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OZET

Mikozis Fungoides (MF) en sik gorulen t- hucreli deri Irenfomasi
cesidi olup, deride CD4+ TH infiltrasyonu ile karakterizedir. Sitokinlerin MF
gelisiminde temel rol oynadigi distunulmektedir ve sitokin profilinde TH-1'den
a TH-2’ye kayma hastalik progresyonuna eslik etmektedir.sitokin tretimi
genetik olarak kontrol edilmektedir ve sitokin genlerinin alelik varyasyonlari
sitokinlerin dusuk veya yuksek miktarlarda tretimi ile iligkilidir.ou ¢alismanin
amaci, MF gelisimi veya progresyonu igin risk olusturan sitokin gen
polkimorfizmlerini saptayabilmektir. 55 mikozis fungoidesli olgunun, IFN-
y+874 (TH-1 sitokin), 1L-10-1082, IL-6-174 (TH-2 sitokin), TGF-B1 codon 10
and codon 25 ve TNF-a-308 gen polimorfizmleri yas ve cinsiyet yoninden
karsilastiriimig 50 kontrol grubu ile karsilastinidi. IFN-y+874, [L-10-1082, IL-
6-174 ve TNF-a-308 gene polymorfizmleri igin Polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism metodu uygulandi. TGF-B1 kodon-
10 ve kodon-25 DNA sekans analizi ile belirlendi. Sitokinlerin genotip
dagihminin karsilastirilmasinda ki-kare veya fisher’'s exact testi kullanildi. P
<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Hasta ve kontrol grubunda incelenen bes  sitokin genlerinin
higcbirinde genotip dagilim anlamli farkhlik géstermedi. Bizim c¢alismamiz
calisilan sitokin gen polimorfizmlerinin hastalik gelisimi veya progresyonu
icin risk faktori olmadigini gostersede genis serili ileri calismalara ihtiyag

vardir.

Anahtar kelimeler: Mikozis Fungoides, lenfoma, sitokin gen

polimorfizmi.



SUMMARY

Cytokine Gene Polimorphisms among Mycosis Fungoides Patients

Mycosis Fungoides (MF) is the most common form of the
cutaneous T-cell lymphoma, characterized with CD4+ TH infiltration in the
skin. Cytokines are considered to play a crucial role in the development of
MF. Shift from a TH-1 to a TH-2 cytokine profile accompanies with disease
progression. Cytokine production is under genetic control and allelic
variations of cytokine genes associated with lower or higher production of
cytokines. The aim of this study was to determine any possible cytokine
gene polimorphism that representing as a risk factor for development or
progression of MF. Genotyping for IFN-y+874 (TH-1 cytokine ), IL-10-1082,
IL-6-174 (TH-2 cytokines), TGF-B1 codon 10 and codon 25 and TNF-a-308
was undertaken for 55 Turkish patients with MF and compared with age and
sex matched 50 healthy control groups. Polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism method was applied for IFN-y+874, IL-10-
1082, IL-6-174 and TNF-a-308 gene polymorphisms. TGF-B1 was genotyped
by direct DNA sequencing of PCR amplified gene products for codon 10 and
codon 25 polymorphisms. x2 test or the Fisher's exact test were used to
compare the genotype distribution of cytokines as well as frequencies of
genotype variations. P values of <0.05 were considered statistically
significant

Genotype distribution showed no significant differences between the
patients and the controls for any of five investigated cytokines. Although our
study suggests that any of studied cytokine gene polimorphism is not a risk
factor for development or progression of disease in Turkish population further

studies on larger numbers of cases are needed.

Key words: Mycosis Fungoides, lymphoma, Cytokine gene

polimorphisms.



GiRiS

Mikozis Fungoides (MF) T-hucreli deri lenfomalarinin en yaygin
formu olup, deri lezyonlari epidermotropik klonal CD4" T-lenfosit infiltrasyonu
ile karakterizedir. ilk olarak 1806’da Fransiz Jean Louis Alibert tanimlamistir

“

ve 1835’te bazi deri tumorlerinin mantara benzemesi nedeniyle “ mycosis
fungoide” olarak yeniden adlandiriimigtir (1). MF nadir gorulen bir lenfoma
olmakla birlikte en sik (%75-80) gorllen primer deri lenfomasidir ve derinin
primer  non-hodgkin lenfomalarinin  %50’sini  olusturmaktadir. insidansi
cografik bolgelere goére farklihk gostermektedir. Yillik insidansi 0.13-
0.9/100000 arasi degismektedir ve beyaz irkta daha nadir goriimektedir.
ABD’ de yillik insidansi 0.29/ 100.000, prevelansi %0.5 olarak bildirilmisken,
Asya Ulkelerinde yillik insidansi 0.43/100.000 olarak bildirilmistir (2-8). MF
genellikle yaslh bireyleri etkilemekle birlikte, hayatin herhangi bir doneminde
ortaya ¢ikabilir. Tani aninda median yas 55-60 olarak bildirilmis olup, 6zellikle
Asya ulkelerinde daha geng¢ populasyonda goruldugu bildirilmistir. Erkeklerde
kadinlara oranla daha sik (erkek/kadin orani 1.6-2.0/1) goériimektedir (9, 10).

Etyopatogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik olarak
yatkin bireylerde cesitli ¢cevresel ve bireysel immunolojik faktérlerin hastalik
gelisiminde rolu oldugu ileri stGrdlmektedir (11).

Cevresel faktorler: Kronik antijenik stimulasyonun, cesitli lenfoma
turleri ile iliskisi goOsterilmis olup MFte de tetigi ceken onemli faktor
olabilecegi ileri surulmektedir. T hucrelerinin surekli antijenik uyarimi kronik
inflamasyon surecine ve sonug¢ olarak malign T-hicre klonunun olusumuna
neden olmaktadir (12). Bazi kimyasallarin etyopatogenezde rollu olabilecegi
disunillse de son zamanlarda yapilan genis vaka kontrolli calismada bu
iliski gosterilememistir. HTLV-1, CMV ve EBV gibi viral enfeksiyon ajanlarinin
etyopatogenezdeki roli halen tartismalidir (11).

immiinolojik faktorler: MF, deri ve periferik kanda kiigiik-orta
boyutlu, epidermotopik CD4"  T-hiicreleri ile karakterizedir ve
etyopatogenezinde sitokinlerin temel rol oynadigi dugsunulmektedir. Ty-1/ Ty-



2 dengesi, lenfoid hucre gelisimi ve farklilagsmasi igin temel rol oynamaktadir
ve Tu-1/ Tu-2 fonksiyon bozuklugu lenfomagenez etyopatogenezinde temel
rol oynadigi bildiriimektedir (13). Erken evre olgularda Tu-1 sitokin profili
(IFN-y) hakimken, ileri evre olgularda IL- 4, IL-5, IL-6 gibi Ty-2 sitokin profili
hakim hale gelmektedir ve ileri evre olgularda artmis Ty-2 sitokin profili, Th-1
aracili  anti-timor yanitt  bozarak immunsupresyonda rol oynamaktadir
(14,15). Erken donemdeki anti-timor yanitta CD8" sitotoksik T-hiicrelerinin
(Ts) 6nemli rol oynadigi gosterilmigtir ve 06zellikle IFN-y Ts aracili anti-tumaor
yanitta temel rol oynamaktadir. Bunun yaninda dermal infiltrasyondaki
ylksek CD8" Ts orani ile iyi prognoz arasi iliski bildirilmektedir (16). Bu
bulgular g6z 6nunde bulunduruldugunda; sitokinlerin MF gelisiminde ve
hastalik progresyonunda temel rol oynadigi ileri suriimektedir.

