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1.0ZET

Primer olarak eklemleri etkileyen kronik, inflamatuar bir hastalik olan
romatoid artrit (RA) altta yatan mekanizmalar tam aydinlatilmamis olmakla
birlikte bilissel fonksiyonlari olumsuz yonde etkilemektedir. RA etyolojisinde
makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerin biiyilk 6nemi
vardir. Bu hiicreler dogal ve kazanilmis immiin cevapta gorevli Toll-like
Reseptorler (TLR) olarak adlandirilan reseptdrlere sahiptirler. Bu ¢aligma RA’li
hastalarda TLR3, TLR4, TLRY ve TLR10 genlerindeki polimorfizm sikliklarinin
belirlenmesi; polimorfizmler ile RF, kollajen tip II, anti-RNP ve anti-CCP gibi
otoantikor pozitiflikleri arasindaki iligkilerin aragtiritlmas1 amaciyla yapilmistir.

Calismaya American College of Rheumatology remission criteria (ACR)
karsilayan degisik derecelerde hastalik aktivitesi gosteren RA’li 100 hasta ve
eklem rahatsizlig1 olmayan yas ve cinsiyet olarak benzer 100 saglikli kontrol dahil
edildi. DNA izolasyonu, hasta ve kontrol grubunun periferik kan oérneklerinden
standart yontemler kullanilarak yapilmistir. Calismada TLR3 rs3775290, TLR4
rs4986790 ve rs4986791, TLRO rs187084 ve TLR10 rs4129009 polimorfizmleri
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) yontemi kullanilarak
degerlendirildi. Serum otoantikor diizeyleri kantitatif ELISA kullanilarak 6l¢iildi.

Hasta ve kontrol grubu arasinda TLR4 genindeki Asp299Gly (p=0.02) ve
Thr3991le allel (p=0.05) sikliklar1 agisindan anlamli bir farklilik vardi. Her iki
allel sikliginin da hasta grubunda artmis oldugu belirlendi. Hasta ve kontrol
arasinda TLRO genotipleri ve allel sikliklar1 agisindan anlamli bir farklilik tespit

edildi ( p= 0.01, p= 0.00). TLRY C alleli RA gelisimine kars1 koruyucu bir faktor



olarak bulundu. RA ve kontrol grubu arasinda TLR3 ve TLR10 genotip ve allel
sikliklar1 agisindan istatistiki olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Inflamasyon sonucu olusan doku hasari, feed back mekanizmalarla, TLR
aracili proinflamatuar sitokinlerin siirekli liretimine neden olarak RA’daki kronik
inflamasyonun temel nedenlerinden biri olabilir. RA’da artmig TLR4 mutant
allellerinin ve azalmig TLR9 C allellerinin, RA i¢in yiiksek risk ile beraberlik
gosterdigini diisiinmekteyiz. Calismada elde edilen verilerin dogrulanabilmesi i¢in
farkli toplumlarda RA riski agisindan TLR gen polimorfizmlerinin incelenmesi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid artrit, Toll-like reseptor, polimorfizm



2.ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) which is a chronic, inflammatory disease
affecting primarily the joints influences cognitive functions negatively, although
the underlying mechanisms have not been clarified yet. There is an important role
of antigen-presenting cells (APCs) such as macrophages and dendritic cells (DCs)
in RA etiology. These cells have some receptors known as Toll Like receptor
(TLR), responsible dogal and adaptive immune response. This study is conducted
to investigate TLR3, TLR4, TLR9 and TLR10 polymorphism freguency and to
detect between polymorphisms and autoantibody positive as RF, kollajen tip II,
anti-RNP ve anti-CCP in patient group.

In this study, 100 RA subjects according to the American College of
Rheumatology remission criteria (ACR), ranging with varying degrees of disease
activity and a control group of 100 healthy subjects matched by age and sex,
without any joint diseases were evaluated. DNA izolation was performed from
using conventional methods from peripheral blood samples of RA and control
group. The detection of all polymorphisms was used Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP) method. In this study was evaluated TLR3 rs3775290,
TLR4 1rs4986790 and rs4986791, TLR9 rs187084 and TLRI10 rs4129009
polymorphisms. Serum autoantibody level was measured using quantitative
ELISA.

There was statistically significant differences between patients and control
groups with regard to TLR4 gene Asp299Gly (p=0.02) and Thr399Ile allel
freguencies (p=0.05). We detected the increased freguency for two allel in

patients group. Statistically significant difference for TLR9 genotype between



patients and control group was seen. TLR9 C allele was found to be a protective
factor against developing RA. It was found no statistically significant differences
in the TLR3 and the TLR10 genotype or allele distribution between RA patients
and control individuals.

Tissue damage resulted inflammation may be a cause of chronic
inflammation in RA the released proinflamatory cytokine by TLR with feed back
mechanism. We consider that the increased TLR4 mutant allel and the decreased
TLRY C allele was associated with a higher risk of RA. Further studies are
required to explore the role of TLR gene polymorphisms in the risk of RA,

especially in ethnically different populations to confirm our results.

Key Words: Rheumatoid arthritis, Toll-like receptor, polymorphism



3. GIRIS

3.1. Otoimmiin romatoid hastahklar

Otoimmun hastaliklar toplumun %3-5’ini etkilemekte yaslilarda ve
kadinlarda daha fazla goriilmektedir. Bu hastalik grubunun genel 6zelligi
otoantikorlarin varligidir. Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), Romatoid Artrit
(RA), Sjogren Senromu (SS), ve Sistemik Sklerozis (skleroderma, SS) otoimmun

romatoid hastaliklardir (52).

3.2. Romatoid artrit

RA nedeni bilinmeyen, primer olarak eklemleri etkileyen, kronik
inflamasyon ile karakterize sistemik bir hastaliktir (51). Romatoid artrit terimi ilk
defa 1859 yilinda Garrot tarafindan kullanilmigtir. 1940’1 yillarda Waaler ve
Rose tarafindan romatoid faktoriin bulunmasi ve bunu izleyen gelismeler RA’de
otoimmiin mekanizmalarin roliinii ortaya ¢ikarmistir (49).

RA, diinya genelinde biitiin 1rklarda farkli oranlarda goriilmektedir. Cesitli
prevalans ¢alismalarinda %0.3 ile %1.5 arasinda degerler elde edilmistir. RA’nin
prevalanst her iki cinsiyette yas ile artar. Prevalans 35 ile 45 yaslar arasinda pik
yapmaktadir. Kadin/Erkek goriilme oranit 2/1- 4/1 arasinda degismekte olup
ortalama 3/1 orami kabul edilebilir. Yas ilerledik¢e cinsiyet farki azalir. Cesitli
tilkelerde yapilan ¢caligmalarda RA’in yillik insidansi, kadinlarda erkeklerden daha

yiiksek (0.2/1000 — 0.4/1000) bulunmustur (50).



3.2.1 Etioloji

3.2.1.1. Genetik faktorler

Dizigotik ikizlere oranla monozigotik ikizlerde RA birlikte goriilme
sikliginin daha yiiksek olmasina ve aile bireylerinde kiimelesme ve risk artisinin
daha fazla oranda goriilmesine dayanarak RA etiopatogenezinde kalitimsal bir
unsurun rol oynadig: diisiiniilmektedir (21, 51, 98). Degisik topluluklarda RA ile
iliskili birka¢ farkli insan L&kosit Antijen (Human leukocyte antigen; HLA)-
DRBI1 allelleri saptanmistir (21). RA predispozisyonu ve HLA gen kompleksi
arasinda giliglii baglanti ve iligkiler oldugu gosterilmistir. HLA-Klass II
molekiilleri ¢esitli immiin olaylar1 peptit baglama, CD4+ T hiicrelerinin se¢imi ve
T hiicre bagimhi cevaplarin periferik aktivasyonu gibi mekanizmalarla
diizenlenmektedir. RA ile iliskili DR4 molekiilleri hastalik iizerinde etkili her ii¢
basamagi da ilgilendiren mekanizmalara ait karmasik o6zellikler sergilemektedir
(33). Cok degiskenli analizler sayesinde HLA-DR4 allellerinde paylasilan epitop
varlig1, seropozitivite ve cinsiyetin RA’de eklem erozyonlarini etkileyen nedenler
oldugu anlagilmistir (21, 51). Son zamanlarda pek ¢ok immiin sistem hiicresi
tarafindan sentezlenen Toll like reseptorler (TLR)’in de RA genetiginde onemli

roller oynayabilecegi belirtilmektedir (127).

3.2.1.2. Hormonal faktorler

Hastaligin etiopatogenezinde iizerinde durulmakta olan konulardan biri,
hormonal faktorlerin roliidiir. RA’in kadinlarda erkeklerden daha yaygin
goriilmesi, gebelik sirasinda hastaligin diizelmesi, RA’l1 erkeklerin diisiik serum

testesteron diizeylerine sahip olmalari, hormonal faktorlerin RA’in siddetini veya



olusumunu etkiledigini gosteren dolayli kanitlardir. RA’li kadinlarin fertilite
oranlar1 daha diistiktiir. Gebelikle iliskili o glikoproteinin RA’in aktivitesi ile ters
orantilidir. Emzirme doneminde prolaktinin yiiksek seviyesi proenflamatuar
etkiye sahip olabilir. RA’de seks hormonlarinin Interlokin-1 (IL-1) gibi
stokinlerin yapimi iizerine etkileri Onemlidir (43, 51). Dogal immiinite
mikroorganizmalara karsi ilk immiin cevabin olugmasini saglamakta ve daha
sonra kazanilmis bagisiklik gelismektedir. Bu bagisiklikta 6zellikle TH1 hiicre
cevabr olusmaktadir (117). RA’de Faz 2 ve 3 THI1 ile karakterizedir. CDI
hiicreler ozellikle antimikrobial immiinitede O6nemli olup THI1 cevabini
baslatmaktadir (10). Estrojenlerin de hiimoral immiin cevab1 arttirdigi

bilinmektedir (87).

3.2.1.3. infeksiy6z ajanlar

Hastaligin nedeni olarak infeksiydz organizmalari tanimlamak i¢in yogun
cabalara ragmen RA’in infeksiy6z etyolojisi i¢in yeterli kanit mevcut degildir. RA
icin olas1 infeksiy6z ajanlardan, Gram (+) koklar, mikobakteriler, Proteus, E. coli,
Mikoplazma vb. bakteriler ve Epstein-Barr viriis, Parvo virlis B19, Retro virtis,
Cytomegalovirus, Rubella, Hepatit B, Hepatit C vb. viriisler sayilabilir (56, 98).
TLR’ler yukarida adi belirtilen pek ¢ok farkli infeksiyoz ajanin taninmasindan ve

bunlara kars1 konak¢1 immiin cevabinin olusturulmasindan sorumludurlar (35).

3.2.1.4. Diger risk faktorleri
Romatoid Faktor (RF) pozitif olan bireylerde RA gelisme riski yiiksektir

ve riskin biyiikliigii RF titresi ile artmaktadir. Bunun disinda paylasilmis



epitoplarin tasimmimi, 1s1 sok proteinleri, obezite, sigara i¢imi, diisiik serum

antioksidanlari, yiiksek serum kolesterolii vb. faktorler RA riskini artirmaktadir

(51).

3.2.2. Patogenez

RA sistemik bir hastalik olarak kabul edilmekle birlikte hastaligin
karakteristik 6zelligi sinovia ve fonksiyonlarindaki bozulmadir. RA’de
sinovyumun histopatolojik yapis1 degisir. Patolojik degisiklikler sirasinda Once
sinovial membran O6dematéz bir hal alir ve yeni kan damarlar1 olusumu
(anjiogenez) gozlenir (138). RA sinovyumunda bulunan makrofaj, fibroblast ve
lenfosit gibi ¢esitli hiicreler yeni damar olusumlarini artirirlar. Sinovit kronik
doneme dogru ilerledik¢e intimadaki hiicre hiperplazisi belirgin hale gelir. Hem
tip A hem de tip B sinovial hiicreler artar, destriiktif bir doku olusur. Bu dokuya
pannus denir. Tip B sinovyositler pannusun ana hiicre grubudur. Romatoid
eklemde tip B sinovyositlerde asir1 miktarda sinovial sivi iretilmektedir (42).
Intima tabakasindaki bu hiicre artisinin yaninda, subintima tabakasinda da hiicre
artist ¢ok fazladir. Bu tabakada c¢ok belirgin olarak T hiicreleri, B hiicreleri,
makrofaj ve plazmositlerden olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonu vardir. T
hiicreleri igerisinde en fazla CD4+ T hiicreleri goriiliir. Romatoid sinovyumda
tutulan iki major hiicre grubu, T hiicreleri ve makrofajlardir. Aktive T hiicreleri
lenfokinler aracilifiyla monosit/makrofajlar1 uyarirlar ve monokinler, biiylime
faktorleri ve diger inflamatuar mediyatorler salinirlar. T lenfositler, RA’in
inflamatuar siirecinde kritik rol oynarlar (134). Pannus, sinoviumun kikirdak ve

kemikle birlestigi bolgede bulunan hiperplastik karakterde, damardan zengin bir



doku olup komsu kemige ve kartilaja invaze olur (42, 107). Yiizeyinde invaziv
hiicreler vardir ve bunlar destriiktif metalloproteinaz enzimini kodlayan mRNA
igerirler (14). Son zamanlarda, bircok ¢alisma RA’de eklem dekstruksiyonu ve
inflamasyonunda sitokinlerin anahtar rol oynadiklarimi gostermektedir. RA
sinovyumunda mevcut olan énemli sitokinler; Interferon-y (IFN-y), IL-1, 6, 8, IL-
1B, Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factor (GM-CSF) dir. IL-1, IL-6, TNF-o ve TNF-§ artikiiler kartilaj
ve kemik tlizerinde direkt olarak tahribata yol agarlar (140).

Inflamasyon ve doku hasarinda rol oynayan IL-1 anahtar mediatorlerden
biridir. Sinovia hiicreleri ve makrofajlar basta olmak iizere mononiikleer
hiicrelerde {iretilirler. IL-1 potent bir sekilde kemik rezorpsiyonuna neden olur
(78). Kollojen ve prostaglandinlerin sinovial hiicrelerden sentezini arttirir, B ve T
hiicre kemotaksisini saglar.

Immiinitenin ve inflamasyonun en 6nemli mediatérii TNF-o’dir. TNF-o
monositlerden salinir ve RA’li hastalarin sinovial sivilarinda, dokularinda ve
serumlarinda yiiksek orandadir (13). B hiicrelerinin makrofaj tiirevli TNF-o
salimmmi i¢in 6nemli bir etken oldugu disiiniilmektedir (63). TNF-oo RA’de
goriilen karakteristik kikirdak ve kemik erozyonlarindan sorumludur. TNF-a
basta IL-1 olmak {izere diger sitokinlerin salinimina da yol agmaktadir (78, 98).

TNF-o, ve IL-1 sinovial fibroblastlari ve kondrositleri invitro olarak
stimiile ederek kemik ve kikirdak yikimini  katalizleyen — matriks
metalloproteinazlarin sentezine neden olurlar (14, 45). IL-6 ve IFN-y da
kollojenaz aktivitesini azaltirlar. Metalloproteinazlar’dan 6zellikle stromelisin ve

kollojenaz konnektif doku hasarina neden olmaktadir (14, 78).



Sitokinlerin lokal olarak sekresyonunu ve mikrogevrede immiin yanit
hiicrelerinin aktivasyonunu sistemik bir reaksiyon izler. Eklem dis1 dokularin
tutulumunun sonucu olarak endokrin sistem ve sinir sistemi RA patofizyolojisinde
direkt olarak rol oynar. Endokrin sistemin mediatorlerinin (steroid hormonlar) ve
periferik sinir sisteminin mediatdrlerinin (norepinefrin ve substans-P) sinovial
hedef hiicrelere ulagmasi ile bu iki sistemin RA’in lokal inflamatuar iglemleri

tizerindeki ‘geri-besleme’ etkisi baslar (34).

3.2.3. Tam

Hastaligin tanisinda 1987°de revize edilen American Collage of
Rheumatology (ACR) kriterleri kullanilmakta olup, %90’1n tizerinde 6zgilliigl ve
duyarlilig1 bulunmaktadir.

1987 ACR Siniflandirma Kriterleri; Eklemlerde en az bir saat siiren sabah
tutuklulugu, en az li¢ ya da daha fazla eklemde doktor tarafindan gozlenen
yumusak doku sisligi, proksimal interfalangeal, metakarpofalageal ve el bilek
eklemlerinin sigligi, simetrik artrit, romatoid nodiiller, romatoid faktor pozitifligi
ve radyolojik erozyonlar ve/veya el veya bilek eklemlerinde periartikiiler
osteopeni seklindedir. ilk dort kriter en az alt1 hafta siiresice mevcut olmalidir.

Dort veya daha fazla kriterin varliginda RA tanisi konur (106).

3.2.4. Klinik
RA tipik olarak oncelikle el, el bilegi ve ayak eklemlerini daha sonra diz,
ayak bilegi, kalca, dirsek ve omuz eklemlerini tutabilen kronik, simetrik bir

poliartrittir (106). Klinik seyir kendi kendini zaman icinde sinirlayan artrit
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tablosundan, hizla ilerleyen sistemik tutulum gosteren agir ve yasam siiresini
kisaltan forma kadar genis bir varyasyon gosterir (11).

Sabah tutuklulugu inflamatuar artritlerin belirleyici 6zelligidir. Tutukluluk
uykudayken interstisyel sivinin birikmesinden dolayi, uykudan sonra ¢ok
belirgindir. Agr1 RA’li hastalarin ¢ogunda major problemdir. Eklem sisligi, el ve
ayaklarmn kiigiik eklemlerinde ¢ok belirgindir. Sinovial proliferasyon genellikle
proksimal interfalangeal (PIF), metakarpofalangeal (MKF), dirsek, ayak bilegi,
metatarsofalangeal (MTF) ve diz eklemlerinde gorilir. Kalca ve omuz
eklemlerindeki sisligi siddetli olmadikca fizik muayene ile ortaya ¢ikarmak zor
olabilir. Efiizyonda eklem fleksiyonuyla basing arttigindan, sivovyum artikiiler
yapilar arasinda zorlanabilir ve baker kisti olusabilir. Baker kisti en sik dizde
goriilmekle beraber diger periferal eklemlerde de goriilebilir. Eklem kisitlilig
artikiiler yiizey hasari, eklem ve tendon kiliflarinin sismesi ve eklemi destekleyen
yapilarin degisikligi sonucu ortaya ¢ikar. Artikiiler ve destekleyici yapilarin
inflamatuar siire¢ sonucunda hasarlanmasiyla zamanla eklemde deformite gelisir.
RA’li hastalarinin %10’undan biiyiik bir kisminda, hastaligin ilk iki yili i¢inde
ellerin kiiclik eklemlerinde deformite geligir. Deformiteler gelistikten sonra kalici

olduklarindan, erken tedaviye baslamak énemlidir (106).

3.2.4.1. Ekstra artikiiler bulgular
RA primer olarak eklemleri etkileyen, ancak ekstraartikiiler tutulum da
gosteren sistemik bir hastaliktir. Hematolojik, norolojik, muskiiler, pulmoner,

kardiyak, hepatik, gbz ve renal tutulum goriilebilmektedir. Amiloidoz, romatoid
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nodiiller ve vaskiilit t¢ RA hastalarinda karsilagilan ekstra artikiiler bulgular

arasindadir (96, 98, 144).

3.2.5. Mortalite

RA’li hastalarda mortaliteye yol acan ana sebep olarak kardiyovaskiiler
Olim dislinilmektedir. Diger mortalite nedenleri, poliartikiiler eklem tutulumu,
eklem erozyonlar1 ve deformiteler, enfeksiyonlar, renal hastaliklar ve tedavi

komplikasyonlaridir (51, 62).

