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Amag: Avaskiler nekroz (AN), epifizleri ve subkondral kemik bodlgesini tutan bir osteonekrozdur.
Kemigin gecici kanlanma bozuklugu ve reperflizyonu ile olusur. Avaskiler nekroz, allojeneik hema-
topoietik kok hiicre naklinin (AHKHN) ge¢ komplikasyonlarindan biridir Graft-versus host hastaligi
(GVHH) vaskdlit araciigiyla direkt olarak AN nedeni olabilecegi gibi progresif GVHH nedeniyle
yliksek doz ve/veya uzun sireli kortikosteroid kullanimi da AN olusumuna neden olabilmektedir.
Kortikosteroid kullanimi ve AN arasinda korelasyon s6z konusudur ve bu korelasyon doz bagimli-
dir. Vitamin D reseptorl (VDR) gen polimorfizminin kemik dansitesi ve osteoperoz tizerine etkileri
gosterilmistir fakat AN'de rolii tam bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci AHKHN sonrasi AN geli-
sen hastalarda VDR polimorfizm sikhigini belirlemektir.

Hastalar ve Yontem: Kemik iligi nakil Gnitemizde 2014-2019 yillari arasinda AHKHN yapilmis
362 hastadan AN gelismis olan dokuz hastanin nakil 6ncesi alinmis olan kan 6rneklerinde Cdx2
(rs11568820), Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs11168271) ve Tagl (rs731236) varyant-
lar analiz edildi. Bu calismada tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) (AppliedBiosystems, Life
Teknolojileri, ABD) analizi icin primer uzatma tabanli bir yontem olan SNaPshot® MultiplexSystem

kullaniimistir. Kendi tasarimimiz olan primerler kullanilmisti. ABI 3130 Genetic Analyzer Makalafatif:ISo)de MEMGannMU]
(AppliedBiosystems) Uizerinde fragman analizi yapildi ve veri analizi icin GeneMapper® Software Ceylaner S, Gokmen A, Dogan H, Kurdal
4.0 versiyonu (AppliedBiosystems, Life Technologies, ABD) kullanildi. Okcu M ve ark. Allojeneik hematopoetik

kok hticre nakli sonrasi aseptik nekroz
Bulgular: Hastalarda bakilmis olan bes polimorfizm bélgesinden en az ikisinde varyant tespit edil- gelisen olgularda vitamin D reseptsr gen
mistir. Alel frekansi % bazinda karsilastinildiginda Cdx2-rs11568820 varyantinin %42 yerine %11.11, polimorfizmi. LLM Dergi 2023;7(2):51-56.

Fokl-rs2228570 varyantinin %35 yerine %16.67, Bsml-rs1544410 varyantinin %38.89 yerine %26,

Taql-rs731236 varyantinin ise %74 yerine %66.67 oranina azaldigi gézlenmistir. Apal-rs11168271 Yazisma Adresi
varyantinin sikliginda bir degisiklik tespit edilmemistir. En belirgin azalmanin Cdx2-rs11568820, z
Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410 varyantlarinda gézlenmistir. Ender SOYDAN

Sonug: Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakli sonrasi AN gelisiminde VDR polimorfizminin Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi,
katkisi olup olmadigini degerlendirmek amaciyla yalnizca hasta grubunda yaptigimiz bu calis- :e?atoﬁl'k}f"”'g"
mada gozlenen degisiklikler, Cdx2-rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410 bolgelerine ait niara-ttrdye
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polimorfizimlerin katkisinin olabilecegini ve bu konuda daha kapsamli bir calisma yapmanin fayda
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saglayacagini dusiindirmektedir.
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VDR Polimorfizmi ve Aseptik Nekroz

ABSTRACT

Objective: Avasculer necrosis (AN) is an osteonecrosis that damages epiphysial and subcondral sites of the bone and it consists of tempo-
rary ischemia and reperfusion. Avasculer necrosis, is one of the rare late compliactions after allojeneic hematopietic stem cell transplan-
tation (AHSCT). Graft-versus host disease, can cause AN through vasculitis or through high and/or long time use of corticosteroids due to
progresif clinical course. There is correlation between corticosteroid use and AN and this corelation is dose dependent. The role of VDR
gene polimorfizm on bone density and osteoporosis is docmented but their effect on AN is not clear. The aim of this work is to determine
the frequency of VDR gene polymorphism in patients with AN after AHSCT.

