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I. Ozet

IL-6 -174 G/C Degisiminin Cesitli Hastahk Gruplarindaki Roliiniin Incelenmesi

Bir¢ok inflamatuar ve immiin sistem aracili reaksiyonun anahtar mediatorlerinden biri
olan Interlokin-6 (IL-6), tromboz gelisiminde de rol almaktadir. IL-6 geni promotor
bolgesinde —174 pozisyonunda yeni tanimlanan G—C degisimi fonksiyonel dneme sahip
olup, C allelini tasiyanlarda transkripsiyon seviyesinin, G allelini tasiyanlara oranla azaldig1
tespit edilmistir. IL-6 diizeyleri daha yiiksek olan G allel tasiyicilarinda enfeksiy6z,
inflamatuar ve trombotik olaylara egilimin arttig1 ve bu kisilerde ortaya ¢ikan bu tip
hastaliklarin daha yliksek morbidite ve mortalite ile seyrettigi bildirilmektedir. Bu noktadan
hareketle, yliksek IL-6 diizeylerini azaltmaya yonelik tedavi yaklagimlar1 denenmeye baslamis
ve klinik ¢alismalarda olumlu sonuglar alinmistir. Bu ¢alismada, ailevi Akdeniz atesi (FMF),
kronik immiin trombositopenik purpura (ITP), inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBH),
pediatrik tromboz (arteriyel strok), sepsis + DIC ve pulmoner emboli gibi inflamatuar ve
trombotik bir grup hastaligin gelisiminde bu gen degisiminin rolii olup olmadig:

arastirilmistir.

Calismaya 140 FMF, 54 kronik ITP, 25 IBH, 95 pediatrik tromboz (arteriyel strok), 59
sepsis + DIC ve 81 pulmoner emboli hastasi dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak, 6z ve soy
gecmisinde bu hastaliklar bulunmayan 90 saglikli eriskin degerlendirilmistir. Calismaya dahil
edilen tiim hastalardan (¢ocuk ise velisinden) ve kontrol bireylerinden imzali bilgilendirilmis
onam belgesi alinmistir. Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu tarafindan

onaylanmuistir.

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen biitiin bireylerin kan 6rneklerinden klasik fenol-
kloroform yontemi ile DNA ekstrakte edilmistir. IL-6 -174 G/C degisimini belirlemek i¢in,

belirtilen degisimi iceren gen bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodu ile



cogaltilmig ve Hsp92II restriksiyon endoniikleazi ile kesilmistir. Hasta ve kontrol gruplari
Khi-kare testi kullanilarak karsilastirilmis, Odds oranlart %95 giiven araligi igerisinde

hesaplanmustir.

Calisma sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda allel sikliklar1 ve genotip dagilimlari
benzer bulunmus, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Bu
nedenle, IL-6 -174 G/C degisiminin, bu hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda tek basina bir risk
faktorii olarak rol oynamadigl sonucuna varilmistir. Ancak inflamasyonu biitiin sitokinlerin
beraber yonlendirdigi dikkate alinacak olursa, diger sitokin gen degisimleri ile beraber hasta
gruplarinin calisilmasi daha gilivenilir sonuglar alinmasini saglayabilir. Bu ¢alismada, FMF
grubu haricinde, farkli genotiplere sahip bireylerde hastaligin farkli seyredip seyretmedigi
incelenmemistir. FMF grubunda, amiloidoz gelisen ve gelismeyen hastalar arasinda, 1L-6 -
174 G/C genotiplerinin dagilimi agisindan anlamli fark bulunmamistir. Diger hastaliklarin
seyri lizerine etkisi olup olmadigmin belirlenebilmesi i¢in ise, iyl planlanmis prospektif

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.



I. Summary

Investigation of the Role of IL-6 -174 G/C Polymorphism in Different Diseases

Interleukin-6 (IL-6) is one of the central cytokines taking role in the inflammatory and
immunological reactions as well as thrombosis. The G—C polymorphism at position -174 of
the IL-6 gene promoter is functionally important and carrying the C allele is associated with
lower transcription rates when compared to the G allele carriers. The G allele carriers are
shown to be more susceptible to infectious, inflammatory and thrombotic diseases and these
diseases are shown to have higher mortality and morbidity rates in these people. In this study,
we aimed to investigate the role of IL-6 -174 G/C polymorphism in a group of inflammatory
and thrombotic diseases: Familial Mediterranean Fever (FMF), chronic immune
thrombocytopenic purpura (ITP), inflammatory bowel disease (IBH), pediatric thrombosis
(arterial stroke), sepsis + disseminated intravascular coagulation (DIC) and pulmonary

embolism.

140 FMF, 54 chronic ITP, 25 IBH, 95 pediatric thrombosis (arterial stroke), 59 sepsis
+ DIC and 81 pulmonary embolism patients were included in this study. The control group
consisted of 90 healthy adults without a personal or family history of these diseases. From
every patient and control a written informed consent was taken. The study was approved by

the ethics committee of Ankara University School of Medicine.

DNA was extracted from venous blood samples of these patients. To determine the -
174 G/C polymorphism of the IL-6 gene, this region was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) and PCR products were digested by Hsp92II restriction endonuclease. Patient
and control groups were compared by using the Khi square test and Odds ratios were

calculated in 95% confidential intervals.



