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OZET:

AMAC: Aterogenezde genetik yatkinlik ve immiinitenin ¢ok 6nemli bir rolii
oldugu bilinmektedir. Toll-like reseptdrler hem eksojen hem endojen ligandlarla
immiiniteyi baglatan bir reseptor ailesidir. Ateroskleroz {izerine yapilan bazi
calismalarda TLR 4 polimorfizminin inflamasyonu ve buna bagli olarak aterogenezi
azalttig1 gosterilmistir.Bu ¢alismada secilmis populasyonda TLR4 polimorfizminin
yaygmligini ve karotis aterosklerozu ile bu polimorfizm arasi iliskiyi saptamay1

amagladik

Yontem: Cumhuriyet Universitesi Noroloji Radyoloji ve Halk Sagligi
klinikleri tarafindan ytiriitiilen ‘Sivas Populasyonunda Karotis Aterosklerozu Siklig1
ve Beslenme Ile iliskisi’ isimli ¢alisma icerisinden 50 aterosklerozu olan ve 45
olmayan birey rastgele Orneklem yoluyla secildi. Tiim vakalardan EDTA’l1 tiipe
aliman kan oOrneklerinden DNA izole edildi.TLR 4 gen bolgesi PCR yontemi ile
cogaltildi.Elde edilen PCR iirlinlerinde TLR 4 Asp299Gly polimorfizmini belirlemek

icin restriction fragment length polimorfizm yontemi kullanildi.

Sonuclar: RFLP ile yaptigimiz bu ¢alismamizda TLR 4 i¢in c¢ogalttigimiz
gen bolgesinde hem karotis aterosklerozu olan hem olmayan grupta TLR 4

Asp299Gly polimorfizmine rastlamadik.

Yorum: TLR 4 polimorfizminin {ilkemizdeki sikligina dair saglikli veriler
bulunmamaktadir. Biz daha 6nce Hollanda’da yapilmis bir calismada belirtilen % 6
polimorfizm sikligini esas alarak ¢calisma grubumuzu belirledik.Calisma grubumuzun
azlig1 bir gen polimorfizmi arastirmasinda en biiyiik sorunu olusturmaktadir. TLR
4 Asp299Gly polimorfizmi iizerine yapilan ¢alismalar daha ¢ok enfeksiyonlara
yatkinlik artigini gosterir sekildedir. TLR 4 immiinite ile iliskili fakat aterogenezdeki
inflamasyonla iliskisiz olabilir.Aterogenezde immiinitenin rolii ve genetik yatkinlik

ile immiinitenin iliskisi daha genis populasyonlarda arastirilmasi gereken bir konudur
Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, immiinite, Toll-like reseptor 4

Bu calisma Cumbhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan desteklenmistir (Proje No:T-305).



Summary

Objective: It is known that genetic predisposition and immunty has an
important role in atherogenesis. Toll - like receptors are receptors that starts
immunty with both exojen and endojen ligands. Some experimental studies indicate
that TLR 4 polimorphism might decrease inflammation and atherogenesis .In this
study we aimed to investigate TLR 4 polimorphism incidans and the relation

between TLR 4 polimorphism in a selected population.

Methods: 50 subjects having karotid atherosclerosis and 45 subjects without
atherosclerosis are selected from the study called ‘Karotid atherosclerosis incidans in
Sivas population and its relation with style of digestion’ that is validated by
Norology, Radiology, and common population health clinics of Cumbhuriyet
Universitiy. DNA is isolated from the blood samples of all subjects.Then TLR 4 gen
region is amplified by PCR. Restriction fragment length polimorphism technique is

used to determine TLR 4Asp299Gly polimorphism from PCR products.

Results: In this study that we used RFLP, we did not find out TLR 4

polimorphism in both carotid atherosclerosis and control group.

Conclusion: There is not definite data about the incidans of TLR 4
polimorphism in our country. We determined our study group using %6
polimorphism incidans from a recent study from Netherlands. The most important
bias is the size of our study population. In most of the previous studies it is shown
that TLR 4Asp299Gly polimorphism increases the susceptibility to infections.There
may be a relation between TLR and immunty but not inflammation in atherogenesis.
The role of immunty and genetic predisposition must be investigated in large size

population studies.
Key Words: Atherosclerosis, Toll like receptor 4, Immunity

This study was supported by Cumhuriyet University Scientific research projects

committee. (Grant no:T-305)



SIMGELER VE KISALTMALAR

TLR: Toll-like reseptor

PRR: Patojen tantyici reseptor (Pathogen Recognition Receptor)

LPS: Lipopolisakkarit

RSV: Respiratuar Sinsityal Viriis

HSP: Is1 sok proteini (heatshock protein)

ASP: Aspartat

GLY: Glisin

M-CSF: Makrofaj koloni stimule edici faktor

NF-kB: Niikleer faktor kapa B

NO: Nitrik oksit

TIR: Toll/IL-1 reseptér homologu

IRAK: IL-1 reseptorii ile iliskili kinaz (IL-1 receptor associated kinase)
TRAP: TIR igeren adaptor protein (TIR domain containing adaptdr protein)
IL-1: Interlokin-1

RFLP: Restriction Fragmenth Length Polimorphism

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

DNA: Deoksiriboniikleikasit

CCA: Common carotid arter

ICA: Internal carotid arter

ECA: External carotid arter



TABLOLAR

Tablo 1: Karotis aterosklerozu olan ve olmayan gruplarin yas ve cinsiyet

acisindan karsilastirilmasi

Tablo 2: Her iki gruptaki bireylerin kan parametrelerinin karsilastiriimasi

Tablo3: Sigara i¢imi acisindan her iki grubun karsilastirilmasi

Tablo 4: Ateroskleroz risk faktdrlerinden hipertansiyon ve diabet agisindan

gruplarin karsilastirilmasi .

SEKILLER:

Sekil 1: Endotel hasar1 ve disfonksiyonu

Sekil 2: MyD88 bagimli yol

Sekil 3:TLR 4 ligandlar1 ve fonksiyonel 6nemi

Sekil 4:Hinf-1 enzimi ile inkiibe edilmis DNA orneklerinin jel elektroforez
goruntusu .

Sekil 5:1-7 arasi1 hastalardan elde edilen PCR firiinlerinin Hinf-1 enzimi ile

inkiibasyonundan sonraki jel elektroforez goriintiisii.
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GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz endiistrilesmis toplumlarda en sik rastlanan ve en fazla
sakatlanma ve 6liime neden olan bir hastaliktir(1).Ateroskleroz yagl cizgilenme ile
baslar sonra fibroz plaga gecis olur. Plagin kendisi biiyiiyerek damar tikayabilecegi
gibi riiptiire olarak terminal trombiis yapabilir(2). Olusan inme yliksek mortalite ve
morbiditesinden dolayr medikal ekonomik ve sosyal sorunlar olusturur. Bu risk
faktorlerinin - giderilmesi 6nemlidir. Ulkemiz i¢in saglkli veriler olmamasi ve
ilimizde bu konuda yapilmig Dbir ¢alisma olmamasina ragmen Cumhuriyet
Universitesi T1ip Fakiiltesi Hastanesi noroloji klinigine yatan iskemik inmeli olgu
sayisina bakarak (yilda ortalama 300 yeni olgu) ilimizde iskemik inme oraninin

yiiksek oldugunu diisiinebiliriz.