Genetik faktorler: MF etyopatogenezinde genetik anormallliklerin
kimulatif etkisi ile olusan anormal klonal proliferasyonun malign
transformasyona zemin hazirladigi disunulmektedir. Klonal T-hdcrelerinin
gostergesi olan; TCR gen re-arranjmani ileri evre olgularda gdsterilse de,
erken evre olgularda goérilmeyebilir (17). Klonal CD4" T-hilcreleri antijenleri
HLA sinif Il molekdlleri araciligi ile tanimaktadir ve Aw31, Aw32, B8, Bw38
ve DR5 gibi HLA sinif 2 histokompatibilite antijenleri ile MF arasi iligki
tanimlanmigtir. Ayrica MF etyopatogenezi ile hicre siklusu ve apoptozu
kontrol eden; p53, pl5, p16 ve CDKN2A gen defektleri, Bcl-2, Fas, JunB,
Stat-3 mutasyonlari ve kromozom 1 ve 6 10 delesyon/ translokasyonlari arasi
iliski bildirilmistir. Nadir de olsa ailevi olgularin bildiriimesi de MF
etyopatogenezinde genetik yatkinligin rolina desteklemektedir (18-20).

Klinik olarak klasik MF’li olgular; yama-plak-timor lezyonlari ile
ortaya cikar. Bu lezyonlar eszamanli gorulebildigi gibi ardisik olarak da
ortaya cikabilir. Erken yama lezyonu tipik olarak, bazen kasintili olabilen,
degisik boyularda, eritematdéz, ince skuamlidir ve lezyonlara degdisen

derecelerde atrofi eslik edebilir (Sekil-1).
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Sekil-1: Govdede lokalize, MF yama evre lezyonu.

Baslangi¢ deri lezyonlari genellikle gunesten korunan; kalcgalar,
govde ve ekstremitelerin  kapali kisimlarindan baslar. Lezyonlar zamanla
daha infiltre kirmizi kahverengi kabuklu plak halini alir. Multipl plak veya

noduller ve/veya sebebi agiklanamayan eritrodermi (Sekil-2) ile seyredebilir.

ALY

Sekil-2: Eritrodermik MF.

Genellikle anamnezde tani dncesinde kronik, tekrarlayan biyopsiler
ile tani konulamayan non-spesifik ekzematéz veya psoriaziform deri
lezyonlari  mevcuttur. Deri lezyonlarininin  ortaya ¢ikmasindan tani
konulmasina kadar gecgen sure (Premikotik evre) birka¢ hafta ile >50 yil
arasi degisebilmekle beraber, median 4-6 yil olarak bildirilmigtir (1, 9).

Poikilodermik varyanti benek seklinde hiper/hipopigmentasyon,
atrofi, telenjiektazi seklinde kendini gosterir ve Poikiloderma Vaskulare
Atrofikans olarak tanimlanmistir. Cogu hasta plak evrede kalmakla birlikte

bazi olgular timdral evreye ilerler ve noduler (Sekil-3) lezyonlar gelisebilir.



Sekil-3: MF timoral evre.

Tumor evre olgularda karakteristik olarak patch, plak ve tumoéral
lezyonlar eszamanli goérulur. Olgularda klasik yama—plak-timoéral evre
progresyonu gorulebilmekle birlikte, De-novo tumoral lezyonlar ortaya
cikabilir. Oncesinde yamal/ plak benzeri lezyonlar olmadan biyiik nodiler
lezyonlarla ortaya ¢ikan formu tumeur d’emble olarak tanimlanmistir. Blyuk
tumoral lezyonlarda nekroza baglh Ulserasyon gorulebilir (21).

Sezary sendromu bazi yazarlarca MF’in eritrodermik [6semik formu
oldugu dusunulse de yeni World Health Organization-European Organisation
for Research and Treatment of Cancer (WHO-EORTC) siniflamasinda deri
lenfomalarinin ayri bir formu olarak siniflandirilmistir (1). Deri disi tutulum,
deri tutulumunun yayginhgi ile iligkilidir. Lenfadenopati (LAP) genellikle ge¢
dénemde, deri disi tutulumun erken bulgusu olarak meydana gelir ve
bolgesel LAP en sik goérilen bulgu olmakla birlikte viseral tutulumda
gorilebilir. En sik Akciger, Dalak, Karaciger, gastrointestinal sistem
tutulmakla birlikte, teorik olarak tim retiklloendotelyal sistem organlari
tutulabilir. Deri digi tutulum; sinirli yama-plak evre olgularda son derece
nadirken, timoral evre ve eritrodermik olgularda sik gorulmektedir. Sinirli
deri lezyonlu olgularda kemik iligi (Ki) kural olarak tutulmazken, ileri evre
olgularda beklenen bir bulgudur (22).

Histopatolojik olarak erken evre yama lezyonlarda; bazal tabakada
lokalize lenfositlerden olusan yuzeyel band tarzi veya likenoid infiltrat

gorulurken, plak lezyonlarinda epidermotropizm belirgindir. Erken evre



lezyonlarda atipik hicre hig gorulmeyebilirken bazen blast hicresi, eozinofil
ve plazma hucreleride gorulebilir. Epidermotropik atipik hiicreler; kuguk-orta

boyutlu, serebriform nukleuslu ve bazen hiperkromaziktir (Sekil-4).

Sekil-4: Erken yama evre olguda epidermotropizm.

Siklikla lineer dizilim gosteren atipik hucreler halo ile gevrilidir (17).
intraepidermal  atipik hiicre kiimelerinin varli§i Pautrier’s Mikroabsesi
olarak adlandirilir (Sekil-5).

Sekil-5: Erken evre olguda Pautrier's mikroabsesi.

Bu bulgu karakteristik olmakla birlikte olgularin az bir kisminda
bulunur. Timor evreye ilerleyen olgularda epidermotropizm kaybolur, infiltrat
tum dermisi kaplar ve deri alti dokulara yayilabilir (23).

immiinfenotipik olarak MF neoplastik T-hiicreleri olgun hafiza T-
hicre fenotipi (CD3+, CD4+, CD45RO+, CD8-) gdsterirken, nadirde olsa;
CD3+, CD4-, CD8+ vakalar bildiriimistir. Neoplastik atipik hicrelerde
farklilagsma derecesine gore bir veya birden ¢ok T-hlcre iligkili antijen kaybi
(CD2+, CD3+, CD4", CD5") gorilebilir. CD77ligi olgularin 1/3’inde

saptanirken, CD7 kaybi kronik T-hlcre uyarimi olan bir ¢ok benign



dermatozda da gorulebildigi gosterilmistir. CD25 siklikla negatif olmakla
birlikte, pozitif vakalarda bildirilmistir. Imminfenotiplendirmedeki anormallikler
plak veya tumoral evre olgularda belirgin iken, erken yama evre lezyonlu
olgularda nadiren saptanmasi nedeniyle erken tanidaki yeri oldukca kisithdir
(24).

