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OZET

Amag: Alopesi areata (AA), T- hiicre aracili otoimmiin bir hastaliktir ve sitokinler bu hastaligin gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Onceki calismalar AA’l hastalarin serumlarinda proinflamatuar bir sitokin olan IL-6’nin serum seviyesinin
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde yliksek oldugunu gostermistir. IL-6 geninin promotor bolgesinde bulunan -174 G/C
polimorfizmi [L-6’nin serum seviyesini etkilemektedir. Sunulan bu ¢alismanin amaci IL-6 -174 G/C promotor polimorfizmi ile
AA’nin iligkisinin olup olmadigini degerlendirmekti.

Yontemler: Bu calismaya 146 AA’l1 hasta ve 133 saglikli birey dahil edildi. IL-6 geni -174 G/C polimorfizminin
genotiplendirmesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Enzim Analizi (REA) yontemleri ile gerceklestirildi.
Bulgular: Hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-6 geni-174 G/C promotor polimorfizminin genotip ve allel frekanslarinin
dagilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (sirasiyla, p=0.749 ve p=0.228).

Sonug: Bu calisma, IL-6 -174G/C polimorfizminin AA i¢in bir yatkinlik faktori olmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Alopesi areata, IL-6, Otoimmiinite, Polimorfizm

ABSTRACT

Objectives: Alopecia areata (AA) is a T-cell mediated autoimmune disease and cytokines play important roles development of
this disease. Previous studies showed significantly increased serum IL-6, as a pro-inflammatory cytokine, levels in AA patients
compared to healthy controls. The -174G/C polymorphism in the promoter of the IL-6 gene that affects IL-6 serum levels. The
aim of present study was to assess whether IL-6 -174G/C promoter polymorphism is associated with AA.

Methods: The study included 146 unrelated patients with AA and 133 unrelated healthy controls. The genotyping of IL-6 gene -
174 G/C polymorphism was performed by polymerase chain reaction (PCR) based restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis.

Results: Genotype and allele distribution of IL-6 gene -174 G/C polymorphism was not found to be significantly different
between patients and controls (p=0.749 and p=0.228, respectively).

Conclusion: This study shows that IL-6 gene -174 G/C polymorphism is not a predisposing factor for AA.
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GIRIS
Alopesi areata (AA), sagh deri ve/veya viicutta
cesitli sekil ve biiylikliikte skarsiz, inflamatuar
kil dokiilmesiyle karakterize edilen dokuya
0zgi otoimmiin 6zellikte bir deri hastahgidir
[1,2]. Hastaligin klinik seyri tahmin edilemez
olup dogumdan itibaren yasamin son dénemine
kadar herhangi bir yasta, cinsiyette ve etnik
grupta goriilebilir [3]. AA’'min tam olarak
etiyopatogenezi bilinmemekle birlikte genetik
ve c¢evresel faktorlerin kombinasyonuyla
belirlenen multifaktériyel bir hastalik oldugu
distiniilmektedir.  Cevresel faktorler ile
hastaliga  yatkinhik  olusturan  genlerin
birlikteligi sonucu hastalik fenotipi ortaya
cikmakta ve hastalik modifiye edici genetik
faktorler, inflamatuar yamitin ve klinik
sonuglarin  derecesini belirlemektedir [4].
AA’nin poligenik temelini destekleyen bir¢cok
calisma vardir ve bunlar arasinda pozitif aile
oykiisiiniin rapor edildigi calismalar [5], ikiz
calismalar1 [6], hayvan modelleri iizerinde
yapilan ¢alismalar [7], insan 16kosit antijeninin
(HLA) iliskisinin ve ailesel kiimelenmenin
gosterildigi calismalar [5,8] bulunmaktadir.
AA’nin gelisimi icin 6nerilen su anki hipotezler
kil folikiillerindeki immiin ayricalifin ve
otoreaktif =T lenfositlerinin  aktivasyonu
sonucunda kil folikiilii otoantijen sunumunun
bozulmasi iizerine odaklanmaktadir [9]. T
lenfositlerinden iiretilen sitokinler otoimmiin
inflamasyon da 6nemli roller oynadiklar: i¢in
cesitli sitokin genleri AA [10,11] ve Liken
planus gibi T lenfositlerinin etkili oldugu cesitli
hastaliklarda onciil olarak ¢alisilmaktadir [12].
IL-6 konak savunmasinda merkezi bir rol
oynayan multifonksiyonel bir sitokindir [13].
AA’'nin patogenezinde yer aldigi diisliniilen
otoreaktif T- hiicre yaniti [9] genetik olarak
belirlenebilirken ayni zamanda IL-6 ve diger
sitokinler tarafindan da artirilabilmektedir
[14]. IL-6 geni 7. kromozom iizerinde lokalize
olmaktadir ve 5 ekzon icermektedir [15]. IL-6
geninin promotor bolgesinde bulunan -174 G/C
polimorfizminin in vivo ve in vitro ortamda IL-
6'nin  serum seviyesini etkiledigi rapor

