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Ozet

Amac: T- hiicre aracili otoimmiin bir hastalik olan
Alopesi areata (AA)’nin patogenezinde T helper 17
hiicreleri (Th17) onemli bir rol oynamaktadir.
Onceki calismalar AA’ll  hastalarda, Th17
hiicreleri tarafindan iiretilen interlokin (IL)—17’nin
ekspresyonunun kontrol grubuna goére anlamli
diizeyde yiikksek oldugunu gostermistir. Bu
calisgmanin amaci1 IL-17 -152 G/A promotdr
polimorfizmi ile AA’min iligkisinin olup olmadigini
degerlendirmekti.

Gere¢ ve Yontem: Sunulan bu ¢alismada,
Polimeraz  Zincir  Reaksiyonu (PZR) ve
Restriksiyon Enzim Analizi (REA) yontemleri
kullanilarak 188 AA hastasinda ve 168 saglikli
bireyde IL-17 geni -152 G/A polimorfizminin
genotip ve allel dagilimi analiz edildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-17
geni -152 G/A promotdr polimorfizminin genotip
dagilimi istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulundu (p=0.0300). Ancak IL-17 -152 G/A
polimorfizminin allel frekanslarmin  dagilim
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.160).
Sonug¢: Bizim sonuglarmmz, IL-17 -152G/A
promotér  polimorfizminin  AA ile iliskili
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alopesi areata, IL-17,
Otoimmiinite, Polimorfizm
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Abstract

Objectives: T helper 17 cells (Th17) play
an important role in the pathogenesis of
Alopecia areata (AA), which is a T-cell
mediated autoimmune disease. Previous
studies showed significantly increased
expression of interleukin (IL)-17, which
product from Thl7 cells, levels in AA
patients compared to healthy controls. The
aim of present study was to assess whether
IL-17 -152 G/A promoter polymorphism is
associated with AA.

Material and Methods: The present study
analyzed the genotype distribution and
allele frequency for the IL-17 -152 G/A
promoter  polymorphism  using  the
polymerase  chain  reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) technique in 188 AA patients and
168 healthy individuals.

Results: Genotype distribution of the IL—
17 -152 G/A polymorphism was found to
be significantly different between patients
and controls (p=0.0300). However allele
frequencies of the IL-17 -152 G/A
polymorphism were not found to be
significantly different between patients and
controls (p=0.160).

Conclusion: Our results suggested that
promoter region polymorphism -152G/A
of IL-17 gene was associated with AA.

Keywords: Alopecia Areata,
Autoimmunity, IL-17, Polymorphism

Giris

Alopesi areata (AA), T hiicrelerinin kil
folikiillerine zarar vermesi sonucunda
skarsiz, inflamatuar ve cesitli derecelerdeki
kil dokiilmeleriyle karakterize edilen
otoimmiin ozellikte bir deri hastaligidir (1,
2, 3). AA’nin klinikte iki ciddi formundan
biri olan alopesi totalis, sa¢li derideki
killarin  tamaminin  dokiilmesi, alopesi
universalis ise viicuttaki tim killarin
dokiilmesiyle tanimlanmaktadir (4). AA,
anagen asamadaki kil  folikiillerinin
etrafinda birincil olarak lenfosit, monosit,
mast hiicreleri ve langerhans hiicreleri
iceren perifolikiiler lenfotik
infiltrasyonlardan olusan histopatolojik
ozellikler  gostermektedir.  Hastaligin
patogenezinde T lenfositleri dnemli bir rol
oynamakta ve CD4'T hiicrelerinin
yardimiyla CDS'T hiicreleri effektor
hiicreleri  etkilemektedir (5). AA’nmn
patogenezinde T lenfositlerinden {iretilen
sitokinlerin rolii yogun bir sekilde
calistimistir.  Happle ve  Hoffmann
tarafindan interlokin (IL)-1 B, interferon-
gamma (IFN-y), IL-2 ve IL-10’un
hastaligin  patogenezine dahil oldugu
gosterilmistir (6).

