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Akut Losemilerde MIF Genindeki Polimorfizmlerin
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Ozet

Bu galismanin amaci; Akut Losemiler (AL)'de Makrofaj Migrasyon
Inhibitér Faktérii (MIF) geninin -173 bdlgesine ait polimorfizmleri
arastirmak ve kemoterapi sonrasi gelisen febril nétropenik (FN) ataklara
etkisini degerlendirmektir. Akut Myeloblastik Lésemi (AML) ve Akut
Lenfoid Losemi (ALL) tanisiyla tedavi goren 48 hasta ile 53 saglikli
kontrolden izole edilen DNA &rneklerinde MIF geni -173 bdlgesine ait
tek niikleotid polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi ile arastirilarak, G ve
C allel ve genotip dagihmlari hasta ile kontrol gruplari arasinda
karsilagtinlmistir. Analizler sonucunda GG genotipini taglyan hastalarin
orani %70.9, GCi tastyanlarin orani %29.1 ve CCyi tagiyanlarin orani
%0 olarak saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel
frekanslari agisindan anlamli bir farklilik ile Hardy-Weinberg dengesinden
bir sapma gozlenmemistir. AL'lerde elde edilen MIF pozitifligi ile
infeksiyonlarin dagilimi, etkenleri, atesli giin stiresi ve nétropeni siiresi
arasindaki iliski degerlendirildiginde; GC allel grubunda, infeksiyonlarin
etkenleri, nétropeni (<500/L) siiresi, atesli glin siresi, fungal pnémoni,
kandolasim infeksiyonlari ve FN mortalitesinde GG alel grubuna gore
anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). Sonug olarak; Fungal
pnomoni, GC aleli taslyan grupta, GG aleli tasiyan gruba goére (%22/11,5)
daha sik izlenmig olup galisma grubunun genigletilerek tekrarlanmasi
durumunda anlamh bir iliski saptanabilecedi dustntlmustir.

Anahtar Kelimeler: Makrofaj Migrasyon inhibitor Faktér Geni, -173
G/C polimorfizmi, PCR, Akut Lésemi, DNA.

Abstract

The objective of this study is to research polymorphisms in MIF
gene -173 site in variable haemotological malignities and evaluate its
effects on febrile neutropenic attacks after chemotherapy in acute
leukemia. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) at -173 site of the
MIF gene was analysed with the PCR-RFLP method (restriction
endonuclease Alu I) with isolated DNA samples from 48 patients who
were treated for ALL and AML and 53 healthy controls, and G and C
allel frequencies were compared statistically between patients and
healthy controls groups. As a result of the analyzis, it was observed
that the rate of patients with GG genotypes was 70.9%, with GC
genotypes 29.1%, and with CC genotypes 0%. Association is evaluated
between MIF poxzitivities in acute leukemias and distribution of infections,
its factors, duration of feveral days and neutropenia. Within the GC
allel group; no significant differences were observed (p>0.05) in
infection factors, duration of neutropenia (<500/L), duration of feveral
days, fungal pnomoni, blood infections and FN mortality compared to
the GG allel group. In conclusion, fungal pneumonia was observed
at a higher rate in the CG allel group (22%) compared to the GG allel
group (11.5%); a repeat of the study with an expended group can
yield more information about this relationship.

Key words: Macrophage Migration Inhibitory Factor Gene, MIF-173
G/C polymorphism, PCR, Acute Leukemia, DNA.

Giris

Makrofaj migrasyon inhibitor faktori (MIF);
proinflamatuar, hormonal ve enzimatik aktivitelere sahip
bir protein olup, inflamasyon 6ncesi siireclerde ve
inflamasyon sahasinda makrofajlarin aktivitesi ile
immunitenin diizenlenmesinde 6nemli gérevleri vardir.
Son zamanlarda, glukokortikoidler tarafindan baskilanmak
yerine arttirildigi bilinen tek sitokindir. Ayrica
glukokortikoidlerin immunosupressif etkilerini
diizenlemede ve immiin yanitin derecesinin kontroliinde
de gorev yapar. MIF'in dider sitokinlerden farki, yapisal
olarak devamli ekpresyonunun olmasi ve 6n hipofiz ile
mononikleer hiicrelerde depolanmasidir (1). MIF,
kobaylarda makrofajlarin gogiinii engelleyen faktor
olarak, ilk kesfedilen lenfokindir (2).

