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OZET
Akut 16semi pluripotent stem hiicrelerin olusturdugu bir hastalik grubudur. Bu ¢aligsmada sitokin gen polimorfizmi ile
akut myeloid 16semi (AML) gelisimi arasindaki iligki aragtirilmigtir. Calisma grubu AML tanis1 almig 23 hasta ve 60
saglikli kontrolden olusturulmustur.
Aragtirilan gen polimorfizmleri (TNF-a, TGF-8, IL-10, IL-6, IFN-y) sekans spesifik primerler kullanilarak PCR

(PCR-SSP) yontemi ile caligtlmistir Saglikli kontrol grubu ile AML’li hasta grubunun sitokin gen polimorfizmleri
kargilastirildiginda hasta grupta IL-10 —1082 GCC/ATA polimorfizminin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek,
IL-10 —1082 ACC/ATA polimorfizminin ise az oldugu saptanmistir. IFN-gama +874 T/A polimorfizmi l6kosit say1si
ile iligkili bulunmusgtur. Bu bulgular IL-10 —1082 GCC/ATA polimorfizminin AML olusumunda bir risk faktorti, IL-
10 —1082 ACC/ATA polimorfizminin ise koruyucu bir faktor olabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

Potential Risk Factor of Interleukin-10 Gene Polymorphism in Acute Myelogenous Leukemia

Acute leukemias are a heterogeneous group of disorders of the pluripotent stem cell. In current study we investigated
the association of the cytokine gene polymorphisms with the development of acute myelogenous leukemia (AML).
The study included 23 patients with the diagnosis of AML and 60 healthy controls. All genotyping (TNF-a, TGF-8,
IL-10, IL-6, IFN-y) studies were performed using sequence specific primers PCR (PCR-SSP).

The cytokine genotyping results of the patients were compared to those of the healthy controls. It was found that IL-
10 -1082 GCC/ATA polymorphism were significantly higher in the patient with AML group than the healthy control
group. On the other hand, IL-10 -1082 ACC/ATA polymorphisms were significantly lower in the AML group than
the healthy control group. It was found that IFN-y +874 T/A polymorphism was correlated with white blood cell

count. These results suggest that IL-10 GCC/ATA polymorphism is a potential risk factor for AML, whereas IL-10
ACC/ATA polymorphism is a possible protective factor.
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GIRIS

Akut myelositer 16semi (AML), erken hematopoet-
ik hiicrelerde bir dizi genetik degisiklikler sonucun-
da normal hematopoetik biiylime ve farklilasmanin
bozulup, kemik iligi ve periferik kanda ¢cok sayida
anormal immatiir myeloid hiicrenin birikimi ile
karakterize olan bir hastaliktir. Blastik hiicrelerin
bolinme ve proliferasyon ozellikleri devam
ederken, matiir hiicrelere farklilagsma kapa-
sitelerinde kayip soz konusu olmaktadir. Akut
myelositer 16semi gelisiminde genetik degisiklik-
lerin (timor supresor gen kaybi, onkogen mutasy-
onu gibi) yanisira hematopoetik sitokinlerin de spe-
sifik hiicre yiizey reseptorleri yoluyla 16semilerde
hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde, prog-
nozunda ve patobiyolojisinde 6nemli rol oynadig:
bilinmektedir (1,2).

Sitokinler, hematopoietik sistemin de i¢cinde bulun-
dugu, hedef hiicrelerin aktivitelerini degistiren veya
diizenleyen protein ve/veya glikoprotein yapili
immiinomodiilatorlerdir. Sitokinler hedef hiicre-
lerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara
baglanarak etki ederler. Baglanma ile baslayan
sinyal transdiiksiyonu ve ikinci haberci iletimi, gen
aktivasyonu, mitotik boliinme, biiylime ve
farklilagma, migrasyon veya apoptozise neden olur
(3). Caligmalar polimorfik yapilarin hematolojik
malinitelerin sonuglarint ve mortalite oranlarini
etkiledigini gostermistir (4).

