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OZET

Giris: TLR4 makrofaj, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan arter
duvarinda eksprese edilir ve arter duvarindaki inflamatuar olaylarin baglangicinda énemli rol
oynar. Koroner arter hastaliginin nedeni olan ateroskleroz lipidle indiiklenen inflamatuvar bir
hastaliktir. Dogal ve kazanilmis immiin sistemin bir modiilatori olan “Toll like” reseptorleri

ile kronik inflamatuvar bir hastalik olan ateroskleroz arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir.

Amac: Koroner anjiyografi ile koroner arter hastaliginin varligi ve yoklugu
dogrulanmis gruplarda TLR4-Thr3991le polimorfizminin koroner arter hastaligi ile iliskisini
ortaya koymaktir.

Materyel ve Metod: Koroner anjiografi yapilan 200 hasta ¢alismaya alindi (150
koroner arter hastasi ve 50 normal koroner arterli kontrol grubu). Koroner arter hastalari
tutulan damar sayilarina gére gruplara ayrildilar. Hastalardaki TLR4-Thr3991le

polimorfizmleri Real-time PCR yontemiyle galisilarak tespit edildi.

Sonuglar: TLR 4 Thr399lle polimorfizmindeki genotip dagilimi ile koroner arter
hastalig1 (p=1,00) ve yayginlig1 arasinda iligki bulunmadi (p=0,941). TLR 4 Thr3991le
polimorfizmi ile hiperlipidemi (p=0,374), diyabetes mellitus (p=0,353), obezite (p=0,912) ve
aile Oykiisii (p=0,142) arasinda iligki bulunmamistir. Hipertansiyonu olanlarda TLR 4
Thr399Thr genotipi daha fazla olarak tespit edilmistir (p=0,028).

Tartisma: Yapilan calismalarda TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ile ateroskleroz
arasindaki iligki bir¢ok ¢alismada gosterilmesine ragmen Thr399lle polimorfizmi ile
ateroskleroz arasindaki iliski tartismalidir. Bizim ¢alismamizda tiirk toplumunda TLR4

Thr3991le polimorfizmi ile koroner arter hastalig1 arasinda iligki tespit edilememistir.



ABSTRACT

Introduction: TLR4 is expressed by macrophage, endothelial cells and smooth
muscle cells on arterial wall and it takes an important role on the initation of inflammatuary
processes. Inflammation plays a major role in the pathophsiology of atherosclerosis which is
the main cause of CAD. In the previosus studies a relationship was assumed between

atherosclerosis process and Toll like receptor polymorphism.

Purposes : To defining the relationship between TLR4 Thr399lle polymorphism and

coronary artery disease diagnosed by coronary angiography.

Material and methods : Two hundred patients who hed coronary angiography were
received in the study. 150 patients had coronary artery disease and 50 were normal. Subgrup
analysis was performed according to the severity of coronary artery disease. The presence of
polymorphism of TLR4 Thr399lle in patients was defined with a Real-time PCR method.

Results : Neither the presence (p=0,794) nor the severity (p=0,941) of coronary artery

disease were related with TLR 4 Thr399lle polymorphism. Hyperlipidemia (p=0.374),
diabetes mellitus (p=0.353) and obesity (p=0.912) were also not associated with a TLR4
Thr3991le polymorphism, but the freguencyof the polymorphism was lower in patients with
hypertension (p=0.028).

Conclusion : The presence of TLR4 Asp299Gly polymorphism with coronary artery
disease was caused in previous studies, but the relationship of TLR4 Thr399lle
polymorphism and coronary artery disease is controversial. In our study we were could not

find any relationship between TLR4 Thr399lle polymorphism and coronary artery disease.

Vi



1.GIRIS

Bin dokuz yiiz yilindan 6nce enfeksiy6z hastaliklar ve beslenme bozuklugu en sik
goriilen 6liim nedenleri arasinda sayilmaktaydi. Gelismis bir¢ok iilkede beslenmenin
iyilesmesi ve kamu sagligi 6nlemleri sayesinde bu tip 6liim nedenlerinin yerini
kardiyovaskiiler hastalik (KVH) gibi kronik hastaliklar ve kanser almistir. iki bin yirmi yilina
gelindiginde KVH’1n yilda 25 milyon 6liime yol agacagi ve koroner kalp hastaliginin (KKH)

diinyada bir numaral1 6liim ve sakatlik nedeni olan enfeksiy6z hastaliklar gececegi tahmin

edilmektedir (1).

