz bébrek nakillerinde bu antikorlarin bébrek
fonksiyonlarini nasil etkiledigini belirlemek amaciyla serum kreatinin dizeylerini inceledik.

GEREC-YONTEM: Bébrek transplantasyonu icin 2012-2016 yillarinda canh vericileri ile
merkezimize miiracaat eden hastalardan, komplemana bagh sitotoksisite yontemi ile yapilan
lenfosit c¢apraz karsilastirma testi negatif bulunan, flow-sitometrik lenfosit c¢apraz
karsilastirma testlerinde pozitiflik ve/veya solid faz testlerle donér spesifik antikor saptanan
ve desensitizasyon yaplilarak transplantasyonlari gerceklestirilen hastalar retrospektif olarak
incelendi. Hastalarin nakilden 1, 3, 6 ve 12 ay sonraki serum kreatinin dlizeyleri incelenerek
donorlerine karsi anti-HLA antikoru saptanmayan hastalarla karsilastirildi.

BULGULAR: Toplamda 79 immiinolojik riskli hastanin transplantasyondan sirasiyla 1, 3, 6 ve
12 ay sonraki serum kreatinin dizeylerinin ortalamalar 1,33+0,78mg/dl, 1,40+1,06mg/dI,
1,32+0,76mg/dl ve 1,36+1,13mg/dl iken 39 kontrol grubu hastasinin kreatinin dizeyleri
ortalamasi yine sirasiyla 1.43+0,98 mg/dl, 1.52+1,16mg/dl, 1.38+0,33 mg/dl ve 1,38+1,02
mg/dl olarak saptandi. Bu sonugclarla, iki hasta grubunun istatistiksel olarak farkhlik
gostermedigi belirlendi.

SONUC: Transplantasyon sonrasi graft fonksiyonlarinin takibinde serum kreatinin dizeyleri
sinirh bir gostergedir. Ancak, basit ve ucuz bir test oldugundan vyaygin olarak
kullanilmaktadir. Duyarlilasmis hastalarda graft fonksiyonlarinin bozulmasina ve graft
kaybina yol agan anti-HLA antikorlari, transplantasyon ekiplerinin en ¢ok korktugu
sorunlardan biri olmaya devam etmektedir. Son vyillarda komplemani aktive etmeyen
antikorlarin  kontrendikasyon olusturmamakla birlikte graft hasarina yol agcma riski
vurgulanmaya devam etmektedir. Bizim sonuglarimiz bu hastalarin ilk yil iginde antikor
tasimayan hastalara benzer sekilde graft fonksiyonu gosterdiklerini desteklemektedir. Ancak
daha uzun sireli takiplere ihtiya¢ oldugunu da disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: anti-HLA antikorlari, kompleman aktivasyonu, transplantasyon
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Akciger Kanseri ve Mezotelyomali Hastalarda immiin Hiicre Tiplerinin
Karakterizasyonu

Gonul Seyhan', Akif Turna®, Ayca Sayi Yazgan'

'istanbul Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimii,
istanbul

’stanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Gégiis Cerrahisi Bdlimdi, istanbul

AMAG: Akciger kanserinin 6liim orani ylksektir. Interlokin-10 (IL-10) kanser mikrogevresinde
immin yanitin baskilanmasina katki saglar. Bu g¢alisma, kiiglk hicreli disi akciger kanseri
(KHDAK) ve mezotelyomali (MT) hastalarin kanlarinda ve timore infiltre I0kositlerde (TIL)
bulunan regulator ve efektor hiicreleri, ifade ettikleri ylzey belirteglerine ve salgiladiklari
sitokinlere goére incelemeyi amaglamaktadir. Ozellikle c¢alismamiz daha once akciger
kanserinde tanimlanmamis regiilator B hiicrelerinin (Breg) detayli olarak tanimlanmasini
odaklanmistir. Bu amacla, T hiicre (CD4, CD8) ve Breg (CD19, CD24, CD38) yiizey belirtegleri
ve programli hiicre 6limi-1(PD-1) ile anti-enflamatuvar (IL10) ve pro-enflamatuvar (IFNy)
sitokin profilleri incelenmistir.

GEREC-YONTEM: istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Gdgiis Cerrahisi béliimiine
basvuran KHDAK ve mezotelyomali hastalarin elde edilen periferik kan o6rneklerinden
mononikleer kan hicreleri (PBMC) ve cerrahi operasyon sonrasinda alinan timor
dokusundan TIL elde edilmistir. IL10 ve Breg ylizey boyamalari dncesi PBMC ve TIL CpG
ODNK3 (0.7 pg/ml) ile 24 saat uyarilmistir. Hiicre tipleri ve sitokin profilleri anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD19, anti-CD24, anti-CD38, anti-PD1, anti-IL10 ve anti-IFNy antikorlariyla
boyanarak akan hiicre Olcerde analiz edilmistir.

SONUG: 6 saglkli kontrol, 11 KHDAK ve 4 mezotelyomali hastada analiz yapilmistir. Kontrol
ile karsilastirildiginda KHDAK’li hastalarin, kanlarindaki CD4+ ve CD19+ (0.82-24.1%; 0.85-
17.3%) hicreler ile TILlerindeki ayni hicrelerde (0-23.7%; 0-20%) IL10 ekspresyonunda
artma egilimi; MT'li hastalarin kanlarindaki CD4+ (0-35.7%) ile TIL'lerindeki CD19+
hicrelerinde (1-10%) ise anlamh artis gortlmuastiir. KHDAK’lI hastalarin kanlarindaki
CD19+CD24+CD38+ hiicrelerde IL10 seviyesi onemli oranda artmistir (0-75%). KHDAK
hastalarinin kanlarindaki CD19+ hucrelerinin PD-1 ekspresyonu (1.77-33%) ve PD-1+IL10+
oranlari (0.98-4.62%) kontrole gore artma egilimindedir. Ayrica bu hastalarin kanlarindaki
IFNy Ureten B hiicrelerinde artis ve CD4+ T hicrelerinde azahs gérilmustar.

Anahtar Kelimeler: akciger kanseri, Breg, IL10, mezotelyoma, PBMC, timor infiltre lenfosit
(TIL)
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RAW 264.7 Hiicrelerinin Yiizeyinde, Hiicre ici CTLA4 Ekspresyonu ile CD80/86
ifadesinin Baskilanmasi
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T hicre aktivasyonu, antijen sunan hiicrelerdeki MHC-peptid komplesinin ve bu hiicrelerin
sagladig es uyaran sinyallerin taninmasini gerektirir. Antijen sunan hiicre (ASH)'nin gen bazli
modifikasyonu, immin toleransi indiklemek icin potansiyel bir stratejidir. Bu calismada,
RAW?264.7 hicrelerindeki B7 molekiillerinin (CD80 / 86) ekspresyonunu inhibe veya yok
etmek amaciyla hicrelerin endoplazmik retikulum (ER) igerisinde modifiye sitotoksik T
lenfosit antijen 4 (CTLA4) molekiliniin (CTLA4-KDEL) ekspresyonunu saglayan bir yapi ile
transfekte edilmesi, boylece CD80/86 molekuliiniin ER’de tutulup parcalanarak hicre
yuzeyinde ifade edilmesinin engellenmesi amaglanmistir.

Fare CTLA-4 cDNA memeli ekspresyon plazmiti olarak Sino Biologicals’dan (Cin) ticari olarak
temin edilen pCMV/mCTLA-4 plazmiti kullaniimistir. mCTLA4 geni uygun restriksiyon
bolgeleri iceren primerler tasarlanarak c¢ogaltilmis ve pCMV/myc/ER (Invitrogen, Life
Technologies, USA) plazmite klonlanmigtir. RAW 264.7 hiicreleri CTLA4-KDEL genini eksprese
eden plazmit ile transfekte edilip sonraki giin IFN-  ile 24 saat inklibe edilmistir. CD80 ve
CD86 (Tonbo Biosciences, Birlesik Krallik)’'ya karsi fare monoklonal antikorlari ve uygun izotip
kontrolleri kullanilarak akim sitometri analizi gergeklestirilmistir.

Akim sitometri sonuglarina goére uygulanan strateji ile RAW 264.7 hiicrelerinin ylizeyinde de
novo CD80/86 ekspresyonunun anlaml olarak baskilandigi gézlemlenmistir. Bu stratejinin
islevlerini arastirmak i¢in yapilan daha ileri g¢alismalar test edilmektedir. Yizey
reseptorlerinin ekspresyonunu azaltan veya yok eden bu gen tabanli stratejinin, otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde ASH’lerin kullanilmasina yénelik potansiyel bir alternatif oldugunu
disinmekteyiz.

Bu calisma TUBITAK tarafindan (Proje No: 114S5354; Cost Action BM1404) tarafindan
desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: CD80, CD86, CTLA-4, RAW 264.7, KDEL
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Dogal Oldiiriicii Hiicrelerden Saflastirilan Eksozomlarin Anti-tiimor Etkisi
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Huddinge, Karolinska Institutet, Stockholm

*NSU Cell Therapy Institute, Nova Southeastern University, Fort Lauderdale, FL
“*Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi, istanbul

Dogal oldirict (NK) hicreler, dogal bagisiklik sisteminin Uyeleri olup kan dolagimindaki
lenfositlerin  %10-15’lik kismini olusturmakta ve o©nceden uyarilma veya bagisiklama
gerektirmeden virlisle enfekte olmus hticreleri ve timor hiicrelerini dldlirebilmektedirler.

Eksozomlar, endozomlarin olgunlasmalar sirasinda endozom zarinin kendi igine dogru
kivrilarak nanokesecikler olusturmasiyla meydana gelirler ve bu ¢ok-kesecikli endozomun
icerisindeki kargoyu dis ortama salmasi ile birlikte viicut sivilarina yayilirlar. Eksozomlar
tasidiklari kargo igerigine gore hedef hiicreler Uzerinde apoptoz ve hiicre dongusi
kontroliinden bagisikhk fonksiyonlarinin yonetilmesine, hiicre bagkalasimindan organ
rejenerasyonuna kadar birgok fizyolojik etki gdsterebilmektedir.

NK hicrelerinin yliksek miktarda eksozom Urettigi ve bu eksozomlarin farkli timor hicresi
hatlarina karsi sitotoksik etki gosterdigi yakin zamandaki g¢alismalarda tespit edilmistir. Bu
calismada, bir NK hiicresi hatti olan NK-92 kullanilarak en verimli sekilde eksozom lretiminin
hangi kiltlr sartlari altinda gerceklestirilebilecegi incelenmekte, elde edilen eksozomlarin
fonksiyonel ve fenotipik analizleri gergeklestirilmektedir. Eksozomlarin saflastirilmasi FPLC
kullanilarak boyut dislama kromatografisi ile yapilmaktadir. Tum deneylerde elde edilen
eksozomlarin boyut dagilimi ve konsantrasyonu ise rutin olarak nanopartikil takip analizi
(NTA) cihazi ile gergeklestiriimektedir. Saflastirilan eksozomlarin karakterizasyonu ise
fonksiyel olarak bir 16semi hiicre hatti olan K562 (zerinde sitotoksik test ve yapisal olarak
elektron mikroskopu ile yapilmistir. Farkli timor hicresi hatlarinda éldiirme verimliligi ve bu
verimliligin genetik modifikasyonlar yoluyla hem arttirilmasi hem de yonlendirilmesi tGzerine
calisiilmaktadir.

