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ONSOZ
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1. GIRIS

1.1.  Sitokinler

Bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde ilgili hiicrelerce salinan hormon benzeri araci
maddelere genel olarak Sitokin adi verilir. Bunlardan T ve B hiicreleri tarafindan

olusturulanlara Lenfokinler, monositlerce olusturulanlara Monokinler ad1 verilir.

Sitokinler, hematopoietik sisteminde i¢inde bulundugu, hedef hiicrelerin
aktivitelerini degistiren veya diizenleyen protein ya da glikoprotein yapil
immunomodulatorlerdir. Sitokinler hedef hiicrelerdeki kendilerine ait spesifik
ligandlara baglanarak etkilerini gosterirler. Baglanma ile baslayan sinyal
transdiiksiyonu ve ikinci haberci iletimi, gen aktivasyonu, mitotik boliinme, biiyiime

ve farklilasma, migrasyon veya apoptozise neden olur (Bidwell, 1999).
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Sekill.1. Insanda bulunan Sitokin ve Kemokinleri gésteren periodik tablo (R&D systems, 2010).

Sitokinler hiicre membranina baglanabilen protein veya haberci (hiicreden
hiicreye bilgi tasima) glikoprotein molekiilleridir. 200 den fazla sitokin
tanimlanmistir ve bunlar genel olarak boliinerek interlokinlerin, biiyiime
faktorlerinin, kemokinlerin, interferonlarin ve koloni stimiile edici faktorlerin alt

gruplarma ayrilirlar. Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine gore pro-inflamatuvar



(IL1, IL-6, TNF-a, TGF-B) ve anti-inflamatuvar (IL-1Ra, IL-10) olarak
gruplandirilir. Sitokin fonksiyonlari, hedef hiicrenin yiizeyinde bulunan sitokin
reseptorlerine gore, spesifiklik kazanir. Coziinebilir mediatorler olarak sitokinlerin
fonksiyonlar1 otokrin, parakrin veya sistemik (hormona benzer) olabilir. Bazi
sitokinler, sitokin ile agonistik calisan ¢Oziinebilir reseptor formlarina sahiptir.
Sitokin aracili- proinflamator- efektor fonksiyonlar, antiinflamator sitokinler veya
sitokin reseptor spesifik antogonizma tarafindan inhibe edilebilir. Bu inhibe ve
uyarici faktorler arasindaki denge, normal hiicre fonksiyonlari i¢in 6nemlidir ve bir
cok hastaligin olusumunun sitokin {retimindeki dengesizlikten kaynaklandigi
caligmalarda goriilmektedir (Callard ve ark., 1999). Cizelge 1.1°de sitokinler ve

aktiviteleri gdsterilmektedir.

Cizelgel.1 : Sitokinlerin biyolojik aktiviteleri (http://www.med.unibs.it/~marchesi/growfact.html,

Bilgehan, 2005).

Interlokin ve Diger Kaynak Bashca etkinlikleri
Sitokinler
IL-1 a ve -B Makrofajlar, diger antijen | Antijen sunucu ve T lenfositlerini uyarma , B
sunucu hiicreler, diger lenfositlerinin ¢ogalmasini ve Ig olusumu
viicut hiicreleri Karacigerde akut faz yanit1 saglama

Fagosit aktivasyonu
Hematopoiezis

Yangisal tepkime ve ates olusturma

1L-2 Aktive TH 1, Tc ve NK Aktive T hiicrelerinin proliferasyonu
hiicreleri NK ve Tc fonksiyonlarini arttirma

B proliferasyonunu ve IgG2 olussturmalarini artirma

IL-3 T lenfositleri Erken hematopoietik ana hiicrelerini gelistirmek
1L-4 TH2 hiicreleri, mast B hiicrelerinin ¢ogalmasini, IgE ve MHCII
hiicreleri olusurmalarini saglama

TH2 ve Tc proliferasyonu ve fonksiyonlart
Eozinofil ve Mast hiicrelerinin gelismesi ve
fonksiyonlart

Monokin iiretimini baskilama

IL-5 TH2 ve mast hiicreleri Eozinofil gelismesi ve fonksiyonu
IL-6 Aktive TH2, APC ve T hiicreleri stimiilasyonu igin IL1 ve TNF ile
diger somatic hiicreler sinerjistik etki

B hiicre proliferasyonu ve Ig olusturmalarini artirma

Trombopoiezis




IL-7 Timus ve stroma T ve B lenfopoiezi ve Tc fonksiyonlarina etki
hiicreleri
1L-8 Makrofaj ve diger Notrofil ve T hiicreleri i¢in kemoatraktan etki
somatik hiicreler
IL-9 Kiiltiir hiicreleri Bazi hematopoietik ve timopoietik etki
1L-10 Aktive TH2, CDST ve B THI1, NK ve APs lerin sitokin liretimini inhibe etme
lenfosit, Makrofaj B hiicrelerinin ¢ogalmasini ve antikor olusturmalarini
artirma
Hiicresel bagisikligi baskilama
IL-11 Stroma hiicreleri Hematopoiez ve Trombopoiez iizerine sinerjistik etki
1L-12 B hiicreleri ve Aktive Tc ve NK proliferasyon ve fonksiyonu
Makrofajlar INF g iiretimi
THI indiiksiyonu, TH2 fonksiyon inhibisyonu
Hiicresel bagigiklik yanitini ilerletme
IL-13 TH2 hiicreleri IL4 benzeri etkiler
TNF-a Aktive makrofajlar, diger | IL1 benzeri etkiler
somatik hiicreler Vaskiiler Tromboz ve tumor nekrozu
TNF- 8 Aktive TH1 hiicreler IL1 benzeri etkiler
Vaskiiler Tromboz ve tumor nekrozu
IFN a vef Makrofajlar, Nétrofiller, Antiviral etki
diger somatik hiicreler Tiim hiicrelerde MHC 1 olusumunu tesvik etme
Makrofaj ve NK aktivasyonu
IFNy Aktive TH1 ve NK Tiim hiicrelerde MHC-1 olusumunu tegvik etme
hiicreleri APC-1 ve diger hiicrelerde MHC-2 olusumunu tegvik
etme
Makrofaj, Notrofil ve NK Aktivasyonu
Hiicresel bagigiklik yaniti ilerletme
Antiviral etki
TGF Aktive T lenfositleri, Antiinflamatuvar etki

plateletler, makrofajlar ve

diger hiicreler

Makrofaj ve lenfositler i¢in Antiproliferatif
B hiicrelerinin Ig A olusturmasini ilerletme

Fibroblast Cogalmasini ve yara iyilesmesini ilerletme




1.2. interlokinler

Bir kismi lenfositlerce olusturulan (lenfokin) bir kism1 da monosit ve makrofajlarca
olusturulan (Monokin) hiicreler arasi etkin maddeler icin Interlokin adi

verilmektedir. (Bilgehan, 2005).
1.2.1. IL-6 (interlokin 6)

IL-6, multifonksiyonel bir sitokindir. iImmiin, hematopoietik aktivite ve akut faz
cevabi indiikleme 6zelligi nedeniyle ¢ok genis bir aralikta savunma sisteminde gorev
alir. IL-6" nin artan ekspresyunu myeloma, romatoid artrit, Castleman’s hastaligi,
psoriasis, post menopozal osteoporoz gibi bir ¢ok hastalifin patolojisinde
tanimlanmigtir. IL-6, IL-11, l6semi inhibitér faktorii (LIF), onkostatin M (OSM),
kardiotropin-1 ve siliar ndrotropik faktdriinii de i¢ine alan sitokin ailesinin bir
tiyesidir. Bu ailenin diger iiyeleri gibi, IL-6 biiyiime ve reseptor sistemi ile
farklilagmay1 indiikler. IL-6 bolgelerinin tanimlanmasi, IL-6 reseptorii ve gp 130
arasindaki iligkiye baghdir. Burada ilk basamak, terapotik faydalari i¢in bu

sitokinlerin etkilerinin bdlgesel manipiilasyonudur (Simpson ve ark., 1997).
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Sekil 1. 2. IL-6 yolagi (http://www.biolegend.com/media_assets/pathways).

IL-6, proinflamatuvar ve proaterogenetik aktiviteleri nedeniyle en c¢ok
arastirilan sitokinlerdendir. Sadece diger reaktan proteinlerin ve karacigerden C-
reaktif proteininin (CRP) iiretimi i¢in ana uyarict degil, ayn1 zamanda E-selektin,

ICAM-1, VCAM-1"1 arttirarak ve bizzat kendisini de igeren inflamatuvar



mediatorleri salarak endotelyal hiicre adhezivligini artirmaya onciiliik eden bagka

onemli rollere de sahiptir (Huber ve ark., 1999).

Interldkin- 6 (IL-6), fibrinojen ve C-reaktif protein (CRP) gibi inflamasyonun
serum biyogdstergeleri aterosklerotik hastaliklarda 6nemli rol oynar. IL-6 endotelyal
aktivasyonda direk rol oynarken (Romano ve ark., 1997) fibrinojen sentezinde
indirek gorev alir (Dalmon ve ark., 1993). Bu inflamasyon biyogostergeleri CAD
insidans1 (Ridker ve ark., 1998a; Ridker ve ark., 1998b; Ridker ve ark., 2000) ve akut
koroner sendromu (ACS) prognoz ile iliskilidir (Lindmark, 2001; Haim ve ark.,
2002).

Interlokin-6 (IL-6), bir¢ok inflamatuvar ve immiin sistem aracili cevapta
onemli rol oynayan bir sitokindir. immiin ve inflamatuvar olaylarin olusumunda
anahtar rolii listlenen tiimor nekroz faktorii-o (TNFa) ve IL-1’e cevap olarak iiretilir.
Esas olarak vaskiiler endotelyal hiicreler, mononiikleer fagositler, fibroblastlar,
aktive T lenfositler, mesane ve serviks tiimorlerinden salinir. Etkisini 6zellikle B
lenfositler ve hepatositler iizerinde gosterir. B lenfositlerin antikor iireten hiicrelere
farklilasmasini saglarken, hepatositlerden CRP, mannoz baglayan lektin (MBL) ve
kompleman komponentleri gibi akut faz reaktanlarinin salinimina neden olur.
Boylece inflamatuvar cevabin ortaya ¢ikmasini ve gelismesini saglar. T lenfosit ve
timositler iizerine kostimiilatordiir. Diger sitokinlerle beraber kemik iligindeki
hematopoietik kok hiicrelerin gelisimini uyarir. IL-1 ile beraber T-helper hiicreleri

aktive eder (Cruse ve ark., 1999).



Sekil 1.3. IL-6 kristal yapis1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=23622).

1.2.2.1L-6 Geni ve Yapisi

IL-6 proinflamatuvar, anti-inflamasyon ve endokrin fonksiyonlar1 olan pleiotropik
bir sitokindir. IL-6 ilk hepatosit stimiile edici faktdr (HSF) (Ritchie ve Fuller,1983)
olarak tanimlanmistir. 1985 yilinda HSF’ ye benzer B- hiicre farklilastirma faktorii
(BSF-2 yada Interferon B-2) bulunmustur (Gauldie ve ark., 1987; Hirano ve ark.,
1985). Bir sitokin olarak bilinen IL-6, akut faz proteinlerinin (APPs, 6rnegin C
reaktif protein, serum amiloid A protein, albumin, haptoglobulin) iiretiminin

diizenlenmesinden sorumludur (Simpson ve ark., 1997).

IL-6 geni insanda 7p15-p21 kromozomunda bulunur (Bowcock ve ark., 1988,
Hirano ve ark., 1986) ve 5 ekson ve 4 intron igerir (Yasukawa ve ark., 1987). IL-6
geni 5’ ve 3’ bolgelerinde polimorfiktir (Bowcock ve ark., 1989, Fishman ve ark.,
1998). Promotor bolgede -174 G/C baz degisim polimorfizmi birgok caligmada
gosterilmistir (Olomolaiye ve ark., 1998). Fishman ve arkadaslar1 (1998), Hela
hiicrelerine gegici lusiferaz haberci vektorii tranfer ederek G allel varliginin IL-6
geninde yiiksek transkripsiyon aktivitesi varligi ile iligkili oldugunu gostermistir.

Arastirmalar GG homozigot ve GC heterozigot kisilerde plazma IL-6 seviyesinin CC



homozigot tasiyicilara goére daha yiiksek oldugunu gostermistir(Fernandez- Real ve
ark., 2000). 92 Romatoid artrit vakasi arasindaki polimorfizm dengesizligi 383
saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Bu sonug 6zellikle CC genotipi tasiyan
hastalar arasinda sikligin azalmasia neden olmaktadir. G allel varlig1 plazma lipid
profili (yiiksek trigliserid, diisiik yogunluklu lipoprotein ve serbest yag asitleri,
diisiik-yiiksek yogunluklu lipoprotein) ile de iliskilidir (Fernandez- Real ve ark.,
2000). IL-6 allellerinin fenotipik farkliliklarla baglantis1 tam olarak bilinmemekle
birlikte fakat IL-6 geninin promotor bolgesindeki transkripsiyon faktorii (AP-1, NF-
IL-6 ve NF-xB) baglanma bdlgelerindeki baglanma kapasitesi IL-6 iiretiminde
farkliliklara neden olmaktadir (Matsusaka ve ark., 1993). IL-6 geninin -174
polimorfizmi, Am  Tw  polimorfik  bolge ile en az 6  allel
(A Tan Ao TanAanTao Ao Ta0AqnT©),AqnT ) igermektedir (Fishman ve ark.,
1998).
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Sekil 1.4: Homo sapiens’de interlokin 6 (interferon, beta 2) (IL-6), mRNA ve IL-6 geninin
amplifikasyonu yapilan bdlgesinin sematik gdsterimi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Fisherman ve
ark., 1998).