KVH, 2000 yilinnda, Avrupa’daki 4 milyonu askin 6liimun dogrudan nedenidir
ve her yastan erkeklerde biitiin 6liimlerin %43 linden, kadinlarda ise %55’inden sorumludur.
KVH mortalite oranlar1 yas, cinsiyet, sosyoekonomik durum, etnik koken ve cografi bolgeye
gore degismektedir. Avrupa lilkeleri arasinda KVH morbidite ve mortalitesi agisindan biiytlik
sosyoekonomik farkliliklar vardir ve bunlar kismen, sigara, kan basinci, kan kolesterolii ve

glukoz gibi geleneksel risk faktorlerindeki sosyoekonomik farkliliklarla agiklanabilmektedir

@).

Molekiiler biyoloji ve genetik, son yirmi yil i¢cinde tibbin tiim alanlar1 i¢ine girerek
hastaliklar1 anlamamizda 6nemli rol oynamaistir. Bilim insanlari, kardiyovaskiiler hastaliklar
hakkindaki hipotezleri sinamak ve hastalarin tedavisi i¢in yeni yaklasimlara ulasmak amaciyla

bir dizi molekiiler ve genetik araglara bagvurmuslardir (3).

Yaygin koroner arter hastalig1 ¢ogunlukla poligenik yatkinligin bulundugu bir
zeminde ortaya ¢ikmaktadir. Ateroskleroz, zamana bagli, ¢ok sayida fakli kilit biyokimyasal
yolagin etkilesimini, lipoprotein metobolizmasini, koagiilasyon ve inflamasyonu kapsayan
cok basamakli bir siiregtir. Bu metabolik yolaklarin herhangi birindeki gen varyantlar kilit
proteinlerin fonksiyonunun degismesine ve hemostazin hassas dengesinin bozulmasina yol
acabilir. Kendileri de poligenik 6zellikte olan hipertansiyon, diyabet ve obezite gibi ara

fenotipler etkileserek riski degistirmektedir (4).

Ateroskleroz lipidle indiiklenen inflamatuvar bir hastaliktir (5). Romatoid artrit,
inflamatuvar barsak hastaliklari, astim, sistemik lupus eritomatozis ve aterosklerozis gibi
kronik inflamatuvar hastaliklar bagisiklik sisteminenin isleyisindeki disregiilasyon ile
iligkilidir. Dogal ve kazanilmis immiin sistemin bir modiilatorii olan “Toll like” reseptorleri

ile kronik inflamatuvar bir hastalik olan ateroskleroz arasinda iligki oldugu diisiiniilmektedir

(6).



TLR’ler bakteri, viriis, mantar ve protozoa gibi patojenlere kars1 immiin sistemin
olugmasini saglayan PRR (patojen tantyici reseptor)’lerdir. TLR’lerin ekstraseliiler 16sin-
zengin sahalari ve intraseliiler Toll/Interldkin (IL)-1 reseptdr (TIR) sahalari vardir. TLR
sinyalizasyonu farkli tip patojen aktivasyonu ile baslar ve reseptoriin etkilestigi farkl tip
adaptdr proteinlerin aktive ettigi transkripsiyon faktorler ile farkl: tipte sitokinlerin yapimi
gerceklesir (7). TLR aktivasyonu hematopoitik kok hiicrelerin farklilagsmasinda da 6nemli rol
oynamaktadir. B ve T hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi iizerine TLR aktivasyonunun
etkisi vardir. Notrofiller infeksiyon bdlgesine ulasan ilk immiin hiicrelerdir. Notrofillerin kisa
bir yasam siireleri vardir, fakat bazi faktorler tarafindan yasam siirelerinin uzatilmasi
patojenlere kars1 daha etkin bir miicadele saglar. Patojenlerin invazyonunu takiben TLR
aktivasyonunun nétrofil apopitozunu 6nledigi ve daha uzun bir yasam siiresi saglandigi cesitli

caligmalarda gosterilmistir (8).

Insanlarda toplam 10 farkli tip TLR eksprese edilir. En fazla ¢alisilan TLRlerden biri
olan TLR4, gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit komponentine ve mikobakteri, mantar
ve malarya parazitlerinin yapilarina karsi immiin sistemin anahtar reseptorlerinden biridir (9).
TLR4, makrofalar ve dendritik hiicreler gibi APC (antijen sunucu hiicreler)’de eksprese olan
ve insanlarda ilk olarak tanimlanan TLR’diir. TLR sinyalizasyon bozukluklarinin sepsis,
malarya, mantar hastaliklari, sistemik lupus eritramatosus (SLE), diyabet, kardiyomiyopati,
astim, kronik tikayici pulmoner hastalik gibi farkli hastaliklarin patogenezi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Ayrica TLR genlerindeki SNP (tek niikleotid polimorfizmi)’lerin bu hastaliklar
ile iliskileri de gosterilmistir (10,11).