Bahsi gegcen ¢alismalar sayesinde NK hiicrelerinden eksozom Uretilip saflastirilmasi ve bu
ardndn bir nanotip uygulamasi olarak kullanilmasinin dniini agacak sonuglar elde etmeyi,
uzun vadede kanser immiinoterapisinde kullanilabilecek yeni bir yaklasim olarak eksozom
tabanli tedavi yaklagimlarinin gelistiriimesi hedeflenmekteyiz.

*Bu proje TUBITAK 3501 Programi tarafindan desteklenmektedir (Proje kodu: 114Z343)

Anahtar Kelimeler: dogal oldirici hicreler, eksozomlar, tiimor, FPLC
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Kanser immiinoterapisinde Ozgiin Bir Yaklasim: T Hiicre Reseptorii
Sentezleyen Dogal Oldiiriicii Hiicreler
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Dogal Oldiriicii (NK) hiicreler, adoptif kanser immiinoterapisinde umut verici ajanlar olarak
on plana ¢ikmaktadir ve son yillarda bir¢ok NK bazl anti-kanser Grlinleri klinik galismalarda
umut vadeden sonuclar ortaya cikarmistir. Daha da etkili NK hticresi tedavileri gelistirebilmek
icin, hazirlanan hicrelerin giivenlik, etkinlik ve belirli bir antijene karsi 06zgillik gibi
Ozelliklerini artiran yeni yaklagimlar gelistirmek gereklidir. Bu amagla simdiye kadar yapilan
calismalarda yaygin olarak kullanilan yontem kimerik antijen reseptorleri (CAR) vasitasiyla NK
hicrelerini spesifik bir antijene karsi hedeflemek olmustur.

Kanser imminoterapisinde yogun bir sekilde kullanilan T hiicre reseptori (TCR) gen terapisi,
T hdicrelerinin  sitotoksik aktivitesini belirli  bir timoér antijeni epitopuna karsi
yonlendirebilmek igin gelistirilmis bir yontemdir. TCR molekilinin heterodimerik yapisi
sebebiyle, disaridan verilen alfa ve beta zincirlerinin hiicrenin icerisinde sentezlenen alfa ya
da beta zincirleriyle eslesme riski vardir. Bu olgu yanlis eslesme problemi olarak
adlandiriimakta ve 6zgulligu bilinmeyen ve potansiyel olarak hayati yan etkileri olabilecek
otoimmiin T hiicre reseptorleri olusturma riski tagimaktadir.

Bu calismada, TCR gen terapisi icin NK hicrelerinin kullanilarak yeni bir NK bazli Grin
gelistirilmesi onerilmektedir. TCR genlerini NK hiicrelerine transfer ederek spesifik timor
antijenlerini segici olarak tanimasi igin tekrar programlanmayr amaglanmaktayiz.
Sonuglarimiz, lentiviral gen transferi araciligiyla TCR kompleksini NK hicrelerinde ifade
etmenin antijen-spesifik sitotoksisite aktivitesinin ¢arpici bir sekilde artirdigini géstermistir.

Su ana kadar vyapilan calismalarda NK hiicresine TCR gen transferi yaklasimi hig
denenmemistir. Buldugumuz bu yéntem kanser immiinoterapisi alaninda yeni bir yaklagim
olmakla kalmayip ayni zamanda TCR gen terapisinde goriilen yanlis eslesme sorununun nihai
ve kesin ¢ozUmdudur.

Anahtar Kelimeler: dogal 6ldiriici (NK) hiicre, TCR gen terapisi, kanser imminoterapisi
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Cocuk Hastalarda Anti-niikleer Antikor Pozitifliklerinin Degerlendirilmesi;
Sakarya
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Otoimmin hastaliklar, ¢ocuklarda ciddi komplikasyonlara ve blylime-gelisme geriligine
neden olabilen 6nemli bir hastalik gubudur. Yetiskenlerde oldugu gibi cocuk hastalarda da
otoimmiin hastaliklarin tanisi, prognozu, aktivitesi ve tedavinin takibinde otoantikorlarin
saptanmasi 6nemli yol gosterici olabilir. Bu g¢alismada g¢ocuk hastalarda otoantikor
arastirlmasi  igcin  gonderilen serum Orneklerinde alinan sonuglarin  retrospektif
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Hastanemizde, 01 Ocak 2015-31 Aralik 2016 tarihleri arasindaki 2 yillik stirede, otoimmiin
hastalik sliphesiyle otoantikor aranmasi istenen 276 ¢ocuk hasta degerlendirmeye alinmistir.
Galismada maymun Hep 20-10 (Euroimmiin, Almanya) hiicreleri ile hazirlanan preperatlar
Uretici firma oOnerileri dogrultusunda hazirlanarak Eurostar Il (Euroimmin, Almanya)
floresan mikroskobunda degerlendirilmistir.

Degerlendirilen 276 hasta orneginde degisik titre ve motiflerde %25.3’linde (n=70) ANA
pozitifligi saptanmistir. Pozitif olarak bildirilen hastalarin; %75.7’sinde (n=41) nikleer
graniler motif, %8.5’inde(n=6) niikleoler motif pozitifligi bildirilmistir. Niikleer graniler motif
tesbit edilen hastalarin %34.1’i(n=14) trombositopeni, %26.8’i (n=11) eklem agrisi sikayeti ile
basvurmuslardir. Trombositopeni ile basvuran hastalarin %57.1’sine (n=8) idiopatik
Trombositopenik Purpura tanisi konmustur.

Gocuk hastalarda ayrintili anamnez ve iyi bir fizik muayenenin yaninda iyi segilmis
laboratuvar testleri hastalik tanisi konmasinda ¢ok yol gostericidir. Bu ¢alisma ile Sakarya ve
cevresinde ¢ocuk hastalarda ANA pozitifligi ile ilgili ilk veriler degerlendirilmistir. Bu sonuglar,
yoremizdeki ¢ocuk hastalarda otoimmiin hastalik tanisi konmasinda yol gosterici olacak ve
Ulkemiz verilerine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: anti-niikleer antikor, cocuk romatolojisi, otoimmunite
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Anti Endomisyum Antikor Yontemi ile Gluten Enteropatisi Sikhginin
Degerlendirilmesi; Sakarya

Engin Karakece®, Hiiseyin Agah Terzi', Ozlem Aydemir!, Mehmet Kéroglu®, Mustafa Altindis’
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Colyak Hastahg; gluten intoleransi sonucu olarak ortaya gikan, siklikla ¢ocukluk ¢agi hastahgi
olarak kabul edilse de herhangi bir yasta baslayabilen ve yasam boyu sliren otoimmiin bir
enteropatidir. Genetik, c¢evresel ve immiunolojik faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Calismamizin amaci bolgemizdeki Colyak Hastahgi sikhgini
tespit etmektir.

01 Ocak 2014-31 Aralik 2016 tarihleri arasindaki hastanemizin gesitli kliniklerine basvuran ve
Colyak Hastahg stuphesi ile Anti Endomisyum Antikor (EMA) aranmasi istenen 2778 serum
ornegi calismaya dahil edilmistir. Calismada maymun karaciger (Euroimmun, Almanya)
hiicreleri ile hazirlanan preparatlar Uretici firma Onerileri dogrultusunda hazirlanarak,
Eurostar lll (Euroimmun, Almanya) floresan mikroskobunda degerlendirilmistir.

Orneklerin; 1078’i (%38.8) Cocuk Hastaliklari, 852’si (%30.6) Gastroenteroloji, 469’u (%16.9)
Dahiliye, 216’s1 (%7.7) Endokrin, 71’i(%2.5) Hematoloji ve 92'si (%3.3) diger kliniklerden
gonderilmistir. incelenen 2778 hasta érneginin 40'inda (%1.4) EMA pozitif bulundu. Pozitif
hasta sonuglarinin 10’i (%25) Cocuk Hastaliklari, 25’u (%62.5) Gastroenteroloji, 5'i (%12.5)
Dahiliye kliniginden gelen hastalarda saptanmistir. EMA antikor pozitif hastalarin 8'i (%20)
erkek, 32’si (%80) kadin olarak saptanmistir. Pozitif bulunan hastalarin basvuru sikayetleri;
dispepsi, karin agrisi, puberte bozuklugu, hiperglisemi, boy kisaligi, tedaviye direngli anemi
idi.

Hastalik tanisinda altin standart biyopsi ve 6zgul serolojik testlerin birlikte kullaniimasidir.
ince bagirsak biyopsisinin patolojik gériintiisii tipiktir ancak patognomonik degildir. Tanida
kullandigimiz indirekt immdinfloresan ile EMA aranmasi yonteminin duyarliligi; %94,
ozgulligl; %100’dur.Testlerdeki gelismeler ile stipheli hastalarda daha sik tani konulmaya
baglanmistir. Bizim hastanemizde de tani koyma oranlari 2014 yilinda %0.78, 2015 yilinda
%0.36, 2016 da ise %1.9 dur. Bu galisma bolgemizde yapilan ilk galismadir ve bu sonuglar
Ulkemizde yapilacak diger arastirmalara yol gostermesi acisindan énemlidir.

Anahtar Kelimeler: anti endomisyum, c¢olyak hastalgi, gluten enteropatisi, indirekt
imminfloresan
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Kasa Ozgii Kinaza Karsi Otoantikorlarla Gelisen Myasthenia Gravis (MuSK-
MG) ile iliskili HLA Tiplerinin Antikor izotiplerine ve Sitokin Uretimine Etkisi

Merve Cebi', Hacer Durmus Tekge?, Sibel P. Yentir', Yesim Parman’, Piraye Oflazer’, Feza
Deymeer?, Giiher Saruhan Direskeneli*

'istanbul Universitesi Fizyoloji Anabilim Dall, istanbul
’Néroloji Anabilim Dali, istanbul

Myasthenia gravis (MG)’in klguk bir alt grubu kasa 6zgli kinaz (MuSK) proteinine karsi
otoantikorlar ile gelismektedir. Anti-MuSK otoantikorlar ylksek oranda 1gG4 izotipindedir.
MuSK-MG grubunda genetik yatkinhk HLA-DQB1*05, -DRB1*16 veya HLA-DRB1*14 ile iliskili
bulunmustur. Bu galisma MuSK-MG’de IgG izotiplerinin ve antikor ile iligkili sitokin tGretiminin
genetik yatkinlik saglayan HLA tipleri ile iliskisini arastirmaktadir.