IL-6 geni, 7. kromozomun kisa kolunda (7p14-7p21) lokalize olmustur
(Sehgal ve ark., 1986). Insan (Zilberstein ve ark., 1986 ; Yasukawa ve ark., 1987) ,
fare (Tanabe ve ark., 1988) ve rat (Northemann ve ark., 1989) IL-6 genleri 4 intron
ve 5 ekzon igermektedir. Genin protein kodlanan bolgesinde ekson/intron sinirlarinin
pozisyonu, ekson uzunlugu ve eksonlardaki sistein kalintilarinin lokasyonu tiirler
arasinda korunmustur. Ancak eksonl’in 5’ smir1 ve Ekson 5’in 3’ simirinda
farkliliklar meydana gelmektedir ve bu bolgeler kodlanan bdlgenin disina
uzanmaktadir. Genomik yapidaki bu korunma, graniilosit koloni stimiile edici faktor
(G-CSF) geninde de benzer sekilde iliskilidir (Tanabe ve ark., 1988). Olgun IL-6
molekiilii 26 kDa agirliginda bir proteindir (Cruse ve ark., 1999).

IL-6 geni promotor bdlgesinde —174 pozisyonunda tanimlanan G-C degisimi
fonksiyonel Oneme sahiptir. Yapilan transfeksiyon calismalarinda, C allelini
tastyanlarda transkripsiyon seviyesinin, G allelini tagiyanlara oranla azaldigi tespit
edilmigtir. Bu degisimi igine alan -225 ile —164 arasindaki bdlge, gen
ekspresyonunda negatif regiilator etkiye sahiptir. DNA footprinting deneyleri,
glukokortikoid reseptoriiniin —201 civarinda bir bolgeye baglandigini gdstermistir.
Polimorfizm, glukokortikoid reseptér baglanmasini etkileyebilecek kadar bu

bolgenin yakininda yer almaktadir ve bu nedenle transkripsiyonel aktivasyonu
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baskilayabilir. Ayrica —174’deki bu degisim bir transkripsiyon faktorii olan NF-1 i¢in
potansiyel bir baglanma bolgesi yaratmaktadir. NF-11in, transkripsiyonu farkh etkiler
gosterebilmekle beraber, gen ekspresyonunun baskilayicist 6zellik gosterdigi
bilinmektedir. Sonug olarak, C allelini tagiyan kisilerde, G allelini tasiyanlara oranla,
lipopolisakkaritler ve IL-1’e cevap olarak IL-6 salinimi1 daha diisiik olmaktadir
(Fishman ve ark., 1998). Bu noktadan hareketle, pek ¢ok immiin ve inflamatuvar
hastalik ile bu polimorfizm arasinda bir iliski olup olmadig1 ¢alisiimaya baslanmis ve
sistemik baglangicli juvenil kronik artrit (Fishman ve ark., 1998), Alzheimer hastaligi
(Papassotiropoulos ve ark., 1999), iskemik inme (Grau ve ark., 2001) ve koroner kalp
hastaliklar1 (Humphries ve ark., 2001; Georges ve ark., 2001) gibi cesitli hastaliklarla
iligkili oldugu gdsterilmistir.
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Sekil 1.5. IL-6’nin biyolojik aktiviteleri (Simpson ve ark., 1997).
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Sekil 1. 6. IL-6 iireten hiicreler (Naka ve ark., 2002).
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IL-6, kortikotropin releasing hormon (CRH) salinimini, Adrenokortikotropik
hormon (ACTH) sentezini ve kortikosteroid {liretimini artirarak hipotalamus- hipofiz-
adrenal aksinin stimiilasyonuna neden olur (Naitoh ve ark., 1988; Tsigos ve ark.,

1997).

Inflamasyon fonksiyonlarmin yaninda IL-6 megakaryosit olgunlasmasi ve
IgG, IgM ve IgA sentezi gibi B hiicre farklilagsmasi tesvik eder (Baatout 1996,
Kishimoto ve ark., 1995, Muraguchi ve ark., 1988). IL-6’nin kalp hipertrofisinde ve
kemik sekillenmesinde rol oynadigi ¢esitli ¢calismalarla gosterilmistir (Papanicolaou
ve ark., 1998). Birgok celirdekli hiicre tarafindan IL-6 ekspresyonu ve sentezinin
gerceklestigi in vitro olarak gosterilmistir ama en 6nemli kaynagi monosit/makrofaj
hiicreleri, sitokin uyarici stromal hiicreler (fibroblastlar) ve endotelyal hiicrelerdir
(Kato ve ark., 1990). IL-6 genini uyaran en kuvvetli uyaricilar; LPS ve forbol
esteridir (TPA) (Cox ve Gauldie, 1997). IL-6, B hiicre olgunlagmasinda 6nemli bir
rol oynamasma ragmen IL-6 geni {izerinde farelerle yapilan caligmalarda B
hiicrelerinin gelismesi i¢in ¢ok gerekli olmadig1 bulunmustur (Fattori ve ark., 1994a,
Kopf ve ark., 1994; Libert ve ark., 1994, Ramsay ve ark.1994). Transgenik fareler
tizerinde IL-6 ekspresyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda dalak, lenf nodu, timus,
akciger, karaciger ve bobrekte agir plazmasitozisi sonucu olarak IL-6’nin agsiri
ekspesyonu goriilmektedir (Brandt ve ark., 1990, Campbell ve ark., 1993, Fattori ve
ark., 1994a, Katsume ve ark., 1997, Suematsu ve ark., 1989, Suematsu ve ark., 1992,
Woodroofe ve ark., 1992). IL-6 transgenik farelerde kirmizi kan hiicrelerinin
sayisinin ve hemoglobin konsantrasyonunun azalmasinin yaninda trombositozis ve
leukositozis goriilmektedir (Katsume ve ark., 1997). Bu farelerde IL-6 ekspresyonun
artist insanlarda Castleman sendromuna (hipergammaglobulinemi, lenf nodu
genislemesi ve APP sentezi artis1) benzer bir sendroma yol agar (Brandt ve ark.,
1990). IL-6’nin uzun stireli asir1 ekspresyonu farelerde lenfomalarin gelismesi ile

sonug¢lanmaktadir (Woodroofe ve ark., 1992).

Ates, anoreksia, yorgunluk ve influenza’ya benzer semptomlar, anemi,
16kositozis, trombositozis ve akut faz cevabin indiiksiyonu insanlarda IL-6’nin etkisi

altindadir (Papanicolaou ve ark., 1998, Schuler ve ark., 1998).
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1.2.3.1L-6 Reseptor Siiper Ailesi

IL-6 reseptorii, 80kDa’ luk IL-6 baglanma proteini (a zincir) ve 130kDa’ luk sinyal
doniistiirticii gp130 (b zincir) ad1 verilen iki molekiil igerir (Yamasaki ve ark., 1988;
Taga ve ark., 1989; Hibi ve ark., 1990). IL-6 direk olarak gp130’a baglanmamasina
ragmen, IL-6/IL-6R/gp130 yiiksek affiniteli kompleksi olusturmak icin IL-6R’a
baglanabilir. Bliylime faktorii reseptorleri, CNTF, IL-2, eritropoietin, G-CSF ve IL-5
gibi bir ¢ok sitokin reseptdrlerinin yapisi, IL-6R ve tip I sitokin reseptdr siiper

ailesinin yapisina benzerdir (Bazan, 1990 ; Bazan, 1992).

Bu reseptorlerde 4 sistin kalintisinin  korunmasi ve triptofan- serin-X-
triptofan-serin  (W-S-X-W-S) motifinin (WS motif) transmembran bdlgesine
yerlesimi karakteristiktir. IL-6Ra’ nin sitoplazmik alanda IL-6 sinyal iletimine
ihtiyaci yoktur (Taga ve ark., 1989; Hibi ve ark.., 1990). IL-6Ra’nin sitoplazmik
bolgesindeki intrasisternal A gen tekrarinin (IAP-LTR) insersiyonu fare
plazmasitomasinda bulunmustur (Sugita ve ark., 1990). Bunun yaninda kompleks IL-
6 ve ¢oziilebilir IL-6 Ra, IL-6 sinyal iletimi olusturabilir. IL-6Ra ve gp 130 ‘a IL-6
baglanarak her 2 iiyenin hekzamer olusum formasyonunu indiikler (Paonessa ve ark.,

1995). IL-6, 3 reseptor baglanma bolgesine sahiptir. Bunlar;

1. IL-6Ra baglanmak i¢in Heliks D iizerinde bulunan Arg-179 etrafindaki 1.
Bolgedir.

2. gp 130 i¢in heliks A ve C bolgesi

3. Diger gp 130 icin baglanmasi i¢in heliks D’nin merkez etrafindaki N-
terminal ucudur (Brakenhoff ve ark., 1994; Savino ve ark., 1994 a,b).

Ayn1 zamanda Asn-230 ve IL-6Ra’ nin etrafindaki kalintilar, IL-6Ra ve gp 130
arasinda iligkiyi saglamaktadir (Yawata ve ark., 1993; Salvati ve ark., 1995). Asn-
230, His-280 ve Asp-281 deki degisimler gp 130 ve ¢oziilebilir IL-6Ra arasindaki
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iliskiye zarar verdigi bulunmustur (Salvati ve ark., 1995). IL-6" nin hem 2 hem de 3.
bolgelerin esas gorevi sinyal iletimi olan gp130 dimerizasyonunda onemlidir. IL-6
variantlar1 inhibitor olarak gérev yapan 2 ya da 3. bolgede veya her iki bolgede de

aminoasit kalintilar1 tasirlar (Sporeno ve ark., 1996).

1.2.4. 1L-6 Reseptorii (IL-6R) ve GP 130’ un Yapisi

IL-6 reseptdr sistemi tarafindan IL-6’nin biyolojik aktiviteleri diizenlenmektedir. IL-
6 reseptor sistemi 2 membran proteininden olusur ; Ligand bagli a- subunit reseptor
(IL-6R) ve sinyal dagitic1 B-subunit (gp130). Gp 130, 16semi inhibitor faktor(LIF),
Oncostatin ~ M(OSM), Interlékin ~ 11(IL-11), kardiotropin-1(CT-1) reseptdr
komplekslerinin bir pargasidir (Gearing ve ark., 1992 ; Ip ve ark., 1992 ; Liu ve ark.,
1992 ; Taga ve ark., 1992 ; Yin ve ark., 1993 ; Fourcin ve ark., 1994 ; Pennica ve
ark., 1995).
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at‘: Korunmus sisteinler
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Sekil 1.7. IL-6R ve Gp 130’ un yapist

Farelerde gpl130’un hedeflenen boliinmesi ile yapilan c¢alismalarda

embriyogenezin erken evrelerinde gelisen miyokardial bozukluk ve hematopoiezis
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nedeniyle 6liim meydana gelmektedir (Yoshida ve ark., 1996). Transgenik farelerde
gp130°’un siirekli aktivasyonu ise miyokardial hipertrofiye neden olmaktadir (Hirota

ve ark., 1995).

Sekil 1.8. Hekzamerik IL-6 reseptdr kompleksi (Ransohoff ve Benveniste, 2006; Huyton ve ark.,
2007).
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IL-6 reseptorii (IL-6R) tarafindan IL-6 etkilenir. IL-6R, 2 zincir igerir. Ana
zincir reseptoriin viicudu olarak adlandirilir, 130-kD protein (glikoprotein 130)
biiyiikliigiindedir ve diger sitokinler gibi (I6semi inhibitdr faktdr(LIF), Oncostatin
M(OSM), Interldkin 11(IL-11), siliar nétrotropik faktdr (CNTF) ve kardiotropin-
1(CT-1)) kullanilan spesifik bir ligand degildir. Glikoprotein 130 “genel sitokin
sinyal doniistiiriicii” olarak da adlandirilir. Insanlarda ligand baglayici IL-6
reseptorii, glikoprotein 80 yada CD126 olarak da bilinir (Hibi ve ark., 1996). Gp 80
immunoglobiilin siiperailesinin bir iiyesidir ve monositler, hepatositler, T hiicreleri
ve aktive B hiicrelerinde varlig1 bilinmektedir (Cox ve Gauldie, 1997). IL-6 ve IL-6R
arasindaki baglanti, Gp 130’un homodimerizasyonunu indiikler ve hiicre
membranlarindaki ¢esitli tirozin kinazlarin ve JAK/STAT, Ras/Raf, Src isimli
transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasina yola acan sinyal transdiiksiyon
kaskadlarinin aktivasyonuna neden olur (Hallek ve ark., 1997b; Kishimoto ve ark.,

1995).

Sekil 1.9. insanda IL-6, LIF, CNTF ve GH yapilarinin karsilastiriimasi

1.2.5.Coziinebilir IL-6 Reseptorii

Coziinebilir 1L-6 reseptorii (sIL-6R, 55 kDa formu) IL-6 proteinine agonist bir
fonksiyona sahiptir (Olsson ve ark., 1993).
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Sekil 1.10. Gp 130’un dimerizasyonu ve sematik gosterimi (Hibi ve ark., 1990).

Sekil 1.11. IL-6’nin ¢oziinebilir reseptor- ligand kompleksi (Ransohoff ve Benveniste, 2006).
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Sekil 1.12. IL- 6 reseptor yapist (Heinrich ve ark., 2003).