Sitokinler immiin ve inflamatuvar cevabin etkin
mekanizmalarinin ¢coguna katilirlar. IL-2 ve IFN-
gama gibi yardimct T lenfosit [T helper (Thl)]
grubundan salinan sitokinler hiicresel immiinitede,
IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi Th2 tip sitokinler
humoral immiin cevaplarda etkilidirler (5). T regu-
latuvar (Treg) hiicreler hem Thl hem de Th2 tip
cevaplarin diizenlenmesinde rol oynarlar. Th1, Th2
ve Treg hiicreler arasindaki denge, tlimor
gelisiminde ve progresyonunda etkilidir. In vitro
calismalar mitojenle stimiile edilen immiin sistem
hiicrelerinin ~ sitokin {iretimlerinde bireysel
farkliliklar oldugunu gostermistir. Bu farkliliklar
transkripsiyon, translasyon ve  sekresyon
asamalarindaki molekiiler farkliliklardan kay-
naklanmaktadir (6,7). Son yillarda, sitokinlerin
kodlandig1 bolgelerdeki konservatif mutasyonlar ve
regulatuvar bolgedeki niikleotid degisikliklerinin
sitokin tretimindeki bireysel farkliliklarin nedeni
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olabilecegi (7,9) ve bu genetik polimorfizmlerin
hem in-vivo hem in-vitro ortamda sitokinlerin
salinmmint etkiledigi gosterilmistir (10). Sitokin
liretimini ve sekresyonunu etkileyen sitokin gen
polimorfizmleri ile infeksiyon hastaliklari, allerjik
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve malign
hastaliklar arasinda hastaligin olusum asamasinda,
seyrinde ve tedaviye yanitlarinda iligki oldugu
bildirilmigtir (11,12). Bu ¢aligmada tiimorle iligkili
oldugu diisiiniilen sitokin gen polimorfizmlerinin
AML’1i hasta grubunda dagilimlar1 aragtirilmis ve
saglikli kontrol grubu ile farkliliklariin ortaya
konmasi amaclanmigtir.

HASTALAR VE YONTEM

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi hematoloji
poliklinigine 2000-2002 yillar1 arasinda hastaliklari
nedeni ile bagvurup AML tanis1 almig 23 hasta bu
calismaya alinmigtir. Hastalarin AML tanisi, mor-
foloji, sitogenetik ve immiin fenotipik ¢alismalarla
desteklenmigtir. Kontrol grubu saglikli olduklari
tespit edilmis olan goniillii dondrlerden olusturul-
mustur. Hasta ve kontrol grubunun DNA izolas-
yonu ve sitokin gen polimorfizm caligmalari
Bagkent Univesitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji
Boliimiinde yapilmigtir. Caligmanin etik kurul
raporu Uludag Universitesi Tip Fakiiltesinden
alinmustir.

Hasta ve kontrol grubundan, etilen diamin tetra
asetik asid (EDTA) iceren tiiplere alinan 3 ml
venoz kan Orneginden, NucleoSpin Blood Kit
(Macherey-Nagel, Germany) kullanilarak genomik
DNA izolasyonu yapilip, elde edilen DNA 6rnek-
leri, arastirilan polimorfizm boélgelerinin saptan-
mas1 amacityla, sitokin gen tiplendirme kiti (One
lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA) kullanilarak
(Tablo 1), PCR-SSP metodu ile ¢ogaltilmis ve PCR
iiriinleri jel elektroforez yontemi ile belirlenmistir .

Istatistiksel degerlendirmede, verilerin hesaplan-
masinda ki-kare ve Ficher’in kesin ki-kare testleri
kullanilip, p< 0.05 degerler anlamli kabul
edilmistir. Risk faktorlerinin ve koruyucu faktor-
lerin belirlenmesinde odds ratio (OR) degerleri
dikkate alinmistir.
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Tablo 1. Sitokin gen polimorfizmlerinin AML hasta grubu ile saglikli konrol grubunda dagilimlar

Sitokin gen Hastalar Kontrol p degerleri
polimorfizmleri n:23 (%) n:60 ( %)
TNF-a (-308)
G/G 19 (82.6) 39 (65.0) >0.05
G/A 4 174) 17 (28.3) >0.05
A/A 0 0) 4 (6.6) >0.05
TGF-51 (kodon 10,25)
T/T G/G 8 (34.7) 17 (28.3) >0.05
T/C G/G 11 (47.8) 24 (40.0) >0.05
T/C G/C 0 ) (5.0) >0.05
C/IC G/G 3 (13.0) (15.0) >0.05
T/T G/C 0 0) (1.6) >0.05
C/C G/C 1 (4.3) 2 (3.3) >0.05
C/C C/C 100 (100) 100 (100) >0.05
T/T C/C 0 0) 3 (5.0) >0.05
T/C C/C 0 ) 1 (1.6) >0.05
IL-10 (-1082,-819)
GCC/GCC 3 (13.0) 6 (10.0) >0.05
GCC/ACC 5 (21.7) 13 (21.6) 0.001
GCC/ATA 10 434) 3 (5.0) >0.05
ACC/ACC 3 (13.0) 10 (16.0) 0.03
ACC/ATA 2 (8.7) 19 (31.6) >0.05
ATA/ATA 0 0) 9 (15.0) >0.05
IL-6 (-174)
G/G 12 (52.1) 33 (55.0) >0.05
G/C 9 (39.1) 18 (30.0) >0.05
C/C 2 (8.7) 9 (15.0) >0.05
IFN-y (+874)
T/T 4 17.3) 10 (16.0) >0.05
T/A 10 (43.4) 24 (40.0) >0.05
A/A 9 (39.1) 26 (43.3) >0.05
BULGULAR istatistiksel olarak anlamli derecede az oldugu sap-