Anti-MuSK 1gG1, G2, G3 ve G4 antikorlarin titresi ELISA yontemi ile 30 MuSK-MG hastasinin
serumunda 6lcllmustir. Ayrica 6lgilen titrelerin ortalamasinin %40’1 sinir alinarak “antikor
pozitifligi” degerlendirilmistir. Serum IL-6, IL-10 ve IL-17A dizeyleri ELISA ydntemiyle
belirlenmistir. Hastalar DQB1*05 (+/-), DRB1*14 (+/-) ya da DRB1*16 (+/-) gruplara
ayrilmistir. Anti-MuSK 1gG izotip titreleri ve sitokin dlzeyleri parametrik olmayan Mann-
Whitney testi ile, antikor pozitifligi ise i-kare (Fisher test) ile gruplar arasinda
karsilastirilmistir.

Tim hastalarda anti-MuSK antikorlarin izotipleri karsilastirildiginda, 1gG4 dizeyi IgG1, 1gG2
ve 1gG3’e gore yiksek bulunmustur (p< 0,001, p< 0,001, p= 0,010). IgG1 ve IgG3 dizeylerinin
de 1gG2’ye gore yiksek (p= 0,004, p= 0,011) oldugu gorialmistiir. Hastalar DQB1*05,
DRB1*14 ya da DRB1*16 varligina gore gruplandiginda ise gruplar arasinda anlamli bir fark
gorilmemistir. Tanimlanan antikor pozitifligine gore karsilastirmada ise DRB1*16 (+) grupta
IgG1 DRB1*16 (-) gruba gore dusik bulunmustur (p=0,01).

Serum IL-17A dizeyleri ise DRB1*16 (+) grupta yiksek (p= 0,048), DRB1*14 (+) grupta ise
distk olgtlmustir (p=0,023).

DRB1*16 (+) grupta anti-MuSK 1gG1 pozitifliginin distk ¢ikmasi bu grupta HLA’nin 1gG1
donlstimiinde etkisi olabilecegini distindlirmektedir. IL-17A diizeyinin DRB1*16 ve DRB1*14
hasta gruplarinda anlamli fark gostermesi, DR molekiliniin DQ molekiline gére MuSK-
MG’de immiin yanitta daha etkin roll olabilecegi tezini gliclendirmektedir.

Anahtar Kelimeler: HLA, anti-MuSK, IgG, ELISA, myasthenia gravis
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Behget Hastalarinda Aktive Edici Dogal Oldiiriicii Reseptorler
Nilgiin Sallakcr', Umut Can Kiigiiksezer?, ilhan Tahral/?, Esin Aktas’, Ahmet Giil’, Giinnur Deniz’

'Genetik Hastaliklar Tani merkezi, Antalya
’immiinoloji Anabilim Dali, istanbul
*Ic Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul

Behcet Hastaligi (BH) etyolojisi bilinmeyen sistemik enflamatuvar bir hastaliktir. BH'nin
patogenezinde genetik yatkinligin yaninda Dogal Oldiiriicii - Natural Killer (NK) hiicrelerin
immin disreglilasyonu bildirilmistir. NK hiicreleri ylizeyinde bulunan aktive edici reseptorler
aracthigiyla immiin yanitlari dizenleyebilmekle birlikte NK hiicre ve reseptorlerinin BH ile
iliskisini gdsteren sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda aktivasyon ve remisyon
donemi Behget hastalari ve saglikli bireylerin periferik kan NK hiicrelerinde NKp30, NKp46 ve
NKG2D reseptor ekspresyon oranlari ve proliferatif yanitlari arastirilmistir.

Behcet (n=8, yas=42) ve saglikli kontrol (n=4, yas=35) 6rneklerinden elde edilen periferik kan
mononiklear hiicreler (PKMH) IL-12, IL-15, IL-18 ve IL-23 kombinasyonlari ile 40 saat inkiibe
edilmis, inklbasyon sonrasi hiicreler farkh florokrom isaretli antikorlarla sekiz-renkli
boyanarak akan hicre oOlger cihazinda degerlendirilmistir. Proliferatif aktivite ise CFSE
metodu ile degerlendirilmisgtir.

CD3-CD16+NKG2D+, CD3-CD16+NKp30+ ve CD3-CD16+NKp46+ hiicre oranlari uyarimsiz
kosulda remisyon grubunda saglikh kontrol grubuna gore disik saptanmistir (p=0.029,
p=0.043 ve p=0.029, sirasiyla). Benzer sekilde CD3-CD16+NKp30+ ve CD3-CD16+NKp46+
hiicre oranlari IL-23 + IL-15 ile uyarim sonrasi remisyon grubunda saghkl kontrol grubuna
gore azalmistir (p=0.036). PKMH’lerin IL-12+IL-15, IL-18+IL-15 ve IL-23+IL-15 sitokin
kombinasyonlari ile uyarimi sonrasinda Behget hasta CD3-56+ NK hiicrelerinin proliferasyon
kapasiteleri saglikh kontrol grubuna gore artis gostermistir (p=0.001).

Bulgularimiz, Behcet hastalarinda NK hiicre aktive edici reseptor ekspresyon distklGginin
hastalik etiyopatogenezinde rol oynayabilecegi ve NK hiicre proliferatif yanitinda IL-15
sitokininin sorumlu olabilecegi yoniindedir

Anahtar Kelimeler: Behget hastaligi, NKp30, NKp46, NK hiicreleri
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Paraneoplastik Sendrom Olgularinda Anti-néronal Antikor ve Kanser
Varhginin Prognoza Olan Etkisi

Erdem Tiiziin', Cagla Aydin', Canan Ulusoy, Senay Yildiz Celik?, Sema i¢6z*, Murat Kiirtiincii’

Yistanbul Universitesi, Aziz Sancar DETAE, Sinirbilim Anabilim Dali, istanbul
’stanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Néroloji Anabilim Dali, istanbul

Anti-noronal antikorlar (ANA), paraneoplastik sendrom (PNS) olgularinda bir kanser esliginde
veya kanser olmaksizin ortaya ¢ikabilirler. Calismamizda ANA pozitifligi ile iliskili prognostik
faktorlerin saptanmasi amaglanmustir.

istanbul Tip Fakdiltesi Noroloji Anabilim Dal’nda PNS tanisi ile izlenen ve ANA pozitifligi
saptanan 40 olgu calismaya dahil edildi. Olgularin antikorlari immiinfloresan boyama,
immunoblot (Hu, CV2, Ri, Yo, Ma2, amfifizin, titin, Sox1, Zic4, GAD65, Tr/DNER, rekoverin) ve
hicre temelli test (NMDAR, LGI1, CASPR2, AMPAR, GABABR transfekte insan embriyonal
bébrek hiicreleri) yontemleri ile saptandi. Hastalarin demografik 6zellikleri, Rankin skorlari
ve norolojik sendromlari kaydedildi.

Hastalarin nérolojik bulgularinin ortalama baslangi¢ yasi 47.9+12.3 idi. Saptanan antikorlar
13 olguda anti-Hu, 8 olguda anti-NMDAR, 7 olguda anti-Ma2, 4 olguda anti-Yo, 3 olguda anti-
GAD ve 1'er olguda anti-Ri, anti-amfifizin, anti-CV2, anti-GABABR ve anti-Zic4 idi. GABABR
antikoru pozitif hastada ayni zamanda Sox1 antikoru da saptandi. Eslik eden norolojik
sendromlar 14 olguda limbik ensefalit, 11 olguda serebellar dejenerasyon, 7 olguda beyin
sap! ensefaliti, 5 olguda subakut duysal néronopati, 2 olguda stiff-person sendromu ve 1
olguda opsoklonus-miyoklonus idi. Olgularin 16’sinda kanser (akciger, meme, over kanseri ve
over teratomu) saptandi. Ortalama 3.5+2.1 yillik takiple hastalarin 12’sinin kaybedildigi
gozlendi. Cox regresyon analizi sonucunda kanser varliginin sagkalima etkisi olmadigi
saptandi.

Calismamiz PNS olgularinda esas etkili prognostik faktoriin kanserden ¢cok nérolojik tutulum
oldugunu disindirmusgtir. Erken PNS tanisi ve tedavi baslangicinin PNS olgularinda en
onemli destekleyici 6zellik oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: paraneoplastik, antikor, sagkalim
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Farkh Kefir Kiltirleri Kullanilarak Uretilen Kefirlerin in vivo immunolojik
Karsilastirilmasi

Funda Davras, Tugba Kok Tas
Sileyman Demirel Universitesi, Gida Mithendisligi B&limi, Isparta

immiin sisteme stres, saglksiz beslenme ve obezitenin etkisi calisma makalelerinde
belirtilmistir. Tlketilen gidalarin %90’1 ince bagirsaklarda emilmekte; ayrica probiyotik
bakterilerin canlliklari kalin barsaga ulasincaya kadar devam etmektedir. Gastrointestinal
sistemde mikrobiyal yik ve gesitlilik yas, probiyotik veya prebiyotik alimi, antimikrobiyal
bilesenler gibi faktorler ile degismektedir.

Probiyotikler canli mikrobiyal besin destekleridir. Probiyotik 6zelligi ile 6n plana g¢ikan kefir
fermente igeceginin antikanserojenik etkisi, antidiyabetik etkisi, kolesterolii distirtict etkisi,
sindirim sistemine etkisi, bagisiklik sistemine etkisi, laktoz intoleransa etkisi, antialerjik
ozelligi, antimikrobiyal 6zelligi ve etkileri bir¢ok arastirma makalelerinde belirtilmistir.

Probiyotikler IgA Uretimini arttirmakta, antijene 6zgl olan immin yanitina yardimci olarak
immin sistemi de dlzenlemektedir. Probiyotikler IL-10 ve TGF-beta gibi intestinal
antiflamatuvar sitokin Gretimini artirirken, TNF-a, IFN-y, IL-8 gibi proenflamatuvar sitokin
Uretimini duslrdukleri arastirmalarda belirtiimektedir.

CGalismanin amaci; dogal kefir danesinde bulunan probiyotik 6zellikli mikroorganizmalarin
immiin sistemine etkisini bazi parametrelerle belirlemek ve starter kiltlir kefiri ile
karsilastirmaktir.

Yapilan galismada 6-8 haftalik Balb/c farelerine farkli kefir kiltirlerinden Uretilen kefir
ornekleri iki hafta boyunca glinde bir kez 0,3 mg/g miktarda gavaj yoluyla verilmistir. Kontrol
grubu farelere ise fosfat buffer verilmistir. 15.glinde sakrafiye edilen farelerin intesinal sivi
orneklerinde; immiinoglobiilin(ig)A, 1gG, interlékin (IL)-4, 1L-10, IL-12 ve TLR-4 dizeyleri
ELISA yontemiyle belirlenmistir.