3.2.6. Ayirici tam

Romatoid artrit tanis1 konmadan 6nce, ekarte edilmesi gereken hastaliklar;
diffiz  konnektif doku hastaliklari, gut, psodogut, infeksiyoz artritler,
polimiyaljika romatika, glukokortikoid artriti, artroz, sarkoidoz, akut eklem

romatizmasi, malignite, seronegatif artropatilerdir (49).

3.2.7. Laboratuvar bulgulari

RA’e 6zgii bir laboratuvar bulgusu olmamasina karsilik genel laboratuvar
bulgular1 tan1 koyma, prognoz ve uygulanacak tedavide yol gostericidir.
Laboratuvar testlerinden bazilar1 hastaligin inflamatuar 6zelligine bagli olarak

anormal olabilir (65).

3.2.7.1. Romatoid faktor

RA’in tani kriterleri arasinda yer alan tek laboratuvar bulgusu olan RF,

kisaca IgG’nin Fc pargasi ile reaksiyona giren otoantikorlar olarak tanimlanabilir.
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Klinikte rutin olarak bakilan romatoid faktorler IgM yapisindadir. I1gG, IgA ve
IgE sinifindan romatoid faktorler de tanimlanmistir.

RA hastalarinin 3/4’tinde RF testi pozitiftir. Romatoid faktér RA’e 6zgiin
degildir ve bir¢ok hastalikta pozitif olabilir. Seropozitif olan kisilerde hastaligin
seyri daha agir, erozyon gelisimi daha fazla ve vaskiilit, nodiil ve néropati gibi

eklem dis1 komplikasyonlar daha siktir (30, 106).

3.2.7.2. Hematolojik bulgular

Anemi, aktif RA’li hastalarda sik rastlanan bir bulgudur. Aktif RA’li
hastalarda 16kositoz sik ve lokopeni nadir goriilen bir durumdur. Lokositoz
hastalarin  %25’inde goriliir ve bu lokositlerin iglevleri normaldir (25, 65).
Trombosit diizeyleri hastalik aktivitesi ile orantilidir ve genellikle ekstraartikiiler
manifestasyonlarla baglantili olarak yiikselir. Eritrosit Sedimantasyon Hiz1 (ESH)
siklikla RA’te hastalik aktivitesi veya inflamasyonun gostergesi olan bir

laboratuvar ol¢iimiidiir (25, 106) .

3.2.7.3 C-Reaktif protein (CRP)

Pnomokoklarin  kapsiil antijenine baglanan bu protein akut faz
proteinlerinin prototipidir. Normal insan serumunda 0.5 mg/dl gibi disiik
degerlerdedir (9). RA’li hastalarda, hastalik aktivitesi ile iligkilidir ve tedaviye
yanitt degerlendirmede kullanilir. CRP, hastalik progresyonunun radyolojik

gostergesi ile paralellik gostermektedir. Artmis CRP eroziv hastaliga isaret eder

(25, 106).
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3.2.8. Goriintiileme

Radyolojik  algoritma; konvansiyonel radyografi, ultrasonografi,
bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans seklinde siralanir. RA diisiiniilen
hastada radyolojik incelemede en erken bulgu eklem cevresinde yumusak doku
sisligidir. Konvansiyonel el ve ayak grafileri tan1 ve tedavinin izlenmesi yoniinden
onemini korumaktadir. Ultrasonogrofi, konvansiyonel radyografiye tamamlayici
rol istlenmektedir. Bilgisayarli tomografi kullanimi 6zellikle servikal eklem
tutulumlarinda 6n plana g¢ikar. Manyetik rezonans, yumusak dokular {izerindeki
yiiksek c¢oOziimleme giicii ile sinovial dokulardaki degisimler ve pannus
olusumunun erken evrede belirlenmesi ile heniiz kesin tan1 konulamamig romatoid

artrit vakalarinda erken tantya imkan saglamaktadir (8, 128).

3.2.9. Tedavi

Romatoid artrit prognozu ve klinik seyri agisindan hastadan hastaya
farkliliklar gosteren bir hastalik oldugu i¢in tedavi programinin bireysel
diizenlenmesi gerekir. Tedavinin amaci inflamasyonun miimkiin oldugunca erken
baskilanmasi ve fonksiyon kaybinin minimalize edilmesidir (91). Hastalarin ¢ok
azinda, hastaligin ilk iki yil1 i¢inde remisyon olabilir. Yaygin olmayan spontan
remisyonu beklerken, hastaligi modifiye edici ilaglarla (Disease Modifying
Antirheumatic Drugs-DMARDs) erken tedaviye baglanilir. Farmakoterapi

mutlaka fizik tedavi ve rehabilitasyonla desteklenmelidir (139).
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3.2.9.1. Birinci basamak tedavisi

RA’in tedavisinde klasik yaklasim, salisilatlar ve nonsteroid anti
inflamatuar ilaglar (NSAIi)’la inflamasyonun semptomatik tedavisidir.
NSAIli’larin analjezik, antipiretik, antiromatizmal ve antiinflamatuar etkileri

vardir (31, 41, 135, 139).

3.2.9.2. ikinci basamak tedavisi

NSAIl ve disiik doz steroid tedavisine cevap vermeyen hastalarda
kullanilan ilaglara ikinci basamak ilaglar adi verilir. Son yillarda RA tedavisinde
uygulanan klasik piramit modeli (DMARDs’lardan 6nce NSAID), uzun dénem
hasar1 azaltmak i¢in daha erken donemde daha agresif tedavilere yerini birakmistir
(58, 59, 91, 141). Antimalaryaller, sulfasalazin, metotreksat (MTX), altin tuzlari,
siklosporin A, D-Penisilamin, azatiopiirin, siklofosfamid ve kortikosteroidler ikici

basamak tedavide kullanilabilmektedir (13, 49) .

3.2.9.3. Yeni tedaviler
Glinlimiizde leflunomid ve anti TNF-o antikorlart da tedavi igin

kullanilabilmektedir (40, 91, 124,139).

3.2.9.4. Kombinasyon tedavisi
Yapilan bazi calismalarda, Hidroksiklorokin + Azatiopiirin, MTX +
Siklosporin A, Leflunomid + MTX, Etanersept + MTX, MTX + Biyolojik Ajanlar

kombinasyonlari ile olumlu sonuclar alindig: bildirilmistir (139).
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3.2.10. Romatoid artritte otoantikorlar

Otoimmun romatoid hastaliklarda pek ¢ok yapisal bilesene karsi olusan
otoantikorlar tanimlanmistir. RA hastalarinin  serumlari, hastanin kendi
proteinlerine yonelen genis bir antikor repertuari igerir. Ancak, bu antikorlarin
cogu baska (otoimmiin) hastaliklarda da saptanabilir ve bu nedenle RA’ya spesifik
degildir. IgG molekiillerinin Fc (kristalize olabilen) bolgesini hedef alan, ARA
kriterlerinden olan RF antikorlar1 bile RA icin orta derecede spesifiktir. Diger
otoimmiin hastaliklarda (Orn: Sjégren sendromu), enfeksiydz hastaliklarda (6rn:
hepatit, tiiberkiiloz) ve saglikli popiilasyonun % 3-5’inde (yash bireylerde % 10-
30) de tespit edilebilir (12, 93, 97, 109). Bu antikorlar arasinda RA’da en sik
rastlanilanlart  anti-heteroniikleer riboniikleoprotein  (anti-hnRNP), cyclic
citrullinated peptides (anti-CCP), RF ve anti-kollejenaz II’dir (76). HLA-DR4 ve

anti-CCP arasinda beraberlikler tanimlanmistir (53).

3.2.10.1. Spesifik olmayan otoantikorlar

Romatoid faktdor (RF), Anti — RA33 (anti- hn RNP-A2), Anti —
calpastatin, Anti notrofil sitoplazmik antikorlar (ANCA), Anti — niikleer antikorlar
(ANA), Anti — kollagen tip II, Anti — fibronektin ve Anti — glukoz — 6 fosfat
izomeraz (GPI)’dir. Bu antikorlarin ¢ogu SLE ve mikst konektif doku hastaligi
(MKDH) gibi diger otoimmiin hastaliklarda tespit edilebilmektedir ve bir
dereceye kadar saglikli bireylerde de saptanabilir.

RF ilk kez 1940 yilinda Waaler, romatoid artritli hastalarin serumlarinda
IgG antikorlar1 ile duyarlilagtirilmis kirmizi kan hiicrelerini aglutine eden bir

faktor gozlemistir (30). Daha sonra bu faktér RF olarak isimlendirilmistir.
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Romatoid faktor, insan IgG molekiillerinin Fc bélgesine (CH2, CH3 boliimleri)
kars1 gelisen antikorlardir (38). Bu antikorlar, ekstravaskiiler bir immun kompleks

hastalig1 olan romatoid artritin belirleyici antikorlaridir (3, 19, 38).

3.2.10.2. Spesifik otoantikorlar
- Heavy Chain Binding Protein; Anti BIP ( p68)
-Anti- sitruline protein antikorlari; Antiperiniikleer faktor (APF), Antikeratin
antikorlar1 (AKA), Antifilagrin veAnti —Cyclic citrullinated peptide (CCP)’dir.

RA hastalarinin ¢ok yiiksek bir oraninda sitruline peptidlere karsi geligmis
IgG antikorlarmin  bulundugu go6zlemine son zamanlarda bilyik ilgi
gosterilmektedir. Bu anti-sitrulin antikorlart RA’da nispeten daha erken ortaya
cikarlar ve hastalik i¢in yiiksek oranda 6zgiildiirler (% 98) (84, 119). Birgok farkli
laboratuvar tarafindan yapilan bir seri ¢alismada bu antikorlarin hedefinin, memeli
deri ve Ozefagus epitel hiicrelerinin terminal diferansiyasyonunun ileri
safhalarinda eksprese edilen bir protein olan filagrin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
Bu antikorlarin posttranslasyonel olarak degistirilmis veya sitruline edilmis
filagrini hedef aldiklar1 da bulunmustur (61, 118). Posttranslasyonel sitrulinasyon
islemi belirli polipeptidlerdeki argininlerin deiminasyonunu igerir ve Cat+
bagimh peptidilarginin deiminaz (PAD) enzimi tarafindan katalize edilir (137).
Bu biyokimyasal islem sonucu, pozitif yiikli argininler polar ama yiiksiiz
sitrulinlere doniisiir. Sitruline edilmis peptidlerin yapilarindaki bu degisimler, bu
peptidleri RA’daki IgG antikorlarinin hedefi haline getirir. Arginin igeren bu
peptidler degisen Ozellikleri sayesinde, paylasilan epitopu (SE) eksprese eden

Major histocompatibility complex (MHC) Klas II molekiillerindeki P4 olarak
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bilinen pozitif yiikli peptid-baglayict1 pakete 100 kat fazla afinite ile
baglanabilirlerler (6r; HLA- DRB1* 0101, 0401 ve 0404) (70). RA i¢in koruyucu
olan HLA-DRB1*0402 alleli, arginin ve muhtemelen sitruline baglanabilen
negatif yiikli bir P4 baglayici pakete sahiptir. Bu kompleks i¢in yiiksek afinitesi
olan T hiicreleri bu nedenle periferik lenfoid dokularda eksprese edilmezler. Bu da
HLA-DRB1*0402 alleli olan hastalarin neden RA klinigi gelistiremeyecegini
aciklayabilir. Bir¢ok deneysel gozlem, sitruline karsi olusan bagisik yanitlarin RA
inflamasyonunun patogenezinde onemli bir rol oynadigini diislindiirmektedir.
Oncelikle, RA’l1 hastalarin sinovial dokusunda sitruline edilmis proteinlerin
(fibrinojenin sitruline edilmis alfa ve beta zincirleri ve sitruline edilmis vimentin)
bulundugu gosterilmistir (64, 99, 100). Sitruline edilmis proteinlerin, RA
hastalariin derin sinovial dokularindaki interstisyel birikimlerde ve sinoviadaki
monosit/makrofaj benzeri hiicrelerin sitoplazmalarinda bulundugu
diisiiniilmektedir (15, 99). Benzer sekilde bazi deneysel artrit modellerinde
sitruline edilmis proteinler sinovial dokuda bulunabilir ki bu durum
inflamasyonun, bu islemi belki de PAD (peptidilarginin deiminaz) aktivitesini
artirarak diizenledigini diisiindiirmektedir (71).

Enzim bagli immunosorban teknigi (ELISA) ile filagrin dizilerinden elde
edilen sitrulin igeren bir peptid kullanilarak, RA’l1 hasta serumlarinin yaklasik %
48’inde % 98 spesifite ile antikorlar saptanmistir (118). Anti-filagrin
antikorlarinin (AFA) bir veya daha fazla sinovial sitruline proteine karsi gelisen
bir yanittan koken aldigi ve sitruline filagrin ile reaksiyonlarinin ¢apraz
etkilesimden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Filagrin, alt iiniteleri arasinda

yogun dizilim varyasyonu gosteren (~ % 40) oldukc¢a heterojen bir proteindir (60).
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Bundan bagka, anti-CCP pozitif RA hastalarinin sinovyumundaki B hiicreleri
spontan olarak anti-CCP antikorlar iiretirken, periferik kan B hiicreleri veya anti-
CCP negatif RA hastalarinin B hiicreleri antikor tiretmezler (112). Bu durum, RA
inflamasyon bolgesinde CCP-spesifik B hiicrelerinin antijenle yonetilen bir
maturasyona ugradigini diisiindiirmektedir. Bu muhtemel antijenlerden biri,
sitruline edilmis fibrin yeni tanimlanmistir (99). Sitruline edilmis fibrinin ve diger
sitruline edilmis antijenlerin RA patofizyolojisindeki muhtemel rolii heniiz

acikliga kavusmamustir (122).

3.3. Toll-like reseptorler

Konak immiin hiicrelerinin patojen ajanlari tanima ve ajana 6zgii immiin
yanit1 olusturma stirecindeki mekanizmalar son yillarda daha ayrintili anlasilmaya
baslanmustir. Immiin hiicreler {izerinde bulunan ve patojeni tantyan reseptorler ilk
kez 1991 yilinda Drosophila melanogaster tiiriinde bulunarak Toll ad1 verilmistir.
Toll, Tirk¢e kelime anlami olarak yol, koprii gibi yerlerden parali gecislerde
Odenen tcrettir. Toll ve diger pattern taniyici reseptdrler, patojen i¢in hayati dnem
tagiyan yapilardan birini tanima yetenegindedir. Giinlimiizde insanlarda IL-1
reseptor I’in homologu olan bu molekiillere, Toll-like reseptorler (Toll-like
receptor = TLR) denilmektedir. Insan Toll’u ekstraseliiler ve intraseliiler
ozellikleriyle sinek Toll’'unun homologudur. Insanlarda 11 tane TLR
tanimlanmistir. TLR patojene spesifik immiin yanit olusmasini saglar ve bu
Ozellik genetik olarak belirlenir. TLR’lerin kesfi, konak-patojen etkilesimi,
hiicresel ve humoral yanitlarin uyarilma ve olusma mekanizmalarinin

anlagilmasina yardimeci olmustur. Konagin patojen ajanlara karst olusturdugu
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immiin yanit, birbiriyle iliskili olan dogal ve kazanilmis yanitlardan olusur. Dogal
immiin yanit hiicreleri periferde bulunurlar ve hizli yanit olustururlar. Antijene
0zgl olmayan bu yanit sitokin salgilari, kompleman aktivasyonu, fagositoz ve
ylizey savunma mekanizmalarindan ibarettir. Kazanilmis immiin yanit sekonder
lenfoid organlardan yonetilir; daha yavas gelisir, uzun siirelidir ve antijene
Ozgiudiir. Dogal immiin yanit olusumunda esas olarak dendritik hiicreler,
monositler, dogal oldiiriicii hiicreler, lenfositler ve epitel hiicreleri gorev alir. Bu
hiicrelerin degisik oranlarda TLR eksprese ettikleri gosterilmistir. TLR’ler
mikrobiyal {irlinlerin primer sensorleri gibi davranir, immiin ve inflamatuar
genlerin  sentezini  baslatacak mekanizmalart devreye sokar ve kazanilmisg
cevaplart etkilerler. TLR, bir transmembran proteinidir. Ekstraseliiler kismi
l6sinden zengin tekrar yapilarindan olusur, intraseliiler kismi ise IL-1
reseptoriiniin sitoplazmik kismina benzer. TLR liganda baglaninca aktive olur ve
intraseliiler kismi araciligiyla nuklear faktor-kappa beta (NF-kB) ve mitojenle
aktive edilen protein kinaz ailelerini uyarir. NF-kB, TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8
gibi sitokin ve proinflamatuvar {iriinlerin genlerini aktive eder. Bu siire¢, konagin
dogal immiin cevabidir. Pattern taniyici reseptorleriyle, patojendeki patojen iliskili
molekiiler patternleri taniyan dendritik hiicreler matiire olurlar; periferden lenf
nodlarina taginarak T hiicrelere antijen sunarlar; T ve B hiicrelerin aktivasyon
siirecinde rol alirlar. TLR, dendrit hiicrelerinin T hiicrelerini daha etkin bir sekilde
uyarmasini saglayan ko-stimiilan molekiillerin de seviyelerini artirir; sitokinlerin
iiretimini ve salinmasini diizenler. Bu olaylar sirasinda T hiicrelerin hangi tip yanit
olusturacagini belirleyen dominant sitokin profili, mikrobiyal enfeksiyonlarin

temizlenmesinde kritik roldedir. TLR’nin dominant T hiicre tipini sitokinler
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araciligryla diizenledigi diisiiniilmektedir. Sitokinlerle diizenlenen en 6nemli yol
ayrimi T hiicrelerinin TH1 ya da TH2 yoniinde farklilagsmasidir. TLR ile uyarilan
dendritik hiicreler esas olarak IL-12 ve IL-18 salgilar ve bu sitokinler TH1
hiicrelerin geligsmesini saglar. RA’da TH1 profili predominanttir (26). IL-10 ve
IL-4 fazla salindiginda ise TH2 immiin yanit1 gelisir. B hiicreleri uyarilir ve
antikor sentezi baglar. Bakteriyel lipopolisakkaritlerin (LPS) yiiksek dozlar1 TH1
ve diisiik dozlari TH2 cevabiin gelismesini saglar. Bu nedenle LPS’i tanityan
TLR4, THI ve TH2 dengesinde kritik roldedir. TLR’nin liganda baglanmasiyla
baslayan ve NF-kB aktivasyonu ile tamamlanan siiregte, sitokin akisini
diizenleyen ¢esitli molekiiler yapilar bulunur. Bunlardan en 6nemlisi MyD88’tir.
MyD88, myeloid hiicre farklilagmasi sirasinda uyarilan bir molekiildiir. MyD88
mutant farelerde TLR2, TLR7 ve TLR9 NF-kB’yi uyaramaz. TLR4 ise NF-kB
aktivasyonunu tamamlar. Bu nedenle farkli ligandlar1 taniyan TLR’ler immiin
yanitlart da diizenlerler. TLR iliskili NF-kB’nin aktivasyonu ile salinan enzimler,
sitokinler ve mediyatorler konagin antimikrobiyal savunmasini uyarir ve
inflamatuar olaylar tetikler. Bu siire¢ patojenin ortadan kaldirilmasini saglar.
Inflamatuar reaksiyon sinirlandirilamazsa, konak hiicrelerinin harabiyetine neden
olabilir (2).