Kontrol grubu ile hasta grup karsilastirildiginda IL-
10 -1082 GCC/ATA haplotipinin hasta grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla, p<0.001,
[OR: 14.62 (9.06<OR<79.42)], bunun yanisira IL-
10 -1082 ACC/ATA haplotipinin hasta grubunda
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tanmig, p<0.031, [OR: 4.87, (0.95<OR<33.42)]
olarak bulunmustur. IL-10 -1082 GCC/ATA hap-
lotipi ile IFN-y +874 T/A genotipi birlikteliginin
hasta grubunda saglikli gruba gore daha fazla
oldugu saptanmistir (p<0.01), [OR: 124
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Tablo 2. Sitokin gen polimorfizmleri ve iliskili olduklari fenotipik 6zellik

Sitokin gen polimorfizmi Genotip Fenotipik 6zellik

TNF-a (-308) G/A, A/A Yiiksek
G/G Diisiik

TGF-81 (kodon 10-25) T/T-G/G, T/C-G/G Yiiksek
T/C-G/C, C/C-G/G, T/T-G/C Ilhimh
C/C-G/C, C/C-C/C, Diisiik
T/T-C/C, T/C-C/C

IL-10 (-1082) GCC/GCC Yiiksek
GCC/ACC, GCC/ATA Ilimh
ACC/ACC, ACC/ATA Diisiik
ATA/ATA

IL-6 (-174) G/G, G/C Yiiksek
C/C Diisiik

IFN-y (+874) T/T Yiiksek
T/A Iliml1
A/A Diisiik

(1.18<OR<310.97)]. TNF-a-308 AA genotipinin
ve TGF-8 1 C/C-G/C, C/C-C/C, T/T-C/C, T/C-C/C
genotiplerinin hem hasta grubunda hem de kontrol
grubunda az rastlandigi (Tablo 2, Sekil 1) hasta
grubunda beyaz kan hiicre sayis1 ile sitokin gen
polimorfizm iligkisi arastirildiginda IFN-y+874
T/A polymorphisminin beyaz kan hiicre sayisi<
30.000/ml olan hastalarda daha fazla oldugu
(p<0.05 [OR:0.07(0.00<OR<0.90)]) belirlenmistir.

TARTISMA

AML’li hastalarin immiin sistemi genellikle
baskilanmig durumdadir. Bu durum hastaligin ety-
olojisinde en 6nemli etkenlerden birisi olmakla bir-
likte ayn1 zamanda morbidite ve mortaliteyi de
arttirict bir faktordiir (13). Tiimor spesifik antijen-
lerin varlifina ragmen, etkin bir anti-tiimor cevap
olusturmak zordur. Timor gelistirdigi bazi
mekanizmalarla immiin sistemden kacabilir. Bun-
lardan birisi de tiimor hiicreleri tarafindan
salgilanan solubl faktorlerdir. Uretilen immiino-
supresif etkili solubl faktorler, normal hematopoi-
etik hiicrelerin proliferasyon ve matiirasyonunu
engelleyebilir (14). IL-10, TGF-8, vaskiiler
endotheliyal biiylime faktori ve IL-6 tiimor

hiicrelerinden salgilandig1 bilinen ve tlimoriin
immiin sistemden kacisinda etkili olan solubl fak-
torlerdir(15). Malignite ile birlikte Th1 tipi sitokin
iretiminin ve sitotoksisitenin baskilanmasi ve pro-
liferasyonun artmasi gibi T hiicre anormallikleri
goriilebilir. IL-2 ve IFN-gama iiretimi T hiicre akti-
vasyonu igin en iyi gostergelerden birisidir. Bug-
gins ve arkadaglar1 yaptiklart caligmada AML’li
hastalardan aldiklar1 16semik hiicre siipernatant-
larinm IL-2 ve IFN-gama iiretimini engelledigini
ve Thl yoniindeki immiin cevabi baskiladigini
gostermiglerdir (14).