The results of the study demonstrated that allele frequencies and genotype
distributions of the patient and control groups were similar and the differences were not
statistically significant between these groups. From these results we conclude that IL-6 -174
G/C polymorphism alone is not an important risk factor in the development of these diseases.
The inflammatory changes in these diseases were more likely to be a result of the disease
process, not to this polymorphism, itself. As inflammation is a result of complex relationship
between inflammatory and thrombotic mediators, investigating the role of other inflammatory
and thrombotic polymorphisms in these diseases can give more reliable results. In this study,
we did not evaluate the role of this polymorphism in the progress of these diseases except for
FMEF. In the FMF group, we could not observe any difference between the amyloidosis and
FMF groups in means of allele distributions and allele frequencies. In order to determine the
role of this polymorphism in the course of other diseases, prospective studies must be

performed.



II. Amac¢ ve Kapsam

Interlokin-6 (IL-6), bir¢ok inflamatuar ve immiin sistem aracili cevapta dnemli rol
oynayan bir sitokindir. Immiin ve inflamatuar olaylarin olusumunda anahtar rolii iistlenen
tiimor nekroz faktorii-a (TNFa) ve IL-1’e cevap olarak iiretilir. Esas olarak vaskiiler
endotelyal hiicreler, mononiikleer fagositler, fibroblastlar, aktive T lenfositler ile; kardiyak
mikzomalar, mesane ve serviks tiimorlerinden salinir. Etkisini Ozellikle B lenfositler ve
hepatositler iizerinde gosterir: B lenfositlerin antikor tireten hiicrelere farklilagmasini
saglarken, hepatositlerden C-reaktif protein (CRP), mannoz baglayan lektin (MBL) ve
kompleman komponentleri gibi akut faz reaktanlarinin salinnmina neden olur. Bdylece
inflamatuar cevabin ortaya ¢ikmasini ve gelismesini saglar. T lenfosit ve timositler {izerine
kostimiilatordiir. Diger sitokinlerle beraber kemik iligindeki hematopoietik kok hiicrelerin

gelisimini uyarir. IL-1 ile beraber T-helper hiicreleri aktive eder (1).

IL-6 geni, 7. kromozomun kisa kolunda, 7p14-7p21 arasinda lokalize olmustur (2).
Olgun IL-6 molekiilii 26 kDa agirliginda bir proteindir (1).

IL-6 geni promotor bdlgesinde —174 pozisyonunda tanimlanan G—C degisimi
fonksiyonel 6neme sahiptir. Yapilan transfeksiyon ¢alismalarinda, -174 C allelini tasiyanlarda
transkripsiyon seviyesinin, G allelini tagiyanlara oranla azaldig: tespit edilmistir. Bu degisimi
icine alan —225 ile —164 arasindaki bolge, gen ekspresyonunda negatif regiilator etkiye
sahiptir. DNA footprinting deneyleri, glukokortikoid reseptoriiniin —201 civarinda bir bolgeye
baglandigini gostermistir. —174°deki bu polimorfizm, glukokortikoid reseptdr baglanmasini
etkileyebilecek kadar bu bolgenin yakininda yer almaktadir ve bu nedenle transkripsiyonel
aktivasyonu baskilayabilir. Ayrica —174’deki bu degisim bir transkripsiyon faktorii olan NF-1
icin potansiyel bir baglanma bdlgesi yaratmaktadir. NF-1’in, transkripsiyon iizerine farkli
etkiler gosterebilmekle beraber, gen ekspresyonunun bir baskilayicist oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak, C allelini tagiyan kisilerde, G allelini tagiyanlara oranla, lipopolisakkaritler ve



IL-1’e cevap olarak IL-6 salinimi daha diisiik olmaktadir (3). Bu noktadan hareketle, pek ¢cok
immiin ve inflamatuar hastalik ile bu polimorfizm arasinda bir iliski olup olmadig:
calisilmaya baglanmis ve sistemik baslangicli juvenil kronik artrit (3), Alzheimer hastaligi (4),
iskemik strok (5) ve koroner kalp hastaliklar1 (6,7) gibi hastaliklarla iligkili oldugu

gosterilmistir.

Bu calismanin amaci, Ailevi Akdeniz Atesi (FMF), kronik immiin trombositopenik
purpura (ITP), inflamatuar bagirsak hastalign (Crohn), pediatrik tromboz (strok), sepsis +
DIC ve pulmoner emboli gibi patogenezinde inflamasyonun &nemli rol oynadigi hastalik
gruplarinda, IL-6 -174 G/C polimorfizm sikligin1 arastirmak ve bu hastaliklar1 tagimayan
saglikli kontrollerle karsilastirarak, bu hastaliklarin gelisiminde IL-6 -174 G/C degisiminin

roliinii aragtirmaktir.



II1. Materyal ve Yontem

1- Hasta ve Kontrol Gruplari:

Calismaya 140 FMF, 54 kronik ITP, 25 IBH, 95 pediatrik tromboz (arteriyel strok), 59
sepsis + DIC ve 81 pulmoner emboli hastasi dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak, 6z ve soy

gecmisinde bu hastaliklar bulunmayan 90 saglikli eriskin degerlendirilmistir.