TLR aktivasyonu patojenlerin konak hiicrelerinin fagositozu igin
gereklidir. TLR patojenlerin fagositozunu uyarir, fagozom icerigine karst gelisen
inflamatuvar yaniti gili¢lendirir ve fagozomun matiirasyonuna yardimci olur.
Boylelikle fagosite edilmis bakterinin oldiiriilmesi kolaylagir. TLR aktivasyonu
cesitli antibakteriyel molekiillerin salinmasini uyarir. TLR, farede intraseliiler

patojenlerin Oldiriilmesini saglayan reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin
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iiretimine ve salgillanmasma neden olur.Insan keratinositleri S. aureus ile
uyarildiginda, TLR2, NF-kB araciligiyla nitrik oksit sentetaz, siklo-oksijenaz-2
ve IL-8 gen aktivasyonlarini saglayabilmektedir. TLR aktivasyonu apopitoza da
neden olabilir. Lipopolisakkaritlerin ya da lipoproteinlerin TLR4 ve TLR2/6
lizerinden apopitozu uyarabildikleri gosterilmistir. TLR4 enfekte hiicrelerin
apopitoza ugramasi, konagin enfeksiyonu ortadan kaldirmasina yardimci olabilir.
Bellek T hiicreleri iizerinde bulunan TLR2, ayn1 ajana tekrar maruz kalindiginda
immiin sistemin daha erken ve hizli uyarilmasini saglar. Otoimmiin hastaliklarda
mikrobiyal enfeksiyonlarin ataklara neden olmasi ayn1 mekanizmayla olmaktadir
(2).

3.3.1. TLR ve ligandlar

Bugiine dek 11 ¢esit TLR tanimlanmistir. TLR10 haricindeki tiim
TLR’lerin ligandlart bilinmektedir. TLR2 ve 4’lin ¢ok sayida ligandi
tanimlanmistir. TLR’ler amino asit siralarinda benzerlikler ve intraselliiler
sinyallerine gore TLR2 ailesi (TLR1, TLR2, TLR6), TLR3 ailesi, TLR4 ailesi,
TLRS ailesi ve TLR 9 ailesi (TLR7, TLR8, TLR9) olarak gruplanirlar.
TLR’lerin ligandlar1 Tablo 1°de gdsterilmistir. Insan keratinositlerinde eksprese
edilen TLR’ler i¢inde, TLR2 ve TLR4’lin ayr1 bir yeri vardir. TLR4 Gram (-)
bakterilerdeki LPS’lerin sinyal reseptoriidir. TLR4 aynm1 zamanda Gram (+)
bakterilerin lipoteikoik asitlerini de baglayabilir. TLR2 lipoprotein, lipopeptid,
peptidoglikan,  lipoteikoik  asit, lipoarabinomannan, glikoinositolfosfolipid,
glikolipid, ve zimosan gibi farkli hiicre yapilarindaki molekiilleri tanir. LPS’ler
TLR2 i¢in ligand degildirler. TLR2’nin bazi c¢alismalarda kullanilan ticari

lipopolisakkaritlerle uyarilmasi, {rtin igerisindeki fenole duyarli bir igerige
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baglanmaktadir. En son tanimlanan TLR, TLR11’dir. TLR11 defektli fareler

iiropatojenik bakterilerin bobrek enfeksiyonlarina yatkindirlar. Insanlarda TLR11

fonksiyonel degildir. Insanlarda iiropatojenik bakterileri yakalamak igin alternatif

bir yol olup olmadigi ise bilinmemektedir (2).

Tablo 1. Toll Like Reseptorler ve Ligandlar

TRL Ligandlar

TLRI Tri-ogil lipopeptidler (bakteria, mikobalteri)
Solubl faktérler (M. meningitis)

TLRZ Lipoprotein/lipopeptidler
Peptidoglikan (Gram (<) bakteri)
Lipoteikoik asit (Gram (+) bakteri)
Lipoarabinomannan (Mikobalkteri)
Fenol solubl modulin (5. epidermidis)
Glikoinositolfosfolipidler (Trypanosoma cruzi)
Glikolipidler { Treponema maltophilum)
Porinler (Meissaria)
Zimosan (fungi)

TLR3 Cift sarmal RMA (virus)

TLR4 Lipopolisakkaritler { Gram (-} bakteri)
Taxo|
Flzyon ve proteinleri
Fibronektin ELA domain
Hyaluronik asit oligosakkaritleri
Heparan sdlfatin polisakkarit fragrmanlan
Fibrinojen

TLRS Flagellin

TLR& Di-agil lipopeptidler (mycoplasma) -
Isi-lakil solubl faktdr (grup B streptokoklar)
Fenol-solubl modulin {stafilokoklar)

TLRY Tek zsarmal viral RMA
Imidazokinolinler (sentetik bilegikler)
Loxoribin (sentetik bilesikler)
Bropirimin (sentetik bilegikler)

TLRE Tek sarmal RMA

TLR% CpG DMA (bakteri)
Kromatin-lgG bilesikleri

TLRIO 2 bilinmiyor

TLE11 L:Irq:rpuh:rjenik bakterive ait faktbrler

(Bu tablo Adisen E, Onder M. Dermatolojide Toll Like Reseptérler. Dermatose. 2006;1: 14-

21°dan almmuigstir.)
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3.3.2. TLR3

Virlislerin hayat sikluslar1 boyunca irettikleri ¢ift iplikli RNA TLR3
tarafindan taninmaktadir. 2.1 amstrong’luk bir protein olan TLR3, 23 adet
l6sinden zengin alana sahiptir. TLR3 eksik hiicreler sentetik ¢ift iplikli RNA
ligand1 polyinozin-polysitidilik aside (polyl:C) cevabi azalmistir. TLR3 sinyalleri
NF-kB aktvasyonuna yol agarak tip I IFN’larin sentezini saglar. IFN’lar RA
sinoviumunda bolca sentezlenmektedir. Plasmositoid dentritik hiicreler dSRNA’ya

cevapta spesifik olarak TLR3 kullanarak IFN iiretimini saglamaktadirlar (35).

3.3.3. TLR4

TLR4 insanda ilk tanimlanan Drozofila toll like reseptoriidiir. LPS, Gram-
negatif bakteri hiicre duvarinin major bilesenidir (35). Gen 9q35 bolgesinde
lokalizedir (80). TLR4, LPS’in taninmasindan sorumludur. Bu taninmay1 bir
glikoprotein olan CD14 ile beraber gerceklestirmektedir. Bu reseptorler aktive
oldugu zaman IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamauar sitokinler salinmaktadir.
TLR4 geni eksik farelerde LPS’ye cevabin azalmis oldugu tespit edilmistir. TLR4
mutasyonlu farelerde ise Salmonella typhimurium ve Neisseria meningitidis gibi
Gram (-) bakteri infeksiyonlarinin oldukga sik oldugu tespit edilmistir (35).

TLR4 geninde su ana kadar iki farkli polimorfizim tanimlanmistir. TLR4
genindeki 2 missense polimorfizmden ilki baslangic kodonundan 896.
niikleotitinde adeninin guanine subtitiisyonu sonucu 299. amino asid olan aspartik
asidin glisinle yer degistirmesi (Asp299Gly) ve digeri 399. amino asitte threoninin

1zolosinle yer degistirmesi (Thr3991le) seklindedir (7).
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3.3.4. TLR9

TLRY eksik farelerde yapilan ¢aligmalar un-metilli CpG’nin TLR9’un
dogal ligand1 oldugunu gostermistir. TLRO eksik fareler CpG’ye cevapta herhangi
bir inflamatuar sitokin tiretmezler. Bu farelerde splenositlerin cogalma yetenekleri
yoktur ve dentritik hiicrelerin maturasyonu gerceklesememektedir. TLR9, TLR7
ve TLR8 gibi endozomal kompartmanlarda lokalizedir. Bu lokalizasyon canlinin
kendinden olani ve olmayani ayirt etmesini saglamaktadir. Konak¢inin kendi

DNA ve RNA’s1 bu endozomal kompartmanlara girme egiliminde degildir (35).

3.3.5. TLR10

Ug ekzona sahip olan ve 811 aminoasitlik bir protein kodlayan TLR10
geni 3,269bp’dan olugsmakta ve kromozom 4pl4 bolgesinde yer almaktadir. Su
ana kadar TLR10 geni icin artifisial veya dogal ligand tespit edilmemesine
ragmen reseptor TLR1 ve TLR2 geniyle heterodimerler olusturmaktadir (82).
TLR ailesinin diger tiim tiyeleri gibi bir sinyal peptidi, pek ¢ok 10sin zengin tekrar
(n=12), sistein zengin bir alan, bir transmembran alan1 ve bir sitoplazmik Toll
interlokinl reseptdr alani igermektedir. Immiin hiicrelerce zengin olan dalak,
lenfoid nod ve akciger gibi dokularda eksprese olmaktadir. Lokositler igerisinde
TLR10 mRNA ekspresyonu B lenfositlerle sinirlidir ve CpG DNA gibi poliklonal
B hiicre aktivatorleri veya B hiicre antijen-reseptdr komplekslerinin olusmasini

takiben artmaktadir (89).
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3.4. Polimorfizmler ve hastaliklarla iliskileri

3.4.1. Genetik varyasyon ve polimorfizm

Polimorfizm, Dbir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla
stirdiiriilemeyecek oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik géstermeyen iki
veya daha fazla genetik 6zelligin bir arada olmasi olarak tanimlanabilmektedir (4)
DNA dizisinde dogal olarak meydana gelen varyasyonlar birka¢ sekilde
olusabilir; Tek niikleotid subtitiisyonu, tek ya da birkag¢ niikleotidin insersiyonu
veya delesyonu ve tekrarlayan dizi sayisindaki degismeler ve kromozom
yapisindaki biiyiik degisimler.

Insan genomunda tek niikleotid degisimleri oldukca yiiksek siklikta
bulunmaktadir. Bu oran her 1000 bazda 1 olarak tahmin edilmektedir. Bunlar
sikliklarina ve hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak polimorfizm ya da
mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar (17). Normal populasyonda %1’den daha
fazla siklikta olan degisimler polimorfizm olarak kabul edilmektedir (17, 31)
%1°den daha az siklikta olanlar ise genellikle hastalikla sonuglanmaktadir. Sadece
hastaliklarla sonuclanan mutasyonlar degil ayn1 zamanda bazi polimorfizmler de
fonksiyonel olarak onemli olup hastalik patogenezinde rol oynaktadir. Tek
niikleotidi igeren degisimler tek niikleotid polimorfizmi (SNP; single nucleotid
polymorphism) olarak adlandirilir. Bir polimorfizmde yaygin olan dizi wild-tip
allel, nadir olan ise varyant alleldir (17).

SNP’ler genetik polimorfizmlerin en yaygin formudur. Pozisyolarina gore
ve genetik kodu degistirme yollarina gore farkli alt tiplere ayrilmaktadir. Bir genin
5" UTR (untranslated region) veya 3' UTR gibi promotorda lokalize SNP’ler

tireten protein miktarin1 ¢esitli yollarla etkileyebilirler. Niikleotid degisiklikleri
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spesifik  transkripsiyon faktorlerinin baglanmasin1  degistirebilir, bdylece
transkripsiyon oranini etkileyebilir ya da kiiciik mRNA stabilitesini etkileyebilir
ve lretilen protein seviyesini degistirebilir. Farkli tipteki SNPler, bir proteinin
fonksiyonu veya regiilasyonu ve ekspresyonunu degistirebilir. En yaygin tipi
sinonim olmayan (nonsynonymous) SNP’ler dir. Bu tipteki allelerde protein
tiriintindeki amino asid farklidir. Kodlayict bolgedeki SNP’ler klinik olarak
olduk¢a Onemli potansiyele sahiptirler. Yapisal/fonksiyonel olarak farkli bir
amino asit degigimi sadece proteinin yapisi ve /veya stabilitesini etkilemez ayni
zamanda protein-protein etkilesim yolaklarin1 da bozabilir. Bu tip fonksiyonel
etkilere ilave olarak daha kompleks seviyelerde gergeklesen polimorfizmler de
vardir. Ozellikle intron-ekzon smirlarinda olmak iizere ekzon veya intronlardaki
varyasyonlar alternatif ugbirlestirme (splicing) etkileyebilir ve bdylece farkli
protein formlarmin iretilmesine yol agabilir. Lokus kontrol bolgelerindeki
polimorfizmler ise potansiyel olarak gen ekspresyonunu etkileyebilir ve

hastaliklarla sonuglanabilir. Boylece SNP’ler ¢ok fakli etkilere sahip olabilirler

(17).

3.4.2. TLR polimorfizmlerinin hastaliklarla iliskileri

TLR sinyalizasyonu mikrobial ajanlara kars1 konakg¢1 cevabinin olusmasini
saglamaktadir. Eger herhangi bir sekilde TLR sinyalizasyonu bozulursa bu durum
konak¢inin infeksiyonlara karsi yatkinlifina neden olabilmektedir. Eger TLR
sinyalizasyonu herhangi bir sekilde asir1 uyarilirsa bu durum septik sok,
otoimmiin hastaliklar ve alerjilere sebep olabilir. TLR’lerin ¢esitli hastaliklarda

rolleri oldugu gosterilmistir. Belirli TLR genlerinde onlarin ativitesini veya
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fonksiyonunu etkileyen polimorfizmler tanimlanmis ve bunlardan bazilarinin
hastaliklarla iligkili oldugu belirlenmistir (35). Su ana kadar TLR genlerindeki
polimorfizmler ve farkli hastaliklar arasindaki iligkilerin ¢alisildigi ¢ok sayida
literatlir mevcutur. TLR Polimorfizmi TLR’de mutasyonlar ya da TLR gen
polimorfizmi, konagi ¢esitli enfeksiyonlara yatkin hale getirir. Her bir TLR’de
amino asit siralarindaki degisikliklere bagli olarak iki anlamli tek nukleotid
polimorfizmi bulunur. TLR2 i¢in ilk mutasyon, R753Q, reseptoriin intraseliiler
kismindadir, bu mutasyon S. aureus enfeksiyonlariyla iliskilidir. Ikinci mutasyon,
R677W, intraseliiler mikobakteriyel iletimle iligkilidir. Bu mutasyon lepramatoz
lepra gelisiminde rol oynar. TLR4 icin D299G ve T3991 mutasyonlari
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar ekstraselliiler kisimda olup, Gram (-) ajanlarla
septik  sok gelistiren hastalarda tespit edilmistir. TLR4 polimorfizmi,
lipopolisakkaritlere karst olusturulan immiin yanitin azalmasina neden olmustur
(2). TLR4 polimorfizimleri ile romatoid artrit, atheroskleroz, astim gibi hastaliklar
arasinda iligkiler bulunmustur. TLR6, TLR9, TLR10 gen polimorfizimleri ve
astim arasinda da iliskiler tespit edilmistir (117). TLRS 392 STOP kodon olusumu

Lejyoner hastaligina yatkinlikla beraberlik gostermektedir (66).

3.5. TLR ve otoimmiin hastaliklar

Otoreaktif lenfositlerin aktivasyonu ve klonal yayilimi otoimmun
hastaliklarin gelisimi i¢in gereklidir. Mikrobial proteinler bireye ait peptidlerle
yeterli benzerlik gosteriyorsa bu durum otoreaktif T hiicrelerini aktive edebilir.
Mekanizma, molekiiler taklit olarak bilinmektedir. Bu hipotez, bireye ait

peptidlerle yeterli dizi benzerligi gosteren mikrobial proteinlerin T hiicrelerini
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aktive edebilecegini gostermektedir. Hayvan modellerinde infeksiyonlarla
otoreaktif T hiicrelerinin aktive oldugu tespit edilmistir. Ozellikle de viral
infeksiyonlarin T hiicre aracili otoimmiiniteyi baglatabilecegi gosterilmistir. (142).
TLR’ler dogal gelen bagisiklikta temel rol oynayan hiicre ylizey reseptorleridir.
Patojenle beraber goriillen molekiiler yapilart (PAMP; patogen associated
molecular pattern) tanimaktadirlar. TLR’ler patojen antijenlerine baglanmalarina
karsin ayn1 zamanda heat shock proteinler ve fibrinojen gibi bazi otoantijenlere de
baglanabilirler. TLR4’iin kollejen tip II'nin olusturdugu artiritlerde temel rol
oynadigina dair raporlar vardir (90). Pek c¢ok patojene karsi olusan antikorlarin
tiretimi T ve B lenfositler tarafindan bu patojenlerin taninmasina baglidir. Bu
durum otoantikor iiretim riskini azaltmaktadir. Sistemik otoimmiin hastaliklarin
fare modelinde hiicre yiizey antijen reseptorlerinin ve diger TLR’lerin es zamanli
aktivasyonu B hiicreler tarafindan taninan self-immiinglobulin sentezine yol
acmaktadir. Unmetilli oto-DNA otoimmiinitede patojenik bir faktdr olabilir.
[laglar CpG metilasyonunu inhibe ederek SLE’ye yol acabilmektedir (117). CpG
DNA, insanda TLR9 yoluyla taninmaktadir ve THI immiin cevap yoluyla
kollejenin indiikledigi artritlerin siddetini artirmaktadir (10, 68, 114). Son
zamanlarda CpG DNA-TLRY etkilesiminin, SLE ve RA’da anahtar rol
oynadiklarina dair bulgular vardir (65). TLR9 MHC-II (+) hiicrelerde eksprese
olmaktadir (47). Ul RNA’ya kars1 SLE ve RA hastalarinda otoantikorlarin varligi
tespit edilmistir. Bu RNA’lar tarafindan TLR3’iin aktivasyonu bazi romatoid
hastaliklardaki yiiksek otoantikor diizeyini agiklayabilir (72, 76). Makrofajlarin
uzun siire (16 saatten uzun) TLR araciligiyla patojenlere maruziyeti MHC II

ekspresyonu inhibe etmektedir (132).
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3.5.1 TLR ve romatoid artrit

Son zamanlarda RA’da otoimmiinitenin baslatilmasinda  TLR’lerin
potansiyel rolleri ile ilgili olarak pek ¢ok calisma yapilmistir. RA etyolojisinde
makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerin biiyilk 6nemi
vardir. Bu hiicreler dogal ve kazanilmig immiin cevapta gorevli TLR olarak
adlandirilan reseptdrlere sahiptirler (20, 131). Monosit kdkenli dentritik hiicreler
TLR 3, 4, 7, 8 ve 9 eksprese etmektedirler. Dentritik hiicreler tarafindan eksprese
edilen bu genlerdeki polimorfizmlerin RA gelisimine katki saglayabilecegi ileri
stiriilmektedir. (28). TLR’ler patojen antijenlerine baglanmalarina karsin ayni
zamanda self-antijenlere de baglanabilirler. Ornegin TLR4 RA hastalarmin
inflamatuar sinovial eklemlerinde bol olarak bulunan heat shock proteinler,
fibrinojen ve diger bazi proteinlerle etkilesmektedir. Bu proteinler stres, nekrotik
O0lim ve hasar gibi durumlara maruz kalan hiicreler tarafindan bolca
salgilanmaktadir. Bu sekilde endojen ligandlarin sinovium veya sinovial sividaki
antijen sunan hiicreler tarafindan taninmasiyla RA’nin baslatilabilecegini gosteren
calismalar vardir. TLR4’iin kollojen tip II'nin olusturdugu artiritlerde temel rol
oynadigina dair raporlar vardir (90). TLR tarafindan mikrobial komponentlerin
veya endojen ligandlarin taninmasiyla aktive olan sinovial fibroblastlar ve
makrofajlarda proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve doku yikici enzimlerin

ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (29).