Patients and Methods: We analyzed Cdx2 (rs11568820), Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs11168271) ve Taql (rs731236) varients
in pretransplant blood samples of nine AHSCT recipeints witn AN out of 362 cases between years 2014-2019 in our transplantation unit. In
this study, SNaPshot® MultiplexSystem, a primer extension-based method, was used for the analysis of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) (AppliedBiosystems, Life Technologies, USA). In-house designed primers are used. Fragment analysis was performed on the ABI
3130 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems) and GeneMapper® Software version 4.0 (AppliedBiosystems, Life Technologies, USA) was used
for data analysis.

Results: We detected polymorphisms at least two out of five sites we analyzed in our patient group. Because we have a very small group
of patients we could not do any statistical analysis but when we compare the alel frequencies on the basis of percantage, the Cdx2-
rs11568820 varient was reduced to 42% instead of 11.11%, Fokl-rs2228570 varient was 35% instead of 16.67 %, Bsml-rs1544410 varient
was 38.89% instead of 26%, Taql-rs731236 varient was 74% instead of 66.67% . There was no change in the frequency of Apal-rs11168271
varient.

Conclusion: This sudy, in which we try to show wheter VDR gene polymorphism has a role on the frequency of AN after AHSCT , we see
distinct reduction on Cdx2-rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410 varients, we think that the polymorphisms of these sites may

have contribution to development of AN and more comprehensive studies on this topic may be beneficial.

Key Words: VDR gene polymophism; aseptic necrosis; allogeneic hematopoetic stem cell transplantation

GIRIS

Avaskiler nekroz (AN), epifizleri ve subkondral kemik
bdlgesini tutan bir osteonekrozdur. Kemigin gecici kanlan-
ma bozuklugu ve reperfiizyonu ile olusur. Reperfiizyondan
sonra ilk toparlanma asamasi anjiyogenez, ikinci toparlan-
ma asamasi ise mezenkimal hiicrelerin osteoblastlar ve
osteoklastlara farklilasmasidir. ikinci fazdaki dengesizlik
osteonekroza yol acar. Vitamin D reseptorii (VDR) knockout
farelerde yapilan calismalarda, VDR'lerinin kemik rejene-
rasyonunda osteoblast olusumunda direkt hiicresel etkile-
rinin oldugu gosterilmistir (1). Avaskiler nekroz duyarlilik
mekanizmalarini arastiran pek ¢cok ¢alisma olmakla birlikte
etiyolojik, genetik ve patogenetik mekanizmalar tam ola-
rak tanimlanmis degildir (2). Avaskiler nekroz, allojeneik
hemapoietik kdk hicre naklinin (AHKHN) ge¢ komplikas-
yonlarindan biridir. Allojeneik hemapoietik kok hiicre nakli
sonrasi AN insidansi farkl calismalarda %10’un (stiinde
bildirilmistir (3-5). Allojeneik hemapoietik kok hiicre nakli
sonrasi AN gelisen hastalarda en fazla tutulan bolge femur
basidir.

Kollajen vaskdiler hastaliklar, alkolizm, benin veya
malin hematolojik hastaliklar, travma, radyasyon ve kroti-
kosteroid kullanimi gibi pek ¢ok faktér AN nedeni
olabilir (6,7). Allojeneik hemapoietik kdk hiicre nakli sonra-
si Graft-versus host hastaligi da (GVHH) AN icin bir risk
faktoradir (8,9). Graft-versus host hastalig, vaskdlit araci-
hgyla direkt olarak AN nedeni olabilecegi gibi progresif
GVHH nedeni ile yiiksek doz ve/veya uzun sireli kortikos-
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teroid kullanimi da AN olusumuna neden olabilmektedir.
Kortikosteroid kullanimi ve AN arasinda korelasyon sé6z
konusudur ve bu korelasyon doz bagimlidir (9,10).

