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ÖNSÖZ 

Tez çalışmamda, otopsi doku örneklerinde IL-6 polimorfizmini belirlenmiş ve bu polimorfizm 

ile karaciğer ve böbrek doku metal düzeyleri arasındaki ilişki araştırılmıştır. 
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1. GİRİŞ 

 
1.1. Sitokinler 

Bağışıklık yanıtının düzenlenmesinde ilgili hücrelerce salınan hormon benzeri aracı 

maddelere genel olarak Sitokin adı verilir. Bunlardan T ve B hücreleri tarafından 

oluşturulanlara Lenfokinler, monositlerce oluşturulanlara Monokinler adı verilir. 

Sitokinler, hematopoietik sisteminde içinde bulunduğu, hedef hücrelerin 

aktivitelerini değiştiren veya düzenleyen protein ya da glikoprotein yapılı 

immunomodulatörlerdir. Sitokinler hedef hücrelerdeki kendilerine ait spesifik 

ligandlara bağlanarak etkilerini gösterirler. Bağlanma ile başlayan sinyal 

transdüksiyonu ve ikinci haberci iletimi, gen aktivasyonu, mitotik bölünme, büyüme 

ve farklılaşma, migrasyon veya apoptozise neden olur (Bidwell, 1999).  
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Şekil1.1. İnsanda bulunan Sitokin ve Kemokinleri gösteren periodik tablo (R&D systems, 2010). 

 
 

Sitokinler hücre membranına bağlanabilen protein veya haberci (hücreden 

hücreye bilgi taşıma) glikoprotein molekülleridir.  200’ den fazla sitokin 

tanımlanmıştır ve bunlar genel olarak bölünerek interlökinlerin, büyüme 

faktörlerinin, kemokinlerin, interferonların ve koloni stimüle edici faktörlerin alt 

gruplarına ayrılırlar. Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine göre pro-inflamatuvar 
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(IL1, IL-6, TNF-α, TGF-β) ve anti-inflamatuvar (IL-1Ra, IL-10) olarak 

gruplandırılır. Sitokin fonksiyonları, hedef hücrenin yüzeyinde bulunan sitokin 

reseptörlerine göre, spesifiklik kazanır. Çözünebilir mediatörler olarak sitokinlerin 

fonksiyonları otokrin, parakrin veya sistemik (hormona benzer) olabilir. Bazı 

sitokinler, sitokin ile agonistik çalışan çözünebilir reseptör formlarına sahiptir. 

Sitokin aracılı- proinflamator- efektör fonksiyonlar, antiinflamatör sitokinler veya 

sitokin reseptör spesifik antogonizma tarafından inhibe edilebilir. Bu inhibe ve 

uyarıcı faktörler arasındaki denge, normal hücre fonksiyonları için önemlidir ve bir 

çok hastalığın oluşumunun sitokin üretimindeki dengesizlikten kaynaklandığı 

çalışmalarda görülmektedir (Callard ve ark., 1999). Çizelge 1.1’de sitokinler ve 

aktiviteleri gösterilmektedir. 

Çizelge1.1 : Sitokinlerin biyolojik aktiviteleri (http://www.med.unibs.it/~marchesi/growfact.html, 

Bilgehan, 2005).  

İnterlökin ve Diğer 

Sitokinler 

Kaynak Başlıca etkinlikleri 

IL-1 α ve -β Makrofajlar, diğer antijen 

sunucu hücreler, diğer 

vücut hücreleri 

Antijen sunucu ve T lenfositlerini uyarma , B 

lenfositlerinin çoğalmasını ve Ig oluşumu 

Karaciğerde akut faz yanıtı sağlama 

Fagosit aktivasyonu 

Hematopoiezis 

Yangısal tepkime ve ateş oluşturma 

 

IL-2 Aktive TH 1, Tc ve NK 

hücreleri 

Aktive T hücrelerinin proliferasyonu 

NK ve Tc fonksiyonlarını arttırma 

B proliferasyonunu ve IgG2 oluşşturmalarını artırma 

IL-3 T lenfositleri Erken hematopoietik ana hücrelerini geliştirmek 

IL-4 TH2 hücreleri, mast 

hücreleri 

B hücrelerinin çoğalmasını, IgE ve MHCII 

oluşurmalarını sağlama 

TH2 ve Tc proliferasyonu ve fonksiyonları 

Eozinofil ve Mast hücrelerinin gelişmesi ve 

fonksiyonları 

Monokin üretimini baskılama 

IL-5 TH2 ve mast hücreleri Eozinofil gelişmesi ve fonksiyonu 

IL-6 Aktive TH2, APC ve 

diğer somatic hücreler 

T hücreleri stimülasyonu için IL1 ve TNF ile 

sinerjistik etki 

 B hücre proliferasyonu ve Ig oluşturmalarını artırma 

Trombopoiezis 
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IL-7 Timus ve stroma 

hücreleri 

T ve B lenfopoiezi ve Tc fonksiyonlarına etki 

IL-8 Makrofaj ve diğer 

somatik  hücreler 

Nötrofil ve T hücreleri için kemoatraktan etki 

IL-9 Kültür hücreleri Bazı hematopoietik ve timopoietik etki 

IL-10 Aktive TH2, CD8T ve B 

lenfosit, Makrofaj 

TH1, NK ve APs lerin sitokin üretimini inhibe etme  

B hücrelerinin çoğalmasını ve antikor oluşturmalarını 

artırma 

Hücresel bağışıklığı baskılama 

IL-11 Stroma hücreleri Hematopoiez ve Trombopoiez üzerine sinerjistik etki 

IL-12 B hücreleri ve 

Makrofajlar 

Aktive Tc ve NK proliferasyon ve fonksiyonu 

INF g üretimi 

TH1 indüksiyonu, TH2 fonksiyon inhibisyonu 

Hücresel bağışıklık yanıtını ilerletme 

 

IL-13 TH2 hücreleri IL4 benzeri etkiler 

TNF-α Aktive makrofajlar, diğer 

somatik hücreler 

IL1 benzeri etkiler  

Vasküler Tromboz ve tumor nekrozu  

TNF- β Aktive TH1 hücreler IL1 benzeri etkiler  

Vasküler Tromboz ve tumor nekrozu 

IFN α veβ Makrofajlar, Nötrofiller, 

diğer somatik hücreler 

Antiviral etki  

Tüm hücrelerde MHC 1 oluşumunu teşvik etme 

Makrofaj ve NK aktivasyonu 

IFNγ Aktive TH1 ve NK 

hücreleri 

Tüm hücrelerde MHC-1 oluşumunu teşvik etme 

APC-1 ve diğer hücrelerde MHC-2 oluşumunu teşvik 

etme 

Makrofaj, Nötrofil ve NK Aktivasyonu 

Hücresel bağışıklık yanıtı ilerletme 

Antiviral etki 

TGF β Aktive T lenfositleri, 

plateletler, makrofajlar ve 

diğer hücreler 

Antiinflamatuvar etki  

Makrofaj ve lenfositler için Antiproliferatif 

B hücrelerinin Ig A oluşturmasını ilerletme 

Fibroblast Çoğalmasını ve yara iyileşmesini ilerletme 
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1.2. İnterlökinler 

Bir kısmı lenfositlerce oluşturulan (lenfokin) bir kısmı da monosit ve makrofajlarca 

oluşturulan (Monokin) hücreler arası etkin maddeler için İnterlökin adı 

verilmektedir. (Bilgehan, 2005). 

1.2.1. IL-6 (İnterlökin 6)  

IL-6, multifonksiyonel bir sitokindir. İmmün, hematopoietik aktivite ve akut faz 

cevabı indükleme özelliği nedeniyle çok geniş bir aralıkta savunma sisteminde görev 

alır. IL-6’ nın artan ekspresyunu myeloma, romatoid artrit, Castleman’s hastalığı, 

psoriasis, post menopozal osteoporoz gibi bir çok hastalığın patolojisinde 

tanımlanmıştır.  IL-6, IL-11, lösemi inhibitör faktörü (LIF), onkostatin M (OSM), 

kardiotropin-1 ve siliar nörotropik faktörünü de içine alan sitokin ailesinin bir 

üyesidir. Bu ailenin diğer üyeleri gibi, IL-6 büyüme ve reseptör sistemi ile 

farklılaşmayı indükler. IL-6 bölgelerinin tanımlanması, IL-6 reseptörü ve gp 130 

arasındaki ilişkiye bağlıdır. Burada ilk basamak, terapötik faydaları için bu 

sitokinlerin etkilerinin bölgesel manipülasyonudur (Simpson ve ark., 1997).   
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Şekil 1. 2. IL-6 yolağı (http://www.biolegend.com/media_assets/pathways). 

 

IL-6, proinflamatuvar ve proaterogenetik aktiviteleri nedeniyle en çok 

araştırılan sitokinlerdendir. Sadece diğer reaktan proteinlerin ve karaciğerden C-

reaktif proteininin (CRP) üretimi için ana uyarıcı değil, aynı zamanda E-selektin, 

ICAM-1, VCAM-1’ı arttırarak ve bizzat kendisini de içeren inflamatuvar 
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mediatorleri salarak endotelyal hücre adhezivliğini artırmaya öncülük eden başka 

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

 

İnterlökin- 6 (IL-6), fibrinojen ve C-reaktif protein (CRP) gibi inflamasyonun 

serum biyogöstergeleri aterosklerotik hastalıklarda önemli rol oynar. IL-6 endotelyal 

aktivasyonda direk rol oynarken (Romano ve ark., 1997) fibrinojen sentezinde  

indirek görev alır (Dalmon ve ark., 1993). Bu inflamasyon biyogöstergeleri CAD 

insidansı (Ridker ve ark., 1998a; Ridker ve ark., 1998b; Ridker ve ark., 2000) ve akut 

koroner sendromu (ACS)  prognoz ile ilişkilidir (Lindmark, 2001; Haim ve ark., 

2002). 

 

İnterlökin-6 (IL-6), birçok inflamatuvar ve immün sistem aracılı cevapta 

önemli rol oynayan bir sitokindir. İmmün ve inflamatuvar olayların oluşumunda 

anahtar rolü üstlenen tümör nekroz faktörü-α (TNFα) ve IL-1’e cevap olarak üretilir. 

Esas olarak vasküler endotelyal hücreler, mononükleer fagositler, fibroblastlar, 

aktive T lenfositler, mesane ve serviks tümörlerinden salınır. Etkisini özellikle B 

lenfositler ve hepatositler üzerinde gösterir. B lenfositlerin antikor üreten hücrelere 

farklılaşmasını sağlarken, hepatositlerden CRP, mannoz bağlayan lektin (MBL) ve 

kompleman komponentleri gibi akut faz reaktanlarının salınımına neden olur. 

Böylece inflamatuvar cevabın ortaya çıkmasını ve gelişmesini sağlar. T lenfosit ve 

timositler üzerine kostimülatördür. Diğer sitokinlerle beraber kemik iliğindeki 

hematopoietik kök hücrelerin gelişimini uyarır. IL-1 ile beraber T-helper hücreleri 

aktive eder (Cruse ve ark., 1999). 
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Şekil 1.3. IL-6 kristal yapısı 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=23622). 

 

 

1.2.2.IL-6 Geni ve Yapısı 

IL-6 proinflamatuvar, anti-inflamasyon ve endokrin fonksiyonları olan pleiotropik 

bir  sitokindir. IL-6 ilk hepatosit stimüle edici faktör (HSF) (Ritchie ve Fuller,1983) 

olarak tanımlanmıştır. 1985 yılında HSF’ ye benzer B- hücre farklılaştırma faktörü 

(BSF-2 yada İnterferon β-2) bulunmuştur (Gauldie ve ark., 1987; Hirano ve ark., 

1985). Bir sitokin olarak bilinen IL-6, akut faz proteinlerinin (APPs, örneğin C 

reaktif protein, serum amiloid A protein, albumin, haptoglobulin) üretiminin 

düzenlenmesinden 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 içerir (Yasukawa ve ark., 1987). IL-6 

geni 5’ ve 3’ bölgelerinde polimorfiktir (Bowcock ve ark., 1989, Fishman ve ark., 

1998). Promotör bölgede -174 G/C baz değişim polimorfizmi birçok çalışmada 

gösterilmiştir (Olomolaiye ve ark., 1998). Fishman ve arkadaşları (1998), HeLa 

hücrelerine geçici lusiferaz haberci vektörü tranfer ederek G allel varlığının IL-6 

geninde yüksek transkripsiyon aktivitesi varlığı ile ilişkili olduğunu göstermiştir. 