Olgularin gogunda gdézlenen kronik non-spesifik egzema dénemi ve
histopatolojik olarak bir ¢ok hastalikla karigabilmesi nedeniyle olgularin tanisi
gugtar; anamnez ve fizik muayene bulgulari histopatolojik inceleme ve gerekli
olgularda biyokimyasal, immunohistokimyasal, sitogenetik analizler ile kesin
taniya gidilir (25). MF olgularinda tedavi seciminde en dnemli faktor klinik
evredir. Periferal lenf nodu tutulumunun olmadigi erken evre I-lIA olgularda
ileri goruntuleme yontemleri gerekli degilken, evre 1IB ve dahaileri, deri-disi
tutulum siUphelenilen olgularda ileri tetkik gerekli olabilir (26). Evreyi ve
prognozu etkileyen, LN tutulumunun varliginda LN biyopsisi yapilmaldir.
Belirgin Ki tutulumlu olgular kendini periferik kanda Sezary Hiicresi olarak
g6sterdigi icin Ki incelemesi evrelemede rutin kullaniimamaktadir (27). MF
olgularinda evrelendirme igin Tumodr, Lenf Nodu, Metastaz, Blood (TNMB)
siniflamasi ilk olarak 1979’da tanimlanmis (28) ve 2006’da revize edilmigstir
(29). Tablo-1 ve 2'de Mikozis fungoides TNMB siniflandirmasi ve Kklinik

evreleme sistemi 6zetlenmistir (29).

Tablo-1: Mikozis fungoides TNMB siniflandirmasi.

MIKOZIS FUNGOIDES VE SEZARY SENDROMUNUN TNMB SINIFLANDIRMASI
T (deri)

T, Sinirli yamal/plak (toplam deri yiizeyinin %10’undan daha azini etkileyen)
T, Yaygin yama/plak (toplam deri ylizeyinin %10’undan daha fazlasini etkileyen)
Ts TUmor

T, Eritrodermi

N (lenf nodu)

No BlyUmus lenf nodu yok

N1 Histolojik tutulum olmadan biyimus lenf nodlari

N2 Histolojik tutulum olarak blyimus lenf nodlari (normal yapi korunmus)

N3 Histolojik tutulum olarak blyimus lenf nodlar (normal yapi bozulmus)

M (i¢ organ)

No Viseral tutulum yok

M Viseral tutulum var

B (kan)

Bo Dolasimda atipik Sezary hiicresi yok (ya da lenfositlerin %5’inden az)

B Kanda dusuk timor yiki (lenfositlerin 2%5’i Sezary hiicresi fakat B, degil
B, Kanda yiksek timor yiki (21000/uL Sezary hiicresi + pozitif klon




Tablo-2: Mikozis fungoides igin klinik evreleme sistemi.

MIKOZIS FUNGOIDES KLINIK EVRELEME SISTEMI

Klinik evre T N M B
1A T, No Mo Bo1
IB T, No Mo Bo1
A Tio N2 Mo Bo
I1B Ts No-» Mo Bo1
11 T, No-» Mo Bo1
IVA; Tia No-2 Mo B
IVA, Tia Na Mo Bo->
IvB Tia No.3 M; Bo

MF tedavisinde kur saglayabilecek bir tedavi yontemi hentz mevcut
degildir. Baslangi¢ tedavisinin segimi bireye gore planlanmalidir ve tedavi
seciminde olgunun evresi, hastanin kosullari g6z éntinde bulundurulmalidir.
Genel olarak tedavilerin hastalik kontrolunde etkili olduklari fakat yasam
suresini uzatmadiklari gdsterilmistir. Olguya gore; deriyi hedefleyen tedaviler,
sistemik kemoterapdtik ajanlar, biyolojik yanit duzenleyiciler tercih
edilebilmektedir. Erken evre MF’te deri-hedefli tedaviler tercih edilirken, nodal
ya da viseral tutulumun oldugu, ileri evre hastalikta sistemik kemoterapiler

kullaniimaktadir. Tablo-3'te klinik evreye goére olgularin tedavisi 6zetlenmigtir
(11).



Tablo-3: Mikozis fungoidesin tedavisi.

MIKOZIS FUNGOIDES TEDAVISI

Premikotik faz

e Topikal kortikosteroidler, UVB
o Etkili degilse, PUVA

Evre IA-1IA (yamalar/plaklar)

e PUVA; HN2; topikal BCNU

e UVB (sadece yamalar varsa)

e Topikal kortikosteroidler ya da topikal beksaroten (sadece sinirli yamalar/ince plaklar
varsa)

e RT (tek bir lezyon ise)

e TSEB (yaygin kalin plaklar varsa)

Evre IIB (deri timérleri)

e PUVA yada HN2 + RT (eger sadece birkag timor varsa)

e TSEB (takiben deri-hedefli tedaviler)

o Nuks: PUVA + IFN-a; PUVA + retinoidler (asitretin; oral beksaroten®); denileukin
diftitox*

e RT ekle (tumorler israrciysa), ikinci TSEB'i disin (10-20 Gy)

Evre Il (eritrodermi)

o ECP; etkili degilse, IFN-a ekle

e Dislk doz klorambusil ve prednizon, dislik doz metotreksat
o Eger gerekliyse deri-hedefli tedaviler ekle (PUVA; HN2; RT)
e Oral beksaroten*

Evre IV (nodal, viseral tutulum)

e Multiajan kemoterapisi (Or: CHOP)
e Biyolojik yanit diizenleyiciler (denileukin diftitox™; IL-12, vs.)
o Eger gerekliyse deri-hedefli tedaviler ekle (PUVA; HN2; RT)

* Geleneksel yontemlere gore etkinligi heniz kararlastiriimadi

ECP, ekstrakorporeal fotoforez; HN2, topikal nitrojen mustard; IFN, interferon; RT, lokal
radyoterapi; TSEB, total deri elektron i1sinlama.

MF hastalarinda prognoz; hastaligin evresine, deri lezyonlarinin tipi
ve yayginhgina ve deri-digi tutulumun varligina baghdir. T-evresi ve deri-disi
tutulum varligi en 6nemli prognostik faktérdir. Evre IA olgularin yasam
beklentisi normal populasyonla ayni iken, evre IVA-IVB olgularda yasam
beklentisi 1,5 yildan daha az olarak bildirilmektedir (11, 21).

Lenf nodu/ viseral tutulumu

Buyuk T-hucreli lenfoma transformasyonu

Artmis serum LDH ve B, mikroglobulin dizeyi

Periferik kanda eozinofili

Erkek cinsiyet

Folikulotropik MF

Bull6z/ grantlomatoz MF

Ozellikle eritrodermik olgularda bagvuru aninda;




>65y
ileri klinik evre (11l/ IV) olgularda B,
Olgularda prognozun koétu oldugu bildirilmistir (30, 31).