MIF'in ifadesi, insanlarda gecikmis asiri duyarlilik
ve hiicresel bagisiklik ile iligkilidir. MIF'in inflamasyon
sahasinda ekspresyonu, makrofajlarin konak savunmasini
diizenleyici olarak araci rol oynadigini destekler (3).
MIF oldukga kiigiik bir gendir ve 22.kromozomun q11.23
bolgesine lokalize olmustur. 189 baz ifti (bp) ve 95 bp
uzunlugunda 2 intronla ayriimis 3 adet exondan olusur
(Exonlar; 173, 205 ve 203 bp), uzunlugu 1 kilobazdan
(kb) azdir. Nothern Blot analiziyle, tiim insan dokularinda
MIF mRNA'sinin tek bir boyutta (yaklasik 800 niikleotid)
oldugu gosterilmistir (4).

Insan MIF geninin promotor bélgesinde iki dnemli
polimorfizm kesfedilmistir. Bunlardan birisi -173G/C tek
niikleotit polimorfizmi, digeri de -794 bolgesinde bulunan
CATTs-g tekrarlandir (5,6). MIF promotorundaki -173G/C
tek bazlik polimorfizm son yillarda tanimlanmis ve MIF
-173C allelinin, hem in vivo hem de in vitro kosullarda
artmis MIF ekspresyonuyla iliskili oldugu gosterilmistir
(7). Sepsiste; Lipopolisakkaritler (LPS), sitokinler ve
glukortikoidler MIF'i sentezlemek igin makrofajlari, T
hicreleri ve hipofizi uyararak sepsisin erken déneminde
MIF serum konsantrasyonun artisina neden olmaktadir.
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Sekil 1. MIF genine ait PCR Uriini ve Alul restriksiyon enzimi yapilan drneklere ait goriintd.
M:Markdr (Fermantas #SM0388); ND:Kesilmemis PCR uriini; GG genotipi:H1-3,H4,H5,H7,H8,H10 K3-8, GC

genotipi: H6,H9,H11,K9; CC genotipi:K1,K2.

Tablo 1. MIF -173 polimorfizminin, galisilan gruplardaki dagilim.

Genotip Akut Losemi Saglikh Kontrol p
na (%) n® (%)
MIF® GG 34 (70.9) 31 (58.5) 0.129
GC 14 (29.1) 20 (37.7) 0.438
cc - (0) 2 (3.8) 0.182
Allel G 82 (85.4) 82 (77.4)
C 14 (14.6) 24 (22.6) 0.143
=48, "n=53

MIF, kiltirde ve in vivo kosullarda bateriyel LPS
uyarimina yanit olarak én salgi hicrelerinden en fazla
salgilanan protein olarak tanimlanmistir. Bu sebeple,
endotoksemi ve olasi septik soka yanitta énemli bir rol
oynadidi dustintlmektedir (8).

MIF, glukokortikoidlerin fizyolojik konsantrasyonlarina
yanitta T hiicreleri ile makrofajlardan salinir ve bu 6zellik
MIF'e 6zgudir. MIF'in salgilanmasi siki bir sekilde
dizenlenir ve ylksek anti-inflamatuar steroid
konsantrasyonlarinda azalir. Salindiginda, steroidlerin
immun hiicre aktivasyonu ve sitokin Gretimi Uzerindeki
immunostpressif etkilerini baskilar ya da dizenler.

Glukokortikoidler konagin enfeksiyona veya dokuda
invazyona karsi savunmasinin 6nemli bir parcasi oldugu
igin, MIF inflamasyon alaninda veya lenf diigiimiinde,
steroidlerin immiin yanittaki baskilayici etkilerini de
dizenlemektedir (9). Bu calismanin amaci, akut
|I6semilerde MIF genindeki -173 G/C polimorfizmini
arastirmak ve kemoterapi sonrasi gelisen febril nétropeni
ataklarina etkisini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem

Akut Miyelositer Loésemi (AML) ve Akut Lenfositer
Losemi (ALL) tanisiyla tedavi goren 48 hasta ile 53 saglikl
kontrollin kan 6érnekleri EDTA'll tiiplere alindi ve ad-soyad,
cinsiyet, yas, infeksiyonlarin dagilimi, etkenleri, ategli
glin ve notropeni slresi gibi bilgiler kayit edildi. Tim
bireyler bilgilendirip onaylari alindi.