Araştırmalar GG homozigot ve GC heterozigot kişilerde plazma IL-6 seviyesinin CC 
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homozigot taşıyıcılara göre daha yüksek olduğunu göstermiştir(Fernandez- Real ve 

ark., 2000). 92 Romatoid artrit vakası arasındaki polimorfizm dengesizliği 383 

sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır. Bu sonuç özellikle CC genotipi taşıyan 

hastalar arasında sıklığın azalmasına neden olmaktadır. G allel varlığı plazma lipid 

profili (yüksek trigliserid, düşük yoğunluklu lipoprotein ve serbest yağ asitleri, 

düşük-yüksek yoğunluklu lipoprotein) ile de ilişkilidir (Fernandez- Real ve ark., 

2000). IL-6 allellerinin fenotipik farklılıklarla bağlantısı tam olarak bilinmemekle 

birlikte fakat IL-6 geninin promotör bölgesindeki transkripsiyon faktörü (AP-1, NF-

IL-6 ve NF-κB) bağlanma bölgelerindeki bağlanma kapasitesi IL-6 üretiminde 

farklılıklara neden olmaktadır (Matsusaka ve ark., 1993).  IL-6 geninin -174 

polimorfizmi, A(n) T(n) polimorfik bölge ile en az 6 allel 

(A(8)T(12),A(9)T(11),A(10)T(10),A(9)T(10),A(10)T(9),A(10)T(11) ) içermektedir (Fishman ve ark., 

1998).  
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Şekil 1.4 : Homo sapiens’de  interlökin 6 (interferon, beta 2) (IL-6), mRNA ve IL-6 geninin 

amplifikasyonu yapılan bölgesinin şematik gösterimi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Fisherman ve 

ark., 1998). 

 IL-6 geni, 7. kromozomun kısa kolunda (7p14-7p21) lokalize olmuştur 

(Sehgal ve ark., 1986). İnsan (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 içermektedir. Genin protein kodlanan bölgesinde ekson/intron sınırlarının 

pozisyonu, ekson uzunluğu ve eksonlardaki sistein kalıntılarının lokasyonu türler 

arasında korunmuştur. Ancak ekson1’in 5’ sınırı ve Ekson 5’in 3’ sınırında 

farklılıklar meydana gelmektedir ve bu bölgeler kodlanan bölgenin dışına 

uzanmaktadır. Genomik yapıdaki bu korunma, granülosit koloni stimüle edici faktör 

(G-CSF) geninde de benzer şekilde ilişkilidir (Tanabe ve ark., 1988). Olgun IL-6 

molekülü 26 kDa ağırlığında bir proteindir (Cruse ve ark., 1999). 

 

IL-6 geni promotor bölgesinde –174 pozisyonunda tanımlanan G-C değişimi 

fonksiyonel öneme sahiptir. Yapılan transfeksiyon çalışmalarında,  C allelini 

taşıyanlarda transkripsiyon seviyesinin, G allelini taşıyanlara oranla azaldığı tespit 

edilmiştir. Bu değişimi içine alan –225 ile –164 arasındaki bölge, gen 

ekspresyonunda negatif regülatör etkiye sahiptir. DNA footprinting deneyleri, 

glukokortikoid reseptörünün –201 civarında bir bölgeye bağlandığını göstermiştir.  

Polimorfizm, glukokortikoid reseptör bağlanmasını etkileyebilecek kadar bu 

bölgenin yakınında yer almaktadır ve bu nedenle transkripsiyonel aktivasyonu 
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baskılayabilir. Ayrıca –174’deki bu değişim bir transkripsiyon faktörü olan NF-1 için 

potansiyel bir bağlanma bölgesi yaratmaktadır. NF-1’in, transkripsiyonu farklı etkiler 

gösterebilmekle beraber, gen ekspresyonunun baskılayıcısı özellik gösterdiği 

bilinmektedir. Sonuç olarak, C allelini taşıyan kişilerde, G allelini taşıyanlara oranla, 

lipopolisakkaritler ve IL-1’e cevap olarak IL-6 salınımı daha düşük olmaktadır 

(Fishman ve ark., 1998). Bu noktadan hareketle, pek çok immün ve inflamatuvar 

hastalık ile bu polimorfizm arasında bir ilişki olup olmadığı çalışılmaya başlanmış ve 

sistemik başlangıçlı juvenil kronik artrit (Fishman ve ark., 1998), Alzheimer hastalığı 

(Papassotiropoulos ve ark., 1999), iskemik inme (Grau ve ark., 2001) ve koroner kalp 

hastalıkları (Humphries ve ark., 2001; Georges ve ark., 2001) gibi çeşitli hastalıklarla 

ilişkili olduğu gösterilmiştir.  

 

 

 

Şekil 1.5. IL-6’nın biyolojik aktiviteleri (Simpson ve ark., 1997). 

 

Şekil 1. 6. IL-6 üreten hücreler (Naka  ve ark., 2002). 
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IL-6, kortikotropin releasing hormon (CRH) salınımını, Adrenokortikotropik 

hormon (ACTH) sentezini ve kortikosteroid üretimini artırarak hipotalamus- hipofiz- 

adrenal aksinin stimülasyonuna neden olur (Naitoh ve ark., 1988; Tsigos ve ark., 

1997).  

İnflamasyon fonksiyonlarının yanında IL-6 megakaryosit olgunlaşması ve  

IgG, IgM ve IgA sentezi gibi B hücre farklılaşması teşvik eder (Baatout 1996, 

Kishimoto ve ark., 1995, Muraguchi ve ark., 1988). IL-6’nın kalp hipertrofisinde ve 

kemik şekillenmesinde rol oynadığı çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (Papanicolaou 

ve ark., 1998). Birçok çelirdekli hücre tarafından IL-6 ekspresyonu ve sentezinin 

gerçekleştiği in vitro olarak gösterilmiştir ama en önemli kaynağı monosit/makrofaj 

hücreleri, sitokin uyarıcı stromal hücreler (fibroblastlar) ve endotelyal hücrelerdir 

(Kato ve ark., 1990). IL-6 genini uyaran en kuvvetli uyarıcılar; LPS ve forbol 

esteridir (TPA) (Cox ve Gauldie, 1997). IL-6, B hücre olgunlaşmasında önemli bir 

rol oynamasına rağmen IL-6 geni üzerinde farelerle yapılan çalışmalarda B 

hücrelerinin gelişmesi için çok gerekli olmadığı bulunmuştur (Fattori ve ark., 1994a, 

Kopf ve ark., 1994; Libert ve ark., 1994, Ramsay ve ark.1994). Transgenik fareler 

üzerinde IL-6 ekspresyonu ile ilgili yapılan çalışmalarda dalak, lenf nodu, timus, 

akciğer, karaciğer ve böbrekte ağır plazmasitozisi sonucu olarak IL-6’nın aşırı 

ekspesyonu görülmektedir (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 kırmızı kan hücrelerinin 

sayısının ve hemoglobin konsantrasyonunun  azalmasının yanında  trombositozis ve 

leukositozis görülmektedir (Katsume ve ark., 1997). Bu farelerde IL-6 ekspresyonun 

artışı insanlarda Castleman sendromuna (hipergammaglobulinemi, lenf nodu 

genişlemesi ve APP sentezi artışı) benzer bir sendroma yol açar (Brandt ve ark., 

1990). IL-6’nın uzun süreli aşırı ekspresyonu farelerde lenfomaların gelişmesi ile 

sonuçlanmaktadır (Woodroofe ve ark., 1992).  

Ateş, anoreksia, yorgunluk ve influenza’ya benzer semptomlar, anemi, 

lökositozis, trombositozis ve akut faz cevabın indüksiyonu insanlarda IL-6’nın etkisi 

altındadır (Papanicolaou ve ark., 1998, Schuler ve ark., 1998). 
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1.2.3. IL-6  Reseptör  Süper Ailesi 

IL-6 reseptörü, 80kDa’ luk IL-6 bağlanma proteini (a zincir) ve 130kDa’ luk sinyal 

dönüştürücü gp130 (b zincir) adı verilen iki molekül içerir (Yamasaki ve ark., 1988; 

Taga ve ark., 1989; Hibi ve ark., 1990). IL-6 direk olarak gp130’a bağlanmamasına 

rağmen, IL-6/IL-6R/gp130 yüksek affiniteli kompleksi oluşturmak için IL-6R’a 

bağlanabilir. Büyüme faktörü reseptörleri, CNTF, IL-2, eritropoietin, G-CSF ve IL-5 

gibi  bir çok sitokin reseptörlerinin yapısı, IL-6R  ve tip I sitokin reseptör süper 

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

 

Bu reseptörlerde 4 sistin kalıntısının korunması ve triptofan- serin-X-

triptofan-serin (W-S-X-W-S) motifinin (WS motif) transmembran bölgesine  

yerleşimi karakteristiktir. IL-6Ra’ nin sitoplazmik alanda IL-6 sinyal iletimine 

ihtiyacı yoktur (Taga ve ark., 1989; Hibi ve ark.., 1990). IL-6Ra’nın sitoplazmik 

bölgesindeki intrasisternal A gen tekrarının (IAP-LTR) insersiyonu  fare 

plazmasitomasında bulunmuştur (Sugita ve ark., 1990). Bunun yanında kompleks IL-

6 ve çözülebilir IL-6 Ra,  IL-6 sinyal iletimi oluşturabilir. IL-6Ra ve gp 130 ‘a IL-6  

bağlanarak her 2 üyenin hekzamer oluşum formasyonunu indükler (Paonessa ve ark., 

1995). IL-6, 3 reseptör bağlanma bölgesine sahiptir. Bunlar;  

1. IL-6Ra bağlanmak için Heliks D üzerinde bulunan Arg-179 etrafındaki 1. 

Bölgedir. 

2. gp 130 için heliks A ve C bölgesi 

3. Diğer gp 130 için bağlanması için heliks D’nin merkez etrafındaki N- 

terminal ucudur (Brakenhoff ve ark., 1994; Savino ve ark., 1994 a,b). 

Aynı zamanda Asn-230 ve IL-6Ra’ nın etrafındaki kalıntılar, IL-6Ra ve gp 130 

arasında ilişkiyi sağlamaktadır (Yawata ve ark., 1993; Salvati ve ark., 1995).  Asn-

230, His-280 ve Asp-281 deki değişimler gp 130 ve çözülebilir IL-6Ra  arasındaki 
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ilişkiye zarar verdiği bulunmuştur (Salvati ve ark., 1995). IL-6’ nın hem 2 hem de 3. 

bölgelerin esas görevi sinyal iletimi olan gp130 dimerizasyonunda önemlidir. IL-6 

variantları inhibitör olarak görev yapan 2 ya da 3. bölgede veya her iki bölgede de  

aminoasit kalıntıları taşırlar (Sporeno ve ark., 1996). 

1.2.4. IL-6 Reseptörü (IL-6R) ve GP 130’ un Yapısı 

IL-6 reseptör sistemi tarafından IL-6’nın biyolojik aktiviteleri düzenlenmektedir. IL-

6 reseptör sistemi 2 membran proteininden oluşur ; Ligand bağlı α- subunit reseptör 

(IL-6R) ve sinyal dağıtıcı β-subunit (gp130). Gp 130, lösemi inhibitör faktör(LIF), 

Oncostatin M(OSM), İnterlökin 11(IL-11), kardiotropin-1(CT-1) reseptör 

komplekslerinin bir parçasıdır (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). 

 

Şekil 1.7. IL-6R ve Gp 130’ un yapısı 

Farelerde gp130’un hedeflenen bölünmesi ile yapılan çalışmalarda 

embriyogenezin erken evrelerinde gelişen miyokardial bozukluk ve hematopoiezis 
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nedeniyle ölüm meydana gelmektedir (Yoshida ve ark., 1996). Transgenik farelerde 

gp130’un sürekli aktivasyonu ise miyokardial hipertrofiye neden olmaktadır (Hirota 

ve ark., 1995). 

 

 

Şekil 1.8. Hekzamerik IL-6 reseptör kompleksi (Ransohoff ve Benveniste, 2006; Huyton ve ark.,  

2007). 
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IL-6 reseptörü (IL-6R) tarafından IL-6 etkilenir. IL-6R, 2 zincir içerir. Ana 

zincir reseptörün vücudu olarak adlandırılır, 130-kD protein (glikoprotein 130) 

büyüklüğündedir ve diğer sitokinler gibi (lösemi inhibitör faktör(LIF), Oncostatin 

M(OSM), İnterlökin 11(IL-11), siliar nötrotropik faktör (CNTF) ve kardiotropin-

1(CT-1)) kullanılan spesifik bir ligand değildir. Glikoprotein 130  ˝genel sitokin 

sinyal dönüştürücü˝ olarak da adlandırılır. İnsanlarda ligand bağlayıcı IL-6 

reseptörü, glikoprotein 80 yada CD126 olarak da bilinir (Hibi ve ark., 1996). Gp 80 

immunoglobülin süperailesinin bir üyesidir ve monositler, hepatositler, T hücreleri 

ve aktive B hücrelerinde varlığı bilinmektedir (Cox ve Gauldie, 1997). IL-6 ve IL-6R 

arasındaki bağlantı, Gp 130’un homodimerizasyonunu indükler ve hücre 

membranlarındaki çeşitli tirozin kinazların ve JAK/STAT, Ras/Raf, Src isimli 

transkripsiyon faktörlerinin aktive olmasına yola açan sinyal transdüksiyon 

kaskadlarının aktivasyonuna neden olur (Hallek ve ark., 1997b; Kishimoto ve ark., 

1995). 

 

Şekil 1.9. İnsanda IL-6, LIF, CNTF ve GH yapılarının karşılaştırılması 

 

1.2.5.Çözünebilir IL-6 Reseptörü 

Çözünebilir IL-6 reseptörü (sIL-6R, 55 kDa formu)  IL-6 proteinine agonist  bir 

fonksiyona sahiptir (Olsson ve ark., 1993).  
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Şekil 1.10. Gp 130’un dimerizasyonu ve şematik gösterimi (Hibi ve ark., 1990). 