IFN-gama, virus veya diger antijenlere karsi
olusan, hiicresel immiin cevabin erken evresinde,
hiicresel temasla aktive olan T hiicrelerinden ve
dogal oldiiriicii hiicrelerden salman Thl grubunun
en belirgin sitokinidir (16,17). IFN-gamanin hiicre
ici mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlik-
te, anti-viral, anti-proliferatif ve immiin sistemi
diizenleyici etkisi oldugu (16) ve insan ve miirin
tiimor hiicre dizilerinde biiylimeyi engelledigi gos-
terilmistir (17). IFN-gama tiimor hiicrelerinin
biliylimesini baskilarken, hiicre i¢i adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1)in ve B7 molekiiliiniin
ekspresyonunu saglayarak immiin sistemi de aktive
edebilir ve tiimore karst etkin immiin cevap
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Sekil 1. IL-10 GCC/ATA — ACC/ATA gen polimorfizmleri ile IL-10 GCC/ATA ve IFN-y T/A gen polimor-
fizm birlikteliginin AML hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda dagilimi

olugsmasinm1 saglayabilir. Calisma sonuc¢larimiz
hasta grubu i¢inde beyaz kiire sayis1 <30.000 /ul
olan hastalarda IFN-y T/A +874 polimorfizminin
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugunu
gostermistir.  AML’li hastalarda beyaz kiire
sayisinin 30.000/u1’den fazla olmasi prognozun
kotii oldugunu gosteren bir kriterdir (18,19).

IL-10, Thl hiicrelerinde inflamatuvar sitokin sen-
tezininin iretimini azaltict yonde etki ederken,
makrofajlarin dogal oldiiriicii hiicrelerin ve peri-
ferik kanda mononiikleer hiicrelerin de etkilerini
baskilar. IL-10, IL-4 ve IFN-gama etkisi ile artan
klas IT doku uygunluk antijen ekspresyonunu da
azaltir. Klas II doku uygunluk antijenleri hiicre
icindeki antijenlerin sunumundan sorumludur ve
azalan ekspresyonlari nedeni ile hiicre icindeki
antijenik yapilarin taninmast zorlagir ve timdriin
immiin sistemden kagisi kolaylasir. Diger taraftan
IL-10 stem hiicre biiylime faktoriinii belirgin dere-
cede arttirict etkiye sahiptir (20). IFN-gamanin
aksine ICAM-1 ve B7 molekiil ekspresyonlarinda
azalma saglayarak, ko-stimiilator sinyal olugsmasini
engeller ve immiin sistem aktivasyonu baskilanir.
Polimorfik  bolgelerin  fenotipik  etkilerinin
arastirllmasi amaciyla, mitojenle stimiile edilen
lenfositlerde IL-10 -1082 A alleli varliginda, 1082
A negatif hiicrelere gore daha diisiik IL-10 tiretimi
oldugu ve -819 ve -592 allellerinin ise IL-10 i¢in
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protein liretiminde etkilerinin olmadig1 gosteril-
mistir (21).

Calismamizda IL-10’un 1limli salinimi ile uyumlu
olan —1082 GCC/ATA haplotipinin hasta grubunda
saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli dere-
cede fazla, IL-10’un diisiik seviyedeki salinimi ile
uyumlu olan —1082 ACC/ATA haplotipinin az sap-
tanmasi bu yapilarin hastaligin olugmasinda bir risk
faktorii ve koruyucu faktor olarak rol oynaya-
bilecegini gostermektedir.

Bunun yani sira immiin cevabi Th2 yoniine ¢eke-
bilen ve hastaligin olugsmasinda risk faktori
[p<0.001, OR: 14.62 (9.06<OR<79.42)] olarak
saptanan IL-10’un , Th1 grubu bir sitokin olan IFN-
gama +874T/A genotipi ile birlikteliginde, hastalik
olugsma riskinin daha az oldugu saptanmigtir. Bu
sonuclar hastaliklarin olugsmasinda ve progres-
yonundaki kisisel farkliliklarin sitokin gen
polimorfizmlerinden  kaynaklanabilecegi  ve
polimorfik yapilarin birlikteliklerinin sonuglar etk-
ileyebilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Sitokin gen polimorfizm profilinin belirlenmesinde
etnik yapidan kaynaklanan farkliliklar ortaya
cikabilmektedir. Bu farkliliklar, vaka kontrolli
caligmalarda, etnik yapir dikkate alinarak saptana-
bilmektedir. Immiinogenetik ile ilgili calismalarda-
ki gelismeler, ileride bireylerin gen polimorfizm
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profillerinin belirlenerek yasamin baginda var olan
risk faktorlerinin saptanabilecegini ve kisiye 6zel
tedavi protokollerinin gelistirilebilecegini goster-
mektedir.
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