edilmistir. Bu c¢alismalarda G allelinin IL-6
geninin ekspresyonunu artirdig1 ve homozigot
bireylerin (G alleli icin) plazma ve serumunda
IL-6'nin  seviyesinin en yiiksek oldugu
bulunmustur [16]. IL-6 ve diger inflamatuar
sitokinler  6zellikle  kronik inflamasyon,
otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyon ve
timor olusumunda 6nemli roller oynamaktadir
[14]. Daha onceki ¢alismalarda AA’l6 hastalarin
serumlarinda IL-6 seviyesinin kontrol grubuna
gore anlamli dlizeyde yiiksek oldugu rapor

edilmistir [17,18] ancak literatiir
arastirmalarimiza goére AA’da IL-6 gen
polimorfizmlerinin arastirildigi bir calismaya
rastlanilmamuistir.

IL-6'nin, immiin hiicre aktivasyonunda ve
inflamasyonda 6nemli roller oynadig1 [19] aymi
zamanda inflamatuar ve otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde yer aldig1 [20] goz
ontline alindiginda IL-6 gen polimorfizimleri ile
AA arasindaki baglantinin arastirilmasi 6nemli
olacaktir. Bu ¢alisma; IL-6'nin transkripsiyon

seviyesini  etkiledigi  bilinen -174 G/C
(rs1800795) polimorfizminin Alopesi areata ile
olasi iliskisinin toplumumuzda

degerlendirilebilmesi amaciyla gerceklestirildi.

YONTEMLER

Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu calismaya Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiultesi, Deri ve Zihrevi Hastaliklar Ana Bilim
Dali poliklinigine basvuran 18-45 yas arasi
Alopesi areata tanisi konulmus 146 hasta (yas
ortalamas1 +* SD: 33.14 * 7.321 wyil) ve
kendisinde ve akrabalarinda AA olmayan 133
bireyden olusan kontrol grubu (yas ortalamasi
+ SD: 32.34 + 5.343) dahil edilmistir. Hasta
grubunu 72 erkek ve 74 kadin, kontrol grubunu
ise 64 erkek ve 69 kadin olusturmaktadir.
Kontrol grubu, AA Oykiisii olmayan ve
dermatoloji ~ klinigine diger sebeplerden
basvuran hastalardan secildi. Yapilan galisma
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Etik Kurulu
tarafindan onay alinmis olup arastirmaya dabhil
edilen her bireyden onam formu alindi. Tim
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katilimcilar genotip analizi icin periferal kan
ornegi vermeyi kabul etti.
IL-6 geni -174 G/C
Genotiplendirilmesi

Hasta ve kontrol grubundan 2 ml periferal kan
ornegi EDTA’l tiip icerisinde alind1 ve genomik
DNA izolasyonu, PureLinkTM genomik DNA
purifikasyon kiti (Invitrogene) protokoliine
uygun olarak yapildi. Bu ¢alismada IL-6 geni -
174 G/C polimorfizminin genotiplendirmesi
icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve
Restriksiyon Enzim Analizi (REA) yontemleri
kullanildi. Calismada kullanilan primerler,
restriksiyon enzimi ve PZR- REA sartlar1 i¢in
Demirtiirk ve ark’larimin [21] yaptiklan
calisma referans alindi. IL-6 geni -174 G/C
polimorfizminin amplifikasyonunda kullanilan
primerler, iriin uzunluklar1 ve PZR sartlan
Tablo 1 de gosterildi. IL-6 geni -174 bolgesinin
amplifikasyonu icin son hacim 25 pL olacak
sekilde  reaksiyon  karisimi  hazirlandi.
Reaksiyon karisimina, 50 ng genomik DNA, 0.8
nmol/ul her bir primer, 10X PCR 2.5 mM
Buffer, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP ve 1U Taq
DNA polimeraz (Fermentas, USA) eklendi. Elde
edilen PZR driinleri REA  yoOntemleri
kullanilarak analiz edildi. PZR driinleri 1 U
BseLl restriksiyon enzimi (Thermo Scientific,
USA) ile 37 oC’ de bir saat bekletilerek kesildi.