D vitamini, reseptoriine baglandiktan sonra kalsiyum
homeostazisi lzerindeki etkileriyle kemik hicrelerinin
blyime ve farklilasmasi, bagirsaklardan kalsiyum emilimi
ve parathormon salgilanmasini dengeler (13). Vitamin D
reseptori geni 12. kromozomun uzun kolunda bulunur ve
birden fazla tek niikleotid polimorfizmi (SNP’ler) tespit
edilmistir (14). Vitamin D reseptdr geninin 3’ ucunda, 8 ve
9. eksonlar arasinda bulunan Bsml, Apal ve Tagl bdlgelerin-
de tespit edilen Ug farkh polimorfizm en sik gorilenler
olarak tanimlanmistir (15). Allojeneik hemapoietik kok
hiicre nakli sonrasi AN gelisiminde GVHH ve glukokortiko-
id kullanimi bilinen risk faktortidar. Vitamin D reseptori
gen polimorfizminin kemik dansitesi ve osteoperoz lzeri-
ne etkileri gosterilmistir fakat AN'de rolii tam bilinmemek-
tedir.

Allojeneik hemapoietik kok hiicre nakli sonrasi kronik
GVHH gelisen olgularda yiiksek doz veya uzun sureli korti-
kosteroid kullanimina bagli AN oldugu distnulmektedir
fakat ek risk faktorleri henliz belirlenememistir. Vtamin D
reseptoru polimorfizminin etkisi olup olmadigini gostere-
bilmek icin 6ncelikle AN gelisen hastalarda polimorfizim
sikhgini belirlemek amaciyla; kemik iligi nakil Gnitemizde
AHKHN yapilmis ve AN gelismis olan dokuz hastanin nakil
oncesi alinmis olan kan drneklerinde VDR gen polimorfizm
bélgeleri (cdx2, Apal, Fokl, Bsml, Taqgl) arastiriimistir.



Soydan E ve ark.

HASTALAR ve YONTEM

Nakil tinitemizde 2014-2019 yillari arasinda AHKHN
yapilmis olan 362 hastadan, AN tespit edilmis olan dokuz
hastanin nakil 6ncesi alinmis olan kanlarinda VDR poli-
morfizm calismasi yapildi. Hasta 6zelliklerine bakildigin-
da alti hasta erkek, li¢ hasta kadin, medyan yas 35 (21-60)
yil, tanilar; bes akut miyeloid [6semi (AML), iki miyelo-
displastik sendrom (MDS), bir kronik miyelositer 16semi
(KML), bir akut lenfoblastik [6semi (ALL) idi. Bes hastaya
HLA 10/10 uyumlu kardesinden, bir hastaya 9/10 uyumlu
kardesinden, iki hastaya babadan, bir hastaya anneden
haploidentik nakil yapilmisti. Hazirlik rejimleri AML tanili
hastalarda busulfan tabanl, KML ve ALL tanili hastalarda
TBI tabanli, haploidentik nakil yapilan hastalarda fludara-
bin, siklofosfamid, TBl iceren azaltiimis yogunlukta tedavi-
lerden olusmakta idi. Graft-versus host hastalig profilak-
sisi icin standart siklosporinA (CSA) ve metotreksate (Mtx)
yaninda 9/10 uyumlu vericisi olan hasta icin antitimosit
globilin  (ATG) uygulandi. Haploidentik nakillerde
posttransplant siklofosfamid iceren t¢li (CSA, Mtx) profi-
laksi uygulandi (Tablo 1). Bir hasta disinda tim hastalar
akut GVHH var ise baslangi¢ dozu olarak 2 mg/kg/giin
dozunda sonrasinda degisen doz ve sirelerde, kronik
GVHH olanlar ise gene degisen doz ve sirelerde aseptik
nekroz tespitine kadar kortikosteroid kullandi. Akut len-
foblastik 16semi tanisi olan hastada nakil sonrasi GVHH
gelismedi fakat nakil 6ncesi tedavi slirecinde ve nakil
sonrasi santral sinir sistemi niiksti nedeni ile kortikostero-
id kullanimi s6z konusu idi.