Galisma bulgularina gore IgA, 1gG, IL4, IL10, IL12, TLR4 dizeyleri dogal kefir danesi ile
beslenen fare intestinal dokularinda diger fare gruplarina gére daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

Yapilan ¢alismada dogal kefir danesi kefirinin mikroflora zenginligi ve probiyotik 6zellikleri,
starter kiltar kullanilarak tretilen kefire gore Gstunlikleri belirlenmistir. Arastirma bulgular
literatlire katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: immiin sistem, in vivo, kefir danesi, probiyotik, starter kefir kiltird
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Morbid Obezite Cerrahisi Sonrasi Adipokin (Resistin, IL-6, TNF-a) Diizeyleri

Fiisun Ozmen', Tevfik Tolga Sahin® Anil Dolgun®, Mehmet Mahir Ozmen*
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GIRIS-AMAC: Obezite hipertrofiye adipozitlerin ve adipoz dokuya yerlesen immiin hiicrelerin
neden oldugu pro-inflamatuvar bir durumdur. Obez hastalarda resistin, TNF-a ve IL-6 gibi
pro-inflamatuvar adipokinler artmaktadir. Bu calismanin amaci morbid obez hastalarda
bariatrik cerrahinin resistin, TNF-a ve IL-6 diizeylerine olan etkisini arastirmaktir.

YONTEM: Calismaya 80 (13E) hasta dahil edildi ve bunlarin yarisina tek anastomozlu gastrik
bypass (OAGB), diger yarisina ise laparoskopik sleeve gastrektomi (LSG) uygulandi. Bu
hastalardan preoperatif ve postoperatif 1. hafta, 1 ay. ve 3. aylarda kan ornekleri alinarak
serumda resistin, TNF-a ve IL-6 dlizeylerine bakildi.

BULGULAR: LSG grubunda ortalama yas 35(19-60), ortalama BKi 43.3(40-53.2)kg/m?2 olarak
bulundu. Resistin dizeyleri preoperatif donemde ve postoperatif 1.hafta, 1. ve 3. aylarda
siraslyla 2608(862-5389) ng/ml, 3585(1069-8079)ng/ml, 2604(713-5699)ng/ml, 2636(990-
5402)ng/ml olarak bulundu. OAGB grubunda ortalama yas 38(22-65), ortalama BKi 49(40.6-
66.9)kg/m2 idi. Resistin duzeyleri preoperatif donemde ve postoperatif 1.hafta, 1. ve 3.
aylarda sirasiyla 2473(892-6426)ng/ml, 3098(1016-6028)ng/ml, 2541(1015-5720)ng/ml,
2844(790-8482)ng/ml olarak bulundu. OAGB ve LSG grubu karsilastirildiginda resistin
dizeylerinde postoperatif belirtiien zamanlar arasinda anlamh bir fark saptandi (p<0.001).
TNF-a ve IL-6 diizeylerinde galisma gruplari ve her grubun kendi iginde belirtilen zaman
dilimleri arasinda anlaml fark saptanmadi(p>0.05).

SONUG: OAGB LSG’den daha etkin bir zayiflama sagladigindan iki grup arasinda resistin
diizeyleri anlamh olarak farklidir. Resistin diizeylerinde ameliyat sonrasi birinci haftada gegici
bir ylkselme gorilmesine karsin, Ucglinci ayda adipokin dizeylerinde belirgin degisim
olmamasi, takip siiresinin kisaligi ve bu siiredeki kilo kaybinin diizeyi ile agiklanabilir. Ote
yandan imminolojik parametreler diyabet varligi ve obezite derecesinden direk
etkilendiginden, degisimler ancak alt-grup analizleri sonucunda daha net anlasilacaktir.

Bu calisma, 1155981 proje no ile TUBITAK tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: morbid obezite, resistin, TNF-a, IL-6, bariatrik cerrahi
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Yaygin Degisken immiinyetmezlikle izlenen Hastada Hedeflenmis Yeni Nesil
Dizileme Primer immiinyetmezlik Paneli ile CD27 Defekti Saptanmasi

Cagman Tan, Begiim Ozbek, Pinar Giir, Betiil Karaatmaca, Deniz Cagdas Ayvaz, ilhan Tezcan
Hacettepe Universitesi Pediatrik immiinoloji, Ankara

Yaygin degisken immiinyetmezlik (YDIY) hipogamaglobulinemi, antikor iretiminde eksiklik,
tekrarlayan enfeksiyonlar ile karakterize olan bir primer hiimoral immunyetmezliktir. Klinik
bulgular en sik 2-5 yas ve 16-20 vyaslar arasinda ortaya c¢ikmaktadir. Tekrarlayan
sinopulmoner enfeksiyonlar ile birlikte izlemde otoimmiin, gastrointestinal bulgular ortaya
¢ikabilmektedir. Bu hastalarda en sik non-hodgkin lenfoma ve gastrointestinel malignite
ortaya cikabilmektedir. YDiY’lerin vyaklasik %10’'unda molekiiler genetik tani
konulabilmektedir. ilk kez 2 yasinda iken sik enfeksiyon gecirme sikayeti ile Hacettepe
Universitesi imminoloji béliimiinde degerlendirilen hastanin tekrarlayan pnémoni, otit ve
orbital seliilit hikayesi mevcuttu. Anne ve baba arasinda 1. derece akrabalik olan hastanin
kardes olim hikayesi bulunmaktayd:. Tekrarlayan solunum yolu
enfeksiyonu,hipogamaglobulinemisi yaygin degisken immiin yetmezlik (YDIY) ile uyumlu olan
hastanin; 3 yasinda IVIG tedavisi baglandiktan sonra enfeksiyon sikhginin azaldigl,
takiplerinde 13 yasinda Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) tanisi aldigi, YDIY tanisi ile izlemi
sirasinda splenomegali ve sitopenisi devam eden hastanin bakilan EBV DNA kopya sayisi
3858 tespit edildi. Hedeflenmis yeni nesil imminyetmezlik paneline alinan hasta ion reporter
5.2 software de MAF <0.02, YDYi genlerininden olusturulan filtre ile degerlendirilmesi
sonucunda CD27 geninde defekt saptanmigtir. 12. kromozomda yer alan CD27 geninin
intronik ve CD27 antisense RNA 1 geninin ise splicesite boélgesinde 6559338 pozisyonunda
homozigot G/T degisimi tespit edildi. Mutation taster veri bankasi kullanilarak bu degisimin
hastaliga neden oldugu dogrulandi. CD27 gen defekti tespit edilen hastanin akim sitometrik
olarak CD27 ekspresyonunun olmadigi gosterilerek CD27 defekti dogrulandi.

Anahtar Kelimeler: hedeflenmis yeni nesil dizileme, yaygin degisken immiinyetmezlik, CD27
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Kistik Ekinokokkozis'li Olgularda Bazi Sitokin (IL-4, IL-5, IL-8, IL-12p70, IL-33)
Diizeylerinin Arastirilmasi

Oktay Alver?, Erol Ayaz?, Hayrettin Akdeniz’, Seyda Ozsoy Karabérk*

'Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bursa
’Abant izzet Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali, Bolu
*Abant izzet Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, Bolu
*Abant izzet Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bolu

AMAC: Kistik ekinokokkozis (KE) Echinococcus granulosus’un neden oldugu paraziter bir
hastaliktir. Sitokinler, hiicreler arasindaki iletisimi saglayan gesitli biyolojik fonksiyonlari
dizenleyen protein yapisindaki maddelerdir. Bu calismada kliniklere ilk basvuruda Kistik
Ekinokokkoz ©ntanisi konulan ve Hydatidosis indirekt hemaglutinasyon (IHA) testi pozitif
cikan olgularda IL-4, IL-5, IL-8, IL-12p70 ve IL-33 sitokinlerin serum diizeylerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC-YONTEM: Bu calismaya Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesinin farkl
kliniklerine ilk basvuruda KE oOntanisi konulan ve Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
Hydatidosis IHA (Hydatidose, Fumouze Laboratoires, France) testi pozitif ¢ikan olgular (10
erkek, 16 kadin) dahil edilmistir. Uretici firma 6nerilerine gére >1/160 serum dillisyon
titreleri pozitif olarak kabul edilmistir. Kontrol grubu (7 erkek, 19 kadin) olarak Hydatidosis
IHA testi negatif ¢ikanlar galismaya dahil edilmigtir. IL-4, IL-5, IL-8 ve IL-12p70 sitokinlerin
serum duzeyleri (pg/ml) mikro ELISA kiti [Milliplex MAP Human Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel, Millipore Corp. (Cat. No. HCYTOMAG-60K Billerica, MA)], IL-33 sitokin
serum dizeyi ise tekli mikro ELISA kiti [Immuno-Biological Laboratories, Inc. (IBL-America)]
ile Uretici firma Onerileri dikkate alinarak saptanmistir. Verilerin istatistiksel analizi SPSS23.0
istatistik paket programinda yapilmistir. Anlamlilik diizeyi a=0.05 olarak belirlenmistir.
BULGULAR: Calismada hasta grubunda hem Th1 (IL-12p70) ve Th2 (IL-4, IL-5, IL-33)
hiicrelerden salgilanan sitokinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa
da artisin olmasi kayda deger bulunmustur. KE hastalari ile kontrol grubu arasinda IL-8 serum
sitokin diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,002).

SONUC: Calismamizda hasta grubunda anlamli olarak yiiksek saptanan ve proenflamatuar bir
sitokin olan IL-8nin E. granulosus’un etkiledigi organlara efektér hiicrelerin muhtemel
kemotaksisini saglayabildigi dislintilmugtar.

Anahtar Kelimeler: Kistik ekinokokkozis, sitokinler, IL-33, indirekt hemaglutinasyon testi
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Timektomi Sonrasi Zona Zoster Enfeksiyonu Gegiren Miyastenia Gravis
hastasi

Sule Aydin Tirkoglu', Muhammed Nur Ogiin', Seyda Karabérk?, Betiil Sereflican®, Burak
Toéngl®, Nebil Yildiz*

'AiBU Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali, Bolu

’AiBU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bolu

*AiBU Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali, Bolu

*AiBU Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Bolu

GIiRiS, AMAC: Otoimmiin bir hastallk olan Myasthenia Gravis (MG)'te, Asetilkolin
reseptoriine (AChR) karsi olusan antikorlar postsinaptik membrani tahrip ederek
noéromiskuiler kavsaklarda AChR sayisinin azalmasi ile gergeklesmektedir. Hastalarin pek
¢ogunda timoma tespit edilmekte ve timektomi ile hastaligin tedaviye yanitinda artma
gozlenmektedir. Biz burada MG nedeniyle timektomi uygulandiktan 24 giin sonra Zona
Zoster enfeksiyonu gelisen bir kadin hastadan bahsedecegiz.

OLGU: 24 yasinda kadin hasta yaklasik 6 ay 6nce giin icinde aksama dogru artan her iki goz
kapaginda disme ve yorgunlukta artma sikayeti ile basvuruyor. Baglanan pridostigmin 180
mg/glin tedavisine kismen yanit alinarak prednisolon 10 mg/giin baslaniyor. Anti-asetilkolin
reseptor antikoru normal sinirlarda (0.01 nmol.L) tespit ediliyor. EMG de ardisira uyarim
yanitlari ve tek lif EMG jitter yanitlari normal sinirlarda tespit ediliyor. Yapilan Toraks BT de
ust mediastende prevaskiler alanda 17x10 mm boyutlu yumusak doku dansitesinde kitle
lezyonu tespit edilerek Toraks MR da bu kitlenin timoma ile uyumlu oldugu bulunuyor.
Hastaya yapilan robotik timektomi sonrasi 24. gliniinde dok{intuli, yan agrilari basliyor. Sag
torakal alandan go6gus 6n ylize kadar uzanan alanda eritemli zeminde grube vezikiller Zona
Zoster enfeksiyonu ile uyumlu bulunup antiviral (Brivudin 125 mg/giin) tedavi sonrasinda
sikayetlerinde kismi diizelme goézleniyor.