Ateroskleroz kronik inflamatuar bir hastalik olarak tanimlanabilir. TLR4 makrofaj,
endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan arter duvarinda eksprese edilir ve arter
duvarindaki inflamatuar olaylarin baslangicinda 6nemli rol oynar (12). Bu nedenle koroner

aterosklerozun gelismesi ile iligkili olabilir.

TLR4 ekspresyonu, eksojen faktorler disinda fibrinojen, 1s1 soku proteini (hsp60) gibi
endojen faktorler tarafindan da uyarilabilir (13). LDL’nin makrofajlardaki TLR4 ekspresyon
artisin1 6nledigi bildirilmistir (14). Cesitli uyaranlar ile baslatilan sinyalizasyonda
intraseliilerik adaptor molekiiller (MyD88 veya TRIF) aktive olarak proinflamatuar
sitokinlerin (timor nekroz faktor, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) sentezi gerceklesir (7,9). TLR4 ile
baslayan sinyalizasyonun aterosklerotik plakta tlimor nekroz faktor kapa B’yi uyardigi

gosterilmistir (15).



TLR4 geninde bir¢ok polimorfizm tanimlanmigtir. Thr3991le SNP’si ise genin 1196.c1
pozisyondaki sitozin niikleotidinin yerine timinin gegmesinden kaynaklanmaktadir (15). Bu
degisim treonin (Thr) yerine izoldsin (Ile) amino asidinin gegmesine yol agar. Beyaz irkdaki
TLR4 3991 allel sikliginin ise % 1.3 ile % 11 arasinda oldugu tespit edilmistir (17). TLR4
polimorfizmi ile koroner arter hastalig1 arasindaki iliski daha dnce yapilan birkag ¢alismada

ortaya konmustur (18-19).



2.AMAC

Calismamizin amaci koroner anjiyografi ile koroner arter hastaliginin varligi ve
yoklugu dogrulanmis gruplarda TLR4 Thr399Ile polimorfizminin koroner arter hastaligi ile
iliskisini ortaya koymaktir.

TLR4 Thr399lle polimorfizmi ile koroner arter hastalig arasindaki iliskiyi belirlemek
hastaligin molekiiler temellerinin anlagilmasina, yeni tedavilerin gelistirilmesine ve

hastaliktan korumaya yonelik dnlemler almaya olanak saglayacaktir.

Bizim ¢aligmamizin diger benzer ¢alismalardan farki, hasta popiilasyonunun
toplumumuza 6zgii olmasi, bu alandaki ¢alismalarin daha cok TLR4 Asp299Gly
polimorfizmi ile ger¢eklestirilmis olmas1 ve TLR4 Thr399Thr ile ilgili caligmalarin fazla
olmamasidir. Calismamizda ayrica koroner arter hastaligi i¢in risk faktorlerinden olan

hipertansiyon, diabet gibi faktorlerin polimorfizm ile olan iligkisi de degerlendirilecektir.



3.GENEL BiLGILER

3.1-ATEROSKLEROZ

Aterogenezin giincel goriinlimii zedelenmeye-yanit hipotezi ile agiklanmaktadir. Bu
model aterosklerozu arter duvariin endotel zedelenmesine verdigi kronik inflamatuvar bir
yanit olarak gosterir. Lezyonun ilerlemesi modifiye lipoproteinler, monosit kaynakli
makrofajlar, T lenfositler ve arter duvarinin normal hiicresel elemanlar1 arasindaki
etkilesimler ile olusur. Intimada lipid igeren makrofajlarin birikmesi “yaglh cizgilenmelere”
neden olur. Ilerlemenin devam etmesiyle cogalmus diiz kas hiicreleri, kopiiksii hiicreler,

ekstraseliiler lipid ve hiicre dis1 matriks’ten olusan fibro-yagl aterom olusur.

Inflamatuvar hiicreler ve medyatérler ateroskleorik lezyonlarin baglangici, ilerlemesi
ve komplikasyonlarinda rol oynarlar. Normal damarlar inflamatuvar hiicreleri baglamazken,
aterogenezin erken doneminde disfonksiyonel arter endotel hiicreleri, 16kosit adezyonunu
artiran adezyon molekiillerini eksprese eder; 6zellikle vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM-1) monositleri ve T hiicrelerini baglar. Bu hiicreler endotele yapistiktan sonra lokal

olarak tiretilmis kemokinlerin etkisi altinda intimaya go¢ ederler.