Hastalardan nakil dncesi alinmis olan kanlarda Cdx2
(rs11568820), Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal
(rs11168271) ve Taql (rs731236) varyantlari analiz edildi.
Bu calismada tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP’ler)
(AppliedBiosystems, Life Teknolojileri, ABD) analizi icin
primer uzatma tabanli bir yontem olan SNaPshot®
MultiplexSystem kullaniimistir. Kendi tasarimimiz olan pri-

merler kullanilmigti. ABl 3130 Genetic Analyzer
(AppliedBiosystems) lzerinde fragman analizi yapildi ve
veri analizi icin GeneMapper® Software 4.0 versiyonu
(AppliedBiosystems, Life Technologies, ABD) kullanildi.

BULGULAR

Hastalarda bakilmis olan bes polimorfizm bolgesinden
en az ikisinde varyant tespit edildi. Tagl'de sekiz hastada
(homozigot/heterozigot: 4/4); Apal'de sekiz hastada
(homozigot/heterozigot: 1/7), Bsml'de alti hastada (homo-
zigot/heterozigot: 1/5), Fokl'de iki hastada (homozigot/
heterozigot: 1/1), Cdx2'de iki hastada (homozigot/hetero-
zigot: 0/2) mutasyon tespit edildi (Tablo 2). Elde edilen
veriler, VDR polimorfizmi normal toplum alel frekanslari
[dbSNP veri tabani verilerinden (Diinya ortalamasi verileri
alinmistir)] ve llkemize ait saglikli kontrol alel frekanslar
(Tablo 4) ile karsilastirildiginda her ikisinde de en belirgin
azalma Cdx2-rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410
varyantlarinda gozlenmistir.

iki hasta disinda diger hastalar halen takip edilmekte
olup ALL tanih bir hasta hastalik niiksti, AML tanili bir hasta
da yaygin kronik GVHH nedeni ile eksitus olmustur.

TARTISMA ve SONUC

Aseptik nekroz, AHKHN sonrasi cocuk hasta grubunda
%38'e varan oranlarda gorilebilen ge¢ komplikasyonlar-
dan biridir. Erdem ve arkadaslarn yaptiklari ¢calismada, ALL
tanili ¢ocuk olgularda AHKHN sonrasi %16 oraninda AN
tespit etmis ve bu hastalarda yalnizca Col1Al Sp-1 baglan-
ma bolgesi polimorfizmi ile AN arasinda belirgin birliktelik
gorulmis, Fokl polimorfizmi kontrol grubundan farkli
bulunmamistir (16). El Hauruni ve arkadaslari ise ALL tanili
cocuk hasta grubunda yaptiklari ¢calismada glukokortikoid
kullaniminda, Fokl polimorfizmi ile AN gelisimi arasinda
belirgin (p= 0.003) birliktelik tespit etmislerdir (17).

Tablo 1. Hasta ozellikleri

Hazirhik GVHH

Hasta Cins Yas Tani rejimi profilaksi aGVHH kGVHH
Ri E 38 KML Kardes TBICy CSAMtx - sinirli
cG E 32 AML Kardes (9/10) CyBuATG CSAMtx = sinirli
BK K 55 AML Kardes CyBu CSAMtx Gr4 sinirl
MU E 21 AML Haplo-anne FluCy2TBI CyCSAMtx Gr2 sinirl
Li K 60 AML Kardes FluBu CSAMtx - yaygin
MA E 38 MDS Haplo-baba FluCy2TBI CyCSAMtx Gr2 yaygin
cD E 35 MDS Haplo-baba FluCy2TBI CyCSAMtx - yaygin
NA K 35 ALL Kardes TBICy CSAMtx - -
SD E 35 AML Kardes CyBu CSAMtx Gr2 yaygin