TARTISMA: Timoma ile firsatgl enfeksiyonlar arasindaki iliski bilinmektedir. Ayni zamanda
timektomi sonrasinda firsatgi enfeksiyonlarin gelistigine dair yayinlar da bulunmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin olusumunda otoimminite ve imminyetmezlik suglanmaktadir. Bizim
olgumuzda ki gibi MG nedeniyle timektomi uygulandiktan sonra Zona Zoster enfeksiyonu
gelisen olgu literatirde ¢ok nadir tanimlandigi icin bu olguyu sunmayi uygun gorduik.

Anahtar Kelimeler: miyastenia gravis, zona zoster, timoma, timektomi
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RRMS Hastalarinin Periferal Kan Mononiiklear immun Hiicrelerinin
Profillenmesi

Ceyda Caliskan’, Bengisu Gelmez', Giilsah Yaran®, Serkan Ozakbas?, Ayten Nalbant

'Molekiiler immiinoloji Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimi, izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii, izmir

’Néroloji Anabilim Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, izmir

Multipl Skleroz (MS), sinir hicrelerini saran myelin kilifin dejenerasyonu ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. MS (¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlardan birisi de Relapsing-
Remitting MS’dir (RRMS), ancak bu hastalarin periferal kan mononiklear hiicrelerinin
(PBMC) karakterizasyonu literatiirde ayrintili olarak bilinmemektedir. Bu galismanin amaci
yeni tani konmus, tedavisi baslanmamis RRMS’ler immiin sistem hicrelerinin profillerinin
¢ikariimasidir. Bunun igin; RRMS hastalarinin periferal kani alindi. PBMC, kandan fikol
yogunluk gradiyent santrifigasyonuyla elde edildi ve hicrelerin fenotipik karakterizasyonu
CD3, CD4, CD8, CD14, CD19, CD45RA, CD45R0O, CD69 ve CD25 gibi ylzey molekillerinin
Olcimiyle gergeklestirildi. Ayrica CD4+ T lenfositlerinin apoptoza duyarlligi FAS, Anneksin V
ve 7AAD ile o6l¢lildi. Calismada etik kurul izinleri alinan 11 RRMS, 5 saglikh donor kullanildi.
Ornekler Guava Akim sitometrisinde okutuldu. Verilerin istatiksel analizinde Mann Whitney
U testi ile GraphPad Prism ( Ver5.00) kullanildi. Elde ettigimiz verilere gore saghkli
kontrollerle karsilagtirildiginda RRMS hastalarinin totalde CD4+T hiicrelerinin (p=0,030) ve
CD14+ monositlerinin (p=0,039) yiuzdesinin anlaml olarak diisiik oldugu belirlendi. CD3+ T
lenfositlerin, CD19+ B hucrelerin, CD8+ Sitotoksik T hicrelerin, CD3+CD45RA+,
CD3+CD45R0O+, CD4+CD25+, CD4+CD69+ hiicrelerin oraninda ise anlaml bir degisim
saptanmadi. Ayrica RRMS hastalarinda CD4+ T hicrelerin saghkli kontrollere gére FAS
proteinin ifadesinin (p=0,023) ve CD4+Fas+ hicrelerinin apoptotik (Annexin V+7AAD+)
duyarliiginin  dusik oldugu belirlendi (p=0.0092). Sonug¢ olarak, RRMS hastalarinda
monositlerin, CD4+ T hicrelerin sayica az oldugu, naif, hafiza, ve aktif T hiicrelerinin, B
hiicrelerin ve CD8+ hiicrelerin sayisinin degismedigi tespit edildi. Dislik seviyede Fas ifade
eden RRMS’lerin CD4+ T hiicrelerinin ayni zamanda apoptoza direngli oldugu belirlendi. Elde
edilen veriler, RRMS hastalarinin patogenezinde etkili olabilecek hiicre populasyonlarinin
belirlenmesi agisindan énemlidir.

Anahtar Kelimeler: RRMS, mononiiklear immuin hiicreler, T hiicreleri, akim sitometrisi
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Meme Kanseri Hiicrelerinde Glukokortikoid ile indiiklenen Tiimér Nekroz
Faktor Reseptor (GITR)- GITR Ligand (GITRL) Etkilesiminin Disik Doz
Iyonlastirici Radyasyon Varhiginda incelenmesi

Bengisu Uluata Dayanc', Glines Esendagli*, Emre Dayang’

'Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali, Ankara
’izmir Ekonomi Universitesi, Tip Fakuiltesi, Temel Tip Bilimleri, izmir

GIRIS ve AMACLAR: Bazal benzeri meme kanserleri (BBMK) kotii prognoz ve yiiksek mortalite
gosterir ve tedavi secenekleri sinirhdir. Niks ve tedavi direncinin sebepleri arasinda tedavi
ajanlarinin yarattig1 strese adaptasyon gosteren kanser kok hiicrelerini yiksek oranda
icermesi gosterilmektedir. iyonlastirici radyasyon aracili olusturulan gift zincir kiriklari kanser
baglatici hiicrelerde DNA hasarinin onarilmasi adina hicresel dénglniin durdurulmasi ile
sonuglanir. Bu kiriklarin varhigr DNA hasar onarim yolaginda Ataxia Telangiectasia Mutated
(ATM) proteini tarafindan algilanir, boylelikle hiicreler DNA hasarina ragmen hayatta kalmayi
basarirlar ve hastalarda rekirans ile sonuclanmaktadir. GITR ligandinin T hiicresi aracili anti-
timor imminitenin saglanmasinda yardimci oldugu bilinmektedir.Fakat GITR- GITR ligandi
etkilesiminin immun hicresi disindaki hicrelerde fonksiyonel etkileri
bilinmemektedir.Calismamiz, BBMK’de bu etkilesimin dogrudan timoér hicrelerinin
cogalmasi ve canliligina olan etkisini arastirmaktadir.

METODLAR: BBMK hiicre hatlarinda (MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC-38) 5Gy ve 10Gy
iyonlastirici radyasyona bagli ATM S$1981 fosforlanma dinamigi arastiriimistir. GITR, GITRL
ekspresyon seviyelerindeki radyasyon bagimh degisim belirlenmistir.HCC38, rekombinant
GITRL proteini ile farkh serum iceren ortamlarda muamele edilmistir ve hiicre canlilik testleri
ile kanser hicrelerinin  GITR-GITRL etkilesimine bagh fonksiyonlarindaki degisim
incelenmigstir.

SONUCLAR: Radyasyon sonrasi GITRL ifadesi diisik, GITR yiksek ekspresyonuna sahip hiicre
hatti HCC38 olarak belirlenmistir. BBMK hiicre hatlarinda ATM ekspresyonu ve fosforlanma
dinamigi 5Gy ve 10Gy iyonlastirici radyasyon ile degismistir. HCC38 hiicre hatti 5-20-80
ng/ml rekombinant GITRL ile %1 ve %10 FBS iceren besiyerlerde radyasyon
varliginda/yoklugunda muamele edilmis, serum starvasyon durumunda hiicrelerin apoptoza
daha direngli oldugu goézlemlenmistir. Amplifiye edilen ATM geni promotor bdlgesi pGL3
Lusiferaz raporlayici vektére klonlanmistir, segilen meme kanseri hilicre hattina
transfeksiyonu sonrasi radyasyon verilerek Lusiferaz assay araciligiyla radyasyon bagimh
ekspresyon degisimine bakilacaktir

Anahtar Kelimeler: ATM, BBMK, GITR, GITRL, iyonlastirici radyasyon



PP-088

Kontrolsiiz Enflamazom Aktivasyonundan Kaynakli Hastaliklarda immiin
Baskilayici Sentetik Oligodeoksiniikleotid A151’in Terapotik Ajan Olarak
Etkileri

Naz Siiriicii*, Esin Alpdiindar Bulut?, ihsan Giirsel’, Mayda Giirsel*

'ODTU, Biyolojik Bilimler, Ankara
’Bilkent Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Departmani, Ankara

Enflamazomlar, dogal immiin sistem tarafindan patojenik tehlike olusturabilecek molekiillere
karsi enflamatuar reaksiyonun tetiklenmesi ve slirdirilmesi icin hicre ici sinyal yolaklarina
platform gorevi yapan multi-proteinlerdir. NOD-benzeri reseptér, ASC proteini ve pro-kaspaz
1’in bir araya gelmesiyle olusan enflamazomlar, kaspaz-1 aktivasyonuna, piroptoz aracili
hiicre 6limine ve IL-1/IL-18 sitokinlerinin olgunlasip enflamatuar yanitin baslatilmasina
sebep olurlar. Dizensiz enflamazom aktivasyonunun multiple skleroz, tip-2 diabet, gut,
Alzheimer, ve ateroskleroz gibi metabolik ve nérodejeneratif hastaliklarla bagdastiriimasiyla
terapotik agidan baskilanmalarinin énemi artmistir. TTAGGG motifleri iceren baskilayici
sentetik oligodeoksiniikleotid(ODN) A151’in dsDNA gibi immiin uyarici molekdllerle rekabet
ederek sitozolik algilama yolaklarinin aktivasyonunu 6nledigi bilinmektedir. Bu ¢alismada,
immin baskilayict A151 ODN’in THP1 monositik hiicre hattinda NLRC4, AIM2, NLRP3
enflamazomlari ve kaspaz1l1/4-5 bagimh dolayll enflamazom aktivasyonuna etkisi
degerlendirilmistir. Bu amacla, enflamazom aktivasyonu belirteci olarak IL-1R ile ASC zerrecik
olusumu ve salimi ile hiicre 6lum yuzdesi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére A151
ODN, AIM2, NLRC4, ve dolayh aktivasyonu gorilen enflamazom yolaklarini belirli 6lglide
baskilayabilirken NLRP3 enflamazomunun aktivasyonunda degisime sebep olmamistir. Bu
verilere gore, A151 ODN’in AIM2, NLRC4, ve dolayl enflamazomlarin kontrolsiiz aktivasyonu
sebebiyle meydana gelen patolojik durumlarda terapétik ajan olarak kullanim potansiyeli
oldugu disinlilmektedir.