Ateroskleroz esas olarak elastik arterleri (6rn. aort, karotis ve iliak arterler), biiyiik ve
orta ¢apl miskiiler arterleri (6rn. koroner ve popliteal arterler) etkiler. Aterosklerozdan
azalan siraya gore, en yaygin olarak etkilenen arterler alt abdominal aort, koroner arterler,
popliteal arterler, karotis internalar ve Willis poligonu damarlaridir. Ust ekstremitelerin
damarlar1 genelde tutulmaz, mezenterik ve renal arterler de, ostiumlari harig, boyledir. Yine
de bir kisinin bir arterindeki aterosklerozun siddeti baska bir arterdeki siddetin gostergesi
degildir. Herhangi bir damardaki farkli evrelerdeki lezyonlar siklikla beraber bulunur.
Aterosklerotik plaklarin ii¢ ana bileseni vardir:

1. Hiicreler; bunlar diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve T lenfositlerdir.
2. Hiicre dis1 matriks; kollajen, elastik lifler ve proteoglikanlari icerir
3. Hiicre igi ve dis1 lipid

Semptomatik aterosklerotik hastalik en sik kalbi, beyni, bobrekleri ve alt ekstremiteleri
besleyen arterleri tutar. Myokard infarktiisii, serebral infarktiis, aort anevrizmalari ve periferik
damar hastalig1 aterosklerozun mayor sonuglaridir. Bireyler ve gruplar arasinda ateroskleroz
ve iskemik kalp hastaliginin yayginlig1 ve siddeti birgok risk faktoriiyle iliskilidir: bunlarin

bazilar1 yapisaldir (bu ylizden daha az denetlenebilir), ama digerleri kazanilmis ya da



davranislar ile iliskilidir ve potansiyel olarak idare edilmeye yatkindirlar (20). Koroner arter

hastalig1 risk faktorleri:

A-Degistirilemeyen Risk Faktorleri B-Degistirilebilen Risk Faktorleri
-Yas -Dislipidemi
-Cinsiyet -Hipertansiyon
-Genetik faktorler -Sigara
(ailede erken koroner kalp hastaligi oykiisii) -Diyabetes Mellitus
-Obezite

-Fiziksel inaktivite
-Aterojenik diyet (21)

3.2-“TOLL LIKE” RESEPTOR

Viicuda giren patojenler immiin sistemin birbiriyle baglantili iki yolu tarafindan
karsilanmaktadir. Bunlar, dogal ve edinsel bagisikliktir. Makrofajlar, dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, nétrofiller, eozinofiller, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve dogal 6ldiiriicii T (NKT)
hiicrelerinin sorumlulugunda gergeklesen dogal bagisiklik; bir patojenle karsilasinca ilk
cevab1 dogumdan itibaren olusturabilen, konagin kendisine ait olan ve olmayan antijenik
yapiy1 tanima kapasitesine sahip savunma sistemidir. Dogal immiin sistem, bunu yaparken
patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiyr tanimaktadir. Bu molekiiler yapilara
“hastalik etkenlerine eslik eden molekiiler yapilar (pathogen associated moleculer patterns,
PAMP)” denir. Dogal immiin sistem hiicreleri tizerinde bunlari (PAMP) taniyan reseptorlere
de “patojen kaliplarini tantyan reseptor (pattern recognition receptor, PRR)” adi
verilmektedir. Bu reseptorler; endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak tizere {i¢ gruba
ayrilirlar. Sinyal ileten reseptdr grubunu “Toll like” reseptor ailesi olusturmaktadir. Ilk olarak
1991 yilinda Drosophila melanogaster adli meyve sineginde kesfedilen ve immiin sistem
cevabinda 6nemli fonksiyonu oldugu ortaya konulan reseptore “Toll geni”ne olan
benzerliginden dolay1 Toll benzeri reseptor adi verilmistir. Giiniimiizde insanlarda Interlokin-
1 reseptor (IL-1R)’iin homologu olan bu molekiillere “Toll-like” reseptorler denilmektedir

(22).

Endojen ve eksojen ligandlara baglanan ve 10’u insanda bulunan 13 farkli “Toll like”
reseptor memelilerde tespit edilmistir. Bazilari hiicre yiizeyinde (1, 2, 4, 5, 6, 10, 11), bazilar1
hiicre i¢inde bulunmaktadir (3, 7, 8, 9) (5). Memelilerde saptanan ilk “Toll like” reseptorii
TLR4’diir (6) (Tablo-1).



Toll like reseptor

Ligand

Lokalizasyon

TLR1

tri-agil peptit
mikobakteriyel lipoarabinomannan
soliibl faktorler

Hiicre ylizeyi

TLR2

peptidoglikan

lipoteikoik asid

zymosan

HSP70

glikolipidler
lipopeptitler/lipoproteinler

atipik LPS

fenol solubl modulin

mannuronik asit polimerleri
mikobakteriyel lipoarabinomannan
diger membran proteinleri (porinler)