Toll-like reseptorler (TLR), bir¢ok patojene karsi dogal immiin cevabin
olusmasini saglayan bir grup transmembran 1 proteinidir(3). Ayni zamanda adaptif
immiin cevabin da aktive olmasini saglayarak konak immiinitesinde ¢ok dnemli bir
role sahiptirler. Immiin sistem dogal ve adaptif olarak ayrilan iki kisimda incelenen
bir savunma sistemidir. Bu iki sistem birbiriyle ¢ok hassas bir denge icerisinde ve
yardimlasma ile ¢alisarak konagi patojenlere karsi korumaktadir. Dogal immiinite bir
patojenle karsilaginca ilk cevabt dogumdan itibaren olusturabilen ve konagin
kendisine ait olan ve olmayan antijenik yapiy1 tanima kapasitesine sahip bir savunma
sistemidir. Dogal immiin sistem patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1
tantyabilmekte ve boylece konaga ait olan ve boylece konaga ait olan ve olmayani
belirleyerek savunma yapabilmektedir. Dogal immiin sistem hiicreleri {izerinde bu
molekiilleri taniyan reseptorlere Pathogen Recognition Receptor (PRR) adi
verilmektedir.Bu reseptorler endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olarak 3 gruba
ayrilir.Sinyal ileten reseptor grubunu TLR ailesi olusturmaktadir (4). Gliniimiizde 10
tane TLR tanimlanmustir.ilk tanimlanan TLR-1 olmasma ragmen fonksiyonu ilk
belirlenen TLR 4 diir.Her bir TLR’ nin ligand spesifitesi farklidir. TLR 4 daha ¢ok
endotelyal hiicreler, monosit, notrofil, ve dentritik hiicrelerde exprese olur. TLR4
kromozom 9q32-33 lokalizasyonunda bulunur.TLR 4 i¢in exojen ligandlar LPS,
RSV endojen ligandlar hsp60, hsp70 ,doymus ve doymamis yag asitleri hiyaluronik

asit siirfaktan protein A dir.



Uzun zamandir aterogenezde inflamasyonun etkisi diisiiniilmektedir. Fakat
son zamanlarda yeterli deliller elde edilmeye baslandi. TLR 4 igin ligand ¢esitleri
olan hsp 60, hsp 70, ve fibrinojenin aterosklerosisi indiikledigi bilinmektedir. Ek
olarak TLR 4 saglam damar duvari ile karsilastirildiginda aterosklerotik plaklarda
daha fazla bulunmakta ve expresyonu oxidizeLDL ile artmaktadir(5). Bu veriler
aterogenezin patogenezindeki inflamatuar stimulus i¢in TLR 4’{in major bir reseptor
olabilecegini gosterir. TLR 4’{in damar duvarinda inflamasyona sebep olan sinyalleri
diizenledigi diisiiniiliirse daha az yamth TLR4’lin aterogenezden sorumlu
inflamasyonu azaltacagi hipotezi kurulabilir. Son zamanlarda TLR4 Asp299gly
polimorfizminin  lipopolisakkaritlere cevap azligima neden oldugu baz

aragtirmacilarca gosterilmistir, bu da enfeksiyonlara yatkinligi arttirmaktadir(6).

Kiehl ve arkadaglari tarafindan sunulan diger bir c¢alismada ise TLR 4
polimorfizmi ile aterogenez riskinin azalmasi arasinda bir baglanti gosterildi(7).
Yapilan diger birkag ¢alismada ise aymi iliski koroner ateroskleroz igin
gosterilmistir(29). Asp299gly polimorfizmini incelemek aterogenezde immiinitenin

roliinii belirleme agisindan 6nemli bir firsattir.

Su ana kadarki bilgilerimiz 1s18inda TLR 4 Asp299gly polimorfizmi ile
karotis aterosklerozu arasi iligki heniiz net degildir. Bu nedenle karotis aterosklerozu
olan ve olmayan gruplar arasinda bu polimorfizmi arastiran toplum bazli bir ¢alisma

planladik.






GENEL BiLGILER

KAROTIS ATEROSKLEROZU:
1.1. Tanim

Arter duvarlarinda sertlesme anlamina gelen arterioskleroz basligi altinda
morfolojik olarak farkli arter ve arteriyol degisiklikleri yer alir. Bu degisikliklerin
hepsinde arter duvarinda elastikligin kaybi1 ve kalinlasma goriliir. Bu farklhi
morfolojilerden biri de aterosklerozdur. Ateroskleroz biiyiik ve orta biyiikliikteki
arterlerde intimal kalinlasma ve lipid depolanmasi ile karakterize bir degisikliktir.
Hastaligin multisistemik bir dogasi vardir. Anatomik olarak belli bir yerde neden
gelistigine ait agikca bilgi olmamakla beraber, tiimiinde patolojik siiregler birbirine
cok benzerdir.Aterosklerotik bir hastada ilk myokard, serebral veya periferik damar
hastaligina ait bulgudan sonra, ayni sistemde veya baska bir damarsal sistemde bir

olayin geligsme ihtimali yiiksektir(8).

Karotis aterosklerozu a.karotis internada aterom plagi olusmasiyla tanimlanan
bir tablodur. Semptomatik veya asemptomatik olabilir.Bulgular1 ayn1 taraftaki goze
ait amorozis fugax veya karsi beden yarisina ait GIA’lar veya iskemik inme ile

karakterizedir. (1).
1.2. Tarihge

Eski Yunanca’da ‘karotis’, derin uyku, koma, asfiksi gibi anlamlarda
kullanilirdi. Bu karotis ve fonksiyonlar: ile ilgili bilgilerin ¢ok eskilere gittigini
gostermektedir. Rekonstriiktif karotis cerrahisi yakin zaman Oncesinde baslamis
olmasma karsin, karotis hastaligi ile ilgili bilinenler 200 yil oncesine kadar
gitmektedir. Hunterian Museum of the Royal Collage of Surgeons’ta {ilsere bir
karotis arter plagi spesimeni sergilenmektedir. Ayni1 miizede gene John Hunter
tarafindan diseke edilmis bir karotis arter anevrizmasi da sergilenmektedir.
1800°de Sir Gilbert Blane 64 yasinda bir kadinda gecici iskemik atagi ve gecici
korliigi tarif etmistir.1905°de Chiari ilk kez karotis i¢i trombiisii gostermistir. Takip

eden 400 otopside karotis i¢inde trombiisii 7 spesimende gdérmiistiir. Bunlardan 4



tanesi serebral embolizm nedeniyle 6lmiis insanlardir. Egas Moniz 1927°de serebral
anjiyoyu tarif etmis ve 537 anjiyoda 4 trombiis goriintiilemistir. Karotise baglh
serebral embolizm ilk kez 1963’te Julian tarafindan mekanizma olarak
aydmlatilmistir.1979°da Imparato plak ici kanamay tarif etmistir.ilk endarterektomi
1953’te De Bakey tarafindan gerceklestirilmistir.1974’de G.I. Thomas’in dupplex
scan yoOntemini kullanmaya baglamasi ile karotis aterosklerozu kolaylikla teshis

edilen ve bugiin yaygin olarak kolayca tedavi edilen bir hastalik haline gelmistir.(1)

1.3. Tiirkiye’de Ateroskleroza Bagh Olaylarin insidans ve Prevalansi:

Ulkemizde epidemiyolojik verilere gore aterosklerotik kalp hastalig
prevelanst  %3.8°dir (erkeklerde %@4.1, kadinlarda %3.5 dir.)Koroner kalp
hastaligindan 6liim oran1 erkeklerde 8.7/1000, kadinlarda ise 6.3/1000 kisi/y1ldir(9).
Aterosklerotik inme prevalansi yasla birlikte artar. Ornegin , inmeli hastalarin %75’
65 yas lzerindedir. Bati ilkelerinde inme prevalansi 8/1000, Japonya ‘da 20
/1000°dir. Ulkemizde saglikli veriler olmamakla birlikte, inme insidansi igin yapilan
calismalarda 17.6/1000/y1l gibi bir oran bulunmustur(1). Inme alt tipleri arasinda
aterosklerozun orani degisik oranlarda olmakla birlikte, Ege Inme veri tabaninda ,
iskemik inme tim inmelerin %77’sini olusturmaktadir,bunun da %37’si
ateroskleroza bagl inmedir(1).Ulkemizde ve diinyada karotis aterosklerozunun
prevalans veya insidansina ait herhangi saglikli bir veri bulunmamaktadir.Fakat
karotis aterosklerozu ile inme riskinin artisina dair bir ¢cok c¢alisma vardir. ACAS
(Asymptomatik Carotid Aterosklerosis Study) calismasinda %50 darlik derecesi alt1
ve %50 tizeri lezyonlarda %0.7-1"e karsin %1.7-4.8 gibi nerdeyse 4 kat fazla inme
riski oran1 saptanmustir.(11). NASCET yapilan en 6nemli ve kapsamli ¢calismadir. Bu

calismada %70 iizeri darliklarda yillik %13 gibi bir inme riski bildirilmistir(12).
1.4. Aterosklerozun Genetigi