Sitokin Gen Polimorfizmi

Sitokinler vucutta cesitli hicreler 6zellikle immun sistem hucreleri
tarafindan Uretilen ve hucre-hucre hucre-nukleus arasi etkilesimi saglayan
sinyal molekullerdir. Bu molekuller dogal ve kazanilmig immun yanit olusumu
ve dlzenlenmesi icin anahtar rol oynarlar. Immin sistem hiicrelerinin
spesifik antijenlere veya non-spesifik uyaranlara kargi sitokin Gretimi; pro ve/
veya anti- inflamatuvar immin yanit olusumunda temel rol oynamaktadir.
TH-1 (IFN-y) (pro-inflamatuvar) ve TH-2 (IL4, IL-5, IL-6, IL10) (anti-
inflamatuvar) hicreler tarafindan retilen sitokinler pek ¢ok enfeksiyon,
otoimmun ve malign hastaliklarin etyopatogenezinde rol almaktadir. Ayrica
sitokinler kanser gelisimini ¢esitli yollarla kolaylastirmaktadir (32). Bunlar;

-Tumor gelisimi igin gerekli mikro ¢cevreye katkida bulunurlar.

-Direk veya indirek olarak tumor hicre buyumesini uyarirlar.

-Tumor hucrelerine karsi gelistrilen immuan yaniti bozarlar.

Hucrelerin bazal ve uyariimis sitokin dizeyleri bireysel farkliliklar
gOstermekte olup, bu farklilik genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir.

Polimorfizm, populasyonda bir lokus igin iki ya da daha fazla alelin
mutasyonla olusabileceginden daha yuksek siklikla birlikte bulunmasidir. Bu
sikligin 0.01'den fazla olmasi durumunda bu lokus polimorfik olarak kabul
edilmektedir. Sitokin profilleri arasindaki bireysel farkhliklarin bir kismi, sitokin
genlerinin dizenleyici bolgelerindeki alelik polimorfizmlere bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Sitokin genlerinin degisik polimorfik bolgeleri tanimlanmis olup
bu polimorfizm populasyonlara gore farklik gésterebilmektedir (33). Son
yillarda giderek artan sayida enfeksiyon, otoimmin, T-hlcre aracil
hastaliklar ve lenfoproliferatif maligniteler olmak Uzere c¢esitli hastaliklarin
etyopatogenezi ile sitokinler arasi iligkiyi kapsayan caligmalar bildirilmigtir.
Yapilan ¢aligmalarda sitokin dizeyleri bireysel farklilik géstermekte ve bu



farkhlik; gen duzenleyici bolgelerdeki allellik polimorfizmlerle agiklanmaktadir.
Sitokinlerin Uretimini kontrol eden genlerdeki polimorfik lokuslar, sitokinlerin
anormal Uretimine ve fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir ve birgok
sitokinin promoter boélge polimorfizmlerinin sitokin dizeylerinde degisime yol
acarak patolojik yanita neden oldugu gosterilmistir (34).

MF erken evre olgularda TH-1 (IFN-y) sitokin profili hakimken, ileri
evrelerde TH-2 (IL4, IL-5, IL-6, IL10) sitokin profili baskin hale geldigi iyi
bilinmektedir ve sitokinlerin MF gelisiminde ve hastalik progresyonunda temel
rol oynadigi ileri surlimektedir.

IL-6 sitokin gen polimorfizmi: IL-6 akut faz yanitinda 6nemli rol
oynar ve akut ve kronik inflamasyondaki duzeyleri farkhliklar gostermesi
nedeniyle hastalik progresyonunda 6neli rol oynadigi dusunulmektedir. En
sik promoter bolge polimorfizmi IL-6-174 G>C gorulmektedir. Homozigot CC
aleli dusuUk IL-6 Uretimine neden olurken, homozigot GG aleli ylksek IL-6
Uretimine neden olur (35).

IL-10 sitokin gen polimorfizmi: Ozellikle pro-inflamatuvar
sitokinlerin Uretimini inhibe ederek kontrol eden imminmodulatér sitokindir ve
artmis IL-10 dlzeyleri gesitli inflamatuvar ve enfeksiy6z hastaliklarla iligkilidir.
Artmig IL-10 dluzeyi anti-tumor yanitin bozulmasina katkida bulunur. 1L-10
uretimi 1931-32 kromozomu tarafindan kontrol edilir ve IL-10 geninin
promoter bdlgesinde cgesitli polimorfik boélgeler tanimlanmis olsada IL-10-
1082 G>A en sik gorllen polimorfik bélgedir ve homozigot GG aleli ylksek
IL- 10 Uretimine yol agmaktair (36).

TNF-a sitokin gen polimorfizmi: inflamasyonda anahtar rol
oynayan pro-inflamatuvar sitokindir ve bir ¢ok enfeksiydz ve otoimmin
hastalik ile genetik polimorfizmi arasi iliski gdsterilmistir. Uretimi 6p21.3
kromozomu tarafindan kontrol edilir. TNF-a- 308 G>A en sik goérilen
promoter bolge polimorfizmidir. Homozigot GG aleli yuksek sitokin diizeyine
neden olurken, homozigot AA aleli disuk sitokin diizeyine neden olur (37).

IFN- y sitokin gen polimorfizmi: Esas olarak T-hicreleri tarafindan
uretilen IFN-y hucresel immuniteyi aktive eder. IFN-y geni 12q924.1°de
lokalizedir. IFN- y+874 T>A promoter bélge polimorfizmi hastaliklarla iligkisi
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en ¢ok arastirilan bolgedir. Homozigot TT aleli yuksek sitokin duzeyine neden
olurken, homozigot AA aleli dusik miktarlarda sitokin Uretimine neden olur
(38).

TGF- B1 sitokin gen polimorfizmi: TGF- 31 T-hucre aktivasyonu,
proliferasyonu gibi hlcresel olaylarda ve tumoér olusumu gibi patolojik
surecglerde temel rol oynayan immunsupresif etkili sitokindir. Kodon-10 T>A
ve kodon-25 G>C polimorfizmleri TGF-B1 sitokin duzeyinin ylksek, normal
veya dusuk uretimine neden olur (39).

Bu calismanin  amaci, sitokinlerin  nadir  gorilen MF
etyopatogenezinde ve progresyonunda temel rol oynadigi hipotezinden yola
cikarak, IFN-y (Tw-1 sitokin), IL-10, IL-6 (Tw-2 sitokin), TGF-B-1 ve TNF-a
sitokinlerinin Uretimini kontrol eden; IFN- y (+874), IL-10 (+1082), IL-6 (+174),
TGF- 31 (kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (-308) sitokin genlerindeki
polimorfizmlerin, hastalik gelisiminde ve/ veya progresyonunda bagimsiz bir

risk faktori olup olmadiginin arastirilmasidir.
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GEREG VE YONTEM

Calismaya Ocak 2000-Ocak 2010 wyillannt arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakdltesi Dermatoloji Anabilim Dalinda takip edilen klinik,
histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularla, EORTC (1) kriterlerine
uygun olarak MF tanisi konulmus ve international Society for Cutaneous
Lymphoma (ISCL) (40)’'ye gore erken (Evre I-ll) ve ge¢ (Evre IlI-IV) evre
olarak evrelendirimis 55 olgu Hasta grubu olarak dahil edildi. Yas ve
cinsiyet yonunden karsilastirlmis 50 goénulli olgu Kontrol grubu olarak
calismaya dahil edildi. Hasta ve kontrol grubunda eslik eden atopik hastalik,
otoimmun hastalik, malignite dyklsu diglanma kriteri olarak kabul edildi.