1.2.6. IL-6’ nin Biyolojik Aktivitesi

Interlokin-6 (IL-6), lenfoid ve lenfoid olmayan hiicreler tarafindan iiretilen ve akut
faz cevabi, inflamasyon, onkogenezis, hematopoiezis ve immun aktivitenin
diizenlenmesi gibi ¢ok genis biyolojik aktivitesi olan pleiotropik bir sitokindir
(Kishimoto,1989; Le ve Vilcek, 1989; Sehgal ve ark., 1989; Heinrich ve ark., 1990;
Hirano ve Kishimoto, 1990, 1992; Van Snick, 1990; Hirano, 1992a). IL-6,
interferon-b2 (IFNb2) (Weissenbach ve ark., 1980; May ve ark., 1986; Zilberstein ve
ark., 1986), T-hiicre replacing faktor (TRF)-benzer faktor (Yoshizaki ve ark., 1982),
B hiicre farklilastirma foktorii(BCDF) (Okada ve ark., 1983), 26-kDa proteini
(Haegeman ve ark., 1986), B-hiicre stimulasyon faktor-2 (BSF2) (Hirano ve ark.,
1985, 1986), hibridoma—plasmasitoma biiyiime faktorii (HPGF or IL-HP1) (Aarden
ve ark., 1985; Nordan ve Potter, 1986; Van Damme ve ark., 1987a; Van Snick ve
ark., 1988), hepatosit-stimiile edici faktér (HSF) (Andus ve ark., 1987;Gauldie ve
ark., 1987) ve monosit—granulosit indiikleyici tip 2 (MGI-2) (Shabo ve ark., 1988)
olarak cesitli isimlerle adlandirilmigsada, IFNb2 (May ve ark., 1986; Zilberstein ve
ark., 1986), 26-kDa proteini (Haegeman ve ark., 1986) ve BSF-2’nin (Hirano ve ark.,

1986) molekiiler klonlanmasi sonucu bu molekiillerin tanimlanmasina (Sehgal ve
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ark., 1987a) ve 1988’lerin sonunda ise bu molekiiliin IL-6 olarak isimlendirilmesine
karar verilmistir (Kishimoto, 1989; Le ve Vilcek, 1989; Sehgal ve ark., 1989; Van
Snick, 1990; Hirano ve Kishimoto, 1990; Heinrich ve ark., 1990).

IL-6’nin biyolojik aktivitesi 3 grup altinda incelenir:

1. Immun Cevap
2. Hematopoiezis

3. Akut-faz cevap

IL-6, savunma mekanizmasinda, immiin cevapta, hematopoiezis ve akut faz
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynar. Diger yandan IL-6 geninin ekspresyonu ozellikle
autoimmiin hastaliklar, plazmasitoma-miyelom ve ¢esitli kronik proliferatif
inflamasyon hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin  patogenezinde etkilidir. IL-6
geninin ekspresyonun diizenlenmesi ve IL-6" nin reseptor mekanizmast ile ilgili
yapilan ¢aligmalar sonucunda hastaliklarin molekiiler mekanizmasi ve yeni terapotik

metodlarin gelisimi daha iyi ilerlemektedir.

1.3. IL-6’nin Hastahklarla iliskisi

Ik olarak kardiak mikzoma hastalarinda poliklonal B hiicrelerindeki anormallikler,
IL-6 geninin ekspresyonundan kaynaklandigi gosterilmistir (Hirano ve ark., 1987).
Kardiak mikzomal1 hastalar hipergammaglobulinemi, otoantikor varligi ve akut faz
proteinlerinin artig1 gibi g¢esitli autoimmun belirtiler gosterirler. B hiicrelerindeki
anormalliklerin, IL-6’ya bagl olmasi ilk kardiak mikzomali hastalarda belirtilmistir

(Hirano ve ark., 1987; Jourdan ve ark., 1990).

IL-6 iiretimindeki diizensizlik inflamasyon, otoimmiin hastaliklar, malignite
gibi cesitli hastaliklarin olusmasinda rol almaktadir (Weissenbach ve ark., 1980). IL-
6 tretimindeki anomalililer, Castleman’s hastalig1 (Yoshizaki ve ark., 1989) ve
romatoid artirit hastalarinda da gozlemlenmistir (Hirano ve ark., 1988; Houssiau ve
ark., 1988; Bhardwaj ve ark., 1989). IL-6 iiretimi farelerde tip II kollojen artritin ve

proliferatif glomerulonefrit ile otoimmiin hastaliklarin (MRL/1pr) (Tang ve ark.,
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1991) olusumunda goriilmektedir. IL-6, B hiicreleri ve tiroit bezinden de

iiretilmektedir (Bendtzen ve ark., 1989; Campbell ve ark., 1989).

Cizelge 1.2 : IL-6 polimorfizmi ve genel hastaliklar ( House ve Descotes, 2007).

HASTALIK IL-6 SNP KAYNAK

Kanser IL-6- 174G/C De Michele ve ark., 2003
Koroner arter hastahgi IL-6- 174G/C Humphries ve ark., 2001
Diabet IL-6- 174G/C Jahrom ive ark., 2000
Periodontitis IL-6- 174G/C Trevilatto ve ark., 2003
Romatoid artrit IL-6- 174G/C Fishman ve ark., 1998
Alzeimer IL-6- 174G/C Faltraco ve ark., 2003

IL-6 asbestoz ve silika tarafindan indiiklenen pulmoner fibrozisin patogenezi
ile de iliskilendirilmektedir. Tani i¢in hastalardan alinan BAL (Bronkoalveoler
Lavaj) sivisinda bu sitokinin seviyesinin artist uzun siireli maruziyetle birlikte
goriilmektedir (Vanhee ve ark.,1995; Simeonova ve ark., 1997; Kline ve ark., 1993).
Benzer sekilde silika maruziyeti sonucu insan ve rodent BAL sivist ve akciger
dokularinda IL-6 artist tanimlanmistir (Davis ve ark., 1998; Yuen ve ark., 1996;
Orfila ve ark., 1998; Zhang ve ark., 1993; Li ve ark., 1993).

Asbestozun akut intratrakeal yerlesimi alveolar makrofajlardan IL-6
salinimint stimule etmektedir (Driscoll ve ark., 1995; Lemaire ve ark., 1996). Hajer

ve arkadaglar1 (2008) tarafindan IL-6’nin diyabetle iligkisinin varligi gosterilmistir.
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Sekil 1.13. IL-6 ve Diyabet (Hajer, 2008).

Gelisiminde inflamasyonun 6nemli rol oynadigi hastaliklardan biri olan
Ailevi Akdeniz Atesi (FMF)’ nin en o6nemli etkisi amiloidozdur. Amiloidoz
gelisiminde, ailevi Akdeniz Atesi geninde meydana gelen mutasyonlar gibi genetik
faktorler ile, ¢evresel faktorlerin etkileri tizerinde durulmaktadir. Serum amiloid A
(SAA) iiretimini, TNFa, IL-1 ve IL-6’nin indiikledigi gosterilmistir (Yamada ve ark.,
1998; Moriguchi ve ark., 1999).

Sitokinler, tromboz gelisiminde, inflamasyonda anahtar rol oynamakta ve
hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda hemostatik dengenin diizenlenmesine
katkida bulunmaktadirlar. Sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNFa), monosit ve endotelde
doku faktorii ve doku PALI tip-I ekspresyonunu in-vitro olarak arttirirlar (Grignani ve

Maiolo,2000; Green ve ark., 2002).

IL-6, sepsis gelisiminde rol alan 6nemli bir sitokindir. Septik hastalarda sok
gelisimi ve olim riski ile iliskili bulunmaktadir. Sepsiste IL-6 iiretimi bir¢ok

inflamatuvar mediatdr tarafindan uyarilmaktadir (Holmes ve ark., 2003).

Pulmoner embolide, siklikla emboliye yol agacak bir trombotik olay
mevcuttur ve olaya cevap olarak gelisen inflamatuvar reaksiyonun siddeti énemlidir

(Taheri ve ark., 1999).
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Tatebayashi ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir c¢alismada, pulmoner arterde
tikanmaya yola agan 23 sag ventrikiiler mikzoma vakasinda IL-6 diizeylerinin

yiikseldigini saptamislardir (Tatebayashi ve ark., 1993).

1.4. IL-6, Metallothionein ve Cinko

Metallotiyoneinler diisiik molekiil agirlikli, metal baglayic1 ve sisteince zengin
proteinlerdir. Metallotiyoneinlere bagli haldeki ¢inko; civa, kadmiyum gibi agir
metallere bagl toksisiteyi azaltir (Onosaka ve ark., 2002). Metallotiyonein ¢inko
metabolizmasinda  ve intraselliiler ¢inko homeostazisinde ©nemli role sahiptir
(Giacconi ve ark., 2004). Cinko konsantrasyonu metallotiyonein indiiksiyonuna
bagl bir indikatordiir (Onosaka ve ark., 2002). Cinko immiin sistem i¢in ¢ok 6nemli
bir eser elementtir. Katalitik, yapisal(¢inko parmak) ve diizenleyici bir iyondur
(Mocchegiani ve ark.,2000). Cinko iyonu kullaniminin azalmasi immiin cevabin

zayiflamasina neden olur (Mocchegiani ve ark., 1998).

Metallothionein, IL-6 seviyesindeki artig ve diistik ¢inko iyon varlig1 yaglanma
ve kronik inflamasyon, tip 2 diyabet, aterosklerozis ile ilgili bir ¢ok hastalikta

gbzlenmektedir (Mocchegiani ve ark., 2002, Giacconi ve ark., 2005).

Yaglanma siirecinde azalan ¢inko iyon kullanimi immiin cevabin degisimi ile
iliskilendirilmektedir. Cinko kullannominin  temel diizenleyicilerinden  biri,
metallotiyoneinlerdir. Ozellikle yaslanma siirecinde ¢inko bagli metallotiyonein
anahtar role sahiptir. Metallotiyoneinler geng-olgunluk yaslarinda gegici stres
sartlarina bagli olarak meydana gelen oksidatif strese karsi koruma saglar. Bu
koruma hastaliklar(kanser ve infeksiyon gibi) ve yaslanma gibi daimi stres
durumlarinda azalir ve plazma ve dokulardan ¢inko tilkenmesi ve metallotiyonein
seviyesinde artis meydana gelmektedir (Mocchegiani ve ark.,2000). Metallotiyonein
indiiksiyonu ve ekspresyonu IL-6’nin kontrolii altindadir (Jacob ve ark., 1999;
Mazzatti ve ark., 2008). IL-6 iiretiminin kontrolii ise -174. pozisyondaki

polimorfizme baghdir. Yaslanma gibi kronik inflamasyonun gériildiigli durumlarda
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metallotiyonein tarafindan ¢inko salinimi azalmakta ve buna baglh olarak c¢inko

kullaniminda azalma goériilmektedir (Mazzatti ve ark., 2008).

1.5.STAT Proteinleri ile Sinyal iletim Yolu

Sinyal dagitic1 ve transkripsiyon aktive edici (STAT) proteinler 1990’l1 yillarin
basinda interferon (IFN) aracili olarak gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ile
birlikte tanimlandi. Son yillarda ¢esitli sitokinlerin farklt STAT proteinlerini aktive
ettikleri bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yedi STAT proteini tanimlanmigtir
(STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STAT5b ve STAT6) (Bowman ve ark.,
2000).

Sitokin aracili STAT aktivasyonunun asamalart su sekilde siralanmaktadir
(Bowman ve ark., 2000). Sitokin, hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanir (o alt
birim). Daha sonra aa ya da aff oligomerizasyonu gergeklesir. Bu oligomerizasyon,
reseptor ile iligkili olan JAK proteinlerinin ¢apraz fosforilasyon ile aktivasyonunu
saglar. Bu bolgeler sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptor ile
etkilesmesine neden olur. STAT proteinlerin daha sonra homodimer ya da
heterodimer olusturmak iizere reseptdrden ayrilarak hiicre cekirdegine gelirler ve
DNA iizerinde o6zgiil cevap elemani dizileri ile etkileserek hedef genlerin

transkripsiyonunu uyarirlar (Bowman ve ark., 2000).

1.6.Genetik Polimorfizm

Dogada tiirleri aynm1 olan canlilar genellikle baz1 goriintimleri ile farklidirlar.
Bu farkliliklar genetik degisikliklerle iliskili olarak belirlenmistir. Bir genin belli bir
lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine allel denir. Allellerin genel
populasyonda kromozomlarda %1’ den fazla bulunmasi genetik polimorfizm olarak
tanimlanmaktadir. Burada en diisiik siklikla goriilen allel yalmzca tekrarlayan

mutasyonlardan korunamaz. Bir gen lokusunda, alleller en az %1 frekansina sahip
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olduklar1 ve sonucta bu allelde heterozigot en az %2 oraninda goriildiigii taktirde

polimorfik olarak belirlenebilir (Beaudet ve ark., 1995).

1.6.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

Bakteri, viriis gibi canli bir hiicreye gereksinim olmadan, ardisik sentez sistemi
kullanilarak, DNA segmentinin amplifikasyon yoluyla bir¢ok kopyast olusturulabilir.
Bir dizi DNA polimeraz reaksiyonlari i¢erdiginden, bu yontem polimeraz zincir
reaksiyonu yada PCR olarak tanimlanir. Ik olarak 1985’de tanimlanan bu ydntem
ile, bir DNA segmenti tek bir orijinal kopyadan milyonlarca kez ¢ogaltilabilir ve
bdylece Ornegin bir mutasyon belirlenmesi gibi arastirmalar ic¢in yeterli miktar

saglanabilir (Erlich ve Arnheim, 1992).

PCR ile genellikle 10 kilobaz (kb) uzunluga kadar DNA bolgeleri
cogaltilabilmektedir, ancak bazi metodlarla bu uzunluk 40 kb’a kadar

ulasabilmektedir. PCR’nin prensibi; tekrarlanan {i¢ basamaga dayanir.