Bugiinkii bilgilerimize gore aterosklerotik damar hastalig: tipik bir cevre —gen
etkilesimidir. Cevresel risk faktorleri giiniimiizde agik¢a tanimlanmis, genetik risk
faktorleri ise yeni yeni aydinlatilmaya baslanmistir. Genetik risk faktorleri hem

ateroskleroza yatkinlik saglamakta hem de c¢evresel faktorlere olan yaniti



belirlemektedir. Prematiir aterosklerotik damar hastaliginin kalitsal kdkenli oldugu
gosterilmigtir. Bu kaliim kismen klasik risk faktorlerini diizenleyen genlerdeki
mutasyonlarla agiklanabilir. Ancak bazi kigilerde higbir klasik ya da yeni koroner

risk faktorii olmaksizin kalitsal bir egilim olabilmektedir.

Aterosklerotik damar hastalig1 genetigi ile ilgili giiniimiizde bilinen genetik

degisiklikleri birka¢ grup halinde inceleyebiliriz.(1)

1.Klasik risk faktorlerini etkileyen genetik degisiklikler :
a.Lipoprotein metabolizmasi
b.Hipertansiyon
c.Diabetes mellitus ve insiilin rezistansi

2.Yeni risk faktorlerini etkileyen genetik degisiklikler:
a.Homosistein
b.Koagiilasyon ve trombozu etkileyen genler

3.Damar duvari ve inflamatuar yanit1 etkileyen genler

1.5.Aterosklerozun immiinopatogenezi

Endotel disfonksiyonunun, aterosklerotik hastalik prosesinin en erken klinik
belirtilerinden biri oldugu bilinmektedir.Endotel hasari; plazma proteinlerine karsi
gecirgenligin artmasi, NO biyoyararliliginin azalmasi, kandaki I0kositlerin asiri
yapiskanligi ve yerel pro- ve anti- trombotik faktorler, biiyiime stimulator ve
inhibitorleri ve vasoaktif maddelerin fonksiyonel dengesizligini kapsayan, yerel, akut
ve kronik degisikliklere neden olabilir.Okside LDL’nin endotel disfonksiyonuna
neden olma ve aterosklerozu baslatmada onemli ve erken bir rolii vardir. LDL ilk
olarak hafif bicimde okside olup mmLDL’e (minimal 6lgiide okside
olmus=minimally modified LDL) doniistiigi subendotelyal boslukta birikir.Bu
mmLDL yerel damar hiicrelerini, monositleri arter duvarmin bir yanindan obiir

yanina go¢ etmeye, bir araya toplanmaya tesvik eden kemokinleri iiretmek iizere



uyarir.Monositler bir kez intimaya girince olgunlasarak ,fagositoz yetenegine sahip
makrofajlara  doniisiir ve etkinleserek biiylime faktorleri ve stokinleri
salgilarlar. Aterosklerotik lezyonlarda monosit ve makrofajlarin etkinlesme ¢ogalma
ve yasamlarin slirdiirmelerine bir bliytime faktorii olan makrofaj-koloni stimule edici
faktor aracilik eder (M-CSF). M-CSF monositleri etkinlestirir, onlarin biiyiime
baskalasim ve yasamlarimi siirdiirmelerine aracilik eder. Kemoatraktan 6zelligi de
vardir. Ortaya ¢ikist kismen, bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa

B’nin (NFkB) aktivasyonu yoluyla indiiklenir.

Intimada toplanan monosit ve makrofajlar LDL nin peroksidasyonunun daha
da ilerlemesini saglar. Tiimiiyle okside olan LDL (oxLDL) makrofajlar iizerindeki
avci(scavenger) reseptorlerce taninir, hiicre icine alinir ve onlar1 kopiik hiicrelerine
doniistiiriir. Arter intimasinda kopiik hiicrelerinin olugmasiyla aterom fibroz bir plaga
donlismeye baslar. Diiz kas hiicrelerinin mediadan intimaya go¢ etmeleri ve
cogalmalarina, damar duvar1 hiicreleri veya infiltre olan I6kositlerin iirettigi
trombosit kokenli biiyiime faktorii aracilik eder. Negatif kontroller ise diiz kas hiicre
cogalmasini inhibe eder. Ornegin, transforme edici biiyiime faktorii-B ¢ogalmayi
yavagslattig1 halde ekstraselliiler matriks liretimini uyarir. Birbirine karsit uyarici ve
inhibe edici giicler arasinda var olan bir denge olgun bir aterosklerotik plagin

gelismesini belirler(1).

Aterosklerozda temel mekanizmalarin islemesini kolaylastiran bazi
hazirlayic1 faktorler vardir. Bunlardan hipertansiyon, biyomekanik degismelere ve
16kosit adezyonunun artisina, diabet proteinlerin enzimatik olmayan glikolizasyonu
ile endotel disfonksiyonu ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin artigina yol acarak etkili
olur. Hiperkolesterolemi, LDL diizeylerini artirarak, sigara, lokositlerin endotele
yapismalarini arttirarak, artmig homosistein diizeyleri de endotele toksik proteolitik
mekanizma ile etkilerini gosterir(13). Enfeksiyonlardan 6zellikle klamidya pnomonia
enfeksiyonu endotel disfonksiyonuna yol acarak etkili olur(14). Sistemik lupus
eritematozis, antifosfolipid sendromu, romatoid artrit ve ve vaskiilit gibi otoimmiin
hastaliklarinda AS progresyonunu hizlandirdig1 saptanmistir. Bu da plak olusumunda

inflamatuar ve immiin mekanizmalarin rol aldig1 goriisiinii desteklemektedir. Tiim bu



etkenlerle gelisen endotel hasart lipitlerin ve inflamatuar hiicrelerin (monositler ve T

lenfositler ) arter duvarina girmesini saglayan ilk basamaktir .

Hipertansiyon ENDOTELIAL HASAR VEYA DiSFONKSIYON
Diabet
Obezite \
Immiinite
Enfeksiyon ;
. Inflamasyon
Dislipemi
Homosistein
Sigara
Digerleri Adeziv molekiiller ﬂ
Monositler "
Lenfositler ]
inflamatuar markirlar ﬂ }
~No |
Endotelin ﬂ

ATEROM

Sekil 1:Endotel hasari ve disfonksiyonu (32)

Ateroskleroz multifaktoriyel bir siirectir. Aterosklerotik hastalik siireci, birgok
degisik 6zelligin oldugu bir immiin yaniti igermektedir. Once makrofaj ve diger
hiicrelerin aktive olmasii igeren dogal immiin yanit olusur. Bu, inflamatuar
mediatorlerin agiga c¢ikisina ve etkilenen arter duvarinda inflamatuar yanitin
olugmasina yol agar. Bundan sonra aterosklerotik dokunun bazi spesifik molekiilleri
‘yabanct’ olarak tanininca adaptif immiinite olusur. Spesifik T hiicreleri prolifere
olarak sitokinleri olusturur ve yabanci molekiiller {izerindeki epitoplar

baglayabilecek antikorlar sentezlenir (1).

Dogal immiinite, spesifik adaptif mekanizmalar devreye girmeden ortaya ¢ikan
immun savunmanin ilk sathasini olusturmaktadir. Dogal immiinitenin olusmasinda
Oonemli olan anahtar hiicresel elemanlar makrofajlar ve naturel killer hiicrelerdir.
Adaptif immiinitenin T ve B hiicrelerine benzer sekilde bu hiicreler belli bir
molekiiler hedef ile karsilagtiklarinda yanit olustururlar fakat spesifite adaptif
immiiniteden daha azdir. Makrofajlar pattern taniyici reseptorler (PRR) tagimaktadir.