Calisma 6ncesinde Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindiktan sonra (22 aralik 2009 tarih ve
2009-7/12 nolu karar) calisma kriterlerine uygun olarak calismaya alinan

olgulara Bilgilendirilmis Gonulli Onam Formu imzalatildi.

DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan genotip tayinleri icin -20°C’de saklanan
EDTA’lI taplerden yaklasik 2 ccllik kan 6rnedi alindi. Dr. Zeydanli DNA
izolasyon kiti (Dr. Zeydanli-Hayat Bilimleri Ltd. Sti, Turkiye) proseduri
uygulandi. Suspanse olmus 6rnek 1,5 ml'lik nukleaz igcermeyen tip icine
alinarak Uzerine 500 pl soliusyon B ve 20 pl solisyon A eklendi. Karisim
vortekslenerek 42°C’de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi iizerine 500
Ml solisyon C eklenip vortekslenerek 10.000 rpm’de 5 dk santriflij edildi.
Olusan iki fazdan ustteki berrak faz alinarak temiz 1,5 ml’lik nikleaz
icermeyen tipe konuldu. Uzerine 500 pl soliisyon D konuldu. 10.000 rpm’'de
10 dk santriflij edildi. Olusan supernatant atilarak tzerine 500 pl sollisyon E
konulup 10.000 rpm’'de 5 dk santriflij edildi. Supernatant atilarak tlpler
kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 100 pl distile su eklenerek caligiima
zamanina kadar — 20°C’de saklandi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Protokolu

PCR yontemi, genomik DNA’nin sicakligin etkisiyle cift zincirinin tek
zincir hale gelmesi sonrasinda uygun sicaklikta ilgili primerlerin ilgili primer
bolgesine yapismasi ve DNA Taq polimeraz enzimi katalizérliglinde
ortamdaki dort deoksinukleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni
zincire eklenmesi sonucunda ilgili gen bdlgelerin ¢ogaltiimasi temeline
dayanmaktadir. Bu ¢alismada izole edilen DNA’larda IFN-y+874, [L-10-1082,
IL-6-174, TNF-0-308, TGF-B1 kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmlerini igeren
gen bolgelerini ¢ogaltmak icin PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi
kullanildi. Bunun icin PCR reaksiyonu karigimi hazirlandi. Yaklagik 25 pl’lik

PCR karigimi 0,2 ml’'lik PCR tupunde asagidaki sira ile kanstirildi (Tablo-4 ve
Tablo-5).

Tablo-4: IFN-y+874, 1L-10-1082, IL-6-174, TNF-a-308 polimorfizmleri icin

PCR reaksiyonu karisiminda kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1) ANTP (10 mM)(Dr. Zeydanli - Hayat Bilimleri Ltd. $ti, TUrkiye).. ............c..oo..... 0,3 uL
2) 10x PCR Buffer (Magnezyumlu) (Dr. Zeydanl - Hayat Bilimleri Ltd. Sti, Turkiye)..2,5 uL
3) 10 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer forward (ALPHA DNA, Kanada) .................. 1,0 uL
4) 4) 10 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer reverse (ALPHA DNA, Kanada) ................ 1,0 uL
B) DISHIE SU. . enittiii it 16.0 uL
6) GENOMIK DNA. ... .o snne e snneeeneeee e, 0 UL

7) Taq polimeraz enzimi (5 tnite/pl) (Dr. Zeydanl - Hayat Bilimleri Ltd.$ti, Tirkiye) .0,2 pL

Tablo-5: TGF-B1 kodon-10 ve kodon-25 polimorfizmleriigcin PCR reaksiyonu

karisiminda kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1) dNTP (10 mM)(Dr. Zeydanli - Hayat Bilimleri Ltd. $ti, Turkiye).. ...................... 0,4 L
2) 10x PCR Buffer (Magnezyumlu) (Dr. Zeydanli - Hayat Bilimleri Ltd. Sti, Tlrkiye)..3 pL

3) 2 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer forward (ALPHA DNA, Kanada) .................... 2,0 uL
4) 2 pmol/ml ilgili gene 6zgu primer reverse(ALPHA DNA, Kanada) .................... 2,0 uL
B) DISHIE SU.. et 14,4 pL
B) GENOMIK DN A . ..o e e 4,0 uL

7) Taq polimeraz enzimi (5 tnite/pl) (Dr. Zeydanl - Hayat Bilimleri Ltd.S$ti, Tirkiye) .0,2 pL
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IFN-y+874,

IL-10-1082,

IL-6-174, TNF-a-308, TGF-B1 kodon 10 ve kodon

25 polimorfizmlerini ¢ogaltmak icin kullanilan primer dizileri, Annealing

sicakliklari, olusan Urinin uzunlugu ve kullanilan kesim enzimi Tablo-6'da

O0zetlenmigtir (41-45).
Tablo-6: Kullanilan primer dizileri, Annealing sicakliklari, olusan Urindn
uzunlugu ve kullanilan kesim enzimi.
bri (f d) Annealing Olusan Uriin Kullanilan
rimer (forwar
Pri ( ) sicakliklari (Baz cifti) kesim enzimi
rrmer (reverse
Alw26 | (New
5'- TTCTTACAACACAAAATCAAGTC -3' o 366 bg (_
IFN-y+874 50°C England Biolabs,
5'- AGTATTCCCAAAAGGCTTATGT -3' (340+26)
Beverly, ABD)
Mnl |
L10-1082 5- CTCGCTGCAACCCAACTGGC -3’ 60°C 139 bg (New England
5- TCTTACCTATCCCTACTTCC -3’ (106+33) Biolabs, Beverly,
ABD)
Nla lll
L6174 5- GCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATG -3’ 65 °c 116 bg (New England
5- TGGGGCTGATTGGAAACCTTATTA -3’ (63+53) Biolabs, Beverly,
ABD)
Nco |
NF-a-308) 5- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3’ 60°C 107 bg (New England
_q_
5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3 (80+27) Biolabs, Beverly,
ABD)
TGF-p1
5- TTCCCTCGAGGCCCTCCTA -3’ .
kodon 10 ve 60 C 294
5- GCCGCAGCTTGGACAGGATC -3’
kodon 25
Tlplerde bulunan reaksiyon karisimi PCR yapilmak Uzere

PCR(GenAmp 9700-Applied Biosystems, ABD) cihazina vyerlestirildikten
sonra belirlenen program uygulandi. ilgili genin polimorfizmi icin PCR déngii
programi olarak Tablo-7 belirtilen sicaklik ve sureler kullanilarak PCR iglemi

PCR cihazinda gercgeklestirildi.
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Tablo-7: PCR Dongu Programi.

