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SERUM HLA-G SEVIYELERI ILE SITOKIN GEN POLIMORFIZMININ

ILISKISI
Bilkay BASTURK', Aysegul HABERAL?

Amag: Bu ¢alismada immiinotolerojenik etkisi oldugu bilinen HLA-G mo-
lekiiliiniin serum seviyesi ile sitokin gen polimorfizm iliskisinin arastiril-
masi planlanmistir.

Hasta ve Metod: ilk karaciger nakllerini olmus 55 hastadan alnan kan
orneklerinden ayrilan serumlardan sHLA-G seviyeleri ELISA y&ntemi ile
6lgiildi. Aragtirilan TNF-a, TGF-B, IL-10, IL-6, IFN-y gen polimorfizmle-
rinin belirlenebilmesi i¢in PCR-SSP yontemi kullanildi.

Sonuglar: Hastalarin sitokin gen polimorfizmlerine gore serum sHLA-G
seviyesi yiiksek olan hasta dagilimi, TNF-alpha -308 GG %]15.5, -308
G/A, A/A %20, TGF-beta kodon 10-25 T/T-G/G, T/C-G/G %16.6, kodon
10-25 T/C-G/C, C/C-G/G, T/T-G/C %16.0, IL-10 -1082 GCC/GCC %30,
-1082 GCC/ACC, GCC/ATA %13, -1082 ACC/ACC, ACC/ATA, ATA/ATA
%13.6, IL-6 -174 G/G,G/C %18.3, IFN-gamma +874 T/T %18.1, +874 T/A
%11.7, +874 AA %15.3 olarak bulundu.

Yorum: Immiin yanitin gelismesini ve etki yoniiniin belirlenmesini sagla-
yan sitokinler bir ¢ok molekiiliin de ekspresyonunda ve sekresyonunda rol
oynarlar. Sitokinlerin iiretiminde etkileri olan gen polimorfizmlerinin de
hastaliklarin olusmasinda ve progresyonunda farkliliklara neden oldugu bi-
linmektedir. Caligma sonuglarina gére HLA-G artisina neden olan IL-10’un
yiiksek salmimi ile uyumlu haplotipi tastyan hastalarin %30’unda saptanan
sHLA-G seviyesindeki yiikseklik polimorfik yapilardan kaynaklanan birey-
sel farkliliklara bir 6rnek olusturmaktadir.

Anahtar Sozciikler: HLA-G, sitokin, gen polimorfizmi,

ASSOCTATION BETWEEN SERUM HLA-G LEVELS AND CYTO-
KINE GENE POLYMORPHISM

Purpose: To investigate if there is an association between cytokine gene
polymorphism and serum level of HLA-G, which is known to be an immu-
notolerogenic molecule.

Patients and Methods: Fifty-five patients receiving primary liver trans-
plants were enrolled in this study. HLA-G serum levels were determined by
ELISA method. All genotyping (TNF-a, TGF-, IL-10, IL-6, IFN-y) experi-
ments were performed using sequence-specific primers PCR (PCR-SSP).

Results: According to the cytokine gene polymorphisms of the patients,
the frequencies of high SHLA-G levels in patients were as follows: TNF-
alpha-308 GG is 15.5%, -308 G/A, A/A is 20%; TGF-beta codon 10-25 T/T-
G/G, T/C-G/G is 16.6%; T/C-G/C, C/C-G/G, T/T-G/C is 16.0%; IL-10-1082
GCC/GCC is 30%, -1082 GCC/ACC, GCC/ATA is 13%; ACC/ACC, ACC/
ATA, ATA/ATA is 13.6%; IL-6 -174 G/G, G/C is 18.3%; IFN-gamma +874
T/Tis 18.1%, +874 T/A 11.7, +874 AA is 15.3%.

Conclusion: Cytokines, which support the development of immune respon-
se and help direct its effects, also play a role in the expression and secretion
of many molecules. It is known that gene polymorphisms that also affect
cytokine production cause changes in the development and progression of
many diseases. The results of our study demonstrated that 30% of patients
who carried a haplotype compatible with high IL-10 secretion leading to
HLA-G elevation had high HLA-G levels, which was an example of indivi-
dual differences due to polymorphic structures.
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GIRiS

“Insan Lokosit Antigen-G” (HLA-G), klasik HLA klas I mole-
kiillerine kiyasla daha az polimorfizm gosteren klasik olmayan bir
HLA molekiiliidiir. Bilinen 15 farkli alleli ve 4 tanesi membrana
bagli, 3 tanesi de ¢oziiniir sekilde olmak iizere toplam 7 izoformu
mevcuttur (1-4).