Hiicre yiizeyi

TLR3

cift sarmalli RNA

Hiicre igi

TLR4

lipopolisakkarit

181 sok proteinleri
fibronektin-DNA

heparan siilfat

hialuronik asit

fibrinojen

minimal modifiye LDL
taksol

mannuronik asid polimeraz
kaplama proteinleri
notrofil elastaz

klamidya pnomonia HSP60

TLRS

flajellin

Hiicre yiizeyi

TLR6

di-agil lipopeptitler
fenol soliibl modulin
zymosin

lipoteikoik asid

soliibl tiiberkiiloz faktor

Hiicre yiizeyi

TLRY

imiquimod, resiquimod (imidazquinoline)
laxoribin (guanosin anologu)
bromopirimin (pirimidinon)

tek sarmal RNA

Hiicre igi

TLRS

tek sarmal RNA
kiiciik yapay karigimlar
imiquimod, resiquimod (imidazquinoline)

Hiicre igi

TLR9

metillenmemis CpG DNA

Hiicre i¢i

TLR10

bilinmiyor

Hiicre yiizeyi

TLR11

profilin

Hiicre yiizeyi

TLR12

bilinmiyor

?

TLR13

bilinmiyor

?

Tablo-1. “Toll like” reseptorleri (5)




IL-1R’nin sitoplazmik kesimi ile Drosophila Toll unun sitoplazmik kesimi birbirine
benzerlik gosterir. Bu alana TIR (Toll/Interlokin-1 reseptdr) alani denir. Toll ailesinin gogu
iyesi transmembran proteinidir. Ekstraseliiler alanlarinda ise 16sinden zengin tekrarlara
(leucine-rich repeats, LRR) sahiptirler. Toll ailesi proteinlerinin ekstraseliiler kismi1 genis
(550-980 aminoasit) olup birden ¢ok baglayici (ligand) alana sahiptir. Ayn1 zamanda bu
ekstraseliiler alan, sistinden zengin kii¢iik alanlar1 da igerir. LRR’ler, 20-29 aminoasitlik kisa
protein modiilleridirler. TLR’ler, sitoplazmik bolgelerinde yaklasik 200 aminoasitten olusan
ve IL-1R ile benzer TIR alanina sahiptirler (22). Toll/IL-1R (TIR) olarak tanimlanan bu

kisimda ve hiicre i¢i signal sisteminin pargasi olan 3 bolge saklidir (5) (Sekil-1).

TLR 4 hiicre membrani

MyD88 bagimsiz yol MyD88 bagimli yol

cekirdek

Tip 1 interferon pro-inflamatuvar sitokinler

Sekil-1. MyD88 bagimli ve MyD88 bagimsiz TLR sinyalizasyonunun sematik olarak

gosterilmesi (5)
3.3-TLR4

Insanda en ¢ok arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan “Toll like” reseptdrlerden olan
TLRA4, gram(-) bakterilerin lipopolisakkaritlerini (LPS) tanir (22). TLR4 geni 9. kromozomda
(9933.1) bulunur (Sekil-2).
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- Sekil-2. TLR4 geninin 9. kromozomdaki lokalizasyonu

TLR4in bir LPS reseptorii oldugu ortaya ¢ikarilmis ve bu reseptoriin fonksiyonel
olarak hiicre yiizeyinde; CD14, MD-2 ve LPS baglayici proteini igeren bir molekiil
kompleksini olusturdugu, bu molekiillerden herhangi birinin eksik oldugu farelerde LPS
cevabinin da eksik oldugu gozlenmistir. TLR4’{in LPS diginda konaga ait olan ve olmayan
birgok molekiilii taniyabildigi bilinmektedir. TLR4 tarafindan taninan diger bir yabanci
molekiil respiratuvar sinsityal viriis (RSV)’iin fiizyon proteini (F-protein)’dir. Hem endojen
hem de mikrobiyal kaynakli “is1 sok protein 60 (HSP60)”1n da TLR4 tarafindan taninmasi
sonucu inflamatuvar sinyal olusturdugu gosterilmistir. TLR4 sinyalizasyonunu baslatan bir

baska endojen iriin de, fibrinonektinin ekstra domain A (EDA) bolgesidir.

“Toll like” reseptor sinyal yolu; MyD88 bagimli sinyal yolu (erken yanit) ve MyD88
bagimsiz sinyal yolu olmak {izere iki yoldan olugsmaktadir. MyD88 bagimli yolakta; TLRiin
aktivasyonu MyD88 adaptor proteinin TLR’{in hiicre i¢indeki TIR sahasina baglanmasina yol
acar. MyD88 baglanmas1 IRAK-4’lin IRAK-1"1 fosforile ederek aktivasyonuna ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin yapimina neden olur. Myd88 bagimsiz yolakta; TLR’iin aktivasyonu
TICAM-1 olarak bilinen TRIF adaptor proteininin TLR’iin hiicre i¢cindeki TIR sahasina
baglanmasina yol agar. TRIF, IRF3 aktivasyonu iizerinden tip 1 interferonlarin gen
ekspresyonunu baslatir. Yapilan ¢alismalarda tigiincii bir TIR domain igeren adaptér (TRIF)
bulunmustur. Bu adaptor, TLR3 ve TLR4 ile etkilesimde bulunarak IRF3 (IFN regulatory
faktor 3)’t aktive eder ve IFN- B nin ekspresyonunu gergeklestirir.

