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ALOPESi AREATA'DA TNF-a PROMOTOR POLIMORFIZMINIiN ANALizi
ANALYSIS OF TNF-a PROMOTER POLYMORPHISM IN ALOPECIA AREATA
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AMAC: Alopesi Areata patogenezinde, degis-
mis T hiicre aracili bagisikligin rol aldigini goste-
ren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Sitokin-
lerin ve kemokinlerin Alopesi Areata’nin immun
surecinde 6nemli rol oynamasindan dolayi, Alo-
pesi Areata’ya yatkinlk ile TNF-a-308G/A poli-
morfizmi arasindaki olasi baglantinin Tiirk po-
pulasyonunda arastirilmasi amaciyla bu ¢alisma
gerceklestirildi.

GEREC VE YONTEM: Sunulan vaka kontrol ca-
hsmasina 107 Alopesi Areata hastasi ve 113
saghkli kontrol bireyi dahil edildi. TNF-a-308G/A
polimorfizminin genotiplendirmesi Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Enzim
Analizi (REA) yontemleri ile gerceklestirildi.

BULGULAR: Hasta ve kontrol gruplarinda
TNF-a-308 G/A genotiplerinin ve allel frekans-
larinin dagihmi arasinda anlamh bir baglant
bulunamadi (p=0.673 ve p=0.177, sirasiyla).
Benzer sekilde, TNF-a-308 G/A polimorfizmi ile
Alopesi Areata’nin klinik bulgulari arasinda fark
tespit edilemedi.

SONUC: Bu calisma, TNF-a-308 G/A polimor-
fizminin Turk populasyonunda Alopesi Areata
gelisiminde 6énemli bir rol oynamadigini gos-
termektedir.
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morfizm, Genetik yatkinlik, TNF-a
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Most evidence supports the role
of altered T cell-mediated immunity in the pat-
hogenesis of alopecia areata. As though cyto-
kines and chemokines play an important role
in the immune process of Alopesi Areata, the
purpose of the present study was to investigate
possible associations between TNF-a-308G/A
polymorphism and Alopesi Areata susceptibi-
lity, and disease progression in Turkish popula-
tion.

MATERIALS AND METHODS: This case-
control study included 107 unrelated patients
with Alo-pesi Areata and 113 unrelated
healthy controls. The genotyping of TNF-
a-308G/A  polymorp-hism was performed
using polymerase chain reaction (PCR)
combined with restriction enzy-me analysis
(REA).

RESULTS: No statistically significant associati-
ons was found between Alopesi Areata patients
and healthy subjects fort the TNF-a-308G/A ge-
notypic and allelic distribution (p=0.673 and
p=0.177, respectively). Similarly, no significant
differences was observed between TNF-o-
308G/A polymorphism and clinical manifestati-
ons of Alopesi Areata.

CONCLUSION: This study indicates that TNF-a-
308G/A polymorphism do not play a significant

role in Alopesi Areata susceptibility in Turkish

Alopesi Areata patients.
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GiRiS

Alopesi Areata, T hiicreleri tarafindan kil folikul-
lerinin hasar goérmesiyle sonuglanan, gesitli sekil
ve buyuklikte kil dokiilmesiyle karakterize edi-
len ve genel popiilasyonda %?1-2 oraninda olup
her yasta, cinsiyette gorllebilen otoimmun
Ozellikte bir hastaliktir (1, 2). Alopesi Areata’nin
etiyopatogenezi tam olarak bilinmemekle bir-
likte, genetik ve cevre faktorlerinin etkisiyle
ortaya ¢ikan multifaktoriyel 6zellikte bir hasta-
hk oldugu kabul edilmektedir. Alopesi Areata’l
bireylerin yaklasik %10-42'sinde aile hikayesi ol-
dugu rapor edilmekte (3), yapilan ikiz ¢alisma-
larinda ise Alopesi Areata’'nin monozigot ikizler
arasinda es zamanli goriilme oraninin %55 ol-
dugu bildirilmektedir. 30 yasindan 6nce Alopesi
Areata gelisen bireylerde ailesel insidans %37
iken, 30 yas sonrasi Alopesi Areata gozlenen bi-
reylerde bu oran %7’lere diismektedir. Bu bul-
gular, Alopesi Areata’da genetik faktorlerin glic-
[U bir roli oldugunu distindlrtmektedir (4, 5).

