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I. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Tiirk¢e Adi: Sitokinlerin ve sitokin genlerindeki polimorfizmlerin komiir iscileri

pndmokonyozunun gelisiminde ve klinik siddetindeki rolii

Ingilizce Ad1: The role of cytokines and cytokine gene polymorphisms in the progression and

severity of coal workers’ pneumoconiosis

Tiirkce Ozeti: Komiir iscileri pnomokonyozu (KIP), etiyolojisi heniiz tam tanimlanmamis
kompleks ve ¢ok etkenli bir akciger hastaligidir. KIP, hastaligin erken dénemlerinde basit
pnomokonyoz (BP) olarak tanimlanirken, perifokal yaygin fibrozise doniistiigiinde ve
pulmoner fonksiyonlarda ciddi degisiklikler goriildiigiinde, ilerleyen masif fibrozis (IMF)
olarak adlandirilir. Genelde fibrotik akciger hastaliklarinin makrofaj kaynakli sitokinler ve
gelisme faktorleri araciligr ile gelistigi kabul edilmektedir. Kémiir tozunun neden oldugu
enflamasyonda ve fibrozisin ilerleyen yaygin forma doniisiimiinde enflamatuar sitokinlerin
yanisira, reaktif oksijen radikallerinin de 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Komiir is¢ileri
pndmokonyozunun olusumunda ve gelisiminde oksidatif stresin ve sitokinlerin ve gelisme
faktorlerinin saliniminin etkin oldugu hipotezine dayanan bu caligmanin ilk boliimiinde,
saglikli kémiir iscileri, BP ve IMF hastalarinin serum ve BAL sivilarinda pro-enflamatuar
sitokinlerden interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), tiimdr nekroze edici faktor alfa (TNF-a)
ve transforme edici bilyiime faktorii beta (TGF-B) diizeyleri dlgiilmiis, yine ayn1 6rneklerde
antioksidan enzimlerden katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitelerine bakilmigtir. Ayrica BAL, serum ve idrar Orneklerinde immiin sistem
aktivasyonunun biyogostergesi olarak kabul edilen neopterin diizeyleri de dl¢iilmiistiir. Hasta

grubunu uzun siire komiir madencisi olarak calismis ve KIiP hastaligina yakalanmis 81 emekli



is¢i olustururken buna karsilik kontrol grubu ise 63 is¢iden olusturulmustur. Sitokin ve
neopterin dl¢limleri ELISA yontemi ile ve antioksidan enzim Sl¢iimleri de spektrofotometrik
yontemlerle gerceklestirilmistir. Lokal olarak hastalifin olusumunda ve ilerlemesinde
sitokinlerin, antioksidan enzimlerin roliinii ve bir biogdsterge olarak neopterinin diizeyini
arastirmak i¢in bronkoskopik kontrole tabi tutulan ve kontrol sonucu hastalik bulunmayan
kontrol grubu ve yine kontrol sonucu KIiP hastaligi oldugu saptanan ve radyografik
siniflandirilmayla BP ve IMF olarak iki grup olusturuldu. Calismamizda elde edilen bulgular
sonucunda serum ve BAL IL-1f, IL-6 ve TNF-o’nin hastalarda kontrollere oranla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiliksek ¢ikmasi, bu sitokinlerin hastalik gelisimine katkida
bulunacak sekilde pro-enflamatuar bir rol oynadigini gdstermektedir. ilerleyen masif fibrozisli
hastalarin serum IL-6 ve TNF-o ve BAL IL-1B, IL-6 ve TNF-o seviyelerinin basit
pnomokonyozlu hastalara gore anlamli olarak yliksek olmasi ayrica hastaligin klinik
siddetinin artmasinda da rol oynadigini diisindiirmektedir. Serum TGF-f diizeyleri ise
ilerleyen masif fibrozisli hastalarda kontrol grubuna ve BP’lu hastalara gore anlamli bir
sekilde olmasa da diisiik bulunmustur. BAL TGF- diizeylerinde bu diisiis anlaml
bulunmustur. Bu bulgular TGF-f’nin fibrotik 6zelliginin konsantrasyona gore degistigini
dogrulamaktadir. TGF-f diisiik konsantrasyonlarda fibroblastlar iizerine stimiile edici bir etki
gosterirken, yiiksek konsantrasyonlarda inhibe edici bir etki gdstermektedir. Ayrica TGF-
B’nin siklikla anti-enflamatuar 6zellik gosterdigi de diistintilebilir. Serum GPx, SOD enzim
diizeyleri BP ve IMF’li hastalarda, serum katalaz diizeyi ise sadece BP’li hastalarda
kontrollere kiyasla anlamli bir sekilde artmis bulunmustur. IMF’li hastalarda da BP’lu
hastalarla kiyaslandiginda anlamli olmasa da 1.5 kat artmis bulunmustur. Bu durum hastaligin
gelisiminde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) Onemini gostermektedir. BAL GPx diizeyi
kontrollerde, BP ve IMF’li hastalara oranla anlamli olmasa da yiiksek bulunmustur. Bu durum

hastalik olustuktan sonra antioksidan enzim oksidan dengesinin reaktif oksijen radikali



yoniine kaydigim1 gostermektedir. BAL katalaz diizeyleri ii¢ grupta da birbirine yakin
bulunmustur. BAL SOD diizeyi ise BP ve IMF hastalarinda, kontrollere oranla anlamli bir
sekilde yiiksek bulunmustur, bu durum hastalik halinde ve gelisiminde siiperoksit radikalinin
ortamda hala yiiksek miktarlarda bulundugunu gosterebilir. Ayrica calismamizda BP ve IMF
li hastalarin serum ve idrar neopterin diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis bulunmustur. Ayrica serum ve idrar neopterin diizeyleri
arasinda iyi bir korelasyon da gozlenmistir. Neopterin diizeylerinin 6l¢limiiniin hastaligin
ilerlemesinde de bir biogdsterge olup olmadigini anlamak i¢in BP ve IMF hastalarinin serum
ve idrar diizeyleri karsilastirilmis ve kontrollerle karsilastirildiginda anlamli olmasa da BP
hastalarinda 2 kat, IMF hastalarinda da 3 kat fazla bir artis gdzlenmistir. Ayrica BAL
neopterin diizeyleri IMF hastalarinda, BP ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda da artmus
miktarlarda bulunmustur. Lokal olusumu gosterdigi icin BAL neopterin diizeyleri, KIP nin
immiin aktivasyonunun derecesini 6lgmek i¢in iyi bir gosterge olabilir.

Calismanin ikinci béliimiinde, KIP’nun kronik enflamatuar yapisina ve baz alelik varyantlara
enflamatuar hastaliklarda anlamli oranda rastlanildigi yoniindeki genetik bulgulara
dayanilarak, TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-1ra, 11-6 ve TGF-B genlerindeki polimorfizmlerin bu
hastaligin insidanst ve/veya klinik siddetiyle ilgisi aragtirilmistir. Bireysel duyarlikta etnik
farkliliklarin biiyiik 6dneminin bulundugu g6z Oniine alindiginda elde edilecek olan analiz
sonuclart is¢i saghg riskinin degerlendirilmesi agisindan Onemlidir. Genotipleme
caligmalarindan sonra in vitro olarak mutant ve mutant olmayan is¢ilerin monositlerinden
TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-1ra sitokinlerinin salinimi 6l¢iilmiis ve bu sitokinlerin genlerindeki
polimorfizmlerin salinim iizerine gosterdikleri etkiler incelenmistir. Hasta grubunu uzun stire
kémiir madencisi olarak ¢alismis ve KIP hastaligina yakalanmis emekli 75 is¢i olustururken
buna karsilik kontrol grubu ise 11’1 emekli, 88’1 ise ¢alisan komiir is¢isi olmak {izere toplam

99 isciden olusturulmustur. Genotipleme deneyleri PCR-RFLP yontemleri ile yapilirken,



monositlerden salinim 6l¢iimleri ise incelenen sitokinlere 6zgii ELISA kitleri ile yapilmistir.
Genotipleme deneyleri sonucunda hastalik olusumu ve ilerlemesi acisindan KIP gelisimi
iizerinde en fazla etki gosteren sitokin polimorfizmleri, TNF-o (-238) polimorfizmi olmus
iken (hastalik olusumunda 3,35 kat, IMF gelisiminde 3,88 kat ve hastalik genelinde ise 2,95
kat) TNF-o. (-308) polimorfizmi de IMF gelisiminde anlamli olarak etki gosterdigi
bulunmustur (2,38 kat). Bunun yaninda gii¢lii antienflamatuar etkileri oldugu bilinen IL-6
sitokininin genotipleme deneyleri sonucunda ise koruyucu etki gosterdigi saptanmistir. Bu
sitokinlerin diginda IL-1a (+4845), IL-1p (+3953), IL1-ra (+2018) ve TGF-B (Kodon 10) gen
polimorfizmlerinin KiP olusumu ve gelisimi {izerinde herhangi bir anlamli etki
olusturmadiklart gozlenmistir. Monositlerden sitokin salinim dlglimlerinde ise TNF-a
sitokininin mutant bireylerde salinimi, mutant olmayanlara gore anlamlilik gostermistir
(komiir tozu ile P<0,05, LPS ile P<0,0I). Bu da TNF-a polimorfizminin TNF-a sitokinin
iiretimini arttirarak monositlerden salinan diizeylerini de arttirdigin1 gostermistir. IL-1a, IL-1P
ve IL-1ra sitokinlerinin mutant ve mutant olmayan is¢ilerin monositlerinden salinim diizeyleri
arasinda ise bir anlamlilik bulunmamistir. Ancak salinimlar 6lgiilen dort sitokinde de, aktif
komiir ve LPS stimiilasyonuyla salinan monosit diizeyleri, spontan salinan monosit
diizeylerine gdre anlamli ¢tkmistir (P<0,001). Sigara i¢iminin ne KIP gelisimi iizerinde ne de

monositlerden sitokin salinim diizeyleri tizerine herhangi bir etkisi bulunamamuistir.

Ingilizce Ozeti: Coal workers’ pneumoconiosis (CWP) is an occupational lung disease
caused by coal dust inhalation and characterized by development of fibrotic and inflammatory
reactions in the lung. CWP is divided into two stages according to disease severity; simple
pneumoconiosis (SP) in which fibrotic lesions remain limited and progressive masif fibrosis
(PMF), characterized by severe alterations in lung functions due to extensive fibrosis and

emphysema.