 

 

Şekil 1.11. IL-6’nın çözünebilir reseptör- ligand kompleksi (Ransohoff ve Benveniste,  2006).   
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Şekil 1.12. IL- 6  reseptör yapısı (Heinrich ve ark., 2003).  

 
 

1.2.6. IL-6’ nın Biyolojik Aktivitesi 

 

İnterlökin-6 (IL-6), lenfoid ve lenfoid olmayan hücreler tarafından üretilen ve akut 

faz cevabı, inflamasyon, onkogenezis, hematopoiezis ve immun aktivitenin 

düzenlenmesi gibi çok geniş 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-hücre replacing faktör (TRF)-benzer faktör (Yoshizaki ve ark., 1982), 

B hücre farklılaştırma föktörü(BCDF) (Okada ve ark., 1983), 26-kDa proteini 

(Haegeman ve ark., 1986), B-hücre stimulasyon faktor-2 (BSF2) (Hirano ve ark., 

1985, 1986), hibridoma–plasmasitoma büyüme faktorü (HPGF or IL-HP1) (Aarden 

ve ark., 1985; Nordan ve Potter, 1986; Van Damme ve ark., 1987a; Van Snick ve 

ark., 1988), hepatosit-stimüle edici faktör (HSF) (Andus ve ark., 1987;Gauldie ve 

ark., 1987) ve monosit–granulosit indükleyici tip 2 (MGI-2) (Shabo ve ark., 1988) 

olarak çeşitli isimlerle adlandırılmışsada,  IFNb2 (May ve ark., 1986; Zilberstein ve 

ark., 1986), 26-kDa proteini (Haegeman ve ark., 1986) ve BSF-2’nin (Hirano ve ark., 

1986)   moleküler klonlanması sonucu bu moleküllerin tanımlanmasına (Sehgal ve 
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ark., 1987a) ve 1988’lerin sonunda ise bu molekülün IL-6 olarak isimlendirilmesine 

karar verilmiştir (Kishimoto, 1989; Le ve Vilcek, 1989; Sehgal ve ark., 1989; Van 

Snick, 1990; Hirano ve Kishimoto, 1990; Heinrich ve ark., 1990). 

IL-6’nın biyolojik aktivitesi 3 grup altında incelenir: 

1. İmmun Cevap 

2. Hematopoiezis 

3. Akut-faz cevap 

IL-6, savunma mekanizmasında, immün cevapta, hematopoiezis ve akut faz 

reaksiyonlarında önemli rol oynar. Diğer yandan IL-6 geninin ekspresyonu özellikle 

autoimmün hastalıklar, plazmasitoma-miyelom ve çeşitli kronik proliferatif 

inflamasyon hastalıkları gibi  çeşitli hastalıkların   patogenezinde etkilidir. IL-6 

geninin ekspresyonun düzenlenmesi ve IL-6’ nın reseptör mekanizması ile ilgili 

yapılan çalışmalar sonucunda hastalıkların moleküler mekanizması ve yeni terapötik 

metodların gelişimi daha iyi ilerlemektedir. 

 

1.3. IL-6’nın Hastalıklarla İlişkisi 

İlk olarak kardiak mikzoma hastalarında poliklonal B hücrelerindeki anormallikler, 

IL-6 geninin ekspresyonundan kaynaklandığı gösterilmiştir (Hirano ve ark., 1987).  

Kardiak mikzomalı hastalar hipergammaglobulinemi, otoantikor varlığı ve akut faz 

proteinlerinin artışı gibi çeşitli autoimmun belirtiler gösterirler. B hücrelerindeki 

anormalliklerin, IL-6’ya bağlı olması ilk kardiak mikzomalı hastalarda belirtilmiştir 

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

 

IL-6 üretimindeki düzensizlik inflamasyon, otoimmün hastalıklar, malignite 

gibi çeşitli hastalıkların oluşmasında rol almaktadır (Weissenbach ve ark., 1980). IL-

6 üretimindeki anomalililer, Castleman’s hastalığı (Yoshizaki ve ark., 1989) ve 

romatoid artirit hastalarında da gözlemlenmiştir (Hirano ve ark., 1988; Houssiau ve 

ark., 1988; Bhardwaj ve ark., 1989). IL-6 üretimi farelerde tip II kollojen artritin ve 

proliferatif glomerulonefrit ile otoimmün hastalıkların (MRL/1pr) (Tang ve ark., 
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1991) oluşumunda görülmektedir. IL-6, β hücreleri ve tiroit bezinden de 

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

Çizelge 1.2 : IL-6 polimorfizmi ve genel hastalıklar ( House ve Descotes, 2007). 

HASTALIK IL-6 SNP KAYNAK 

Kanser IL-6- 174G/C De Michele ve ark., 2003 

Koroner arter hastalığı 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 tarafından indüklenen pulmoner fibrozisin patogenezi 

ile de ilişkilendirilmektedir. Tanı için hastalardan alınan BAL (Bronkoalveoler 

Lavaj) sıvısında bu sitokinin seviyesinin artışı uzun süreli maruziyetle birlikte 

görülmektedir (Vanhee ve ark.,1995; Simeonova ve ark., 1997; Kline ve ark., 1993). 

Benzer şekilde silika maruziyeti sonucu insan ve rodent BAL sıvısı ve akciğer 

dokularında IL-6 artışı tanımlanmıştır (Davis ve ark., 1998; Yuen ve ark., 1996; 

Orfila ve ark., 1998; Zhang ve ark., 1993; Li ve ark., 1993).  

Asbestozun akut intratrakeal yerleşimi alveolar makrofajlardan IL-6 

salınımını stimule etmektedir (Driscoll ve ark., 1995; Lemaire ve ark., 1996). Hajer 

ve arkadaşları (2008) tarafından  IL-6’nın diyabetle ilişkisinin varlığı gösterilmiştir. 
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Şekil 1.13. IL-6 ve Diyabet (Hajer, 2008).  

 

Gelişiminde inflamasyonun önemli rol oynadığı hastalıklardan biri olan 

Ailevi Akdeniz Atesi  (FMF)’ nin en önemli etkisi amiloidozdur. Amiloidoz 

gelişiminde, ailevi Akdeniz Ateşi geninde meydana gelen mutasyonlar gibi genetik 

faktörler ile, çevresel faktörlerin etkileri üzerinde durulmaktadır. Serum amiloid A 

(SAA) üretimini, TNFα, IL-1 ve IL-6’nın indüklediği gösterilmiştir (Yamada ve ark., 

1998; Moriguchi ve ark., 1999). 

 

Sitokinler, tromboz gelişiminde, inflamasyonda anahtar rol oynamakta ve 

hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda hemostatik dengenin düzenlenmesine 

katkıda bulunmaktadırlar. Sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNFα), monosit ve endotelde 

doku faktörü ve doku PAI tip-I ekspresyonunu in-vitro olarak arttırırlar (Grignani ve 

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

 

IL-6, sepsis gelisiminde rol alan önemli bir sitokindir. Septik hastalarda şok 

gelisimi ve ölüm riski ile iliskili bulunmaktadır. Sepsiste IL-6 üretimi birçok 

inflamatuvar mediatör tarafından uyarılmaktadır (Holmes ve ark., 2003). 

 

Pulmoner embolide, sıklıkla emboliye yol açacak bir trombotik olay 

mevcuttur ve olaya cevap olarak gelisen inflamatuvar reaksiyonun siddeti önemlidir 

(Taheri ve ark., 1999).  
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Tatebayashi ve arkadaşlarının yaptıkları bir  çalışmada, pulmoner arterde 

tıkanmaya yola açan 23 sağ ventriküler mikzoma vakasında IL-6 düzeylerinin 

yükseldiğini saptamışlardır (Tatebayashi ve ark., 1993). 

 

1.4. IL-6, Metallothionein ve Çinko 

 

Metallotiyoneinler düşük molekül ağırlıklı, metal bağlayıcı ve sisteince zengin 

proteinlerdir. Metallotiyoneinlere bağlı haldeki çinko; civa, kadmiyum gibi ağır 

metallere bağlı toksisiteyi azaltır (Onosaka ve ark., 2002). Metallotiyonein çinko 

metabolizmasında  ve intrasellüler çinko homeostazisinde önemli role sahiptir 

(Giacconi ve ark., 2004).  Çinko konsantrasyonu metallotiyonein indüksiyonuna 

bağlı  bir indikatördür (Onosaka ve ark., 2002). Çinko immün sistem için çok önemli 

bir eser elementtir. Katalitik, yapısal(çinko parmak) ve düzenleyici bir iyondur 

(Mocchegiani ve ark.,2000). Çinko iyonu kullanımının azalması immün cevabın 

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

 

Metallothionein, IL-6 seviyesindeki artış ve düşük çinko iyon varlığı yaşlanma 

ve kronik inflamasyon, tip 2 diyabet, aterosklerozis  ile ilgili bir çok hastalıkta 

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

 

Yaşlanma sürecinde azalan çinko iyon kullanımı immün cevabın değişimi ile 

ilişkilendirilmektedir. Çinko kullanımının temel düzenleyicilerinden biri, 

metallotiyoneinlerdir. Özellikle yaşlanma sürecinde çinko bağlı metallotiyonein 

anahtar role sahiptir. Metallotiyoneinler genç-olgunluk yaşlarında geçici stres 

şartlarına bağlı olarak meydana gelen oksidatif strese karşı koruma sağlar. Bu 

koruma hastalıklar(kanser ve infeksiyon gibi) ve yaşlanma gibi daimi stres 

durumlarında azalır ve plazma ve dokulardan çinko tükenmesi ve metallotiyonein 

seviyesinde artış  meydana gelmektedir (Mocchegiani ve ark.,2000). Metallotiyonein 

indüksiyonu ve ekspresyonu IL-6’nın kontrolü altındadır (Jacob ve ark., 1999; 

Mazzatti ve ark., 2008). IL-6 üretiminin kontrolü ise -174. pozisyondaki 

polimorfizme bağlıdır. Yaşlanma gibi kronik inflamasyonun görüldüğü durumlarda 
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metallotiyonein tarafından çinko salınımı azalmakta ve buna bağlı olarak çinko 

kullanımında azalma görülmektedir (Mazzatti ve ark., 2008). 

 

1.5.STAT Proteinleri ile Sinyal İletim Yolu  

 

Sinyal dağıtıcı ve transkripsiyon aktive edici (STAT) proteinler 1990’lı yılların 

başında interferon (IFN) aracılı olarak gen transkripsiyonunun düzenlenmesi ile 

birlikte tanımlandı. Son yıllarda çeşitli sitokinlerin farklı STAT proteinlerini aktive 

ettikleri bilinmektedir. Memeli hücrelerinde yedi STAT proteini tanımlanmıştır 

(STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6) (Bowman ve ark., 

2000). 

 

Sitokin aracılı STAT aktivasyonunun aşamaları şu şekilde sıralanmaktadır 

(Bowman ve ark., 2000). Sitokin, hücre yüzeyindeki reseptörüne bağlanır (α alt 

birim). Daha sonra αα ya da αβ oligomerizasyonu gerçekleşir. Bu oligomerizasyon, 

reseptör ile ilişkili olan JAK proteinlerinin çapraz fosforilasyon ile aktivasyonunu 

sağlar. Bu bölgeler sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptör ile 

etkileşmesine neden olur. STAT proteinlerin daha sonra homodimer ya da 

heterodimer oluşturmak üzere reseptörden ayrılarak hücre çekirdeğine gelirler ve 

DNA üzerinde özgül cevap elemanı dizileri ile etkileşerek hedef genlerin 

transkripsiyonunu uyarırlar (Bowman ve ark., 2000). 

 

 

1.6.Genetik Polimorfizm  

 

Doğada türleri aynı olan canlılar genellikle bazı görünümleri ile farklıdırlar. 

Bu farklılıklar genetik değişikliklerle ilişkili olarak belirlenmiştir. Bir genin belli bir 

lokusta yer alan alternatif kopyalarından her birine allel denir. Allellerin genel 

populasyonda kromozomlarda %1’ den fazla bulunması genetik polimorfizm olarak 

tanımlanmaktadır. Burada en düşük sıklıkla görülen allel yalnızca tekrarlayan 

mutasyonlardan korunamaz. Bir gen lokusunda, alleller en az %1 frekansına sahip 
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oldukları ve sonuçta bu allelde heterozigot en az %2 oranında görüldüğü taktirde 

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

 

 

1.6.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR) 

Bakteri, virüs gibi canlı bir hücreye gereksinim olmadan, ardışık sentez sistemi 

kullanılarak, DNA segmentinin amplifikasyon yoluyla birçok kopyası oluşturulabilir. 

Bir dizi DNA polimeraz reaksiyonları içerdiğinden, bu yöntem  polimeraz zincir 

reaksiyonu yada PCR olarak tanımlanır. İlk olarak 1985’de tanımlanan bu yöntem 

ile, bir DNA segmenti tek bir orijinal kopyadan milyonlarca kez çoğaltılabilir ve 

böylece örneğin bir mutasyon belirlenmesi gibi araştırmalar için yeterli miktar 

sağlanabilir (Erlich ve Arnheim, 1992).  