Organa 6zgu T-hiicre aracili otoimmun bir has-
talik olarak kabul edilen Alopesi Areatada, T
hicreleri tarafindan Uretilen sitokinlerin has-
taligin etiyolojisinin aydinlatilmasinda hedef
molekiiller olabilecedi hipotezi 6ne strilmek-
tedir (6-8). Heterojen bir protein grubu olan
sitokinler huicre blyimesi, farkhlasmasi ile im-
mun ve inflamatuar sireclerin kontroliinde g6-
rev almaktadirlar ve interferonlar, interlokinler,
kemokinler, koloni uyarici faktorler ve tumor
nekroz faktori olmak tizere 5 gruptan olusmak-
tadirlar (9, 10).

Timor Nekroz Faktorl alfa (TNF-a), proinfla-
matuar bir sitokin olup immun mekanizmanin
tetiklenmesinde, kontroliinde ve idamesinde
gorev yapmaktadir (11). Tek yumurta ikizleri ve
birinci derece akrabalari Gizerinde yapilan calis-
malar TNF-a Uretim kapasitesinin %60 oraninda
genetik yapi tarafindan belirlendigini goster-
mistir (12). Oldukca polimorfik bir promotor
bolgesine sahip olan TNF-a genindeki -308 G/A
polimorfizminin genin ekspresyon diizeyi ile
iliskili oldugu bulunmustur (12, 13). TNF-a-308
AA ve AG genotiplerine sahip bireylerde genin
ekspresyon dizeyinin arttidi, -308 GG genoti-
pine sahip bireylerde ise ekspresyon dizeyinin
azaldigi rapor edilmektedir (14, 15).

Alopesi Areata’da TNF-a serum duzeylerini aras-
tirmaya yonelik calisma verilerine gore, Alope-
si Areata’li bireylerle TNF-a yuksekligi arasinda
anlamliiliski oldugu bildirilmektedir (16-19). Li-
teratlir arastirmalarimiza gore Alopesi Areata'da
TNF-a polimorfizmlerini incelemeye yonelik so-
nuclan birbiriyle celiskili birka¢ ¢alisma bulun-
maktadir (20, 21).

Alopesi Areata’nin T-hiicre aracihi inflamatuar
surecinde TNF-a’nin yer almasi (6), anti-TNF kul-
lanimi sirasinda Alopesi Areata gelismesi (22),
Alopesi Areata’li bireylerde TNF a diizeyinin yUik-
sek bulunmasi (16, 19), TNF-a genindeki -308
G/A polimorfizminin genin ekspresyon dizeyi
ile iliskilendirilmesi (14, 15), Ustelik TNF-a-308
G/A polimorfizminin Alopesi Areata gibi infla-
matuar hastalikla iliskili olmasi (20) ayrica po-
limorfizmlerin irklar ve etnik gruplar arasinda
farkhhk géstermesinden (23) dolayi, Tiirkiye po-
pulasyonunda Alopesi Areata ile TNF-a-308 G/A
polimorfizmi arasindaki muhtemel baglantinin
belirlenmesi amaciyla bu ¢alisma planlandi.

GEREC VE YONTEM

Bu calismaya, Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakultesi, Deri ve Zihrevi Hastaliklar Anabilim
Dali tarafindan Alopesi Areata tanisi alan ve Alo-
pesi Areata hastalarinda daha 6nce yaptigimiz
polimorfizm calismasinda (24) yer alan 530 er-
kek ve 54'U kadin, yas ortalamasi 33.14 £ 7.321
olan toplam 107 Alopesi areata’li birey ile ara-
larinda akrabalik iliskisi bulunmayan 57’si erkek
ve 56'si kadin, yas ortalamasi 32.34 +£5.343 olan
ve alopesi hikayesi, lezyonu olmayan toplam
113 saghkli birey dahil edildi. Bittin hastalarin
demografik verileri, aile 6ykisu, hastaligin bas-
langi¢ yasi, otoimmun bir hastaliga sahip olup
olmadiklari, psikiyatrik hastalik éykdaleri, infek-
siyon, tirnak bulgular, Alopesi Areata siddeti
(%50'den fazla ise diffiiz, %50'den az ise loka-
lize), Alopesi Areata lokalizasyonu kayit altina
alinmak suretiyle, standart kriterlere (25) gore
Alopesi Areata tanisi konuldu.