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) ... 103°C

1)Baglangi¢ denatlrasyonu .............c.cooeiviiiniininnnen. 94°C........ 5 dakika
2)Denatlirasyon ........couiiiiiiiiii i 94°C....... 1 dakika
3) Annealing (primere 6zgu tablo 6)..................... 50-60°C....... 1 dakika
4) EXtention..... ..o 72°C....... 1 dakika
5) Son extention... ... 72°C.....10 dakika

*2,3 ve 4 islemler sirasiyla 35 siklus

Jel Elektroforez Protokolii

Agaroz Jel Elekroforezi, DNA ve PCR drunlerinin ayrilmasi ve
tanimlanmasi i¢in kullanilan standart bir metotlardan biridir. Bu ¢alismada
PCR ile ¢gogaltilmis Urlnlerin tanimlanmasi igin %2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi i¢cin 5 mL 10x TBE (Dr. Zeydanh - Hayat
Bilimleri Ltd. $ti, Tdrkiye) solisyonu 45 ml distile su ile beher iginde
karnigtirildi. Karisimin igine 1 gr agaroz (Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi.
Cozelti mikrodalga firinda “medium” ayarinda agaroz ¢6zunidnceye kadar
Isitildi. Eriyen jel icine 5 yL etidyum bromid (Dr. Zeydanli - Hayat Bilimleri Ltd.
Sti, Tarkiye) eklenerek karistirildi. Jel, elektroforez aparatina dokullerek
sogumaya birakildi. Elektroforez tanki, 1XTBE ile doldurularak jel yuritme
islemine hazir hale getirildi. PCR urtnleri brom-fenol mavisi ile muamele

edilerek agaroz jele yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar yuratulda.

TGF-B1 kodon 10 ve kodon 25 polimorfizmlerin Genotiplerinin

DNA Dizi Analizi ile belirlenmesi
PCR reaksiyonlari sonucu yaklasik 294 baz ciftlik trlnler elde

edilmesi beklendi. PCR durinu bantlari  goérilen olgulari, genotiplerini

belirlemek icin DNA dizi analizi iglemine alindi.
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DNA Dizi Analiz “CYCLE SEQUENCING” iglemi

10 pl'lik PCR karigimi 0,2 ml’'lik PCR tupunde asagidaki sira ile karistirildi.

Big Dye Cycle Sequencing v3.1 Kit (Applied Biosystems, ABD) .2 uL

* 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems, ABD) .................. 2,5uL
* Forward ya dareverse primer .........ccoovveieiiiiiiiiiiiiie e, 1,5 uL

¢ PCR UIUNU .t 1,5 uL
* AH20 o 3,5 uL

Hazirlanan karisimlar PCR cihazinda asagidaki sicaklik ve sureler

kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirildi.

Kapak sicakligi (cihaz tipine 6zel)......... 103°C

1- Basglangi¢ denatirasyonu................ 96°C..c.evininn. 1 dakika
2- Denatlrasyon............cccoovviiiiiiinn, 96°C...ccviiiinns 10 saniye
3-“Annealing”...........ccooiiiiii 50°C...cciiiiinn. 5 saniye
4- “Extention” ... 60°C....cciiiin. 4 dakika
5- Bekleme.........ocoeeviiiiiiiiiiiie, R 00

(2, 3 ve 4 iglemler sirasiyla 25 siklus)

DNA Dizi Analiz “CYCLE SEQUENCING” Uriinlerinin SEPHADEX

G-50 ile temizlenmesi

1 g Sephadex-G-50(Sigma-Aldrich, Almanya) 14 ml distile suda
¢ozUlur ve calkalanarak oda isisinda bekletilir. Sephadex kolonlarinin
icerisine 500 pl dagitiir. 4000 rpm’de 2 dakika santriflij edilir. Santrifdj
sonrasi Sephadexli kolonlar 1,5 mllik bir tipe aktariir. 10 ul Cycle
Sequencing urind Sephadex tzerine birakilir. 4000 rpm 'de 3 dakika tekrar
santriflj edilir. Alttaki tlpe aktariimis olan Urin dizileme igin uygun olan
artindur. Olusan yaklagik 10 pl'lik Grinler 3130 Genetic Analyzers (Applied
Biosystems, ABD) cihazina yUklenir.
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Genotiplerin Belirlenmesi

Olgularin genotiplerini belirlemek i¢cin 3130 Genetic Analyzers
(Applied Biosystems, ABD) cihazinda yurGtilen Urdnlerin  bilgileri

“Sequencing Analysis” programinda analiz edildi.

IFN-y+874, IL-10-1082, IL-6-174 ve TNF-a-308 genlerine ait PCR

urunlerinin Restriksiyon Enzim Kesimine Birakilmasi

PCR reaksiyonu sonucu IFN-y+874, IL-10-1082, IL-6-174 ve TNF-a-
308 genlerine ait Granlerin  genotip tayini igin sirasiyla Alw261, Mnl |, Nla 11l
ve Nco | kesim enzimleri kullanildi. ,0,2 mllik tuplere 10 uyl hacimdeki PCR
aranad, 2 pl restriksiyon enzim bufferi, 8 ul distile su ve her birey igin yeterli
Unite/pl ilgili kesim enzimi olacak sekilde karisim hazirlandi. Karisim enzimin
optimum calisma sicakliginda inkibasyona birakildi. Restriksiyon enzim
kesim sonuglari agaroz jelde degerlendirildi. Enzim ile kesim yapilmis
urdnlere brom-fenol mavisi ile muamele edilerek jele yuklendi. 90-100V
akimda 15 dk kadar yurutuldd. Yurutulen dranler ultraviyole i1siginda

degenlendirilmigtir.

IFN-y+874, IL-10-1082, IL-6-174 ve TNF-a-308 Polimorfizmlerinin

Genotiplerin belirlenmesi

-IFN-y genine ait 366 b¢’lik PCR Grininden 340 bg ve 26 bg iki ayri
ardn olusursa A/A genotipi, 366 bg,340 bg ve 26 bg g ayri Urln olugsursa A/T
genotipi ve 366 bg seklinde olursa ise T/T genotipi olarak belirlendi.

-IL-10 genine ait 139 b¢’lik PCR Uraninden 106 bg ve 33 bg iki ayri
ardn olusursa G/G genotipi, 139 bg,106 bg ve 33 bg Ug¢ ayri Urln olusursa
A/G genotipi ve 139 bg seklinde olursa ise A/A genotipi olarak belirlendi.