Coal dust particles are known to stimulate the macrophages. The activated macrophages
produce excessive amounts of reactive oxygen species (ROS) and cytokines. The first part of
the present study was designed to determine serum and BAL cytokine (IL-1, IL-6, TNF-a,
TGF-B) and antioxidant enzyme [superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
catalase] levels to investigate their roles in development of CWP and the disease severity.
Also it was investigated the neopterin — as a biomarker of immune system activation-levels in
BAL, serum and urinary samples of control, SP and PMF patients. Patient group was selected
of 81 retired workers suffering from CWP, on the other hand control group included 63
workers having no findings of CWP. Significant increases in the serum and BAL levels of IL-
1, IL-6, TNF-a was evident in SP and PMF patient groups compared to control. Serum IL-6,
TNF-a and BAL IL-1, IL-6, TNF-a levels of PMF patients were found significantly higher
than those of SP patient group. Although in SP patient group the serum TGF-B levels were
found higher than in control and PMF patient groups, the differences were not significant. The
same profile but significant levels were observed in BAL TGF-f levels. In conclusion, this
study suggest that serum and BAL IL-6, TNF-a and also BAL IL-1 levels may be associated
with occurence of CWP. Serum and BAL IL-6 and TNF-a levels may be correlated with
severity of disease. For three cytokines in BAL there were also significant differences between
two patients groups. TGF-f may have a dual role in fibrotic processes depend on its
concentration and it is related to the relatively weak development of inflammatory processes
in the lung of patients with SP compared with those with PMF. Significantly elevated serum
GPx, SOD levels were found in SP and PMF patients and significantly elevated serum catalase
levels were found in SP patients when compared with control group. When we measured BAL
antioxidant enzyme levels we found that control groups’ BAL GPx levels were higher than SP
and PMF patients. BAL SOD levels were found significantly higher in SP and PMF patients

when compared with control. This results demonstrated that the imbalance between antioxidant



enzymes and ROS was an important factor in development of CWP. When we look at the
neopterin levels we found that in SP and PMF patients, mean serum neopterin levels were
significantly higher than that of the control group. On the other hand, more significantly
increased amounts of urinary neopterin levels were found in SP and PMF patients when
compared with the control group. However, there were no significant differences between the
serum and urinary neopterin levels of SP and PMF patients. BAL neopterin levels were found
significantly higher in SP and PMF patients when compared with control group. Also, BAL
neopterin levels in PMF patients were significantly higher than those of SP patients. As serum
levels of SP and PMF patients were found upper than normal limits while urinary levels were
between normal ranges, it can be suggested that serum neopterin levels might be a good
biomarker for the occurrence of CWP. However, both of them do not reflect the disease
severity. Based on our findings, it can be further suggested that BAL neopterin levels could be

related with both immune activation and disease severity in CWP.

In the second part of this study, we aimed to investigate CWP-related cytokines TNF-a, IL-1a,
IL-1pB, IL-1ra, IL-6 and TGF-B to point out the cytokine profile of Turkish coal miners by
performing genotypic and phenotypic analysis. It has been shown that ethnical differences are
playing role in individual sensitivity so that our results are important to evaluate the health
risks of coal miners. After genotyping, the in vitro release of TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-1ra
cytokines from blood monocytes of mutant and non-mutant workers was investigated.
Afterwards, the effects of the cytokine polymorphisms on the amounts of cytokines released

from monocytes were evaluated.

Patient group was selected of 75 retired workers suffering from CWP, on the other hand
control group included 11 retired and 88 active workers having no findings of CWP.
Genotyping experiments were performed with PCR-RFLP methods and cytokines released

from monocytes were measured by using cytokine spesific ELISA kits.



According to genotyping results, it seems to be TNF-a (-238) cytokine gene polymorphism

was significantly effective than others on the occurrence and severity of CWP. This variant

has shown 2,95 fold risk of CWP occurrence, 3,35 fold risk of the progression of SP and 3,88

fold risk of the progression of PMF. In TNF-a (-308) gene polymorphism, it was clearly seen

that this variant only affected on the disease severity (OR: 2,38 fold risk of the progression of
PMF). In all CWP patients, there was 1,37 fold risk but there is no significance. IL-1a (+4845)
and IL-1B (+3953), IL-1 ra (+2018) and TGF-B (Codon 10) variants had no significant effects

on neither the occurrence nor the severity of the disease. In contrast to these cytokines, IL-6 (-

174) polymorphism showed a protective effect on CWP occurrence and disease severity

although this cytokine had strong anti-inflammatory effects.

The level of TNF-a released from the monocytes of mutant workers was significantly

increased compared to the levels released from the non-mutant workers’ monocytes (P<0,05

with coal dust stimulation and P<0,0! with LPS stimulation). This result showed that, TNF-a

gene polymorphism had an augmenting effect on the production of this cytokine. On the other

hand IL-1 gene polymorphisms (IL-la, IL-1B ve IL-1ra) had no effect on the levels of
cytokines released from monocytes in mutant and non-mutant workers. However, this study

demonstrated a common result that the levels of cytokines released from monocytes by

stimulation of coal and LPS were significantly increased compared with spontaneous release

(P<0,001). As a confounding factor, the possible effect of smoking was also examined but no

significant relationship was found between smoking and CWP.



II. Amac¢ ve Kapsam

Toplumlar sanayilerini gelistirdikce mineral tozlarma olan ihtiyact da biyiikk bir hizla
artmaktadir. Insan yasaminda ve enerji hammaddeleri i¢inde ¢ok énemli bir yere sahip olan
komiir, diinyada genis rezervlere ve vazgecilmez yaygin tiikketim alanlarina sahip bir
mineraldir. Insanlarin yasadiklar1 ve calistiklar1 ortamda solunan pek ¢ok kimyasal madde
solunum yollarinda ve akcigerlerde c¢esitli hastaliklarin olugmasina ve hatta hastaligin
siddetine bagli olarak Olime kadar gidebilen durumlara neden olabilmektedirler. Mesleki
akciger hastaliklari; cesitli tozlarin, gaz ve dumanlarin solunmasi ile meydana gelen
hastaliklar1 kapsamaktadir. Diinya ¢apinda goriilen mesleki akciger hastaliklar1 arasinda en
yaygin goriilenleri, mineral tozlarin solunmasina bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklardir. Bu
mineral tozlardan biri olan komiir tozu da giiniimiizdeki modern kontrollere ve diizenlemelere

ragmen halen c¢esitli solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir.

Endiistrilesmis tilkelerde komiir madenciligi giderek daha az insanin istihdam edildigi ve
risklerin en aza indirilmeye calisildig1 bir alan olmakla beraber gelismekte olan iilkelerde
onemini korumakta olup calisan is¢i sayisi halen ¢ok yiiksektir. Sadece Tiirkiye Taskdmiirii
Kurumu biinyesinde 20.07.2004 tarihi itibariyle 8 412 yer alt1 ve 3 044’ ise yeriistii olmak
iizere toplam 11 456 is¢i bu meslek grubunda ¢alismaktadir. Bu gruptan 3 906 birey ise tozlu
olma ihtimali en yiiksek olan yani mesleki akciger hastaliklara yakalanma riski en fazla olan
iretim ig¢isi olarak digerleri de yine yeraltinda ancak toz olugma olasilifi daha az olan
iiretime destek ve hazirlik iscisi olarak ¢aligmaktadir (Tiirkiye Taskdmiirii Kurumu, 2004).
Bu sayilar iilkemizde komiir madenciliginin 6nemini devam ettirdiginin agik¢a bir
gostergesidir ve bu meslek grubunda ¢alisan bireylerin biiyiik bir risk altinda oldugunun bir

kanitidir.



Uzun siireler ¢esitli mineral tozlara soluma yoluyla maruz kalinmasi sonucu akcigerlerde toz
depolanmas1 ve daha ileriki donemlerde fibrozis ile seyreden akciger hastaliklart genel olarak
pnomokonyozlar adi altinda gruplandirilirlar ve restriktif (infiltratif veya diffiiz interstisyel)
akciger hastaliklar1 arasinda en yaygin olanlaridir. Pndmokonyozlar, hastaliga neden olan
mineral toza gore isimlendirilirler. Bu tozlardan en Onemlileri ise asbest, silika ve komiir
tozlaridir. Asbest ile asbestoz, silika ile silikozis meydana gelirken kdmiir tozlarina maruziyet
sonrasinda ortaya ¢ikan pnémokonyoza ise komiir iscileri pndmokonyozu (KIP=CWP) adi
verilir. Gegmis yillarda, mineral tozlarin solunum yolu hastaliklarindaki rolleri, in vitro
caligmalardan saptanmustir. Silika ve diger partikiiller izerine hem in vivo ve hem de in vitro
caligmalar yapilmis iken, kdmiir tozlar1 hakkindaki bilgilerin biiyiik bir kism1 epidemiyolojik
caligmalardan elde edilmistir. Diger taraftan komiir iscileri ile ilgili olan epidemiyolojik

caligmalar, mineral tozlarin risk degerlendirmesi verilerini olusturmaktadir.

Komiir madenlerinde ¢aligmakta olan isgiler ¢alisma siiresince karbon partikiilleri yaninda
silika, demir oksit, kaolin gibi degisik maddelere maruz kalirlar. KIP’in ilk tanimlarindan biri,
akcigerlerde komiir tozlarinin birikmesi ve buna bagli olarak dokunun bu toza kars1 gosterdigi
reaksiyon olarak adlandirilmasidir (Morgan, 1975). KiP’in iki formu vardir; bunlar basit
pnémokonyoz (BP) ve ilerleyen masif fibrosiz (IMF)’dir. Komiir iscilerinde bu iki KIP
formundan biri geligir. Ancak komiir tozuna kronik maruziyet sonucu akcigerdeki lezyonlarin
genislemesi ve bilyiimesi ile birlikte KIP’in siddeti hafiften orta hale daha ileri sathalarda da
maruziyetin devamina bagli olarak da siddetli ve komplike hale gelir. Basit pndmokonyoz ve
ilerleyen masif fibrozis, radyolojik ve mikroskobik o6zellikleri ile birbirinden ayrilirlar.
Radyolojik olarak basit pnomokonyoz, birgok kiiglik c¢apli yuvarlak opakliklarla
karakterizedir ve bu opakliklar 6zellikle akcigerin iist bdlgesinde goriilmektedir. Ilerleyen

masif fibrozisde kiiclik c¢apli opakliklar biraraya gelerek genis bir alana yayilmistir.
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Mikroskobik olarak basit pnomokonyoz, Ozellikle {ist lobda, brongioller etrafinda
merkezlenmis siyah komiir tozu makiilleri ile karakterizedir. Makiillerin caplar1 1 ile 6 mm
arasinda  degismektedir. Ilerleyen masif fibrozisde lezyonlar 6zellikle sag akcigerin iist
loblarinda goriilmekle birlikte daha da ciddi vakalarda her iki lobda da rastlanmaktadir.
Lezyonlar, kdmiir tozu yiiklii diizensiz veya yuvarlak fibrotik yiginlar ve gelisigiizel yayilmis

kolajen lifleri halinde goriiliir. (Castronava ve Vallyathan, 2000).