TBI: Total beden isinlamasi, Cy: Siklofosfamid, Bu: Busulfan, ATG: Antitimosit globulin, Flu: Fludarabin, CSA: Siklosporin A, Mtx: Metotreksat.
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Tablo 2. VDR polimorfizm sonuglari

VDR Polimorfizmi

Hasta Cdx2-rs11568820 Fokl-rs2228570 Bsml-rs1544410 Apal-rs11168271 Taql-rs731236
Ri normal normal normal heterozigot homozigot
CcG normal normal heterozigot heterozigot heterozigot
BK normal homozigot heterozigot heterozigot heterozigot
MU normal normal heterozigot heterozigot homozigot
Li heterozigot normal heterozigot heterozigot heterozigot
MA heterozigot normal normal normal homozigot
CcD normal heterozigot normal heterozigot homozigot
NA normal normal homozigot homozigot normal

SD normal normal heterozigot heterozigot heterozigot
Alel frekansi normal % 16/18= %88.89 15/18=%83.33 11/18=%61.11 9/18= %50 6/18=%33.33
Alel frekansi varyant % 2/18=%11.11 3/18=%16.67 7/18=%38.89 9/18= %50 12/18=%66.67

Tablo 3. VDR polimorfizmi normal toplum alel frekanslari [dbSNP veri tabani verilerinden “diinya ortalamasi verileri alinmistir”

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)]

VDR Polimorfizmi

Hasta Cdx2-rs11568820 Fokl-rs2228570 Bsmi-rs1544410 Apal-rs11168271 Taql-rs731236
Normal % 58 65 74 50 26
Varyant % 42 35 26 50 74

Tablo 4. Saglikli kontrol verisi (n=57)*

Cdx2-rs11568820 Fokl-rs2228570 Bsml-rs1544410 Apal-rs11168271 Taql-rs731236

Ornek sayisi WT 38 27 22 23 9
HET 14 25 27 18 27
MUT 5 5 8 16 21
Toplam 57 57 57 57 57
Allel frekansi WT 90 79 71 64 45
MUT 24 35 43 50 69
Toplam 114 114 114 114 114
% Allel frekansi WT 78.95 69.30 62.28 56.14 3947
MUT 21.05 30.70 37.72 43.86 60.53
Toplam 100 100 100 100 100

*Intergen Genetik ve Nadir Hastaliklar Tani Arastirma ve Uygulama Merkezi veri tabani.

Vitamin D reseptorl polimorfizmlerinin, AHKHN sonug- da gostermislerdir (14). Kammel ve arkadaslarinin ¢alisma-
lari Gizerine etkilerini gdsteren ¢alismalar mevcuttur. Alicinin sinda ise VDR polimorfizmi ile nakil iliskili veriler arasinda
Apal a allel (18) veya Tagl TT genotip olmasinin (19) ciddi herhangi bir birliktelik gésterilememistir (21).

GVHH (grade llI-IV) riskini arttirdigi gosterilmistir. Kubik ve
arkadaslari ise bunlara ek olarak hem alici hem verici Fokl FF
genotipini aGVHH ile; alici Apal aa genotipini ise yasam
suresi ile iliskili bulmuslardir (20). Cho HJ ve arkadaslari
AHKHN yapilan, nakil 6ncesi kani olan, 16 yas tzeri 147 has-

Mevcut veriler HLA-identik kardes vericilerden yapilan
nakillere ait olup farkli Ulkelerde yapilmistir. Bolgesel
genotip farkliliklar ve hasta sayilarinin sinirli olmasi geliski-
li sonuglara neden olabilmektedir.