DNA izolasyonu igin Invitek DNA izolasyon kiti kullanildi
(Katalog No: CA050036 ). Izole edilen bu DNA'lar, MIF
-173 bdlgesindeki polimorfizmi saptayabilmek igin,
polimeraz zincir reaksiyonu ile oligontkleotid primerler
(forward: 5'- ACTAAGAAAGACCCGAGGC -3’ ve reverse:
5'- GGGGCACGTTGGTGTTTAC -3') kullanilarak Donn ve
ark.larina gore amplifiye edildi (10). Amplifiye olan PCR
Urlnleri yatay elektroforezde %?2'lik agaroz jel kullanilarak,
366 baz cifti araliinda gorintilendikten sonra  Alul
restriksiyon enzimi ile kesildi (11) (Sekil 1). Elde edilen
genotip dadilimi ve allel sikliklari X testi ile analiz edildi.
“Hardy-Weinberg” dengesi (HWE) De-Finetti programi
kullanilarak hesaplandi (http:/ihg.gsf.de/cgi-
bin/hw/hwa2.pl). Dider istatistik analizlerde SPSS 13.0
programi kullanildr.
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Tablo 2. MIF -173 G/C polimorfizmi ile klinik parametrelerin karsilastiriimasi.

MIF GG alleli MIF GC alleli p
Hasta sayisi 33 15
Yas (Medyan) 42 (16-69) 35 (17-67)
Cins (E/K) 15/18 7/8
Tani  AML MO,M1,M2,M3,M4,M5 2/7/10/1/4/4/- -/-13/1/2/3//1
ALL L2,L3 1/4 -/5
Febril nétropenik atak sayisi 52 27
Kemoterapi Ara-c/ida (7+3 / 6+3) 26/9 11/4
FLAG-ida 10 6
Hoelzer I-11 7 6
Nétropeni siresi (<500/pL)(medyan giin) 17 (6-56) 14 (7-42) 0.405
Febril nétropeni stiresi (medyan giin) 5.5 (1-21) 5 (1-30) 0.419
Kandolasim infeksiyonu 25 (48%) 11 (41%) 0.535
Gram positif 15 (29%) 7 (26%) 0.784
Coagulase-negative Staphylococci 3 3
Staphylococcus aureus 7
Enterococcus spp. 5 1
Gram negatif 13 (25%) 5 (19%) 0.515
Pseudomonas aeruginosa 2 2
Klebsiella spp 3 -
Escherichia coli 5 1
Acinetobacter spp. - 2
Enterobacter spp. 1 -
Stenotrophomonas maltophlia 2 -
Polimikrobiyal infeksiyon 4 (7.6 %) - 0.139
Kandidemi 1 (1.9%) - 0.468
Fungal pnémoni 6 (11.5%) 6 (22%) 0.210
Febril nétropeni mortalitesi 8 (8%) 3 (11%) 0.603

* median day

Bulgular

Akut Losemili hastalarin (10 ALL, 38 AML) 26'si kadin,
22'si erkek olup medyan yas 41 (16-69)'dir. Hasta
grubunda, MIF geni GG allel dagiimi 34 (%70.9), GC
allel dagilimi 14 (%29.1), CC allel dagimi 0 (%0) ve G
allel frekansi 82 (%85.4), C allel frekansi 14 (%14.6)
bulunmustur (Tablo 1). MIF geni alel dagilimi ve sayisinda
AL grubu ile saglikl kontrol grubu arasinda anlamli farklilik
saptanmamigtir (p>0.05) (Tablo 1). “Hardy-Weinberg”
dengesine gore gozlenen genotip dagiiminin beklenenden
farkli olmadigi saptanmistir.

AL'li hastalarda gelisen 79 febril notropenik atak
degerlendirildiginde, nétrofil < 500/mL giin sayisi medyan
17 (6-56) ve febril ndtropeni stiresi medyan 5 (1-30)
glindiir. GC allel grubunda; infeksiyonlarin etkenleri,
nétropeni (<500/mL) siresi, atesli glin siresi, fungal
pnoémoni, kandolasim infeksiyonlar ve FN mortalitesinde
GG allel grubuna gore anlamli bir farkliik saptanmamigtir
(p>0.05) (Tablo 2).

Tartisma

Deneysel calismalarda; MIF'in sepsiste ekpresyonunun
artarak mortaliteyi arttirdidi ve anti-MIF antikorlari veya
MIF gen delesyonunun olmasi durumunda; sitokin Gretimi,
LPS veya gram pozitif ekzotoksinler tarafindan uyarilan
mortalitenin azaldig bildirilmistir (9).