Bu reseptorler endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak iizere ii¢ gruba ayrilir.



Sinyal ileten reseptdr grubunu TLR ailesi olusturmaktadir.(3)Ligandla baglandiktan
sonra NF-kB (niikleer faktor B) transkripsiyon faktoriinii aktive eden intraseliiler
kinaz kaskadi baslar. Ilk énce MyD88 TLR’nin stoplazmik TIR parcas: ile birlesir
ve IRAK’1 etkiler. TRAK TRAF6’1 aktive eder takiben IKK kompleksinin
aktivasyonu gerceklesir. IKK kompleksi 1kB’i fosforile eder bu ise NF-Kb’nin
niikleer translokasyonu ile sonuglanir(33). NF-kB aterogenezde rol oynayan cesitli
sitokin ve adezyon molekiillerinin {retimini imdikleyen bir grup genin
ekspresyonuna neden olur. Bunlar myeloperoksidaz, nitrik oksit sentetaz,
siklooksijenaz, tiimor nekroz faktor, interlokin-1, vaskiiler adezyon molekiilii-1

(VCAM-1) ve digerleridir(15).

MD-2
TLRS TLR1 TLR2 TLR4
TLR7 veya
TLR9 TLR6
T e I -

TIRAP
N

1yD88
MO/IKKy
IKKe | IKKB KK kompleks

-~ \d T
NF-KB
Inflamatuar sitokinler

Sekil 2: MyD88-bagimh yol (33)

MyD38 MyDss8

NFkB inflamatuar ve oksidatif stres yollarinin kesistigi noktada yer alir.Yeni

arastirmalar NFkB’nin dinlenme durumundaki hiicrelerde gen ekspresyonunu



diizenleyebildigi mekanizmay1 aydinlatmis ve NFkB’nin etkisinin IxB ailesinden bir
inhibitére bagli oldugu anlasilmistir. IkB fosforile oldugu zaman parcalanmakta ve
bu parg¢alanma sonucunda NFkB’nin p65 ve p50 subiiniteleri agiga ¢ikmaktadir. Bu

subiinitler niikleusa gidip spesifik gen ekspresyonlarina neden olmaktadir

2. TOLL-LIKE RESEPTORLER:

Toll ilk kez bir Drosophila geni olarak bulunmustur. Gen iirlinii sinyal
transdiiksiyon reseptor rolii gosteren bir transmembran proteinidir. Drosophiladaki
tollun rolii daha farklidir.Drosophila embryosundaki dorso-ventral aksisin
kurulusunu ve fungilere dogal immun yaniti diizenler. Bu proteinin fonksiyonu
tizerine ilk caligmalar ilk olarak bu gelisim siirecindeki rolii iizerine odaklanmuistir.
Drosophila toll yolu ile memeli IL 1 yolunun benzerligi fark edilerek immiinite
lizerine caligmalar baslatilmistir(16). Organizmanin infeksiyonlarla miicadelesinde
hem evrimsel olarak eski hem de oldukg¢a evrensel olan dogal immiin sistem |,
spesifik immiinite ile kiyaslandiginda patojenleri taniyan reseptdrler acisindan daha
kisitlt bir repertuara sahiptir. Adaptif immiin sistemin, antijen tanima kapasitesi ¢ok
genis bir reseptor repertuartyla spesifiteyi saglarken, dogal immiin sistem
patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1 taniyabilmekte boylece konaga ait
olan ve olmayani belirleyerek savunmay1 baslatabilmektedir. Patojenler iizerinde bu
evrimsel olarak korunmus molekiiler yapilara ‘hastalik etkenlerine eslik eden
molekiiler yapilar (PAMP- pathogen associated moleculer patterns)’ denilmektedir.
Dogal immiin sistem hiicreleri {izerinde bunlar1 taniyan reseptorlere de Pathogen
Recognition Receptor (PRR) adi verilmektedir. Bu reseptorler, endositik, sekrete
edilen ve sinyal ileten olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Sinyal ileten reseptor grubunu

TLR ailesi olusturmaktadir(3).

Ik insan toll homologu 1997 yilinda tanimlanmstir. ilk tanimlanan TLR-1
olmasia ragmen bu reseptorlerden fonksiyonu ilk belirlenen TLR 4 diir. TLR’ler
hem lenfoid hem de nonlenfoid dokularda eksprese olmaktadir. TLR-1 monosit,
notrofil, B hiicreleri ve natural killer hiicrelerde, TLR-2 monosit, notrofil ve dentritik

hiicrelerde, TLR-3 dentritik hiicrelerde, TLR-4 iin endotelyal hiicreler, monosit,



notrofil ve dentritik hiicrelerde, TLR-5’in ise monosit ve dentritik hiicrelerde
eksprese oldugu gosterilmistir(17,18).Herbir TLR’nin ligand spesifitesi farklidir. TLR
4 gram negatif bakteri membranindaki lipopolisakkaritlere kars1 bir reseptdr olarak
bilinmektedir. TLR-4’{in diger eksojen ligand1 RSV (respiratuar sinsityal viriis)’diir.
Arbour ve arkadaslart TLR-4 geninde bir nokta mutasyonunun insanlarda
lipopolisakkaridlere kars1 cevap azligina sebep oldugunu gosterdiler(19). Bu sekilde
daha az yanithh TLR-4’{in enfeksiyonlara yatkinligi arttirdigina dair bir ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir(20,21,22) .

Sadece ekzojen ligandlar degil endojen ligandlar da TLR-4’1i aktive eder.Bu
endojen ligandlar genelde stres ve hiicre hasar1 sonucu olusur.Bu endojen ligandlarin
en iyi bilinenleri HSP60, HSP70, doymus ve doymamuis yag asitleri, hiyaliironik asit,
stirfaktan protein A, fibronektin’ dir(3). Heatshock protein sentezi seliiler stres
durumunda dramatik olarak artar. Bir calismada TLR 4 genindeki nokta
mutasyonuile HSP60 ile indiiklenen makrofaj aktivasyonuna karst nonfonksiyonel

TLR 4 cevabi gosterildi(23).

Aterosklerotik lezyon gelisiminde TLR 4’iin roliine ait artan sayida deliller
bulunmaktadir. TLR 4 i¢in ligand ¢esitleri olan klamidyal lipopolisakkarit , HSP60
,LHSP70 ve fibrinojenin aterosklerosizi indiikledigi bilinmektedir. TLR 4 saglam
damar duvar ile karsilastirildiginda aterosklerotik plaklarda daha fazla bulunmakta
ve ekspresyonu oxidize LDL ile artmaktadir(24). TLR 4 aktivasyonu mononukleer
fagositlerden damar duvarinda monosit ve T lenfosit yoplanmasini saglayan
kemokinlerin salinimim1  saglar(25). TLR 4  aktivasyonu sonucu indiiklenen
sitokinlerin tiretimi vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu
etkiler.(26) Ek olarak TLR 4 aktivasyonu MMP-2 MMP-9 ve katepsinlerin daha

yliksek oranda expresyonunu saglar(27).
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Sekil 3: TLR 4 ligandlar1 ve fonksiyonel 6nemi (7)

Aterosklerozda TLR 4 ‘iin roliinii inceleyen bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Bu konu iizerine yapilan ¢aligmalarda ¢ogunlukla TLR 4 nokta mutasyonlar ile
koroner  arter aterosklerozu arasi iligkiyi arastirilmistir (28,29,30). Karotis
aterosklerozu ile TLR 4 polimorfizmi arasi iliskiyi arastiran ¢aligsmalar géreceli daha
kisith sayidadir(31,13). Bu ¢alismalarda TLR 4 nokta mutasyonlarinin ateroskleroz
riskini azaltarak koruyucu rol oynadig1 gosterilmistir. Bu caligmalar aterosklerozun

gelisiminde immiinitenin roliinii belirleme agisindan 6nemlidir.