* A. Denatiirasyon: Bu basamakta PCR reaksiyonu i¢inde yer alan cift
zincirli kalip DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanir. Genelde 94-95°C’de 0.5-2
dakika denatiirasyon yeterlidir. Alternatif olarak denatiirasyonu kolaylagtirmak i¢in
reaksiyona gliserol, dimetilsiilfoksid (DMSO) ve formamid gibi kimyasallar

eklenebilir.

* B. Primerlerin yapismast (annealing): Bu basamakta birbirinden ayrilmisg
DNA zincirlerine primerlerin 55-60°C’de baglanmas1 gergeklestirilir. Optimal
“annealing” sicakligi Tm (melting temperature) derecesinden 5°C daha distiktiir.
0.5-2 dakika “annealing” i¢in yeterlidir. Eger spesifik olmayan PCR iiriinleri elde

ediliyorsa her defasinda “annealing” derecesi 1-2°C artirilarak optimize edilebilir.

* C. Zincir uzamasi-polimerizasyon (extention): Zincir uzamasi taq

polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75°C arasinda gerceklestirilir. 2 kb’a
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kadar olan PCR iirlinlerinin olusturulmasi icin bir dakika siire yeterlidir. Daha uzun
DNA fragmanlarinin ¢ogaltilabilmesi i¢in bu siireye her kb i¢in bir dakika

eklenmelidir.

§: 4L ‘}E-FIL‘:I]II'I.HIIH Huu

4 U ASKCHT

et dall ST LT Lt Egi
R IEREEEE .. e

LT T TR

R N

DO OGRS PETETS SRS BYTEEE QDEOEN YRR PEESE

Sekil 1.14: Polimeraz zincir reaksiyon basamaklari (http://www.oceanexplorer.noaa.gov).
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PCR ile bir hedef DNA par¢asindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir.

Reaksiyon baglatilmadan Once istenen sayida dongliniin tekrarlanmasi saglanabilir.

Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz

dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid

primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bolgenin enzimatik olarak

sentezlenmesine dayanir. PCR'in en Onemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile

calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana madde

vardir.

A S e

DNA 6rnegi, genelde genomik DNA;

Cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift sentetik primer;
Deoksi-niikleotit-trifosfatlar (INTP);

Yiiksek 1s1ya dayaniklt DNA polimeraz enzimi;

Uygun pH ve iyon kosullarmi (Mg™) saglayan tampon karisimi, genelde
MgCl, (Snustad ve Simmons, 2003;
http://members.aol.com/BearFlag45/Biology1A/LectureNotes/LNPics/Recom
b/per.gif, 25 Ocak 2005).

Sekil 1.15: PCR (http://www.roche.com/pages/facets/1/pcrl.jpg)
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Mutasyonlar, DNA bazlarinda meydana gelen degisikliklere gore
siiflandirip, translokasyonlar, inversiyonlar, insersiyonlar1 ve delesyonlar seklinde
olabilecegi gibi nokta mutasyonlar1 ve baz insersiyonlari ve delesyonlart (SNPs)
seklinde gruplandirilir. SNP’ ler DNA dizisinde ¢ok stk meydana gelen varyasyonlar
olup, her 100-300 bazda bir karsilasilabilmektedir (Syvanen, 2001). SNP analizi i¢in
hizli, giivenilir, hassas ve ucuz bir metodun gerekliligi, mevcut tekniklerin sayisini

arttirmaktadir (Syvanen, 2001).

1.6.2. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment

Length Polimorphism-RFLP)

Restriksiyon enzimi ilk defa 1970 yilinda Hamilton Smith ve Kent Wilcox tarafindan
izole edilmis ve bu yildan sonra hizla rekombinant DNA teknolojisinde, protein
tiretilmesinde, gen dizilimlerinin belirlenmesinde ve polimorfizm c¢aligmalarinda

kullanilmaya baslanmistir (Aggarwal, 1995).

Restriksiyon endoniikleazlar DNA- kesen enzimlerdir. Yabanct DNA’dan
korunmak i¢in bu enzimleri iireten bakterilerden elde edilirler. Belli bir enzim
DNA’y1 kesecegi, 4-8 nikleotidlik 0zgiil bir dizini tanir. DNA parcalarinin
blyiikliigli restriksiyon noktalarinin dagilimima baglidir. Dort yiizden fazla farkh

restriksiyon enzimi izole edilmistir (Housman, 1995).

Bir DNA segmentinin yaklagik her 100 baz ciftindeki niikleotid dizisi
bireylerde degisiklik gosterir (DNA polimorfizmi) (Housman, 1995).

Bir restriksiyon enziminin tanima dizini, belirli bir DNA bolgesinde, diizensiz
olarak yer alir. Bu nedenle, restriksiyon noktalar1 arasindaki mesafeler farklidir. Bir
restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda, cesitli biiylikliiklerde DNA pargalar
(restriksiyon fragmanlar1) ortaya ¢ikar. Belirli bir restriksiyon enzimi, belli bir DNA
bolgesini, karakteristik ol¢iilerde bir dizi DNA fragmanina ayirir (Housman, 1995;

Passarge,2000).



Belirli restriksiyon endoniikleaz kesilme bolgelerindeki degisimlerden olusan
RFLP’ler, tek niikleotid polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphism) olarak

bilinirler.
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Sekil 1.16. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Strachan, T., Read, A.P., 1999, Human
Molecular Genetics 2, 2nd Etition, BIOS Scientific Publishers, Ltd., Oxford, UK.).

DNA sarmali 0zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farkh
uzunluklarda fragmentler olusur ve bu fragmentler, elektroforetik davranislarindaki

farkliliklar ile jel elektroforezinde gézlemlenebilirler (Nussbaum ve ark., 2005).
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1.7. Metaller

IUPAC Inorganik kimya terminolojileri’ne gore metallerin ana gruplar1 peryodik
sistemde grup 1(alkali metaller Na, K, Rb, Cs, Fr), grup 2 (toprak alkalileri Be, Mg,
Ca, Sr, Ba, Ra), grup 13(Al, Ga, In, TI), grup 14 (Ge, Sn, Pb), grup 15(Sb, Bi) ve
grup 16(Po), gecis metalleri ise grup 3(Sc, Y, La, Ac), grup 4 (Ti, Zr, Hf), grup 5 (V,
Nb, Ta), grup 6 (Cr, Mo, W), grup 7 (Mn, Tc, Re), grup 8 (Fe, Ru, Os), grup 9 (Co,
Rh, Ir), grup 10 (Ni, Pd, Pt), grup 11 (Cu, Ag, Au) ve grup 12 (Zn, Cd, Hg) olarak

belirlenmistir.

Group 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 15
Period
1 1 2
H He
2 3 4 5 [ 7 8 9 10
Li  Be B c N o E Ne
3 11 12 13 14 15 16 17 18
Na Mg Al Si P 5 cl Ar
4 19 2 1 22 23 24 25 26 27 28 29 30 | 32 33 34 35 36
K GCa &5 In ¥ Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As  Se Br Er
5 37 38 3 40 41 42 4 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Eb S ¥ Zr Nb Mo It Eu Rh Pd Ag G4 In 5n Sb Ie 1 Xe
[ 55 56 71 72 73 74 75 76 77 78 79 50 81 82 83 84 85 86
Cs Ba Lu HE I W Re Os Ir Pt Au  Hg 1 b Bi Po At Rn
7 87 88 <103 104 105 106 107 108 109 10 1m 112 13 114 115 116 17 118
Fr Ra Li Rf Db Sz Bh Hs M Ds Rg Usb Ust Uug Uup Uuh Uus Uuo
*Lanthanoid *57 58 59 60 61 62 a3 64 a5 66 67 68 69 70
= Actinoids 59 90 91 92 93 94 95 G 97 98 99 100 101 102
Ac Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md No

Sekil 1.17 : Periyodik Tablo (http://www.iupac.org/reports/periodic_table/IUPAC Periodic_Table-
14Jan05-Cl.pdf;, Nordberg ve ark., 2007).

Metaller mesleki ve ¢evresel maruziyet yoniinden énemli bir toksik etken
grubudur. Saglik yoniinden 6nemi olanlar, ¢evrede yaygin olarak bulunan toksik
metallerle (kadmiyum, kursun, arsenik ve civa), ¢inko, krom ve bakir gibi esansiyel

iz elementlerdir.

1.7.1. Cinko (Zn)

Cinko, canlilarda hiicrelerin proliferasyon, replikasyon ve farklilasmasi igin
aminoasitler, glukoz, yag asitleri ve vitaminler yaninda minerallere de ihtiyag¢ vardir.
Tiim organlar, dokular ve viicut sivilarinda yer alan esansiyel bir elementtir

(Arcasoy, 2002). Onemli proteinlerin yapisina girer. Proteinlerin yapisina katilir,
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enzimlerin aktif bolgelerine baglanarak anahtar rol oynar. Hiicrelerdeki
membranlarin  ve iyon kanallarimin biitiinliigiinii korur. Redoks aktivitesinin
olmamasi nedeniyle baglandig1 proteini dayanikli hale getirir. Protein, karbohidrat,
lipid, niikleik asit, gen ekspresyonu, hem sentezi, iireme gorevleri vardir (Arcasoy,

2002; Rostan ve ark., 2002).
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Sekil 1.18. Cinko ve immiin sistem (Haase ve Rink, 2009).

Cinko metabolizmasi karacigerde gergeklesir (Saner, 2002). Cinko eksikligi,
biiylimenin hizli oldugu donemler, hamilelik ve yaslilik gibi fizyolojik nedenlerle
olabildigi gibi karaciger hastaliklari, malabsorbsiyon sendromlar1 ve uzun siire
parenteral beslenme gibi patolojik nedenlerle de meydana gelmektedir (Saner, 2002).
Diyetle tiiketiminin azalmasi, mukozal, intestinal ve sistemik faktorler c¢inko
eksikliginin nedenleridir (Arcasoy, 2002). Bazi gidalar, 6rnegin vitaminler ve
mineraller ¢inko emilimini etkileyerek ¢inko eksikligi ya da fazlaligina sebep
olabilirler. Lifli besinler, fosfatlar, oksalat, kalsiyum, bakir, inorganik demir,
kadmiyum, fitatlar ve toprak c¢inko emilimini azaltirken; proteinler, sarap, D

vitamini, B6 vitamini ve D penisilamin ¢inko emilimini artirir (Saner, 2002).
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Sekil 1.19: Zn sinyal yolaklar1 (Robert ve ark., 2006).

Insanlarda ¢inko eksikliginde, hipogonadizm, biiyiime-gelisme geriligi,
parakeratoz, alopesi, yara iyilesmesinde gecikme, enfeksiyonlara duyarlilikta artma,
bozulmus ndrofizyolojik performans ve koku-tat duyusu bozuklugu gibi c¢esitli

etkiler ortaya ¢ikar (Saner, 2002).

Son yillarda ¢inko metabolizmasinda sorumlu oldugu diisiiniilen bazi insan
genleri saptanmistir. Bu genler metallotiyoneinler, ZIP, ZNT4 ve ¢inko parmak (Zinc

finger) proteindir (Arcasoy, 2001, Onosaka ve ark., 2002).

Cinko eksikliginin genlerle iligkisi:

A. DNA Sentezi

DNA sentezi i¢in hiicre siklusunun G1 evresinin ¢inkoya ihtiya¢ vardir. DNA
sentezinde rolii olan DNA polimeraz ve Timidin kinaz enzimlerinin sentezinde ¢inko
gerekmektedir. DNA polimeraz aktivitesi i¢in ¢inko esansiyeldir. Timidin kinaz ise

DNA sentez yolunda gorev yapar (Arcasoy, 2002).
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B. RNA Sentezi

RNA polimeraz, cinko varlifinda RNA i¢indeki dort riboniikleozid grubunu
katalizler. Cinko eksikligi hiicrelerin total RNA varligin1 degistirmez ama Messenger

RNA(mMRNA) sentezinin kompozisyonunu degistirir.

C. Apoptozis

Hiicreler kendi oliimiinii programlanmis hiicre Sliimii (apoptozis) ile kontrol eder.
Cinko fazlaliginin apoptozis inhibisyonuna, ¢inko eksikliginin ise stimiilasyonuna

neden oldugu bilinmektedir (Favier,1998).

D. Cinko ve Antioksidan Etki

Cinkonun serbest radikal olusumundan (ROS) ve oksidatif stresten koruyucu rolii
vardir. Oksidatif hasarin neden oldugu inflamatuvar hastaliklar, siroz, alkolizm ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Cinko antioksidan etkilerini 2

mekanizma ile saglar:

1. Redoks stabil halde bulunan ¢inko, hiicre i¢i ve hiicre dist bolgelerde demir

ve bakir gibi redoks reaktif olan metallerin yerine gecer.

2. Metallotiyoneinlerin sentezini indiikler. Ayrica siiperoksit dismutazin (SOD)

ve metallotiyoneinlerin yapisinda yer alir.
1.7.2. Demir(Fe)
Demir’in, atomik agirligi 55.8, atom mumarast 26, yogunlugu 7.9, erime noktasi

1536 C°, kaynama noktas1 2750 C° dir. Demir gevrede su ve toprakta ¢ok yaygin
olarak bulunmakatadir (Nordberg ve ark., 2007).



1.7.3. Kadmiyum(Cd)

Kadmiyum dogada Zn ile birlikte bulunan 320.9 C” de erime noktasina sahip bir
metaldir. Demir, celik, bakir, ¢inko gibi metallerin korozyonuna karsi kaplamalarda,
kablo kaplamalrda, boya ve cam iiretiminde, pil yapimi gibi dnemli endiistriyel
alanlarda kullanilmaktadir. Kadmiyum periyodik tabloda, ¢inko ve civa ile birlikte
yer alan bir gecis elementidir. Nadiren saf halde bulunur. Petrol ve kdmiirde
bulundugu gibi, toprak ve suda degisik bilesikleri vardir. Kadmiyumun oksit ve
karbonat tuzlar1 suda ¢oziinmezken siilfat, nitrat ve halojenli bilesikleri ¢Oziiniir

(Waalkes ve ark., 1992).