KIP, patofizyolojik mekanizmalari heniiz tam tanimlanmanus kompleks ve ¢ok etkenli bir
akciger hastalifi olmakla birlikte, komiir tozunun immiin sitemde meydana getirdigi
degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Yapilan c¢aligmalar, akcigerlerin kdmiir tozuna,
proenflamatuar reaksiyonlar1 tetikleyerek, fibroblast proliferasyonunu ve ekstraselliiler
matriks sentezini arttirarak yanit verdigini ortaya koymustur (Rom ve ark., 1987; Green ve
Vallyathan, 1998; Schins ve Borm, 1999; Vallyathan ve ark., 2000). Komiir tozu ve diger
inorganik minerallerin fagositozu sirasinda alveoler makrofajlardan ve polimorfoniikleer
l16kositlerden reaktif oksijen tiirleri (ROT) salinir. ROT un proinflamatuar 6zellikleri endotel
hiicre hasari, nétrofil gocii, lipid peroksidasyon ve antioksidasyon, DNA hasari, TNF-q, IL-1
salinimidir. Gergekten de makrofajlardan iiretilen oksidan seviyesi ile akciger hasar1 ve
pnomokonyozun siddeti arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Wallaert ve ark., 1990;
Blackford ve ark., 1997). Glutation peroksidaz, superoksit dismutaz ve katalaz normalde
solunum yolunda bulunan ve akcigerleri oksidatif satagmalardan koruyan enzimlerdir.
Calismanin ilk boliimiinde BAL ve serumda bu enzim aktivitelerindeki degisikliklerin
Ol¢iilmesi amacglanmistir ve pnomokonyotik akcigerlerde antioksidan savunmanin ne oranda
etkilendigini ortaya koyacaktir. Komiir iscilerinde yapilan ¢aligmalar, BAL sivisindan elde
edilen alveoler makrofajlarin asir1 miktarlarda sitokin ve ROT saldigin1 gostermistir. Bu

sekresyonlarin hiicre hasarma neden oldugu ve hastalik prosesini baslattigi Onerilmekle

11



birlikte, patofizyolojik mekanizmalar halen tam aciklanamamistir. Bu giline kadarki bulgular,
akcigerlerin kOmiir tozuna, pro-enflamatuar sitokinlerin sekresyonunda artisa yol acan
enflamatuar reaksiyonlar1 tetikleyerek ve ekstraselliiler matriks sentezini ve fibroblast
proliferasyonunu artirarak yanit verdigini gostermistir (Green ve ark., 1998). Rom ve
ark.(1987) sigara i¢cmeyen pndomokonyozlu komiir isgilerinden elde edilen alveoler
makrofajlarin, spontan olarak kontrollere gore daha yiiksek konsantrasyonlarda H,O, saldigin
gostermistir. Wallaert ve ark.(1990) basit pndmokonyozlu kdmiir is¢ilerinden izole edilen
alveoler makrofajlarin kontrollere gore daha ¢ok, komplike pndmokonyozlu iscilere gore daha
az oranda spontan superoksit anyonu saldigin1 gdstermislerdir. Toz partikiillerinin uyarimiyla
reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu artar. Bu da tozun redox ozelliklerine ve Fe igerigine
baglhidir (Dalal ve ark., 1995). Bu faktorler asir1 oksijen radikali iiretimine ve antioksidan
savunmayi etkisiz kilarak, oksidatif strese yol agar. Glutation peroksidaz (GPx), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz enzimlerinin siki regiile edilmis diizeyleri, ekstraseliiler ¢evrede
iiretilen oksidanlara kars1 akcigerleri korur. Bir ¢alismada pnémokonyozlu kdmiir is¢ilerinin
BAL sivilarindan elde edilen alveoler hiicrelerin daha fazla oksijen radikali saldig1 ve SOD
aktivitesinin kontrol bireylerden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Wallaert ve ark., 1990).
Rom ve ark. (1987) ile Voisin ve ark.(1985) ise, alveoler makrofajlarin SOD aktivitelerinin
kontrollere gére pndmokonyozlu madencilerde anlamli oranda yiiksek oldugunu bulmuslardir.
Sican modelinde silika ve asbestin indiikledigi enflamatuar yanitlarda Mn-SOD mRNA
indiiksiyonu rapor edilmistir (Janssen ve ark, 1994). Diger enzimlerden GPx ve katalazin
pnomokonyozlu komiir isgilerinde kontrollere gore 20 ve 15 kat arttig1 rapor edilmektedir
(Vallyathan ve ark.,2000). Nadif ve ark.(1998) komiir tozlarina maruziyet ile eritrosit katalaz
aktivitesi arasinda pozitif bir iligki gostermislerdir. Ayrica yine bu bdliimde, immiin sistem
aktivasyonunun bir biogostergesi olan neopterinin, enflamatuar ve fibrotik bir hastalik olan

KIP igin de bir biyomarker olup olmayacaginin belirlenmesi de amaglanmustir. Giiniimiizde,
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bir ¢ok ¢alisma immiin sistemi ve oksidatif stres etkilesmesinin bir ¢ok akciger hastaligi ile
iligkisinin olabilecegini isaret etmektedir (Vallyathan ve ark., 1988, Mac Nee, Rahman 2001,
Pinho ve ark., 2004). Malign ve otoimmiin hastaliklar, Alzheimer hastaligi, kalp yetmezligi,
enfaktiis gibi hastaliklarda viiciit sivilarinda neopterin seviyelerinin yiikseldigine dair bir ¢ok

caligma olsa da, pulmoner hastaliklara dair sadece birka¢ ¢alisma vardir.

Komiir tozunun neden oldugu enflamasyonda ve fibrozisin ilerleyen yaygin forma
doniistimiinde reaktif oksijen radikallerinin yanisira enflamatuar sitokinlerin de rolii oldugu
gosterilmistir. Enflamatuar sitokinler isyeri maruziyetlerinden kaynaklanan bir¢ok kronik
enflamatuar hastalikta 6nemli rol oynamaktadir. Kronik enflamatuar akciger hastaliklarinin
(idiyopatik pulmoner fibrozis, graniilomat6z hastaliklar, kronik bronsit, sistik fibrozis, silikoz,
KIP ve astim) yiiksek pro-enflamatuar sitokin diizeyleri ile ilgili oldugu gosterilmistir. Benzer
sekilde graniilomatdz reaksiyonlar ve respiratuar hipersensitiviteye neden olan aeresol ve
partikiiler pulmoner toksikanlara maruziyette de artan sitokin diizeylerinin 6nemli rol
oynadigi gosterilmistir. Alveoler makrofajlardan salinan sitokinler dahil bir dizi mediatdriin
enflamatuar proseslerin indiiksiyonunda ve pulmoner fibrozisin gelisiminde rolii oldugu
belirtilmektedir (Schins ve Borm, 1999; Wallaert ve ark., 1990; Rom, 1991; Vanhee ve ark.,
1995; Lassalle ve ark., 1990). Enflamatuar hiicre sitokinleri ve mediatorlerin hastalik gelisimi
ve toz maruziyetinin siddetiyle iliskili olarak da deney hayvani modellerinde ve insanlarda
arttigr rapor edilmektedir (Vanhee ve ark., 1995; Lassalle ve ark., 1990, 1989). Tiimor
nekroze edici faktor (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve transforme edici
bliylime faktorii (TGF-B) gibi 6nemli sitokinlerin pndmokonyozlu komiir is¢ilerin BAL
stvilarinda sentezlerinin arttifi  gosterilmistir (Schins ve Borm, 1999). Bu mediatorler
enflamasyonda, kollajen sentezinde ve otoimmiin proseslerde énemli rol oynar (Schins ve

ark., 1999; Rom, 1991). IL-1 ve TNF-o’nin pnémokonyozlu kdmiir iscilerinin alveoler
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makrofajlarindan artan diizeylerde salindigi gosterilmistir (Vanhee ve ark., 1995; Lassalle ve
ark., 1989). Ayrica invitro sartlarda alveoler makrofajlarin komiir tozuna maruziyetinin I1L-6
ve TNF-a sentezini arttirdigr gosterilmis ve IL-6’nin proenflamatuar ve fibrotik faktdrlerin
artisina kars1 otoregiilator reaksiyon olarak arttigi one siiriilmiistiir (Vanhee ve ark., 1995;
Gosset ve ark., 1991). Bununda otesinde, sitokin salinimindaki artisin direkt olarak KIP
siddetine bagli oldugu rapor edilmistir (Rom, 1991; Vanhee ve ark., 1995; Lassalle ve ark.,
1990). Bu sonuglar artan IL-1, IL-6 ve TNF-a ‘nin komiir is¢ileri pndmokonyozunun
baglamast ve gelisiminde rol oynadigin1 ortaya koymaktadir. TGF-f, fibroblast
proliferasyonunun regiilasyonunda 6nemli rol oynayan bir biiyiime faktoriidiir. Ancak bu
sitokinin tam rolii heniiz tam anlasilamamistir. Kemotaksis ve fibroblast proliferasyonunu
regiile eden bir mediator olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, TGF-’nin muhtemelen
TNF-a sentezini azaltarak alveoler makrofajlarin deaktivasyonuna yol agtigi ve bu sekilde
enflamatuar reaksiyonlar1 baskiladig1 da 6ne iirtilmektedir (Tsunawaki ve ark., 1988). Vanhee
ve ark., kontrollere gore pndmokonyozlu kémiir is¢ilerinde alveoler makrofajlardan TGF-f3

salimiminin daha yiiksek diizeyde oldugunu goéstermislerdir (Vanhee ve ark., 1994).

Calismamizin ilk boliimiinde, kronik enflamatuar hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli rol alan
pro-enflamatuar sitokinlerden IL-1, TNF-a, IL-6 ve TGF-B’nin BAL ve serum diizeyleri
Olciilecek ve bu bulgularla hastaligin farkli klinik kategorilerde goriilmesi arasindaki iliski

irdelenecektir.