Tiim bu veriler 15181nda biz Sivas ilinde karotis aterosklerozu sikligini
aragtiran toplum bazli ¢aligmadan, rastgele dagilim metodu ile secilen 50 karotis
aterosklerozu olan ve 50 olmayan kiside TLR4 Asp299Gly polimorfizm sikligini
arastirdlk. TLR  4’tin damar duvarinda inflamasyona sebep olan sinyalleri
diizenledigini diisiinerek daha az yamtli TLR4’ iin aterogenezden sorumlu

inflamasyonu azaltacag1 hipotezini kurduk



GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Subat 2007 - Agustos 2007 tarihleri arasinda Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji ve Genetik Anabilim dallarinda yapilmistir.
Calismaya baslamadan 6nce Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Bagkanligi’ndan 06.12.2005 tarih ve b.30,2.CUM.O.1H.00. OO/ 2005/06 say1 ile

onay alinmigtir.
3.1. Calisma Grubu

‘Sivas il merkezinde karotis arter aterosklerozunun yayginligi > c¢alismasi
karotis aterogenezinin epidemiyolojisi ve patogenezi lizerine yapilmis toplum bazl
prospektif bir galismadir. Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Klinigi
tarafindan yiriitilen bu calismada Sivas il merkezinde yasayan 30 yas tizeri 500
kisiye karotis doppler USG uygulandi ve ateroskleroz risk faktorleri ve beslenme
aligkanliklar1 kaydedildi. Populasyon karotis aterosklerozu olan ve olmayan grup
olarak ayrildi. Biz calismamiz i¢in karotis aterosklerozu olan ve olmayan gruptan
rastgele orneklem yontemi ile 50° ser kisi secildi. Boylece toplam 100 kisiden alinan
kan orneklerinde DNA isolasyonu , PCR takiben RFLP ile TLR4 AspGly299
polimorfizmi arastirildi.Calisma oncesi bireyler bilgilendirilerek yazili onamlari

alindi.
3.2. Klinik Muayene ve Anamnez Alimi

Calismaya alinan hem kontrol grubu hem de ateroskleroz grubu DM , HT ve
hiperkolesterolemi agisindan degerlendirildi. HT 3 ol¢iimiin ortalamas1 140/90 ve
lizeri, ve / veya antihipertansif ajan kullanimiyla tanimlandi.Vakalar a¢lik kan diizeyi
126 tizeri ise diabet olarak kabul edildi.Gegirilmis koroner arter hastaligi, inme ve

periferik arter hastalig1 kaydedildi.
3.3 Aterosklerozun Degerlendirilmesi

(Calismamizda hastanemizin Radyoloji Bdliimiinde bulunan Toshiba Power
Vision 6000 marka USG cihaz1 ile 49 Hz goriintiileme probu kullanilarak bilateral
CCA, ICA ve ECA’y1 incelendi. Her 3 damarda plak olusumunu plaklarin yapisini ,

darlik yiizdelerini ve intima media kalinliklarin1 kaydedildi. Damar duvarinda



aterosklerotik plagi bulunan veya intima media kalinligt >1.1 olan vakalar
ateroskleroz grubuna alind1.

3.4. POLIMORFIZM ANALIZIi:

Calismamizda TLR Asp299Gly polimorfizm analizi i¢in RFLP yo6ntemini
tercih edildi. Bu yontemde 1.basamak olarak periferik kandan DNA izole ettik.
Takiben PCR yontemi ile ilgili gen bolgesi invitro olarak ¢ogaltildi. Son basamakta
ise ¢ogaltilan gen bolgesi uygun restriksiyon enzimi ile mumale edilerek RFLP
yontemini kullanildi.

3.4.1. DNA Isolasyonu:

Biitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan
yapildi. Bunun igin Invitek Invisorb Spin Blood DNA Izolasyon Kiti kullamild.
Yaklagik 200yl periferik kan dokusunun kullanildig: teknik sonrasinda 30-50 ng /ul
ultrapiir genomik DNA izole edilmektedir (Azeo:Azs0 orani 1,7- 2 arasi). 1zolasyon
icin kullanilan 50 hastalik kit icerigi agagidaki gibidir;

1) Proteinaz K, 1ml(10pg/ul)

2) Liziz tamponu (Lysis Buffer A), 15ml

3) Baglanma tamponu (Binding Buffer B6), 30ml

4) Eliisyon tamponu (Eluotion Buffer D), 15ml

5) Yikama Tamponu I, 30ml (Kullanilmadan 6nce 30ml %100’Lik etil alkol
eklenir)

6) Yikama Tamponu II,18ml (Kullanilmadan 6nce 42ml %100’liik etil alkol
eklenir)

7) 2.0ml’lik toplama tiipleri, 100 adet

8) 1.5ml’lik toplama tiipleri, 50 adet

9) Filtreler, 50 adet

Kan Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii:
Calismadan 6nce Ornek sayisina yetecek kadar eliisyon tamponu (eluotion

buffer D) 56°C’ye 1sitildi.



Kodlamas1 yapildiktan sonra 1,5’luk ependorf tiipe 200ul EDTA’l1 kan,
200ul liziz tamponu (lysis buffer A) ve 20ul proteinaz K konuldu. Kapagi
kapatilarak tiip 10 sn vortekslendi ve 56°C’de 10dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi tiip ortamia 400111 baglama tamponu (binding buffer B6)
tiipe eklendi, 3-4 kez pipetaj yapildiktan sonra lizatin tamamu filtreli toplama tiipiine
aktarildi. Filtre toplama tiipii daha sonra 3dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12
000rpm’de 2dk santrifiij edildi.

Filtre yeni bir toplama tiipline aktarildi, tizerine 500ul yikama tamponu 1
(wash buffer I) eklendi ve 12000rpm’de 1dk santrifiij edildi. Toplama tiipti tekrar
degistirildi, filtre tizerine 800ul yikama tamponu 2 (wash buffer II) eklenerek ve 12
000rpm’de 1dk santrifiij edildi. Filtre {i¢iincii kez olarak 2ml’lik yeni bir toplama
tiipline aktarildi, 14 000rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikama tamponlarindan gelen
alkolden arindirildi. Alkolden tamamen arindirmak igin filtre dordiincii ve son kez
yeni 1,5’luk tiipe yerlestirildi ve 3 dk kapagi agik bigimde oda sicakliginda bekletildi.

Daha sonra filtre membraninin tam ortasina 200yl eliisyon tamponu (eluotion
buffer-D) eklendi, 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiip 10.000rpm’de 1 dk
santrifiij edildi, filtredeki DNA ¢06zeltisi toplama tiipline aktarildi, etiketlendi ve -
20°C’de calisilmak lizere muhafaza edildi.

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR  (Polymerase chain reaction) ya da polimeraz zincir reaksiyonu
,molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitce tiipte niikleik asitlerin tiipte
uygun kosullarda ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. PCR bir g¢esit invitro
klonlamadir. PCR reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmasini (denatilirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmasin1 (hibridizasyonu); sonra zincirin uzamasini (polimerizasyonu)ve cift
iplikgikli DNA’nin sentezlenmesi ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina
dayanir. Bu ii¢ adim (denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi ) bir PCR
siklusunu olusturur. Her adim farkli 1silarda gergeklestirilir . PCR teknigi tek veya
cift iplikcikli DNA’y1 RNA’ya hedef olarak kullanabilir. Bu teknikle; bir DNA

hedefini 106-1012 arasinda g¢ogaltmak miimkiindiir.Yontemin temeli, ¢ogaltilmak



istenen bolgenin iki ucuna 06zgli bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayic bir ¢ift
sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak ; bu iki primer
ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR teknigi ¢ok
az miktarda DNA ile ¢aligmaya olanak saglamaktadir. PCR teknolojisi i¢in :

1- DNA 0Ornegi

2-Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir ¢ift sentetik
primer

3-dNTP’ler (A,T,C,G)

4-Istya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi

5-Uygun  ph ve iyon kosullarmi (Mg+2) saglayan tampon karigimi
gereklidir.