 

PCR ile genellikle 10 kilobaz (kb) uzunluğa kadar DNA bölgeleri 

çoğaltılabilmektedir, ancak bazı metodlarla bu uzunluk 40 kb’a kadar 

ulaşabilmektedir. PCR’nin prensibi; tekrarlanan üç basamağa dayanır. 

 

• A. Denatürasyon: Bu basamakta PCR reaksiyonu içinde yer alan çift 

zincirli kalıp DNA’nın birbirinden ayrılması sağlanır. Genelde 94-95°C’de 0.5-2 

dakika denatürasyon yeterlidir. Alternatif olarak denatürasyonu kolaylaştırmak için 

reaksiyona gliserol, dimetilsülfoksid (DMSO) ve formamid gibi kimyasallar 

eklenebilir. 

 

• B. Primerlerin yapışması (annealing): Bu basamakta birbirinden ayrılmış 

DNA zincirlerine primerlerin 55-60°C’de bağlanması gerçekleştirilir. Optimal 

“annealing” sıcaklığı Tm (melting temperature) derecesinden 5°C daha düşüktür. 

0.5-2 dakika “annealing” için yeterlidir. Eğer spesifik olmayan PCR ürünleri elde 

ediliyorsa her defasında “annealing” derecesi 1-2°C artırılarak optimize edilebilir. 

 

• C. Zincir uzaması-polimerizasyon (extention): Zincir uzaması taq 

polimerazın aktivitesinin en yüksek olduğu 70-75°C arasında gerçekleştirilir. 2 kb’a 
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kadar olan PCR ürünlerinin oluşturulması için bir dakika süre yeterlidir. Daha uzun 

DNA fragmanlarının çoğaltılabilmesi için bu süreye her kb için bir dakika 

eklenmelidir. 

 

 

 
Şekil 1.14: Polimeraz zincir reaksiyon basamakları (http://www.oceanexplorer.noaa.gov). 
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PCR ile bir hedef DNA parçasından milyonlarca çoğaltmak mümkündür. 

Reaksiyon başlatılmadan önce istenen sayıda döngünün tekrarlanması sağlanabilir. 

Yöntemin temeli, çoğaltılmak istenen bölgenin iki ucuna özgü, bu bölgedeki baz 

dizilerine tamamlayıcı olan, 18-20 baz uzunluğunda bir çift sentetik oligonükleotid 

primer kullanılarak, bu iki primer ile sınırlandırılan bölgenin enzimatik olarak 

sentezlenmesine dayanır. PCR'ın en önemli özelliği çok az miktarda DNA ile 

çalışmaya olanak sağlamasıdır. Bir PCR döngüsü için gerekli olan beş ana madde 

vardır. 

 

1. DNA örneği, genelde genomik DNA; 

2. Çoğaltılacak bölgeyi sağdan ve soldan çevreleyen bir çift sentetik primer;  

3. Deoksi-nükleotit-trifosfatlar (dNTP);  

4. Yüksek ısıya dayanıklı DNA polimeraz enzimi; 

5. Uygun pH ve iyon koşullarını (Mg+2) sağlayan tampon karışımı, genelde 

MgCl2 (Snustad ve Simmons, 2003; 

http://members.aol.com/BearFlag45/Biology1A/LectureNotes/LNPics/Recom

b/pcr.gif, 25 Ocak 2005). 

 

 

 

Şekil 1.15: PCR (http://www.roche.com/pages/facets/1/pcr1.jpg) 
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Mutasyonlar, DNA bazlarında meydana gelen değişikliklere göre 

sınıflandırıp, translokasyonlar, inversiyonlar, insersiyonları ve delesyonlar şeklinde 

olabileceği gibi nokta mutasyonları ve baz insersiyonları ve delesyonları (SNPs) 

şeklinde gruplandırılır. SNP’ ler DNA dizisinde çok sık meydana gelen varyasyonlar 

olup, her 100-300 bazda bir karşılaşılabilmektedir (Syvanen, 2001). SNP analizi için 

hızlı, güvenilir, hassas ve ucuz bir metodun gerekliliği, mevcut tekniklerin sayısını 

arttırmaktadır (Syvanen, 2001). 

 

 

1.6.2. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment 

Length Polimorphism-RFLP) 

 

Restriksiyon enzimi ilk defa 1970 yılında Hamilton Smith ve Kent Wilcox tarafından 

izole edilmiş ve bu yıldan sonra hızla rekombinant DNA teknolojisinde, protein 

üretilmesinde, gen dizilimlerinin belirlenmesinde ve polimorfizm çalışmalarında 

kullanılmaya başlanmıştır (Aggarwal, 1995).  

Restriksiyon endonükleazlar DNA- kesen enzimlerdir. Yabancı DNA’dan 

korunmak için bu enzimleri üreten bakterilerden elde edilirler. Belli bir enzim 

DNA’yı keseceği, 4-8 nükleotidlik özgül bir dizini tanır. DNA parçalarının 

büyüklüğü restriksiyon noktalarının dağılımına bağlıdır. Dört yüzden fazla farklı 

restriksiyon enzimi izole edilmiştir (Housman, 1995). 

Bir DNA segmentinin yaklaşık her 100 baz çiftindeki nükleotid dizisi 

bireylerde değişiklik gösterir (DNA polimorfizmi) (Housman, 1995). 

Bir restriksiyon enziminin tanıma dizini, belirli bir DNA bölgesinde, düzensiz 

olarak yer alır. Bu nedenle, restriksiyon noktaları arasındaki mesafeler farklıdır. Bir 

restriksiyon enzimi ile kesim sonrasında, çeşitli büyüklüklerde DNA parçaları 

(restriksiyon fragmanları) ortaya çıkar. Belirli bir restriksiyon enzimi, belli bir DNA 

bölgesini, karakteristik ölçülerde bir dizi DNA fragmanına ayırır (Housman, 1995; 

Passarge,2000). 
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Belirli restriksiyon endonükleaz kesilme bölgelerindeki değişimlerden oluşan 

RFLP’ler, tek nükleotid polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphism) olarak 

bilinirler.  

 

 
Şekil 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 sarmalı özgül restriksiyon enzimleri ile kesildiği zaman farklı 

uzunluklarda fragmentler oluşur ve bu fragmentler, elektroforetik davranışlarındaki 

farklılıklar ile jel elektroforezinde gözlemlenebilirler (Nussbaum ve ark., 2005).  
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1.7.  Metaller  

 

IUPAC İnorganik kimya terminolojileri’ne göre metallerin ana grupları 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, Tl), grup 14 (Ge, Sn, Pb), grup 15(Sb, Bi) ve 

grup 16(Po), geçiş 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 

belirlenmiştir. 
 

 
Şekil 1.17 : Periyodik Tablo (http://www.iupac.org/reports/periodic_table/IUPAC_Periodic_Table-

14Jan05-CI.pdf;   Nordberg ve ark., 2007). 

Metaller mesleki ve çevresel  maruziyet yönünden önemli bir toksik etken 

grubudur. Sağlık yönünden önemi olanlar, çevrede yaygın olarak bulunan toksik 

metallerle (kadmiyum, kurşun, arsenik ve cıva), çinko, krom ve bakır  gibi esansiyel  

iz elementlerdir.  

1.7.1.  Çinko (Zn) 

 

Çinko, canlılarda hücrelerin proliferasyon, replikasyon ve farklılaşması için 

aminoasitler, glukoz, yağ asitleri ve vitaminler yanında minerallere de ihtiyaç vardır. 

Tüm organlar, dokular ve vücut sıvılarında yer alan esansiyel bir elementtir 

(Arcasoy, 2002). Önemli proteinlerin yapısına girer. Proteinlerin yapısına katılır, 



30 
 

enzimlerin aktif bölgelerine bağlanarak anahtar rol oynar. Hücrelerdeki 

membranların ve iyon kanallarının bütünlüğünü korur. Redoks aktivitesinin 

olmaması nedeniyle bağlandığı proteini dayanıklı hale getirir. Protein, karbohidrat, 

lipid, nükleik asit,  gen ekspresyonu, hem sentezi, üreme görevleri vardır (Arcasoy, 

2002; Rostan ve ark., 2002). 

 

 
Şekil 1.18. Çinko ve immün sistem (Haase ve Rink, 2009).  

 

 

Çinko metabolizması karaciğerde gerçekleşir (Saner, 2002). Çinko eksikliği, 

büyümenin hızlı olduğu dönemler, hamilelik ve yaşlılık gibi fizyolojik nedenlerle 

olabildiği gibi karaciğer hastalıkları, malabsorbsiyon sendromları ve uzun süre 

parenteral beslenme gibi patolojik nedenlerle de meydana gelmektedir (Saner, 2002). 

Diyetle tüketiminin azalması, mukozal, intestinal ve sistemik faktörler çinko 

eksikliğinin nedenleridir (Arcasoy, 2002). Bazı gıdalar, örneğin vitaminler ve 

mineraller çinko emilimini etkileyerek çinko eksikliği ya da fazlalığına sebep 

olabilirler. Lifli besinler, fosfatlar, oksalat, kalsiyum, bakır, inorganik demir, 

kadmiyum, fitatlar ve toprak çinko emilimini azaltırken; proteinler, şarap, D 

vitamini, B6 vitamini ve D penisilamin çinko emilimini artırır (Saner, 2002). 
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       Şekil 1.19: Zn sinyal yolakları  (Robert ve ark., 2006). 

 

İnsanlarda çinko eksikliğinde, hipogonadizm, büyüme-gelişme geriliği, 

parakeratoz, alopesi, yara iyileşmesinde gecikme, enfeksiyonlara duyarlılıkta artma, 

bozulmuş nörofizyolojik performans ve koku-tat duyusu bozukluğu gibi çeşitli 

etkiler ortaya çıkar (Saner, 2002). 

 

Son yıllarda çinko metabolizmasında sorumlu olduğu düşünülen bazı insan 

genleri saptanmıştır. Bu genler metallotiyoneinler, ZIP, ZNT4 ve çinko parmak (Zinc 

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

 

Çinko eksikliğinin genlerle ilişkisi: 

 

A. DNA Sentezi 

 

DNA sentezi için hücre siklusunun G1 evresinin çinkoya ihtiyaç vardır. DNA 

sentezinde rolü olan DNA polimeraz ve Timidin kinaz enzimlerinin sentezinde çinko 

gerekmektedir. DNA polimeraz aktivitesi için çinko esansiyeldir. Timidin kinaz ise 

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

 

RNA polimeraz, çinko varlığında RNA içindeki dört ribonükleozid grubunu 

katalizler. Çinko eksikliği hücrelerin total RNA varlığını değiştirmez ama Messenger 

RNA(mRNA) sentezinin kompozisyonunu değiştirir. 

 

C. Apoptozis 

 

Hücreler kendi ölümünü programlanmış hücre ölümü (apoptozis) ile kontrol eder. 

Çinko fazlalığının apoptozis inhibisyonuna, çinko eksikliğinin ise stimülasyonuna 

neden olduğu bilinmektedir (Favier,1998). 

 

D.  Çinko ve Antioksidan Etki 

 

Çinkonun serbest radikal oluşumundan (ROS) ve oksidatif stresten koruyucu rolü 

vardır. Oksidatif hasarın neden olduğu inflamatuvar hastalıklar, siroz, alkolizm ve 

kardiyovasküler hastalıkların patogenezinde rol oynar. Çinko antioksidan etkilerini 2 

mekanizma ile sağlar: 

 

1. Redoks stabil halde bulunan çinko, hücre içi ve hücre dışı bölgelerde demir 

ve bakır gibi redoks reaktif olan metallerin yerine geçer. 

 

2. Metallotiyoneinlerin sentezini indükler. Ayrıca süperoksit dismutazın (SOD) 

ve metallotiyoneinlerin yapısında yer alır. 

 

1.7.2. Demir(Fe) 

 

Demir’in, atomik ağırlığı 55.8, atom mumarası 26, yoğunluğu 7.9, erime noktası 

1536 C0, kaynama noktası 2750 C0 dir.  Demir çevrede su ve toprakta çok yaygın 

olarak bulunmakatadır (Nordberg ve ark., 2007). 
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1.7.3.Kadmiyum(Cd) 

 

Kadmiyum doğada Zn ile birlikte bulunan 320.9 C0’ de erime noktasına sahip bir 

metaldir. Demir, çelik, bakır, çinko gibi metallerin korozyonuna karşı kaplamalarda, 

kablo kaplamalrda, boya ve cam üretiminde, pil yapımı gibi önemli endüstriyel 

alanlarda kullanılmaktadır. Kadmiyum periyodik tabloda, çinko ve civa ile birlikte 

yer alan bir geçiş elementidir. Nadiren saf halde bulunur. Petrol ve kömürde 

bulunduğu gibi, toprak ve suda değişik bileşikleri vardır. Kadmiyumun oksit ve 

karbonat tuzları suda çözünmezken sülfat, nitrat ve halojenli bileşikleri çözünür 

(Waalkes ve ark., 1992).  