3.5.2. TLR polimorfizmleri ve romatoid artrit
Mevcut literatiir verileri, TLR genlerinde yer alan SNP’lerin bireyler

arasinda TLR ligandlarina cevabi bozabilecegini gostermektedir. TLR genleri ve
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bu genlerde yer alan polimorfizmlerin, inflamatuar ve infeksiyon temelli
hastaliklarda ¢esitli roller oynayarak hastalik gelisimine katkida bulunabilecegi
diisiiniilmektedir. Cesitli TLR gen polimorfizmleri infeksiyon ve inflamatuar
hastaliklar arasinda beraberlikler tespit edilmistir (120). Inflamasyonun RA
gelisimindeki rolil bilindiginden TLR’lerin RA gelisimine katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Literatiir taramalarinda TLR3, 9 ve 10 gen mutasyon ve
polimorfizmleri ve yukarida adi gegen romatoid hastaliklar arasindaki iligkiler
konusunda ¢aligmalara rastlanmamistir; otoantikorlar ve TLR reseptor
polimofizmleri arasindaki beraberlikler konusunda ise ¢ok az sayida calisma
mevcuttur. Ozellikle TLR3, 9 ve 10 polimorfizmleri ve otoantikor pozitiflikleri

arasindaki iligkilerin arastirildig veriler oldukga yetersizdir.
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3.6. Calismanin amaci

1. Romatoid artrit hastalarinda Toll-Like Reseptor 3, 4, 9 ve 10 gen
polimorfizm genotip ve allel sikliklarinin saglikli kontrolle karsilagtirilmasi,

2. Calisilan polimorfizmlerin farkli genotip veya alllelerinin hastalarin
demografik ozellikleri, hastalik siiresi, prognozu, DAS28 ve tedaviye cevap gibi
parametrelerle iliskilerinin degerlendirilmesi,

3. Calisilan polimorfizmlerin farkli genotip veya allelleri ile anti-hnRNP,
anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ gibi otoantikorlar pozitiflikleri arasindaki

beraberliklerin arastirilmasi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Calisma grubu

Bu calismaya, Eylil 2004 ile Subat 2006 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Firat Universitesi Hastanesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dali Romatoloji Poliklinigine tetkik ve tedavi amaciyla bagvuran 1987 ACR
kriterlerine gore romatoid artrit tanis1 almig 100 hasta alindi. Calismaya alinacak
tim hastalara, uygulanacak genetik testler ve RA hakkinda sozlii olarak bilgi
verildi. Katilmayr kabul eden 100 hastaya arastirma detaylarini anlatan hasta
bilgilendirilmis onay formu doldurularak izinleri alindi. Yas, cinsiyet ve egitim
diizeyi bakimindan hasta grubuna denk 100 saglikli goniilliiden olusan kontrol
grubu c¢alismaya alindi. Hastalarin se¢imi kesitsel olarak yapildi ve aktif olan veya
olmayan, DMARD kullanan veya kullanmayan hastalar rastgele secilerek alindu.

Hastalarin cinsiyet, yas, egitim diizeyleri, hastalik siireleri, 6zge¢mis,
aldign medikal tedaviler, tansiyon arteriol sistolik (mm/hg) (TASIS), tansiyon
arteriol diastolik (TADIA), CRP (ng/dl), Eritrosit Sedimantasyon Hiz1 (mm/saat),
RF (U/ml) diizeyleri kaydedildi. Subjektif agri siddeti ise 0-10 arasinda
skorlanmig bir visiiel anolog skala (VAS) ile dlgiildii (0:Agr1 yok, 10:En siddetli
agr1). Kronik agr1 ve deformitelerle iliskili olarak disabilite 6l¢limii olarak genel
saglik durumu soru formu (Health Assessment Questionnaire, HAQ)

degerlendirmeleri yapildi.

4.2. Polimorfizmlerin tayininde kullanmilan gerecler

Agaroz Jel Elektroforez Gii¢ Kaynagi, Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi

(Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium)
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Eppendorf Mastercycler Gradient (Netheler Mlnz GmbH, 23331 Hamburg,
Germany)

UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama {initesi (TCP-20-M,
Vilber Lourmat, Cedex, France)

Otomomatik Mikropipetler, Eppendorf (France)

Sogutmali Mikrosantrifiij (Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP,
Germany)

Elektronik Hassas Terazi ( Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan)

Etiiv, Niive (NP 400, Tirkiye)

Elektro-Mag (Tiirkiye)

Ph Metre (Hana Intruments HI8521 pH meter, Italy)

Otoklav, Niive (Tiirkiye)

Buzdolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu —20 °C, Ugur (Tiirkiye)

Su Banyosu (Kétterman labortechnic type 3643, Germany)

Vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

4.3. Polimorfizmlerin tayininde kullamlan kimyasallar
Borik asit (Merck, Frankfurt, Germany)

EDTA (Sigma,Germany)

Tris HCL (Sigma,Germany)

Etidium Bromide (Sigma, Germany)

Fikol (Serva, Germany)

Bromofenol Mavisi (Sigma, Germany)

34



Xylene Cyanol (Sigma, Germany)
Mutlak Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)
100bg’lik DNA boyur Markir1 (Fermentas, Litvanya)

Agaroz (Sigma, Germany)

4.4. Polimorfizmlerin tayininde kullamlan cozeltiler

Agaroz jel yiikkleme tamponu (6X)

%15 fikol

%0.05 bromofenol mavi

%0.05 ksilen siyanol

Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L)

108 g Tris HCI

55 g Borik asit

20 ml 0.5 M EDTA

1000 ml ddH20O ile tamamlanir.

EDTA Cozeltisi (0.5 M, 50 ml)

18.6gr EDTA tartilir. pH=8.0’e EDTA c¢oziilinceye kadar NaOH
eklenerek ayarlanir.

Etidium bromiid(EtBr) ¢ozeltisi (10mg/ml)

10mg EtBr tartilir, iizerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4°C’de

saklanir.
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4.5. DNA izolasyon islemi

4.5.1.Kullanilan soliisyon ve gerecler

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf research series 2100
pipettes, Germany), pipet uglart (Deltalab 327-17), mikrosantrifiij, vorteks,

izopropil alkol, % 70’lik etil alkol

4.5.2. izolasyon asamalar1
1. 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.
2. Kan tiipii kanin tamamen karigsmasi saglanana kadar hafif¢e sallandi, sonra
300 pl kan cell lysis solusyonu igeren mikrosantriflij tiiptine aktarildi. Karigsmasi
icin tiip 5-6 kez alt-iist edildi.
3. Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tiip 2-3 defa alt-tist edildi. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.
4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklagik 10-20 ul residiiel
s1v1 birakacak sekilde atildi.
5. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifge
vortekslendi.
6. 300 pl Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soltisyonun viskoz
bir hale geldigi gozlendi. Karigtirma sonunda hiicre ¢okeltileri goriinlirse bunlar
¢oziilene kadar soliisyon 37°C de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala ¢okeltiler
goriiliiyorsa ek olarak 100 upl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon

tekrarlandi.
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7. 1.5 ul RNase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-list edilerek karistirildi.
Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden once karisimin oda
sicakligina gelmesi beklendi.

8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiigiik protein ¢okeltileri gortildii.

9. 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein
pelleti goriildii.

10. Iginde DNA bulunan siipernatant, icine 300 pl isopropanol konulmus temiz
bir 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiiptine aktarilarak karistirildi.

11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karigtirildu.
12. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kii¢lik beyaz bir pellet
seklinde goriildii.

13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de saklandi.

4.5.3. DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin ol¢iilmesi

DNA  konsantrasyonu ve saflik  derecesinin  belirlemesi UV
spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA 0Orneginin icerisinde bulundugu
soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktar1 ile dogru
orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda o6l¢iiliir. Bu dalga
boyundaki Ol¢iimlerde cift iplikli DNA icin absorbans degeri 50 pg/ml’lik
konsantrasyon degerlerine karsilik gelir. UV absorbanst DNA’nin safliginin
belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de de
proteinler pik verir). Saf bir DNA 6rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans orani

(A260nm/ A280nm) 1.8°dir. Bu deger elimizdeki DNA Orne§inin verimini
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gosterir. Dolayisiyla buldugumuz deger 1.8’e¢ ne kadar yakinsa verim o kadar
yiiksektir. 1.8’den diisiik degerler drnekte fenol ya da protein kontaminasyonu,
1.8’den biiyiik degerler ise RNA kontaminasyonu varligini gosterir (115). Hasta
ve kontol grubuna ait DNA Ornekleri dlgiilerek konsantrasyonlar1 ve safliklari
belirlendi. 1.8’e yakin olmayan degerlere sahip 6rneklerin DNA’lar1 tekrar izole

edildi.

4.6. PZR calismasi

4.6.1. PZR materyalleri

Taq DNA polimeraz (5U/pl) Fermentas EP0402
10XPZR buffer (10mM) Fermentas EP0402
MgCl, (25mM) Fermentas EP0402
100mM dNTP set Fermentas RO186
Primerler Tontek, Istanbul, Tiirkiye

4.6.2. Restriksiyon enzimleri

Ncol (10u/pl) Fermentas ER0571
Hinfl (10u/pl) Fermentas ER0801
Vspl (10u/pl) Fermentas ER0911
BspTI (10u/pl) Fermentas ER0831
Tagl (10u/pl) Fermentas ER0273
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4.6.3. Polimofizmlerin belirlenmesi

4.6.3.1 TLR3 genindeki rs3775290 (1377 C/T) polimorfizminin
calisiimasi
Forward (ileri) primer: -5’-CCAGGCATAAAAAGCAATATG-3’
Revers (Ger1) primer: -5’-GGACCAAGGCAAAGGAGTTC-3’

Restriksiyon enzimi: Tagl
Tagl Restriksiyon Enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer almaktadir.
Tagl Enzimi kesim bolgesi 5-TAC G A-3'

3'-A G CT-5'

Restriksiyon enzim kesim sonrast CC genotipi i¢in 275bp+62bp, CT

genotipi igin 337bp+275bp+62bp ve TT genotipi i¢in 337bp’lik RFLP iiriinleri

elde edildi (104).

4.6.3.2 TLR4 genindeki rs4986790 (Asp299Gly) ve rs4986791
(Thr3991le) polimorfizmlerinin ¢alisiimasi

4.6.3.2.1. Asp299Gly polimorfizmi (869 A—G, rs4986790)
Forward (ileri) primer: -5'-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3’
Revers (Ger1) primer: -5'-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’

Restriksiyon Enzimi: Ncol
Ncol Restriksiyon Enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer almaktadir.
Ncol Enzimi kesim bolgesi  5'-C*"CATGG-3'

3'-GGTAC"C-5'
Restriksiyon enzim kesim sonrasi wild tip (Asp) allel i¢in 249 b¢’lik ve

polimorfik allel (Gly) i¢in 23b¢’lik azalmayla 196bg¢’lik {iriin elde edildi (95).
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4.6.3.2.2. Thr3991le polimorfizmi (rs4986791)
Forward (ileri) primer: 5-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3’
Revers (Geri) primer: 5'-CCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3’
Restriksiyon enzimi: Hinfl
Hinfl Restriksiyon Enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer almaktadir.
Hinf I Enzimi Kesim Bolgesi 5-GMA NT C-3'
3-C TN A"G-5'
Restriksiyon enzim kesim sonrast wild tip (Thr) allel i¢in 406 bg’lik ve

Polimorfik allel (Ile) igin 29 b¢’lik azalmayla 377 bg’lik {iriin elde edildi (95).

4.6.3.3. TLR9 genindeki rs187084 (-1237 T/C) polimorfizminin

calisiimasi

TLRY genindeki rs187084 (-1237, T/C) ve TLR10 genindeki rs4129009
(2322A/G, Exon 3 1775V) polimorfizmlerinin degerlendirilmesi i¢in
www.ensembl.org web adresi kullanilarak genlerin tam dizierine ulasildi ve
primer dizayn edildi. Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP yontemi

kullanilirken 6zellikle segilen enzimin star aktiviteye sahip olmamasi tercih edildi.
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Tablo 2: TLR9 genine ait rs187084 (-1237, T/C) polimorfizimi i¢in

dizayn edilen primerler ve BspTI(AfIII) restriksiyon enzim kesim bolgesi.

tgctgetgagecagecagatgectggc ACTATGGAGCCTGCCATGATAC Cacccagagtg
ggectggggooagcaggctggecagatgtgcagecttgectectecccagecageaacaattcattaattcattcattcag
ccttcactcagaaataccctctetgtgectgeccagagetgactgetgggtgtacataattcagecagatatcaageactt
actatgtgctgggcactgtactggatcetggggatgecagataaaagatcactgecC | TTAAGaagetgacatte
cagcaggggaataagacgatatacaataaaccatgaaagatcaatgatccggtgtgctagecagttaaaaaatgttagg
acaaagagaaacatagaccaggcaaaggagctcaggagtgecagatctgGGGTGGGAGGTTTGT

AAGAAGGCTGGATggccctgttgagagggtgac atgggageag

Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html programi

kullanilarak dizayn edildi.
Forward (ileri) primer: 5>~ ACTATGGAGCCTGCCTGCCATGATACC-3’
Revers (Geri) primer: 5> ATCCAGCCTTCTTACAAACCTCCCACCC-3’

Restriksiyon Enzimi: BspTI (AfIII)
BspTI Restriksiyon Enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer almaktadir
BspTI enzimi kesim bolgesi 5“C"TTAAG-3

3-GAATT"C-5
Primerlerle PZR sonras1 423bp’lik amplifikasyon iirinii elde edilmektedir.

RFLP i¢in bspTI restriksiyon enzimi kullanildi. BspTI restriksiyon enzimi ile
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kesim yapildiktan sonra 172bp ve 251bp’lik RFLP iiriinleri elde edildi. RFLP
tiriinleri %2’lik agoroz jelde goriintiilendi.

Wild : 251bp + 172bp (TT)

Heterozigot: 423bp+251bp + 172bp (TC)

Mutant: 423bp (CC)

4.6.3.4. TLR10 genindeki rs4129009 (2322A/G, Exon 3 (I775V)
polimorfizminin ¢calisiilmasi
TLR10 geni i¢in c¢alisilacak polimorfizmin seg¢ilmesinde Sun ve

arkadaslarinin ¢alismasi kullanildi (126).

Tablo 3: TLR10 genine ait rs4129009 (2322A/G, Exon 3 (1775V))
polimorfizmi i¢in dizayn edilen primerler ve Vspl restriksiyon enzim kesim

bolgesi.

atgaattctactttgcccaccacaatctcttccatgaaaattctgatcatataattcttatCTTACTGGAACCC
ATTCCATTCTATTGCattcccaccaggtatcataaactgaaagcetctcectggaaaaaaaagceatacttg
gaatggcccaaggataggcgtaaatgtgggcttttctgggcaaaccttcgagetgctAT | TAATgttaatgtatt
agccaccagagaaatgtatgaactgcagacattcacagagttaaatgaagagtctcgaggttctacaatctctctgatg
agaacagattgtctataaaatcccacagtccttgggaagttggggaCCACATACACTGTTGGGAT
GTACATTGAtacaacctttatgatggcaatttgacaatatttattaaaataaaaaatggttattcccttcatatcag

tttctagaaggatttctaagaatgtatcctataga
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Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html programi
kullanilarak dizayn edildi.
Forward (ileri) primer: -5’-CTTACTGGAACCCATTCCATTCTATTGC-3’
Revers (Geri) primer: -5’-TCAATGTACATCCCAACAGTGTATGTGG-3’
Restriksiyon Enzimi: Vspl
Vspl Restriksiyon Enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer almaktadir.
Vspl enzimi kesim Bolgesi S“AT'"T AAT-3
3-TAAT T A-S

Primerlerle PZR sonrasi1 309bp’lik amplifikasyon tiriinii elde edilmektedir.
RFLP i¢in Vspl restriksiyon enzimi kullanildi. Vspl restriksiyon enzimi ile kesim
yapildiktan sonra 168bp ve 141bp’lik RFLP firiinleri elde edildi. RFLP iiriinleri
%?2’lik agoroz jelde goriintiilendi.

Wild : 141bp + 168bp (AA)

Heterozigot: 309 bp+141bp + 168bp (AG)

Mutant: 309 bp (GG)

TLR9 ve TLR10 genleri igin ¢alisilan polimorfizmlerin dogrulanmasi igin
DNA dizileme yapildi. Bu amagla her bir polimorfizm i¢in wild, heterozigot ve
mutant oldugu RFLP yontemi ile tespit edilen Ornekler PZR ile ¢ogaltildi.
Laboratuvarlarimizda DNA dizileme cihazi bulunmadigindan ornekler Ankara
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez laboratuvarina

gonderildi ve tim DNA dizileme islemleri bu birim tarafindan gergeklestirildi.
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4.6.4. PZR kurulmas islemi

PZR 0.5 mI’lik tiiplerde toplam hacim 30ul olacak sekilde gerceklestirildi.
Her bir tiipe 6 pl hasta DNA’s1 ve iizerine 3 pul MgCl,, 3 ul 10X buffer, 3 ul ANTP
(2.5mM), 1 pl primer 1 (30 pmol), 1 pl primer 2 (30 pmol), 0.1 U Taq DNA
polimeraz ve 13 pl ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve PZR
cihazina onceden girilmis olan programda PZR islemi gerceklesti. PZR sonrasi

tiriinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.6.5. PZR kosullar
Degerlendirilen tiim polimorfizmler i¢in ayn1 PZR kosullar1 kullanildi.

94 °C de 5 dakika
55 °C de 1 dakika 1 dongii
72 °C de 1 dakika

94 °C de 1 dakika .............. ( denatiirasyon )

60 °C de 1 dakika .............. (‘eslesme ) 35 dongii
72 °C de 1 dakika .............. ('sentez )

94 °C de 1 dakika

55 °C de 1 dakika 1 dongii
72 °C de 7 dakika

4.7. PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi
Kesim 25 pl iizerinden yapilmistir. 20 pl PZR iiriind, 2,5 pl 10Xbuffer, 0.5
U restriksiyon enzimiyle toplam hacim 25 pl’ye tamamlanmistir.
Kesim islemi Ncol, Hinfl, Vspl ve BspTI i¢in 37° C’de ve Taql igin 65°
C’de 16 saat bekletilmek suretiyle gerceklestirilmistir. Tiim enzimler i¢in ayni

kesim protokolii uygulandi.
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4.8. Agaroz jel elektroforezi

Yapilan bu calismada PZR ile cogaltilmis iriinlerin tanimlanmasi igin
agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen iriinlerin biiyiikliiklerini
tanimlayabilmek icin % 4’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizenegine
uygun hacim; toz halindeki agarozun 0.5X TBE tamponunda manyetik karistiricili
bir mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis
cozelti 55-60 °C’ye sogutularak 0.25 pg/ml EtBr ilave edildi. Kuyular
olusturacak olan tarak, tabagina yerlestirildikten sonra hazirlanan jel, hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde buraya dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak
dikkatlice ¢ikarilarak jel platformu 0.5XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez
tankina yerlestirildi. Bu tampondan jelin lizerini 1-2 mm gegecek kadar eklendi.
Ornekler ve belirteg DNA, 6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak
kuyulara 15’er ul yiiklendi. Gli¢ kaynagi agilarak 90 V’a ayarlandi. Yaklasik
yarim saat sonra gii¢ kaynagi kapatildi. Jel goriintiileme sisteminde UV 1511

altinda incelendi (6, 27).

4.9. Romatid artritli hastalarin serum o6rneklerinde otoantikorlarin
calisiimasi

Hastalarin kan ornekleri santrifiijjlde 3000 rpm’de 5 dakika c¢evrildi.
Santrifiij sonrasi istteki serum ayrilarak ependorf tiiplere aktarildi. Serum
ornekleri ELISA c¢alismalar1 yapilana kadar -20°C’te saklandi. Tiim ELIZA
calismalari, Firat Universitesi Hastanesi Immiinoloji ~ Anabilim Dali

Laboratuvarlarinda yapilarak degerlendirildi.
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4.9.1. Anti-RNP Cahisilmasi
Anti RNP otoantikorlarinin tespiti i¢gin REAADS anti-RNP (Corgenix,
Colorado, USA) kiti kullanildi. Yontem kitin protokoliine uygun olarak

gergeklestirildi.