Toll-like reseptor 4 geninin Asp 299 Gly polimorfizmi i¢in primerler:
F-5’-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3’
R-5’-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’

Ilgili bolgelerinin ¢oklu (multipleks) amplifikasyonu igin Fermentas marka

PCR Master Mix amplifikasyon kiti kullanildi. Kit, Taqg DNA Polymerase , Mg Cl
ve dNTP icermektedir.

PCR anakarigim, her hasta i¢in etiketlenmis 0.2 ml eppendorf tiip ortami;

Amplifikasyon karigimi : 15¢l

Forward Primer c 1l

Reverse Primer : 1ul

Kalip DNA :2ul

Distile su :8.5

Toplam hacim : 25 ul seklinde hazirlandi.

Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi:
95°C’de......covnnnen. 4 dk (ilk denaturasyon)
95°C’de....cvvninnnn... 30sn (denaturasyon)



55°C°de....ccvininninnn. 30sn (baglanma)
72°C’de....ciiinnnn... 30sn (uzama)
35 dongliden sonra elde edilen PCR iiriinleri strip test tekniginde

degerlendirilmek lizere +4°C’de sakland.

3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi 1
RFLP isleminden dnce elde edilen PCR iiriinleri (4 ul) %1°lik elektroforezde
basarili amplifikasonlar acisindan degerlendirildi. Basarili amplifikasyon elde edilen

PCR iiriinlerinden 2 pl iirtin RFLP analizi i¢in kullanildi.

3.4.4.RFLP ( Restriction Fragment Length Polimorphism)

Bir populasyonda mevcut olan genetik ¢esitlilige polimorfizm denir. Bu dogal
farkliliklar kusaktan kusaga Mendel yaslaria gore aktarilirlar. Insan genomunda tek
baz degisiklikleri ¢cok siktir. Bazilarina gore bu siklik her 100 baz ¢iftinde bir ortaya
cikmaktadir. Bu niikleotid degisikliklerinin biiylikk cogunlugu zararsizdir. DNA
polimorfizmi, DNA  iizerinde hastalifa neden olmayan, suskun  niikleotid
degisimleri olarak tanimlanir. Eger bu polimorfizmler, bir restriksiyon enzimi
bolgesinin yok olmasma ya da yeniden olusmasina neden olurlarsa kolaylikla
saptanabilirler. DNA bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta parcalar olusur ve
analizlerde degisik pozisyonlarda goriiliirler.Bunlara ‘Restriction fragment length

polimorphism’ (RFLP) / ‘Kesim enzimi uzunluk polimorfizmleri’ denir.

Biz bu ydntem igin Hinf-1 restriksiyon enzimini kullandik.ilk olarak
enzimimizin aktivasyonunu degerlendirmek i¢in PCR {iriiniimiizden Once izole
ettigimiz birkag DNA 6rnegini Hinf-1 enzimi ile bir gece oda sicakliginda inkiibe
ettik. Enzim ile DNA’nin fragmanlara ayrildigimi gorererek , enzimimizin aktif
olduguna karar verdik.Bu islemi takiben PCR {iriinlimiizii oda sicakliginda bir gece

Hinf-1 enzimi ile inkiibe ettik
RFLP Kosullari:
PCR iirtini 2l

Enzim 2l



10 x Reaction Buffer :5ul

100 x BSA :0.5 ul
Distile su :40.5 ul
Toplam Hacim : 50 ul seklinde hazirlanda.

3.4.5.Agaroz Jel Elektroforezi 2

RFLP isleminden sonra elde edilen iiriinler (20ul) %2’lik elektroforezde
yuriitillerek degerlendirildi.

3.4.6. ISTATIKSEL ANALIiZ

Calisgmamizin verileri SPSS (Ver:14.0) programina yiiklenerek degerlendirildi.
Bu degerlendirmede iki ortalama arasindaki farkin onemlilik testi,Khi-kare testi
ODDS orani1 kullanilmistir.Verilerimiz tablolarda ortalama + Standard sapma, denek

sayist ve % seklinde belirtilip yanilma diizeyi 0.05 olarak alinmastir.



BULGULAR

Caligmaya aldigimiz 95 bireyin 50’1 karotis aterosklerozu olan,45°1 ise karotis
aterosklerozu olmayan bireylerden olugmaktadir. Karotis aterosklerozu olan grupta
bireylerin 26’1 (%52) erkek 25’1 (%48) kadin, ateroskleroz olmayan grupta ise
bireylerin 20’1 (%44.4) erkek, 25’1 (%55.6) kadindi.Yaslar ateroskleroz grubunda
60.62+8.33 ve ateroskleroz olmayan grupta 57.53+8.56 olarak bulunmustur.Karotis
aterosklerozu olan ve olmayan grup yas ve cinsiyet acgisindan karsilastirildiginda

aralarinda bir fark yoktu (Tablo 1).

Tablo 1:Karotis aterosklerozu olan ve olmayan gruplarin yas ve cinsiyet

acisindan Kkarsilastirilmasi

Yas Erkek (%) Kadin (%)

Karotis
ateroskleroz 60.62+8.33 26 (52) 24 (48)
olan (n=50)
Karotis
aterosklerozu | 753,656 | 20 (44.4) 25 (55.6)
olmayan(n=45)

t=1.77,p=0.07 p=0.462;p>0.05

p>0.05

Calismaya alinan hem kontrol grubu hem de ateroskleroz grubu DM , HT ve
hiperkolesterolemi agisindan degerlendirildi. HT, 3 6l¢limiin ortalamasi1 140/90 ve
lizeri , ve / veya antihipertansif ajan kullanimiyla tanimlandi.Vakalar aglik kan
diizeyi 120 {izeri ise diabet olarak kabul edildi.Gegirilmis koroner arter hastalig1 ve

inme kaydedildi.



Tablo 2:Her iki gruptaki bireylerin kan parametrelerinin karsilastirilmasi:

Degiskenler Grupl X+£S Grup 2 X+S Sonug

Kolesterol 200.70+53.68 204.40+43.56 t=0.36,p=0.715,p>0.05
HDL 37.5449.79 42.15+12.86 t=1.97,p=0.055,p>0.005
LDL 133.30+45.54 132.77+34.28 t=0.06,p=0.950,p>0.05
Trigliserid 129.14+62.18 120.46+63.50 t=0.67,p=0.53,p>0.05
Her iki gruptaki bireylerin kolesterol HDL,LDL ve TG degerleri

karsilagtirildiginda gruplar arasi farklilik dnemsizdir.

Tablo 3:Sigara icimi acisindan gruplarin karsilastirilmasi

Gruplar Sigara var Sigara yok
Ateroskleroz grubu S S 30

% % 60
Ateroskleroz olmayan S S 38
grip % 15,6 % 84.4
Toplam S S 68

% 284 % 71.6

Sigara igcme yoniinden gruplar karsilagtirildiginda X=6.95,p=0.008,p<0.05 ve

koroner arter hastalig1 icin X=9.38,p=0.002,p<0.005 idi. Her iki gruptaki
farklilik

sigara igme

acgisindan

karsilastirildiginda

bireyler

onemli  bulunmustur.

(p<0.005)Sigara i¢enlerin karotis ateroskleroz olma oddsu igmeyenlere gore 3.62 kez

daha fazladir.




Tablo 4: Ateroskleroz risk faktorlerinden hipertansiyon ve diabet acisindan

gruplarin karsilastirilmasi .

Gruplar Diabet var Diabet yok Hipertansiyon | Hipertansiyon
var yok

Ateroskleroz S 12 S 38 S 27 S 23
grubu % 24 % 76 % 54 | % 46
Ateroskleroz S 6 S 39 S 22 S 23
olmayan grup | o, 33 %  86.7 % 489 | % 511
Toplam S 18 S 77 S 49 S 46

% 18.9 % 81.1 % 51.6 %48.4

DM ve HT acisindan gruplar karsilastirildiginda DM igin
X=1.75,p=0.185,p>0.05 ; HT i¢in X =0.24,p=0.619,p>0.05 idi.Gruplar ig¢in

farkliliklar 6nemsiz bulunmustur.