140 FMF hastasinin 60’1, MEFV geni 10. ekzonunda M694V degisimini homozigot
olarak tasimakta olup, amiloid gelisimi gézlenmemistir. 80 hasta ise FMF tanisi ile takip
edilmekte iken amiloid gelisen hastalardir. Pediatrik tromboz (arteriyel strok tanisi ile yatarak
tedavi goren hastalar), kronik ITP ve sepsis hastalari, 18 yas alt1 cocuk hastalardan

olugmaktadir. Hastalarin tanilari, klinik bulgu ve tetkik sonuglarina gére konmustur.

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan (¢cocuk ise velisinden) ve kontrol bireylerinden
imzal1 bilgilendirilmis onam belgesi alinmistir. Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

etik kurulu tarafindan onaylanmustir.

2- DNA Ekstraksiyonu:

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen biitiin bireylerden, 1 ml. EDTA igeren plastik

tiip i¢ine 9 ml. venodz kan 6rnegi alinmistir. Bu 6rneklerden DNA ekstraksiyonu, klasik fenol-

kloroform ekstraksiyon yontemi ile gerceklestirilmistir.



3-IL-6 -174 G/C Degisiminin Belirlenmesi:

Polimorfizm bolgesini igine alan 431 be’lik bolge,
5’CAGAAGAACTCAGATGACTG3’ ve 5’GTGGGGCTGATTGGAAACC3’ primerleri
kullanilarak, daha oOnce tanimlandig1 sekilde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmistir (8). PCR; 5 pl DNA sablonu, 10X tamponu igerisinde 1 U Taq polimeraz
(Fermentas, Lituanya), 200 gmol dNTP, 1.5mM MgCl, ve her bir primerden 20 pmol i¢eren
50 pl toplam hacim igerisinde gerceklestirilmistir. PCR sartlar1 su sekilde tanimlanmistir: 94
°C’de 5 dak ilk denatiirasyonu takiben, 2 siklus 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 60 °C’de 1 dak
yapisma ve 72 °C’de 1 dak uzama; 2 siklus 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 57 °C’de 1 dak
yapisma ve 72 °C’de 1 dak uzama ve 25 siklus 95 °C’de 30 sn denatiirasyon, 54 °C’de 1 dak
yapisma ve 72 °C’de 1 dak uzama. Son olarak 72 °C’de 7 dakikalik bir son uzama
uygulanmistir. Elde edilen PCR f{irlinleri, %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan

sonra ethidyum bromid ile boyanarak UV altinda bantlar goriintiilenmistir.

-174°deki C allelini belirlemek i¢in, 12.5 pl PCR iiriinii, 10 U Hsp92Il (Promega,
Madison, WI, ABD) enzimi ile, uygun tampon igerisinde 1 gece 37 °C’de inkiibe edilerek
kesilmistir. Elde edilen kesim iiriinleri %2.5 agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan sonra
ethidyum bromid ile boyanarak UV altinda goriintiillenmistir. Bu islem sonucunda, -174’de G
alleli tasiyanlarda dizi iizerinde iki kesim noktasi oldugundan 229, 173 ve 29 bg¢ bantlar
gozlenirken, C allelini tastyanlarda -174’de iiglincii bir kesim noktasi oldugundan 229, 122,

51 ve 29bg¢ bantlar goriilmektedir (Sekil 1).

Sekil 1: IL-6 -174 G/C degisimini belirlemek iizere yapilan Hsp92Il enzimi ile yapilan kesim
sonuglart. Molekiiler biiyiikliik belirteci M ile gosterilmis (Fx174RF DNA Hinfl kesim) ve bantlarin
karsilik geldigi molekiil biiyiikliikleri sagda verilmistir. U, kesilmemis PCR {iriiniinii; 1, 2, 4. siitunlar
G/G homozigot, 3. siitun G/C heterozigot, 5.siitun ise C/C homozigot bireyleri gostermektedir.

«229b¢
«173bg
«122b¢




4- istatistiksel Analiz:

Hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda Khi-kare testi kullanilmistir. Allel
sikliklar1  sayillarak hesaplanmigtir. Odds oranlart %95 giiven smirlar1 igerisinde

hesaplanmustir.



IV. Analiz ve Bulgular

1- FMF Grubu Sonuclari:

IL-6 -174 G/C degisimi agisindan degerlendirilen 140 FMF hastasinin 96’s1 (%68.6)
G/G homozigot, 39’u (%27.8) G/C heterozigot, 5’1 (3.6) C/C homozigot bulunmustur.
Amiloidoz gelisen 80 hastada G/G homozigot, G/C heterozigot ve C/C homozigot bireylerin
sayilart sirasiyla 54 (%67.5), 23 (%28.75) ve 3 (%3.75) iken, amiloidoz gelismeyen 60
hastada 42 (%70), 16 (%26.7) ve 2 (%3.3) olarak bulunmustur. C allel siklg1 kontrol grubunda
%19.4 iken FMF grubunda %17.5 olarak hesaplanmistir (Tablo-1). Gruplar arasinda genotip
dagilimlar1 agisindan anlaml fark tespit edilmemistir. Amiloidoz gelisen ve gelismeyen hasta

gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.95).