 

 

Şekil 1.20: Dünya ‘da Cd yayınımı g/km2/yıl (2006).  (http://www.msceast.org ). 

 
             Şekil 1.21: Türkiye’de kadmiyum yayınımı(2006) g/km2/y (http://www.msceast.org ). 
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Sağlıklı yetişkin insanların tüm dokularındaki Cd düzeyleri böbrek ve 

karaciğer dışındaki diğer organlarda değişken ve düşüktür. Farklı coğrafik bölgelerde 

insan dokularındaki Cd düzeyleri fark edilebilir bir şekilde değişirken, yaşın 

ilerlemesi de vücuttaki Cd artışıyla doğru orantılıdır. Cd ve Zn nun atomik yapı ve 

kimyasal davranışları arasında benzerlik olup her ikisi de canlı organizmadaki bazı 

fonksiyonları sağlar. Cd’ un dikkati çeken birikimi ve özel makromoleküllerle özgül 

birlikteliği, onun biyolojik bir rolü olduğuna işaret eder (Waalkes ve ark., 1992). 

 

1.7.4.Kurşun (Pb) 

 

Kurşunun (Pb:CAS 7439-92-1) atomik ağırlığı 207.19(1µg=0.004826µmol), 

yoğunluğu 11.3 g/cm3 , erime noktası 327.5 C0, kaynama sıcaklığı 1740 C0’dir 

(Nordberg ve ark., 2007). 

 

1.7.4.1.Üretimi ve kullanımı  

 

Dünyada yıllık yaklaşık 3 milyon metre ton kurşun ana kaynaklarından 

çıkartılmaktadır. Kurşun işleyen ülkelerin başında Çin, Australia, ABD, Peru 

gelmektedir. Dünyadaki kurşun tüketimi oldukça fazla olup, 2001-2004 yılları 

arasında tüketim 6.5-7.0 milyon tondur (ILZSG, 2005). 

 

Bugün kurşunun en önemli kullanım alanı (%71) bataryalardır (özellikle araç 

bataryaları, elektrik ve endüstriyel bataryalar). Diğer kullanım alanları boya (%12), 

cephaneler (6%), ve kablo kaplama (3%; ILZSG, 2005). Kurşun ayrıca alaşımlar 

(pirinç ve bronz), ağırlıklar, kristal ve polivinil klorür (PVC) içinde sabitleyici olarak 

kullanılmaktadır. 
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Şekil 1.22: Türkiye’de kurşun yayınımı kg/km2/yıl  (http://www.msceast.org/Turkey ). 

 

Kurşunun en önemli etkisi hematopoetik sistem üzerinedir. δ- aminolevülinik 

asit dehidraz (ALA-D) enzimini inhibe ettiği bir çok çalışmada gösterilmiştir 

(Nordberg ve ark., 2007).  

 

 
 

Şekil 1.23: ALAD enzimi kristal yapısı ( Jaffe ve ark., 2000). 

 

 

 

1.7.4.2.Maruziyet 

 

Genel olarak kurşuna benzin, endüstriyel emisyonlar ve kurşun boyalarla maruz 

kalınmaktadır. Birçok ülke özellikle genel populasyondaki maruziyet önemli 

derecede azalmaktadır çünkü benzine katılan kurşun elimine edilmiştir.  Ama 

gelişmekte olan ülkelerde hala bu maruziyet söz konusudur. Kurşuna mesleki 
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maruziyette oldukça yüksek orandadır. Klinik kurşun zehirlenmesi raporlarına 

bakıldığında, mesleki maruziyet, gıda depolama ve sırlı seramik kaplardan yenilen 

yiyeceklerden kaynaklandığı bildirilmektedir (Gerhardsson ve ark., 2002). 
 

Çizelge1. 3: Çocuk ve yetişkinlerde kan- kurşun düzeyi (Fewtrell  ve ark., 2004). 
ALAN  ARAŞTIRMA YAPILAN 

ÜLKELER 

KAN- KURŞUN DÜZEYİ(μg/lt) 

ÇOCUK YETİŞKİN 

Afrika Nijerya,  

Güney Afrika 

111 

98 

116 

104 

Amerika  Kanada, USA 

 

Arjantin, Brezilya, Şili 

Jamaika, Meksika 

 

Uruguay, Venezuela 

22 

 

 

70 

 

90 

17 

 

 

85 

 

108 

Doğu Akdeniz Suudi Arabistan  

 

Mısır, Morokko, Pakistan 

68 

 

154 

68 

 

154 

Avrupa  Danimarka, Fransa, Almanya, 

Yunanistan, İsrail,İsveç  

 

Türkiye, Yugoslavya  

 

Rusya, Macaristan 

 

35 

 

58 

 

67 

 

37 

 

92 

 

67 

Güney batı Asya Endonezya, Tailand  

 

Bangladeş, Hindistan 

74 

 

74 

74 

 

98 

Batı pasifik Australya, Japonya, Yeni 

Zelanda, Singapur 

 

Çin, Filipinler, Kore  

 

27 

 

66 

 

27 

 

36 
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1.7.4.3.Kurşunun Organlar Üzerine Etkileri 
 

Kurşun organ ve dokular üzerinde toksik etkilere neden olabilir. Kurşun; sinir sistemi 

(merkezi, periferal, otonom sinir sistemi), kan, böbrekler, kardiovasküler sistem, 

endokrin sistem, gastrointestinal sistem,iskelet sistemi üzerine etkileri vardır . 
 

 

1.7.4.4.Kurşun İmmunotoksisitesi  

 

Kurşunun immunotoksik etkileri hakkında bilgi çok sınırlıdır  (McCabe, 1994).  

Yapılan çalışmalarda kurşuna maruziyetin immuotoksik etkisi üzerine bir kanıt 

bulunamamıştır. Ama kurşun işcilerinde yapılan çalışmalarda hormonal immünite 

(serumda immunoglobülin seviyesi) üzerine çeşitli etkileri olduğu görülmüştür 

(Horiguchi ve ark., 1992a; Pinkerton ve ark., 1998; Queiroz ve ark., 1993; 1994; 

Undeger ve ark., 1996 . Bunun yanında kurşuna maruz kalan işçilerde lökosit ve 

lenfosit türleri ve fonksiyonları üzerine çeşitli etkileri tanımlanmıştır(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 arkadaşlarının 

çalışmalarında kurşun işçilerinin infeksiyonlara duyarlılıklarının arttığı belirlenmiştir 

(Horiguchi ve ark., 1992b). 

1.7.5.Bakır(Cu) 

Bakır (Cu) hayati fonksiyonlar için esansiyel bir elementtir ve Süperoksit dismutaz 

(SOD),ferroksidazlar, sitokrom oksidaz,tirozinaz,lizil oksidaz ve dopamin beta 

hidroksilaz  enzimlerinin yapısında bulunmaktadır. Bakırın biyolojik sistemlerde 

transportunun düzenlenmesinde çinko, kadmiyum, ve molibden gibi çeşitli metallerin  

rol aldığı bildirilmektedir. Rodentlerle yapılan çalışmalarda bakır metabolizmasının 

kurşun tarafından değiştirebildiği, plazma bakır düzeyinin azaldığı gösterilmiştir 

(Klauder ve Petering, 1979; Skoczynska ve ark, 1994). Absorbsiyonu bakırın alınan 

miktarına, kimyasal formuna ve diğer gıda komponentlerinin kompozisyonuna 
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bağlıdır. İçme suyu bakır boruların kullanımına bağlı olarak günlük bakır alımında 

önemlidir. Absorbsiyon karaciğerde homeostatik mekanizmalar tarafından 

düzenlenmektedir ve bakır arttığı zaman safra salgısıda artar. Bakır bütün organlarda 

bulunmaktadır. Hem yetişkinler hemde yenidoğanlarda, en yüksek konsantrasyonda 

karaciğerde bulunmaktadır. Aynı zamanda beyinde bakır yönünden zengindir. Safra 

salgısı ile birlikte yalnızca %1 oranında bakır idrarda atılmaktadır. Bakır varlığında 

safra salgısının kontrolü ATP7B geninin kontrolü altındadır. ATP7B geninde 

meydana gelen mutasyonlar Wilson hastalığından sorumludur(Nordberg ve ark., 

2007).  

1.7.5.1.Fiziksel ve kimyasal özellikler 

Bakır (Cu) saf formu kırmızımsı kahverengi renkte bir metaldir. Atom ağırlığı 63.54, 

atom numarası 29, yoğunluğu 8.94g/cm3 dür. Erime noktası 1083 0C, kaynama 

noktası 2595 0C’dür. Bakır 63Cu ve 65Cu olmak üzere 2 izotopa sahiptir, doğada 

bulunma sıklığı sırasıyla %69.2, %30.8 dir (Georgopoulos ve ark.,2001). 

 

1.7.5.2.Üretimi ve kullanımı 

 
En geniş bakır rezervleri Şili, Amerika, Peru, Zambia, Kongo’da bulunmaktadır. 

Dünyada bulunan bakır çevherlerinin yaklaşık %90’ı sülfidik, %9’u oksidik, ve 

<%1’i metalik bakır cevherleri halindedir. En önemli kullanım alanı tel ve kablo 

yapımıdır. Elektronik endüstrisinde, su borularında, teneke, çatı kaplamaları ve 

çeşitli bina yapım malzemelerinde kullanılmaktadır (Landner ve Lindeström, 1999). 

 

 

1.8.Metal İçeren Biyolojik Moleküller 

 

Bir çok metal enzimlerin ve vitaminlerin biyolojik aktivitelerinde önemli rol 

oynarlar. Örneğin Çinko, çinko bağlı bir enzim olan alkol dehidrogenaz yapısında, 

kobalt ise vitamin B12 de önemli rol oynar. Metalloproteinler(diğer bir isimle 
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konjuge proteinler) protein ve prostetik grup ya da kofaktör içerir. Metalloenzimler 

holoenzimler olarak tanımlanmaktadır ve kofaktör metal içermektedir. Hemoglobin, 

hemeritrin ve miyoglobin demire bağlı oksijen taşımaktadır. Redoks enzimleri cyt-

p450, katalaz ve peroksidazdır. Metal taşıyan proteinler Çizelge1.4’ de gösterilmiştir 

(Nordberg ve ark., 2007). 

Çizelge 1.4: Metal taşıyan proteinler(Nordberg ve ark., 2007) 

PROTEİN  METAL 

Seruloplazmin Cu 

Metallothionein Zn, Cd, Hg, Cu 

Albumin Zn, Cd 

Fosfoproteinler  Ca 

Transferrin, Hemoglobin, Sitokromlar Fe 

 

 

1.8.1.Metalloporfirinler 

 

Metalloporfirinler 2 önemli yapı içerir. Klorofil molekülü ve hem grubu taşıyan 

moleküller. Klorofilin ışığı absorblama kabiliyeti porfirin halkasının konjuge polien 

yapısı ile ilgilidir. Demir içeren biyolojik komplekslerin ana fonksiyonları oksijen 

taşınması ve elektron taşıma zincirinde aracılık etmektir (Nordberg ve ark., 2007).  

 

1.8.2.Non-hem demir proteinleri 

 

Non-hem demir proteinleri (rubredoksin, ferredoksin ve yüksek-potansiyele sahip 

demir proteinleri) güçlü fonksiyonel demir atomlarına bağlanmış halde bulunur 

ancak porfirin içermezler. Bunlar elektron transferinde görev alırlar. Ferritin ve 

hemosiderin ise önemli demir bağlayan protein yapılarıdır, hücrede demir deposu 

olarak iş görürler. Transferin ferrik iyonunu bağlar ve plazmada demir taşınmasında 

rol oynar (Nordberg ve ark., 2007).  
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1.8.3.Kobalt içeren biyolojik moleküller  

 

Kobalt içeren biolojik moleküllerden en iyi bilineni vitamin B12 koenzimidir 

(kobalaminler). Kobalaminler kobalt atomu içerirler (makrosiklik ligand korrin) ve 

fosfat grubu, şeker ve organik faz bulunan bir kompleks içerirler (Nordberg ve ark., 

2007).  

 

1.8.4.Metalloenzimler  

 

Bazı enzimler bir ya da daha fazla metali yapılarında bulundururlar. Bunlara 

metalloenzimler adı verilir. En iyi bilinen örnekleri karbonik anhidraz ve 

karboksipeptidazdır (Nordberg ve ark., 2007).  

 

1.8.5.Metallothioneinler 

 

İlk kez 1957’de at böbrek korteksinden Cd+2 ve Zn+2 içeren metalloproteinler izole 

edilmiştir. Metallotiyoneinler tek zincirli 61 aminoasitten oluşan yaklaşık 6500 

dalton, düşük  molekül ağırlıklı sisteince zengin bir moleküllerdir (Hamer, 1986, 

Nordberg ve ark., 2007). 