Sekil 1.20: Diinya ‘da Cd yaymimi g/km*/y1l (2006). (http://www.msceast.org ).
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Sekil 1.21: Tiirkiye’de kadmiyum yaymimi(2006) g/km?/y (http://www.msceast.org ).
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Saglikli yetiskin insanlarin tiim dokularindaki Cd diizeyleri bobrek ve
karaciger disindaki diger organlarda degisken ve diistiktiir. Farkli cografik bolgelerde
insan dokularindaki Cd diizeyleri fark edilebilir bir sekilde degisirken, yasin
ilerlemesi de viicuttaki Cd artisiyla dogru orantilidir. Cd ve Zn nun atomik yap1 ve
kimyasal davraniglar1 arasinda benzerlik olup her ikisi de canli organizmadaki bazi
fonksiyonlar1 saglar. Cd’” un dikkati ¢eken birikimi ve 6zel makromolekiillerle 6zgiil

birlikteligi, onun biyolojik bir rolii olduguna isaret eder (Waalkes ve ark., 1992).
1.7.4.Kursun (Pb)

Kursunun (Pb:CAS 7439-92-1) atomik agirhigi 207.19(1pug=0.004826umol),
yogunlugu 11.3 g/em® , erime noktas: 327.5 C°, kaynama sicakhigi 1740 Cdir
(Nordberg ve ark., 2007).

1.7.4.1.Uretimi ve kullanim

Diinyada wyillik yaklastk 3 milyon metre ton kursun ana kaynaklarindan
cikartilmaktadir. Kursun isleyen iilkelerin basinda Cin, Australia, ABD, Peru
gelmektedir. Diinyadaki kursun tiikketimi olduk¢a fazla olup, 2001-2004 yillar
arasinda tiiketim 6.5-7.0 milyon tondur (ILZSG, 2005).

Bugiin kursunun en 6nemli kullanim alani (%71) bataryalardir (6zellikle arag¢
bataryalari, elektrik ve endiistriyel bataryalar). Diger kullanim alanlar1 boya (%12),
cephaneler (6%), ve kablo kaplama (3%; ILZSG, 2005). Kursun ayrica alasimlar
(piring ve bronz), agirliklar, kristal ve polivinil kloriir (PVC) i¢inde sabitleyici olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 1.22: Tiirkiye’de kursun yaymimi kg/km*/y1l (http://www.msceast.org/Turkey ).

Kursunun en 6nemli etkisi hematopoetik sistem iizerinedir. 6- aminoleviilinik
asit dehidraz (ALA-D) enzimini inhibe ettigi bir ¢ok calismada gosterilmistir
(Nordberg ve ark., 2007).

Sekil 1.23: ALAD enzimi kristal yapis1 ( Jaffe ve ark., 2000).

1.7.4.2.Maruziyet

Genel olarak kursuna benzin, endiistriyel emisyonlar ve kursun boyalarla maruz
kalinmaktadir. Bircok iilke oOzellikle genel populasyondaki maruziyet Onemli
derecede azalmaktadir ¢iinkii benzine katilan kursun elimine edilmistir. Ama

gelismekte olan {ilkelerde hala bu maruziyet séz konusudur. Kursuna mesleki
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maruziyette oldukca yiiksek orandadir. Klinik kursun zehirlenmesi raporlarina

bakildiginda, mesleki maruziyet, gida depolama ve sirli seramik kaplardan yenilen

yiyeceklerden kaynaklandig: bildirilmektedir (Gerhardsson ve ark., 2002).

Cizelgel. 3: Cocuk ve yetigkinlerde kan- kursun diizeyi (Fewtrell ve ark., 2004).

ALAN ARASTIRMA YAPILAN KAN- KURSUN DUZEYi(ng/t)
ULKELER COCUK YETISKIN
Afrika Nijerya, 111 116
Gliney Afrika 98 104
Amerika Kanada, USA 22 17
Arjantin, Brezilya, Sili
Jamaika, Meksika 70 85
Uruguay, Venezuela 90 108
Dogu Akdeniz Suudi Arabistan 68 68
Maisir, Morokko, Pakistan 154 154
Avrupa Danimarka, Fransa, Almanya,
Yunanistan, Israil,Isveg 35 37
Tiirkiye, Yugoslavya 58 92
Rusya, Macaristan 67 67
Giiney bat1 Asya Endonezya, Tailand 74 74
Banglades, Hindistan 74 98
Bat1 pasifik Australya, Japonya, Yeni
Zelanda, Singapur 27 27
Cin, Filipinler, Kore 66 36
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1.7.4.3.Kursunun Organlar Uzerine Etkileri

Kursun organ ve dokular lizerinde toksik etkilere neden olabilir. Kursun; sinir sistemi
(merkezi, periferal, otonom sinir sistemi), kan, bobrekler, kardiovaskiiler sistem,

endokrin sistem, gastrointestinal sistem,iskelet sistemi lizerine etkileri vardir .

1.7.4.4.Kursun ImmunotoKksisitesi

Kursunun immunotoksik etkileri hakkinda bilgi ¢ok sinirhdir (McCabe, 1994).
Yapilan caligmalarda kursuna maruziyetin immuotoksik etkisi {izerine bir kanit
bulunamamistir. Ama kursun iscilerinde yapilan ¢aligmalarda hormonal immiinite
(serumda immunoglobiilin seviyesi) iizerine cesitli etkileri oldugu goriilmistiir
(Horiguchi ve ark., 1992a; Pinkerton ve ark., 1998; Queiroz ve ark., 1993; 1994;
Undeger ve ark., 1996 . Bunun yaninda kursuna maruz kalan is¢ilerde 16kosit ve
lenfosit tiirleri ve fonksiyonlar1 iizerine gesitli etkileri tanimlanmistir(Fishbein ve
ark., 1993; Pinkerton ve ark., 1998; Queiroz ve ark., 1994; Sata ve ark., 1997,
Undeger ve ark., 1996; Valentino ve ark., 1991). Horiguchi ve arkadaslarinin
calismalarinda kursun iscilerinin infeksiyonlara duyarliliklarinin arttig1 belirlenmigtir

(Horiguchi ve ark., 1992b).

1.7.5.Bakir(Cu)

Bakir (Cu) hayati fonksiyonlar i¢in esansiyel bir elementtir ve Siiperoksit dismutaz
(SOD),ferroksidazlar, sitokrom oksidaz,tirozinaz,lizil oksidaz ve dopamin beta
hidroksilaz enzimlerinin yapisinda bulunmaktadir. Bakirin biyolojik sistemlerde
transportunun diizenlenmesinde ¢inko, kadmiyum, ve molibden gibi ¢esitli metallerin
rol aldig1 bildirilmektedir. Rodentlerle yapilan ¢alismalarda bakir metabolizmasinin
kursun tarafindan degistirebildigi, plazma bakir diizeyinin azaldigi gosterilmistir
(Klauder ve Petering, 1979; Skoczynska ve ark, 1994). Absorbsiyonu bakirin alinan

miktarina, kimyasal formuna ve diger gida komponentlerinin kompozisyonuna
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baglidir. igme suyu bakir borularin kullanimina bagh olarak giinliik bakir aliminda
onemlidir. Absorbsiyon karacigerde homeostatik mekanizmalar tarafindan
diizenlenmektedir ve bakir arttig1 zaman safra salgisida artar. Bakir biitlin organlarda
bulunmaktadir. Hem yetiskinler hemde yenidoganlarda, en yiiksek konsantrasyonda
karacigerde bulunmaktadir. Ayn1 zamanda beyinde bakir yoniinden zengindir. Safra
salgist ile birlikte yalnizca %1 oraninda bakir idrarda atilmaktadir. Bakir varliginda
safra salgisinin kontrolii ATP7B geninin kontrolii altindadir. ATP7B geninde
meydana gelen mutasyonlar Wilson hastaligindan sorumludur(Nordberg ve ark.,

2007).

1.7.5.1.Fiziksel ve kimyasal ozellikler

Bakir (Cu) saf formu kirmizimsi kahverengi renkte bir metaldir. Atom agirlig1 63.54,
atom numarasi 29, yogunlugu 8.94g/cm3 diir. Erime noktas1 1083 °C, kaynama
noktas: 2595 °C’diir. Bakir *Cu ve ®*Cu olmak iizere 2 izotopa sahiptir, dogada

bulunma siklig1 sirastyla %69.2, %30.8 dir (Georgopoulos ve ark.,2001).

1.7.5.2.Uretimi ve kullanimi

En genis bakir rezervleri $ili, Amerika, Peru, Zambia, Kongo’da bulunmaktadir.
Diinyada bulunan bakir c¢evherlerinin yaklasik %90°1 siilfidik, %9’u oksidik, ve
<%1°1 metalik bakir cevherleri halindedir. En 6nemli kullanim alani tel ve kablo
yapimidir. Elektronik endiistrisinde, su borularinda, teneke, cati kaplamalar ve

cesitli bina yapim malzemelerinde kullanilmaktadir (Landner ve Lindestrém, 1999).

1.8.Metal iceren Biyolojik Molekiiller

Bir ¢ok metal enzimlerin ve vitaminlerin biyolojik aktivitelerinde 6nemli rol
oynarlar. Ornegin Cinko, ¢inko bagli bir enzim olan alkol dehidrogenaz yapisinda,

kobalt ise vitamin B;; de Onemli rol oynar. Metalloproteinler(diger bir isimle
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konjuge proteinler) protein ve prostetik grup ya da kofaktor icerir. Metalloenzimler
holoenzimler olarak tanimlanmaktadir ve kofaktor metal icermektedir. Hemoglobin,
hemeritrin ve miyoglobin demire bagli oksijen tasimaktadir. Redoks enzimleri cyt-
p450, katalaz ve peroksidazdir. Metal tagiyan proteinler Cizelgel.4” de gosterilmistir
(Nordberg ve ark., 2007).

Cizelge 1.4: Metal tasiyan proteinler(Nordberg ve ark., 2007)

PROTEIN METAL
Seruloplazmin Cu
Metallothionein Zn, Cd, Hg, Cu
Albumin Zn, Cd
Fosfoproteinler Ca
Transferrin, Hemoglobin, Sitokromlar Fe

1.8.1.Metalloporfirinler

Metalloporfirinler 2 6nemli yapr igerir. Klorofil molekiili ve hem grubu tasiyan
molekiiller. Klorofilin 15181 absorblama kabiliyeti porfirin halkasinin konjuge polien
yapisi ile ilgilidir. Demir iceren biyolojik komplekslerin ana fonksiyonlar1 oksijen

taginmasi ve elektron tagima zincirinde aracilik etmektir (Nordberg ve ark., 2007).

1.8.2.Non-hem demir proteinleri

Non-hem demir proteinleri (rubredoksin, ferredoksin ve yliksek-potansiyele sahip
demir proteinleri) giiclii fonksiyonel demir atomlarina baglanmis halde bulunur
ancak porfirin igermezler. Bunlar elektron transferinde gorev alirlar. Ferritin ve
hemosiderin ise dnemli demir baglayan protein yapilaridir, hiicrede demir deposu
olarak is gortirler. Transferin ferrik iyonunu baglar ve plazmada demir tasinmasinda

rol oynar (Nordberg ve ark., 2007).




40

1.8.3.Kobalt iceren biyolojik molekiiller

Kobalt igceren biolojik molekiillerden en iyi bilineni vitamin B12 koenzimidir
(kobalaminler). Kobalaminler kobalt atomu igerirler (makrosiklik ligand korrin) ve
fosfat grubu, seker ve organik faz bulunan bir kompleks icerirler (Nordberg ve ark.,

2007).

1.8.4.Metalloenzimler

Bazi enzimler bir ya da daha fazla metali yapilarinda bulundururlar. Bunlara
metalloenzimler adi verilir. En 1iyi bilinen Ornekleri karbonik anhidraz ve

karboksipeptidazdir (Nordberg ve ark., 2007).

1.8.5.Metallothioneinler

[k kez 1957°de at bébrek korteksinden Cd™* ve Zn™ igeren metalloproteinler izole
edilmigtir. Metallotiyoneinler tek zincirli 61 aminoasitten olusan yaklasik 6500
dalton, disiik molekiil agirlikli sisteince zengin bir molekiillerdir (Hamer, 1986,

Nordberg ve ark., 2007).