Genomik DNA, EDTA’lI kanlardan PureLinkTM
genomik DNA kiti (Invitrogene, Carlsbad, CA,
USA) kullanilarak izole edildi. TNF-a geninin
-308 G/A polimorfik bolgesini iceren 107 baz
ciftik DNA bolgesi 5’AGGCAATAGGTTTTGAG-
GGCCAT-3' ve 5-TCCTCCCTGCTCC GATTCCG-3’
primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksi-



yonu (PZR) yontemi ile cogaltildi. ilgili gen bél-
gesini PZR yontemi ile cogaltmak icin, hazirla-
nan reaksiyon karisiminin en son hacmi 25 yl
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimina,
10 pmol her bir primer, 1,0 Unite (U) tag DNA
polimeraz (Fermentas, Vilnius, Lithuania) 0,2
mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1xPCR Buffer konul-
du. PCR protokolii olarak 940C'de 3 dk. denati-
rasyon asamasinin ardindan 35 dongu 94o0C'de
1dk 600C'de 1dk, 720Cde 1dk uygulamasi ta-
mamlandiktan sonra 720C'de 10 dk uzama asa-
masi gerceklestirildi.

Elde edilen 107 baz cifti buyukligundeki PZR
drtinleri Restriksiyon Enzim Analizi (REA) yon-
temleri kullanilarak analiz edildi. PZR Urnleri
370Cde bir saat bekletilerek 1 U Ncol restrik-
siyon enzimi (Thermo Scientific, Germany) ile
kesildi. Kesilen rtnler 0,5 yg/ml etidyum bro-
midli %3 Nusieve GTG agaroz jelde elektrofo-
rez edildikten sonra UV isik altinda analiz edil-
di. TNF a -308 A alleli iceren PCR Urinleri Ncol
ile kesiimemekte olup 107 baz ciftlik tek bant,
TNF-a-308 G alleli iceren PCR Urinleri ise Ncol
ile kesilerek 87 ve 20 baz ciftlik bantlar seklinde
gozlendi (Sekil 1).

Sekil 1: TNF a -308G/A polmimorfizminin REA analizi
TNFa -308G/A polmimorfizmini iceren 107 baz ¢iftlik PCR
Urtiiniindin Ncol restriksiyon enzimi ile yapilan kesimi son-
rasi % 3'lik Nusieve GTG agaroz jeldeki goriintis.

TNF a -308 A alleli iceren PCR Uriinleri Ncol ile kesilme-
mekte olup 107 baz ciftlik tek bant, TNF a -308 G alleli
iceren PCR Urlinleri ise Ncol ile kesilerek 87 ve 20 baz
ciftlik bantlar seklinde goérilmektedir.

Verilerin istatistiksel analizi, SPSS 13.0 (SPSS
13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ve OpenEpi
Info 2.3.1 (CDC, Atlanta, GA, USA) programlari
kullanilarak yapildi. AA hasta ve kontrol grup-
larinda TNF-a-308 G/A gen polimorfizminin ge-
notip dagilimi x2, allel dagihmi Fisher kesin x2
testleri ile karsilastirildi. Polimorfizm ile klinik
ve demografik veriler arasindaki baglantida x2
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yada ANOVA varyans testi kullanildi. p degeri-
nin <0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi. Genotip dagilimi ve Hardy-Weinberg
denkligi (Arlequin Software v. 2000, Geneva,
Switzerland) programi ile test edildi.

Etik Kurul Onayi

Bu calisma Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fa-
kiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis olup, her bir bireyden bu calisma
icin bilgilendirilmis onam formu alindi.

BULGULAR

TNF-a-308 G/A gen polimorfizminin hasta ve
kontrol gruplarinda Hardy-weinberg denkligine
uygun oldugu tespit edildi. Calisma grubuna ait
demografik ve klinik veriler Tablo 1'de verildi.
Cinsiyet, yas, hastalik silresi, atak sayisi, aile
oykusd, stres durumu, infeksiyon odagi, tirnak
distrofisi,alopesisiddetivealopesilokalizasyonu
analiz edildi. Hasta ve kontrol grubu arasinda
yas ve cinsiyet parametreleri acisindan farklilik
gozlenmedi. TNF-a-308 G/A polimorfizmi ile
Alopesi areata'nin demografik ve klinik bulgulari
arasinda fark tespit edilemedi (Tablo 1). AA'li
hasta ve kontrol grubunda, TNF-a-308 G/A
genotip ve allel dagilimlari Tablo 2'de verildi.