Kronik enflamatuar hastaliklarin etiyolojisinde hem c¢evresel hem de genetik faktorler rol
oynamaktadir. Genelde hastalik etkeni ile baslayan hastaligin klinik goriintlisiinii spesifik
genotipler ya da gevresel faktorler etkiler. Polimorfizmler gibi genetik faktorler, genellikle tek

bir baz ¢iftinin degismesinden kaynaklanan dizilim farkliliklaridir. Son yillarda genotipleme
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tekniklerindeki gelismeler, sitokin genlerinin de polimorfik oldugunu ortaya koymus ve bu
genlerdeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNPs) bireyler arasinda farkli diizeylerde sitokin
iiretimine yol actig1 gosterilmistir. Bircok kronik hastaligin bireyler arasinda farkli seyirler
gostermesinde de bu genetik varyasyonlarin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Sitokin
genlerinde ortaya ¢ikan bilinen polimorfizmlerin ¢ogu bilinen ve farzedilen diizenleyici
bolgelerde olmaktadir ve cogunlukla SNP seklindedir. Bu da genlerin ekspresyonlarini etkiler
ve bu yaygin alelik varyantlar, hastaliga karsi hassasiyetin veya hastaligin siddetinin artmasi
ile iligkili olduklar1 bilinmektedir. Molekiiler ve epidemiyolojik c¢aligmalar, sitokin
SNP’lerinin kronik enflamatuar veya immiin sistem aracili hastaliklarla baglantili oldugunu
gostermistir (Bidwell ve ark., 1999; Yiicesoy ve ark., 2003). Sitokinleri kodlayan genlerin
cogunun cesitli hastaliklara neden olduklar1 saptanmistir. K&miir tozuna maruziyet sonucu
sitokin genlerinde ortaya ¢ikan SNP’ler, KiP’e karsi hassasiyeti ve hastaligim siddetini
etkiledikleri bilinmektedir. Bu bulgular ve fibrotik hastaliklarin enflamatuar karakteri, benzer
calisma kosullarina karsin bazi bireylerde akciger fibrozunun siddetli gelismesinde, genetik

faktorlerin 6nemli rol oynadig: diisiincesini desteklemektedir.

Ulkemizde biiyiik bir is¢i grubu komiir tozuna maruz kalarak, KIP, ilerleyen masif fibrozis
(PMF), silikozis, bronsit ve anfizem gibi bir dizi hastalia yakalanmaktadir. KiP’e bireysel
duyarlikta, TNF-a, IL-la, IL-1B, IL-lra, IL-6 ve TGF-B gibi sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin aday gen olarak tanimlandigi da bilinmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizin ikinci
boliimiinde, sitokin genlerindeki tek niikleotid polimorfizmlerin analizi sonucta, bireysel
duyarliliktaki genotipik farkliliklarin ortaya konulmasi ve de s6z konusu hastalik acisindan
yiikksek ve diislik risk gruplarinin saptanmast bir ¢alismamizin bir diger amacidir. Ayrica
TNF-a ve IL-1 sitokinlerinin pndmokonyozlu kdmiir is¢ilerinin alveolar makrofajlarindan

artan diizeylerde salindigin1 gosteren ¢alismalardan hareket ile genotipleme deneyleri
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sonucunda TNF-a, IL-la, IL-1B, IL-1ra genlerinde polimorfizm goriilen ve goriilmeyen
bireylerin monositlerinden in vitro ortamda komiir tozu stimiilasyonunun uygulanip spontan
salima kars1 olusabilecek degisikliklerin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu in vitro ¢alisma,

biitiinliiglin saglanmas1 ve 6zgiinliigiin artmas1 acisindan énemlidir.

KIP’li kisilerde bireysel farkliliklarm éneminin arastirilarak ortaya konmasina ydnelik olarak
planlanan bu ¢alisma, isci sagligi riskinin degerlendirilmesi agisindan son derece gerekli ve
onemlidir. Bireysel duyarlikta etnik farkliliklarin biiylik 6neminin bulundugu gbz Oniine
alindiginda, Tiirkiye’de ki komiir iscileri ile ilgili daha onceden yapilmis herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla, bu calisma ile elde edilecek olan genotipik ve
fenotipik analiz sonuglari, Tiirk komiir iscilerindeki sitokin profilini ortaya koyacak olmasi

acisindan 6nemli olup ¢alismanin 6zgilinliigiinii olusturmaktadir.

II1. Materyal ve Yontem

III.1. Sitokin, Antioksidan Enzim ve Neopterin Olciimleri icin Olusturulan Calsma
Grubu

Calismada numuneler, yurdumuzda komiir madenciliginin en yogun olarak yapildig: ilimiz
olan Ankara’ya 270 km uzakliktaki Zonguldak’tan toplanmigtir. Hasta grubu; uzun siire
komiir madencisi olarak ¢alismis, emekli olmus ve mesleki bir akciger hastaligi olan KiP
hastaligina yakalanmis ve Zonguldak Sosyal Sigortalar Kurumu Go6glis Hastaliklart
Hastanesinde yatan 81 hastadan (50 basit pndmokonyozlu, 31 PMF’li) olusturulmustur. Buna
karsilik kontrol grubu; Tiirkiye Taskomiirii Kurumu Kozlu Taskémiirii Isletme Miiessese
Midiirliigiinde calisan isciler ve Zonguldak Sosyal Sigortalar Kurumu Go6giis Hastaliklart

Hastanesine saglik kontroliinii yaptirmaya gelen 63 isciden olusturulmustur. Bu isgilere
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caligma ve sigara Oykiileri ile respiratuar semptomlarin da soruldugu bir anket uygulanmistir.
Sonuglarin ayritili bicimde degerlendirilebilmesi amact ile her bir bireye ait son saglik
durumlari, daha 6nceden varsa gegirdigi hastaliklar, beslenme, kahve ve sigara aligkanliklari
ile gerekli diger bilgileri iceren “Bilgilendirilmis goniillii onay formlar1” ve anket formlari
doldurulmustur. KIiP hastalarinin akciger radyografileri incelenmis ve ILO (International
Labour Office) siniflandirmasina basit pndmokonyozlu (n= 37) ve ilerleyen masif fibrozisli
(n=19) hastalar olarak hasta grubu ikiye ayrilmistir. Bu islemler tamamlandiktan sonra
heparinli kan tiiplerine konan kan, idrar numuneleri soguk ortamda laboratuarimiza
getirilmistir. Kan numuneleri santrifiij edilerek serum 6rnekleri ependorflarda toplandi, idrar
numuneleri de ependorf tliplere aktarilmis ve analize kadar -80°C’de bekletilmistir.

BAL swilarinin toplanmasi, bronkoskopik kontrole gelen komiir isgilerinin ve KIP
hastalarinin  sonuglarinin  degerlendirilmesi ile gerceklestirilmistir. KIP hastali1 teshisi
konmus hastalarin akciger radyografileri incelenmis ILO siniflandirmasina gore basit
pndmokonyozlu (n=13) ve ilerleyen masif fibrozisli (n=12) hastalar olarak hasta grubu ikiye
ayrilmigtir. Bronkoskopik kontrolde herhangi bir hastaligi bulunmayan 10 kisi de kontrol
olarak tespit edilmistir. BAL numuneleri santrifiij edildikten sonra ependorflara aktarilmis ve

analize kadar -80°C’de bekletilmistir.
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Tablo 3.1. Serum sitokin ve antioksidan enzim 6l¢iimii yapilan grubun genel 6zellikleri

BP’li hastalar IMF’1i hastalar Kontrol grubu
Birey sayisi 14 11 27
Yas (= S.H.) 57,64 £2,71 67,72 £1,90 50,44 +2,61
Maruziyet siiresi (yil) 26,00 = 0,79 29,00 £1,52 18,21 £2,15
(£S.H.)
Sigara icme durumu (%)
Evet 64 (%64,3) 18 (%18,2) 70 (%70,4)
Hayir 35 (%35,7) 81 (%81.,8) 29 (%29,6)

Tablo 3.2. Serum ve idrar neopterin dl¢limii yapilan grubun genel 6zellikleri

BP’li hastalar IMF’li hastalar Kontrol grubu
Birey sayisi 23 8 26
Yas (+ S.H.) 64,00 = 8,58 66,50 = 8,55 56,50 + 2,63
Maruziyet siiresi (y1l) 26,00 = 0,79 29,00 £1,52 18,21 £2,15
(£S.H.)
Sigara icme durumu (%)
Evet 26 (%26,1) 50 (%50) 88 (%88,5)
Hayir 73 (%73.9) 50 (%50) 11 (%11,5)

Tablo 3.3. BAL sitokin, antioksidan enzim ve neopterin Ol¢limii yapilan grubun genel
ozellikleri

Bronkoskopik kontrol (+) Bronkoskopik kontrol (-)
BP’li hastalar IMFli hastalar Kontrol grubu

Birey sayisi 13 12 10

Yas (= S,H,) 60,84 + 4,18 60,83 + 7,75 51,3+ 13,34

Maruziyet stiresi (y1l) 24 + 0,56 27 +2,68 12,50 + 1,23

(= S,H,)

Sigara icme durumu (%)

Evet 61 (%61,5) 25 (%25) 10 (%10)

Hayir 38 (%38.5) 75 (%75) 90 (%90)
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Sitokin Ol¢iimii

IL-1B, IL-6, TGF-B, TNF-a, serum ve BAL orneklerinden ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir.
Hasta ve kontrollerin serum ve BAL IL-1B, IL-6 ve TNF- a degerleri ultrahassas ELISA
kitleri (Katalog numaralari: R&D systems HSLBS50; Biosouce International KHC0064;
Biosouce International KHC3014) ile, TGF- B degerleri ise Biosource International’a ait

KAC1688 katalog numarali ELISA kiti ile 6l¢iilmiistiir.

Neopterin Ol¢iimii
Hasta ve kontrollerin serum, idrar ve BAL neopterin degerleri, IBL firmasina ait RE 59321

katalog numarali ELISA kiti ile dl¢iilmiistiir.

Antioksidan Enzim Olc¢iimii
Serum ve BAL orneklerinden antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz, superoksit
dismutaz ve katalaz, spektrofotometrik yontemlerle dlgiilmiistiir. Olgiimlerde OxisResearch

firmasina ait kitlerden (katalog numaralari: 21014, 21042, 21010) yararlanilmistir.