1.8.6.Kursun bagh biyolojik molekiiller

Kursun baglayan proteinler kursun toksisitesi ile ilgilidir. Ornegin 8-aminolevulinik asit
dehidrataz (ALAD) genetik polimorfizimi tanimlanmis olup bu polimorfizmin kursun

toksisitesi ile iliskisi onemlidir (Nordberg ve ark., 2007).
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IL-6, metal baglayic1 metallotionein iiretimine baglh olarak ¢inko homeostazina da
etkili olmaktadir (Gabay ve Kushner, 1999). Metallotiyonein polimorfizmi-metal
birikimi arasinda belirlenmis olan iliski ile baglantili olarak (Kayaalt1 ve ark 2010,
Kita ve ark. 2006), IL-6 genindeki polimorfizmin de doku metal diizeylerine etkili
olabilecegi varsayilmis ve IL-6 genindeki polimorfik yapinin doku metal diizeylerine
ne derecede etkili olacagmin arastirilmasi amaclanmistir. Bu calismada, otopsi
olgularinda interlokin-6 (IL-6) polimorfizmi belirlenmis ve bu olgularin karaciger ve
bobrek doku orneklerindeki metal diizeyleri tespit edilip aralarindaki iligki

arastirilmistir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1.Gerecler

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Primerler

Agaroz

Etidyum bromiir

6x loading ¢ozeltisi

DNA ase RNA ase free water
Taq DNA polimeraz
Proteinaz K

Ladder  (100bp)
Restriksiyon enzimi(NIalll)
Doku DNA izolasyon kiti

Pb,Cd, Cu,Zn Standart

Triton X 100

Nitrik asit HNO3(%65°1ik)

Hava - Asetilen Tiipii

Argon Tiipi

Alpha

Prona

Applichem

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Fermentase

New England Biolab
Qiagen

AA Standart E. SCP Science

Scharlau

Merck
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2.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

PCR Techne TC 512
Jel Goriintiileme cihazi Syngene

Gii¢c Kaynagi Bio-Rad
Otoklav Niive

Laminar Flow Esco
Mikrodalga firin Arcelik

Yatay elektroforez cihazi Scie-Plas

Hassas terazi Schimadzu Libror
Su banyosu Niive BM 402
pH metre Mettler Toledo
1.5 ml. ve 0.2 mI’lik eppendorf steril tiipler Axygen Genuine

10 pl, 100 pl, 1000 pl. filtreli

Pyrogen free pipet uglari Finntip
Otomatik mikropipet Eppendorf
Vorteks karistirici Biosan
Atomik Absorbsiyon Spektrometresi Varian
Grafit Tiip Atomlagtirict Varian GTA 120

Grafit Tipleri Varian GTA
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Sample Cup, 2 ml Vial Pothtech Elkay
Hassas Terazi Mettler Toledo
Mikrodalga Firin Mars X Press
Manyetik Karistirict Mirak

Ph Metre M. Toledo

Polipropilen, Kapakli Tiipler (15 ve 25 ml)
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2.2. Yontem

Bu c¢alismada IL-6 -174 bolgesi G/C polimorfizmini belirlemek i¢in Mazzatti ve
arkadagslarinin (2008) yontemleri kullanilmistir. Otopsi doku orneklerinden kit ile
DNA izolasyonlar1 yapilmistir. IL-6 gen bdlgelerindeki polimorfizmi tanimlamak
amaciyla, SNP (Single Nucleotide Polymorphism)’ nin oldugu kismi1 da igeren bolge
PCR (Polymerase chain reaction) yontemi ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyon
tiriinleri RFLP (Restriction fragment length polymorphism) teknigi kullanilarak
restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Polimorfik 6zellige gore restriksiyon
enzimiyle kesilmis olan oligoniikleotidler %2-3’liikk agaroz jel elektroforezinde

yuriitillmistiir.

Calismanin diger asamasinda ise dokulardaki Pb, Cd Cu, ve Zn diizeyleri

belirlenmistir.

2.2.1 Orneklerin Toplanmasi

Otopsi doku ornekleri Adli Tip Kurumu Ankara Grup Bagkanligina gelmis olan
erigskin (18 yas iistii), otopsi olgularindan alinmistir. Bobrek dokusundan korteks ve

medulla ayr1 olarak ve karacigerin sag lobundan, (0.5-1 gr) 6rnek alinmistir.

Biyolojik materyalden metal analizleri yontemleri, Varian marka atomik absorbsiyon
spektroskopi cihazinin el kitaplarindan yararlanilarak kurulmus ve daha 6nce yapilan
tezlerde standardize (Kayaalt1 ve ark.2010) edilmistir. Kadmiyum, kursun, bakir ve
cinko diizeyi oncelikle arastirilacak olan elementlerdir. Doku Grnekleri paslanmaz
celik bigaklarla kesildikten sonra polipropilen tiiplere alinmig ve analiz yapilincaya

kadar —20°C de saklanmustir.
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2.2.2.Doku Orneklerinden DNA izolasyonu

e Bobrek hiicrelerindeki DNA’y1 acgiga c¢ikarabilmek amaciyla, “Qiagen
Tissue” izolasyon kiti ile ¢alisildi.

e Ornekler ayr1 ayr1 20 mg. bdbrek veya karaciger drnegi, steril makas ve pens
ile kesilerek 1.5 ml.lik ependorf tiip icerisine konuldu ve iizerine 20 pl. DTT,
180 ul. ATL Buffer ve 20 pl. Proteinaz K eklendi.

e Su banyosunda 56 °C’de 1.5-2 saat inkiibe edildi.

e Uzerine 200 pl. AL Buffer eklendi ve 70 °C’lik su banyosunda 10 dakika
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda 200 pl. saf etanol eklendi.

e Solusyon filtreli kolona aktarildi.

e 8000 rpm.de 1 dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak yerine yenisi
yerlestirildi.

e 500 ul AW1 Bufter eklendi.

e 8000 rpm.de 1 dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak yerine yenisi
yerlestirildi.

e 500 ul AW2 Buffer eklendi.

e 14000 rpm.de 3 dakika santrifiij edildi, toplama tiipii atildi.

e Kolona 1.5 mllik ependorf tiip takildi ve kolon igerisine 150 pl. RNAse-
DNAse free su ilave edildi.

e 8000 rpm.de 1 dakika santrifiij edildi ve kolon atildu.

e Ependorf tiipe DNA 6rnegi toplanda.
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2.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR asamasi, TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazi ile yapildi.

2.2.4. Primerler ve Restriksiyon Enzimi

Primerler Alpha DNA firmasma sentezlettirildi. Kullanilan primerler asagidaki

cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 2. 5. IL-6 polimorfizminde kullanilan primer dizisi

Gen SNP Primer dizisi Kullanilan
restriksiyo
n enzimi
IL-6 | -174 pozisyonunda | F:5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTGCT-3’ Nlalll
G/C polimorfizmi | R:5-GCCTCAGACATCTCCAGTCC-3’
rs1800795
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2.2.5. PCR Reaksiyonu ve Programi

PCR Reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 2.6.’da verilmistir.

Cizelge 2.6. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal maddeler ve miktarlar1

PCR i¢in
kullanilan Son konsantrasyon
kimyasallar
10 X PCR U
Buffer
Taq DNA U
Polimeraz
F Primer 10 pmol
R Primer 10 pmol
dNTP
200uM
1zole edilen 50 ng
DNA

PCR programi asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.

> +95°C°de 5 dakika
> +94°C°de 1 dakika
> +60°Cde 1 dakika 35 dongii
> +72°Cde 1 dakika
> +72°Cde 5 dakika
> +4 °Code oo dakika
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2.2.6. PCR Uriinii I¢in Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR fiirtinleri %2’lik agaroz jelde tespit edildi.

2.2 gr Agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE icerisinde ¢oziildii.

Mikrodalga firinda agzi alimiinyum folyo ile kapatilip ilizerinde delikler
acilarak en ytiksek sicaklikta kaynatildi.

Agar oda sicakliginda 45-55°C’ye diisiinceye kadar bekletildi.

Sicaklik diisiince 10ul EtBr eklendi ve karisana kadar erlen ¢alkalandi.

Yatay elektroforezin taraklar takildi agar kaliba dokiildi.

Jelin katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 40-45 dakika bekletildi.

Agar katilastiktan sonra taraklar cikarillarak jel elektroforez tankina
yerlestirildi.

Tanka, jelin lizerini 2-3 mm kaplayacak miktarda 1X TBE ¢ozeltisi eklendi.

6 pl PCR fiiriint, 2ul 6 X Jel Loading Buffer ile karistirilarak kuyucuklarina
yiiklendi.

Jel, 100 Volt ve 70 Amperde 50-60 dakika arasi yiirtitiildii.

Sonuglar jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.
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2.2.7.PCR Uriiniiniin RFLP Yontemi ile Kesimi

Caligmamizda, IL-6 geninin -174 bolgesindeki G/C polimorfizmini belirlemek i¢in,
amplifikasyon sonucunda olusan PCR iiriinii Nlalll Restriksiyon enzimi ile kesildi.
Nlalll enzimi Neisseria lactamica (NRCC 2118) bakterisinden izole edilmistir. Nla

III enzimi;

LCINCATGN .
LCINGTACKN.L.

v

|

LDNCATGN...
LINGTACN...

Sekil 2. 24, Nlalll restriksiyon enzimi kesim bdlgesi



51

F primer
_—

S TTGTCAAGACATGCCAAAGTGCT gagtcactaatasaagaaaaaaagaaa

rtaaaggaagagtggitctgcticttagcgetagectcaatgacgacctaagetgeacttttcceecta
B, Nla 111
ottgtgtettg cl;alg ctaaaggacgtcacattgeacaatettaataag gittccaatcagecccace
B N
cgctetggececacectcaceetccaacaaagattt at:aaatgtgggattttcclaigagt:tcaat

attagagtctcaacccecaataaatataGGACT GGAGATGTCTGAGGC 3

i~
|

R primer

Sekil 2.25: PCR iiriiniiniin Nla III enzimi ile kesiminin sematik gosterimi.

Inkiibasyon; 37 °C’de 1 gece yapilmistir. Nlalll enzimi ile kesim isleminden

sonra olusan oligoniikleotidlerin analizleri, %2’lik agaroz jel ile gergeklestirildi.

Sonuglar jel goriintiileme sistemi ile belirlendi.

2.3.Bobrek ve Karaciger Dokularinda Cd, Pb, Zn ve Cu diizeylerinin

belirlenmesi

Dokular -20 C° den ¢ikartilarak oda sicakhginda bekletildi. Islak dokular hassas

terazide tartildiktan sonra cam tabla {izerine aktarildi ve dnceden 75°C’ye ayarlanmis

etiivde 24 saat kurumaya birakildi.

Etlivden ¢ikarilan karaciger ve bobrek dokulari hassas terazi ile tekrar kuru

agirliklart belirlenmek iizere tartilarak, teflon tiiplerine alindi. Dokularin {izerine 10

ml %065°lik HNOj; eklenerek, mikrodalga firinda asitle yakma islemi yapildi.
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Cizelge 2.7. Mikrodalga firina ait doku yakma programi.

Max. %Gii¢ Zaman(dk) | Basing (psi) Sicakhk(C") Bekleme
Gii¢(W) (dk)

600 100 10 350 210 10

Analizler Atomik Absorbyion cihazt ile yapilmistir. Alevli Atomik
Absorbsiyon Teknigi ile bakir ve ¢inko iz elementleri (asetilen gazi), Grafit Firin

Teknigi ile de kursun ve kadmiyum diizeyleri (Argon gazi) saptanmustir.

2.3.1. Bobrek ve Karaciger Dokularinda Cu Diizeyi Ol¢iimii

Karaciger dokusunda bakir analizi i¢in 1000 ppm lik bakir ana stok soliisyonundan
kalibrasyon egrisini olusturmak tizere 2.0 ppm, 4.0 ppm, 8.0 ppm ve 10.0 ppm

konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi.

Bakir analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi Sekil 2.26.’da gosterilmistir.

Abs New Rational - Cal. Set 1
121]

1.00

0.50

0,00

| T T |
0.000 5.000 10.000 12.000 ppm

R Degeri= 1.0000

2.26. Karaciger dokusunda bakir analizine(ppm) ait 6rnek kalibrasyon grafigi
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2.3.2. Bobrek ve Karaciger Dokularinda Zn Diizeyi Olciimii

Karaciger dokusunda ¢inko analizinde Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 1000 ppm
lik ¢inko stok soliisyonundan 2,0 ppm, 4,0 ppm, 8,0 ppm ve 10,0 ppm
konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Kalibrasyon egrisi i¢in her bir standart

cozeltiden 4 enjeksiyon yapildi.

Abs New Rational - Cal. Set 1
067]

0.60|

040

020

0.00]

| T T 1
0.000 1.000 2.000 2.500 ppm

R Degeri= 1.0000
Sekil 2.27. Karaciger dokusunda ¢inko analizine(ppm) ait kalibrasyon grafigi
2.3.3. Bobrek ve Karaciger Dokularinda Pb Diizeyi Ol¢iimii
Karaciger dokusunda kursun analizi i¢in 1000 ppb lik kursun stok soliisyonundan
kalibrasyon egrisini olusturmak iizere 60 ppb konsantrasyonunda ana standart

hazirlanarak, 10 ppb, 20 ppb, ve 40 ppb konsantrasyonlar: ile kalibrasyon egrisi

olusturuldu.
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Abs New Rational - Cal. Set 1

0.20

0.15]

0.10

0.05

0.00

| | T T 1
0.000 10.000 20.000 30.000 41.000 ppb

R Degeri= 1.0000

Sekil 2.28. Karaciger dokusunda kursun analizine (ppb) ait 6rnek kalibrasyon grafigi
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2.3.4. Bobrek ve Karaciger Dokularinda Cd Diizeyi Ol¢iimii

Karaciger dokusunda kadmiyum analizi i¢in Varian AA240Z Zeeman grafit firmli Atomik
Absorbsiyon Spektrometresi kullanildi. 1000 ppb lik kadmiyum stok soliisyonundan
kalibrasyon egrisini olusturmak {izere 8 ppb konsantrasyonunda standart hazirlanarak, 1 ppb,

2 ppb, ve 4 ppb konsantrasyonlari ile kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Abs New Rational - Cal. Set 4
0.76 |

0.60

040

0.20]

0.00,

| T T T |
0.000 1.000 2.000 3.000 4,000 ppb

R Degeri= 1.0000

Sekil 2.29. Karaciger vebobrek dokusunda kadmiyum analizine(ppb) ait 6rnek kalibrasyon grafigi
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2.4.Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 16 programinda degerlendirilerek One Way
ANOVA testi kullanilmigtir. IL-6 -174G/C polimorfizmi genotip dagilimi ve allel
dagilimi Hardy Weinberg dengesi kullanilarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Otopsi materyallerinden izole edilen DNA orneklerinde IL-6 -174 G/C

polimorfizmi

Otopsi vakalarindan aliman 122 bdbrek doku 6rnegi calisilmistir. Calismada biitiin
vakalarin DNA’larinin izolasyonu gergeklestirilmistir. IL-6, -174. pozisyonda G/C’
ye degisim gostermektedir. Bu degisimi gostermek amaciyla bu bolgeyi igceren 303
bp lik bolge amplifiye edildi ve PCR iiriinii G/C polimorfizmini belirlemek amaciyla
Nla III enzim ile kesildi.