polimorfizminin

Tablo 1: IL-6 -174 G/C Polimorfizmi i¢in primer dizisi, kesim
enzimi, Uiriin boylari, PZR programi

Uriin
Boyu

Polimorfi Primer

zm Dizisi

5'TTGTCAAGACATG

CCAAAGTGCGGAG3'
’

Kesim
Enzimi

Kesim
Uriinlerinin Boyu

5 min at 94
GG 139+ 17 bg 30sat94°C,
- 156 b¢ BseL-I CC 117 + 22 + 17 30 s at 55°C, 40 siklus
GTGCAATGTGACGTC be 1 minat72°C
CCTTAGCAT-3’ 5 min at 72°C

PZR Programi

1L-6-174
G/C

Kesim {trtnleri etidyum bromiir ile boyanmis
%3’liik agaroz jelde elektroforez edildikten
sonra UV 151k altinda analiz edildi. [L-6 geni -
174 G alleli iceren PZR friinleri BseLl
restriksiyon enzimi ile kesildiginde 139 ve 17
baz ciftlik 2 bant olusurken -174 C alleli iceren
PZR irinleri BseLl enzimi ile kesildiginde 117,
22 ve 17 baz ciftlik bantlar seklinde
gozlemlendi (Sekil 1 de gosterildi).

Sekil 1: IL-6 -174 G/C boélgesinin BseLl enzimi ile kesimi
sonucu elde edilen tirtinlerin %2’lik agaroz jeldeki goriintiist
M: 50 bg¢’lik marker; 1-6:GC genotipi; 7-9:GG genotipi

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢cin SPSS 13.0 ve
OpenEpi Info 2.3.1 (www.openepi.com) yazilim
programlar1 kullanildi. AA hasta ve kontrol

gruplarinda IL-6 geni -174 G/C gen
polimorfizminin genotip dagihmi x2, allel
dagihimi ise Fisher Kkesin x2 testleri ile

karsilastirildi. P degeri 0.05’den kii¢iik bulunan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Genotip dagilimi ve Hardy-Weinberg
(HWE) denkligi icin http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl  programi
kullanildi.
BULGULAR

IL-6 geninin promotor bolgesinde lokalize olan
-174 G/C gen polimorfizminin genotip ve allel
dagihimi hasta ve kontrol gruplarinda analiz
edildi. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik
ozellikler tablo 2 de verildi. Calisma gruplar
arasinda cinsiyet ve yas dagilimi yoniinden
anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla, p=0.9047
ve p=0.473). IL-6 geni -174 G/C promotor
polimorfizminin genotip dagiliminin hasta ve

kontrol grubunda HWE denkligine uygun
oldugu bulundu. AA’li hasta ve kontrol
grubunda, IL-6 -174 G/C polimorfizminin

genotip dagilimi ve allel sikligi Tablo 3’de
gosterildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
IL-6 geni -174 G/C promotor polimorfizminin
genotip ve allel siklig1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (sirasiyla, p=0.749 ve
p=0.228).
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Tablo 2: Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

AA hasta grubu Kontrol grubu P
(N=146) (N=133)
Cinsiyet
Kadin 74 (%51) 69 (%52)
0.9047
Erkek 72 (%49) 64 (%48)
Yas
Yas ortalamasi (y1l) 33.14+7.321 32.34+5.343 0.473

Tablo 3: IL-6 -174 G/C Polimorfizminin AA Hastalarinda ve
Kontrol Grubundaki Genotip Dagilimi ve Allel Siklig1

AA hasta grubu Kontrol Grubu P
N=146 (%) N=133 (%)
IL-6 -174 G/C
Genotipler

G/G 71(%49) 71(%54)

G/C 66(%45) 55(%41) 0.7492

c/C 9(%6) 7(%59

Alleller
G 208(%71) 197(%74) 0.228
C 84(%29) 69(%26)
TARTISMA

IL-6, fibroblastlar, makrofajlar, B ve T hiicreleri
gibi cesitli hiicrelerden iiretilen proinflamatuar
bir sitokin olmakla birlikte hematopoezin,
immiin hiicre aktivasyonunun ve
inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli roller
oynamaktadir [19]. Cesitli inflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde IL-6'nin
anormal iiretimine isaret edilmekte ve bu
sitokinin asir1 derecede liretimi B hiicrelerinin
anormal farklilasmasina ve antikor iliretmesine
yol agmaktadir [20].