4.9.2. Anti-CCP Cahsilmasi
Anti-CCP otoantikorlarinin tespitinde Aeskulisa RA/ CP-Detect (Aesku,
Wendelsheim, Germany) kiti kullanildi. Yontem kitin protokoliine uygun olarak

gergeklestirildi.

4.9.3. Anti-Kollojen Tip II Cahisiimasi
Anti-Kollojen tip II otoantikorlarinin tespiti Collogen Type II, Human
IgG, anti-Human BioAssay ELISA (USBiological, Massachusetts, USA) Kiti

kullanilarak yapildi. Yontem liretici firmanin protokoliine uygun olarak yapildi.

4.10. istatistik Analizler

Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS for Windows 12,0 paket istatistik
programi (SPSS Inc. Chicago IL USA) kullanildi. Parametreler arasi iligkiler
Pearson korelasyon analizi kullanilarak degerlendirildi. Hasta ve kontroller
genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Ki-kare analizi ile yapildi. Gruplar arasi
farklarin degerlendirilmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney-U testi
kullanildi. Degerlendirmelerde p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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5. BULGULAR
Calisma grubunda 94 erkek ve 6 kadin vardi ve hastalarin yag ortalamalari
51.03 (Min:24-Max:75, Std. Dev: 12.48)’di. Kadinlarin yas ortalamasi 50.73
(Min:24-Max:75, Std. Dev: 12.12 ), erkeklerin yas ortalamasi 55.66 (Min:30-
Max:75, Std. Dev: 17.92)’dir. Hasta grubunun demografik 6zellikleri Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4: Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri.

Ortalama = SD (N=100)

Demografik Ozellik
Yas (yil, min-mak) 51.03 £ 12.4 (24-75)
Cinsiyet (kadin/erkek) 94/6
Hastalik siiresi (yil) 8.96+7.11
Sabah tutuklugu (dak) 0.98+1.15
ESR (mm/saat) 29.81 +£24.20
CRP (mg/L) 17.55 +£24.96
Hemoglobin (g/dl) 1242 +1.47
Romatoid Faktor (IU/ml) 186.85 +195.37
Ritchie a(rlt{ﬂ;uil)er indeks 16.23 + 13.74
DAS28 4.04 £1.41

RF ve DAS28 degerleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (p=0.01).
Das28 ve anti-CCP arasinda anlamliliga yakin bir iliski bulunmasina ragmen bu
iligki istatistiki olarak anlamli degidi (p=0.07). Calismada anti-CCP 91 hastanin
serumunda degerlendirildi. Anti-CCP agisindan hastalarin 64’1 (%70.3) pozitif ve
27°s1 (%29.7) negatif olarak degerlendirildi. Anti-CCP ve Ritcthie eklem indeksi
arasinda pozitif bir iliski tespit edildi (p=0.03). Anti-kollojen tipll antikor

diizeyleri ve hasta yas1 arasinda pozitif bir iliski bulundu (p=0.047).
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5.1. Hasta ve kontrollerde TLR3 rs3775290 (1377 C/T) polimorfizm
dagilimlan

Hasta ve kontrol grubu arasinda TLR3 genotipleri agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmedi (X*=0,56, df=2, p= 0,75). TLR3 allel sikliklar1 kontrol ve
hasta grubu arasinda karsilastirildiginda allel sikliklar1 agisindan hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamh bir farkhilik saptanmadi (X*=0,42 df=1, p= 0,51). CC ve
CT genotipleri (p=0.71, OR=0.71, CI=0.2-1.9), CC ve TT genotipleri (p=0.61,
OR=0.6, CI=0.2-1.8), CT ve TT genotipleri (p=0.83, OR=0.9, CI=0.5-1.6)
karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. Hastalarin demografik o6zellikleri, DAS28 ile TLR3 genotipleri
arasinda herhangi bir iligki tespit edilmedi. TLR3 genotipleri ile anti-hnRNP,
anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ gibi otoantikorlar pozitiflikleri arasinda
herhangi bir iliski bulunmadi. Sekil 1’de TLR3 genindeki 1377 C/T

polimorfizmine ait agoroz jel resmi gosterilmektedir.

Tablo 5: TLR3 1377 C/T polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilimlari.

Genotipler TT (%) TC (%) CC (%) p
Hasta (n=100) % 11 % 43 %46 -
Kontrol (n=100) % 8 % 43 %49 -
Alleler T C p
Hasta (n=100) 0.325 0.675 -
Kontrol (n=100) 0.295 0.705

-: p>0.05
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Sekil 1: TLR3 genindeki rs3775290 (1377 C/T) polimorfizmi i¢in PZR’ye ydnelik
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Stitunl: 100bg¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: 337 bp (TT:
mutant o6rnek)., Siitun 3: 337bp+275bp+62bp (CT: heterozigot 6rnek), Siitund: 275bp+62bp (CC:

wild 6rnek).

5.2. Hasta ve kontrollerde TLR4 rs4986790 (Asp299Gly) ve rs4986791
(Thr3991le) polimorfizm dagilimlar:

Tablo’6 da Asp299Gly ve Thr3991le polmorfizmlerinin hasta ve saglikli
kontroldeki genotip dagilimlar1 ve allel sikliklar1 verilmistir. Hasta ve kontrol
grubu arasinda Asp299Gly (odds ratio, OR=3.2, %95 CI 1.2-8.5, p=0.02) ve
Thr3991le allel (OR=2.5, %95 CI 1.04-6.11, p=0.05) sikliklar1 agisindan anlamli
bir farklilik tespit edildi. Her iki allel sikliginin da hasta grubunda artmis oldugu

belirlendi. Buna gore Gly allel siklig1 hasta grubunda %17, kontrol grubunda %6
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ve Thr399Ile Ile allel siklig1 hasta grubunda %18, kontrol grubunda %8 olarak
belirlendi. RA’Il hastalarin %10’nunda Asp299Gly ve Thr3991le allellerinin
beraber segregasyon gosterdigi belirlendi. Sekil 2°’de Asp299Gly genotiplerinin ve
Sekil 3’de ve Thr399Ile genotiplerinin agaroz jel goriintiileri gosterilmektedir.
Hastalarin demografik 6zellikleri ve DAS28 ile TLR4 genotipleri arasinda
herhangi bir iligki tespit edilemedi. TLR4 Asp299Gly ve Thr3991le gen
polimorfizimleri ile anti-hnRNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ gibi
otoantikorlar pozitiflikleri arasinda herhangi bir iligki bulunamadi. TLR4 299
polimorfizminin kontrol grubuyla karsilagtirlldiginda hasta grubunda anlaml
olarak artmis oldugu tespit edilmistir. Ancak hastaligin demografik ve klinik
ozellikleri ile D299G polimorfizimi arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki

tespit edilemedi.

Tablo 6: TLR4 Asp299Gly polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilimlari.

Genotipler Asp/Asp(%) Asp/Gly(%) Gly/Gly(%) p
Hasta (n=100) % 83 % 17 0 *

Kontrol (n=100) % 94 % 6 0 -
Alleler Asp Gly p
Hasta (n=100) 0.83 0.17 >
Kontrol (n=100) 0.94 0.06 -

*: p<0.05

**: p<0.01
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Tablo 7: TLR4 Thr399Gly polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilimlari.
Genotipler Thr/Thr (%) Thr/lle (%) Ile/Ile (%) p
Hasta (n=100) % 82 % 18 0 *
Kontrol (n=100) % 92 % 8 0 -
Alleler Thr Ile p
Hasta (n=100) 0.82 0.18 *
Kontrol (n=100) 0.92 0.08 -

*: p<0.05
**: p<0.01
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Sekil 2: TLR4 genindeki Asp299Gly polimorfizmi igin PZR’ye yonelik agaroz jel

elektroforez goriintiisii. Stitunl: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun2 ve 3: 249b¢ (Asp/Asp:

wild 6rnek) , Siitun4: 249b¢+196bg (Asp/Gly: heterozigot drnek). D: Aspartik asit, G: Glisin.
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Sekil 3: TLR4 genindeki Thr399Gly polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel
elektroforez gorlintiisii. Stitunl: 100bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: 406 bg¢ (Thr/Thr: wild

ornek), Siitun3: 406b¢+377bg (Thr/Gly: heterozigot 6rnek). T: Treonin, G: Glisin.

5.3. Hasta ve kontrollerde TLR9 rs187084 (-1237, T/C) polimorfizm
dagilimlan

Wild tip bolgeyi kesen BspTI enzimi kullanilarak RFLP yontemiyle
polimorfizm kontrol ve hasta grubunda basariyla genotiplendirildi. DNA
dizilemeyle RFLP sonuclari kontrol edildi ve dogrulandi. Sekil 4’de TLR9
polimorfizmine ait agoroz jel goriintlisii yer almaktadir. Sekil 5 ve Sekil 6’da
farkli genotiplerin DNA dizileme sonuclar1 gosterilmektedir. Hasta kontrol
grubundaki genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Tablo 8’de gdsterilmistir. Hasta
ve kontrol arasinda TLR9 genotipleri acisindan anlamli bir farklilik tespit edildi
(X2=8,698, df=2, p= 0,013). Hasta ve kontrol grubu arasinda TT, TC ve CC
genotipleri karsilastirildiginda sirasiyla TT veTC arasinda OR=1.58 (0.7-3.2),
p=0.27, TT ve TC arasinda OR=3.18 (1.4-7.0), p=0.007 ve TC ve CC arasinda
OR=2.0 (1.0-3.9), p=0.04 degerleri bulundu. TLR9 allel sikliklar1 kontrol ve
hasta grubu arasinda karsilastirildiginda C allelinin hasta grubunda azalmis sikliga
sahip oldugu saptandi (X°=9,014, df=1, p= 0,003). Hastalarin demografik

ozellikleri, DAS28, anti-hnRNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ ile TLR9
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genotipleri arasinda herhangi bir iliski tespit edilmedi. TLR9 genotipleri ve tedavi
oncesi CRP (p=0.035), RF (p=0.034) degerleri arasinda anlamli bir farklilik tespit
edildi. Tedavi 6ncesi CRP degerlerinin C alleline sahip bireylerde artmis oldugu
bulundu (Tablo9). Aktif ve inaktif hasta gruplarinda genotip dagilimlar
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir farklilik gdsterildi (X2=7,49, df=2,
p= 0,024). Inaktif hasta grubunda C allel sikhginm artmis oldugu bulundu

(X?=5,11, df=1, p= 0,024) (Tablo10).

Tablo 8: TLR9 rs187084 (-1237, T/C) polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol

grubundaki dagilimlari.

Genotipler TT (%) TC (%) CC (%) p
Hasta (n=100) % 37 % 45 %18 *
Kontrol (n=100) % 20 % 49 %31 -
Alleler T C P
Hasta (n=100) 0.60 0.40 >
Kontrol (n=100) 0.45 0.55 -
*: p<0.05

**: p<0.01

Tablo 9: TLRY genotipleri ve tedavi dncesi CRP ve RF deger dagilimlari.

Genotipler TT TC CC p
CRP 13,19+16,25 17,55+28,25 26,79+29,69 *
RF 201,37+186,05 206,79+211,20  103,66+157,21 *
*: p<0.05
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Tablo 10: TLR9 genotiplerinin aktif ve inaktif gruplardaki dagilimlari.

Genotipler TT TC CC P
Aktif hasta grubu (n=34) 11 13 10 *
Inaktif hasta grubu (n=54) 5 27 22 *
Alleler T C p
Aktif hasta grubu 0.51 0.49 *
Inaktif hasta grubu 0.34 0.66 *
*: p<0.05

Sekil 4: TLRY genindeki rs187084 (-1237, T/C) polimorfizmi i¢cin PZR’ye ydnelik
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Stitunl: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: 423bp (CC:
mutant 6rnek), Siitun 3: 423bp+251bp + 172bp (TC: heterozigot 6rnek), Siitund: 251bp + 172bp

(TT: wild tip 6rnek).
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Sekil 5: TLRY genindeki rs187084 (-1237, T/C) polimorfizmi i¢in CC genotipine ait

DNA dizileme goriintiisii (gccC| TTAAGaag).

B A

Sekil 6: TLRY genindeki rs187084 (-1237, T/C) polimorfizmi i¢in TT genotipine ait

DNA dizileme goriintiisii (gccC| TTAAGaag).

55



5.4. Hasta ve kontrollerde TLR10 rs4129009 (2322A/G, Ekzon 3

(I775V) polimorfizm dagilimlar:

Wild tip bolgeyi kesen Vspl enzimi kullanilarak RFLP yontemiyle
polimorfizm kontrol ve hasta grubunda basariyla genotiplendirildi. Sekil 7’de
TLR10 polimorfizmine ait agoroz jel goriintiisii yer almaktadir. Sekil 8 ve Sekil
9’da farkli genotiplerin DNA dizileme sonuglar1 gosterilmektedir. Sonuglar DNA
dizilemeyle dogrulandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda TLR10 genotipleri
acisindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi (X2=1,33, df=2, p= 0,51). TLR10
allel sikliklar1 kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda allel sikliklar
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(X*=0,52 df=1, p= 0,46). AA ve AG genotipleri (p=0.26, OR=1.4, CI=0.7-2.5),
AA ve GG genotipleri (p=0.97, OR=1.0, CI=0.3-2.8), AG ve GG genotipleri
(p=0.74, OR=1.3, CI=0.4-3.9) karsilagtirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda
anlaml bir farklilik bulunmadi. Hastalarin demografik 6zellikleri ve DAS28 ile
TLR10 genotipleri arasinda herhangi bir iliski tespit edilmedi. TLR10 genotipleri
ile anti-hnRNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ gibi otoantikorlar

pozitiflikleri arasinda herhangi bir iliski bulunmadi.
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Tablo 11: TLR10 +2322 A>G polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilimlari.

Genotipler AA (%) AG (%) GG (%) p
Hasta (n=100) % 55 % 36 %9 -
Kontrol (n=100) % 48 % 44 %8 -
Alleler A G p
Hasta (n=100) 0.73 0.27 -
Kontrol (n=100) 0.70 0.30 -
*: p<0.05

-1 p>0.05

TLR10 genotipleri ve hastalik siiresi arasinda genotipler agisindan anlaml

bir farklilik tespit edildi.

Tablo 12: TLR10 +2322 A>G polimorfizm genotipleri ve ortalama hastalik siiresi

dagilimlari.
Genotipler AA (%) AG (%) GG (%) p
Hastalik siiresi 14,44+11,84 9,90+6,32 7,42+6,15 *
*: p<0.05
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Sekil 7: TLR10 genindeki +2322 A>G polimorfizm icin PZR’ye yonelik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Siitunl: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: 309 bp (GG: mutant
ornek), Siitun 3: 309 bp+141bp + 168bp (AG: heterozigot 6rnek), Siitun 4: 141bp + 168bp (AA:

wild 6rnek).
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Sekil 8: TLR10 genindeki +2322 A>G polimorfizm igin AA genopine ait DNA dizileme

goriintiisii (gctAT | TAATgtt).

Ml

Sekil 9: TLR10 genindeki +2322 A>G polimorfizm i¢in GG genopine ait DNA dizileme

goriintiisti (gctGT | TAATgtt).
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6. TARTISMA

Ik kesfedildigi 1991 yilindan itibaren TLR ve hastaliklar arasindaki
iligkilerin arastirildigt pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda TLR polimorfizmleri ve bazi hastaliklar arasinda iligkilerin oldugu
bulunmustur. Infeksiyon, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda TLR rolii oldugu
gosterilmistir. Innate immiin sistemin bileseni olan bu reseptdrler farkh
molekiilleri taniyarak proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol a¢maktadirlar.
TLR reseptdrlerinin aktivasyonu, patojenlere kars1 konak¢1 ve otoimmiin yanitinin
olugmasini saglamaktadir (37).

TLR3 genindeki 1377 C/T polimorfizmi genotip ve allel sikliklari
karsilastirildiginda, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik olmadigi
tespit edildi (p>0.05). Bu calismada TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr3991le
polimorfizmleri hasta ve kontrol gruplar arasinda karsilagtirildiginda iki grup
arasinda anlamli bir farklilik oldugu ve hasta grubunda varyant genotiplerin
kontrole gore anlamli olarak arttig1 bulundu (sirasiyla, p=0.02 ve p=0.05). TLR9
genindeki -1237 T/C genotip ve allel sikliklar1 hasta ve kontrol grubunda
karsilastirildiginda TT genotip ve (p=0.01) ve allel (p=0.003) sikliklarinin hasta
grubunda artmis sikliga sahip oldugu bulundu. TLR9 genotipleri ve CRP
degerleri karsilastirildiginda CC genotipine sahip hastalarda CRP degerlerinin
daha yiiksek oldugu bulundu. TLR9 TT genotipine sahip hastalarda 13.19+16.25
mg/l, TC genotipine sahip hastalarda 17.55+28.25 mg/l ve CC genotipine sahip
hastalarda 26.794+29.69 mg/l ortalama CRP degerleri bulundu. Hasta grubunda

CC allel genotipinin azalmig sikliga sahip oldugu goriildii. Hasta ve kontrol grubu
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arasinda TLR10 genotip ve allel sikliklar1 agisindan anlamli bir farklilik tespit

edilmedi (p>0.05).

RA patogenezi tam olarak bilinmeyen kompleks bir hastaliktir (83).
Patogenezde dogal ve kazanilmig immiin sistemin 6nemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. Deneysel RA modelleri de patogenezde dogal immiin sistemin rolii
oldugunu desteklemektedir. TLR’ler Ozellikle monosit, makrofaj ve dentritik
hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir. Makrofaj ve dentritik hiicreler
tizerindeki TLR’ler, dogal immiin sistemin aktivasyonunu saglayarak
proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agmaktadirlar. Bu aktivasyon T ve B
hiicrelerini igeren kazanilmig immiin cevabin gelismesini uyarmaktadir.
Kazanilmis immiin cevabin gelisimden sonra proinflamatuar sitokinler RA
patogenezine dogrudan katki saglayabilmektedir (74). RA’da, romatoid artritlerin
olugmasina, inflamatuar cevabi uyaran ¢esitli potansiyel uyaricilarin neden oldugu
ileri stiriilmektedir. Mikrobial iirlinler immiin ve inflamatuar cevaba yol agan TLR
yoluyla inflamatuar hiicreleri aktive edebilirler. Artritlerde ozellikle TLR2 ve

TLR4 inflamatuar siklusun baslamasinda kritik role sahiptirler (83).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda ankilozan spondilitli bireylerin
16kositlerinde ve RA hastalarinin periferal kan mononiikleer hiicrelerinde TLR2
ve TLR4 ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir (16, 75, 143). TLR2 ve TLR4’iin
RA sinovial doku makrofajlarinda eksprese oldugu tespit edilmistir (75). Sinovial
makrofajlar RA’da proinflamatuar sitokinlerin ana kaynagidir. Makrofajlar dogal
immiin sistemin dnemli bir bileseni olup TNF-a gibi proinflamatuar sitokilerin

ana kaynagidir. Bu sitokinlerden olan IL-8 RA’da inflamasyona ve eklem
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destruksiyonuna yol ag¢maktadir (74). Bu veriler, kronik sinoviositlerde
makrofajlarin 6nemini gostermektedir. TLR’ler bu prosesin baslamasinda ve
ilerlemesinde gorevli olabilirler. RA hastalarinin eklemlerinden elde edilen
CD14+ makrofajlarda, kontrol makrofajlari ile karsilastirildiginda TLR2 ve TLR4

ekspresyonunun arttig1 bulunmustur.