HLA-G1-G4 izoformlarmin, inhibit6ér etkiden sorumlu oldu-
gu ve bu etkisinin immiinglobiilin benzeri transkript-2 (Ig Like
Transcript-2; ILT-2), Ig benzeri Transcript-4 (ILT-4), iki ilmekli,
uzun stoplazmik kuyruklu 6ldiirticojii hiicre Ig benzeri reseptor-4
(killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long
cytoplasmic tail, 4; KIR2DL4) inhibitér dogal 6ldiiriict hiicre re-
septorleri ile baglanarak gosterdigi bilinmektedir (5).

Bunun yanisira HLA-G’nin CD8 yiizey molekiilii tagiyan hiic-
relere baglandiktan sonra Fas-Fas ligand bagimli bir mekanizma
ile CD8+ T hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin apoptozunu indiik-
ledigi ve bu hiicrelerin hedefi olan hiicrelerin yiizeyinde HLA-G
ekspresyonu varsa sitolitik fonksiyonlarinin direk olarak inhibe
edildigi gosterilmistir (6-8).

HLA-G molekiiliiniin, ilk tanimlandig1 dénemde bazi trofob-
lastik hiicrelerde eksprese edildiginin gosterilmesi ve feto-maternal
bileskede fazla bulunmasi nedeniyle fetusa karsi annede olusma-
st beklenen immiin yanitin baskilanmasinda anahtar rol oynaya-
bilecegi diisiiniilmiistiir. immiin sistemden korunmus bolgelerde
stirekli ekspresyonunun belirlenmesi, immiino-inhibitdr etkisiyle
ilgili ¢aligmalara agirlik verilmesine neden olmustur (9-11).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda otoimmiin miyopati mode-
linde HLA-G’nin kas hiicrelerini lizisten korudugu (12), akciger
kanseri olan hastalarda serum HLA-G diizeyinin yiiksekligi ile ile-
ri evre iliskisi bulundugu gosterilmistir (13).

Karaciger ve kalp nakli ile ilgili yapilmis olan ¢alismalarda,
serum sHLA-G diizeyleri ve dokuda ekspresyonu ile greftin reddi
arasinda da iliski olabilecegi bildirilmistir (14-16). HLA-G mole-
kiiliiniin, nakil sonrasinda kalp ve karaciger doku biyopsilerinde
ekspresyonunun gosterilmesi, uygulanan tedaviye ve mikro ¢evre
uyarilarina bagl olarak ekspresyonunun artabilecegini gostermis-
tir (16, 17). Bu uyarilarin en 6nemlileri immiin cevabin diizen-
lenmesinde 6nemli rol oynayan sitokinlerdir. Polimorfik gen ya-
pilardan kaynaklanan bireysel farkliliklar sitokinlerin sentezinde
etkili oldugu bilinmektedir. Genlerin 5” ve 3" ucundaki regiilatuvar
bdlgelerinde veya intronlarda olusan polimorfizmlerin transkrip-
siyonu belirgin dlgiide etkiledigi ve gen polimorfizmi ile sitokin
sentez diizeyi arasinda iliski bulundugu gosterilmistir (18, 19).

Calisma immiinomodiilator etkili HLA-G molekiiliiniin serum

seviyesi ile sitokin gen polimorfizmi iligkisini arastirmak amaciyla
planlanmistir.



Tablo 1: Sitokin gen polimorfizmleri ve iliskili olduklar: fenotipik 6zellik

Sitokin gen polimorfizmi Genotip Fenotipik 6zellik

TNF-a (-308) G/A, A/A Yiiksek
G/G Diisiik

TGF-B1 (kodon 10-25) T/T-G/G, T/C-G/G Yiiksek
T/C-G/C, C/C-G/G, T/T-G/C Ilimlt
C/C-G/C, C/C-C/C, Diistik
T/T-C/C, T/C-C/C

IL-10 (-1082) GCC/GCC Yiiksek
GCC/ACC, GCC/ATA Tlimlt
ACC/ACC, ACC/ATA Diisiik
ATA/ATA