Anahtar Kelimeler: A151 ODN, enflamazom, kaspaz-1, piroptoz
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insan Efektdr Th17 Hiicrelerinde RORC2 Transkripsiyon Faktoriiniin Ortaklari
Ayten Nalbant, Guinel Alizada

Molekiiler immiinoloji Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimi, izmir Yiksek
Teknoloji Enstitiisii, izmir

Yakin zaman 6nce interldkin (IL)-17 sitokini Ureten yeni bir yardimci T hiicre alt grubu
bulundu ve bu hicrelere yardimci T 17 (Th17) hicreleri denildi. Bu hicrelerin otoimmin
hastaliklar, kanser gibi cesitli hastaliklarla rol oynadiklari belirlendi. Th17 hiicrelerinin IL-17
yaninda RORC2 transkripsiyon faktorinu, IL-17F, IL-22, IL.-21 ve CCR6 gibi sitokin ve
kemokinleri ifade ettikleri gosterildi. Ancak insan Th17 hicrelerinin farkhlasmasinda rol
oynayan RORC2’nin hangi faktér ve/veya faktoérlerle ve nasil etkilestigi hentiz tam olarak
bilinmemektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismada RORC2 transkripsiyon faktoriiniin partnerlerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bunun igin etik kurul izni alinan saglikh ve génilli dondrlerin
kanlari alindi ve periferal kan monondklear hiicreleri (PBMC) ayristirildi. Bu hiicrelerden naif
CD4+ T hiicreleri magnetik ayirma ile izole edildi ve CD45RA (%98) ifadesi ayristirma safligi ve
naiflik icin olclldl. Naif CD4+ T hiicreleri Th17 farklilasmasini saglayacak kosullarda 3, 5, ve 7
glinllik kiltlrlere tabi tutuldu ve besiyeri negatif kontrol olarak kullanildi. Hiicrelerin Th17
olmalari IL-17, IL-21, CCR6 ve RORC gibi Th17 fenotipine ait molekiillerin ifadelerine bakilarak
takip edildi. Th17 olan hiicrelerden lizat olusturuldu ve RORC2 ile immunopresipitasyon (IP)
yapildi. Ornekler SDS-PAGE (izerinde ayristirildi, ilgili bantlar kesildi ve bantlarin icerdigi
proteinler nanoHPLC-ESI-MS/MS ile analiz edildi. Mascot sonuglari RORC2 ile etkilesen
proteinlerin, clathrin agir zincir 1, tubulin beta zincir izoform b, aktin sitoplazmik 1,
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz izoform 1 (GAPDH) oldugunu gosterdi. RORC2 ile ¢dken
proteinlerin bazilari western blot ile de gosterildi. RORC transkripsiyon faktérinin Th17
hicrelerinin farklilasmasindaki roliinin molekiler mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi, bu
hiicrelerin patolojideki rollerinin anlasiimasina ve tedavi hedeflerinin belirlenmesine vesile
olacaktir (1132362 nolu proje TUBITAK tarafindan destekledi).

Anahtar Kelimeler: T hiicreleri, insan Th17 farklilagmasi, RORC2, transkripsiyon faktorleri
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Miyeloid-kokenli Baskilayici Hiicre (MKBH) Yiizey Molekiillerinine Ait
Transkript Varyantlarinin  Ozgiil ve Yeni Biyobelirtegler Olarak
Degerlendirilmesi
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GIRIS-AMAC: Kanserdeki kronik inflmasyon siirecinde, kemik iligi normalin tizerinde calisir ve
olgunlasmasini tamamlayamamis miyeloid hicreler dolasima gecer. Miyeloid kdkenli
baskilayici hiicreler (MKBH) olarak tanimlanmis bu hticreler, hem dolasimda, hem de timor
dokusuna infiltre olarak immin baskilamaya sebep olurlar. Bu hiicreler, olgun miyeloid
hiicrelerle cogu ylizey belirteci acisindan benzerlik gosterir ve literatirde bu hiicreleri tespit
edebilmek adina énerilen bir belirte¢ bulunmamaktadir.

MATERYAL VE METOD: Galismamizda kolorektal ve meme kanseri hastalarinin periferik kan
ornekleri toplanarak 1.077g/ml ve 1.119 g/ml olmak Uzere iki farkh Ficoll gradiyent
santrifijleme yontemi ile hicreleri izole edilmistir. Hulcrelerden RNA izolasyonu
gerceklestirilerek cDNA elde edilmistir. Ayrica, bu hucrelerin fonksiyonel o6zelliklerini
belirlemek igin DCFDA ve DAF-2 DA ajanlari kullanilarak sirasiyla ROS ve NO lretme
kapasiteleri belirlenmistir. CFSE-proliferasyon analizi ile T-hiicre baskilama deneyleri
gercgeklestirilmistir

SONUGLAR VE TARTISMA: Saglikli kontrol ve kanser hastalarindan toplanan hiicreler ifade
ettikleri miyeloid hiicre yilizey belirteglerine ait transkript varyantlarina (tv) gore
incelenmistir. CD40 tvl,tv2,tv3; CD44 tv1,tv2,tv3,tv4,tv5,tv6,tv7,tv8; CD274 tvl; ADGRE1
tv2,tv5; CD1D tvl,tv2; IL1R1 tv1,tv2,tv6,tv7,tv8,v9; ILAR tvl,tv4,tv5; TFRC tv2; CEACAM1
tvl,tv2,tv4,tv6; CEACAM21 tvl,tv2,tv4; FLT1 tv2,tv4; IL6ST tvl,tv2,tv3; ITGAL tvl, CD16
tvl,tv2; CD33 tv2,tv3 artis veya azalis yoninde kanser hastalari ve saglikli kontroller
acisindan fark bulunmustur. Kanser hastalarindan elde edilen her iki fazdaki grantlositik
hicrelerin saglikh kontrolden elde edilen hiicrelere gore kiyaslandiginda T hiicre yanitlarini
baskilamistir. Bu hicrelerin normal miyeloid hiicre belirteglerinin farkli varyantlarini
eksprese edebilme kapasitesine sahip oldugu icin kanser tedavilerinde hedeflenebilecegi
dustnilmektedir.

* Bu ¢alisma TUBITAK(Proje no:1155636) Avrupa Birligi Projesi olarak desteklenmektedir.

* Calismamiz European Cooperation in Science and Technology(COSTEU) Action
BM1404(Mye-EUNITER) destegi ile yiriitilmektedir.

Anahtar Kelimeler: miyeloid kokenli baskilayici hicreler, transkript varyantlari,
immunoterapik hedefleme, immiin baskilama, timor immiinolojisi



PP-091

infantil Atopik Hastalarda Artmis Serum Periostin Diizeyleri
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AMAG: Atopik dermatit, ¢ocukluk ¢aginda yaygin olarak goérilen kronik, enflamatuvar ve
kagintili bir deri hastahgidir. Hastaligin immiinopatogenezinde Th2 sitokinler énemlidir. Bir
ekstrasellller matriks proteini olan ve Th2 sitokinleri ile indiiklenen periostinin erigkin atopik
hastalarda hastalik siddeti ile iligkili olarak arttigi gosterilmistir. Bu galismada amacimiz
atopik dermatiti olan infantlarda serum periostin dlzeyleri ve hastalik siddeti ile olan
iliskisini degerlendirmektir.

MATERYAL-METOD: Serum periostin ve TARC (timus ve aktivasyonla diizenlenen kemokin)
diizeyleri, 40 atopik infant ve 36 saglikl kontrolde ELISA ydntemi ile calisildi. Total IgE,
eozinofil sayisi ve objektif SCORAD yontemi ile hesaplanan hastalik siddetinin serum
periostin dlizeyleri ile olan iliskisi degerlendirildi.

SONUC: Serum periostin ve TARC diizeyleri atopik infantlarda saglikh kontrollere goére
anlamli oranda yliksek bulundu (sirasiyla p=0.001 ve p= 0.016). Hastalik siddeti ortancasi
34,5 (14-62) olarak olglldi. Hastalik siddeti, total IgE dizeyleri ve eozinofil sayisi ile serum
periostin dlizeyleri arasinda iliski saptanmadi.

YORUM: Serum periostin dlizeyleri atopik infantlarda hastalik belirteci olarak kullaniimasi
Onerilen serum TARC dizeylerinden daha anlaml olarak artig gostermektedir fakat bu artis
hastalik siddetinden bagimsizdir.

Anahtar Kelimeler: periostin, TARC, atopik dermatit
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Erken Evre Kiigiik Hiicre Disi Akciger Kanserli Olgularda immiinskorlamanin
Yeri: Baskilayici ve Sitotoksik Hiicre Alt Gruplarinin Belirlenmesi
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Dinyada kansere bagl olimlerin basinda gelen akciger kanserinde imminolojik
mekanizmalar giin gectikce 6nem kazanmaktadir. Kiglk hiicre disi akciger kanserinde
(KHDAK) dolasimdaki immn hiicrelerin tiimor-spesifik degisimlerinin incelenmesi niiksiin ve
sagkalimin takibinde onemlidir. Calismamizda KHDAK’de dolasimdaki dogal oldirict (NK),
regulator (Treg) ve sitotoksik T hiicre (Tc) oranlari ile NK ve CD8 T hiicrelerinin sitotoksik
aktiviteleri arastiriimistir.

Calismada yeni tani T1-3NOMO evresinde, preoperatif kemoterapi/radyoterapi almamis
KHDAK olgulart (n=16) ile saghkl bireyler (n=44) irdelenmistir. Lenfosit alt gruplari,
CD4*CD25*Foxp3* ve CD8*CD287T hiicre oranlari ile NK ve Tc hiicre sitotoksisitesi akan hiicre
Olcerle analiz edilmistir. Student t testi hasta ve kontrol gruplari ve ayrica olgularin timor
capina gore karsilastirmasinda kullaniimistir.

KHDAK olgularinda saglikl gruba gore total NK, CD8 ve CD8dim hiicre alt gruplarinda, ayrica
CD3*CD16*56*+ NKT ve aktive CD3*HLADR* hiicrelerde artis, CD8*CD28* Tc hiicrelerinde ise
azalma saptanmistir. Baskilayici CD8*CD28 Tc hiicreler KHDAK’de artig gbstermesine karsilik,
CD4*CD25*Foxp3* reglilatéor hiicre oranlarinda fark gozlenmemistir. NK ve Tc hiicre
sitotoksisitesi KHDAK grubunda tlimor boyutu >3cm olan olgularda yiiksek bulunmasina
ragmen anlamlilik saptanmamistir

Periferik kanda antitimoral imminiteden sorumlu NK, NKT ve Tc hiicre ylzdeleri hastalarda
saglklilara gore artmistir. NK ve Tc hiicre sitotoksisitesinin hem saglikl hem de timor ¢api >3
cm olan olgularda ylkselmesi anti-tumor etkinligin timoér antijeni miktari arttikga
belirginlestigini diistindiirmektedir. Bulgularimiz KHDAK'de antitiiméral yanitlari baskilayan
CD8*CD28°T hiicre artisinin Tc hicre fonksiyon yetmezliginin bir gostergesi olarak
immdinoterapi tedavilerinin degerlendiriimesinde bir marker olabilecegi, Treg hicre
oranlarinin ise kandan ziyade timor dokusu ve lenf nodlarinda artmis olabilecegini
diistindiirmektedir. immiinskorlama parametrelerinin gelecekte yeni teshis KHDAK hastalari
icin dnemli bir prognostik faktor olabilecegi 6ngorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Treg, KHDAK, NK hiicreleri, sitotoksik T lenfositleri
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Leishmaniasis ihmal edilen tropik hastaliklardan biridir. Hastalik, memelilere Leishmania
tasiyan kum sinegi araciligiyla bulasir ve litik donglisiinii genellikle makrofajlarda devam
ettirir. Leishmania paraziti dogadaki en alisiilmamis DNA yapilarindan biri olan kinetoplast
DNA’sini (kDNA) icermektedir. kDNA birbiri icine ge¢mis mini ve maxi halkalardan olusan
devasa bir ag yapisi seklindedir. Bu yapinin minihalka kisminin gen dizilimi leishmania tirleri
arasinda buyuk farkhhklar géstermektedir ve bu DNA tipinin parazitin enfeksiyonu sirasindaki
roll tam olarak bilinmemektedir.