Calismamizda TLR Asp299Gly polimorfizm analizi i¢in RFLP yo6ntemini
tercih ettik.Bu yontemde 1.basamak olarak periferik kandan DNA izole ettik. Takiben
PCR yontemi ile ilgili gen bdlgesi invitro olarak c¢ogalttik.Son basamakta ise
cogaltilan gen bdlgesini uygun restriksiyon enzimi ile mumale edereck RFLP

yontemini kullandik.

DNA polimorfizmi, DNA {izerinde hastaliga neden olmayan, suskun
niikleotid degisimleri olarak tanimlanir. Eger bu polimorfizmler, bir restriksiyon
enzimi bolgesinin yok olmasina ya da yeniden olusmasma neden olurlarsa
kolaylikla saptanabilirler. DNA bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta parcalar
olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda goriiliirler.Bunlara ‘Restriction fragment

length polimorphism’ (RFLP) / ‘Kesim enzimi uzunluk polimorfizmleri’ denir.

Biz bu yoéntem icin Hinf-1 restriksiyon enzimini kullandik.ilk olarak

enzimimizin aktivasyonunu degerlendirmek i¢in PCR {iriiniimiizden Once izole




ettigimiz birkag DNA 6rnegini Hinf-1 enzimi ile bir gece oda sicakliginda inkiibe
ettik. Enzim ile DNA’nin fragmanlara ayrildigini gorererek , enzimimizin aktif

olduguna karar verdik.

Sekil 1:Hinf-1 enzimi ile inkiibe edilmis DNA Orneklerinin jel elektroforez

goriintiisli .( 5. kuyucuga enzim konmamis digerlerine konmustur.)

Hinf 1 enzimine uygun primerler yardimiyla ¢ogalttigimiz PCR {iiriinlerimizi
enzimimizle bir gece oda sicaklifinda inkiibe ettik RFLP isleminden sonra elde
ettigimiz iiriinleri %2’lik elektroforezde yiiriiterek degerlendirdik. Incelememiz
sonucunda PCR iiriinlerimizde herhangi bir kesimin olmadigin1 gérdiik. Sonug olarak
hem karotis aterosklerozu olan hem de olmayan grupta TLR 4 Asp299Gly

polimorfizminin bulunmadigini goérdiik.



Sekil 2: 1-7 arasi hastalardan elde edilen PCR firiinlerinin Hinf-1 enzimi ile
inkiibasyonundan sonraki jel elektroforez goriintiisii. (250 bg biiytikliigiindeki PCR

tirtinlerinin hi¢birinde Hinf-1 enzimi ile kesim goriilmemistir.)

150 =——s




TARTISMA

Daha once yapilan yayinlar agirlikli olarak TLR 4 Asp299Gly polimorfizminin
enfeksiyon hastaliklarina yatkinligi arttirdigini géstermistir (34,35,36,37,38,39,40).
TLR’ler bazi belirli mikrorganizma gruplarindaki ortak molekiiler yapilari tanirlar.
Bunlar patojenle iliskili molekiiler patternler olarak adlandirilirlar. Patojenitede etkili
olan toksinler TLR’ler tarafindan taninmazlar. Mikrorganizma ile iligkili molekiiler
paternler (MAMP) konak¢ida bulunmazlar ve non-self olarak davranirlar.Gram(-)
bakteri hiicre duvar yapisinda bulunan LPS, TLR ligand: olarak ilk tanimlanmis
yapidir(33). TLR 4 kalmidya pnomonia ve helikobakter pylori gibi sik goriilen
gram (-) bakteriler i¢in bir transmembran lipopolisakkarit reseptoriidiir. Bu iki
patojenin aterogenez lizerine etkileri bazi caligmalarda gosterilmistir.Epidemiyolojik
olarak MI ve koroner arter hastaliginin c.pnomoniaya karsi yiiksek antikor iceren
kisilerde saglikli kontrollere gore daha yiliksek oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir(41,42). Ek olarak bir ¢calismada c.pnomoniae ateromatoz plaklardan

elde edilmistir (43).

Toll-like receptor 4 Asp299Gly polimorfizminin enfeksiyonlara yatkinlig:
arttirdigr hemen hemen yapilan tiim ¢aligmalarda ortak goriistiir. Toll-like reseptor 4
Asp299Gly polimorfizmi ile aterogenez arasi iliskiyi gosteren caligmalar goreceli
daha az sayidadir ve ¢ogu koroner ateroskleroz ve MI iizerine yapilmis ¢alismalardir.
TLR 4 kardiyomyosit, makrofaj, solunum epiteli, endotel ve diiz kas hiicreleri ve
kiigiik oranlarda diger dokularda bulunur, ve aterogenezde rolleri oldugu bilinen
heatshockprotein 60, heatshockprotein 70,fibrinojen, fibronektin ve oxidize LDL gibi

endojen ligandlar i¢in de bir reseptordiir.(13)

TLR 4 Asp299Gly polimorfizmi ile karotis aterosklerozu arasi iligkiyi
arastirmak, aterogenezde immiinitenin roliinii belirleme agisindan 6nemli bir firsattir.
Calismamizda, inceledigimiz karotis aterosklerozu olan (26 erkek, 24 kadin) ve
olmayan (20 erkek, 25 kadin) gruplarda cinsiyet acisindan anlamli fark
yoktu(p=0.462).Karotis aterosklerozu olan (60.6+8.3) ve olmayan (57.53+£8.56 )
gruplarin yas ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktu(p=0.07). Her iki gruptaki



bireylerin total kolesterol HDL, LDL ve TG degerleri karsilastirildiginda gruplar

arasi farklilik 6nemsizdi.

Ateroskleroz olan grupta sigara icme orami anlamli derecede daha fazla
bulundu(p=0.008).Her iki gruptaki bireyler koroner hastalik yoOniinden
karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulundu(p=0.002). Karotis aterosklerozu olan
grupta koroner kalp hastalig1 daha fazla bulundu.

PCR iirlinlerimiz Hinf-1 enzimi ile inkiibe edildikten sonra herhangi bir
kesimin olmadig1 goriildii. Sonu¢ olarak hem karotis aterosklerozu olan hem de

olmayan grupta TLR 4 Asp299Gly polimorfizmi saptanmadi.

Bu verilere gore bizim verilerimiz karotis aterosklerozu ile TLR 4 Asp299Gly
polimorfizminin iligkili olmadigin1  gostermektedir. Aterogenezle TLR 4
polimorfizminin iligkisini aragtiran ¢aligmalar aterogenezi arttirdig1 azalttigi veya
etkilemedigini gosterir sekilde birbiri ile ¢eliskilidir. Chiristine De Staerke ve
arkadaslar1 Amerika’da  yirittiikleri biiyiik oOlcekli bir calismada TLR 4
polimorfizmi ile MI arasi iligkinin anlamli olmadigin1 gosterdiler(44). Bunun benzeri
sonuglar John W. ve arkadaslar1 tarafindan Ingiltere’de ve Werner Koch ve
arkadaglar1 tarafindan Almanya’da yayimnlandi(45,46). Kristina Edfelt ve arkadaglar
ise Isve¢’de, daha az yamith TLR 4 variantlarinin artmms MI riski ile iliskili oldugunu
gosterdiler (29). Bu Isve¢ calismasinda SHEEP calismasina katilan bireylerin
genotiplenmesi ile erkek MI hastalarinda erkek kontrollere gore artmis Asp299Gly
polimorfizmi gosterildi. TLR 4 gen degisikliklerinin tek basina MI riskini gostermese
de TLR 4 Asp299Gly polimorfizminin MI riskini arttiran bir dogal immiin cevap
degisikligine neden oldugunu savunuldu. Bu durum TLR 4 Asp299Gly allelinin
kardiyovaskiiler olaylar icin yiiksek risk nedeni oldugunu ifade eden Balistreri ve

arkadaglarinin ¢alismasinda da vurgulanmistir.(47)