IL-17, major olarak T helper 17 hiicreleri
(Th17) tarafindan iiretilen proinflamatuar
bir sitokindir (7). IL-17 geni ilk olarak
sitotoksik T lenfosit iligkili antijen 8
(CTLAS) olarak kesfedilmistir. Alerjiler,
enfeksiyonlar, doku yaralanmalar1 ve
metabolik  hastaliklar  gibi  irritasyon
uyaricilarina yanit olarak g¢esitli tipteki
immiin hiicrelerden salgilanmaktadir (8).
IL-17, proinflamatuar sitokinlerin,
kemokinlerin, hiicre adhezyon
molekiillerinin ve biiylime faktdrlerinin
iretimine dahil olmaktadir (9). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, IL—
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17nin CD4" ve CD8'T lenfositleriyle
birlikte AA’nin patogenezinde 6nemli role
sahip oldugu bilinen timor nekroz faktor
(TNF) a ve IFN-y sitokinlerinin liretimini
uyardigt  bildirilmistir ~ (10).  IL-17
otoimmiin hastaliklarda patojenik bir role
sahip olmakla birlikte astim ve sistemik
lupus eritematozus gibi bazi otoimmiin
hastaliklarda ~ ekspresyonunun  arttigi
gozlemlenmistir (7,9). Yapilan
calismalarda AA’lln hastalarin serum ve
doku oOrneklerinde IL—17’nin seviyesinin
hasta grubunda kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugunu rapor edilmistir (11,12).
Literatiir bilgilerimize gore, AA’da IL-17
ve onun reseptorii olan IL17RA genindeki
polimorfizmlerinin incelendigi bir ka¢ tane
calisma mevcuttur.

IL-17°nin  inflamatuar ve otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde rol oynadig
(7), bu gendeki ¢esitli polimorfizmlerin
AA ile iliskili oldugu (9) ve AA
hastalarinda IL-17’nin serum seviyesinin
daha yiiksek oldugu (12) bilinmektedir. Bu
nedenlerle IL-17 -152G/A polimorfizmi ile
AA arasindaki baglantinin arastirilmasi
onemli olacaktir. Bu ¢alisma; IL-17 geni -
152G/A promotdr polimorfizminin Alopesi
areata ile olasi iliskisinin toplumumuzda
degerlendirilebilmesi
gergeklestirildi.

amaciyla

Gerec ve Yontem
Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu ¢alismaya Gaziosmanpasa Universitesi
Tip Fakiiltesi, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar
Ana Bilim Dal1 poliklinigine bagvuran 18—
45 yas aras1 Alopesi areata tanist konulmus
188 hasta (yas ortalamast = SD: 32.31 +
7.453 yil) ve kendisinde ve akrabalarinda
AA olmayan 168 bireyden olusan kontrol

grubu (yas ortalamasi + SD: 33.25 £ 6.417)
dahil edilmistir. Hasta grubunun 92’sini
erkek ve 96’sm1 kadin, kontrol grubunun
ise 80’nini erkek ve 88’ini kadin hasta
olusturmaktadir. ~ Kontrol = grubundaki
kisiler AA Oykiisli olmayan ve dermatoloji
klinigine diger sebeplerden bagvuran
hastalardan secildi. Yapilan c¢aligmaya
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Etik
Kurulu tarafindan onay alinmis olup
aragtirmaya katilan her birey ayrintili
olarak bilgilendirilmis ve onam formu
alinmustir.

IL-17 geni -152 G/A polimorfizminin
Genotiplendirilmesi

Calisma gruplarindan her bir hasta igin 2
ml periferal kan Ornegi EDTA’ll tiip
icerisinde  alind. Genomik  DNA
izolasyonu, PureLinkTM genomik DNA
piirifikasyon kiti (Invitrogene) protokoliine
uygun olarak yapildi. Bu ¢aligmada I1L-17
geni -152 G/A polimorfizminin allel ve
genotip  dagilimi, Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Enzim
Analizi (REA) yontemleri kullanilarak
analiz  edildi. Calismada  kullanilan
primerler, restriksiyon enzimi ve PZR-
REA sartlan i¢in Chen ve ark.’larinin (7)
yaptiklar1 ¢alisma referans alindi. IL-17
geni -152 G/A polimorfizminin
amplifikasyonunda kullanilan primerler,
kesim enzimi, PZR {riin boyu, kesim
iirlinlerinin boylar1 ve PZR sartlar1 Tablo 1
de gosterildi. I1L-17 geni -152 G/A
bolgesinin amplifikasyonu i¢in son hacim
25 pL olacak sekilde reaksiyon karigimi
hazirlandi. Reaksiyon karigimina, 50 ng
genomik DNA, 0.8 nmol/pl her bir primer,
10X PCR 2.5 mM Buffer, 1.5 mM MgCly,
0.2 mM dNTP ve 1U Tag DNA polimeraz
(Fermentas) eklendi. Elde edilen PZR
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irtinleri REA yontemleri kullanilarak
analiz edildi. PZR iirtinleri 1 U Xmn |
restriksiyon enzimi (Thermo
Scientific,USA) ile 37 °C’ de bir saat
bekletilerek  kesildi. Kesim {riinleri
etidyum bromiir ile boyanmis % 2’lik
agaroz jelde elektroforez edildikten sonra

UV 1sik altinda incelendi. IL-17 geni -152
G alleli igeren PZR fiiriinleri Xmn I
restriksiyon enzimi ile kesildiginde 344
baz ciftlik tek bant olusurken -152 A alleli
iceren PZR fdirlinleri Xmn I enzimi ile
kesildiginde 213 ve 131 baz ciftlik 2 bant
seklinde gozlemlendi.