Bu calisma basta kDNA olmak (izere leishmania nikleik asitlerinin bagisiklik sistemi tzerine
olan etkisini anlamayi hedeflemektedir. Leishmania niikleik asitlerinin leishmaniasis
surecindeki rolinlin belirlenmesi, hastaliga karsi kullanilabilecek terapdtik ajanlarin
gelistirilmesine katkida bulunacagindan g¢alismanin hastaligin tedavisi ve ©6nlenmesine
katkida bulunacagini 6ngermekteyiz.

Leishmania niikleik asitlerinin dogal bagisiklik sistemi reseptorleri ile nasil etkilesime gegtigini
anlamak amaciyla degisik Leishmania tlirlerinden hem kDNA hem de genomik DNA izole
edilmistir. Phorbol12-myristate13-acetate (PMA) ile farkhlastirilmis insan monosit hiicreleri
(THP-1 hicre hatti)) metasiklik fazdaki parazitler ile enfekte edilmistir. Bu enfeksiyon
sirasinda hcreler degisik leishmaina DNA tipleri ve tip-1 interferon uyaranlar ile de
uyarilmis ve bu ajanlarin parazitin enfeksiyonu (izerine etkisi degerlendirilmistir. In vitro ile
ayni diizlemde bu ajanlarin sistemik olarak in vivo etkilerini gézlemlemek amaciyla kiitan6z
leishmaniasis hayvan modelleri gelistiriimis ve hayvanlardaki parazit yiki zamana bagl
olarak takip edilmistir.

kDNA ile birlikle in vitro ortamda parazit enfekte edilen hiicrelerde ve kDNA ile birlikte
olusturulan in vivo enfeksiyon modellerinde parazit yukinin arttigi gézlemlenmistir.
kDNA’'nin parazit enfeksiyonunu koétilestirmesinin altinda yatan mekanizma ve tip-1
interferon yaniti mekanizmasi ile olan baglantisinin netlestirilmesi kDNA'nin hastaliga karsi
kullanilabilecek umut verici bir ajan oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, kinetoplast DNA, niikleik asit, tip-1 interferon
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AMAG: Talasemi Major (TM), hemoglobin molekill globin zincirlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucu gelisen genetik temelli bir hastaliktir. TM hastalarinda hemolitik anemi
ve bundan etkilenmis organlar gézlenmekte, bozulmus savunma fonksiyonlarina bagl olarak
enfeksiyonlara yatkinlik artmaktadir. Kemik iligi nakli, TM’lin kalici tedavisi igin temel yol olup
nakil sonrasi asilama zamanlarinin belirlenmesi igin hicresel yanitlarin degerlendirilmesi
distntlmelidir. Karboksi floresein siksinimidil diester (CFSE) dillisyonu, proliferatif
kapasitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir akan hiicre 6lcer yontemidir. Bu
¢alisma, kemik iligi nakli gegirmis pediyatrik TM hastalarinda mitojenlerle uyariimis
proliferatif yanitlari incelemeyi amaglamaktadir.

MATERYAL-METOD: Kemik iligi naklinin ardindan 1. yilini doldurmus pediatrik TM hastalari
(n=25) ve saglkli kontrollerden (n=14) alinan heparinize vendz kan érneklerinden periferik
kan monontkleer hicreleri, fikol gradyan santrifij yontemiyle saflastiriimigtir. CFSE ile
isaretlemenin ardindan hiicreler, poliklonal aktivatérler olan fitohemaglutinin (PHA) ve anti-
CD2, -CD3 ve —CD28 kokteyli (CD-Mix) ile 5 giin boyunca kiiltir ortaminda uyarilmislardir.
Suire sonunda lenfosit proliferasyon diizeyleri akan hiicre olcer ile incelenmistir.

BULGULAR: Saglikh kontrollerden elde edilmis esik degerler, kemik iligi nakli sonrasi TM
hasta yanitlarinin karsilastirmal degerlendirmesi igin kullanilmistir. 20 hastanin proliferasyon
degerleri saglikl kontrollerle benzer olarak gézlenmis, toplam 5 hastanin mitojenlere gesitli
dizeylerde yanitsizhgr saptanmistir. Bu hastalardan 2 tanesi PHA’e, 3 tanesi de her iki
mitojene yanitsizdir.

TARTISMA: Sonuglarimiz kemik iligi naklinden 1 yil sonra TM hastalarinda proliferatif
yanitlarin mevcudiyetini ve agilama zamanlarinin belirlenmesi igin bu yontemin kullanighligini
gostermistir. Akan hiicre 6lger kullanimiyla CFSE diltisyonu, kemik iligi naklindeki basarinin
imminolojik agidan degerlendirilmesi i¢in uygun bir ydéntem olma potansiyeli tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: talasemi major, akan hiicre 6lcer, mitojen, proliferasyon, lenfosit



PP-096
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Doénglsel dintkleotidler (Cyclic dinucleotides-CDN) sitozolik niikleik asit sensorlerinden ER’ye
bagh STING tarafindan taninmakta olup IRF3 ve NF-kB yolaklarini etkinlestirmektedir.
Adjuvant veya immiintetikleyici ajan olarak kullanim potansiyelleri yliksektir. Bu niikleik asit
temelli ligandlarin dongisel haldeki yapilari nedeniyle hicre igine alinmalari kisitlidir. Bu
nedenle sitozolde bulunan ve CDN’i tanimakta o6zgillesmis olan STING sensorleriyle
etkilesime girmeleri de gictlir. Daha onceki ¢alismamizda CDN'le, TLR9 ligandlarinin (CpG
ODN) sinerjistik bir sekilde bagisiklk sistemini arttirdiklarini géstermistik. Bu calismada,
lipozom igerisine STING ve TLR9 ligandlari birlikte yiklendiginde, dogal bagisiklik hicrelerini
etkinlestirici 6zelliklerinin arttigini ortaya koyduk. Diisiik dozda serbest hallerinde herhangi
bir etkisi bulunmayan CDN+CpG ODN'lerin, lipozoma vyiklendiginde sinerji olusturarak
immin hicrelerden yiksek miktarda tip-1 ve tip-Il interferon salimini sagladigi, M0’dan M1
tip makrofaj olusturdugu ve Thl'e 0zgl sitokin salimini arttirdigi in vitro ¢alismalarda
gosterildi. Lipozom formilasyonlarinin in vivo etkisini test etmek icin B16-OVA hiicreleri
C57BL/6 farelerin sirtina vyerlestirildi. Bir hafta sonra, 6nceden belirlenmis zamanlarda
sistemik olarak enjekte edilen serbest veya lipozoma yikli ikili agonistlerle (1.7 pg CDN ve 5
ug CpG-ODN/her enjeksiyonda) tedavi edildi. ilk enjeksiyondan on giin sonra, lipozomal
formilasyonlarla tedavi gérmis fare grubunun timor boyutunda gerileme, OVA antijenine
0zgu 1gG2¢/IgG1 oraninda ve IFNy Ureten CD8+ T hiicre miktarinda artis ve timor igerisindeki
M2-tip makrofaj miktarinda anlamli distis saptandi. Sonug olarak, CDN ve CpG ODN birlikte
yukli lipozomlarin olusturmus oldugu Th1l’e 6zgu bagisiklik, timér mikrogevresini yeniden
sekillendirerek melanoma timaor olusumunu geriletmistir.

Anahtar Kelimeler: CDN, CpG ODN, lipozom, adjuvan, immunoterapi, kanser



PP-097

Allerjen Spesifik immiinoterapinin Eksozomlar Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Havva O. Kilgdz', Ozlem Bulut', Muzaffer Yildirm®, Gézde Giigliler', Tamer Kahraman®, Dilek
Azkur?, Emine Vezir?, Ersoy Civelek?, Can N. Kocabas?, ihsan Giirsel

'Bilkent Universitesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik B&limi, THORLAB-Terapétik
Oligontikleotid Arastirma Laboratuvari, Ankara

’Diskapi Egitim Arastirma Hastahanesi, Pediatrik Allerji Anabilim Dali, Ankara
*Sitki Kutman Universitesi, Pedatrik Allerji Anabilim Dali, Mugla

AMACG: Allerjen spesifik immunoterapi allerjik hastaliklarda uzun sireli remisyon ve kir
saglayabilen en etkin tedavi yOontemlerinden olmasina ragmen immiinoterapinin etki
mekanizmalari tam olarak anlasilabilmis degildir. Eksozomlar gesitli hiicrelerden kdken alan
40-150 nm boyutlarinda nanokesecikleridir. Eksozomlarin farkli durumlarda immin sistemi
etkinlestirdigi veya baskilayabildigi bilinmektedir. Eksozomlarin allerjik hastaliklardaki rolleri
ise yeni arastirilmaya baslanmistir ve heniiz tam olarak bilinmemektedir. Allerjen spesifik
immuinoterapi sonrasinda eksozomlarin hastaligin seyrine ve sagaltimina olan katkilarina ait
calismalar bulunmamaktadir. Bu calismada polene ve ari venomuna duyarl hastalar 3 yil
boyunca takip edilerek terapi sirecinin eksozomlarda yol agtigi degisikliklerin ve bu
eksozomlarin immiin hicrelere etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

YONTEM-GERECLER: Polene duyarh allerjik rinit (+ astim) olan 21 hastaya ve ari venomu ile
anafilaksi geciren 7 hastaya allerjen immiinoterapi baslandi. Hastalarin terapiden dnce ve
terapinin 1., 2. ve 3. yillarinda plazma eksozomlari ultrasantrifiigasyon ile izole edildi ve
eksozomlarin koken aldiklari hiicreler akis sitometrisi ile belirlendi. Terapi 6éncesi ve sonrasi
izole edilen eksozomlarin farkh biyolojik etkinlikleri saghkli PBMClerin eksozomlarla
uyariimasiyla kiltir ortamina salinan sitokinlerin tipi ve diizeyleri ELISA ile belirlendi.