 

1.8.6.Kurşun bağlı biyolojik moleküller 

 

Kurşun bağlayan proteinler kurşun toksisitesi ile ilgilidir. Örneğin δ-aminolevulinik  asit 

dehidrataz (ALAD) genetik polimorfizimi tanımlanmış olup bu polimorfizmin kurşun 

toksisitesi ile ilişkisi önemlidir (Nordberg ve ark., 2007).  
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IL-6, metal bağlayıcı metallotionein üretimine bağlı olarak çinko homeostazına da 

etkili olmaktadır (Gabay ve Kushner, 1999). Metallotiyonein polimorfizmi-metal 

birikimi arasında belirlenmiş olan ilişki ile bağlantılı olarak (Kayaaltı ve ark 2010, 

Kita ve ark. 2006), IL-6 genindeki polimorfizmin de doku metal düzeylerine etkili 

olabileceği varsayılmış ve IL-6 genindeki polimorfik yapının doku metal düzeylerine 

ne derecede etkili olacağının araştırılması amaçlanmıştır.  Bu çalışmada, otopsi 

olgularında İnterlökin-6 (IL-6) polimorfizmi belirlenmiş ve bu olguların karaciğer ve 

böbrek doku örneklerindeki metal düzeyleri tespit edilip aralarındaki ilişki 

araştırılmıştır.  
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2. GEREÇ  ve YÖNTEM 

2.1.Gereçler 

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Primerler                                                                    Alpha 

Agaroz                                                        Prona 

Etidyum bromür                                                       Applichem 

6x loading çözeltisi                                Qiagen 

DNA ase RNA ase free water                               Qiagen 

Taq DNA polimeraz                     Qiagen 

Proteinaz K                      Qiagen 

Ladder (100bp)                                           Fermentase 

Restriksiyon enzimi(NIaIII)                               New England Biolab 

Doku DNA izolasyon kiti                               Qiagen  

Pb,Cd, Cu,Zn Standart                                             AA Standart E.  SCP Science  

 

 Triton X 100                                                               Scharlau             

 

 Nitrik asit HNO3(%65’lik)                                          Merck 
     
 
      Hava - Asetilen Tüpü 
    

      Argon Tüpü 
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2.1.2. Kullanılan Araç ve Gereçler  

 

PCR                                        Techne TC 512 

Jel Görüntüleme cihazı               Syngene 

Güç Kaynağı                Bıo-Rad 

Otoklav                 Nüve 

Laminar Flow                Esco  

Mikrodalga fırın                Arçelik 

Yatay elektroforez cihazı               Scıe-Plas 

Hassas terazi                           Schimadzu Libror 

Su banyosu                Nüve  BM 402 

pH metre                 Mettler Toledo 

1.5 ml. ve 0.2 ml’lik eppendorf steril tüpler            Axygen Genuine 

10 μl, 100 μl, 1000 μl.  filtreli 

 Pyrogen free pipet uçları                                                Finntip  

Otomatik mikropipet               Eppendorf          

Vorteks karıştırıcı                Biosan    

Atomik Absorbsiyon Spektrometresi                                    Varıan   

                                                                                      

      Grafit Tüp Atomlaştırıcı                 Varıan GTA 120  

 

Grafit Tüpleri                  Varıan GTA   

 



44 
 

Sample Cup, 2 ml Vial                           Pothtech Elkay  

 

Hassas Terazi                            Mettler Toledo  

 

Mikrodalga Fırın                   Mars X Press 

 

Manyetik Karıştırıcı                 Mırak  

 

Ph Metre                                         M. Toledo 

 

Polipropilen, Kapaklı Tüpler (15 ve 25 ml)  
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2.2. Yöntem 

Bu çalışmada IL-6 -174 bölgesi G/C polimorfizmini belirlemek için Mazzatti ve 

arkadaşlarının (2008) yöntemleri kullanılmıştır. Otopsi doku örneklerinden kit ile 

DNA izolasyonları yapılmıştır. IL-6 gen bölgelerindeki polimorfizmi tanımlamak 

amacıyla, SNP (Single Nucleotide Polymorphism)’ nin olduğu kısmı da içeren bölge 

PCR (Polymerase chain reaction) yöntemi ile amplifiye edilmiştir. Amplifikasyon 

ürünleri RFLP (Restriction fragment length polymorphism) tekniği kullanılarak 

restriksiyon enzimi ile muamele edilmiştir. Polimorfik özelliğe göre restriksiyon 

enzimiyle kesilmiş olan oligonükleotidler %2-3’lük agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüştür. 

Çalışmanın diğer aşamasında ise dokulardaki Pb, Cd Cu, ve Zn düzeyleri 

belirlenmiştir. 

 

 

2.2.1 Örneklerin Toplanması 

 

Otopsi doku örnekleri Adli Tıp Kurumu Ankara Grup Başkanlığına gelmiş olan 

erişkin (18 yaş üstü), otopsi olgularından alınmıştır. Böbrek dokusundan korteks ve 

medulla ayrı olarak ve karaciğerin sağ lobundan, (0.5-1 gr) örnek alınmıştır. 

 

Biyolojik materyalden metal analizleri yöntemleri, Varian marka atomik absorbsiyon 

spektroskopi cihazının el kitaplarından yararlanılarak kurulmuş ve daha önce yapılan 

tezlerde standardize (Kayaaltı ve ark.2010)  edilmiştir. Kadmiyum, kurşun, bakır ve 

çinko düzeyi öncelikle araştırılacak olan elementlerdir. Doku örnekleri paslanmaz 

çelik bıçaklarla kesildikten sonra polipropilen tüplere alınmış ve analiz yapılıncaya 

kadar –20°C de saklanmıştır. 
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2.2.2.Doku Örneklerinden DNA İzolasyonu  

• Böbrek hücrelerindeki DNA’yı açığa çıkarabilmek amacıyla, “Qiagen 

Tissue” izolasyon kiti  ile çalışıldı.   

• Örnekler ayrı ayrı 20 mg. böbrek veya karaciğer örneği, steril makas ve pens 

ile kesilerek 1.5 ml.lik ependorf tüp içerisine konuldu ve üzerine 20 µl. DTT, 

180 µl. ATL Buffer ve 20 µl. Proteinaz K eklendi.  

• Su banyosunda 56 0C’de 1.5-2 saat inkübe edildi.  

• Üzerine 200 µl. AL Buffer eklendi ve 70 0C’lik su banyosunda 10 dakika 

inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonrasında 200 µl. saf etanol eklendi. 

• Solusyon filtreli kolona aktarıldı.  

• 8000 rpm.de 1 dakika santrifüj edildi, toplama tüpü atılarak yerine yenisi 

yerleştirildi. 

• 500 µl AW1 Buffer eklendi. 

• 8000 rpm.de 1 dakika santrifüj edildi, toplama tüpü atılarak yerine yenisi 

yerleştirildi.  

• 500 µl AW2 Buffer eklendi.  

• 14000 rpm.de 3 dakika santrifüj edildi, toplama tüpü atıldı.  

• Kolona 1.5 ml.lik ependorf tüp takıldı ve kolon içerisine 150 µl. RNAse-

DNAse free su     ilave edildi.  

• 8000 rpm.de 1 dakika santrifüj edildi ve kolon atıldı. 

• Ependorf tüpe DNA örneği toplandı. 
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2.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

PZR aşaması, TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazı ile yapıldı.  

2.2.4. Primerler ve Restriksiyon Enzimi 

Primerler Alpha DNA firmasına sentezlettirildi. Kullanılan primerler aşağıdaki 

çizelgede gösterilmiştir. 

Çizelge 2. 5. IL-6 polimorfizminde kullanılan primer dizisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen  SNP Primer dizisi Kullanılan 

restriksiyo

n enzimi 

IL-6 -174 pozisyonunda 

G/C polimorfizmi 

 rs1800795 

F:5’-TTGTCAAGACATGCCAAAGTGCT-3’ 

R:5’-GCCTCAGACATCTCCAGTCC-3’ 
NlaIII 
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2.2.5. PCR Reaksiyonu ve Programı 

PCR Reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve miktarları Çizelge 2.6.’da verilmiştir. 

Çizelge 2.6. PCR reaksiyonunda kullanılan kimyasal maddeler ve miktarları  

PCR için 

kullanılan  

kimyasallar 

Son konsantrasyon 

10 X PCR    

Buffer 
1U 

Taq DNA 

Polimeraz 
1U 

F Primer 10 pmol 

R Primer 10 pmol 

dNTP 

 
200µM 

İzole edilen      

DNA 
50 ng 

 

PCR programı aşağıda belirtilen şekilde gerçekleştirildi. 

 + 95 0 C’de  5 dakika   

 + 94 0 C’de  1 dakika 

 + 60 0 C’de  1 dakika                            35   döngü                      

 + 72 0 C’de  1 dakika   

 + 72 0 C’de  5 dakika 

 + 4   0 C’de             ∞ dakika 
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2.2.6. PCR Ürünü İçin Agaroz Jel Hazırlanması 

 

• PCR ürünleri %2’lik agaroz jelde tespit edildi.  

• 2.2 gr  Agaroz tartılarak 120 ml 1XTBE içerisinde çözüldü.  

• Mikrodalga fırında ağzı alimünyum folyo ile kapatılıp üzerinde delikler 

açılarak en yüksek sıcaklıkta kaynatıldı.  

• Agar oda sıcaklığında 45-550C’ye düşünceye kadar bekletildi. 

• Sıcaklık düşünce 10μl EtBr eklendi ve karışana kadar erlen çalkalandı. 

• Yatay elektroforezin tarakları takıldı agar kalıba döküldü.  

• Jelin katılaşması için oda sıcaklığında 40-45 dakika bekletildi. 

• Agar katılaştıktan sonra taraklar çıkarılarak jel elektroforez tankına 

yerleştirildi. 

• Tanka, jelin üzerini 2-3 mm kaplayacak miktarda 1X TBE çözeltisi eklendi. 

• 6 μl PCR ürünü, 2μl 6 X Jel Loading Buffer ile karıştırılarak kuyucuklarına 

yüklendi. 

• Jel, 100 Volt ve 70 Amperde 50-60 dakika arası yürütüldü. 

• Sonuçlar jel görüntüleme sistemi ile değerlendirildi. 
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2.2.7.PCR Ürününün RFLP Yöntemi ile Kesimi 

 

Çalışmamızda, IL-6 geninin -174 bölgesindeki G/C polimorfizmini belirlemek için, 

amplifikasyon sonucunda oluşan PCR ürünü NlaIII Restriksiyon enzimi ile kesildi. 

NlaIII enzimi Neisseria lactamica (NRCC 2118) bakterisinden izole edilmiştir. Nla 

III enzimi; 

 

 

 

 

 
Şekil 2. 24. NlaIII restriksiyon enzimi kesim bölgesi 
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Şekil 2.25: PCR ürününün Nla III enzimi ile kesiminin şematik gösterimi. 

İnkübasyon; 37 oC’de 1 gece yapılmıştır. NlaIII enzimi ile kesim işleminden 

sonra oluşan oligonükleotidlerin analizleri, %2’lik agaroz jel ile gerçekleştirildi. 

Sonuçlar jel görüntüleme sistemi ile belirlendi. 

 

2.3.Böbrek ve Karaciğer Dokularinda Cd, Pb, Zn ve Cu düzeylerinin 

belirlenmesi 

 

Dokular -20 C0  den çıkartılarak oda sıcaklığında bekletildi. Islak dokular hassas 

terazide tartıldıktan sonra cam tabla üzerine aktarıldı ve önceden 75°C’ye ayarlanmış 

etüvde 24 saat kurumaya bırakıldı. 

Etüvden çıkarılan karaciğer ve böbrek dokuları hassas terazi ile tekrar kuru 

ağırlıkları belirlenmek üzere tartılarak, teflon tüplerine alındı. Dokuların üzerine 10 

ml  %65’lik HNO3 eklenerek, mikrodalga fırında asitle yakma işlemi yapıldı.  
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Çizelge 2.7. Mikrodalga fırına ait  doku yakma programı. 

Max. 

Güç(W) 

%Güç Zaman(dk) Basınç (psi) Sıcaklık(C0 ) Bekleme 

(dk) 

600  100 10 350 210 10 

Analizler Atomik Absorbyion cihazı ile yapılmıştır. Alevli Atomik 

Absorbsiyon Tekniği  ile bakır ve çinko iz elementleri (asetilen gazı), Grafit Fırın 

Tekniği ile de kurşun ve kadmiyum düzeyleri (Argon gazı) saptanmıştır. 

2.3.1. Böbrek ve Karaciğer Dokularinda Cu Düzeyi Ölçümü 

 

Karaciğer dokusunda bakır analizi için 1000 ppm lik bakır ana stok solüsyonundan 

kalibrasyon eğrisini oluşturmak üzere 2.0 ppm, 4.0 ppm, 8.0 ppm ve 10.0 ppm 

konsantrasyonlarında standartlar hazırlandı. 

Bakır analizine ait örnek kalibrasyon grafiği Şekil 2.26.’da gösterilmiştir. 

New Rational - Cal. Set 1Abs

0.00

1.21

0.50

1.00

0.000 12.0005.000 10.000

Calibrated

ppm 

R Değeri= 1.0000 

 2.26. Karaciğer dokusunda bakır analizine(ppm) ait örnek kalibrasyon grafiği 
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2.3.2. Böbrek ve Karaciğer Dokularinda Zn Düzeyi Ölçümü 

 

Karaciğer dokusunda çinko analizinde Kalibrasyon eğrisi oluşturmak için 1000 ppm 

lik çinko stok solüsyonundan  2,0 ppm, 4,0 ppm, 8,0 ppm ve 10,0 ppm 

konsantrasyonlarında standartlar hazırlandı. Kalibrasyon eğrisi için her bir standart 

çözeltiden 4 enjeksiyon yapıldı.  