Pek ¢ok farkli ¢aligmada TLR4 geninde yer alan Asp299Gly ve Thr3991le
polimorfizmlerinin ¢esitli hastalarin patogenezinde rolii olup olmadig1 ve farkl
toplumlardaki allel sikliklar1 aragtirilmistir. Gendeki polmorfizmlerin bazi
inflamatuar ve infeksiyon hastaliklarina katki saglayabilecegi ortaya konmustur ve
bu iki polimorfizmin allel sikliklarinin populasyonlar arasinda farkliliklar
gosterdigi tespit edilmistir. Achyut ve arkadaslar1 gastrit ve prekanserdz
lezyonlara sahip 130 hasta ve 200 asemptomatik kontrolde TLR4 Asp299Gly ve
Thr3991le polimorfizmlerini degerlendirmislerdir. Thr3991le genotip sikliklar
hasta grubunda %8 ve kontrol grubunda %3, Asp299Gly sikliklar1 hasta grubunda
%6.5 ve kontrol grubunda %3 olarak tespit edilmis ve hasta grubunda her iki
polimorfizmin de artmis sikliga sahip oldugu ortaya konmustur. Polimorfizmlerin
gasrit ve prekanser6z lezyonlar i¢in bir risk faktorii olabilecegini belirtmislerdir
(1). Hernesniemi ve arkadaglart TLR4 Asp299Gly polimorfizm G alleli ve artmis
karotid arter elastikligi arasinda bir iligki oldugunu ve bu allelin koruyucu
etkisinden dolay1 bu bireylerin kardiovaskiiler hastalik risklerinin azalabilecegini
bildirmiglerdir (69). Schiirman ve arkadaslar1 sarkoidozlu bireylerde Asp299Gly
ve Thr399Ile polimorfizmlerini degerlendirmisler ve hastalikla bu polimorfizmler
arasinda herhangi bir iliski tespit etmemislerdir (121 ). Urcelay ve arkadaslar

TLR4 varyant genotip ve multiple skleroz arasinda herhangi bir iliski tespit
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edememislerdir (133). Kolz ve arkadaslar tip II seker hastaligi ve TLR genindeki
Asp299Gly ve Thr3991le polimorfizmleri arasinda herhangi bir iliskinin
olmadigini belirtmislerdir (81). Hong ve arkadaslari Kron hastalarinda yaptiklar
meta analizler sonucunda TLR4 Asp299Gly ve TLRY 1237C polimorfizmlerine
ait varyant genotiplerin kron hastaligiyla beraberlik gosterdigini ortaya
koymuslardir (73). Hawn ve arkadaglar1 lejyoner hastagt ve TLR4 genindeki
Asp299Gly ve Thr3991Ile polimorfizmleri arasinda iliski oldugunu belirtmiglerdir.
Hasta grubunda Asp299Gly varyant sikligin1 %2.5 ve kontrol grubunda %6.5
olarak bulmuslardir. Thr399 Ile’nin Asp299Gly ile beraber segregasyon
gosterdigini ve bu polimorfizm i¢inde ayni beraberligin s6z konusu oldugunu
sOylemislerdir (66). Emonts ve arkadaslart TLR4 genindeki Asp299Gly
varyantinin da rekiirrent otitis media artmig sikliga sahip oldugu tespit edilmistir
(48). Mockenhaupt ve arkadaslari Malaria’li ¢ocuklarda TLR4 genindeki
Asp299Gly ve Thr3991le polimorfizmlerini saglikli kontrolle karsilagtirarak
incelemislerdir. Malaria’li ¢ocuklarda Asp299Gly allel sikligint %24.1, kontrolde
%17.6 ve Thr399Ile allel sikligin1 hasta grubunda %6.2, kontrolde %2.4 olarak
belirlemiglerdir. Bu varyantlarin malaria infeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ile
beraberlik gosterdigini ileri siirmiiglerdir (102). Ayni arastiricilar P. falciparum ile
infekte gebe kadinlarda yaptiklari calismada benzer sekilde TLR4 Asp299Gly
varyantt ve TLR9 T-1486C polimorfizmlerinin hastaligin ortaya c¢ikmasiyla
beraberlik gdsterdigini tespit etmislerdir (103).

Berdeli ve arkadaglari Tirk kronik periodontis hastalarinda TLR4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerini c¢alismiglardir.  Asp299Gly ve

Thr3991le polimorfizm sikliklar1 sirasiyla hasta grubunda %2.,4 ve %1,8, kontrol
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grubunda ise %2.8 ve %2.5 olarak tespit etmislerdir (23). Biz ¢alismamizda
kontrol grubunda bu allel sikliklarini sirasiyla %6 ve %8 olarak tespit ettik. Tiirk
toplumunda bu polimorfizmin farkli ¢aligmalarda farkli sikliklarda bulunmasinin
en dnemli sebeplerinden birinin bdlgesel farkliliklar olabilecegini diisiinmekteyiz.
Ferwerda ve arkadaglart 15 populasyondan 2491 bireyde yaptiklart TLR4
Asp299Gly ve Thr3991le polmorfizm degerlendirmesinde diinyanin farkli
bolgelerindeki toplumlarda Asp299Gly ve Thr3991le alllellerinin farkli prevalansa
sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Ornegin Bati Afrika’da sadece Asp299Gly
alleli tanimlanirken Beyaz irkta Asp299Gly alleli ile Thr399Ile allelinin %98
oranininda beraber segregasyon gosterdigini tespit etmislerdir (54). Biz
calismamizda bu oran1 %55,5 olarak belirledik. Bu iki polimorfizmin beraber
segregasyonlar1 toplumlar arasinda farkliliklar gostermektedir. Bunun temel
nedeni gogler ve ve seleksiyonlaradir (54). Literatiirde Tiirk populasyonda bu iki

allelin segregasyon oranlarina ait verilere ratlanmamustir.

Carvalho ve arkadaslari non invaziv pulmoner aspergillozis ve TLR2,
TLR4 ve TLRY9 polimorfizmlerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak TLR4
Asp299Gly G varyantinin kronik kaviter pulmoner aspergillozisle ve TLR9 1237
T—C polimorfizminin C allelinin allerjik pulmoner aspergillozisle beraberlik

gosterdigini ortaya koymuslardir (36).

Calismamizda TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr3991le olmak iizere iki
adet oOnemli fonksiyonel poimorfizmi degerlendirdik ve  kontrolle
karsilagtirildiginda bu polimorfizmlerin hasta grubunda ki artmis sikliginin

istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edildi. RA ve TLR4 genindeki
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polimorfizmler arasindaki iligkilerin ¢alisildig1 ¢alismalarda oldukcga farkli veriler
elde edilmistir. Sheedy ve arkadaslari 964 RA hastast ve 965 saglikli kontrol
bireyinde TLR4 Asp299Gly polimorfizmini ¢alismislardir. Varyant allel sikligini
RA hasta grubunda %12,2 ve kontrol grubunda %12,8 olarak tespit etmislerdir.
RA ve TLR4 polimorfizmi arasinda ve TLR4 polimorfizmleri romatoid faktor
(RF) veya anti-CCP durumu veya radyolojik hasar arasinda herhangi bir iligki
tespit etmemiglerdir. Bu polimorfizmlerin RA hastaligina yatkinlik yada hastaligin
ciddiyetine katki saglamadigini belirtmislerdir (123). Kilding ve arkadaslari
Asp299Gly polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiki
olarak anlamli iligki tespit etmemiglerdir. Bu polimorfizmin hastaligin
etyopatogenezinde veya gidisatinda rol oynamadigini belirtmislerdir  (80).
Sanchez ve arkadaslar1 122 SLE ve 244 RA hastasinda TLR4 Asp299Gly ve
Thr3991le polimorfizmlerini incelemigler ve hastaligin demografik veya klinik
parametreleriyle arastirilan polimorfizmler arasinda herhangi bir iligki olmadigini
belirtmiglerdir (116). Radstake ve arkadaslar1 diger c¢alismalarin tersine RA
hastalarinda yaptiklar1 ¢calismada TLR4 Asp299Gly polimorfizm sikliginin hasta
grubunda kontrolle karsilastirildiginda daha az oldugunu tespit etmigleridir.
Ancak radyolojik hasar ve diger klinik parametreler arasinda anlamli bir iligki
bulamamiglardir (111). Radsake ve arkadaslarinin ¢alismasi diger caligmalarla
dogrulanmamistir. Kuuliala ve arkadaglari RA hastalarinda TLR4 +896 G allelini
tagilyan hastalarda tedavi cevabinin bozulabilecegini belirtmislerdir (85). Kang
ve arkadaslar1 sistemik otoimmiin hastaliga sahip bireylerde yaptiklari ¢aligmada
Asp299Gly ve Thr3991le polimorfizmlerini Kore toplumunda tespit edememisler

ve bu polimorfizm agisindan etnik farkliliklarin 6nemli olabilecegini ileri
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sirmiislerdir (77). Diger c¢alismalardan farkli olarak calismamizda TLR4
Asp299Gly allelinin kontrolle karsilastirildiginda hasta grubunun artmis allel
sikliginin istatistiki olarak anlamli oldugu bulundu. Ancak diger ¢alismalarla
benzer sekilde hastaligin dermografik ve klinik 6zellikleri ile bu polimorfizmler

arasinda herhangi bir iligki tespit edilmedi.

Varyantlarin RA etyopatogenezinde nasil bir rol oynadiklar1 tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, bazi muhtemel mekanizmalar vardir. Ilk olarak RA’da
TLR sinyal mekanizmasinin aktivasyonu ile ilgili ¢esitli deliller mevcuttur. RA
hastalarinin  eklemlerinden elde edilen makrofajlarda TLR4 ve TNF-a
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. RA’da TNF-a blokajimin kiiltiire alinmis
dentritik hiicrelerde azalmig TLR4 ekspresyonuna yol actig tespit edilmistir (74).
TLR sinyalizasyonu dogal immiin sistemin 6nemli bir bilesenidir. Antijen sunan
hiicrelerde endojen veya ekzojen uyarict molekiillerle artmis TLR
sinyalizasyonunun kazanilmis immiin sistem aktivasyonunu kolaylastirabilecegi
gosterilmistir. BoOylece kazanilmis immiin sistem bileseni olan T hiicre
aktivasyonu gerceklesebilmektedir (57). Varyantin ekzojen ve endojen ligandlara
cevapta yetersiz sinyalizasyona neden oldugu belirtilmektedir (7). Endojen
ligandlar TLR’yi aktive ederek diizenleyici mekanizmalarin yoklugunda patolojik

immin cevaba neden olabilmektedirler.

TLR4 sinyalizasyonu kazanilmis immiin yanitin olusmasinda ve artritlerin
patogenezinde erken donemde dnemli olabilir. Varyantlarin sitokin ekspresyonlari
izerine olan etkilerinin arastirildig1 ¢aligmalarda farkli sonuclar elde edilmistir.
Bu farkli sonuclarin en muhtemel sebebinin c¢alismalarda kullanilan farkl

yontemler oldugunu diisiiniilebilir. Balistreri ve arkadaslart TLR4 Asp299Gly
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varyant genotipine sahip olan ve olmayan bireylerin kanlarinda yapilan 4, 24 ve
48 saatlik olgtimler sonucunda eikosanoid, l6kotrien B4 ve prostoglandin E2
degerlerinin varyant tastyanlarda daha disiik degerlere sahip oldugunu
gostermislerdir. Varyant genotipe sahip bireylerin azalmig inflamatuar cevabindan
dolay1 atheroskleroz veya cardiovaskiiler hastaliklara yakalanma riskinin daha az
oldugunu belirtmislerdir (18). Arbour ve arkadaslart Asp299Gly polimorfizmi
acisindan heterozigot olan bireylerin epitelial hiicrelerinin fonksiyonel olarak
azalmis bir immiin cevaba sahip oldugunu ortaya koymalarina ragmen varyantin
sitokin iretimi iizerine etkisi tespit etmemislerdir (7). Taudorf ve arkadaslar
TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerinin IL-6, TNF-a ve IL-
10 sitokin ekspresyonlari {izerine etkilerini incelemislerdir. Ancak polimorfizmler
ve sitokin gen ekspresyonlar1 arasinda bir iligski tespit etmemislerdir (130).
Roelofs ve arkadaslar1 TLR4 Asp299Gly varyantin1 tagiyan ve tasimayan
romatoid artritli hastalarin TLR4 eksprese eden CD14+ hiicrelerde sitokin gen
ekspresyonunu incelemislerdir. Sonu¢ olarak varyant tasiyan hastalarda CD14+
hiicrelerinin  daha yiiksek sayida oldugunu, IL-6, IL-10 ve TNF-a
ekspresyonlarinin ve inflamatuar aracilarin ekspresyonunun azaldigini tespit
etmislerdir. RA’l1 hastalarda TLR4 varyanti, azalmis TLR4 aracili cevaba yol
acmaktadir ve bu hastalarda CD14+ hiicrelerin sayisinin TLR4 varyant negatif
bireylerle karsilastirildiginda anlamli olarak arttig1 gosterilmistir (113). Kowalski
ve arkadaslar1 yeni tan1 konmus RA hastalarinin uyarilmamis PBMC hiicrelerinde
saglikll kontrol ve osteoartritlerle karsilastirildiginda IL-6 ve TNF-a’nin azalmis
bir liretime sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ancak, LPS ile uyarim sonucunda

RA hastalarinda daha fazla olmakla beraber ii¢ grupta da TLR4 aracili IL-6 ve
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TNF-a tiretiminin arttigini gostermislerdir. Bu IL-6 ve TNF-o’nin RA’da eklem
inflamasyon patogenezinde 6nemli rollere sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan
diger c¢alismalarda her iki sitokininde kontrolle karsilastirildiginda RA
hastalarinda artmis oldugu tespit edilmistir. Yeni tan1 konmus hastalarda
PBMC’de azalmis bir sitokin iiretim profili olmasina ragmen bu hiicreler LPS
uyarimindan sonra yiiksek miktarlarda sitokin iiretme potansiyeline sahiptirler.
TLR2 ve TLR4 ligandlarinin sinovial sividaki makrofajlarda sitokin
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Tedaviye baslanmamig RA hastalarinda
dolasimdaki inflamatuar hiicreler TLR4 uyarilmasi yoluyla proinflamatuar
sitokinlerin ~ salintmini  baglatabilirler. Kontrol ve osteoartritlerinki ile
karsilastirildiginda RA hastalarinin monositlerindeki LPS uyarimi sonucu artmis
sitokin Uretiminin sebebi bu hiicrelerin ylizeyindeki TLR4 reseptorlerinin

sayisindaki artigtan kaynaklanmaktadir (83).

Bakteriel infeksiyonlarin  RA  etyopatogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir. RA hastalarinda bakteriel antikor diizeyleri artmistir. RA’lilarin
sinoviumunda ve dokularinda bakteriel {irlinler siklikla bulunabilmektedir.
Bakteriel peptidoglycan-polysaccharide complexes (PG-PS) bakteri hiicre
duvarinda bulunmaktadir. PG-PS’nin farelerde insandaki RA’ya benzer klinik
ozelliklere sahip hastaliga neden oldugu gosterilmistir. CD14 + hiicrelerinin PG-
PS tarafindan indiiklelenen artritlerde onemli rol oynadigi gosterilmistir. CD14
eksik farelerde PG-PS indiiksiyonu, artrit olusumuna yol agmamakta ve in vitro
inflamatuar cevabi indiikleyememektedir (92).

Osteoklastlar ~RA  eklemlerinde = kemik  yikimiyla  beraberlik

gostermektedirler. RA’lin  eklemlerdeki osteokastlarin orijini tam olarak
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bilinmemesine ragmen kemik iligi kdkenli CD14+ hiicrelerin osteoklastlarin
gelisiminden sorumlu oldugu bilinmektedir. Hem monosit hem de dentritik
hiicreler osteoklastlara farklilagabilirler. Osteoklast olusumu, kemigin yeniden
sekillenmesinde (remodeling) osteoklast prekiirsorleri ve osteoblastlar arasinda
hiicre-hiicre etkilesimi i¢in gereklidir. RA’lilarin sinoviumunda fibroblast benzeri
sinoviositler kemik veya kemik iligi kokenli hiicrelerin yoklugunda osteklastlara
farklilagmak i¢in makrofajlari uyarma potansiyeline sahiptirler. TLR4 varyant
genotipe sahip bireylerde artmig CD14+ hiicre sayist RA’ll  eklemlerde
osteoklastlarin gelisimine katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Son zamanlarda
CD14+ hiicrelerin RA’da pannus olusumunda kritik role sahip oldugu
gosterilmistir  (105). IL-10, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin azalmis
ekspresyonlari, kronik inflamasyona yol agarak uzun donemde makrofajlarin
osteoklastlara doniisiimiinde rol oynayarak RA’da plak olusumuna yol agabilirler.
Calismamizda RA hastalarindaki artmig TLR4 Asp299Gly ve Thr3991le varyant
sikliklarinin =~ kronik  inflamasyona ve eklem  destuksiyonuna  katki

saglayabilecegini diislinmekteyiz.

TLR3 viral antijenik cevaptan sorumlu olan bir reseptordiir. Cogu viriisiin
hayat siklusunun bir bileseni olan ¢ift iplikli RNA’ya cevaptan sorumludur.
Antijen sunan dentritik hiicrelerde eksprese olmaktadir. 4q35°de lokalize olan
TLR3 geni 15942bp bir genomik bolgede yer almakta ve 5 ekzon i¢ermektedir.
Gen 3057bp’lik bir mRNA transkripte etmekte ve 904 aminoasitlik bir protein
kodlamaktadir (5). Gende pek ¢ok polimorfizm tespit edilmistir. He Jun-Fang ve
arkadaglar1 434 nazofarenjial kanser ve 512 saglikli kontrolde TLR3 genindeki

829 A/C polimorfizmini incelemislerdir. Bu polimorfizmin nazofarenjial kanser
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riski ile beraberlik gosterdigini belirtmislerdir (68). Pirie ve arkadaslar1 pankreas
ve antijen sunan dentritik hiicrelerde eksprese olan TLR3 geninin Tip I seker
hastalig1 i¢in aday bir gen oldugunu sdylemislerdir. Gendeki 2593C/T major
alleli, 2690 A/G ve 2642C/A minor allellerinin tip I seker hastali§inin gelisimine
katki saglayabilecegini ileri stirmiislerdir (110). Calismamizda TLR3 genindeki
1377 C/T polimorfizmi RA hastalarinda ve kontrol grubunda benzer sikliklarda
bulunmug ve hasta ile kontrol grubu arasinda genotip veya allel sikliklar
acisindan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Sonug olarak gendeki 1377C/T

polimorfizminin RA etyopatogenezine katki saglamadigini diistinmekteyiz.

Bakteriel DNA’da var olan metillenmemis CpG motifleri dogal ve
kazanilmis immiin cevaplar yoluyla konak¢1 immiin sistemini aktive etmektedir.
LPS’nin fare makrofaj ve dentritik hiicrelerinde TLR9 mRNA diizeylerini
arttirdign gosterilmistir. Boylece bakteriyel bilesenlerin TLRY ekspresyonunu
etkileyerek in vivo IgM {iretimine yol agtig1 ileri siiriilmektedir. Sekretuar IgM
eksik fareler mikrobiyal infeksiyonlara daha meyillidirler ve LPS uyarimini
takiben anti-ds DNA antikorlar1 iiretilmektedir. Bozuk IgM sekresyonu bu hayvan
modelinde otoimmiiniteye yatkinlik ortaya c¢ikarabilir. Hipometilli DNA igeren
kromatin IgG kompleksleri TLR9 ve BCR yoluyla B hiicrelerini aktive edebilirler

ve bu da farede romatoid faktor iiretimine yol agmaktadir (79).