Kullanilan Istatistiksel Yonemler
Sitokin, antioksidan enzim ve neopterin Ol¢iim sonuglarmin analizi SPSS 11.5 programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farklilik One-way ANOVA testi

kullanilarak hesaplandi. Ayrica sigara i¢iminin etkisi Pearson Korelasyonu ile incelenmistir.
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II1.2.Genotipleme icin Calisma Grubu

Hasta grubu; uzun siire kdmiir madencisi olarak ¢alismis, emekli olmus ve mesleki bir akciger
hastalig1 olan KIP hastaligina yakalanmis ve Zonguldak Sosyal Sigortalar Kurumu Gogiis
Hastaliklar1 Hastanesinde yatan 75 hastadan (45 basit pndomokonyozlu, 30 PMF’li)
olusturulmustur. Buna karsilik kontrol grubu; 11°1 saglikli emekli, 88’1 ise Tiirkiye
Taskomiirii Kurumu Kozlu Taskémiirii Isletme Miiessese Miidiirliigii’ne periyodik olarak
saglik kontroliinii yaptirmaya gelen aktif olarak Kozlu bdlgesi madenlerinde calisan isciler
olmak {izere toplam 99 is¢iden olusturuldu. Hastalarin kan numuneleri, tedavi gordiikleri
Zonguldak Sosyal Sigortalar Kurumu GoOgiis Hastaliklar1 Hastanesinde alinirken, kontrol
grubunu olusturan is¢ilerin kan numuneleri ise Tirkiye Taskomiiri Kurumu Kozlu
Taskomiirii Isletme Miiessese Miidiirliigii'nde bireylerin onayr alindiktan sonra hekim
gozetiminde 10 ml olacak sekilde alindi. Sonuglarin ayrintili bicimde degerlendirilebilmesi
amaci ile her bir bireye ait son saglik durumlari, daha 6nceden varsa gecirdigi hastaliklar,
beslenme, kahve ve sigara aligkanliklar ile gerekli diger bilgileri iceren “Bilgilendirilmis
goniillii onay formlar” ve anket formlar1 dolduruldu. Bu islemler tamamlandiktan sonra
heparinli kan tiliplerine konan kan numuneleri soguk ortamda laboratuarimiza getirildi.
Genotipleme deneylerinin 6n basamagi olan DNA izolasyonu hi¢ vakit kaybedilmeden
uygulanarak her bir bireyin DNA’lar1 izole edildi ve genotipleme deneyleri yapilana kadar
DNA numuneleri -20° C’de saklandi. Genotipleme deneyleri PCR (Polymerase Chain
Reaction) ve RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) teknikleri kullanilarak
yapildi. Genotipleme deneyleri tamamlandiktan sonra TNF-a, IL-la, IL-18 ve IL-Ira
genlerinde mutasyona ugrayan ve mutasyon goriilmeyen bireyler saptanarak tekrar
gruplandirilmis, c¢aligmanin ikinci kismi olan kan monositlerinden yukarida bahsedilen
sitokinlerin saliimini karsilastirmak amaciyla yapilacak olan fenotipleme deneyleri i¢in bu

kisilerden doktor gozetiminde 20 ml kan tekrar alinarak 0,5 ml heparin igeren 50 ml’lik falkon

20



tiipleri i¢inde asir1 olmamak kosuluyla soguk ortamda laboratuarimiza tasinmis ve hi¢ vakit
kaybedilmeden fenotipleme deneyleri uygulanmistir. Bu deneyde mutant olanlar ve
olmayanlar iki gruba ayrilmis, bunlar mutant is¢i ile mutant olmayan is¢iler olarak
gruplandirtlmistir. Kan monositlerinden sitokin salinim diizeyleri ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) yontemi ile 6l¢iilmiistiir.

Tablo 3.4. Genotipleme yapilan bireylerin demografik datalar

BP’li hastalar IMF’li hastalar Kontrol grubu

Birey sayis1 45 30 99

Yas (+ S.H) 72,31 +£6,01 70,35 + 4,82 41,58 + 8,85

Maruziyet stiresi (y1l)

(& S.H) 26,82 + 6,72 24,71 + 6,40 11,67 £ 7,81

Sigara icme durumu(%)

Evet - - 53 (%53.5)

Birakmig 30 (%66,7) 21 (%70,0) 30 (%30,3)

Hayir 15 (%33,3) 9 (%30,0) 16 (9%16,2)
DNA izolasyonu

Kontrol ve hasta grubundan alinmis olan kanlar laboratuarimiza getirili getirilmez hemen
DNA izolasyonuna geg¢ildi. Bireylerin DNA’larinin izolasyonu i¢in Promega firmasinin

iiretmis oldugu Wizard Genomic DNA Purification kiti kullanildi.

Oncelikle 1,5 mI’lik eppendorf tiipiin icine 900 pl Cell Lysis Cozeltisi konup iizerine 300 pl
kan ilave ederek 5-6 kez cevirip iyice karigmalari saglandi. Tiip, kirmizi kan hiicrelerinin
parcalanmasi amaci ile rotatdre yerlestirilerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. 14 000 g’de 20 saniye santrifiij edildikten sonra dipteki beyaz pellete zarar
vermeden silipernatant kismi ortamdan uzaklagtirildi. Pelletin zarar gérmemesi i¢in dipte 10-
20 pl siipernatant birakildi. Beyaz kan hiicrelerinin tekrar siispanse olmasi i¢inl0-15 saniye
vorteks ile karigtirildi. 300 pl Nuclei Lysis Cozeltisi eklendikten sonra mikropipet yardimriyla

5-6 kez ¢ekilip birakilir. Cozeltinin viskoz hale gelmesi beyaz kan hiicrelerinin par¢alandigini
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gosterir. Bu karistma 100 pl Protein Coktiirme Cozeltisi ilave edilip 20 saniye siireyle
¢ozeltinin iyice karigmasi amactyla yliksek hizda vorteks ile karistirildi. 14 000 g’de 3 dakika
santrifiijleme yapildiktan sonra ¢okmiis olan proteinler beyaz bir pellet halinde gozlendi.
Stipernatant kism1 ¢okeltideki protein karigsmayacak sekilde dikkatli bir bi¢imde igine 300 pl
izopropanol konulan yeni bir eppendorf tiipe aktarildi. Proteinin de alinmasi elde edilecek
DNA’nin safligini bozacagindan bir miktar siipernatant alinmayarak bu kontaminasyon riski
en aza indirildi. Eppendorflar belli bir hizda asag1r yukar1 cevrilerek iyice karistirildi ve
DNA’nin ince beyaz iplikler halinde goriinmesi saglandi. 1 dakika 14 000 g’de santrifiijleme
yapildiktan sonra silipernatant ortamdan uzaklastirildi, tizerine DNA’y1 yikamak amaci ile 300
ul %70’1ik etanol ilave edildi ve 1 dakika 14 000 g’de santrifiij yapildi. Dipteki DNA pelleti
zarar gormeyecek sekilde siipernatant ortamdan almarak uzaklastirildi.  Etanolii
eppendorflardan dikkatli bir sekilde uzaklastirdiktan sonra temiz bir siizge¢ kagidinin {istline
bu eppendorflar ters bir sekilde ¢evrildi ve 15 dakika boyunca DNA pelletlerinin hava ile
temas edip iyice kurumasi beklendi.Bu islemden sonra tiiplerel00 pl DNA Rehidratasyon
Cozeltisi ilave edildi ve bir gece boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra genotipleme

deneyleri yapilana kadar -20° C’de saklandi.

Genotiplerin Belirlenmesi

Genotipleme deneyleri, PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism) teknigi uygulanarak yapilmistir. TNF-a (-308) (Tsuchiya et al, 2004), TNF-a
(-238), IL-1a (+4845), IL-1P (+3953), IL-1ra (+2018) (Yucesoy ve ark., 2001), IL-6 (-174),
(Trevilatto ve ark., 2003) and TGF- (codon 10) (Ohtsuka ve ark., 2002) bolgelerindeki

polimorfizmler mindr degisikliklerle Tablo 3.5 ve Tablo 3.6 da belirtildigi gibi yapilmistir.
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Tablo 3.5. Calisilan sitokinlere ait PCR bilesenleri

PCR TNF-« TNF-¢ IL-lo  IL-1p  IL-l1ra IL-6 TGF-B
bilesenleri  (-308)  (-238)  (+4845) (+3953) (+2018) (-174)  (Codon 10)

PCR tampon 10X

10X 10X 10X 10X 10X 10X

MgCl, 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100 mM

dNTP karigim 100 uM 100 uM 100 M 100 uM 100 uM 100 uM 100 uM

primer (ileri) 80 pmol 100 pmol 65 pmol 65 pmol 50 pmol 80 pmol 65 pmol

primer (geri) 80 pmol 100 pmol 65 pmol 65pmol 50 pmol 80 pmol 65 pmol

Taq 5000U 5000U 5000U 5000U 5000U @ 5000U 5000 U
polimeraz

DNA 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng
Toplam 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
hacim

Tablo 3.6. PCR primer dizilimleri

Sitokinler Primerler

TNF-a (-308) (5°-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT-3) (ileri)
(5>-TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3") (geri)

TNF-a (-238) (5’-GAA GCC CCT CCC AGT TCT AGT TC-3), (ileri)

(5’-CAC TCC CCA TCC TCC CTG GTC-3") (geri)

IL-la (+4845)

(5’-ATG GTT TTA GAA ATC ATC AAG CCT AGG GCA-3’) (iler1)
(5’-AAT GAA AGG AGG GGA GGA TGA CAG AAA TGT-3’) (geri)

TL-1p (+3953)

(5°-CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A-3") (ileri)
(5>-GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG-3") (geri)

IL-1ra (+2018)

(5-CTA TCT GAG GAA CAA CCA ACT AGT AGC-3’) (ileri)
(5-TAG GAC ATT GCA CCT AGG GTT TGT-3") (geri)

IL-6 (-174)

(5’-TTG TCA AGA CAT GCC AAG TGC T-3’) (ileri)
(5’-GCC TCA GAG ACA TCT CCA GTC C-3’) (geri)

TGF-p (codon 10)

(5-TTC CCT CGA GGC CCT CCT A-3’) (ileri)
(5>-GCC GCA GCT TGG ACA GGA TC-3’) (geri)