TLR’ler, mikrobiyal {iriinlerin primer sensorleri gibi davranir. Immiin ve inflamatuvar
genlerin sentezini baslatacak mekanizmalar1 devreye sokarak T ve B lenfositlerden olusan
kazanilmig (adaptif) immiin yaniti baglatirlar. TLR, liganda baglaninca aktive olur ve
intraseliiler kismi1 araciligi ile niiklear faktor-kapa beta (NF-xB) ve mitojenle aktive edilen
protein kinaz ailelerini uyarir. NF-xB; TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokin ve

proinflamatuvar iiriinlerin genlerini aktive eder. Bu siire¢ konagin dogal immun cevabidir.



Patojen ile PAMP (patojen iliskili molekiiler patternler) ‘in etkilesimi dendritik hiicreleri
olgunlastirir ve periferden lenf yumrularina tasinarak T hiicrelerine antijen sunarlar. Boylece
T ve B hiicrelerin aktivasyon siirecinde rol alirlar. TLR, dendritik hiicrelerin T hiicrelerini
daha etkin bir sekilde uyarmasini saglayan ko-stimiilan molekiillerin de seviyelerini artirir,
hiicre tirtinlerinin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18) {iretimini ve salinmasini diizenler. TLR
ile uyarilan dendritik hiicreler, IL-12 ile IL-18 salgilar ve TH1 (yardimei T hiicre) hiicrelerin
gelismesini saglar. IL-10 ve IL- 4 fazla salindiginda ise TH2 immiin yanit1 gelisir. B hiicreleri

uyarilir ve antikor sentezi baslar.

TLR iliskili NF-kB’nin aktivasyonu ile salinan enzimler, sitokinler ve mediyatorler
konagin antimikrobiyal savunmasini uyarir ve inflamatuvar olaylart tetiklerler. Bu siireg
patojenin ortadan kaldirilmasini saglar. Inflamatuvar reaksiyon sinirlandirilamazsa, konak
hiicrelerinin harabiyetine neden olabilir. TLR aktivasyonu, patojenlerin konak hiicrelerinin
fagositozu igin gereklidir. TLR, patojenlerin fagositozunu uyarir, fagozom igerigine karsi
gelisen inflamatuvar yanit1 giiglendirir ve fagozomun olgunlasmasina yardimei olur.

Boylelikle fagosite edilmis bakterinin dldiiriilmesi kolaylasir (28).

Farklt memelilerin TLR4’leri arasindaki genetik varyasyon, ekstraseliiler LRR
bolgesinde en yiiksektir. Insanlarda TLR4 varyasyonlarmin ¢ogu LRR’i kodlayan iigiincii
eksonda yer almaktadir (23). Insanlarda TLR4 ekson 3’de 299 cu (Asp299Gly) ve 399 cu
(Thr399lle) olmak tizere iki yerlesimde aminoasit degisimine yol agan iki tek tiikleotid
polimorfizmi tanimlanmistir. Bunlar TLR4 yapisinin hiicre dig1 kisminda 299Gly and 3991le
farkliligi ile ortaya ¢ikar. Bu polimorfizmlerin fonksiyonel 6nemi son zamanlarda

anlasilmistir (24).

Ozet olarak TLR4 kardiyomyositlerde, makrofajlarda, endotel hiicrelerinde, diiz kas
hiicrelerinde eksprese edilir ve daha 6nemlisi bu reseptorlerin uyarilmasi antimikrobiyal
peptidlerin ve sitokinlerin salgilanmasini uyararark dogal ve kazanilmis immiin sistemi
baslatir. Inflamasyon sadece erken aterosklerozun baslagicinda rol almaz, ayrica

aterosklerozun progresyonu, plak stabilitesi ve riiptiiriinde de 6nemli rol oynar (25).
3.4-TLR4 ve ATEROSKLEROZ

Fibronektin biiyiik moleliil agirlikli ekstraseliiler matriks glikoproteinidir ve hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanarak ekstarseliiler matriks yapisini diizenler. Aterosklerotik
arterlerdeki yeni-intimada, aterosklerotik olmayan arterlerde bulunmayan, varyant bir

fibronektin olan ekstradomain A (fibronektin-EDA) ile oriilii belirgin bir fibronektin atrist
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goriilmektedir. Tan ve arkadaslari, fibronektin-EDA delesyonunun muhtemelen makrofajlarin
LDL alimindaki azalmaya bagl olarak farelerde aterosklerozda azalmaya yol ac¢tigini
gostermislerdir. Fibronektin-EDA’nin TLR4’i aktive etmenin yaninda ekspresyonunu da
artirdig1 primer doku kiiltiirlerinde gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar gostermistir Ki,
fibronektin-EDA aterosklerotik plaktaki makrofaj ve mast hiicrelerinde TLR4 sinyalizasyonu

icin potansiyel proaterojenik liganttir.