GG genotipli bireylerde (Homozigot tipik) Nla III enzimi kesimi sonucu 233
bp’lik tiriin, GC genotipli bireylerde (heterozigot tipik) 122 ve 233 bp lik iiriinler, CC
genotipli bireylerde (homozigot atipik) ise 122 ve 111 bplik bolgeler Sekil 3.30.’da

birarada goriilmektedir.

MM 1 2 3 4 5 & T 0B

Sekil 3. 30 : DNA izolasyonu ve enzim kesimi jel goriintiisii M: 100 bp ladder, 1,2: PCR iiriinii
(303 bp), 3,4,5: Homozigot tipik genotip (233 bp), 6,7: Heterozigot genotip (233 bp ve 122 bp), 8:
Homozigot atipik genotip (122 bp).
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Otopsi orneklerinde IL-6, -174 G/C polimorfizmi sonucu toplumdaki allel
frekans1  (n:244), G allel frekans1 %74.6; C allel frekanst ise % 25.4 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8: Otopsi bobrek orneklerinde IL-6 -174 G/C polimorfizmi ve allel frekanslar

Allel Allel Frekansi
Doku (G/O) n %
Otopsi Bobrek G 182 74.6
Korteks C 62 25.4
Ornekleri
Toplam 244 100

Cizelge 3.9. Otopsi bobrek 6rneklerinde IL-6 ,-174 G/C polimorfizmi sonucu toplumdaki genotip
frekanst ve Hardy-Weinberg dengesi

Genotip Frekansi
Doku Polimorfizm n %
Otopsi Bobrek GG 67 54.9
Kortex (Homozigot tipik)
Ornekleri
GC 48 39.3
(n:122) (Heterozigot)
cc 7 5.7
(Homozigot atipik)
TOPLAM 122
SERBESTLI'K 12 p>0.05
DERECESI 0.179
2
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Otopsi Orneklerinde yapilan g¢aligmalar sonucu toplumdaki genotip frekansi (n: 122),
homozigot tipik (GG) bireylerde %54.9, heterozigot tipik (GC) bireylerde %39.3, homozigot
atipik (CC) bireylerde ise %S5.7 olarak bulunmus ve popiilasyonun Hardy-Weinberg

dengesinde oldugu gosterilmistir ( 12=0.179)(Cizelge 3.9).

3.2. IL-6 polimorfizminin yas ve cinsiyetle iliskisi

Calismamizda, IL6 polimorfizminin cinsiyet ve yas ile iliskisi aragtirilmig, sonuglar
Cizelge 3.10. ve Cizelge 3.11°de verilmistir. Bu sonuglara gore, IL-6 polimorfizmi,
yas ve cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (p=0.088;

p=0.813).
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Cizelge 3.10. IL-6 ve cinsiyet arasindaki iligki

Hardy—
- Genotip sikhlg:
2, . Weinberg dengesi
g Polimorfizm P
&
N % N %
IL-6 G/G genotip 13 50.0 | 13.16 50.6
IL-6 G/C genotip 11 42.3 | 10.67 41.0
1.000
g
2 IL-6 C/C genotip 2 7.7 | 2.16 8.3
X
IL-6 G allel 37 71.2 - -
1L-6 C allel 15 28.8 - -
IL-6 G/G genotip 54 56.2 | 54.75 57,0
IL-6 G/C genotip 37 38.5 | 3549 36,9 0,788
o
= IL-6 C/C genotip 5 52 | 5.75 5,9
=
IL-6 G allel 145 75.5 - -
IL-6 C allel 47 24.5 - -
IL-6 G/G genotip 67 549 | 67,88 70,7
IL-6 G/C genotip 48 39,3 | 46,25 48,3
0.813
g
E‘ IL-6 C/C genotip 7 57 | 7,88 8,3
=
IL-6 G allel 182 74,6 - -
IL-6 C allel 62 25,4 - -
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Cizelge 3.11. IL-6 ve yas arasindaki iliski

5 Polimorfizm P
N | Ort+SD Min Max
IL-6 G/G genotip 13 34,54+12,07 18 23
IL-6 G/C genotip 11 46.36+23.79 23 76
£ 0,297
=
2
IL-6 C/C genotip 2 48,00+33,94 24 72
Toplam 26 40,58+19,51 18 76
IL-6 G/G genotip 54 42,36+16,41 18 77
IL-6 G/C genotip 37 46,78+14,10 24 86
< 0,230
P
2
&
IL-6 C/C genotip 5 52,40+21,04 25 73
Toplam 96 44,60+15,88 18 86
IL-6 G/G genotip 67 40,87+15,89 18 77
IL-6 G/C genotip 48 46,69+16,52 23 86
E 0.088
=
=]
= IL-6 C/C genotip | 7 51,14+22,18 24 73
Toplam 122 43,75+16,71 18 86
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3.3. Bobrek ve Karaciger Dokularinda Metal Diizeyi

Caligmamizda, 122 otopsi bobrek dokusunda AAS ile yapilan analizlerde ortalama
metal (Cu, Zn, Pb, Cd) konsantrasyonu Cu: 17.10+£15.74 ppm, Zn: 180.48+85.15
ppm, Pb: 492.89+807,19 ppb,Cd: 96.72+64.13 ppb, karaciger dokularinda ise Cu:
29,99+17,12 ppm, Zn: 218,03£83,99 ppm, Pb: 399,72+288,93 ppb,Cd:
4915,11+6691,64 ppb olarak bulunmustur (Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13).

Bobrek dokusu orneklerindeki IL-6 -174 G/C polimorfizmi ile Cu, Cd, Pb
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmazken (p>0.05), karaciger ve
bobrek dokularindaki Zn diizeyi ve IL-6 polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki

bulunmustur (Zn Bobrek p= 0.033, Zn karaciger p= 0.041).



Cizelge 3.12. Bobrek dokularinda metal diizeyleri
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METALLER
Cu (ppm) Zn(ppm) Pb(ppb) Cd(ppb)

IL-6 N ORT+SD Min Max ORT+SD Min  Max ORT+SD Min Max ORT+SD Min  Max
GG 68 18,18+20,42  1.54 171,38 168,53+89,29 25,64 475,40 482,12+582,76 36,62 2544,40 100,53+68,59 21,92 311,66
GC 47 16,14£6,38 2,89 31,10 203,58+76,49 73,38 377,87 534,87+1089,19 43,39 7484,64 94,02+60,14 20,98 282,58
CC 2 13,33+7,40 3,40 24,11 136,54+67,63 51,43 224,13 308,19+236,53 61,97 708,36 78,73+47,58 43,40 179,57
Total 122 17,10£15,74 1,54 171,38 180,48+85,15 25,64 475,40 492,89+807,19 36,62 7484,64 96,72+64,13 20,98 311,66
p 0.641 0.033* 0,778 0,650




Cizelge 3.13. Karaciger dokularinda metal diizeyleri

64

METALLER

Cu (ppm) Zn (ppm) Pb(ppb) Cd(ppb)
IL-6 N Ort=SD Min Max Ort £SD Min  Max Ort+SD Min Max Ort£SD  Min Max
GG 68 29,37+12,95 5,70 73,36 214,55+69,27 102,70 629,94 379,14+259,37 30,35 1226,5 5221,18+8717,67 170,46 72457,30
GC 47 31,35£20,98 8,75 122,70 232,91+102,03 94,98 662,55 447,47+334,99 34,30 1412,2  4780+74+2668,78 139,63 11050,30
CcC 2 26,62+24,22 9,82 80,37 149,28+22,72 113,88 177,46 269,28+147,08 60,13 488,5 2907,06+2315,31 192,16 7161,68
Toplam 122 29,99+17,12 5,70 122,70 218,03+83,99 94,98 662,55 399,72+288,93 30,35 14122 4915,11+6691,64 139,63 72457,30
p 0.721 0.041%* 0.216 0.677
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4. TARTISMA

IL-6 inflamatuvar yanitta 6nemli rol oynayan temel pro-inflamatuvar sitokindir
(Akira ve ark., 1993). B hiicrelerinde, T hiicrelerinde, mezensimal hiicrelerde,
keratinositlerlerde, sinir hiicrelerinde, osteoklastlarda ve bazi timor hiicreleri ile
endotelyal hiicrelerde biliylime ve farklilasmadan sorumlu ¢esitli islevleri
diizenlemektedir (Simpson ve ark., 1997; Nishimoto ve Kishimoto, 2006). IL-6,
karaciger hiicrelerinde inflamatuvar yanitin temel proteini olan akut faz

proteinlerinin ekspresyonundan da sorumludur (Habif, 2005).

IL-6, inflamatuvar ve immiin sisteme yanitta, Oonemli rol oynayan bir
sitokindir. IL-6 geni, 7. kromozomun kisa kolunda, 7p14-7p21 arasinda lokalize
olmustur ve IL-6 molekiilii 26 kDa agirliginda bir proteindir. IL-6 geni promotor
bolgesinde —174 pozisyonunda tanimlanan G/C degisimi Onem tasir ve bu
polimorfizmde 2 farkli allel tanimlanir (G ve C alleli). Bunun sonucu olarak 3
genotip goriiliir; GG, GC ve CC. IL-6 promoter bolgesinde, -174 pozisyonda C
allelinin varlig1 IL-6 iiretimini azaltir (Fishman ve ark.,1998; Bonafe ve ark., 2001;
Olivieri ve ark., 2002). Yapilan ¢alismalarda, -174 C allelini tasiyan bireylerde
transkripsiyon dilizeyinin, G allelini tasiyanlara oranla azaldigi belirlenmistir

(Fishman ve ark., 1998).

IL-6, diger sitokinlerle birlikte karacigerde metallotiyonein sentezini indiikler
(Cui,1998). Metallothionein ekspresyonu IL-6" nin kontrolii altindadir (Jacob ve
ark., 1999; Mocchegiani ve ark. 1998). Metallotiyoneinler bir taraftan organizmada
¢inko ve bakir dengesini diizenlerken diger taraftan toksik metallerin etkilerine karsi

koruyucu rol oynamaktadir (Andrews, 2000).

Otopsi doku oOrneklerinde IL-6 -174G/C promotor bolge polimorfizmini
belirlemek i¢in yaptigimiz ¢alisma sonucunda, GG (homozigot tipik) genotipi 67
bireyde, GC (heterozigot tipik) genotipi 48 bireyde, CC (Homozigot atipik) genotipi
ise 7 bireyde goriilmiistiir. Allel frekanslar1 G allel frekans1 % 74.6; C allel frekansi
%25.4, genotip frekanslar1 ise GG genotipi %54.9, GC genotipi % 39.3, CC genotipi
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% 5.7 olarak bulunmustur. Istatistiksel analiz sonucunda 2 degeri 0.179 olarak

hesaplanmistir (p>0.05).

Fishman ve arkadagslarinin {i¢ etnik grup ile yaptiklar1 ¢alismalarinda Hardy-
Weinberg dengesine gore y2 degerleri beyaz irklarda 2.7 (p=0.10), Hindistan 0.03
(p=0.86) ve Afrika kokenli Karayip 0.22 (p=0.64) olarak hesaplanmistir (Fishman ve
ark., 1998).

Cizelge 4.14. Avrupa iilkeleri ve Tirkiye’deki IL-6 polimorfizm genotiplerinin  karsilagtirilmasi

(Mocchegiani ve ark., 2008).

Genotip | italya Polonya | Almanya | Yunanistan | Fransa | Tirkiye
(%o) (“o) (“o) (“o) (“o) (“o)

CC 5.3 22.7 13.1 1.2 15.3 5.7

GC 26.5 574 53.1 31.1 44.6 39.3

GG 68.1 19.9 33.8 67.7 40.1 55

Otopsi dokularinda yaptigimiz ¢alisma sonucu IL-6 polimorfizmi Avrupa
tilkeleri ile karsilastirildiginda ise Almanya, Polonya, Fransa populasyonuna gore
daha diisilk bulunmustur. Kuzey ve orta-giiney Avrupa flkeleri (y2: 128.141,
p<0.001) karsilastirildig1 zaman genis farkliliklar gériilmektedir. Homozigot G alleli
tastyicilarinda (C-), Polonya’da yaklasik %20, Fransa’da yaklasik %40 ve Almanya
yaklasik %34 Italya ve Yunanistanda % 68, ¢alismamizda ise % 54.9 oraninda
goriilmektedir. Homozigot CC (G-) tasiyanlarda ise en yliksek oran Polonya’ da (%
22.7) goriilmektedir.

(Calismamizin ikinci agamasinda, otopsi bobrek ve karaciger drneklerinde Cd,
Zn, Cu ve Pb seviyeleri 6lgiilerek, IL-6 G/C polimorfizminin, metal seviyeleri
tizerine etkisi arastirilmigtir. IL-6 polimorfizmi ve otopsi bdbrek dokularinda Cu
(p=0.641), Pb (p=0,778), Cd (p=0.650) diizeyleri karsilastirildiginda, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir ancak Zn diizeyi ve IL-6
polimorfizmi (p=0.033) arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmustur.