 
New Rational - Cal. Set 1Abs

0.00

0.67

0.20

0.40

0.60

0.000 2.5001.000 2.000

Calibrated

ppm 

R  Değeri= 1.0000  

Şekil 2.27. Karaciğer dokusunda çinko analizine(ppm) ait kalibrasyon grafiği 

2.3.3. Böbrek ve Karaciğer Dokularinda Pb Düzeyi Ölçümü 

 

Karaciğer dokusunda kurşun analizi için 1000 ppb lik kurşun stok solüsyonundan 

kalibrasyon eğrisini oluşturmak üzere 60 ppb konsantrasyonunda ana standart 

hazırlanarak, 10 ppb, 20 ppb, ve 40 ppb konsantrasyonları ile kalibrasyon eğrisi 

oluşturuldu. 
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New Rational - Cal. Set 1Abs

0.00

0.20

0.05

0.10

0.15

0.000 41.00010.000 20.000 30.000

Calibrated

ppb 

R Değeri= 1.0000  

Şekil  2.28. Karaciğer dokusunda kurşun analizine (ppb) ait örnek kalibrasyon grafiği 
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2.3.4. Böbrek ve Karaciğer Dokularinda Cd Düzeyi Ölçümü 

Karaciğer dokusunda kadmiyum analizi için Varian AA240Z Zeeman grafit fırınlı Atomik 

Absorbsiyon Spektrometresi kullanıldı. 1000 ppb lik kadmiyum stok solüsyonundan 

kalibrasyon eğrisini oluşturmak üzere 8 ppb konsantrasyonunda standart hazırlanarak, 1 ppb, 

2 ppb, ve 4 ppb konsantrasyonları ile kalibrasyon eğrisi oluşturuldu. 
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2.4.İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel değerlendirmeler SPSS 16 programında değerlendirilerek One Way 

ANOVA testi kullanılmıştır. IL-6 -174G/C polimorfizmi genotip dağılımı ve allel 

dağılımı Hardy Weinberg dengesi kullanılarak değerlendirilmiştir.  
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3. BULGULAR 

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

polimorfizmi  

Otopsi vakalarından alınan 122 böbrek doku örneği çalışılmıştır. Çalışmada bütün 

vakaların DNA’larının izolasyonu gerçekleştirilmiştir. IL-6, -174. pozisyonda G/C’ 

ye değişim göstermektedir. Bu değişimi göstermek amacıyla bu bölgeyi içeren 303 

bp lık bölge amplifiye edildi ve PCR ürünü G/C polimorfizmini belirlemek amacıyla 

Nla III enzim ile kesildi.  

GG genotipli bireylerde (Homozigot tipik) Nla III enzimi kesimi sonucu 233 

bp’lik ürün, GC genotipli bireylerde (heterozigot tipik) 122 ve 233 bp lik ürünler, CC 

genotipli bireylerde (homozigot atipik) ise 122 ve 111 bplik bölgeler Şekil 3.30.’da 

birarada görülmektedir.  

 

 Şekil 3. 30 : DNA izolasyonu  ve enzim kesimi jel görüntüsü M: 100 bp ladder, 1,2: PCR ürünü 
(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 örneklerinde IL-6, -174 G/C polimorfizmi sonucu toplumdaki allel 

frekansı  (n:244), G allel frekansı %74.6; C allel frekansı ise % 25.4 olarak 

bulunmuştur (Çizelge 3.8). 

Çizelge 3.8:  Otopsi böbrek örneklerinde IL-6 -174 G/C polimorfizmi  ve allel frekansları 

 

Doku 

Allel 

(G/C) 

Allel Frekansı 

n % 

Otopsi Böbrek 

Korteks 

Örnekleri  

G 182 74.6 

C 62 25.4 

Toplam 244 100 

 

Çizelge 3.9. Otopsi böbrek örneklerinde IL-6 ,-174 G/C polimorfizmi sonucu toplumdaki genotip 

frekansı ve Hardy-Weinberg dengesi 

 

Doku 

 

Polimorfizm 

Genotip Frekansı 

n % 

Otopsi Böbrek  

Kortex 

 Örnekleri 

 (n:122) 

GG 

(Homozigot tipik) 

67 54.9 

GC 

(Heterozigot) 

48 39.3 

CC 

     (Homozigot atipik) 

7 5.7 

TOPLAM  

 

 122  

SERBESTLİK  

DERECESİ 

2 

            χ2 

           0.179 

 p>0.05 
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Otopsi örneklerinde yapılan çalışmalar sonucu toplumdaki  genotip frekansı (n: 122), 

homozigot tipik (GG) bireylerde %54.9, heterozigot tipik (GC) bireylerde %39.3, homozigot 

atipik (CC) bireylerde ise %5.7 olarak bulunmuş ve popülasyonun Hardy-Weinberg 

dengesinde olduğu gösterilmiştir ( χ2=0.179)(Çizelge 3.9). 

   

3.2. IL-6 polimorfizminin yaş ve cinsiyetle ilişkisi 

 

Çalışmamızda,  IL6 polimorfizminin cinsiyet ve yaş ile ilişkisi araştırılmış, sonuçlar 

Çizelge 3.10. ve Çizelge 3.11’de verilmiştir. Bu sonuçlara göre, IL-6 polimorfizmi,  

yaş ve cinsiyet  arasında istatistiksel olarak anlamlılık bulunamamıştır (p=0.088; 

p=0.813).  
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Çizelge 3.10. IL-6 ve  cinsiyet  arasındaki ilişki 

C
in

si
ye

t 
Polimorfizm 

Genotip sıklılğı 

  

Hardy–

Weinberg dengesi 

 

p  

N % N % 

K
ad
ın

 

IL-6 G/G genotip 13 50.0 13.16 50.6  

1.000 
IL-6 G/C genotip 11 42.3 10.67 41.0 

IL-6 C/C genotip 2 7.7 2.16 8.3 

IL-6 G allel 37 71.2 - - 

IL-6 C allel 15 28.8 - - 

E
rk

ek
 

IL-6 G/G genotip 54 56.2 54.75 57,0  

0,788 IL-6 G/C genotip 37 38.5 35.49 36,9 

IL-6 C/C genotip 5 5.2 5.75 5,9 

IL-6 G allel 145 75.5 - - 

IL-6 C allel 47 24.5 - - 

T
op

la
m

 

IL-6 G/G genotip 67 54,9 67,88 70,7  

0.813 
IL-6 G/C genotip 48 39,3 46,25 48,3 

IL-6 C/C genotip 7 5,7 7,88 8,3 

IL-6 G allel 182 74,6 - - 

IL-6 C allel 62 25,4 - - 
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Çizelge 3.11. IL-6 ve  yaş arasındaki ilişki 

Y
aş

 

Polimorfizm 

  

P 

N Ort±SD Min    Max 

K
ad
ın

 

IL-6 G/G genotip 13 34,54±12,07 18 23  

0,297 
IL-6 G/C genotip 11 46.36±23.79 23 76 

IL-6 C/C genotip 2 48,00±33,94 24 72 

Toplam 26 40,58±19,51 18 76 

E
rk

ek
 

IL-6 G/G genotip 54 42,36±16,41 18 77  

0,230 
IL-6 G/C genotip 37 46,78±14,10 24 86 

IL-6 C/C genotip 5 52,40±21,04 25 73 

Toplam 96 44,60±15,88 18 86 

T
op

la
m

 

IL-6 G/G genotip 67 40,87±15,89 18 77  

0.088 
IL-6 G/C genotip 48 46,69±16,52 23 86 

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. Böbrek ve Karaciğer Dokularında Metal Düzeyi 

 

Çalışmamızda, 122 otopsi böbrek dokusunda AAS ile yapılan 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,  karaciğer dokularında 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 bulunmuştur (Çizelge 3.12 ve Çizelge 3.13). 

           Böbrek dokusu örneklerindeki IL-6 -174 G/C polimorfizmi ile Cu, Cd, Pb 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunmazken (p>0.05), karaciğer ve 

böbrek dokularındaki Zn düzeyi ve IL-6 polimorfizmi arasında anlamlı bir ilişki 

bulunmuştur (Zn Böbrek p= 0.033, Zn karaciğer p= 0.041). 
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Çizelge 3.12. Böbrek dokularında metal düzeyleri 

 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 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

Çizelge 3.13. Karaciğer dokularında metal düzeyleri 

 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

  

CC            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    1412,2         4915,11±6691,64              139,63     72457,30

    

p                   0.721                  0.041*                0.216                           0.677 
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4.TARTIŞMA 

IL-6 inflamatuvar yanıtta önemli rol oynayan temel pro-inflamatuvar sitokindir 

(Akira ve ark., 1993). B hücrelerinde, T hücrelerinde, mezenşimal hücrelerde, 

keratinositlerlerde, sinir hücrelerinde, osteoklastlarda ve bazı tümör hücreleri ile 

endotelyal hücrelerde büyüme ve farklılaşmadan sorumlu çeşitli işlevleri  

düzenlemektedir (Simpson ve ark., 1997; Nishimoto ve Kishimoto, 2006). IL-6, 

karaciğer hücrelerinde inflamatuvar yanıtın temel proteini olan akut faz 

proteinlerinin ekspresyonundan da sorumludur (Habif, 2005). 

IL-6, inflamatuvar ve immün sisteme yanıtta, önemli rol oynayan bir 

sitokindir. IL-6 geni, 7. kromozomun kısa kolunda, 7p14-7p21 arasında lokalize 

olmuştur ve IL-6 molekülü 26 kDa ağırlığında bir proteindir. IL-6 geni promotor 

bölgesinde  –174 pozisyonunda tanımlanan G/C değişimi önem taşır ve bu 

polimorfizmde 2 farklı allel tanımlanır (G ve C alleli). Bunun sonucu olarak 3 

genotip görülür; GG, GC ve CC. IL-6 promoter bölgesinde, -174 pozisyonda C 

allelinin varlığı IL-6 üretimini azaltır (Fishman ve ark.,1998; Bonafe ve ark., 2001;  

Olivieri ve ark., 2002). Yapılan çalışmalarda, -174 C allelini taşıyan bireylerde 

transkripsiyon düzeyinin, G allelini taşıyanlara oranla azaldığı belirlenmiştir 

(Fishman ve ark., 1998). 

 IL-6, diğer sitokinlerle birlikte karaciğerde metallotiyonein sentezini indükler 

(Cui,1998).  Metallothionein ekspresyonu IL-6’ nın kontrolü altındadır (Jacob ve 

ark., 1999; Mocchegiani ve ark. 1998). Metallotiyoneinler bir taraftan organizmada 

çinko ve bakır dengesini düzenlerken diğer taraftan toksik metallerin etkilerine karşı 

koruyucu rol oynamaktadır (Andrews, 2000). 

 Otopsi doku örneklerinde IL-6 -174G/C promotor bölge polimorfizmini 

belirlemek için yaptığımız çalışma sonucunda,  GG (homozigot tipik)  genotipi 67 

bireyde, GC (heterozigot tipik) genotipi 48 bireyde, CC (Homozigot atipik) genotipi 

ise 7 bireyde görülmüştür. Allel frekansları  G allel frekansı % 74.6; C allel frekansı 

%25.4, genotip frekansları ise GG genotipi %54.9, GC genotipi % 39.3, CC genotipi 
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% 5.7 olarak bulunmuştur. İstatistiksel analiz sonucunda χ2 değeri 0.179 olarak 

hesaplanmıştır (p>0.05).   
 

Fishman ve arkadaşlarının üç etnik grup ile yaptıkları çalışmalarında Hardy-

Weinberg dengesine göre χ2 değerleri beyaz ırklarda 2.7 (p=0.10), Hindistan 0.03 

(p=0.86) ve Afrika kökenli Karayip 0.22 (p=0.64) olarak hesaplanmıştır (Fishman ve 

ark., 1998). 

 
 Çizelge 4.14. Avrupa ülkeleri ve Türkiye’deki IL-6 polimorfizm genotiplerinin    karşılaştırılması 

(Mocchegiani ve ark., 2008). 

Genotip İtalya 

(%) 

Polonya 

(%) 

Almanya 

(%) 

Yunanistan 

(%) 

Fransa 

(%) 

Türkiye 

(%) 

CC  5.3 22.7 13.1 1.2 15.3  5.7 

GC 26.5 57.4 53.1 31.1 44.6  39.3 

GG 68.1 19.9 33.8 67.7 40.1 55 

 

Otopsi dokularında yaptığımız çalışma sonucu IL-6 polimorfizmi Avrupa 

ülkeleri ile karşılaştırıldığında ise Almanya, Polonya, Fransa populasyonuna göre 

daha düşük bulunmuştur. Kuzey ve orta-güney Avrupa ülkeleri (χ2: 128.141, 

p<0.001) karşılaştırıldığı zaman geniş farklılıklar görülmektedir. Homozigot G alleli 

taşıyıcılarında (C-), Polonya’da yaklaşık %20, Fransa’da yaklaşık %40 ve Almanya 

yaklaşık %34 İtalya ve Yunanistanda % 68, çalışmamızda ise % 54.9 oranında 

görülmektedir. Homozigot CC (G-) taşıyanlarda ise en yüksek oran Polonya’ da (% 

22.7) görülmektedir.  