Lipidler ateroskleroz patogenezinde énemli rol oynar. Subendotelyal lipid birikmi ve
bunlarin makrofajlar tarafindan alinmasi Ki bu durum kopiik hiicrelerinin olusumuna yol agar,
yagli ¢izgiler olusumunda (fatty streaks) 6nemli rol oynar. Lipidlerin makrofajlar tarafindan
fagosite edilmeden dnce okside oldugu diisiiniilmektedir. TLR4 ekspresyon ve
aktivasyonunda, okside lipidlerin farkli etkileri rapor edilmistir. Xu ve arkadaslar1 nativ
LDL’ye kiyasla okside-LDL ’nin insan monositinden tiireyen makrofaj kiiltiirinde TLR4
MRNA ekspresyonunu artirdigini gostermislerdir. Aksine, TLR4 stimiilasyonu sonras,
proinflamatuar sitokin tiretimi, hiperlipidemik dokudan koken alan dendritik hiicrelerde
inhibe edilmektedir. Muhtemelen, okside-LDL birikimi, ¢ekirdege NFKB translokasyonu
inhibe etmektedir. Keza okside-LDL’nin 6nemli biyoaktif komponenti olan okside 1-
palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholin (Ox-PAPC) proinflamatuvar
sitokin yapimini ve dendritik hiicre matiirasyonunu inhibe etmektedir. Okside-LDL’nin erken
formu olan minimal okside-LDL, aktin polimerizasyonunun artmasina ve makrofajlarin
yayilmasina (dagilimina) neden olmaktadir ki, bunun TLR4 aktivasyonuna bagl oldugu
gdsterilmistir. {lave olarak Miller ve arkadaslar1 da, minimal okside-LDL nin indiikledigi
makrofaj sitokin salgilanmasinin kismen TLR4 bagimli oldugunu gostermislerdir. Okside-
LDL, aktin polimerizasyonuna ve makrofajlarin yayillmasina yol agabilmektedir, ancak bunun
TLR4 yolu ile kisith olup olmadigi net degildir. Veriler yeterli olmadigindan TLR4 sinyal

yolu ile okside lipidlerin aterosklerozdaki kesin rolii tartismalidir.

Ateroskleroz siirecinde ¢esitli 1s1 sok proteinleri (HSP) tanimlanmistir. HSP’ler
saperonlardir ve protein-protein etkilesiminde 6nemli rol oynarlar. HSP’ler birgok hiicre
tarafindan eksprese edilir ve ekspresyonlari inflmasyon, hipertermi, hipoksi gibi hiicrenin
cesitli stres durumlarina maruz kalmast ile regiile edilir. Doksanli yillarin baginda HSP60 ve
HSP70 insanlarda aterosklerotik lezyonlarin gelismesinde rol aldig1 soylenmistir fakat,
mekanizmasi aydilatilamamigtir. TLR4 aktivasyonu ile iliskili bir¢ok endojen ligand
tanimlanmistir. Fakat ateroskleroz siirecinde TLR4’{in aktivasyonunu saglayan aday endojen

ligand hentiz tespit edilememistir.
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TLR4 aterosklerotik plakta bir dizi farkl: tip hiicrede eksprese edilir. TLR4 non-
aterosklerotik arterlerdeki endotel hiicrelerinde diisiik diizeyde eksprese edilir, ancak
aterosklerotik lezyonlarda ekspresyonunda artis goriiliir. Endotel hiicreleri arter duvar
biitlinliigiiniin korunmasinda asil rolii iistlenirler ve endotel hiicre disfonksiyonu

aterosklerozun ilk tezahtiirtiidir.

Insan ve fare monositlerinde TLR4 ekspresyonu gdsterilmistir ve bu ekspresyon
aterosklerotik hastalikta artar. Makrofajlarin farklilasmasindan sonra da, TLR4 aktivasyonu
devam eder. Monosit aktivasyonu ve makrofajlara doniisiimiinii okside-LDL’nin fagositozu
takip eder ve koplik hiicreleri olusur. HMG-CoA rediiktaz inhibitérleri ve kolesterol diisiiriicli
ilaglardan olan statinler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, monositler gibi ¢esitli hiicrelerde NFKB
aktivasyonunu inhibe ederler. Methe ve arkadaslari monositlerdeki NFKB inhibisyonunun
protein prenilasyon inhibisyonunu lizerinden TLR4 down-regiilasyonu ile gerceklestigini
gostermiglerdir. Bu etki kolesterol diizeyinden bagimsizdir. Tedavi edilmeyen
hiperkolesterolemik hastalar ile normal kolesterol diizeyine sahip kontrol bireylerde de, statin

tedavisi TLR4 yiizey ekspresyonunda benzer diizeyde azalma yapar.