Tablo 1. IL-17 -152 G/A Polimorfizmi igin primer dizisi, kesim enzimi, iiriin boylari, PZR

programi
Polimorfizm  Primer Dizisi Uriin Kesim Kesim Uriinlerinin PZR Programi
Boyu Enzimi Boyu
1L-17-152 5’- 344 bg Xmn | G; 344 bg 95°C 5 dk.
CAGAAGACCTACATGTTACT- A; 213+131 bg 94°C 30 sn.
3 58.5°C 40sn.
G/IA 32siklus

5’-GTAGCGCTATCGTCTCTCT-
30

72°C 30sn.
72°C 5dk.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS
13.0 ve OpenEpi Info 2.3.1
(www.openepi.com) yazilim programlari
kullanildi. AA hasta ve kontrol gruplarinda
IL-17 geni -152 G/A gen polimorfizminin
genotip dagilimi 2, allel dagilimi ise
Fisher kesin y2 testleri ile karsilagtirildi. p
degeri 0.05°den kiiciik bulunan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken
genotip dagilimi  ve Hardy-Weinberg
(HWE) denkligi i¢in http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl programi
kullanilda.

Bulgular

IL-17 geninin promotdr bolgesinde
bulunan -152 G/A gen polimorfizminin
genotip ve allel dagilimi1 hasta ve kontrol
gruplarinda edildi.  Calisma
gruplarina ait demografik ozellikler tablo
2’de verildi ve calisma gruplar1 arasinda

analiz

cinsiyet ve yas dagilimi yoniinden anlaml
bir fark bulunmadi (sirasiyla, p=0.8322ve
p=0.205). IL-17 geni -152 G/A promotdr
polimorfizminin genotip dagiliminin hasta
ve kontrol grubunda HWE denkligine
uygun oldugu bulundu. AA’l hasta ve
kontrol grubunda, IL-17 geni -152 G/A
polimorfizminin genotip dagilimi ve allel
sikligi Tablo 3’de verildi. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda IL-17 geni -152 G/A
promotdr polimorfizminin genotip dagilimi
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulundu (p=0.0300). IL-17 -152 G/A
allel frekanslarinin
dagilimi ise istatistiksel olarak anlaml
bulunmad: (p=0.160). AA genotipinin
GG+GA genotiplerine orani istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli bulunurken
AA+AG’ GG genotipine orani
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(swrastyla, p=0.007, OR 0.35, 95 % CI
0.14- 0.81; p=0.472).

polimorfizminin

nin
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Tablo 2. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

AA hasta grubu Kontrol grubu P

(N=188) (N=168)
Cinsiyet
Kadin 96 (%51) 88 (%52)

0.8322

Erkek 92 (%49) 80 (%48)
Yas
Yas ortalamasi (y1l) 32.31+7.453 33.25+6.417 0.205

Tablo 3. IL-17 -152 G/A Polimorfizminin AA Hastalarinda ve Kontrol Grubundaki Genotip

Dagilim1 ve Allel Sikligi

AA hasta grubu Kontrol Grubu P O.R (Cl 95%)
N=188(%) N=168(%)

IL-17 -152 G/A

Genotipler 0.0300

GG 100(53%) 90 (54%)

AG 80(43%) 59 (35%)

AA 8(4%) 19 (11%)

AA: GG+AG 8:180 19:149 0.007 0.35(0.14 - 0.81)

GG: AA+AG 100:88 90:78 0.472

Alleller 0.160

G 280(74%) 239(71%)

A 96(26%) 97(29%)

Tartisma Proinflamatuar bir sitokin olan IL-17’nin

AA, genetik yatkinlik ve cevresel bir
tetikleyicilerle birlikte organa spesifik
otoimmiin bir hastaliktir (13). AA, en
yaygin otoimmiin hastaliklardan  biri
olmasimna ragmen kronik kil kaybinin
patogenezi tam olarak anlasilmis degildir
ve mevcut tedavi yontemleri umut
vadetmemektedir. Daha onceki caligmalar
AA’nin  patogenezinde
degismis T hiicre aracili bagisikligin rolii
oldugunu gostermektedir (10).