tada, VDR polimorfizimlerini degerlendirmis ve Apal genoti- Kendi hasta grubumuzda, bakilan zaman dilimine ait
pinin akut GVHH ve enfeksiyon, Tagl genotipi ve Apal-Tagl AN goriilme orani %5.2 idi. Avaskuler nekroz gelisen dokuz
haplotipinin toplam yasam ve hastaliksiz yasam Uzerine hastadan dérdiinde akut GVHH ve bir hasta disinda tim
bagimsiz faktor olabilecegini kendi hasta populasyonlarin- hastalarda kronik GVHH mevcuttu ve hastalarin hepsinde
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en az iki varyant tespit edildi. Bsml, Tagl ve Apal mutasyon-
lari AN gelisen hastalarda sirasiyla 6/9, 8/9 ve 8/9 oraninda
tespit edilen varyantlar olarak gozlendi. Graft-versus host
hastaligi icin risk olusturduguna dair celiskili verilerin oldu-
gu bu varyantlarin kortikosteroid kullaniminin yaninda AN
icin ek risk faktori olup olmadigi henliz bilinmemektedir.

Hasta sayisinin ¢ok disiik olmasi nedeniyle istatistik
calisma yapilamamistir ancak alel frekansi % bazinda karsi-
lastiracak olursak Cdx2-rs11568820 varyantinin %42 yeri-
ne %11.11, Fokl-rs2228570 varyantinin %35 yerine %16.67,
Bsml-rs1544410 varyantinin %38.89 yerine %26, Taql-
rs731236 varyantinin ise %74 yerine %66.67 oranina azal-
dig1 gozlenmistir. Apal-rs11168271 varyantinin sikliginda
bir degisiklik olmadigi gézlenmektedir. En belirgin azalma
Cdx2-rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410 var-
yantlarinda gézlenmistir.

Baska bir calismaya ait saglikli birey alel frekanslari
(Tablo 4) ile karsilastirma yapildiginda Cdx2-rs11568820
varyantinin %21.05 yerine %11.11, Fokl-rs2228570 varyan-
tinin %30.7 yerine %16.67, Bsml-rs1544410 varyantinin
%37.72 yerine %26 azaldigi gozlenmistir. Apal-rs11168271
varyantinin sikliginda bir degisiklik olmadigi g6zlenmekte-
dir. Tagl-rs731236 varyantinin ise %60.53 yerine %66.67
oranina ¢iktigi goézlenmistir. En belirgin azalma Cdx2-
rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410 varyantlarin-
da gozlenmistir.

Vitamin D reseptori polimorfizminin etkilerinin deger-
lendirildigi eriskin hasta grubuna ait ¢alismalarda AN ile
iliskili veriler mevcut degildir. Nadir goriilen gec bir yan
etki olan AN icin bilinen risk faktorlerinin yaninda VDR
polimorfizminin katkisi olup olmadigi konusunda 6n fikir
edinebilmek amaciyla ve arastirma bitcesi olmamasi
nedeniyle genetik merkezinin kendi kaynaklari ile destek-
ledigi bu calismada yalnizca hasta grubu cahsilabilmistir.
Hasta grubunun kendi icinde homojen olmasi nedeniyle
saglikli kontroller ile karsilastirma yapilmis ve elde edilen
veriler, Cdx2-rs11568820, Fokl-rs2228570, Bsml-rs1544410
bélgelerine ait polimorfizimlerin katkisinin olabilecegdini
ve bu konuda AN gelismemis olan benzer hasta grubunun
da degerlendirildigi daha kapsamli bir ¢alisma yapmanin
fayda saglayacagini disiindirmektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma icin Medicana Etik Kurulundan gerekli izin
alinmistir (Karar no: BSH-24, Tarih: 21.10.2022).

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.

MALI ACIKLAMA

Galisma icin dogrudan veya dolayli mali destek alinmadi.
Galisma ile ilgili herhangi bir firma veya kisi ile ilgili ticari bag-
lanti yoktur.

YAZAR KATKISI

Literatlr taranmasi: ES, SC; Vakalarin takip ve tedavi
asamalari: ES; Verilerin toplanmasi: AG, ES, HD; Makalenin
yazimi: SC, ES; Onaylama: ES, CS.
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