-IL-6 genine ait 116 bg¢’lik PCR urtininden 63 bg ve 53 bg iki ayri
ardn olusursa C/C genotipi, 116 bg,63 bg ve 53 bg Ug ayri Grin olusursa C/G
genotipi ve 116 bg¢ seklinde olursa ise G/G genotipi olarak belirlendi.
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-TNF- a genine ait 107 b¢’lik PCR Uraninden 80 bg ve 27 bg iki ayri
aran olusursa G/G genotipi, 107 b¢,80 bg ve 27 bg Ug ayri Urun olusursa C/G
genotipi ve 107 bg seklinde olursa ise A/A genotipi olarak belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi Uludag Universitesi
‘SPSS for Windows Version 13,0’ istatistik paket programi kullanilarak yapildi.
Calismada surekli deger alan degdiskenler ortalama, standart sapma,
maksimum-minumum degerleriyle birlikte verildi. Kategorik deger alan
degdiskenler (cinsiyet, genotip) capraz tablolarla verilip iki grup arasindaki
farkhliklari pearson ki-kare ve Fisher’in ki-kare testi kullanildi. Surekli deger
alan yas degiskeni icin normallik testi Shapiro-Wilks testiyle yapildi. Yas
degiskeni iki grup arasinda student T testi ile karsilastinldi. Calismada

anlamlilik dtzeyi p=0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Caligmaya dahil edilen olgularin klinik ve demografik o6zellikleri
Tablo-8'de Ozetlenmistir. Hasta grubu 31 erkek (%56,3), 24 kadin (%43,6)
olmak Uzere toplam 55 kisiden olugsuyordu. Hasta grubundaki olgularin
yasglari 15-78 arasinda degismekte olup, ortalama 49.07+14.69 saptandi.
Kontrol grubu ise 25 erkek (%50), 25 kadin (%50) toplam 50 kisiden
olugsuyordu. Kontrol grubunun yaslari 40-64 arasinda degdismekte olup,
ortalama 49.04+6.07 saptandi. Her iki grup arasinda hastalarin yagslari ve
cinsiyetleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). Hasta
grubundaki olgulardan 47’si ISCL’ye gore erken evre, 8'i ge¢ (Evre llI-1V)

evre olarak degerlendirildi.

Tablo-8: Hasta ve saglikh kontrol grubunun klinik ve demografik 6zellikleri.

Mikozis Fungoides Kontrol P
n 55 50
Cinsiyet 31,8:249 25,3259 0,988
Yas 49.07+14.69 49.04+6.07 0,519
Evre
Yama/Plak 47
TUumor/SS 8

Bazi genotiplerin “Sequencing Analysis” programinda Sekil-6 ve

Sekil-7’de analiz goruntuleri gosterilmistir.

Sekil-6: TGF geninin kodon-10 pollmorfizmi acgindan analiz edilen T/C
genotipli olgunun gdsterimi.
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TG GETGC TG ACGCCTG GCCC ECCGGCCECSE GG ACTATC

Sekil-7: TGF geninin kodon-25 polimorfizmi agindan analiz edilen G/C
genotipli olgunun gdsterimi.

IFN-y genindeki +874 polimorfizminin agaroz jel goruntusu Sekil-8'de

gOrulmektedir.

Sekil-8: IFN-y genindeki + 874 polimorfizmi PCR-RFLP UrUnlerinin Alw26
enzim kesimi sonrasi %3 agaroz jeldeki goérintisi. Son kuyucuk 100 bp DNA
ladder (Marker), 1 nolu kuyucuk A/A genotipine, 2 ve 4 nolu kuyucuklar A/T
genotipine, 3 nolu kuyucuk ise T/T genotipine sahip bireyleri gdstermektedir.
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IL-10 genindeki-1082 polimorfizminin agaroz jel goruntusu Sekil-9’da

goOrulmektedir.

Sekil-9: IL-10 genindeki -1082 polimorfizmi PCR-RFLP urtnlerinin Mnl |
enzim kesimi sonrasi %3 agaroz jeldeki goruntisi. Son kuyucuk 100 bp DNA
ladder (Marker), 1 nolu kuyucuk A/A genotipine, 2 nolu kuyucuk G/G
genotipine, 2 ve 4 nolu kuyucuklar ise A/G genotipine sahip bireyleri
gOstermektedir.
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IL-6 genindeki +174 polimorfizminin agaroz jel goruntlisi Sekil 10’da

goOrulmektedir.

T g o =N EE om

——
—
-

Sekil-10: IL-6 genindeki +174 polimorfizmi PCR-RFLP Grdnlerinin Nla 11
enzim kesimi sonrasi %4 agaroz jeldeki gorintusi. Son kuyucuk 100 bp DNA
ladder (Marker), 1 ve 4 nolu kuyucuklar C/G genotipine, 2 nolu kuyucukl C/C
genotipine, 4 nolu kuyucuk ise G/G genotipine sahip bireyleri gostermektedir.
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TNF-a genindeki -308 polimorfizminin agaroz jel goruntusu Sekil

11’de gorulmektedir.

Sekil- 11: TNF- a genindeki -308 polimorfizmi PCR-RFLP UrUnlerinin Nco |
enzim kesimi sonrasi %4 agaroz jeldeki goruntisi. Son kuyucuk 100 bp DNA
ladder (Marker), 1 ve 5 nolu kuyucuklar G/G genotipine, 2 nolu kuyucuk
A/Agenotipine, 3 ve 4 nolu kuyucuklar ise G/A genotipine sahip bireyleri
gOstermektedir.

Hasta ve kontrol gruplarinin; IFN- y (+874), IL-10 (+1082), IL-6
(+174), TGF- B1 (kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (-308 ) sitokin genlerinin
fenotipik dzellikleri Tablo-9'da ézetlenmistir. incelenen 5 sitokinin genotipleri
karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklihk gézlenmedi (p>0,05). Yine hasta grubunda erken evre (n=47)
olgular ile ileri evre (n=8) olgular kendi icinde karsilastirldiginda hasta ve

kontrol grubu genotipik alelleri arasinda bir farklihk gézlenmedi (p>0,05).
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Tablo-9: Hasta ve saglikli kontrol gruplarinin; IFN- y (+874), IL-10 (+1082),
IL-6 (+174), TGF- B1 (kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (-308) sitokin gen
polimorfizmlerinin fenotipik 6zellikleri.

Polimorfizm Mikozis fungoides Kontrol Toplam P
N:55 n:50 n:105
TGF-8 kodon-10 (P=0,853)
TT* 15 15 30
TC® 25 20 45
cct 15 15 30
TGF-8 kodon-25 (P=0.342)
GG* 50 47 97
Gc° 5 2 7
cct - 1 1
IFN-y kodon-874 (P=0.456)
TT* 22 19 41
TA® 24 18 42
AAY 9 13 22
TNF- a kodon-308 (P=0.391)
GG* 45 43 88
GA® 8 7 15
AAY 2 - 2
IL -10-1082 (P=0.872)
GG* 6 4 10
GA® 23 21 44
AAY 26 25 51
IL-6-174 (P= 0.153)
GG* 29 17 46
GC° 20 26 46
cct 6 7 13

. YUksek sitokin Gretim aleli
& Normal sitokin tiretim aleli

u: Duslk sitokin Uretim aleli
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TARTISMA VE SONUG