Ilging olarak aynt TLR 4 polimorfizmi CCA ve ICA’nin intima media
kalinlig1 olgtilerek yapilan bir ¢calismada da ateroskleozla iliskili bulundu. Fakat bu
calismada Asp299Gly allel tastyiciligi daha diisik oranda inflamatuar marker
seviyesi ve daha az karotid intima media kalinlig1 ile iligkiliydi(13).Yine Matthew J.
Kolek ve arkadaglarinin Amerika’dan yayinladiklar bir ¢aligmada, TLR 4Asp299Gly



polimorfizmi azalmis anjiografik koroner arter hastaligi ve azalmis vaskiiler
inflamasyonla iliskiliydi(48).REGRESS ¢aligmasindan gelen bir yayinda da statin
tedavisi alan Asp299Gly polimorfizmi olan hastalarin olmayanlara gére daha diigiik

kardiyovaskiiler risk tagidig1 gosterildi(49).

TLR 4 Asp299Gly polimorfizmi ile karotis aterosklerozu arasi iliskiyi
arastiran Kieschel ve arkadaslar1 anlamli derecede azalmis intima media kalinlig1 ile
polimorfizmin iligkili oldugunu savundular(13).Ayrica caligmalarinda bu gen
polimorfizmi dolagimdaki diisiik seviyedeki inflamatuar marker seviyesi ve
enfeksiyonlara artmis yatkinlik ile iligkiliydi.Sonuglarini su sekilde agikladilar:TLR
4Asp299Gly polimorfizmi ile hipofonksiyonlu bir reseptdr ortaya ¢ikmakta,
inflamasyon  azalmakta buna bagli olarak enfeksiyonlara yatkinlik
artmaktaydi.Takiben uzun donemde intravaskiiler inflamatuar yanit azalarak
aterogeneze koruyuculugu saglamaktaydi. TLR4 ile karotis arter arasi iliskiyi
arastiran baska iki ¢alismada ise iliski anlamsiz bulundu ve Kieschel’in ¢alismasini

desteklemedi(50,51).

Daha once yapilan bir fare ¢alismasinda LPS ile vaskiiler duvardaki TLR 4
aktivasyonunda neointima gelisiminin tetiklendigi ve bu etkinin TLR 4 defektli
farelerde bozuldugu gosterildi(52).Benzer sekilde iliak arterde balon hasari yapilan
tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada LPS ile indiiklenen neointimal formasyonun TLR 4
kompleksinin engellenmesi ile bozuldugu gosterildi(53).Birlikte ele alindiginda bu
sonuglar TLR ile elde edilen dogal immiin yanitin sadece enfeksiyonlara karsi
savunmanin degil arter duvarindaki bir slirecin de bir parcast oldugunu

gostermektedir.

TLR 4 Asp299Gly polimorfizmi ile MI riskinde artis1 gdsteren Kristina
Edfeldt ve arkadaslar1 bu durumu hastaligin altinda yatan degisik patojenik
mekanizmalarla acikladilar: MI bir ¢ok vakada aterosklerotik plaklarin riiptiirii ile
gerceklesir.Lezyon biiylimesine etki eden faktorlerin plak stabilizasyonuna neden
oldugu ayni zamanda plak biiyiimesini inhibe eden faktorlerin de instabiliteye ve
plak riiptiiriine neden olabilecegine dair bir teori gelistirdiler.Calismalarinda
bulduklar1 TLR 4 polimorfizmli bireylerdeki artmis MI riski fakat azalmis lezyon

boyutunu TLR 4’tin mikrobiyal {rlinlerle veya tanimlanmamis ligandlarla



aktivasyonu ile damar duvarinda diiz kas hiicre proliferasyonunu saglayarak

aterosklerotik lezyonda stabilize edici bir kapak olusturacag: fikrine dayandirdilar.

Biz galigmamizda ateroskleroz olan ve olmayan her iki grupta da TLR 4
Asp299Gly polimorfizmine rastlamadik. Calismamizin en biiyiik sinirlamasi ¢alisma
grubumuzun sayica azligidir.Ulkemizde TLR 4 Asp299Gly polimorfizminin sikligi
tizerine yeterli veriler bulunmadigi i¢in biz %11 gibi bir polimorfizm siklig1 gésteren
bir Hollanda c¢alismasini temel alarak sayimizi belirledik.Tiirkiye’de yapilan
periodontitli bireylerle TLR 4Asp299Gly polimorfizminin iliskisini arastiran bir
calismada ise 86 hasta 106 saglikli kontrolde polimorfizm siklig1 ortalama %2
bulunmus(54). Yine Cin’de yapilan bir ¢alismada 491 bireyin hicbirinde TLR 4
Asp299Gly polimorfizmine rastlanmamig(55).

Calisma grubumuzu ‘Sivas il merkezinde karotis arter aterosklerozunun
yayginlig1’ ¢alismasi i¢erisinden 50 aterosklerozu olan ve 45 olmayan bireyi rastgele
orneklem yoluyla secerek belirledik. Calisma grubumuzu belirlerken baska risk
faktorii saptamadigimiz aterosklerozu olan ve olmayan bireyleri segebilirdik.Boyle
bir secim diger risk faktorlerini elimine ederek aterosklerozla TLR 4 arasi iligkiyi
daha kolay belirlememizi saglayacagi diisiiniilebilir.Fakat TLR 4 damar duvarinda
hasara yol agan risk faktorleri sonucu olusan ligandlar i¢in bir reseptér oldugundan
ve aterogenez lizerine etkisini bu yolla sagladigindan dolay1 vakalarimizi rastgele
orneklem yoluyla risk faktorlerini elimine etmeden segtik. Daha 6nceki yayinlarda bu
metodu desteklemektedir. Kristina ve arkadaglarinin calismasinda da sigara ile TLR

4 Asp299Gly arasinda MI risk artis1 tizerine sinerjistik bir etki gosterildi(29).

Caligmamizda Toll-like receptor 4 Asp299Gly polimorfizmini belirlemek i¢in
RFLP yontemini tercih ettik. RFLP gen polimorfizm analizleri i¢in goreceli olarak
ucuz kolay ve gilivenilir bir yontemdir.Ayni polimorfizmin aym bireylerden Single
Stranded Confirmation Polimorfizm analizi gibi farkli yontemlerle de belirlemeye

calismak calismanin giivenlirligini artirmak i¢in 6nemlidir.

Sonug olarak biz TLR 4 Asp299Gly polimorfizmi ile karotis aterosklerozu
arast bir iliski saptamadik. Daha biiylik 6lgekli yapilacak calismalarla ve birkag



genetik yontemi bir arada kullanarak daha gilivenilir sonucglar elde etmek

miumkindiir.



SONUCLAR:

Aterogenezin patolojisinde genetik yatkinlik ve immiinitenin ¢ok Onemli
bir rolii oldugu bilinmektedir. Toll-like reseptorler hem eksojen hem endojen
ligandlarla immiiniteyi  baglatan bir reseptor ailesidir. Ateroskleroz iizerine
yapilan baz1 c¢alismalarda TLR 4 polimorfizminin inflamasyonu ve buna bagh
olarak aterogenezi azalttigi gosterilmistir .Bu ¢alismada secilmis  populasyonda
TLR4 polimorfizminin yaygmlhigin1 ve karotis aterosklerozu ile bu polimorfizm

arasi iliskiyi saptamay1 amacladik

RFLP yontemi kullanarak yaptigimiz bu ¢alismamizda TLR4i¢in ¢ogalttigimiz
gen bolgesinde hem karotis aterosklerozu olan hem de olmayan grupta TLR 4

Asp299Gly polimorfizmine rastlamadik.
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