Tablo-1: FMF hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilimi
IL-6 -174 G/C Genotipleri

O.R. (%95 CI) %C
G/G G/C C/C

Kontrol 90 61 23 6 - 1 19.4

FMF 60 42 16 2 0.67 0.90 (0.44-1.82) 16.7

FMF+Amiloidoz 80 54 23 3 0.66 1.01 (0.53-1.93) 18.1

Toplam FMF 140 96 39 5 0.55 0.96 (0.54-1.70) 17.5

2- Kronik iITP Grubu Sonuclar::

Bu grupta 54 kronik ITP hastas1 degerlendirilmistir. 33 hasta (%61.1), IL-6 -174 G/G
homozigot, 18 hasta (%33.3) G/C heterozigot, 3 hasta (%5.6) ise C/C homozigot olarak tespit
edilmistir. C allel sikhig1 %22.2 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile ITP grubu arasinda,

genotip dagilimi ve allel sikliklar1 agisindan anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo-2).
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Tablo-2: Kronik ITP hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilimi

IL-6 -174 G/C Genotipleri O.R. (%95 CI)

G/G G/C C/C
Kontrol 90 61 23 6 1
Kronik iTP 54 33 18 3 0.61 1.33 (0.66-2.70)

3- inflamatuar Bagirsak Hastah@ Grubu Sonuclari:

%C

19.4
222

Bu grupta, klinik ve tetkik sonuglarina gére Crohn hastaligi tanisi ile izlenen 25 hasta
degerlendirilmistir. Bu hastalarin 15’1 (%60), IL-6 -174G/G homozigot, 10°u (%40) ise G/C

heterozigot olarak tespit edilmistir. Bu grupta C/C homozigot bireye rastlanmamaigstir. C allel

sikl1ig1 %20 olarak bulunmustur. Genotip dagilimlar1 agisindan kontrol grubu ile IBH grubu

arasinda istatistiksel agidan anlaml fark tespit edilmemistir (Tablo-3).

Tablo-3: IBH hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilim1

IL-6 -174 G/C Genotipleri O.R. (%95 CI)

G/G G/C C/C
Kontrol 90 61 23 6 1
iBH 25 15 10 - 0.31 1.40 (0.56-3.49)

4- Pediatrik Tromboz/Strok Grubu Sonuclari:

%C

19.4
20

Bu grupta degerlendirilen 95 hastanin tamami, arteriyel strok tanisi ile yatirilarak

tedavi goren pediatri hastalarindan olusmaktadir. 60 hasta (%63.2) G/G homozigot, 26 hasta

(%27.4) G/C heterozigot, 9 hasta (%9.5) C/C homozigot olarak bulunmustur. Bu grupta C

allel siklig1 %23.2 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, genotip

dagilim1 ve allel sikliklar1 agisindan anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo-4).
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Tablo-4: Pediatrik tromboz hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilim

IL-6 -174 G/C Genotipleri O.R. (%95 CI) % C

G/G G/C C/C
Kontrol 90 61 23 6 1 19.4
Pediatrik Tromboz 95 60 26 9 0.73 1.22 (0.66-2.25) 232

5- Sepsis + DIC Grubu Sonuglar:

59 sepsis hastasinin IL-6 -174 G/C genotipleri su sekilde bulunmustur: 38 (%64.4)
G/G, 17 (%28.8) G/C, 4 (%6.8) C/C (Tablo-3). Bu grupta C allel siklig1 %21.2°dir. Bu grubun
degerleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli fark tespit edilmemistir

(Tablo-5).

Tablo-5: Sepsis + DIC hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilimi

IL-6 -174 G/C Genotipleri O.R. (%95 CI) % C

G/G G/C C/C
Kontrol 90 61 23 6 1 19.4
Sepsis + DIC 59 38 17 4 0.90 1.16 (0.58-2.32) 21.2

6- Pulmoner Emboli Grubu Sonuc¢lar:

Bu grupta 81 pulmoner emboli hastas1 degerlendirilmistir. IL-6 -174 G/C genotipleri
acisindan 51 hasta (%63) G/G homozigot, 24 hasta (%29.6) G/C heterozigot, 6 hasta (%7.4)
ise C/C homozigot bulunmustur. C allel siklig1 %22.2 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu
ile bu grup arasinda genotip dagilimlar1 karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edilmemistir (Tablo-6).

Tablo-6: Pulmoner emboli hastalarinda tespit edilen IL-6 -174 G/C genotiplerinin dagilimi
IL-6 -174 G/C Genotipleri

n P O.R. (%95 CI) %C

G/G G/C C/C
Kontrol 90 61 23 6 1 19.4
Pulmoner Emboli 81 51 24 6 0.80 1.24 (0.66-2.33) 222
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V. Sonuc ve Oneriler

1- Ailevi Akdeniz Atesi (FMF):

Gelisiminde inflamasyonun 6nemli rol oynadigi hastaliklardan biri olan FMF’nin en
onemli komplikasyonu amiloidozdur. Amiloidoz gelisiminde, FMF gen mutasyonlari
(MEFV) gibi genetik faktorler ile, ¢evresel faktorlerin etkileri iizerinde durulmaktadir.
Amiloidin Onciisii olan serum amiloid A (SAA) iiretimini, basta TNFo olmak {izere
inflamatuar sitokinler olan interlokin-1 (IL-1) ve IL-6 indiikledigi gdsterilmistir (9,10). Bu
nedenle yiiksek IL-6 tretimi (G allel tasiyiciligl), SAA gen ekspresyonun arttirarak FMF

hastalarinda amiloid gelisimine katkida bulunabilir.