Bu polimorfizm, genin promoter bolgesinde yer almaktadir ve genin
transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyebilmektedir. Kikuchi ve arkadaslar
primer bilier sirozda TLR9 genindeki -1237 TC polimorfizmini incelemislerdir.

Ancak, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulmamislardir. 30
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hastanin altisinda heterozigot (T alleli) genotip tespit etmislerdir (79). Lazarus ve
arkadaslar1 Afrikali Amerikalilar, Beyaz irk ve Hispanik Amerikalilarda DNA
dizileme ile TLRY polimorfizmlerini taramislardir. Yaptiklar1 hasta kontrol
calismasinda TLRY genindeki -1237 polimorfizminin C allelinin Avrupal
Amerikalilarda astim hastalig1 i¢in bir risk faktorii oldugunu tespit etmislerdir.
Diger TLR polimorfizmleri ve astim arasinda herhangi bir iliski bulmamiglardir.
Ayrica, kalp krizi, derin ven trombozu ve TLR9 polimorfizmleri arasinda bir iligki
tespit etmemiglerdir (88). Noguchi ve arkadaglar1 32 astim hastasinda bu
polimorfizme rastlamamislardir (104). Lammers ve arkdaslar Italyan pouchitis
hastalarinda TLR 9 genindeki -1237 T—C polimorfizmini kontrolle
karsilagtirarak degerlendirmisglerdir. Calismalarinin sonucunda kontrol grubunda
allel sikliklarin1 TT 158, TC 60 ve CC 6 ve hasta grubunda TT 19, TC 14 ve CC 2
olarak tespit etmislerdir. C allel sikliginin tekrarlayan pouchitiste arttigini
bulmuslardir (86). Yapilan diger bazi caligmalarda gendeki -1237 T—C
polimorfizminin SLE ve atopi arasinda herhangi bir beraberlik bulmamiglardir
(24, 44). Bu veriler TLR genlerindeki polimorfizmlerin toplumlar arasinda

oldukea farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Calismamiz Tiirk populasyonunda ve RA hastalarinda TLR9 genindeki
1237 T—C polimorfizminin degerlendirildigi ilk c¢aligmadir. 1237 T—C
polimorfizm sikliklart RA hasta grubunda TT %37, TC %45 ve TT %18 ve
kontrol grubunda TT % 20, TC % 49 ve CC %31  seklinde olup C allel siklig1
RA hastalarinda azalmis sikliga sahiptir. C allelinin RA’da koruyucu bir etkisi
oldugunu diistiinmekteyiz. TLR9 TT genotipine sahip hastalarda 13.19+16.25, TC

genotipine sahip hastalarda 17.55428.25 ve CC genotipine sahip hastalarda
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26.79+£29.69 ortalama CRP degerleri bulundu. Bu da hasta grubundaki azalmis
CC genotip sikligryla tutarlidir. CC genotipinin artmig CRP degerlerine neden
olup olmayacagi bilinmemektedir. Literatiir taramalarinda bu konuda herhangi bir
veriye rastlanmamistir. Bu verilerin yapilacak analizlerle dogrulanmasi

gerekmektedir.

RA’nin immunogenetiginde hastalifin baslamasinda ve ilerlemesinde T
hiicre aktivasyonun bozulmasinin anahtar rol oynadig: ileri siiriilmektedir (39).
CD4+T hiicreler TH1 ve TH2 olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. TH1/Th2 hiicreleri
arasindaki dengesizlik ve T hiicrelerinin patojenik aktivasyonu RA’daki kronik
inflamasyonun ana nedeni olarak goriilmektedir. Diizenleyici T hiicreleri (Treg;
regulatory T cell) tarafindan pek cok TLR eksprese edilmektedir. Ozellikle Treg
hiicrelerinde yiiksek miktarda TLR10 eksprese edilmektedir. (22). Bu hiicreler
otoimmiinitenin engelenmesinde ve periferal toleransin korunmasinda énemli rol
oynamaktadirlar. Otoreaktif T hiicreleri tarafindan proinflamatuar sitokin
iiretimini ve proliferasyonunu baskilayarak otoimmiin hastaliklarin gelisimini
engellemektedirler (55, 94). Treg hiicrelerinin RA hastalarinin sinovial sivilarinda
arttig1 gosterilmistir (134). Diizenleyici T hiicrelerin dolasgimda azalmasi veya
kaybolmasi otoimmiin sendromlarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
hiicreler ayn1 zamanda enfeksiyonlar boyunca doku hasarinin engellenmesi i¢in
immiin cevabi1 baskilamaktadir. Treg’lerin TLR2, 4, 5 ve 8 ligandlarina cevap
verdigi rapor edilmistir (127).

Kormann ve arkadaglar1 TLR10 genindeki rs4129009 polimorfizminin
artmis mRNA ve Thl sitokin ekspresyonuna neden olarak inflamatuar cevabi

arttirdigini, TH2 iligkili IL-4 iiretimini ise azalttigin1 belirtmisledir (82). Lazarus
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ve arkadaglar1 astim hastalarinda TLR10 genindeki bazi1 polimorfizmlerin astima
yatkinlik saglayabilecegini belirtmislerdir (89). Sun ve arkadaslar1 prostat
kanserinde TLR10 genindeki polimorfizlerin hastalikla arasindaki iliskileri
incelemislerdir. TLR10 genindeki 2322A/G polimorfizmine ait G allelinin
hastalik i¢in bir risk faktorii oldugunu belirtmislerdir (126). Calismamizda hasta
ve kontrol grubu arasinda genotip veya allel sikliklari agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmedi. Ancak A alleline sahip bireylerin daha uzun bir hastalik
stiresine sahip oldugu bulundu. AA genotipinde 14.44+11.84, AG genotipinde

9.90+6.32 ve GG genotipinde 7.42+6.15 ortalama hastalik siireleri tespit edildi.

ACR 1987 revize kriterlerine 2008 yilinda Lao ve ark. anti-CCP
diizeylerini de ekleyerek ozellikle erken RA’da duyarlilik ve 06zgiilligii test
etmeyi amaglamiglardir. Yapilan calisma sonucunda bir modifikasyon ortaya
cikmigtir. Bu modifikasyona CCP 6 kriterleri ad1 verilmistir. Bu kriterlere gore
ACR 1987 revize kriterinden romatoid nodiil ve radyografik degisiklikler
cikarilmig, Anti-CCP antikor varligi (ikinci kusak anti-CCP titre >5 U/ml = pozitif
) eklenmis, bu olusan alt1 kriterden >3 kriter RA igin yeterli sayilmistir. Olusan
yeni kriterlerin (CCP 6) kriterlerinin semptom siiresi alt1 ay ve daha az olan RA’l1
hastalardaki duyarlilign %62 (ACR 1987 %34), ozgilligi ise %72 (ACR 1987
%86) olarak bulunmustur. Erken ve ge¢ tiim hastalar ele alindiginda ise CCP 6
kriterlerinin duyarliligi %70 (ACR 1987 %50), ozgilligii ise %81 (ACR 1987
%91) olarak bulunmustur. Ancak, bu kriterler heniiz yeni yayin asamasindaki

kriterler olup ileri ki ¢aligmalarda tutarliliklar: test edilmelidir (108).

Erre ve arkadaslarimin yaptiklar1 g¢alismada anti-filagrin antikorlari

igerisinde, Anti-CCP'nin RA teshisinde en iyi tan1 koydurucu antikor oldugunu ve
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ayrica erken artritte hastaligin kaliciligini ve radyolojik hasar gelisimini tahmin
etmede belirleyici oldugunu ifade etmislerdir (50). Palosuo ve arkadaslart RA
tanisinda kullanilan antikorlar igerisinde en yiiksek 6zgiillige Anti- CCP'nin sahip
oldugunu belirtmislerdir (109). Schellekens ve arkadaglarinin RA’l1 hastalarda,
baska romatizmal hastalig1 olan hastalarda, enfeksiyoz hastaligi olan kisilerde ve
saglikli bireylerde anti-CCP’yi olgtiikleri ¢aligmalarinda anti-CCP antikorlarinin
RA i¢in ¢ok oOzgil (% 98) oldugunu belirtmislerdir (119). Tampoia ve
arkadaslarinin 83 RA’li hasta ve 140 kontrol grubunda (gesitli otoimmun
hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanserli hastalardan olusan) yaptig1 calismada
anti-CCP’nin duyarliligt %67.5 ve ozgilligi% 99.3 buldular (129). RF i¢in
duyarliligr % 66.3, ozgiilligii % 82.1 idi. Her iki antikor birlikte kullanildiginda
ozgullik % 99.1°di (94). Solanki ve arkadaglari, erken RA’l1 (hastalik siiresi 2
yilin altinda olan) ve ge¢ RA’l1 (hastalik siiresi iki yilin iistiinde olan) hastalarda
anti-CCP ve RF’nin spesifitesini arastirdiklar1 g¢aligmalarinda; erken RA’h
hastalarda RF ve anti-CCP’nin duyarlilig1 sirasiyla % 57 ve % 79°du. Bu oran geg
RA’l1 hastalarda ise % 81 ve %84’dii. Erken RA tanisinda anti-CCP’nin RF’den %
20 daha duyarli oldugu bildirmektedirler (125). Diindar ve arkadaslari anti-
CCP’yi 24 hastada (%64.9) pozitif, 13 hastada (%35.1) negatif bulmuslardir.
Caligmamizda orneklerin  %70.4’inde anti-CCP pozitifligi tespit edilirken
orneklerin %29.6’sinda anti-CCP negatif olarak buludu (46). Bu sonug literatiir ile
uyumludur. Meyer ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada RA'li 191 hastay1 bes
yil sire ile takip etmisler anti-CCP pozitif hastalarda radyolojik hasarin,
erozyonlarin ve eklem darligi gelisiminin {i¢ kat daha fazla oldugunu bulmuslardir

(101). Calismamizda ritche artikiiler indeks ve anti-CCP arasinda istatistiki olarak
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anlaml bir iliski bulmamiza ragmen anti-CCP pozitifligi ve DAS28 arasinda bir
iligki bulamadik bu iligkiyi arastirmak i¢in daha genis hasta gruplari i¢eren yeni

calismalar yapilmalidir.

6.1. Oneriler

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar ve
bunlarin klinik ve fonksiyonel dnemleriyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir.
Bu ilerlemeler bize baz1 multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde
rol oynayan genetik faktdrlerin anlasilmasinda yol gésterici olacaktir. Insan
genomunda polimorfizmlerin ¢ogu fonksiyonel olarak nétraldir. Yani, genin
olusturdugu protein yapisin1 ya da fonksiyonunu etkilemezler. Bununla birlikte
bazi polimorfizmler gen yapisindaki kodlayici alanlar1 ya da diizenleyici bazi
dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA ug¢ birlestirme,
protein yapist ve fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Boyle degisiklikler hastalik
yatkinligin1 ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacin yan

etkilerine kars1 hassasiyet gibi farkl klinik etkiler ortaya ¢ikarabilirler (6)

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim
uzunluk polimorfizm yontemi gercek zamanli PZR gibi yontemlerin gelismesine
ragmen halen spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ekonomik
bir sekilde polimorfizm ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir. Calismamizda
secilen tiim polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP yontemi kullanilmis ve
tim degerlendirilen polimorfizmler = basartyla genotiplendirilmistir.  RA

hastalarinda daha once TLR3, TLR9 ve TLRI10 genlerindeki polimorfizmler
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calistimamistir. Literatiir degerlendirmemize gore bu tez, ilgili genlerdeki
polimorfizmlerin RA’da ¢aligildig1 ilk arastirmadir. TLR9 ve TLR10 genlerindeki
polimorfizmlerin ¢alisilmasinda gere¢ ve yontemde ayrintili olarak anlatilan

RFLP yoOntemin referans olusturacagini diistinmekteyiz.

Bu caligmanin sonuglar1 151ginda saglikli kontrolle karsilastirildiginda RA
hastalarinda TLR4 varyant genotiplerinin artmis oldugunu tespit edildi. TLR4
genindeki artmis Asp299Gly ve Thr399Ile varyant sikligi ve TLR9 genindeki
azalmis -1237 C varyant sikliginin RA etyopatogenezinde rol oynayan
mekanizmalardan biri olabilecegini diistinmekteyiz. TLR3 genindeki 1377C/T ve
TLR10 genindeki 2322A/G polimorfizmleri hasta ve grubunda benzer sikliklarda
bulunmus ve istatistiki olarak hasta ve kontrol grubu karsilagtirildiginda her iki
polimorfizm i¢in anlamli bir farklilik elde edilmemistir. Her iki geninde RA
immiinogenetiginde onemli rolleri olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu genlerde yer
alan diger polimorfizmlerin hastaliga katki saglayip saglamadiginin belirlenmesi
icin gerek Tirk populasyonunda gerekse diger populasyonlarda yapilacak
calismalara ihtiya¢ oldugu kananatindeyiz. Calismada elde edilen verilerin
dogrulanabilmesi i¢in ayni polimorfizmlerin farkli toplumlarda RA hastalarinda

calisilarak verilerimizin daha fazla aragtirilmayla desteklenmesi gerekmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar RA tanisinda kullanilabilecek duyarliligi
ve Ozgilligii yiiksek yeni otoantikorlarin arastirilmasina yogunlasmistir. Elde
edilen tiim veriler anti-CCP’nin RA i¢in aslinda iyi bir serolojik belirte¢ oldugunu
gostermektedir. Anti-CCP RA’da birinci basamak diagnostik test olarak
kullanilmaya uygundur. Ciinkii hastaligin klinik tablosu oturmadan o6nce de

siklikla tespit edilebilir. Anti-CCP prognostik potansiyeli sayesinde agresif tedavi
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adaylarin1 belirlemede de yardimci olur. Anti-CCP seronegatif RA’l1 hastalarda

RA teshisini koymada faydali olabilir.
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8.EKLER

8.1. Bilgilendirilmis hasta onay formu

Toll Like Reseptorler immiin sistemde gorevli olan proteinlerdendir. Son
zamanlarda bu proteinlerin Romatoid Artritte rol oynadiklarina dair ¢aligmalar
yapilmistir. “Otoimmiin Romatoid Hastaliklarda Toll-Like Reseptor 3, 4, 9 ve 10
Polimorfizimleri ve Otoantikor Pozitiflikleri Arasindaki Iliskilerin Arastirilmas1”
adli calismada kullanilmak tizere 4 ml kan alinmasini goniillii olarak kabul
ettigimi, caligmanin konusu, ¢alismaya katildigim takdirde herhangi bir ticret talep
edilmeyecegi ve ¢alisma sonuglarinin tedavi siirecimi etkilemeyecegi konularinda
bilgilendirildigimi beyan ederim. Arastirmacilarin, ¢aligma sonucunda elde edilen
verilerin yayinlanmasinda serbest olduklarina dair kanuni iznimi veriyorum.

Bu formu yakinlarimizla goriismek icin evinize gotiirebilir ve onlarla
goriiserek, calismaya katilip katilmama kararin1 daha sonra verebilirsiniz. Calisma
sonuglar1 ve hastaligin gidisati1 goz Oniinde bulundurularak hasta doktorundan
calisma sonuglart hakkinda bilgi alabilir. Hasta ¢alismadan ayrilmak istediginde
formunu geri alabilir. Formunu geri ¢eken hastanin O6rneklerine higbir islem
yapilmayacaktir.

Formda yer alan kisisel bilgileriniz sakli kalacaktir.

HASTA ADI ve SOYADI:
TARIH:

IMZA:
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	Son zamanlarda RA’da otoimmünitenin başlatılmasında  TLR’lerin potansiyel rolleri ile ilgili olarak pek çok çalışma yapılmıştır. RA etyolojisinde makrofajlar ve dentritik hücreler gibi antijen sunan hücrelerin büyük önemi vardır. Bu hücreler doğal ve kazanılmış immün cevapta görevli TLR olarak adlandırılan reseptörlere sahiptirler (20, 131). Monosit kökenli dentritik hücreler TLR 3, 4, 7, 8 ve 9 eksprese etmektedirler. Dentritik hücreler tarafından eksprese edilen bu genlerdeki polimorfizmlerin RA gelişimine katkı sağlayabileceği ileri sürülmektedir. (28). TLR’ler patojen antijenlerine bağlanmalarına karşın aynı zamanda self-antijenlere de bağlanabilirler. Örneğin TLR4 RA hastalarının inflamatuar sinovial eklemlerinde bol olarak bulunan heat shock proteinler, fibrinojen ve diğer bazı proteinlerle etkileşmektedir. Bu proteinler stres, nekrotik ölüm ve hasar gibi durumlara maruz kalan hücreler tarafından bolca salgılanmaktadır. Bu şekilde endojen ligandların sinovium veya sinovial sıvıdaki antijen sunan hücreler tarafından tanınmasıyla RA’nın başlatılabileceğini gösteren çalışmalar vardır. TLR4’ün kollojen tip II’nin oluşturduğu artiritlerde temel rol oynadığına dair raporlar vardır (90). TLR tarafından mikrobial komponentlerin veya endojen ligandların tanınmasıyla aktive olan sinovial fibroblastlar ve makrofajlarda proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve doku yıkıcı enzimlerin ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir (29). 
	TLR9 genindeki   rs187084 (-1237, T/C) ve TLR10 genindeki rs4129009 (2322A/G, Exon 3 I775V) polimorfizmlerinin değerlendirilmesi için www.ensembl.org web adresi kullanılarak genlerin tam dizierine ulaşıldı ve primer dizayn edildi. Polimorfizmlerin değerlendirilmesinde RFLP yöntemi kullanılırken özellikle seçilen enzimin star aktiviteye sahip olmaması tercih edildi. 
	Wild tip bölgeyi kesen VspI enzimi kullanılarak RFLP yöntemiyle polimorfizm kontrol ve hasta grubunda başarıyla genotiplendirildi. Şekil 7’de TLR10 polimorfizmine ait agoroz jel görüntüsü yer almaktadır. Şekil 8 ve Şekil 9’da farklı genotiplerin DNA dizileme sonuçları gösterilmektedir. Sonuçlar DNA dizilemeyle doğrulandı. Hasta ve kontrol grubu arasında TLR10 genotipleri açısından anlamlı bir farklılık tespit edilmedi (X2=1,33, df=2, p= 0,51). TLR10 allel sıklıkları kontrol ve hasta grubu arasında karşılaştırıldığında allel sıklıkları açısından hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmedi (X2=0,52 df=1, p= 0,46). AA ve AG genotipleri (p=0.26, OR=1.4, CI=0.7-2.5), AA ve GG genotipleri (p=0.97, OR=1.0, CI=0.3-2.8), AG ve GG genotipleri (p=0.74, OR=1.3, CI=0.4-3.9) karşılaştırıldığında hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık bulunmadı.  Hastaların demografik özellikleri ve DAS28 ile TLR10 genotipleri arasında herhangi bir ilişki tespit edilmedi. TLR10 genotipleri  ile anti-hnRNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz II’ gibi otoantikorlar pozitiflikleri arasında herhangi bir ilişki bulunmadı. 
	RA patogenezi tam olarak bilinmeyen kompleks bir hastalıktır (83). Patogenezde doğal ve kazanılmış immün sistemin önemli rollere sahip olduğu bilinmektedir. Deneysel RA modelleri de patogenezde doğal immün sistemin rolü olduğunu desteklemektedir. TLR’ler özellikle monosit, makrofaj ve dentritik hücreler tarafından eksprese edilmektedir. Makrofaj ve dentritik hücreler üzerindeki TLR’ler, doğal immün sistemin aktivasyonunu sağlayarak proinflamatuar sitokinlerin salınmasına yol açmaktadırlar. Bu aktivasyon T ve B hücrelerini içeren kazanılmış immün cevabın gelişmesini uyarmaktadır. Kazanılmış immün cevabın gelişimden sonra proinflamatuar sitokinler RA patogenezine doğrudan katkı sağlayabilmektedir (74). RA’da, romatoid artritlerin oluşmasına, inflamatuar cevabı uyaran çeşitli potansiyel uyarıcıların neden olduğu ileri sürülmektedir. Mikrobial ürünler immün ve inflamatuar cevaba yol açan TLR yoluyla inflamatuar hücreleri aktive edebilirler. Artritlerde özellikle TLR2 ve TLR4 inflamatuar siklusun başlamasında kritik role sahiptirler (83). 
	Son zamanlarda yapılan çalışmalarda ankilozan spondilitli bireylerin lökositlerinde ve RA hastalarının periferal kan mononükleer hücrelerinde TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarının arttığı gösterilmiştir (16, 75, 143). TLR2 ve TLR4’ün RA sinovial doku makrofajlarında eksprese olduğu tespit edilmiştir (75). Sinovial makrofajlar RA’da proinflamatuar sitokinlerin ana kaynağıdır. Makrofajlar doğal immün sistemin önemli bir bileşeni olup TNF-α gibi proinflamatuar sitokilerin ana kaynağıdır. Bu sitokinlerden olan IL-8 RA’da inflamasyona ve eklem destruksiyonuna yol açmaktadır (74). Bu veriler, kronik sinoviositlerde makrofajların önemini göstermektedir. TLR’ler bu prosesin başlamasında ve ilerlemesinde görevli olabilirler. RA hastalarının eklemlerinden elde edilen CD14+ makrofajlarda, kontrol makrofajları ile karşılaştırıldığında TLR2 ve TLR4 ekspresyonunun arttığı bulunmuştur. 
	Carvalho ve arkadaşları non invaziv pulmoner aspergillozis ve TLR2, TLR4 ve TLR9 polimorfizmlerini incelemişlerdir. Sonuç olarak TLR4 Asp299Gly G varyantının kronik kaviter pulmoner aspergillozisle ve TLR9 1237 T→C polimorfizminin C allelinin allerjik pulmoner aspergillozisle beraberlik gösterdiğini ortaya koymuşlardır (36). 
	Çalışmamızda TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr399Ile olmak üzere iki adet önemli fonksiyonel poimorfizmi değerlendirdik ve kontrolle karşılaştırıldığında bu polimorfizmlerin hasta grubunda ki artmış sıklığının istatistiki olarak anlamlı olduğu tespit edildi. RA ve TLR4 genindeki polimorfizmler arasındaki ilişkilerin çalışıldığı çalışmalarda oldukça farklı veriler elde edilmiştir.  Sheedy ve arkadaşları 964 RA hastası ve 965 sağlıklı kontrol bireyinde TLR4 Asp299Gly polimorfizmini çalışmışlardır. Varyant allel sıklığını RA hasta grubunda %12,2 ve kontrol grubunda %12,8 olarak tespit etmişlerdir.  RA ve TLR4 polimorfizmi arasında ve TLR4 polimorfizmleri romatoid faktör (RF) veya anti-CCP durumu veya  radyolojik hasar arasında herhangi bir ilişki tespit etmemişlerdir. Bu polimorfizmlerin RA hastalığına yatkınlık yada hastalığın ciddiyetine katkı sağlamadığını belirtmişlerdir (123).  Kilding ve arkadaşları Asp299Gly polimorfizmi açısından hasta ve kontrol grubu arasında istatistiki olarak anlamlı ilişki tespit etmemişlerdir. Bu polimorfizmin hastalığın etyopatogenezinde veya gidişatında rol oynamadığını belirtmişlerdir  (80).  Sanchez ve arkadaşları 122 SLE ve 244 RA hastasında TLR4 Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerini incelemişler ve hastalığın demografik veya klinik parametreleriyle araştırılan polimorfizmler arasında herhangi bir ilişki olmadığını belirtmişlerdir (116). Radstake ve arkadaşları diğer çalışmaların tersine RA hastalarında yaptıkları çalışmada TLR4 Asp299Gly polimorfizm sıklığının hasta grubunda kontrolle karşılaştırıldığında daha az olduğunu tespit etmişleridir. Ancak radyolojik hasar ve diğer klinik parametreler arasında anlamlı bir ilişki bulamamışlardır (111). Radsake ve arkadaşlarının çalışması diğer çalışmalarla doğrulanmamıştır. Kuuliala ve arkadaşları RA hastalarında TLR4 +896 G allelini taşıyan  hastalarda  tedavi cevabının bozulabileceğini belirtmişlerdir (85).  Kang ve arkadaşları sistemik otoimmün hastalığa sahip bireylerde yaptıkları çalışmada Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerini Kore toplumunda tespit edememişler ve bu polimorfizm açısından etnik farklılıkların önemli olabileceğini ileri sürmüşlerdir (77). Diğer çalışmalardan farklı olarak çalışmamızda TLR4 Asp299Gly allelinin kontrolle karşılaştırıldığında hasta grubunun artmış allel sıklığının istatistiki olarak anlamlı olduğu bulundu.  Ancak diğer çalışmalarla benzer şekilde hastalığın dermografik ve klinik özellikleri ile bu polimorfizmler arasında herhangi bir ilişki tespit edilmedi.
	TLR4 sinyalizasyonu kazanılmış immün yanıtın oluşmasında ve artritlerin patogenezinde erken dönemde önemli olabilir. Varyantların sitokin ekspresyonları üzerine olan etkilerinin araştırıldığı çalışmalarda farklı sonuçlar elde edilmiştir. Bu farklı sonuçların en muhtemel sebebinin çalışmalarda kullanılan farklı yöntemler olduğunu düşünülebilir. Balistreri ve arkadaşları TLR4 Asp299Gly varyant genotipine sahip olan ve olmayan bireylerin kanlarında yapılan 4, 24 ve 48 saatlik ölçümler sonucunda  eikosanoid, lökotrien B4 ve prostoglandin E2 değerlerinin varyant taşıyanlarda daha düşük değerlere sahip olduğunu göstermişlerdir. Varyant genotipe sahip bireylerin azalmış inflamatuar cevabından dolayı atheroskleroz veya cardiovasküler hastalıklara yakalanma riskinin daha az olduğunu belirtmişlerdir (18).  Arbour ve arkadaşları Asp299Gly polimorfizmi açısından heterozigot olan bireylerin epitelial hücrelerinin fonksiyonel olarak azalmış bir immün cevaba sahip olduğunu ortaya koymalarına rağmen varyantın sitokin üretimi üzerine etkisi tespit etmemişlerdir (7). Taudorf ve arkadaşları TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmlerinin IL-6, TNF-α ve IL-10 sitokin ekspresyonları üzerine etkilerini incelemişlerdir. Ancak polimorfizmler ve sitokin gen ekspresyonları arasında bir ilişki tespit etmemişlerdir (130). Roelofs ve arkadaşları TLR4 Asp299Gly varyantını taşıyan ve taşımayan romatoid artritli hastaların TLR4 eksprese eden CD14+ hücrelerde sitokin gen ekspresyonunu incelemişlerdir. Sonuç olarak varyant taşıyan hastalarda CD14+ hücrelerinin daha yüksek sayıda olduğunu, IL-6, IL-10 ve TNF-α ekspresyonlarının ve inflamatuar aracıların ekspresyonunun azaldığını tespit etmişlerdir. RA’lı hastalarda TLR4 varyantı, azalmış TLR4 aracılı cevaba yol açmaktadır ve bu hastalarda CD14+ hücrelerin sayısının TLR4 varyant negatif bireylerle karşılaştırıldığında anlamlı olarak arttığı gösterilmiştir (113). Kowalski ve arkadaşları yeni tanı konmuş RA hastalarının uyarılmamış PBMC hücrelerinde sağlıklı kontrol ve osteoartritlerle karşılaştırıldığında IL-6 ve TNF-α’nın azalmış bir üretime sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Ancak, LPS ile uyarım sonucunda RA hastalarında daha fazla olmakla beraber üç grupta da TLR4 aracılı IL-6  ve TNF-α üretiminin arttığını göstermişlerdir. Bu IL-6 ve TNF-α’nın  RA’da eklem inflamasyon patogenezinde önemli rollere sahip olduğu bilinmektedir. Yapılan diğer çalışmalarda her iki sitokininde kontrolle karşılaştırıldığında RA hastalarında artmış olduğu tespit edilmiştir. Yeni tanı konmuş hastalarda PBMC’de azalmış bir sitokin üretim profili olmasına rağmen bu hücreler LPS uyarımından sonra yüksek miktarlarda sitokin üretme potansiyeline sahiptirler. TLR2 ve TLR4 ligandlarının sinovial sıvıdaki makrofajlarda sitokin ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiştir. Tedaviye başlanmamış RA hastalarında dolaşımdaki inflamatuar hücreler TLR4 uyarılması yoluyla proinflamatuar sitokinlerin salınımını başlatabilirler. Kontrol ve osteoartritlerinki ile karşılaştırıldığında RA hastalarının monositlerindeki LPS uyarımı sonucu artmış sitokin üretiminin sebebi bu hücrelerin yüzeyindeki TLR4 reseptörlerinin sayısındaki artıştan kaynaklanmaktadır (83). 
	TLR3 viral antijenik cevaptan sorumlu olan bir reseptördür. Çoğu virüsün hayat siklusunun bir bileşeni olan çift iplikli RNA’ya cevaptan sorumludur. Antijen sunan dentritik hücrelerde eksprese olmaktadır. 4q35’de lokalize olan TLR3 geni 15942bp bir genomik bölgede yer almakta ve 5 ekzon içermektedir. Gen 3057bp’lik bir mRNA transkripte etmekte ve 904 aminoasitlik bir protein kodlamaktadır (5). Gende pek çok polimorfizm tespit edilmiştir. He Jun-Fang ve arkadaşları 434 nazofarenjial kanser ve 512 sağlıklı kontrolde TLR3 genindeki 829 A/C polimorfizmini incelemişlerdir. Bu polimorfizmin nazofarenjial kanser riski ile beraberlik gösterdiğini belirtmişlerdir (68). Pirie ve arkadaşları pankreas ve antijen sunan dentritik hücrelerde eksprese olan TLR3 geninin Tip I şeker hastalığı için aday bir gen olduğunu söylemişlerdir. Gendeki  2593C/T major alleli, 2690 A/G ve 2642C/A minor allellerinin   tip I şeker hastalığının gelişimine katkı sağlayabileceğini ileri sürmüşlerdir (110). Çalışmamızda TLR3 genindeki 1377 C/T polimorfizmi RA hastalarında ve kontrol grubunda benzer sıklıklarda bulunmuş ve hasta ile kontrol grubu arasında genotip veya allel sıklıkları açısından anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir. Sonuç olarak gendeki 1377C/T polimorfizminin RA etyopatogenezine katkı sağlamadığını düşünmekteyiz. 
	Bakteriel DNA’da var olan metillenmemiş CpG motifleri doğal ve kazanılmış immün cevaplar yoluyla konakçı immün sistemini aktive etmektedir. LPS’nin fare makrofaj ve dentritik hücrelerinde TLR9 mRNA düzeylerini arttırdığı gösterilmiştir. Böylece bakteriyel bileşenlerin TLR9 ekspresyonunu etkileyerek in vivo IgM üretimine yol açtığı ileri sürülmektedir. Sekretuar IgM eksik fareler mikrobiyal infeksiyonlara daha meyillidirler ve LPS uyarımını takiben anti-ds DNA antikorları üretilmektedir. Bozuk IgM sekresyonu bu hayvan modelinde otoimmüniteye yatkınlık ortaya çıkarabilir. Hipometilli DNA içeren kromatin IgG kompleksleri TLR9 ve BCR yoluyla B hücrelerini aktive edebilirler ve bu da farede romatoid faktör üretimine yol açmaktadır (79). 
	Bu polimorfizm, genin promoter bölgesinde yer almaktadır ve genin transkripsiyonel regülasyonunu etkileyebilmektedir. Kikuchi ve arkadaşları primer bilier sirozda TLR9 genindeki -1237 TC polimorfizmini incelemişlerdir. Ancak, hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık bulmamışlardır. 30 hastanın altısında heterozigot (T alleli) genotip tespit etmişlerdir (79).  Lazarus ve arkadaşları Afrikalı Amerikalılar, Beyaz ırk ve Hispanik Amerikalılarda DNA dizileme ile TLR9 polimorfizmlerini taramışlardır. Yaptıkları hasta kontrol çalışmasında TLR9 genindeki -1237 polimorfizminin  C allelinin Avrupalı Amerikalılarda astım hastalığı için bir risk faktörü olduğunu tespit etmişlerdir. Diğer TLR polimorfizmleri ve astım arasında herhangi bir ilişki bulmamışlardır. Ayrıca, kalp krizi, derin ven trombozu ve TLR9 polimorfizmleri arasında bir ilişki tespit etmemişlerdir (88). Noguchi ve arkadaşları 32 astım hastasında bu polimorfizme rastlamamışlardır (104). Lammers ve arkdaşları İtalyan  pouchitis hastalarında TLR 9 genindeki -1237 T→C polimorfizmini kontrolle karşılaştırarak değerlendirmişlerdir. Çalışmalarının sonucunda kontrol grubunda allel sıklıklarını TT 158, TC 60 ve CC 6 ve hasta grubunda TT 19, TC 14 ve CC 2 olarak tespit etmişlerdir. C allel sıklığının tekrarlayan pouchitiste arttığını bulmuşlardır (86). Yapılan diğer bazı çalışmalarda gendeki -1237 T→C polimorfizminin SLE ve atopi arasında herhangi bir beraberlik bulmamışlardır (24, 44). Bu veriler TLR genlerindeki polimorfizmlerin toplumlar arasında oldukça farklılık gösterdiğini ortaya koymaktadır. 
	Çalışmamız Türk populasyonunda ve RA hastalarında  TLR9 genindeki 1237 T→C polimorfizminin değerlendirildiği ilk çalışmadır. 1237 T→C polimorfizm sıklıkları RA hasta grubunda  TT %37, TC %45 ve TT %18 ve kontrol grubunda TT % 20, TC % 49 ve CC %31    şeklinde olup C allel sıklığı RA hastalarında azalmış sıklığa sahiptir. C allelinin RA’da koruyucu bir etkisi olduğunu düşünmekteyiz. TLR9 TT  genotipine sahip hastalarda 13.19±16.25, TC genotipine sahip hastalarda 17.55±28.25 ve CC genotipine sahip hastalarda 26.79±29.69    ortalama CRP değerleri bulundu.  Bu da hasta grubundaki azalmış CC genotip sıklığıyla tutarlıdır. CC genotipinin artmış CRP değerlerine neden olup olmayacağı bilinmemektedir. Literatür taramalarında bu konuda herhangi bir veriye rastlanmamıştır. Bu verilerin yapılacak analizlerle doğrulanması gerekmektedir.
	ACR 1987 revize kriterlerine 2008 yılında Lao ve ark. anti-CCP düzeylerini de ekleyerek özellikle erken RA’da duyarlılık ve özgüllüğü test etmeyi amaçlamışlardır. Yapılan çalışma sonucunda bir modifikasyon ortaya çıkmıştır. Bu modifikasyona CCP 6 kriterleri adı verilmiştir. Bu kriterlere göre ACR 1987 revize kriterinden romatoid nodül ve radyografik değişiklikler çıkarılmış, Anti-CCP antikor varlığı (ikinci kuşak anti-CCP titre >5 U/ml = pozitif ) eklenmiş, bu oluşan altı kriterden ≥3 kriter RA için yeterli sayılmıştır. Oluşan yeni kriterlerin (CCP 6) kriterlerinin semptom süresi altı ay ve daha az olan RA’lı hastalardaki duyarlılığı %62 (ACR 1987 %34), özgüllüğü ise %72 (ACR 1987 %86) olarak bulunmuştur. Erken ve geç tüm hastalar ele alındığında ise CCP 6 kriterlerinin duyarlılığı %70 (ACR 1987 %50), özgüllüğü ise %81 (ACR 1987 %91) olarak bulunmuştur. Ancak, bu kriterler henüz yeni yayın aşamasındaki kriterler olup ileri ki çalışmalarda tutarlılıkları test edilmelidir (108).
	6.1. Öneriler
	Son zamanlarda insan genomundaki doğal genetik varyasyonlar ve bunların klinik ve fonksiyonel önemleriyle ilgili pek çok çalışma yapılmaktadır. Bu ilerlemeler bize bazı multifaktoriyel hastalıkların oluşumunda ve ilerlemesinde rol oynayan genetik faktörlerin anlaşılmasında yol gösterici olacaktır. İnsan genomunda polimorfizmlerin çoğu fonksiyonel olarak nötraldir. Yani, genin oluşturduğu protein yapısını ya da fonksiyonunu etkilemezler. Bununla birlikte bazı polimorfizmler gen yapısındaki kodlayıcı alanları ya da düzenleyici bazı dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA uç birleştirme, protein yapısı ve fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Böyle değişiklikler hastalık yatkınlığını ve ciddiyetini arttırma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacın yan etkilerine karşı hassasiyet gibi farklı klinik etkiler ortaya çıkarabilirler (6) 
	Polimorfizmlerin değerlendirilmesinde kullanılan restriksiyon enzim uzunluk polimorfizm yöntemi gerçek zamanlı PZR gibi yöntemlerin gelişmesine rağmen halen spesifik, hızlı ve diğer yöntemlerle kıyaslandığında daha ekonomik bir şekilde polimorfizm ve mutasyonların tespitini sağlamaktadır.  Çalışmamızda seçilen tüm polimorfizmlerin değerlendirilmesinde RFLP yöntemi kullanılmış ve tüm değerlendirilen polimorfizmler  başarıyla genotiplendirilmiştir.  RA hastalarında daha önce TLR3, TLR9 ve TLR10 genlerindeki polimorfizmler çalışılmamıştır. Literatür değerlendirmemize göre bu tez, ilgili genlerdeki polimorfizmlerin RA’da çalışıldığı ilk araştırmadır. TLR9 ve TLR10 genlerindeki polimorfizmlerin çalışılmasında gereç ve yöntemde ayrıntılı olarak anlatılan RFLP yöntemin referans oluşturacağını düşünmekteyiz. 
	Bu çalışmanın sonuçları ışığında sağlıklı kontrolle karşılaştırıldığında RA hastalarında TLR4 varyant genotiplerinin artmış olduğunu tespit edildi.  TLR4 genindeki artmış Asp299Gly ve Thr399Ile varyant sıklığı ve TLR9 genindeki azalmış -1237 C varyant sıklığının RA etyopatogenezinde rol oynayan mekanizmalardan biri olabileceğini düşünmekteyiz. TLR3 genindeki 1377C/T ve TLR10 genindeki 2322A/G polimorfizmleri hasta ve grubunda benzer sıklıklarda bulunmuş ve istatistiki olarak hasta ve kontrol grubu karşılaştırıldığında her iki polimorfizm için anlamlı bir farklılık elde edilmemiştir. Her iki geninde RA immünogenetiğinde önemli rolleri olabileceğini düşünmekteyiz. Bu genlerde yer alan diğer polimorfizmlerin hastalığa katkı sağlayıp sağlamadığının belirlenmesi için gerek Türk populasyonunda gerekse diğer populasyonlarda yapılacak çalışmalara ihtiyaç olduğu kananatindeyiz. Çalışmada elde edilen verilerin doğrulanabilmesi için aynı polimorfizmlerin farklı toplumlarda RA hastalarında çalışılarak verilerimizin daha fazla araştırılmayla desteklenmesi gerekmektedir.
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