Sitokin iireten genlerdeki polimorfizmler
cevresel bir tetikleyiciye yanitta {retilen
sitokinin miktarini belirleyebilmektedir [4]. Bu
polimorfizmlerin  arasinda IL-6 geninin
promotér  bolgesinde  bulunan -174G/C
degisimi de yer almaktadir. Gen transfeksiyon
calismalar1 G allelinin, C allelinden yaklasik
%60 kadar daha yiiksek seviyede eksprese
oldugunu gostermistir. Bu ylizden -174G/C
polimorfizminin -174GG ve -174GC genotipleri
daha yiiksek seviyede lretici fenotip ile -174CC
genotipi ise daha diisiik seviyede liretici fenotip
ile karakterize edilir. G allelinin siklig1 etnik
gruplar arasinda farkhiliklar gostermektedir
ornegin Kafkas popiilasyonlarina gore Kafkas
olmayan popiilasyonlarda ¢ok daha yiiksek
siklik gostermektedir. IL-6 liretimini degistiren

polimorfizmler  juvenil idiopatik  artrit,
menengokok hastaligl, birkag tip kanserin dahil
oldugu c¢ok sayida hastaliga yatkinlikla
iliskilendirilmistir [19].

Simdiye kadar yapilan calismalari
incelendigimiz kadariyla otoimmiin bir hastalik
olan AA’da IL-6 gen polimorfizmlerinin
incelendigi bir calismaya rastlanilmamis olup
IL-6'nin AA’da serum diizeyinde calisildigl
birka¢ ¢alisma mevcuttur. Bilgi¢ ve ark.’lar1 40
AA’ll hastada ve 40 saglikli bireyde IL-6, TNF q,
[L-23 sitokinlerinin ve CXCL9, CCL17, CCL20 ve
CCL27  kemokinlerinin serum seviyesini
incelemislerdir. TNF «, IL-6, IL-23, CXCL9,
CCL17, CCL20 ve CCL27'nin serum seviyesi
kontrol grubuna goére AA’lN hasta grubunda
onemli derecede daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak logistik regresyon analizi
sonucunda IL-6, TNF «, CXCL9 ve CCL20 ile AA
arasinda bir iliski bulunamamis CCL17 ve
CCL27 seviyeleri pozitif, IL-23 seviyesinde
negatif bir iliski bulunmustur [17]. Atwa ve
ark.lar1 ise yaptiklar1 ¢alismada AA’l
hastalarda IL-6, IL-17, IL-21, IL-22 ve TNF «
sitokinlerinin serum seviyesi ve bu sitokinlerin
AA'nin siddeti ve Klinik tipleriyle iliskisini
arastirdilar. Calismanin sonucunda IL-6, IL-17,
[L-21, IL-22 ve TNF a sitokinlerinin serum
seviyesinin AA’ll hasta grubunda daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. IL-17 ve TNF «
sitokinlerinin seviyesi hastalik siddetiyle IL-
22’nin seviyesi ise AA'nin siiresi ile pozitif
olarak iliskilendirilmistir. Ancak farkli klinik
tipteki ve siddetteki AA’ll hastalar arasinda IL-
6'nin serum seviyesinde oOnemli bir fark
goriilmedi [18]. Calismamizin  sonuglari
incelendiginde hasta ve kontrol grubu
arasindaki dagilimda anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu durumda gortilmektedir ki
-174G/C polimorfizmi AA icin bir risk faktori
olusturmamaktadir. IL-6'nin {retimi aym
zamanda IL-1 ve TNF a sitokinleri tarafindan
uyarilmaktadir [22]. AA’da yapilan
calismalarda IL-1 f'nin in vitro ve in vivo da kil
biiylimesinin inhibisyonunda o6nemli
faktorlerden biri olabilecegi ve hastaliktan
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etkilenmis sach deride IL-13'nin asir1 derecede
eksprese oldugu gosterilmistir [23,24]. AA’da
IL-6'nin serum seviyesinin artmasi1 [17,18],
1B'nin  ekspresyonunun artmasiyla iligkili
olabilir. Yapilan deneysel c¢alismalarda IL-6
geninin promotoriinde ¢ farkli polimorfik
bolge (-597G/A, -572G/C ve -373nAT) daha
belirlenmistir  [25]. [L-6 proinflamatuar
sitokinini kodlayan gendeki diger fonksiyonel
varyantlarinda AA’da analiz edilmesi klinik
olarak kullanish olabilir.

Ozetle, calisma bulgularimiz IL-6 -174G/C
polimorfizminin AA’'nin gelisiminde genetik bir
risk faktéorii olmadigini  gostermektedir.
Polimorfizmlerin 1rklar ve etnik gruplar
arasinda degiskenlik gostermesi ve c¢alisma
grubunun goreceli olarak az olmasi dolaysiyla
daha biiyiik calisma serileri ile verilerimizin
dogrulanmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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