Bu noktadan hareketle degerlendirdigimiz FMF ve FMF+amiloid gruplarinda, IL-6 -
174 G allel sikligini sirasiyla %83.3 ve %81.9 olarak bulduk (FMF grubu genelinde %82.5).
Bu degerler kontrol grubu ile benzer (%80.6) olup, genotip dagilimlar1 ve allel sikliklar
gruplar arasinda anlamli fark gdstermemektedir. IL-6 -174G allelini tasimak, FMF
gelisiminde ve FMF hastalarinda amiloidoz gelisiminde, en azindan tek basina anlamli bir
risk olusturmamaktadir. FMF ve amiloidoz gelisiminde bir sitokin kaskadinin devreye girdigi
dikkate alinacak olursa, IL-6 -174 G/C degisimi disinda, fonksiyonel 6neme sahip olan diger
sitokin polimorfizmlerinin (IL1 reseptdr antagonisti ve TNFa gen polimorfizmleri gibi)

beraber degerlendirilmesi, daha dogru sonuglar alinmasina yardimei olacaktir.
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2- Kronik Immiin Trombositopenik Purpura (ITP):

ITP, siklikla akut seyreden ve kendi kendini smirlayan bir hastalik olmakla beraber,
vakalarin %20’sinde alti aydan uzun seyreden kronik form izlenmektedir. Cocukluk cagi
kronik ITP’leri sinsi baslar, daha biiyiik yastaki ¢ocuklarda ortaya ¢ikar ve nadiren altta yatan
bir otoimmiin bozukluk tespit edilebilir. ITP patogenezi antikor aracili tombosit yikimi ve
defektif immiin kompleks temizlenmesine bagli olarak ortaya ¢ikar (11). Kronik ITP’li

hastalarda serum sitokin diizeylerinin ylikseldigi gosterilmistir (12).

Yapilan ¢esitli caligmalarda, ITP tanis1 alan hastalarda plazma IL-6
konsantrasyonlarinin yiikseldigi, trombopoietin konsantrasyonlarinin ise diistiigii tespit
edilmistir (13,14,15). IL-6, trombopoiteinden (TPO) sonra trombopoiteik aktivitesi en yiiksek
olan ajandir, ancak TPO yoklugunda megakaryositlerin gelisimi morfolojik olarak normal
olmaz. Bu nedenle, iTP’de tespit edilen diisik TPO konsantrasyonlar: hastalik progesinin
sadece bir sonucu degil, ayn1 zamanda inmatiir megakaryopoez ve bozulmus trombopoezin
bir nedeni olabilir. IL-6 diizeylerindeki yiikseklige ragmen C-reaktif protein (CRP)
diizeylerinin normal bulunmasi, yiiksek IL-6 diizeylerinin akut faz cevabina bagl olarak
yiikselmedigini; aksine, megakaryopoezi uyaracak bir kompanzatuar mekanizma olabilecegini
diisiindiirmektedir (13). Yine yiiksek IL-6 diizeyleri, ITP’de izlenen bozulmus
megakaryopoezin sorumlusu da olabilir (14). Bu nedenle, daha yiiksek IL- 6 diizeylerine
neden olan -174G allelini tagiyanlarda klinik seyir daha agir olabilecegi gibi kroniklesme

egilimi de daha fazla olabilir.

Foster ver ark. (11), yaptiklar1 calismada ITP ve saghkli kontrol grubunu
karsilastirmiglar ve iki grup arasinda allel dagilimi agisindan anlamli fark bulmamiglardir.
Bizim ¢alisma grubumuzda da, daha yiiksek IL-6 diizeyleri ile iligkili bulunan IL-6 -174G
allel sikhig1 %77.8, kontrol grubunda %80.6 bulunmustur. iki grup karsilastirildiginda, gen
dagilimlar1 arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.61). Bu
sonuglar, kronik ITP gelisiminde IL-6 -174 G/C degisiminin rolii olmadigmni
diisiindiirmektedir. Ancak, hastaligin seyri iizerine etkisini belirleyebilmek igin, akut ITP

vakalarinin da ¢aligilmasi yararli olacaktir.
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3-iBH

IBH gelisiminde konagm immiin durumundan cevresel faktdrlere kadar gesitli
faktorler sorumlu tutulmaktadir. Konagin immiin yanitlarinda ortaya ¢ikan bozukluklara bagl
olarak bu hastaliklarin ortaya ¢ikip ¢ikmadigini belirlemenin en uygun yolu, hastalig1 tasiyan
kisilerde daha fazla goriilen polimorfizmlerin belirlenmesidir. IBH’da proinflamatuar
sitokinlerin asir1 liretimi gosterilmistir. Sitokinler, mukozal immiin yanitin seklini belirleyerek
inflamatuar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (16). Ayrica, bu
sitokinlerden biri olan IL-6’y1 kodlayan genin de {izerinde bulundugu 7. kromozom bdlgesi,
yapilan baglanti ¢alismalarinda, inflamatuar bagirsak hastaliklarina duyarlilik ile iliskili
bulunmustur (17,18). Bu noktadan hareketle, IL-6’nin inflamatuar bagirsak hastaliklarinin
gelisiminde 6nemli rolii olabilecegi diisiinlilmiis, ancak yapilan ¢alismalar ¢eliskili sonuglar
vermistir. Ornegin; bazi ¢alismalarda bu hastaliklarda IL-1, IL-6 ve TNFa. gibi proinflamatuar
sitokinlerin diizeylerinde artis tespit edilmis (8,16), ancak Almanya’da Klein ve ark.nin (8)
yaptig1 bir caligmada, IL-6 geninde yer alan ve fonksiyonel énemi olan bu polimorfizm ile
IBH arasinda iliski kurulamamis ve yiiksek IL-6 diizeylerinin inflamasyonun bir gostergesi

olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Bizim calismamizda da, hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-6 -174 G/C genotip
dagilimlar1 ve allel sikliklar1 benzer bulunmustur. Bu sonuglarimiz Klein ve ark.nin (8)
sonuglari ile benzer bulunmustur. Ancak daha kesin bir sonuca varabilmek i¢in daha genis

hasta gruplarinin degerlendirilmesi gereklidir.

4- Pediatrik Tromboz (Strok)

Tromboz gelisimi, {ic ana etkenin kontrolii altindadir: Endotel hasari, normal kan
akiminda bozulma ve hiperkoagiilabilite. Sitokinler, inflamasyonun anahtar mediatdrleri olup,
hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda hemostatik dengenin diizenlenmesine katkida

bulunurlar (19).

Sitokinler (6zellikle IL-1, IL-6 ve TNFa), monosit ve endotelde doku faktorii ve doku
PAI tip-1 ekspresyonunu in-vitro olarak arttirirlar (19,20). Doku faktorii, Faktor VII ile
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iligkiye girerek trombozu hizlandirirken, PAI-1, endojen plazminojen aktivatorleri ile
saglanan fibrinolizi inhibe eder. Sepsise bagli cogul organ yetmezligi gelisen cocuklarda
yapilan bir calismada, IL-6’nin doku faktorii ve PAI-1 artisindan sorumlu oldugu tespit
edilmistir (20). IL-6, yeni trombosit olusumunu uyarmaktadir. IL-6 uyarimi ile olusan yeni
trombositler trombin ve PAF ile aktivasyona daha duyarli olup, prokoagiilan aktiviteleri daha

fazladir (21,22).

Tromboz gelisimini kontrol altinda tutmada ii¢ O6nemli antikoagiilan yol vardir:
Antitrombin-Heparin yolu, Doku faktorii yolu inhibitoérii (TFPI) yolu ve Protein-C yolu.
Bunlar arasinda Protein-C yolu, sitokinlerin primer hedefidir. Trombinin endotelde eksprese
olan trombomodulinle baglanmasi Protein-C yolunu aktive eder. Sitokinler, endotel hiicreleri
tizerindeki protein-C reseptorleri (EPCR) ve trombomodulinin kaybina neden olur (21). IL-6,
serbest Protein-S konsantrasyonunu da azaltmaktadir (23). Hepsi beraber dikkate alindiginda,
sistemik olarak sitokin kaskadinin indiiksiyonunun masif trombotik yanit olusturabilecegi

anlasilmaktadir (21).

IL-6 araciligr ile karacigerde akut faz reaktanlar1 yapiminin uyarilmasi da trombotik
olaylara yatkinlhig1 arttirir. IL-6 geni -174 pozisyonunda C alleli tasiyanlarda CRP diizeyleri
G allelini tasiyanlara oranla daha yiiksek bulunmustur (24). Yiiksek CRP ve fibrinojen
diizeyleri koroner sendromlarin gelisimi agisindan bir risk olustururken, kan viskozitesinin

artisina neden olur,trombosit sayisini ve aktivitesini arttirir (22).

Inflamasyon, derin vendz tromboz agisindan bir risk faktdrii olarak kabul edilmektedir
(25). Tekrarlayan vendz trombozlu olgularda IL-6 diizeylerinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir (26). Ancak, arteriyel trombozlardaki rolii arastirilmamistir. Arteriyel iskemik
strok, arteriyel tromboz sonucu gelisen ve ¢cocukluk ¢aginda 6nemli bir mortalite ve morbidite

nedeni olan ciddi bir tablodur.

Proinflamatuar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNFa, hem santral sinir sistemi (SSS)’de
yer alan glial ve noronal hiicreler tarafindan tiretilmekte, hem de periferde {iretilip kan-beyin

bariyerinden gegerek santral sinir sistemine ulasabilmektedir (27). IL-6, SSS’de hem yararl1,
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hem de yikict etkilere sahiptir. Fizyolojik sartlarda santral sinir sisteminde, IL-6 diizeyleri
diistiktiir. Bu diisiik konsantrasyonda noronal farklilagimi, glial hiicrelerin astrositlere
farklilasmasin1 ve astrosit proliferasyonunu uyarir ve sinir hiicrelerini ¢esitli zararh
etkenlerden (hipoksi, nérotoksik ajanlar gibi) koruyarak faydali etkiler gosterir (28,29). Oysa
yiiksek konsantrasyonlari, graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) ve
metallotionein (MT) I ve II gibi beyin hasarina yol agan mediatorlerin iiretimini uyararak
zararli olmaktadir (28). Cesitli inflamatuar SSS hastaliklarinda (bakteriyel ve viral menenjit,
multipl skleroz ve SLE gibi otoimmiin hastaliklar, Guillain Barré¢ sendromu, HIV

enfeksiyonu, poliradikiilondropati vb) beyinde IL-6 ekspresyonunu arttig1 gosterilmistir (29).