BULGULAR: immiinoterapi gérmiis hastalarin eksozomlarinin PBMCler tarafindan alindiginda
IP10, IFNy, IL10 ve IL17A dretimini yillara gore pozitif yonde artirdiklari belirlenmistir.
Ozellikle polen allerjisi bulunan hastalarin eksozomlari terapiden 1 ve 2 yil sonra IFNy, I1L10
ve IL17A sitokin Gretimini anlamh bir sekilde arttirmistir. Bu agidan terapi gérmiis hasta
eksozomlarinin tedavi gérmemis eksozomlara goére farkh biyolojik islevler gdsterdigi ortaya
koyulmustur.

SONUC: Bu calismanin sonuclari eksozomlarin immiinoterapi slirecine olan olumlu katkilarini
gosteren ilk kanitlari olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: allerji, eksozom, immuinoterapi, sitokin
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Sistemik skleroz veya skleroderma (SSk), kadinlarda sikhkla gorilen, cesitli organ ve
dokularda komplikasyonlara neden olan kompleks bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinde
enflamasyon ve otoimmiin temelli etkilesimler, vaskiler fonksiyon bozukluklari, kolajen
birikimine bagh fibrozis olusmasi dnemli rol oynamaktadir. Amacimiz basarili bir tedavi
stratejisi bulunamamis bu hastalik igin bleomisin kullanarak hastaligin fare modelini
olusturmak ve liyofilizasyon yontemiyle eksozom ve lipozomlara yiklenmis baskilayici DNA
motifi olan ve telomerik sekansi mimik eden A151’i kullanarak hastaligi geriletmektir.
Oncelikli olarak, in vitro kosullarda bu formiilasyonlarin fare fibroblast hiicrelerine etkisi
incelendi. Bu amag dogrultusunda fare fibroblast hiicreleri gesitli TLR ligantlariyla stimiile
edildi. TGF-B varliginda ve yoklugunda, bu ligantlarin fibrotik genlere etkisi ve hiicrelerden
salgilattiklari kemokin seviyeleri incelendi. Farkli formilasyonlarla yapilmis lipozomlara
yuklenen A151’in fare dalak hiicreleri tGzerindeki immin baskilayici etkisi ¢alisildi ve Uretilen
sitokin seviyeleri ELISA ve akim sitometri yontemleriyle belirlendi. Balb/c farelerde SSk
modeli olusturmak igcin 0.5 mg/ml ve 1.0 mg/ml olmak Uzere iki doz bleomisin 100ul/fare
olacak sekilde uygulandi ve hastalik patogenezinde dnemli rol oynayan sitokinlerle fibrotik
genlerdeki degisimler belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucunda zymosan, PGN, D-tipi ODN ve
LPS’in fibrotik temelli col1A1, col1A2 ve a-SMA gen ifadelerini arttiran TLR ligantlari oldugu
gosterildi. IL-6, IL-4, IL-12, IL-17 ve IL-1B, hastaligin gelismesinde rol oynayan sitokinler olarak
belirlendi. 1 mg/ml bleomisinin SSk modelini olusturmada uygun doz oldugu goézlendi ve
col1A1, col1lA2 ve a-SMA gen ifadelerini akcigerde belirgin olarak artirdigi bulundu.
Lipozomal A151’in degisik TLR ligantlarinin olusturdugu immiin etkinlestirmeyi baskiladigi
gozlemlendi. Tim bu veriler dogrultusunda sklerodermanin molekiiler ve imminolojik
mekanizmasi analiz edilmis ve lipozoma ylklenen A151’in immun aktiviteyi bastirdig
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: skleroderma, A151, lipozom, eksozom, sistemik skleroz, CoG ODN
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Dogal bagisiklik sisteminin patojen tanima reseptoérlerinin buyik bir ¢cogunlugu nikleik asit
tanimaktadirlar. Bu reseptorlerden biri olan cGAS, sitozolde bulunan DNA veya RNA/DNA
heterodimerlerine baglanarak 2’3’-cGAMP ikincil mesajci tretimine yol agmakta, sentezlenen
CGAMP da STING adaptér proteinini etkinlestirerek, TBK-1 ve IRF-3 aracili tip | interferon
uretimine yol ag¢maktadir. Bu vyolak anti-viral yanitin olusmasinda 6nemli bir yol
oynamaktadir. STING proteinini kodlayan TMEM173 geninde olusan fonksiyon kazanim
mutasyonlari, cGAMP olmadan da bu yolagin kronik aktivasyonuna ve kontrolsiiz tip |
interferon Uretimine sebep olarak SAVI olarak bilinen bir interferonopatiye yol agmaktadir.

Bu arastirmanin odagi olarak, interferon yoluyla indiiklenen hastaliklarda, hiicre ici yolaklarin
ara basamaklarinin belirlenmesi ve olasi terapétik ajanlarin gelistirilebilmesi igin fonksiyon
kazanim mutasyonlu STING proteinini ifade eden stabil hiicre hatlari olusturulmaya
¢ahsiimigtir. SAVI hastaliginin nedeni olan mutant STING proteini kodlayan plasmidler
memeli hicre hatlarina lipofeksiyon ya da elektroporasyon araciligiyla aktarilmis, stabil
transfekte hiicre hatti modeli olusturulmustur. S6z konusu mutant proteinin varhg cesitli
metodlarla gosterilmistir. Protein seviyesinde ifadesi bulanan mutant STING reseptoru
tastyan hicre hatlarinin SAVI patolojisini gosterip gostermedigine yonelik fonksiyonel
analizler yapilmaya baslanmistir. Ayrica, bu yolaga dair interferon patolojisini baskilayacagi
diistinilen inhibitérler denenmektedir. ikinci basamak olarak, bu proteinin timér
gelisimindeki rolli, STING yoksunu, WT STING ya da mutant STING ifade eden B16 melanoma
hiicre hatlari ile farelerde test edilmistir. Elde edilen sonuglarin STING-interferon yolagi-
kanser iligkisine dair bilinmeyenlere cevap verecegi ongorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: cGAS, STING, TMEM173
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Allerjik rinit, nazal mukozanin alerjenle temasi sonucu IgE aracihgiyla gelisen kronik
enflamatuvar bir hastaliktir. Ari sokmalari, duyarli bireylerde ciddi anafilaktik reaksiyonlara
yol agabilmektedir. Astim ve allerjik rinitte ilag tedavisi ile sikayetler kontrol altina alinabilse
de hastaligin seyri ancak immiinoterapi ile degistirilebilmekte, uzun siireli remisyon ve kir
saglanabilmektedir. Fakat immiinoterapi ile meydana gelen immiinolojik degisiklikler ve etki
mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Bu gcalismada immunoterapinin 3 yillik sirede
T-lenfosit alt gruplari Gizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi amaglanmistir.

Polene duyarl allerjik rinit (+ astim) olan 21 hastaya ve ari venomu ile anafilaksi gegiren 7
hastaya immiinoterapi baslandi. Hastalarin terapiden 6nce ve terapinin 1., 2., 3. yillarinda
serumlari ve periferik kan mononikleer hiicreleri (PBMC) izole edilerek immiinoterapinin
cesitli T-hiicre alt tiplerine etkisi qRT-PCR ve akis sitometrisi ile saptandi. Serumda ve
uyarilmis PBMC kulturlerindeki sitokin dizeyleri ELISA ile belirlendi. Olusan immiinolojik
degisikliklerin, semptom ve medikasyon skorlari ile iligkisi arastirildi.

Arastirma sonucunda, terapi 6ncesinde distk olan Thl, Th2, Th17 ve Treg tepkilerinin terapi
sonrasl daha Ust dlizeylere cikabildigi gortlmustir. Th2 ve serum IgkE yanitlarinda ciddi bir
dislis gozlenmistir. Hastalarin sikayet skorlarinda da hiicresel bulgulara paralel azalma
belirlenmistir. Terapi sirecinde IFNy, TGFB ve IL10 uretiminde ilerleme gorilmustar.
Hastalarin periferik kanlarindaki CD8+, Th17 ve Treg hiicre sayilari terapinin 1. yilindan
itibaren artmaya baslamistir. Th2/Th1 orani incelendiginde terapi sonrasinda Th2’den Thil
yanitina dogru yonelme gorilmektedir. Terapi goren bireylerin PBMClerinin 6 giin allerjene
maruz kalmalari sonucunda IL17 ve IL10 seviyeleri terapi 6ncesine oranla cok daha fazla
Uretilmistir. Elde edilen sonuglar immdinoterapinin T hicreleri Uzerindeki etki
mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina katki saglar niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: allerji, allerjik rinit, immunoterapi, T lenfositler
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istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji ABD, Viroloji ve Temel
immdiinoloji BD, Capa- istanbul

insan organizmasi degisik organ ve sistemlerin birbiri ile koordineli olarak ¢alistig network
agina sahiptir. Bu sistemlerin iginde en O6nemli pargalardan biri sinir sistemi digeri de
bagisiklik sistemimizdir. Son vyillarda bu iki sistemimiz arasindaki baglantilari inceleyen
noroimmiinolojik mekanizmalar ve bu mekanizmalar sonucunda olusan hastaliklari anlamaya
yonelik calismalar artmistir. Devic hastaligina neden oldugu disinillen astrosit ayak
cikintilarinda yogun olarak bulunan su kanali proteini aquaporin-4’e karsi olusan
néromiyelitis optika (NMO) 1gG (AQP-4 antikoru) antikoru belirlenmistir. Otoimmin
hastaliklar, organa 6zgii ve sistemik otoimmiin hastaliklar olarak ayrilir. ilk grup dokuda
bulunan antijenlerle reaksiyona giren otoantikorlar doku hasarina neden olurken, digerinde
ise cesitli hedef antijenlere yonelik cevaplar olusarak sayisiz organ ve doku hasarina neden
olurlar.

Bu amagla, laboratuarimiza basvuran nérolojik olarak 6n tanisini almis 1120 (Nisan 2015 -
Nisan 2017) hastanin serumlarindan IgG-AQP-4 antikoru(NMO) (Euroimmin, Libeck,
Almanya) indirek immin flioresans(lIF) yontemi ile galistik. Ayni serumlardan ANA, ASMA,
AMA ve GPCA otoantikorlari (Euroimmiin, Libeck, Almanya) da IIF ile incelenmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, NMO otoantikorlari 38 (%3,3 oraninda) hasta da pozitif
bulunmustur. Diger otoantikorlarin pozitiflik degeri ise %6.4(72 hasta)dir. Bu hastalarin
%2’sinde(23 hastada) ANA pozitif, %2,1 ‘inde (24 hastada) ASMA pozitif ve %2,2’sinde (25
hastada) ise GPCA otoantikorlar pozitiftir. AMA antikoru tim hastalarda negatif
saptanmistir. 7 hastada ise hem IgG-AQP-4 antikoru (NMO) hem de organ spesifik olmayan
otoantikorlardan biri ile gift pozitiflik gdzlenmistir.

Hiicresel antijenlere karsi olusan otoantikorlar ve otoimmin hastaliklarin sikliginin varhgi,
NMO hastalarinda buiyuk seriler halinde ¢alismalarin yapilmasi gerekliligini ve  NMO
patogenezinin aydinlatiimasina yardimci olacagini diistindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: otoimmiin hastaliklar, otoantikorlar, astrosit
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