Sepsiste MIF'in yiiksek plazma diizeyleri kétii prognoz
ile iliskili bulunmasina karsin MIF diizeyleri ile mortalite
arasinda parelllik olmadigini bildiren calismalar da vardir
(12). Kardiyak cerrahi sonrasi gelisen sepsislerde kiilttir
pozitifligi ile yliksek MIF diizeyleri arasinda korelasyon
oldugu ve erken dénemde MIF diizeyinin yiiksekliginin
bakteriyel sepsisin 6n belirtisi olabilecedi ileri stirlilmustir
(13). MIF geninin -173 bdlgesinde G'den C'ye transisyon
belirlenmis ve sistemik juvenil romatoid artritli 117 hastada
ve 172 saglikh kontrolde bu polimorfizm taranmistir.

MIF-173C allelini taglyanlarda hastalik riskinin arttigi
bulunmustur (p=0.0005) (10). MIF; glukokortikoidlerin
(lenfositlerin ¢odalmasinin baskilanmasi dahil)
immunosipressif etkileriyle basa cikabilen tek
proinflamatuar sitokindir. MIF promotorundaki -173G/C
tek bazlik polimorfizm son yillarda tanimlanmis olup hem
in vivo hem de in vitro kosullarda artmig MIF
ekspresyonuyla iliskili oldugu gosterilmistir (7). Juvenil
idiopatik artritli hastalarda MIF-173 C alleli tasiyicilar
sistemik ve intra-artikular glukokortikoid tedavilerine zayif
yanit gostermislerdir (14).

Sistemik juvenil romatoid artritli 136 hastayla calisilimis
ve MIF-173C allelinin, MIF'in serum ve synovial sivida
seviyelerinin artmasi, glukokortikoid tedavisine zayif yanit,
aktif hastaligin direnci ve zayif fonksiyonel sonug ile
iliskilendirilmistir (7).

Gaziantep Tip Dergisi / Yil 2009 / Cilt 15 / Say1 2



08

Makrofaj migrasyon inhibit6r faktériin p53‘U inaktive
ettigi ve kronik inflamasyon bdlgesinde olusan tlimorlerin
biylimesi ve angiogenezisinde énemli bir rol oynadigi
rapor edilmistir (15). Vivarelli ve ark.'lari Idiopatik Nefrotik
Sendromlu (INS) 257 cocuk hastada bu polimorfizmi
calistiklarinda; INS progresyonu ve glukokortikoid
tedavisine cevapta MIF -173 C allelinin énemli rolu
olabilecegini gostermislerdir (16). Rigante ve ark.’lari
Kalitsal Periyodik Ates (KPA)'li 22 hastada MIF -173
polimorfizmi ve serum diizeylerine baktiklarinda; C allel
sikligi ve serum konsantrasyonunun normale goére bu
hastalarda yiliksek oldugunu saptamis ve inflamatuvar
cevapta énemli olabilecegini bildirmislerdir (17). Avandare
ve ark.'lari Yuksek Dansiteli Parazitemi (YDP) ve Siddetli
Malarial Anemili (SMA) grupta MIF -173 polimorfizmini
calistiklarinda; YDP'ye duyarlilikta bu polimorfizmin etkili
olabilecegini géstermisler ama SMA'da anlamli bir iliki
saptamamiglardir (18).

Bu calismada, MIF geninin -173 bdlgesindeki nokta
mutasyonlari sonucu olusan heterozigot/homozigot
(GC/GG) allel dagilimi ile akut I16semilerde kemoterapi
sonrasi gelisen FN ataklarinda; infeksiyonlarin dagilimi,
etkenleri, kandolasim infeksiyonlari, atesli glin siresi,
28. giinde febril nétropeni mortalitesi ve noétropeni
(<500/L) suresi ile anlamli bir iliski saptanmamistir
(p>0.05). Ancak Fungal pnémoni; GC aleli tagiyan grupta,
GG aleli tasiyan gruba gore (%22/11.5) daha sik izlenmig
olup calisma grubunun genigsletilerek tekrarlanmasi
durumunda anlamli bir iliski saptanabilecedi
disinulmustdr.

Kaynaklar

1. Denkinger CM, Metz C, Fingerle-Rowson G, Denkinger
MD, Forsthuber T. Macrophage migration inhibitory factor
and its role in autoimmune diseases. Arch Immunol
Ther Ex. 2004;52:389-400.