Çalışmamızın ikinci aşamasında, otopsi böbrek ve karaciğer örneklerinde Cd, 

Zn, Cu ve Pb seviyeleri ölçülerek, IL-6 G/C polimorfizminin, metal seviyeleri 

üzerine etkisi araştırılmıştır. IL-6 polimorfizmi ve otopsi böbrek dokularında Cu 

(p=0.641), Pb (p=0,778), Cd (p=0.650) düzeyleri karşılaştırıldığında, aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir ancak Zn düzeyi ve IL-6 

polimorfizmi (p=0.033) arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmuştur. 

Karaciğerde metal düzeyleri ve IL-6 polimorfizmi karşılaştırıldığında Pb (p=0.216), 
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Cd(p=0.677), Cu (p=0.721) düzeyleri arasında yine istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık bulunamamıştır. Ancak karaciğer Zn düzeyi ve IL-6 polimorfizmi arasında 

(p=0.041) istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlemlenmiştir. Sonuçlarımızla 

uyumlu olarak Mc Bean ve arkadaşları (1972), karaciğer ve böbrek dokularında 

yaptıkları çalışmalarında, Zn konsantrasyonunu 194±48 ppm; 179±66 ppm olarak 

bulmuşlardır.  

Vücuttaki toplam çinkonun %10’u metabolik olarak aktiftir ve karaciğer Zn 

metabolizmasında önemli rol oynar. Zn, absorpsiyonunu takiben hızlı bir şekilde 

karaciğere alınır. Proinflamatör bir sitokin olan IL-6, metal bağlayıcı metallotionein 

üretimini ve ona bağlı olarak çinko bağlanma kapasitesini artırmaktadır (Gabay ve 

Kushner, 1999; Wolf ve ark., 1996). IL-6 ile inflamatuvar cevabın düzenlenmesi, 

özellikle çinko parmak proteinleri aracılığı ile çinko iyonu kullanımını kontrolü 

altında tutmakta (Dreosti, 2001) ve plazma Zn seviyesini azaltmakta ancak bu 

takiben karaciğer tarafından Zn’nun yeniden dağıtımı gerçekleştirilmektedir 

(Grungreiff, 2002). Bu nedenle karaciğer dokularında, Zn miktarı böbrek dokularından 

daha yüksektir (Oldereid, 1993; Orłowski ve ark., 1996). Bizim sonuçlarımıza göre, 

karaciğerde Zn konsantrasyonu 218,03±83.99 ppm, böbrek dokularında ise  

136,54±67.63 ppm olarak bulunmuştur. 

IL-6 geninde meydana gelen genetik varyasyonlar, IL-6 üretimi ve immün 

cevapta önemli rol oynar. Yaşlanma ile birlikte artan IL-6 seviyesi,  MT geninin 

ekspresyonuna ve düşük çinko kullanımına neden olur (Mocchegiani ve ark., 2006). 

Metallotiyoneinler, sisteince zengin, düşük molekül ağırlıklı, metal bağlayan 

proteinlerdir. Çinko’ya karşı yüksek affiniteye sahiptir (kd=1.4 X 10-13 M) (Kagi ve 

Schaffer, 1998). MT’ler ağır metaller, oksidatif stres, IL-1, interferon, iyonize 

radyasyon, hormonlar (glukortikoidler), organik çözücüler (etanol, hekzan) ve 

antikanser ajanları gibi uyaranlarla ekspresyonu artar (Onosaka ve ark., 2002). 

Metallotiyoneinlere bağlı haldeki çinko, kadmiyum, bakır, civa gibi ağır metallere 

bağlı toksisiteyi azaltır (Onosaka ve ark., 2002). Hücrelerarası metal dengesini 

sağlayarak, antioksidan olarak görev yapar. Çinko konsantrasyonu metallotiyonein 

indüklenmesi sonucu artış gösterir (Onosaka ve ark., 2002). Çinkonun antioksidan 

etkisi redoks stabil çinkonun, hücresel bölgelerde demir ve bakır gibi redoks reaktif 
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metallerin yerine geçmesi ve serbest radikallere karşı antioksidan rol oynayan 

metallotiyoneinlerin sentezini indüklenmesinden kaynaklanır (Rostan ve ark., 2002).   

 

Yaşlanmaya bağlı azalan çinko iyon kullanılabilirliği değişen immün cevap 

ile ilişkilidir. Çinko kullanımının ana düzenleyicilerinden biri olan metallothionein 

indüksiyonu IL-6’nın kontrolü altındadır. IL-6’nın üretimi ise -174 nükleotid 

pozisyonundaki değişim tarafından kontrol edilmektedir. IL-6, G/C polimorfizmi 

metallothioneinler gibi proteinlerin ekspresyonunun aynı zamanda Zn homeostazi 

modülasyonunun düzenlenmesinde yer aldığı bilinmektedir (Mocchegiani ve ark., 

2008).  Kronik inflamasyonun olduğu durumlarda metallothionein tarafından çinko 

salınımı sınırlanır ve çinko yararlanımında azalma görülür (Mazzatti ve ark., 2008).  

 

Çalışmamızda C+  ve C- allel varlığı, yaş ile karşılaştırılmış ve istatistiksel 

oarak anlamlı olamamasına rağmen, C+ allele sahip kişilerde ortalama yaşın  (46.68± 

16.52)  C- kişilerde  (43.03±16.68) daha yüksek olduğu görülmüştür. IL-6 ve düşük 

çinko iyon kullanabilirliği kronik inflamasyon ve yaşlanma sendromlarını içeren 

çeşitli hastalıklarda görülmektedir (Mocchegiani ve ark., 2002). Bunun yanında 

yüksek seviyede IL-6 üretimi yaşlanma sürecinde belirgin bir özelliktir. (Fagiolo ve 

ark., 1993; Ferrucci ve ark., 1999). IL-6,  -174 promotor bölgesindeki C alleli varlığı 

IL-6’nın plazmadaki seviyesini azaltmaktadır (Bonafe ve ark., 2001; Olivieri ve ark., 

2002).  

 

İnterleukin-6 (IL-6) promotor geninde meydana gelen tek nükleotit 

polimorfizmi (SNP), kardiovasküler hastalıklar, kanser, Alzeimer hastalıklarının 

patogenezinde  yaygın ve kapsamlı olarak çalışılmıştır (Licastro ve ark., 2003; 

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

 

IL-6, G/C gen promotor polimorfizmi üzerine yapılan çalışmaların genelde 

kardiovasküler hastalıklar üzerine olduğu görülmektedir. Pola ve arkadaşlarının 

İtalya’da iskemik stroke hastaları ile yaptıkları çalışmalarında anlamlı bir ilişki 

belirlenmiştir (P < 0.0001) (Pola ve ark., 2003). Bir çalışmada ise damar sertliği ve 

tansiyonun IL-6 polimorfizmi ile ilişkili olduğu görülmüştür ( Sie ve ark, 2008). 
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Losito ve arkadaşlarının Dializ hastalarında, sol ventrikülar hipertrofi ve 

hipertansiyonun  IL-6 -174 G/C promoter polimorfizmi arasındaki ilişki 

belirlenmiştir (Losito ve ark., 2003). Avustralya ‘da retinal arter tıkanıklığı 

vakalarında IL-6 polimorfizminin ilişkisi araştırılmış CC genotipi taşıyan bireylerin 

RAO’ya karşı koruyucu etki gösterdiği belirlenmiştir (Weger ve ark., 2004). 

 

IL-6,  bir çok kanser olgusunun patogenezinde de önemli role sahiptir. 

Papiller tiroid karsinomuna sahip Türk hastalarında IL-6 polimorfizmi kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında (p<0.05) istatistiksel olarak anlamlı bir artış bulunmuştur 

ancak prognostik faktör olarak bir etkisi olmadığı bildirilmiştir (Özgen ve ark., 

2009).  Marcos ve arkadaşları alkolik karaciğer hastalığı ile IL-6 polimorfizmi ve 

diğer interleukin genleri üzerinde yaptıkları çalışmada anlamlı bir ilişki 

bulamamışlardır (Marcos ve ark., 2009). 

Çalışmamızda IL-6 polimorfizimin doku metal düzeyleri ile ilgisi araştırılmış 

olup, bu konu ile ilgili Pb, Cd ve Cu düzeyleri açısından herhangi bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır, ancak metal düzeylerinin  hücresel ve hormonal sitokin seviyesi 

üzerine etkisi ile ilgili bir çalışma bulunmaktadır (Yücesoy ve ark., 1997).  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda otopsi doku örneklerinden elde edilen 122 örnekten DNA izolasyonu 

yapılarak IL-6 -174 G/C polimorfizmi ve böbrek ve karaciğer dokularında Pb, Cu, 

Zn, Cd düzeyleri ölçülerek IL-6 polimorfizmi arasındaki ilişki araştırılmıştır. IL-6 

polimorfizmi 122 bireyde GG(homozigot tipik)  genotipi 67 bireyde, GC (heterozigot 

tipik) genotipi 48 bireyde, CC (Homozigot atipik) genotipi ise 7 bireyde görülmüştür. 

Genotip frekansları ise GG genotipi %54.9, GC genotipi %39.3, CC genotipi % 5.7 

olarak bulunmuştur. 122 otopsiden elde edilen karaciğer ve böbrek doku Pb, Cu, Cd 

düzeyleri ile IL-6 -174 G/C tek nükleotit polimorfizmi (SNP) arasında anlamlı bir 

korelasyon bulunamamıştır. IL-6 polimorfizmi, Karaciğer-Zn (p= 0.041) ve böbrek-

Zn düzeyi (p= 0.033) arasında istatistiksel olarak anlamlı bir korelasyon 

bulunmuştur.  

 

Litaratür araştırması sonucu biyolojik dokularda metal düzeyleri (Pb, Zn, Cd, Cu) 

ve IL-6  -174 G/C polimorfizmi ilişkisi ile ilgili benzer bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Çalışmamız metallerin toplumumuzdaki bireylerin dokularındaki 

normal ortalama değerlerinin belirlenmesi, çevresel maruziyet ile kaza sonucu ve 

kasıtlı zehirlenme olaylarında analitik bulguların değerlendirilmesi yönünden adli 

toksikoloji yönünden önem taşımaktadır.  Veriler genetik farklılıkların doku metal 

birikiminde etkili olabileceğini göstermekte, metallerle doğrudan veya dolaylı 

etkileşen proteinlerin polimorfik yapısınında önemli olduğunu göstermekte ayrıca 

gelecek çalışmalarımızı da bu yönde planlamamızı sağlamaktadır. 
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ÖZET 

IL-6 Poliformizminin Doku Metal  Düzeylerine Etkisi 

 
Çalışmamızın amacı,  otopsi doku örneklerinde IL-6 polimorfizmini belirlemek ve bu 
polimorfizm ile karaciğer ve böbrek doku metal düzeyleri arasındaki ilişkiyi 
araştırmaktır. 
 

Çalışmamızda 122 otopsi doku örneğinde IL-6 -174 G/C promotor bölge 
polimorfizmi araştırıldı.  IL-6 -174 G/C polimorfizmi PCR-RFLP yöntemi ile 
tanımlanmıştır. Amplifiye edilen oligonükleotitler RFLP tekniği kullanılarak NlaIII 
restriksiyon enzimi ile  kesilmiştir. Amplifikasyon ürünü, RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) tekniği kullanılarak  Nla III restriksiyon enzimi ile 
kesilerek  oligonükleotidler elde edilmiştir.  IL-6 polimorfizminin  allel frekansları ;  
G allel frekansı % 74.6, C allel frekansı % 25.4; Genotip frekansları ise 
GG(homozigot tipik) genotipi %54.9, GC (heterozigot tipik) genotipi %39.3, CC 
(homozigot atipik) genotipi %5.7 olarak bulunmuştur. 
 
           Çalışmamızın diğer aşamasında metal konsantrasyonları atomik absorbsiyon 
spektroskopisi ile belirlenmiştir. Sonuçlara göre otopsi örneklerinde IL-6 -174 G/C 
polimorfizmi ile Pb, Cd, Cu düzeyleri arasında anlamlı bir korelasyon bulunmazken, 
Zn konsantrasyonu ile pozitif anlamlı bir korelasyon görülmüştür. Otopsi böbrek 
dokularında 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,  karaciğer 
dokularında 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 bulunmuştur. Karaciğer ve böbrek dokularında, 
Pb, Cu, Cd konsantrasyonları ile IL-6 polimorfizmi arasında istatistiksel olarak bir 
farklılık görülmezken karaciğer ve böbrek dokularında ölçülen Zn düzeyi ile IL-6 
polimorfizmi arasında (p<0.05)  istatistiksel olarak anlamlılık bulunmuştur.  
 
 
Anahtar kelimeler: IL-6, Metaller (Pb, Cu, Zn, Cd), Otopsi örnekleri, 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 oligonücleotides were cut with NlaIII 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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