Periferik Kandan Monosit izolasyonu

Periferik kandan monositlerin izolasyonu islemi Strober (1994)’in yOntemine gore

uygulanmistir. Deneye ge¢meden Once deneyde gereken inaktive serum hazirlamak igin bir

sise fetal calf serum calkalamali su banyosunda 57°C’de 30 dakika inaktive edildi.
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1/40 heparin igeren falkon tiipe alinmis olan 20 ml’lik kan 6rnegi lizerine 1/1 oraninda serum
fizyolojik cozeltisi ilave edilerek diliie edildi. 1/1 oraninda diliie edilen karisim, 50 ml’lik
falkon tiipiin i¢ine eklenen 15 ml ficoll iizerine yavasga yayildi. 1500 rpm’de 30 dakikalik bir
santrifiij islemi uygulandi. Periferik kan mononiikleer hiicrelerini igeren “buffy coat” fazi
steril bir Pasteur pipeti yardimiyla dikkatlice toplanarak 15 ml’lik steril falkon tiipiine
aktarildi. Yaklasik olarak 5 ml toplanan buffy coat iizerine 14 ml ¢izgisine kadar serum
fizyolojik ¢ozeltisi ilave edildi ve tiip el yardimiyla ters diiz edilerek buffy coat ile serum
fizyolojik ¢ozeltisinin iyice karigmasi saglandi. 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra siipernatant fazi ortamdan uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi iizerine 10 ml serum fizyolojik
cozeltisi ilave edilip 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapildi. Stipernatant atilip tekrar
10 ml serum fizyolojik ¢o6zeltisi kondu ve 1500 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra RPMI-1640 ile hacmi 2 ml’ye tamamlanip mikropipet yardimu ile
karigtirilarak homojenize edildi. Bu hiicre slispansiyonundan 20 pl alindi ve 20 pl %0,4°lik
tripan mavisi  boyast ile karistirildiktan sonra Thoma laminda 40X biiylitmede 151k
mikroskopunda hiicre sayis1 ve canliligi incelendi. Bu arada daha onceden inaktive edilen
fetal calf serumdan konsantrasyonu %10 olacak sekilde RPMI-1640 ile karistirilarak %10
inaktive serum iceren RPMI-1640 c¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozelti kullanildi. Hiicreler
sayildiktan sonra, hiicre siispansiyonunun konsantrasyonu %10 inaktive serum igeren RPMI-
1640 iginde 3x10° hiicre/ml’ye ayarlandi. Daha sonra bu hiicre siispansiyonu flaska aktarildi
ve flask %5 COy’li nemli ortamda, 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Bundan sonra
tripsinizasyon yontemi kullanilarak deneye devam edildi. 4 saat sonunda flask CO,
inkiibatoriinden alindi, siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra 37°C sicakliktaki RPMI-
1640 ¢ozeltisinden 5 ml ilave edilerek 1 kez yikandi. Yine aymi sicaklikta 5 ml serum
fizyolojik ¢ozeltisi ile yikama yapildi. 1X konsantrasyonuna ayarlanmis Tripsin EDTA

¢ozeltisinden 5 ml ilave edildi. 37°C°de 4 dakika bekledikten sonra flaskin yan taraflarina el
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ile vurularak hiicrelerin yapistig1 yerden ayrilmalari saglandi. Kontrol amaci ile mikroskopta
inceleme yapildi. Eger biitiin hiicreler ayrilmamis ise 3-4 dakika bekleyip tekrar yan
taraflarindan flaska vurarak biitiin hiicreler ayrilana kadar bu isleme devam edilir. Ayrilma
saglandiktan sonra flask igindeki ¢ozelti tipe aktarildi, 4°C’deki serum fizyolojik
cozeltisinden 10-15 ml eklenip 1500 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edilerek hiicrelerin
cokmesi saglandi. Cokelti iizerine 10 ml serum fizyolojik ¢ozeltisi ilave edilerek ayni
sartlarda tekrar yikama islemi yapildi. Siipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra g¢okelti
iizerine 1ml %10’luk inaktive serumlu RPMI-1640 ¢ozeltisinden konarak iyice karistirildi. 4
sitokin dl¢limii yapilacagindan dolay1 toplam hacim olan 1 ml, 250 ul’lik 4 esit kisma boliindi

ve ELISA yéntemi ile 6lgiimler yapilana kadar -20°C°de saklandu.

Monositlerden Sitokin Salinim Diizeylerinin Ol¢iimii

Monositlerden TNF-a, IL-1a, IL-1 ve IL-1ra sitokinlerinin salinim diizeyleri ELISA kitleri
kullanilarak ELISA yontemi ile dl¢iilmiistiir. Her bir sitokin i¢in her bir numuneden spontan
salinim, aktif komiir ile stimiilasyon sonucu olusan salinim ve LPS ile stimiilasyon sonucu

meydana gelen salinim diizeyleri 6l¢lilmiistiir.

Bunun i¢in her bir bireyin 250 pl’lik monosit ¢ozeltisi lice boliinmiis, birinci kisim spontan
salimim i¢in birakilirken ikinci kistma 1pg/ml LPS (Kim ve ark., 2002) ve ii¢lincii kisima ise 5
mg/ml aktif komiir (Kim ve ark., 1999) ilave edilerek 37°C’de %5 CO,’li ortamda 18 saat

inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda ELISA yontemiyle dl¢lime gegildi.
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Kullanilan istatistiksel Yontemler

Calismamizin bu boliimiindeki tiim istatistiksel analizler “SPSS for Windows” programinin
11.0 siirimii ile yapilmigtir. Deney sonucglarinin ortalamalari + standart hata (SH) ile
belirtilmistir. incelenen sitokin polimorfizmleri igin genotip dagilimlar1 ve alel frekanslart
hesaplanmustir. KiP gelisiminde sitokin polimorfizmlerinin gerek hastalik geneli ve gerekse
de hastalik siddeti ile iliskisinin olup olmadig: ise y* Testi ile hesaplanmis ve OR degerleri
saptanarak %95 giivenlik aralig1 (confidence interval: CI) degerleri ile birlikte belirtilmistir.
Mutant ve mutant olmayan is¢ilerin monositlerinden sitokin salinim dl¢limleri sonuglari ise t-
testi kullanilarak karsilastirilmistir. Sigara i¢imi ile hastalik gelisimi arasindaki iligki ise

Pearson Iligki Testi ile hesaplanmistir.

IV. Analiz ve Bulgular

Sitokin Bulgular1
Hasta ve kontrol grubunun serum ve BAL sitokin degerleri Tablo 4.1 ve 4.2°de

gosterilmektedir. Tiim degerler ort + S.H. olarak verilmektedir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunun serum sitokin degerleri

Gruplar IL-1PB (pg/mL) IL-6 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) TGF-B (pg/mL)
Kontrol grubu 1,58 £ 0,06 6,87 0,27 1,10+ 0,16 49,39 + 6,74
BP 1,96 +0,14* 17,11 +1,09° 2,10 £0,24° 67,91+ 11,44
IMF 2,18 +0,14° 19,89 + 1,08*" 3,75 +0,73*¢ 58,34 +£9,21

*p<0,01; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
®p<0,05; BP grubu ile kiyaslandiginda
°p<0,01; BP grubu ile kiyaslandiginda
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunun BAL sitokin degerleri

Gruplar IL-1B (pg/mL) IL-6 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) TGF-B (pg/mL)
Kontrol grubu 1,28 + 0,27 11,22 £ 0,59 6,71 = 0,78 41,92 £ 7,86
BP 4,69 +0,61° 25,54 + 1,68 28,64+ 1,83° 75,33 + 12,89°
IMF 9,48 + 0,46™° 3226+ 1,03%° 43,64+ 1,29  6588+991

*p<0,01; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
®p< 0,01; BP grubu ile kiyaslandiginda
¢ p<0,05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Neopterin Bulgular:
Hasta ve kontrollerin serum, idrar ve BAL neopterin degerleri Tablo 4,3’de gosterilmistir,

Tablo 4.3. Hasta ve kontrollerin serum, idrar ve BAL neopterin degerleri

Gruplar Serum neopterin Idrar neopterin BAL neopterin
(nmol/L) (umol/mol creatinine)  (nmol/L)

Kontrol grubu 5,30+ 0,47 140,00 + 5,43 6,26 +1,71

BP 10,72 + 0,98° 235,17 + 7,40 22,67 +2,90°

IMF 14,08 + 3,85 256,00 + 9,42° 41,67 = 8,68"

? p< 0,05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
> p<0,01; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
°p< 0,05 kontrol grubu ve IMF grubu ile kiyaslandiginda

Antioksidan Enzim Bulgular:
Hasta ve kontrollerin serum ve BAL antioksidan enzim degerleri Tablo 4.4. ve 4.5.de

gosterilmistir,

Tablo 4.4. Hasta ve kontrollerin serum antioksidan enzim degerleri

Gruplar GPx (ng/mL) Katalaz (U/mL) SOD (U/mL)
Kontrol 9,51 = 1,30 48,78 £ 4,79 0,61 +£0,67
BP 28,42 +5,43° 89,73 £8,71° 1,51 £ 0,66
IMF 42,90 + 6,35 72,27 + 18,43 2,18 £0,20°

*p<0,01; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
" p<0,05; BP grubu ile kiyaslandiginda
“p<0,01; BP grubu ile kiyaslandiginda
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Tablo 4.5. Hasta ve kontrollerin BAL antioksidan enzim degerleri

Gruplar GPx (ng/mL) Katalaz (U/mL) SOD (U/mL)
Kontrol 132,37 £ 13,27 81,95 + 2,80 0,96 + 0,80
BP 105,61 + 14,49 83,34 +£2,30 1,57 £ 0,56
iMF 126,97 + 11,77 90,53 + 4,99 2,43+0,13*

*p<0,01; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
®p<0,01; BP grubu ile kiyaslandiginda

Sigara kullamiminin sitokin, antioksidan enzim ve neopterin salinimina etkisi

Sigara kullanimimnin sitokin salinimina etkisi, her {ic grubun sigara igen ve igmeyen
bireylerinin BAL ve serum sitokin degerlerinin ayri1 ayri karsilastirilmasi ile arastirilmis ve
sonucta sadece BAL IL-1 seviyeleri IMF hastalarinda sigara icimi ile istatistiksel olarak
artmis bulunmus (p<0,01). diger diizeylere herhangi bir etki saptanmamistir, Sigara
kullaniminin antioksidan enzim diizeylerine etkisi de arastirilmis ve sadece serum SOD
diizeyleri sigara icen IMF hasta grubunda sigara igmeyenlere gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksek ¢ikmistir (p<0,01), Sigara kullanimi ile neopterin salinimi arasinda ise

herhangi bir iligki saptanmamustir.

Genotipleme Bulgular:
Kontrol ve hasta gruplarindaki alel frekanslarinin dagilimina ait veriler Tablo 4.6’te

belirtilmistir.