2. Bloom BR, Bennett B. Mechanism of a reaction in
vitro associated with delayed-type hypersensitivity.
Science. 1966;153:80-82.

3. Weiser WY, Temple PA, Witek-Giannotti JS, Remold
HG, Clark SC, David JR., et al. Molecular cloning of a
cDNA encoding a human macrophage migration inhibitory
factor. Proc Nat Acad Sci Immunol. 1989;86:7522-7526.

4. Paralkar V, Wistow G. Cloning the human gene for
macrophage migration inhibitory factor (MIF). Genomics.
1994;19:48-51.

5. Zhong XB, Leng L, Beitin A, Chen R, McDonald C,
Hsiao B, et al. Simultaneous detection of microsatellite
repeats and SNPs in the macrophage migration inhibitory
factor gene by thin-film biosensor chips and application
to rural field studies. Nucleic Acid Res. 2005;33,e121.

Giiven ve ark.

6. Hizawa N, Yamaguchi E, Takahashi D, Nishihira J,
Nishimura M, et al. Functional polymorphisms in the
promoter region of macrophage migration inhibitory
factor and atopy. Am ] Respir Crit Care Med.
2004;169:1014-1018.

7. De Benedetti F, Meazza C, Vivarelli M, Rossi F, Pistorio
A, Lamb R, et al. Functional and prognostic relevance
of the -173 polymorphism of the macrophage migration
inhibitory factor gene in systemic-onset juvenile idiopathic
arthritis. Arthritis Rheu. 2003;48:1398-1407.

8. Bernhagen J, Calandra T, Mitchell RA, Martin SB,
Tracey KJ, Voelter W, et al. MIF is a pituitary-derived
cytokine that potentiates lethal endotoxaemia. Nature.
1993;365:756-759.

9. Bucala R. MIF rediscovered: cytokine, pituitary hormone,
and glucocorticoid-induced regulator of the immune
response. Faseb J. 1996;10:1607-1613.

10. Donn RP, Shelley E, Ollier WER. A novel 5-prime-
flanking region polymorphism of macrophage migration
inhibitory factor is associated with systemic-onset juvenile
idiopathic arthritis. Arthritis Rheum. 2001;44:1782-1785.

11. Sambrook 1], Fritsch EF, and Maniatis T. Molecular
Clonning: A laboratory manual. 1989; 2™ Edition ,Cold
Spring Laboratory Pres, Cold Spring Harbor.

12. Bozza FA, Gomes RN, Japiassu AM, Soares M, Castro-
Faria-Neto HC, Bozza PT. et al. Macrophage migration
inhibitory factor levels correlate with fatal outcome in
sepsis. Shock. 2004;22(4):309-13.

13. de Mendonga-Filho HT, Gomes GS, Nogueira PM,
Fernandes MA, Tura BR, Santos M, et al. Macrophage
migration inhibitory factor is associated with positive
cultures in patients with sepsis after cardiac surgery.
Shock. 2005;24:313-317.

14. Afig B, Arif RO, ziilal U. Association of macrophage
migration inhibitory factor gene -173G/C polymorphism
with prognosis in turkish children with juvenile
rheumatoid arthritis. Rheumatol In. 2005;10:296-305.

15. Shun CT, Lin JT, Huang SP, Lin MT, Wu MS. Expression
of macrophage migration inhibitory factor is associated
with enhanced angiogenesis and advanced stage in
gastric carcinomas. World J Gastroenterol. 2005;1: 3767-
377.

16. Vivarelli M, D'Urbano LE, Stringini G, Ghiggeri GM,
Caridi G, Donn R, et al. Association of the macrophage
migration inhibitory factor -173*C allele with childhood
nephrotic syndrome. Pediatr Nephrol. 2008;23:743-748.

17. Rigante D, Flex A, Federico G, Pola R, Candelli M,
Manna R, et al. Serum macrophage migration inhibitory
factor (MIF) in the intercritical phase of hereditary periodic
fevers and its relationship with the MIF-173G/C
polymorphism. Scand J Rheumatol. 2007;36:307-310.

Gaziantep Tip Dergisi / Yil 2009 / Cilt 15 / Say1 2



o . Guenveak.

18. Awandare GA, Ouma C, Keller CC, Were T, Otieno
R, Ouma Y, et al. A macrophage migration inhibitory
factor promoter polymorphism is associated with high-
density parasitemia in children with malaria. Genes
Immun. 2000;7:568-575.

~ GaziantepTip Dergisi / Yil 2009 / Cilt 15 / Say1 2.