IL-6 (-174) G/G, G/C Yiiksek
C/C Diistik

IFN-y (+874) T/T Yiiksek
T/A [hml
A/A Diisiik

HASTA VE METOD TARTISMA

Karaciger nakli sonrasi yapilan doku biyopsilerinde
HLA-G ekspresyonunun gosterilmesi ve bu hasta grubunda
serum HLA-G seviyesinin arttiginin bilinmesi nedeni ile ka-
raciger nakli olmus 55 hasta ¢aligmaya alinmistir. Hastalar ca-
lisma hakkinda bilgilendirilmis ve etik kurul onay1 alinmastir.
Serum sHLA-G seviyelerinin belirlenmesi amaciyla, hastalar-
dan nakil sonrasi alinan kan drneklerinden ayrilan serumlar
-80°C da olgiim yapilana kadar saklanmig, SHLA-G seviye-
leri ELISA (EXBIO Praque) yontemi ile dlglilmiistiir. Has-
ta grubundan, etilen diamin tetra asetik asid (EDTA) iceren
tiiplere alinan 3ml. vendz kan 6rneginden, NucleoSpin Blood
Kit (Macherey-Nagel, Germany) kullanilarak genomik DNA
izolasyonu yapilip, elde edilen DNA ornekleri, arastirilan
polimorfizm boélgelerinin saptanmasi amaciyla, sitokin gen
tiplendirme kiti (One lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA)
kullanilarak (Tablol), polimerize zincir reaksiyonu (PCR)
metodu ile ¢ogaltilmis ve PCR firiinleri ethidyum bromid ile
boyanarak jel elektroforez yontemi ile ultraviyole 1sik altinda
gorilintiilenerek belirlenmistir.

SONUCLAR

Hastalarin sitokin gen polimorfizmleri ile serum HLA-G
diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde, TNF-alfa i¢in dii-
siik salinimla uyumlu polimorfik yapida sHLA-G ytiksekli-
81 %15.5, disiik salimimla uyumlu polimorfik yapida %20,
TGF-beta i¢in yiiksek salinimla uyumlu polimorfik yapilarda
sHLA-G yiiksekligi %16.6, 1liml1 salinimla uyumlu polimor-
fik yapilarda %16, IL-10 yiiksek salinimla uyumlu yapilarda
%30, 1liml1 salinimla uyumlu yapilarda %13, diisiik salinimla
uyumlu yapilarda %13.6, IL-6’nin yiiksek salinimla uyumlu
yapilarda %18.3, IFN-gama i¢in yiiksek salinimla uyumlu
yapilarda %]18.1, 1limli salinimla uyumlu yapilarda %11.7,
diistik salimimla uyumlu yapilarda %15.3 oraninda dagilim
oldugu saptanmustir.

Otokrin, parakrin ve endokrin yolla etkilerini gosteren si-
tokinlerin salinimmi etkileyen faktdrlerden biri olan sitokin
gen polimorfizmleri ile bir ¢ok hastalik arasinda iliski oldugu
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (20-22). Bizim ¢alismamiz-
da IL-10 yiiksek salinimi ile uyumlu polimorfik bolgeleri olan
hastalarin %30’unda serum HLA-G seviyesi yiiksek bulun-
mustur. Bizim ¢alismamizda diger sitokin genlerinindeki po-
limorfik bolgelerle serum HLA-G seviyeleri arasinda anlamli
bir iliski saptanmamasina kargin yapilan c¢aligmalarla IFN-
alfa, IFN-gama ve IFN-beta etkisi ile HLA-G ekspresyonunun
arttig1 bildirilmistir (23, 24). Daha 6nce yaptigimiz caligma
sonuclarimiza gore, karaciger nakli olmus ve ayni tedaviyi
alan hastalarin serum HLA-G seviyesi ile karaciger fonksiyon
testleri arasinda iliski oldugu ve serum HLA-G seviyesi 30
U/ml ve tizerinde olanlarin karaciger fonksiyon testlerinin iyi
oldugu belirlenmistir (25). Bu ¢alismamizda da serum HLA-G
seviyesi 30 Unite/ml tizerinde olan degerler yiiksek olarak ka-
bul edilmistir. Bu deger ile sitokin gen polimorfizm iliskile-
rine bakildiginda sadece IL-10 igin yiliksek salinimla uyumlu
polimorfik bolgeye sahip hastalarin %30’unda serum HLA-G
diizeyinin yiiksek oldugu diger gruplar arasinda bir fark olma-
di1g1 gézlenmistir.

Pleotropik etkili IL-10, Th1 hiicrelerinde inflamatuvar si-
tokin sentezininin tiretimini azaltic1 yonde etki ederken, mak-
rofajlarin dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve periferik kanda mono-
niikleer hiicrelerin de etkilerini baskilar (26).

IL-10 etkisi ile HLA-G transkripsiyonunun ve protein eks-
presyonunun, trofoblast kiiltliriinde ve periferik kan monontik-
leer hiicrelerinde, arttigi ve monositlerin yiizeyindeki MHC
simif I ve sinif IT molekiil ekspresyonun da azaldigi Moreau ve
arkadaslar tarafindan gésterilmistir (27). Monositlerde IL-10
etkisi ile HLA-G ekspresyonunun artmasit HLA-G’nin bilinen
inhibitor etkileri ile immiin yanit1 baskilanmasina neden ol-
maktadir.
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