Tablo 4.6. Kontrol ve hasta gruplarindaki alel frekanslarinin dagilimi

Allel frekanslari

Allel TNF-o  TNF-o  IL-la  IL-1p IL-Ira  IL-6  TGF-
(-308)  (-238)  (+4845) (+3953) (+2018) (-174) (codon

10)
Kontrol grubu
1 0,68 0,97 0,80 0,53 0,65 0,62 0,61
2 0,32 0,03 0,20 0,47 0,35 0,38 0,39
Hasta grubu
1 0,61 0,91 0,79 0,48 0,60 0,69 0,45
2 0,39 0,09 0,21 0,52 0,40 0,31 0,55
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Tablo 4.6’te belirtildigi gibi IL-6 hari¢ tiim polimorfizmlerdeki alel dagilim profili yaklasik
olarak aymdir. IL-6 da, alel 1 frekans: hastalarda kontrollere gore artmistir. Ozellikle TNF-a
(-238) de, allele 2 frekanslar1 diger sitokinlere gore alel 1 ile karsilastirildiginda en diisiik
seviyededir. Bunun yanisira, hastalardaki alel 2 frekanslar1 kontrol grubuna gore 3 kat daha
yiiksektir. IL-1B’de, alel 2 frekanslar1 digerlerine gore en {ist seviyededir. IL-6 (-174) hari¢
diger sitokinlerde alel 2 frekansi hastalarda kontrollere gore yiikselme gozlenmistir. ilging
olarak IL-la (+4845) polimorfizminde, hem kontrol hem de hastalarda ki alel frekansi
oranlar1 neredeyse birbirine esit diizeyde saptanmistir, TGF-B’da ise alel 1’in hastalarda

kontrollere gore diger sitokinlere oranla 6nemli bir sekilde azalmistir.

Tablo 4.7’te, calisilan sitokinlerin genotipik dagilimlart gosterilmistir, Tablodan da gorildigi
iizere, TNF-o (-238) sitokin gen polimorfizmi, KiP olusumu ve gelisimi iizerine diger sitokin
polimorfizmlerine gore anlamli olarak etki gdstermistir. Bu varyant, KiP olusumunda 2,95 kat,
basit pndmokonyoz gelisiminde 3,35 kat ve PMF gelisiminde ise 3,88 kat risk olusturmaktadir.
TNF-a (-308) gen polimorfizminde ise dikkati ¢eken olay bu varyantin sadece hastalik
siddetini etkilemis olmasidir (PMF gelisiminde OR: 2,38 kat risk). Tiim KIP hastalarinda,
anlamli olmayan 1,37 katlik bir risk goriilmistiir. IL-1a (+4845), IL-1B (+3953) ve IL-1 ra
(+2018) varyantlar1 ne hastaligin gelisimi ne de siddeti iizerinde bir etki gdstermemislerdir.
Tiim bu verilere karsin IL-6 (-174) polimorfizmi, KIP olusumu ve siddeti iizerinde

enflamatuar etkilerinin tersine koruyucu bir etki gostermistir.
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Tablo 4.7. Sitokinlerin genotipik dagilimlari

1/1 alleli (%) 1/2 ve 2/2 alleli (%) n OR* (CI)
TNF-a (-308)
Kontrol 50 (50,5) 49 (49,5) 99 1,00
Basit pnomokonyozlular 23 (51,1) 22 (48,9) 45 0,97 (0,48-1,98)
PMEF’li hastalar 9 (30,0) 21 (70,0) 30 2,38 (1,00-5,71)*
Tiim hastalar 32 (42,7) 43 (57,3) 75 1,37 (0,75-2,51)
TNF-a (-238)
Kontrol 93 (93,9) 6 (6,1) 99 1,00
Basit pnémokonyozlular 37 (82,2) 8(17,8) 45 3,35 (1,09-10,32)*
PMEF’li hastalar 24 (80,0) 6 (20,0) 30 3,88 (1,15-13,09)
T{im hastalar 61 (81,3) 14 (18,7) 75 2,95 (1,05-8,28)"
IL-1a (+4845)
Kontrol 65 (65,6) 34 (34,4) 99 1,00
Basit pndmokonyozlular 30 (66,7) 15 (33,3) 45 0,96 (0,45-2,02)
PMEF’li hastalar 19 (63,3) 11 (36,7) 30 1,11 (0,47-2,59)
Ti{im hastalar 49 (65,3) 26 (34,7) 75 1,01 (0,54-1,91)
IL-1PB (+3953)
Kontrol 20 (20,2) 79 (79,8) 99 1,00
Basit pndmokonyozlular 9 (20,0) 36 (80,0) 45 1,01 (0,42-2,44)
PMEF’li hastalar 6 (20,0) 24 (80,0) 30 1,01 (0,37-2,81)
Tiim hastalar 15 (20,0) 60 (80,0) 75 1,01 (0,48-2,14)
IL-ra (+2018)
Kontrol 40 (40,4) 59 (59,6) 99 1,00
Basit pnémokonyozlular 17 (37,8) 28 (62,2) 45 1,12 (0,54-2,30)
PMEF’li hastalar 11 (36,7) 19 (63,3) 30 1,17 (0,50-2,72)
Tiim hastalar 28 (37,3) 47 (62,7) 75 1,14 (0,61-2,11)
IL-6 (-174)
Kontrol 33 (33,3) 66 (66,7) 99 1,00
Basit pnomokonyozlular 24 (53,3) 21 (46,7) 45 0,44 (0,21-0,90)"
PMEF’li hastalar 17 (56,7) 13 (43.3) 30 0,38 (0,17-0,88)"
Tiim hastalar 41(54,7) 34 (45,3) 75 0,42 (0,22-0,77)"
TGF-p (codon 10)
Kontrol 27 (27,3) 72 (72,7) 99 1,00
Basit pnémokonyozlular 12 (26,7) 33 (73,3) 45 1,03 (0,47-2,28)
PMEF’li hastalar 6 (20,0) 24 (80,0) 30 1,50 (0,55-4,07)
T{im hastalar 18 (24,0) 57 (76,0) 75 1,19 (0,60-2,37)

? p<0,001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
°p<0,05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda



Sekil 4.1’de tiim gruplarda kan monositlerinden komiir tozu ve LPS stimiilasyonu ve
stimiilasyonsuz spontan salinan TNF-a sitokininin profili gdsterilmistir. Sitokin saliniminin
stimiilasyonla arttig1 acik¢a gozlenmistir. LPS stimiilasyonu, sitokin salinimini kdmdiir tozuna
gore daha fazla etkilemistir. Mutant hastalarda salinan TNF-o miktarinin mutant olmayan
hastalara ve mutant control grubuna gore anlamli oldugu bulunmustur. TNF-o verilerinin
aksine IL-la, B and ra polimorfizmlerinin salimim ile anlamli bir iligskisi bulunmamigtir
(Tablolar gosterilmemistir).

Ayrica, sigara iciminin KiP hastaliginin olusumu ve gelisimi iizerindeki olasi etkisi

aragtirllmig fakat istatistiksel agidan anlamli bir sonug bulunmamastir.
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Sekil 4.1. Tim gruplarda kan monositlerinden komiir tozu ve LPS stimiilasyonu ve
stimiilasyonsuz spontan salinan TNF-a sitokininin profili

& P<0,05 Komiir tozu ile stimiile olan mutant hastalar ile hem mutant kontrol hem de mutant
olmayan hastalar arasinda sitokin seviyelerinin karsilagtiriimasi ® P<0,01 LPS ile stimiile olan
mutant hastalar ile hem mutant kontrol hem de mutant olmayan hastalar arasinda sitokin
seviyelerinin karsilastirilmast
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V. Sonuc ve Oneriler

Komiir, 70 farkli iilkede madenciligi yapilan, elektrik iiretiminde, 1sinmada, ¢elik {iretiminde
ve kimyasal proseslerde yayginca kullanilan 6nemli bir madendir. Kémiir tozu maruziyetinin
en Onemli kaynagi, yeralti komiir madenciligi sirasinda olugan komiir madeni tozudur.
Ulkemiz i¢in de komiir madeni ¢ok biiyilk bir 6nem tasimaktadir, Tiirkiye Komiir
Isletmeciligi madenlerde tozla miicadele etmek igin cesitli dnlemler almistir. Ulkemizde de
komiir is¢ilerinin sagligini korumak ve komiir tozu ile miicadele etmek amaci ile Calisma ve
Sosyal Giivenlik Bakanlig1, “Maden ve Tasocaklar1 Isletmelerinde ve Tiinel Yapiminda Tozla
Miicadeleyle ilgili Yonetmelik” adli ydnetmeligi ¢ikarmistir. Ancak buna ragmen kémiir
tozuna maruziyet cesitli solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir. Komiir tozuna
maruziyet sonucu ortaya ¢ikan en dnemli hastalik olan KiP’un patofizyolojik mekanizmasi
halen tam agiklanamamistir. Dolayisi ile KIP tedavisinde hastalifa spesifik bir terapdtik
uygulama yapilamamaktadir. Fibrotik prosesi dnlemek icin yapilan glukokortikoid tedavisi ve
sitotoksik ajan tedavisi genellikle hastaligin gelisimini durdurmakta yeterli olmamaktadir.
Hastaligin patofizyolojik mekanizmasinin ortaya cikmasi yeni tedavi yaklagimlarima da

olanak saglayacaktir (Goldstein ve Fine, 1995).

Bu c¢alismada elde edilen bulgular sonucunda serum ve BAL IL-1B, IL-6 ve TNF-o’nin
hastalarda kontrollere oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek c¢ikmasi, bu
sitokinlerin hastalik gelisimine katkida bulunacak sekilde pro-enflamatuar bir rol oynadigini
gostermektedir. flerleyen masif fibrozisli hastalarin serum IL-6 ve TNF-a ve BAL IL-1B, IL-6
ve TNF-a seviyelerinin basit pnomokonyozlu hastalara gére anlamli olarak yiiksek olmasi
ayrica hastaligin klinik siddetinin artmasinda da rol oynadigini diisiindiirmektedir. Serum ve

BAL TGF-B diizeyleri ise ilerleyen masif fibrozisli hastalarda kontrol grubuna ve BP’li

32



hastalara gore anlamli bir sekilde olmasa da diisiik bulunmustur. BP’li hastalarin BAL TGF-
diizeyleride kontrollerle kiyaslandiginda anlamli bir sekilde artmis bulunmustur. Bu bulgular
TGF-B’nin fibrotik 6zelliginin konsantrasyona gore degistiini dogrulamaktadir. TGF-3
diisiik konsantrasyonlarda fibroblastlar iizerine stimiile edici bir etki gosterirken, yiiksek
konsantrasyonlarda inhibe edici bir etki gostermektedir. Ayrica TGF-f’nin siklikla anti-

enflamatuar 6zellik gosterdigi de diisiiniilebilir.