Karacigerde metal diizeyleri ve IL-6 polimorfizmi karsilastirildiginda Pb (p=0.216),
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Cd(p=0.677), Cu (p=0.721) diizeyleri arasinda yine istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamistir. Ancak karaciger Zn diizeyi ve IL-6 polimorfizmi arasinda
(p=0.041) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmistir. Sonuglarimizla
uyumlu olarak Mc Bean ve arkadaslar1 (1972), karaciger ve bobrek dokularinda
yaptiklar1 caligmalarinda, Zn konsantrasyonunu 194+48 ppm; 179+66 ppm olarak
bulmuslardir.

Viicuttaki toplam ¢inkonun %10’u metabolik olarak aktiftir ve karaciger Zn
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Zn, absorpsiyonunu takiben hizli bir sekilde
karacigere alinir. Proinflamator bir sitokin olan IL-6, metal baglayic1 metallotionein
tiretimini ve ona bagli olarak ¢inko baglanma kapasitesini artirmaktadir (Gabay ve
Kushner, 1999; Wolf ve ark., 1996). IL-6 ile inflamatuvar cevabin diizenlenmesi,
ozellikle ¢inko parmak proteinleri araciligt ile ¢inko iyonu kullanimini kontrolii
altinda tutmakta (Dreosti, 2001) ve plazma Zn seviyesini azaltmakta ancak bu
takiben karaciger tarafindan Zn’nun yeniden dagitimi gercgeklestirilmektedir
(Grungreiff, 2002). Bu nedenle karaciger dokularinda, Zn miktar1 bobrek dokularindan
daha ytiksektir (Oldereid, 1993; Orlowski ve ark., 1996). Bizim sonuglarimiza gore,
karacigerde Zn konsantrasyonu 218,03£83.99 ppm, bobrek dokularinda ise
136,54+67.63 ppm olarak bulunmustur.

IL-6 geninde meydana gelen genetik varyasyonlar, IL-6 iiretimi ve immiin
cevapta 6nemli rol oynar. Yaslanma ile birlikte artan IL-6 seviyesi, MT geninin
ekspresyonuna ve diisiik ¢inko kullanimina neden olur (Mocchegiani ve ark., 2006).
Metallotiyoneinler, sisteince zengin, diisiik molekiil agirlikli, metal baglayan
proteinlerdir. Cinko’ya kars: yiiksek affiniteye sahiptir (kd=1.4 X 10" M) (Kagi ve
Schaffer, 1998). MT’ler agir metaller, oksidatif stres, IL-1, interferon, iyonize
radyasyon, hormonlar (glukortikoidler), organik ¢oziicliler (etanol, hekzan) ve
antikanser ajanlar1 gibi uyaranlarla ekspresyonu artar (Onosaka ve ark., 2002).
Metallotiyoneinlere bagl haldeki ¢inko, kadmiyum, bakir, civa gibi agir metallere
bagl toksisiteyi azaltir (Onosaka ve ark., 2002). Hiicreleraras1 metal dengesini
saglayarak, antioksidan olarak gorev yapar. Cinko konsantrasyonu metallotiyonein
indiiklenmesi sonucu artig gosterir (Onosaka ve ark., 2002). Cinkonun antioksidan

etkisi redoks stabil ¢inkonun, hiicresel bolgelerde demir ve bakir gibi redoks reaktif
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metallerin yerine ge¢mesi ve serbest radikallere karsi antioksidan rol oynayan

metallotiyoneinlerin sentezini indiiklenmesinden kaynaklanir (Rostan ve ark., 2002).

Yaslanmaya bagli azalan ¢inko iyon kullanilabilirligi degisen immiin cevap
ile iliskilidir. Cinko kullaniminin ana diizenleyicilerinden biri olan metallothionein
indiiksiyonu IL-6’nin kontrolii altindadir. IL-6’nin {retimi ise -174 niikleotid
pozisyonundaki degisim tarafindan kontrol edilmektedir. IL-6, G/C polimorfizmi
metallothioneinler gibi proteinlerin ekspresyonunun ayni zamanda Zn homeostazi
modiilasyonunun diizenlenmesinde yer aldigi bilinmektedir (Mocchegiani ve ark.,
2008). Kronik inflamasyonun oldugu durumlarda metallothionein tarafindan ¢inko

salinimi sinirlanir ve ¢inko yararlaniminda azalma goriiliir (Mazzatti ve ark., 2008).

Calismamizda C+ ve C- allel varligi, yas ile karsilastirilmis ve istatistiksel
oarak anlamli olamamasina ragmen, C+ allele sahip kisilerde ortalama yasin (46.68+
16.52) C- kisilerde (43.03+16.68) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. IL-6 ve diisiik
cinko iyon kullanabilirligi kronik inflamasyon ve yaslanma sendromlarini igeren
cesitli hastaliklarda goriilmektedir (Mocchegiani ve ark., 2002). Bunun yaninda
yuksek seviyede IL-6 iiretimi yaslanma siirecinde belirgin bir 6zelliktir. (Fagiolo ve
ark., 1993; Ferrucci ve ark., 1999). IL-6, -174 promotor bolgesindeki C alleli varlig
IL-6’nin plazmadaki seviyesini azaltmaktadir (Bonafe ve ark., 2001; Olivieri ve ark.,

2002).

Interleukin-6 (IL-6) promotor geninde meydana gelen tek niikleotit
polimorfizmi (SNP), kardiovaskiiler hastaliklar, kanser, Alzeimer hastaliklarinin
patogenezinde yaygin ve kapsamli olarak calisilmistir (Licastro ve ark., 2003;

Antonicelli ve ark., 2005; Koivisto ve ark., 2005; Garg ve ark., 2006).

IL-6, G/C gen promotor polimorfizmi iizerine yapilan ¢alismalarin genelde
kardiovaskiiler hastaliklar iizerine oldugu goriilmektedir. Pola ve arkadaslarinin
Italya’da iskemik stroke hastalar1 ile yaptiklar1 calismalarinda anlamli bir iliski
belirlenmistir (P < 0.0001) (Pola ve ark., 2003). Bir calismada ise damar sertligi ve

tansiyonun IL-6 polimorfizmi ile iligkili oldugu goriilmiistiir ( Sie ve ark, 2008).
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Losito ve arkadaslarimin Dializ hastalarinda, sol ventrikiilar hipertrofi ve
hipertansiyonun IL-6 -174 G/C promoter polimorfizmi arasindaki iligki
belirlenmigtir (Losito ve ark., 2003). Avustralya ‘da retinal arter tikanikligi
vakalarinda IL-6 polimorfizminin iligkisi aragtirilmig CC genotipi tasiyan bireylerin

RAOQ’ya kars1 koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (Weger ve ark., 2004).

IL-6, bir ¢cok kanser olgusunun patogenezinde de Onemli role sahiptir.
Papiller tiroid karsinomuna sahip Tiirk hastalarinda IL-6 polimorfizmi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur
ancak prognostik faktdr olarak bir etkisi olmadigi bildirilmistir (Ozgen ve ark.,
2009). Marcos ve arkadaslar1 alkolik karaciger hastaligi ile IL-6 polimorfizmi ve
diger interleukin genleri iizerinde yaptiklar1 calismada anlamli bir iliski

bulamamiglardir (Marcos ve ark., 2009).

Calismamizda IL-6 polimorfizimin doku metal diizeyleri ile ilgisi aragtirilmig
olup, bu konu ile ilgili Pb, Cd ve Cu diizeyleri agisindan herhangi bir ¢aligmaya
rastlanilmamigtir, ancak metal diizeylerinin hiicresel ve hormonal sitokin seviyesi

tizerine etkisi ile ilgili bir ¢aligma bulunmaktadir (Yiicesoy ve ark., 1997).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda otopsi doku 6rneklerinden elde edilen 122 6rnekten DNA izolasyonu
yapilarak IL-6 -174 G/C polimorfizmi ve bobrek ve karaciger dokularinda Pb, Cu,
Zn, Cd diizeyleri olgiilerek IL-6 polimorfizmi arasindaki iligki aragtirllmigtir. IL-6
polimorfizmi 122 bireyde GG(homozigot tipik) genotipi 67 bireyde, GC (heterozigot
tipik) genotipi 48 bireyde, CC (Homozigot atipik) genotipi ise 7 bireyde goriilmiistiir.
Genotip frekanslar1 ise GG genotipi %54.9, GC genotipi %39.3, CC genotipi % 5.7
olarak bulunmustur. 122 otopsiden elde edilen karaciger ve bobrek doku Pb, Cu, Cd
diizeyleri ile IL-6 -174 G/C tek niikleotit polimorfizmi (SNP) arasinda anlamli bir
korelasyon bulunamamustir. IL-6 polimorfizmi, Karaciger-Zn (p= 0.041) ve bobrek-
Zn diizeyi (p= 0.033) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmustur.

Litaratiir aragtirmasi sonucu biyolojik dokularda metal diizeyleri (Pb, Zn, Cd, Cu)
ve IL-6 -174 G/C polimorfizmi iliskisi ile 1ilgili benzer bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Calismamiz metallerin toplumumuzdaki bireylerin dokularindaki
normal ortalama degerlerinin belirlenmesi, ¢evresel maruziyet ile kaza sonucu ve
kasitli zehirlenme olaylarinda analitik bulgularin degerlendirilmesi yoniinden adli
toksikoloji yoniinden dnem tasimaktadir. Veriler genetik farkliliklarin doku metal
birikiminde etkili olabilecegini gostermekte, metallerle dogrudan veya dolayh
etkilesen proteinlerin polimorfik yapisininda 6nemli oldugunu gostermekte ayrica

gelecek ¢alismalarimizi da bu yonde planlamamizi saglamaktadir.
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OZET

IL-6 Poliformizminin Doku Metal Diizeylerine Etkisi

Calismamizin amaci, otopsi doku 6rneklerinde IL-6 polimorfizmini belirlemek ve bu
polimorfizm ile karaciger ve bobrek doku metal diizeyleri arasindaki iligkiyi
aragtirmaktir.

Calismamizda 122 otopsi doku Orneginde IL-6 -174 G/C promotor bdlge
polimorfizmi arastirildi.  IL-6 -174 G/C polimorfizmi PCR-RFLP yo6ntemi ile
tanimlanmistir. Amplifiye edilen oligoniikleotitler RFLP teknigi kullanilarak Nlalll
restriksiyon enzimi ile  kesilmistir. Amplifikasyon iiriinli, RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) teknigi kullanilarak Nla III restriksiyon enzimi ile
kesilerek oligoniikleotidler elde edilmistir. IL-6 polimorfizminin allel frekanslar ;
G allel frekanst % 74.6, C allel frekanst % 25.4; Genotip frekanslart ise
GG(homozigot tipik) genotipi %54.9, GC (heterozigot tipik) genotipi %39.3, CC
(homozigot atipik) genotipi %5.7 olarak bulunmustur.

Calismamizin diger asamasinda metal konsantrasyonlari atomik absorbsiyon
spektroskopisi ile belirlenmistir. Sonuglara gore otopsi orneklerinde IL-6 -174 G/C
polimorfizmi ile Pb, Cd, Cu diizeyleri arasinda anlaml1 bir korelasyon bulunmazken,
Zn konsantrasyonu ile pozitif anlamli bir korelasyon goriilmiistiir. Otopsi bobrek
dokularinda ortalama metal (Cu, Zn, Pb, Cd) konsantrasyonu Cu: 17.10£15.74 ppm,
Zn: 180.48+85.15 ppm, Pb: 492.89+807,19 ppb,Cd: 96.72+64.13 ppb, karaciger
dokularinda ise Cu: 29,99+17,12 ppm, Zn: 218,03+£83,99 ppm, Pb: 399,72+288,93
ppb,Cd: 4915,11+6691,64 ppb olarak bulunmustur. Karaciger ve bobrek dokularinda,
Pb, Cu, Cd konsantrasyonlar1 ile IL-6 polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik goriilmezken karaciger ve bobrek dokularinda 6l¢iilen Zn diizeyi ile 1L-6
polimorfizmi arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur.

Anahtar kelimeler: IL-6, Metaller (Pb, Cu, Zn, Cd), Otopsi 6rnekleri, Polimorfizm
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SUMMARY
Effect of IL-6 Polymorphism on Tissue Metal Levels

The aim of our study was to investigate the IL-6 polymorphism in autopsy tissue
samples and the relationship between this polymorphism with liver and kidney
tissue metal levels.

In our study, -174 G/C polymorphism of the IL-6 gene promoter region was
investigated in 122 autopsy tissues. IL-6 -174 G/C polymorphism was detected by
PCR-RFLP analysis. The amplified oligoniicleotides were cut with NIalll restriction
enzyme by RFLP technique. The allele frequencies; G allele frequency %74.6, C
allele frequency %25.4; genotype frequencies were 54.9 % homozygote typical
(GG), 39.3% heterozygote typical (GC) and 5.7 % homozygote atypical (CC).

In the other part of our study, metal concentrations were determined using an
atomic absorption mass spectrometer. In conclusion no correlation was found
between the IL-6 -174 G/C polymorphism and Pb, Cd, and Cu (p>0.05) levels in the
kidney tissues but positive correlation was detected with the Zn concentration. The
mean values of Zn, Cu, Cd and Pb levels in kidney tissue were 180.48+85.15 ppm,
17.10£15.74 ppm, 96.72+64.13 ppb and 492.89+807.19 ppb, in liver tissue;
218.03£83.99, 29.99£17.12, 4915.11£6691.64, 399.72+288.93 respectively. When
IL-6 G/C polymorphism versus metal concentrations in autopsy kidney and liver
tissues is compared, only Zn concentration shows significance (p<0.05) as statistical
with polymorphism.

Key words: Autopsy samples, IL-6, metals (Pb, Cu, Zn, Cd), polymorphism,
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