Tablo 1: AA'l hastalarin demografik 6zellikleri ve klinik
bulgulan

Karakteristik Ozellikler

p
TNF a -308 G/A

0.334
0.932

Cinsiyet, Erkek/Kadin (%) 53/54 (49.5/50.5)
Yas 33.14+7.321

Hastalik siiresi, ay 21.50 +43.186 0.321
Atak sayisi 1.19+£3.124 0.644
Pozitif aile dykiisii, n (%) 4(3.7) 0.806
Pozitif stres, n (%) 67 (59.29) 0.223
Pozitif fokal infeksiyon, n (%) 12 (10.61) 0.630
Pozitif tirnak distrofi, n (%) 38(33.62) 0.221
Alopesi Siddeti, n (%) 0.294

<50 % 109 (96.6)

>50 % 4(3.54)
Alopesi Lokalisayonu, n (%) 0.525

Kafa Derisi 80 (70.79)

Sakal/Bryik 27(23.89)

Kas 4 (3.54)

Kirpik 2(1.77)

Hasta ve kontrol gruplarinda TNF-a-308 G/A

Tablo 2: AA'li hasta ve kontrol grubunda TNFa-308G/A
genotip ve allel sikliklari

TNFo —308G/A AA Hastalan Kontrol Grubu P

n=107 n=113

TNFo -308 0.673

G/G 95(89%) 96 [85%]

G/A 11[10%] 15[13%]

A/A 1[1%] 2[2%]

Allel SIkhg1 0.177
G 201[94%] 207[92%]

A 13 [6%] 19[8%]
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genotiplerinin ve allel frekanslarinin dagihmi
arasinda anlamli bir baglanti bulunamadi
(p=0.673 ve p=0.177, sirasiyla).

TARTISMA

Th1 hicreleri interferon y (IFN- y), interlokin
(IL) 12, TNF-a sekresyonu yapmakta olup ge-
cikmis asirt duyarlilik reaksiyonlarinin ortaya
¢itkmasinda rol alirken, Th2 hiicreleri ise I1L4, IL5,
IL10 Ureterek hiicre aracili immuniteyi baskila-
maktadir. Bu sitokinlerin uyarilmalari ile Th1/
Th2 dengesinin siki kontrolli saglanmaktadir.
Th1/Th2 dengesindeki bozulmalar organa 6zgi
T-hicre aracili otoimmun bir hastalik olarak
kabul edilen Alopesi areata'da ve bircok infla-
matuar hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nem arz
etmektedir (8, 26). Bu sebeple Alopesi areata'da
sitokin duzeylerini arastirmaya yonelik bircok
calisma gerceklestirilmistir. Bilgic ve ark. Alope-
si areata’ll hastalarin serumlarinda TNF-q, IL-6,
IL-23, Th1-CXCL9, Th2-CCL17, CCL20, and CCL2
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli di-
zeyde yulksek oldugunu gostermislerdir ancak
logistik regresyon analizi sonucu TNF-a diizeyi
ile Alopesi areata arasinda bir iliski ortaya ko-
nulamamistir (18). Benzer sekilde Rossi ve ark.
yaptiklari calismada da TNF a diizeyi ile Alopesi
areata arasinda bir baglanti gosterilememistir
(16). Barahmani ve ark (27) ile Teraki ve ark. (28)
ise calismalarinda TNF-a dlizeyi ile Alopesi are-
ata arasinda bir iliski gosterememekle birlikte
hastaligin klinigi ile aralarinda TNF-a’nin da bu-
lundugu sitokinler arasinda anlamli baglantilar
oldugunu tespit etmislerdir. Kasumagic-Halilo-
vic ve arkadaslari ise sinirli sayida olgu lizerinde
yaptiklari ¢calismalarinda TNF-a duzeyi ile Alo-
pesi areata arasinda iliski bulmuslardir (19). Tim
bu calismalar, TNF-a serum duzeyinin direkt
hastaligin ortaya ¢ikmasindan ziyade hastali-
gin klinik seyrini etkileyebilecedi ya da hastalik
surecinde cevap olarak TNF-a yuksekligi olabi-
lecegi fikrini dogurmakla birlikte Alopesi areata
ile TNF a arasindaki olasi iliskiye dair net bir veri
bulunmamaktadir.

Literatlr bilgilerimize go6re, Alopesi areata
ile TNF-a polimorfizmleri arasinda baglantiyi
arastirmaya yonelik bir ka¢ tane calisma
bulunmaktadir. 1995 yilinda Galbraith ve ark.
50 hasta ve 64 kontrol grubu Uzerinde yaptig
calismada TNF-a-308 G/A gen polimorfizmi

ile Alopesi areata arasinda baglanti tespit
edilemez iken hastaligin klinik formlari arasinda
baglanti oldugu rapor edilmistir (20). Redler ve
ark. 768 Alopesi areata ve 658 kontrol grubu
uzerinde yaptiklari ¢alisma sonuclarina gore
ise hem TNF-a-308 G/A gen polimorfizmi ile
Alopesi areata arasinda hem de TNFa -308 G/A
gen polimorfizmi ile Alopesi areata’nin siddeti
arasinda anlamli baglanti bulundugu tespit
edilmistir (21). Calisma sonuglarimiz, TNF-a-308
G/A gen polimorfizmi ile ne Alopesi areata
ne de Alopesi areata’nin klinik ve demografik
verileri arasinda anlamli baglantilar olmadigini
ortaya koymaktadir.