Yetiskinlerde yapilan c¢alismalarda iskemik strok gecirenlerde, periferal kan ve
BOS’da proinflamatuar sitokin konsantrasyonunun arttig1 tespit edilmistir (30). Iskemi
sonucunda, SSS’de IL-1, IL-6 ve TNFa aracili inflamatuar yanit ortaya ¢ikmaktadir. Hipoksi
ve hipogliseminin, SSS’de 6zellikle IL-6 tiretimini indiikledigi gosterilmistir (31). Yapilan
calismalar, yliksek IL-6 diizeylerinin insanlarda erken donemde norolojik kétiiye gidis ile
iligkili oldugunu gostermekle birlikte (30); hayvan deneylerinde IL-6 {iretimi ile klinik seyir
arasinda ayni iligski gosterilememistir (32). Yine geng erigkinlerde, strok geciren hastalarda
kontrollere oranla IL-6 diizeylerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (5). Revilla ve ark
(33), lakiiner strok ile IL-6 -174 CC genotipi arasinda iligki tespit etmislerdir. Pediatrik yas

grubunda bu konuda yapilmis ¢aligmaya rastlanmamustir.

Calismamizda degerlendirdigimiz 95 pediatrik arteriyel strok hastasinda C allel siklig
kontrole kiyasla hafif yiiksek olmakla beraber (%22.2’ye karsilik %19.4), genotip dagilimlar
gruplar arasinda farkli bulunmamistir. Bu nedenle, IL-6 diizeyleri ile iligkili bulunan IL-6 -
174 G/C polimorfizminin, pediatrik yas grubunda arteriyel tromboz ve strok gelisimi

acisindan tek basina bir risk faktorii olmadigi sonucuna varilmistir (34).
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5- Sepsis + DIC

IL-6, sepsis gelisiminde rol alan onemli bir sitokindir. Septik hastalarda sok gelisimi
ve oOlim riski ile iliskili bulunmaktadir. Sepsiste IL-6 iiretimi bir¢ok inflamatuar mediator
tarafindan uyarilmaktadir. inflamatuar hastaliklarda C allel sikliginin daha az oldugu tespit

edilmekle beraber sepsis ile bu sitokin arasindaki iliski arastirilmamastir (35).

DIC, sistemik trombohemorajik bir bozukluk olup, siklikla sepsis ile beraber gozlenir.
Prokoagiilan ve fibrinolitik sistem aktivasyonu, inhibitdr tiiketimi ve son organ hasar1 veya
yetmezligine ait biyokimyasal bulgularla karakterizedir. Bakteriyel lipopolisakkaritler
(endotoksin), koagiilasyon mekanizmasini aktive eder. Endotoksin tarafindan Faktor XII
aktive edilir, trombositlerden salinim gerceklesir, graniilositlerden prokoagiilan maddeler
salmir (36). Ozellikle yiikselen katekolamin ve glukokortikoid hormon diizeylerine de bagl
olarak IL-1, IL-6 ve TNFa gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi artar (37). IL-6, bir
yandan yeni trombosit olusumunu arttirirken, diger yandan doku faktOriiniin saliimin
indiikler ve endotel hiicrelerinin antitrombotik o6zelliklerini prokoagiilan-pihtt olusumuna

elverisli bir sekle ¢evirir (19).

Belirtilen nedenlerden 6tiirti, IL-6 -174 G/C degisimi ile sepsis ve septik hastalarda
DIC gelisimi ile iliskili olabilir. Bu noktadan hareketle degerlendirdigimiz 59 sepsis + DIC
hastasinda, allel sikliklar1 ve genotip dagilimlari, kontrol grubu ile benzer bulunmus ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Bizim sonuglarimiz, sepsis
+ DIC gelisimi ile IL-6 -174 G/C genotipleri arasinda bir iliski olmadigini gdstermektedir.
Yiiksek IL-6 diizeyleri, sepsiste ortaya ¢ikan inflamatuar degisikliklerin bir sonucu olabilir.
IL-6 diizeyleri lizerine etkisi oldugu gosterilen bu polimorfizmin, klinik seyir iizerine etkisini

arastirmak yarali sonuglar verebilir.

18



6- Pulmoner Emboli:

Acil tam1 konmasi ve tedavi baslanmasimin hayat kurtarici oldugu bir tablo olan
pulmoner embolide, siklikla emboliye yol acacak bir trombotik olay s6z konusudur. Trombiis
gelisim yeri neresi olursa olsun, akcigerde ortaya ¢ikan hasarin biiyiikliigii, tikanan damarin
capt kadar, bu akut olaya cevap olarak gelisen inflamatuar reaksiyonun siddetiyle de
orantilidir (38). Japonya’da yapilan bir ¢alismada, pulmoner arterde tikanmaya yola agan 23
sag ventrikiiler mikzoma vakasinda IL-6 diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir (39). Ancak
kardiyak mikzomalar da IL-6 sentezlediginden (1) bu sonug, muhtemel pulmoner emboli
gelisimi veya seyri ile iliskili degildir. Pulmoner emboli hastalarinda TNFa diizeylerinin
yiikseldigi tespit edilmistir (38), ancak IL-6 -174G/C degisimini degerlendiren bir ¢calismaya

literatiirde rastlanmamustir.