KIP patolojisinde oksidan ve antioksidan mekanizma arasindaki dengenin oksidan y&niinde
bozulmasi 6nemlidir. Bu nedenle kontrol, basit pndmokonyoz ve ilerleyen masif fibrosizli
hastalardan olusan calisma grubunda antioksidan enzim diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Serum GPx
ve SOD enzim diizeyleri BP ve IMF’li hastalarda kontrollere kiyasla anlamli bir sekilde
artmis bulunmustur. IMF’li hastalarda da BP’lu hastalarla kiyaslandiginda anlamli olmasa da
1,5 kat artmig bulunmustur. Bu durum hastaligin gelisiminde  ROT’lerinin &nemini
gostermektedir, BAL GPx diizeyi kontrollerde, BP ve IMF’li hastalar oranla anlamli olmasa
da yiiksek bulunmustur. Bu durum hastalik olustuktan sonra antioksidan enzim oksidan
dengesinin reaktif oksijen radikali yoniine kaydigin1 gostermektedir. BAL katalaz diizeyleri
iic grupta da birbirine yakin bulunmustur. BAL SOD diizeyi ise BP ve IMF hastalarinda,
kontrollere oranla anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur, bu durum hastalik halinde ve
gelisiminde  siiperoksit radikalinin ortamda hala yiikksek miktarlarda bulundugunu

gostermektedir.

Sigara i¢imi ile sitokin salimi ve antioksidan enzim salim1 arasinda bir iliski olup olmadig1 da

incelenmis ve sonugta sadece IMF’li hastalarda sigara i¢iminin BAL IL-1 ve SOD ve serum

SOD diizeyini arttirdigi bulunmustur.
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Ayrica hiicresel immiin aktivasyonun bir biogdstergesi olan neopterin dl¢iimii de idrar, serum
ve BAL sivilarinda yapilmistir. Giiniimiizde, bir cok ¢alisma immun sistemi ve oksidatif stres
etkilesmesinin bir ¢ok akciger hastaligi ile iligkisinin olabilecegini isaret etmektedir. Malign
ve otoimmiin hastaliklar, Alzheimer hastalifi, kalp yetmezligi, enfaktiis gibi hastaliklarda
viiciit sivilarinda neopterin seviyelerinin yiikseldigine dair bir ¢ok c¢alisma olsa da, pulmoner
hastaliklara dair sadece birkac calisma vardir. Bizim calismamizda BP ve IMF li hastalarin
serum ve idrar diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis bulunmustur. Ayrica serum ve idrar neopterin diizeyleri arasinda iyi bir
korelasyon da gozlenmistir. Gruplar arsinda neopterin diizeylerinin karsilagtirilmasi idrar
diizeyinin serum diizeyinden daha anlamli oldugunu gostermistir. Ciinkii BP ve IMF
hastalarinin serum diizeyleri normal limitlerin iizerinde iken (>10 nmol/L), idrar neopterin
diizeyleri, normal degerler dahilinde (50-250 pmol/mol kreatinin) bulunmustur. Bu nedenle
serum neopterin diizeyleri, KIP olusumu igin daha uygun bir biogdstergedir denebilir. Ayrica
bir ¢cok malign hastalikta neopterin konsantrasyonu hastaligin derecesi ile korelasyon
gosterebilir. Biz de neopterin diizeylerinin Ol¢limiiniin hastaligin ilerlemesinde de bir
biogdsterge olup olmadigini anlamak i¢in BP ve IMF hastalarimin serum ve idrar diizeylerini
karsilastirdik. Kontrollerle kiyasla anlamli olmasa da BP hastalarinda 2 kat, IMF hastalarinda
da 3 kat fazla bir artis gdzlenmistir. Ayrica BAL neopterin diizeyleri IMF hastalarinda, BP ve
kontrol grubu ile kiyaslandiginda da artmis miktarlarda bulunmustur. Lokal olusumu
gosterdigi icin BAL neopterin diizeyleri, KIP nin immiin aktivasyonunun derecesini 6lgmek
icin iyi bir gdsterge olabilir. Benzer olarak Mohammed ve ark. (2001), BAL neopterin
diizeylerinin tiiberkiilozlu hastalarda hastalik siddetini de gosterebilecegini bulmuslardir.
Sigara i¢imi ile neopterin salimi arasinda bir iliski olup olmadig1 da arastirilmis ve herhangi
bir etki gozlenmemistir. Sonugta verilerimiz neopterinin KIiP deki hiicresel immiin

aktivasyonunu faydal1 bir biogdsterge olabilecegini gdstermektedir. BAL neopterin diizeyleri
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hem immiin aktivasyonu hem de hastalik siddetini anlamak i¢in faydali olabilir. Ayrica serum
neopterin diizeylerinde KIP de klinik semptomlarm yoksunlugunda da biogdsterge olarak
kullanilabilir. Neopterin spesifik bir biogdsterge olmamasina ragmen, stabilitesi, hassaslig1 ve
biyolojik sivilardan kolayca tespit edilebilmesi nedeni ile KiP un teshis ve tedavisinde énemli

olabilir.

KIP’lu kisilerde bireysel farkliliklarin dneminin arastirilarak ortaya konmasina yonelik olarak
planlanan c¢aligmamizin ikinci boliimii, isci sagligi riskinin degerlendirilmesi agisindan son
derece gerekli ve Onemlidir. Bireysel duyarlikta etnik farkliliklarin biiylik 6neminin
bulundugu gbéz Oniine alindiginda, Tiirkiye’de ki komiir isgileri ile ilgili daha 6nceden
yapilmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alisma ile elde edilen
genotipik ve fenotipik analiz sonuglari, Tirk komiir iscilerindeki sitokin profilini ortaya
koymaktadir. Genotipleme deneyleri sonucunda calisilan sitokinlerin genlerinde mutasyon
goriilen ve gorlilmeyen iscilerin monositlerinden in vitro ortamda komiir tozu ve LPS
stimiilasyonu uygulanip, spontan salinima kars1 olusabilecek degisikliklerin degerlendirilmesi
ile calismanin biitinligli saglanmistir. Genotipleme sonrasi mutant ve mutant olmayan
iscilerin saptanip monositlerden sitokin saliniminin dl¢iilmesine dayanan fenotipik analizlerin
yapildig1 baska bir ¢alismanin bulunmamasi, bu ¢aligmanin 6zgiinliigiinii arttirmaktadir. TNF-
o, IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-6 ve TGF-B sitokin genlerindeki polimorfizmlerin analizi
yapilarak bireysel duyarliliktaki genotipik farkliliklarin ortaya konmasi ve KIP agisindan
yiiksek ve diisiik risk gruplarinin saptanmasina olanak tanimustir. Ozellikle TNF-o (-238)
polimorfizminin -308 polimorfizmine oranla hem hastalik genelinde hem de PMF’li
hastalarda KIP gelisiminde daha etkili oldugu, hastalik geneli incelendiginde TNF-o.  (-238)
ve IL-1B (+3953) polimorfizminin diger sitokinlere oranla KIP gelisiminde fazla rol

oynarken, hastalik siddeti agisindan incelendiginde PMF’1i hastalarda 6zellikle TNF- a (-238),
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TGF- B (Kodon 10) ve TNF-a (308) gen polimorfizmlerinin KIP gelisimi riskini arttirdig1, BP
hastalarinda ise oOzellikle IL-1 B (+3953), IL-la (+4845) ve IL-lra (+2018) gen
polimorfizmlerinin hastalik gelisimi riskini arttirdigr sonucuna varilmistir. In vitro ortamda
kan monositlerinden TNF-a, IL-la, IL-1p, IL-1ra sitokinlerinin saliniminin Slglilmesi
deneyleri sonucu 6zellikle TNF-a sitokinin polimorfizminin bu sitokin monositlerden salinan
diizeyleri ilizerine anlamli bir etkisi oldugu gozlenmistir. Caligma kapsaminda olan tiim
bireylerin sigara kullanim durumlarinin KIP gelisimi iizerinde ve monositlerden sitokin
salinim diizeyleri arasindaki iligki incelenmis ancak herhangi bir anlamli iliski bulunmamuistir.
Ozetle galismani bu béliimii, {ilkemizdeki komiir isgilerinde TNF-o, IL-1a, IL-1pB, IL-1ra,
IL-6 ve TGF-B sitokin gen polimorfizmlerinin profilinin ¢ikarilmast bakimindan, komiir
iscilerinde IL-la, IL-1pB, IL-1ra, IL-6 ve TGF-B sitokin gen polimorfizmlerinin KIP
gelisimine etkisi tlizerine daha onceden yapilmig bir ¢alisma olmamasi bakimindan, TNF-q,
IL-1a, IL-1B, IL-1ra sitokin gen polimorfizmlerinin genotipleme ¢alismalar1 yapildiktan sonra
fenotipleme c¢alismasi olarak mutant ve mutant olmayan bireylerde bu sitokinlerin kan
monositlerinden in vitro salinimlarinin 6l¢iildiigii bagka bir ¢alisma bulunmamasi bakimindan

0zglin bir ¢caligmadir.

Biitiin bu sonuglar cergevesinde, iilkemizde komiir madenciligi dalinda calisan iscilerin
KiP’dan miimkiin oldugunca korunmalar1 ve daha saglikli kosullarda calisabilmeleri icin
asagida belirtilen baz1 Oneriler getirilmistir.
- Komiir madenlerinde komiir tozunun havada bulunmasina izin verilen
konsantrasyonlarinin periyodik olglimlerinin yapilmasi ve bu konuda hassasiyet

gosterilmesi gereklidir.
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Komiir tiretiminde calisan is¢iler basta olmak iizere komiir madeninde calisan herkesin
maske gibi koruyucu malzemeleri diizenli olarak kullanmasi ve bunun kontroliiniin
saglanmas1 gerekmektedir.

Iscilerin saglik kontrollerinin diizenli olarak yapilmasi ve ozellikle akciger
rontgenlerinin periyodik olarak kontrol edilmesi ve hastalik ile ilgili siipheler olustugu
taktirde gerekli islemlerin yapilmasi konusunda hassasiyet gosterilmesi gerekmektedir.
Biyolojik izleme sonucunda sitokinlere duyarliligi arttirabilecek genotiplere sahip
bireylerin belirlenerek olasi risklerden haberdar edilmeleri ve bunun i¢in gerekli
onlemlerin alinmas1 saglanmalidir.

Sigara kullanimi ile KIP gelisimi arasinda iliski olup olmamasi1 konusunda celiskili
sonuglar mevcuttur, Ancak sigaranin reaktif oksijen radikallerinin olusumuna neden
oldugu bilinmektedir, Ayrica sigara kullananlarda solunum yolu mekaniginde olusan
problemler, komiir tozunun solunmasina ek olarak kisilerde Onemli solunum
zorluklarina neden olmaktadir, Bu nedenle sigara igen komiir iscileri igmeyenlere gore
daha biiyiik bir risk altindadir, Bu bilgilerin komiir is¢ilerine aktarilarak
bilinglendirilmeleri ve sigara igmemelerinin dnerilmesi gerekmektedir.

Komiir tozunun olusturdugu ROT’nin etkilerine kars1 is¢ilerde antioksidan takviyesine

gidilmesi saglanabilir.
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