sitokinlerin  ve

tretimi  ile karakterize edilen Thl7
hiicreleri AA’nin  da dahil oldugu
otoimmiin  hastaliklarin  patogenezinde
kritik bir rol oynamaktadir. Tojo ve
ark.’lar1 yaptiklar1 calismada IL—17 {ireten
hiicrelerin kil folikiilii etrafinda baskin
olarak infilitrate oldugunu  rapor
etmiglerdir (11). Alli ve ark.’lar1 alopesi
universalis’li bir deney hayvani iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada hastaligin  erken
asamasinda patolojik T hiicrelerinin
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birincil olarak IFN-y ve IL-17’yi eksprese
ettigini  gostermiglerdir  (14). AA
lezyonlar1, kil folikiilleri etrafinda yogun
bir lenfotik infilitrasyonla karakterize
edilmektedir ve daha Onceki c¢alismalarda
IL-17 salgilayan hiicrelerin  folikiiler
dejenerasyona daha yogun bir sekilde
katildig1 gozlemlenmistir. Benzer sekilde
immiinofloresan boyama ile AA lezyonlari
icinde ozellikle kil folikiilii etrafinda Th17
hiicreleri belirlendi. Han ve ark.’lar1 ise
yaptiklar1 galismada, lezyonlardaki IL-17"
lenfositlerin seviyesi ile dolasimdaki Th17
hiicrelerinin ~ seviyesinin pozitif olarak
iligkili oldugunu rapor etmislerdir (4).
Atwa ve ark.’lar1 yaptiklar1 caligmada
AA’l hastalarda 116, IL-17, IL-21, IL—
22 ve TNF a sitokinlerinin serum
seviyesinin ~ daha  yliksek
gostermislerdir. Ayn1 zamanda IL-17 ve
TNF o sitokinlerinin seviyesi ile hastalik
siddeti arasinda pozitif bir iliski oldugu
bulunmustur (12). Bu raporlar 1L-17’nin
AA gelisimi lizerinde katkis1 olabilecegini
diistindiirmektedir.

oldugunu

Literatiir bilgilerimize gore, dokuya 6zgii
otoimmiin bir hastalik olan AA’da IL-17
genindeki  ¢esitli  polimorfizmlerinin
incelendigi  bir ka¢ tane ¢alisma
bulunmaktadir. Lew ve ark.’lari, Kore
toplumunda yaptiklar1 caligmada IL17 ve
onun reseptorii olan IL17RA genindeki
polimorfizmler ile AA arasindaki iliskiyi
arastirmislardir. Calisma sonuglari
incelendiginde IL17 (rs2275913,
rs3819024)  polimorfizmleri ile AA
arasinda bir iliski bulunmamistir. Hasta ve
kontrol  gruplar1  arasinda  IL17RA
(rs879577) polimorfizmi anlamli derecede
farkli bulunurken IL17RA (rs4819554)
polimorfizmi ile hastaligin baslangic yasi
arasinda onemli bir fark bulunmustur (13).
Aytekin ve ark.’lari, Tirk toplumunda

IL17, 1L12 wve IL23R genlerindeki
polimorfizmler ile AA arasindaki iligkiyi
arastirmislardir. Calisma sonucunda IL12
(1188A/C) ve IL23R (+2199A/C) gen
polimorfizimleri ile AA arasinda bir iligki
bulamazken 1L17 (A7488G) GG genotipi
AA’ya yatkinlikla GA genotipi ise
hastaliktan koruyuculukla
iligkilendirilmistir (9).

Calismamizda IL-17 -152G/A

polimorfizmi hasta ve kontrol grubunda
incelendiginde genotip dagilimi
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulunurken allel frekanslarinin dagilimi
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(swrastyla, p=0.0300; p=0.160). Bizim
sonuclarimiz, IL-17 -152G/A promotor
polimorfizminin AA ile iliskili
olabilecegini goOstermektedir. Ancak -
152G/A  polimorfizminin IL-17’nin
ekspresyonunu nasil etkiledigi tam olarak
bilinmemektedir.

AA’nin  patogenezi gilinlimiizde heniiz
anlasilmis degildir fakat su ana kadarki
caligmalar giiclii bir sekilde T hiicre aracili
otoimmiin bir siireci desteklemektedir (15).
Son zamanlarda ozellikle T hiicre aracili
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde 1L-17
cazip bir ila¢ hedefi olarak goriilmektedir
(11). Yapilmis olan birgok calismaya
ragmen AA ve IL-17 sitokini arasindaki
iliski kesin olarak agiklanmamakla beraber
yapilacak  yeni  caligmalara  ihtiyag
duyulmaktadir.
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