Calisma bulgularimiz Galbraith ve ark/in (20)
bulgulari ile ortismekle birlikte, Redler ve ark.
(21) bulgulari ile celismektedir. Bulgular arasin-
daki farkhhklar birka¢ nedenden kaynaklaniyor
olabilir. ilk olarak TNF polimorfizmleri farkli et-
nik gruplar ve irklar arasinda degiskenlik gos-
termektedir (23). Ornegin, TNF-a-308 A alleli
frekansi Redler ve ark/in (21) Alman ve Belcika
toplumu Uzerinde yaptigi calismasinda kontrol
grubunda %16 civarinda bulunmus iken calis-
mamda Tirk toplumunda kontrol grubunda
TNF-a-308 A alleli frekansi %8dir. Ayrica daha
once yayinlanan TNF-a-308 G/A ilgili ¢alisma-
larinda Turk toplumunda kontrol grubunda
TNF-a-308 A alleli frekansinin %9-10 civarinda
oldugu rapor edilmistir (29-33). ikinci olarak
Redler ve ark. (21) calisma grubuna gore ca-
hsilan 6rnek sayilari goreceli olarak Galbraith
ve ark. (20) calismasinda ve sunulan ¢alismada
cok daha azdir. Cahisilan 6rnek sayisinin azhgi
TNF-a-308 G/A ile hastaligin klinik ozellikleri
arasinda istatistiksel glcu yiksek karsilastir-
ma yapilmasini kisitlamaktadir. Calismanin bir
diger kisithiligi da genotiplendiriimesi yapilan
bireylerde serum diizeyinde TNF-a dizeyinin
Olcilmemesi ve TNF-a-308 G/A polimorfizmiyle
serum duzeyi arasindaki iliskinin ortaya konul-
mamasidir. Ancak teorik olarak TNF-a -308 AA
ve AG genotiplerine sahip bireylerde genin eks-
presyon diizeyinin arttidi, -308 GG genotipine
sahip bireylerde ise ekspresyon diizeyinin azal-
digi kabul edilmektedir (14, 15). Bununla birlik-
te TNF-a'nin oldukca polimorfik bir transkrip-
siyonel bolgeye sahip oldugunu goz 6nlinde
bulundurmak gerekmektedir (12). Alopesi are-
ata'da ya da Alopesi areata’nin klinik 6zellikleri
ile serum duzeyinde TNF-a’'nin yuksekligi ara-



sindaki iliski sadece -308 G/A polimorfizminden
kaynaklanmayip, -1031 C/T gibi TNF genindeki
pek ¢ok polimorfizmden kaynaklaniyor olabilir.
Ornegin, TNF-a-1031 C alleli ile yiiksek oranda
TNF-a Uretimi arasinda baglanti bulundugu bil-
dirilmektedir (34). Ayrica TNF-a'nin yuksekligi
transkripsiyon sonrasi mekanizmalardan kay-
naklaniyor olabilir. TNF-a Gretimi sadece TNF-a
geninin kontrolinde olmayip diger sitokinler-
le arasinda olan cis-trans etkilesimlerden etki-
lenebilir. Ustelik TNF-a bélgesindeki HLA gibi
genlerle TNF-a geni arasindaki baglanti denge-
sizlikleri de TNF-a Uretimi Gzerine indirekt etki
edebilir.

Ozetle, calisma bulgularimiz. TNF-a-308 G/A
polimorfizminin Alopesi areata’nin gelisiminde
genetik bir risk faktort olmadigini gostermek-
tedir. Calisma grubunun goreceli olarak az ol-
masi ve polimorfizmlerin irklar ve etnik gruplar
arasinda degiskenlik gostermesinden dolayi
daha biyuk ¢alisma serileri ile verilerimiz dog-
rulanmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

TESEKKUR

Gahisma icin gerekli hasta ve kontrol gruplarinin
olusturulmasini, klinik verilerin elde edilmesini
saglayan dermatolog Dog. Dr. Goknur Kalkan'a
tesekkiir ederim.
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