Bu grupta c¢alisilan 81 pulmoner emboli hastasinin IL-6 -174G/C genotiplerinin
dagilim1 kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Iki grubun genotip dagilimlar1 arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Bu nedenle pulmoner emboli gelisimi

tizerine IL-6 -174 G/C degisiminin bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Sonug olarak, bu arastirmada, IL-6 diizeyi {lizerine etkili oldugu bilinen IL-6 -174 G/C
degisiminin, patogenezinde inflamasyonun 6nemli rol oynadig: ¢esitli hastalik gruplarindaki
siklig1 arastirilmis ve elde edilen sonuglar, 6z ve soy ge¢cmisinde bu hastaliklar1 bulunmayan
saglikl erigkin kontrollerin sonuclari ile karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglar, hasta ve
kontrol gruplarinda genotip dagilimlarinin birbiri ile benzer oldugunu ve gruplar arasinda

istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmadigini ortaya koymustur.

FMF, amiloidoz, ITP, IBH, tromboz, sepsis + DIC ve pulmoner emboli, gibi
hastaliklarin seyri esnasinda IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin saliniminin arttig
bilinmektedir. Ancak IL-6 diizeyleri iizerine etkili oldugu gosterilen -174 G/C degisimini
tagiyan birey sayisinin hasta ve kontrol gruplarinda benzer olmasi, bu artistan genetik
degisimlerden ¢ok, belirtilen hastaliklarin seyri esnasinda degisen ¢evresel kosullara yanit

olarak sitokin salinimindaki artisinin 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada, FMF grubu haricinde, farkli genotiplere sahip bireylerde hastaligin
seyri incelenmemistir. Amiloidoz, FMF’in en 6nemli komplikasyonu olup, 6zellikle tedaviye
baslanmasi gecikmis vakalarda ortaya c¢ikan ve Oliimle sonuglanabilen ciddi bir tablodur.
Amiloidoz gelisiminde inflamatuar sitokinlerin de rol oynadigi bilinmektedir. Ancak,
amiloidoz gelisen ve gelismeyen hastalar arasinda, 1L-6 -174 G/C genotiplerinin dagilimi
acisindan anlamli fark bulunmamasi nedeniyle, en azindan bu siirecte genetik faktorlerden
cok cevresel faktorlerin tetikledigi sitokin artisinin 6nemli olabilecegi sonucuna varilmaistir.
Diger hastaliklarin seyri tiizerine etkisi olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in ise, iyi
planlanmis prospektif arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, inflamasyonda rol
oynayan biitiin mediatorlerin birbirleri ile olduk¢a kompleks bir iliski igerisinde bulundugu
gbz Oniine alinacak olursa, bu gen degisiminin diger inflamatuar, hatta trombotik gen

degisimleri ile beraber degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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VII. Ekler

a) Mali Bilanco ve Ac¢iklamalar

Proje kapsaminda alimi yapilan sarf malzemeleri tablo-6’da goriilmektedir. Malzeme
alimi i¢in ihale 14.04.2004 tarihinde yapilmis ve malzeme teminini takiben c¢alismaya
baslanmistir. Eppendorf tiipleri ve pipet uglart DNA izolasyonu, PCR ve enzimle kesim
analizi icin kullamlmistir. Izole edilen DNA ©Ornekleri DNA kutularinda -20C°’de
saklanmaktadir. Taq polimeraz, dNTP set, Forward ve Reverse primerler, uygulanan PCR’de
kullanilmistir. Amplifiye edilen {riinlerin molekiil biiyiikliigiiniin belirlenmesinde marker
kullanilmistir. PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezini gerceklestirmek amaciyla Agaroz
kullanilmis, tirtinlerin goriintiilenmesini saglamak i¢in jel ethidium bromide ile boyanmistir.
Nlalll enzimi, IL-6 -174 G/C degisimini belirlemek iizere, PCR iiriinlerinin kesilmesinde,

hasta basina 10U olacak sekilde kullanilmistir.

Tablo-6: Proje kapsaminda alimi yapilan malzemeler

MALZEME ADI MIKTARI
Eppendorff tiipii, 1.5 ml. 7000 adet
Eppendorft tiipii, 0.5 ml. 2000 adet
Sar1 Pipet Ucu 15000 adet
Agaroz, 500 gr. 1 adet
dNTP set, 100mM 5 adet
Taq Polimeraz, 250U 12 adet
Ethidium bromide, 1g. 1 adet
Marker (Fx174 RF DNA Hae III Digest), 100ug | 3 adet
DNA kutusu, 100 6rneklik 15 adet
NlallI (25000) 10 adet
Primer (Forward), 20 baz 5 adet
Primer (Reverse), 19 baz 5 adet
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b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar

Bu proje kapsaminda makine ve techizat alim1 yapilmamustir.
¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

Kesim III’de sunulmustur.
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Mayis 2004, Istanbul.
e) Yayinlar:
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