Mikozis Fungoides nadir gorulen, primer olarak deriyi tutan deri
lenfomasi olup Hodgkin digi deri lenfomalarinin en sik gorulen formudur (1).
Etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte hastalik etyopatogenezinde
Ozellikle immunolojik faktorler  ve genetik yatkinhdin roli Uzerinde
durulmaktadir (11). immiin sistem fonksiyon bozuklugunun lenfoma geligimi
icin risk olusturdugu iyi bilinmektedir. immiin sistem hiicreleri salgiladiklari
sitokinler araciligiyla diger hucrelerle etkilesirler; Ty-1 hlcreleri asil olarak
hicresel immuniteyi kontrol ederken, Tu-2 hulcreleri  antikor Uretimi ve
himoral immanitenin  kontrolint saglarlar. MF’te de hastaligin erken
doneminde anti-tumor yanit icin gerekli olan Ty-1 sitokin profili (IFN-y)
onemli iken, ileri evrelerde immunsupresif etkileri 6n planda olan Ty-2
sitokin profili (IL-6, IL-10) hakim oldugu iyi bilinmektedir. Sitokin profilindeki
bu kaymanin hastalik progresyonunda rol oynadigi bildirilmigtir (46-48). Ty-1/
Ty-2 sitokinlerinin Gretimini kontrol eden genlerin alelik varyasyonlarinin
lenfomagenez ile iliskisi, genis vaka-kotrolli populasyon calismalari ile
g6sterilmistir (49). immiin sistem hicrelerinin sitokin Uretimini kontrol eden
genler, belli boélgelerinde polimorfizm gdstererek sitokin gen Urdnlerinin
dusuk veya yuksek duzeyde uretimine ve son urun olan sitokinlerde
fonksiyon bozukluguna neden olurlar (33). Sitokin genlerinin alelik
varyasyonlari ile; oto-immun, enfeksiy6z, T-hlcre aracili deri hastaliklar
gibi benign ve lenfoproliferatif ve lenfoma-disi maligniteler arasi
etyopatogenetik ve prognostik iliski tanimlanmistir (50-58).

Mikozis Fungoides etyopatogenezinde roll oldugu distndlen; IFN-y
dizeyinin; erken evre olgularin, kaninda azalmasina karsin lezyonlu deride
arttigi gosterilmistir. IFN-y’ nin ozellikle erken donemdeki Ts aracili anti-
timor yanitta 6nemli rol oynadidi bilinmektedir (59-62). IL-6, akut faz
yanitinda 6énemli bir medyatér olup akut ve kronik inflamasyonda rol alir ve
Ozellikle hastalik progresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. IL-6 geninin
Ozellikle promoter bolgesinin (IL-6-174G) polimorfizmi sik gérulmektedir ve
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promoter bolge polimorfizminin Hodgkin lenfoma gelisimi igin risk faktoru ve
kotu prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir (63, 64). IL-10, anti-inflamatuvar
Ozellik gosteren guclu immunsupresif sitokindir. 1L-10 6zellikle Ty-1 yanitini
baskilarken, Tu-2 yanitini guglendirdigi  bilinmektedir. Tu-2 hulcrelerinden
uretilir ve TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin Gretimini baskilar.
Artmig IL-10 duzeyi Hodgkin lenfomali olgularda ileri evre ve kotu prognoz
ile iligkilendirilmistir (65-67). IL-10 gen polimorfizminin c¢esitli infeksiyon
hastaliklari ve otoimmun hastaliklara yatkinlik sagladigi ve prognoz ile iligkisi
bildirilmistir (68). IL-10 genetik varyasyonlarinin  Hodgkin-digi lenfoma
gelisimi igin risk faktord oldugu genis vaka-kotrolli populasyon galismalar
ile gosterilmistir (69). MF’ te de erken evre olgularda IL-10 duzeyinin kanda
arttigi bildirilmistir (70). TNF-a normal lenfoid doku gelisimi ve fonksiyonu igin
gerekli temel pro-inflamatuvar sitokindir. TNF-a (kodon-308 ) polimorfizminin
TNF-a protein sentezini artirarak fonksiyon bozukluguna neden oldugu
gosterilmistir (37). MF’te Ozellikle erken donemde lezyonlu deride arttidi
gosterilmistir (71-73). TNF-a (kodon-308) gen polimorfizminin folikiler
lenfoma gelisimi ve hodgkin disi lenfoma prognozu ile iligkisi bildirilmigtir
(74-76). TNF-a’nin farkh alelileri ile erigskin T-hicreli I6semi/lenfoma gelisimi
ve erken baslangi¢li psoriazis arasi iligki bildirilmistir (77). TGF-p1
immunsupresif etkili sitokin olup, hicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu
ve apoptozu regiile eder (78). immunsiipresif etkisiyle T hiicre fonksiyonlarini
baskilar. MF’te reaktif T-hicreleri ve timoéral hicrelerden salgilanmaktadir
(79). TGF-B1 polimorfizmi ile romatoid artrit, sistemik skleroz krohn hastaligi
gibi otoimmun hastaliklar ve psoriyazis ve atopik dermatit gibi T-hlcre aracil
deri hastaliklari arasi iliski tanimlanmistir (80). Son zamanlarda TGF-p1
polimorfizmi ile meme kanseri prognozu arasi iliski genis vaka kontrollu
calisma ile gosterilmistir (81).

Literatur incelemesinde; c¢esitli solid timorler ve 6zellikle Hodgkin ve
Hodgkin disi lenfomalar ile sitokin gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi
arastiran c¢ok sayida calisma mevcuttur. Bu calismalarda sitokin gen
polimorfizmleri ile hastalik etyopatogenezi ve prognozu arasinda iliski
tanimlanmigtir. Nadir gérilen, Hodgkin-disi lenfoma gesidi olan MF ile ilgili
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genetik polimorfizm amagli genis vaka-kontrolu galisma bulunmamaktadir.
Bizim calismamiza benzer sekilde Hodak ve ark. (82) tarafindan Israilde
yapilan ¢alismada erken evre (evre 1A-IB) 33 olgunun, IFN- y (+874), IL-10
(+1082), IL-6 (+174), TGF- B1 (kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (kodon-
308) gen polimorfizmleri 48 kontrol grubu ile karsilastiriimis. Yapilan bu
calismada sitokin gen polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamigs ve erken evre MF’in spesifik polimorfizmler ile
saptanamayacagl kararina varilmistir. Turk populasyonunda yaptigimiz
calismada 55 olgunun IFN- y (+874), IL-10 (+1082), IL-6 (+174), TGF- 31
(kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (kodon-308) sitokin gen polimorfizmleri
ve 50 kontrol grubu ile karsilastinldi. Her iki grubun sitokin gen
polimorfizmleri genotipik ozellikleri arasi fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ek olarak caligsmaya dahil edilen 8 ileri evre olgu ile 47 erken evre
olgularin incelenen 5 sitokin genotipleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi.

Elde edilen bu bulgular; IFN- y (+874), IL-10 (+1082), IL-6 (+174),
TGF- B1 (kodon-10 ve kodon-25) ve TNF- a (kodon-308 ) sitokin genlerindeki
polimorfizmin MF gelisimi ve progresyonuyla iliskisi olmadigini disundurse

de bu bulgular genis vaka-kontrolli ¢alismalariyla desteklenmelidir.
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