Notrofiller aterosklerotik plakta diisiik diizeyde bulunmustur ancak, uzun zaman
boyunca ateroskleroz patogenezinde rolii tam olarak analasilamamistir. Notrofiller TLR4
eksprese eder ve TLR4 aktivasyonu ndtrofil migrasyonunda artisa neden olur.
Kardiyovaskiiler hastaliklarda TLR4 ile ndtrofillerin uyarilmasinin yeri heniiz tam olarak
anlisilamamustir. Notrofil elastaz nétrofillerden salinan bir serin proteazdir. Diiz kas hiicreleri
ve makrofajlar gibi ¢esitli hiicreler TLR4 araciligiyla NFKB yolu ile notrofil elastaz

salgilanmasini uyarir.

Mast hiicreleri genis spektrumlu biyoaktif maddeler sekrete eder, bunlar sitokinler
(6rn. IL-6 ve TNFa, monositlerin goc¢ii ve endotel hiicresinin aktivasyonu), kimaz
(remodelling ve proteinlerin degredasyonu), triptaz (endotel aktivasyonu, fibrinojen
boliinmesi) ve histamindir (endotel hiicre aktivasyonu). Bu maddeler inflamasyon ve
aterosklerozda 6nmeli rol oynayan mediyatorlerdir. Bot ve arkadaslar1 fare modelinde mast
hiicrelerinin uyarilmasi ve adventisyal alana gogii ile plak insitabilitesi i¢in karakteristik olan
plak i¢i kanamada 6nemli artis oldugunu gostermislerdir. Ilave olarak mast hiicreleri,
makrofaj apopitozunun indiikksiyonu, mikrovaskiiler alana sizint1 ve monosit adezyonunun
aktivasyonu ile plak insitabilitesine neden olur. TLR4’iin fare mast hiicre yiizeyinde ekprese
edildigi gosterilmis ancak, mast hiicrelerinin TLR4 yolu iizerinden ateroskleroza katkisini
arastiran in-vivo c¢aligma yapilmamistir.
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Dendritik hiicreler antijen sunan hiicrelerdir. Her ne kadar dendritik hiicreler saglam
arterlerde seyrek saptansa da, aterosklerotik lezyonlarda birikirler ve TLR4 eksprese ederler.
Yakin bir tarihte Wang ve arkadaslari, akut koroner sendromlu hastalarda saglikli kontrol ve
stabil anginal1 bireyler ile karsilastirildiginda dendritik hiicrelerde TLR4 ekspresyonunun

arttigin1 géstermislerdir.

Stoll ve arkadaglarinin yaptig1 calismada insan aterosklerotik arterlerinin medyal diiz
kas hiicrelerinde TLR4 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Otsei ve arkadaslarinin
hipotezine gore; akut koroner sendromu olan ve olmayan hastalar arasinda diiz kas
hiicrelerinden TLR4 ekspresyonunda fark olamamasindan dolayi, TLR4 plak
instabilitesinden ziyade aterosklerozun baslamasi ile ilgili olabilir. Bu diisiince plak
insitabilitesine katkida bulunan bir¢ok hiicre (dendritik hiicreler, monosit ve makrofajlar,
endotel hiicreleri) gibi TLR4’{in roliinii dislamaz. Bununla beraber Otsei’nin verileri, plak
destabilizasyonu sirasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde TLR4 sinyalizasyonunun sinirli bir

roliinii isaret etmektedir.

Adventisyal tabakada bol miktarda bulunan fibroblastlar, insan aterosklerotik
arterlerinde TLR4 eksprese ettikleri gosterilmistir. in-vivo fare deneylerinde TLR4 ile

uyarilma fibroblastlarin intimal hiperplaziye yol agmasina neden olmustur.

Birlikte ele alindiginda aterosklerozun farkli olusum asamalarinda ¢ok ¢esitli hiicreler
tarafindan TRL4 bol mikrtada eksprese edilir. Su ana dek ateroskleroz gelisiminde ve plak
destabilizasyonunda TLR4 ekpresyonunun hangi hiicre tipinde daha 6nemli oldugu tam

olarak bilinmemektedir.

Hollestelle ve arkadaslari, yeni intima olusumunda LPS stimiilasyonunun TLR4
noksan fareler ile kiyaslandiginda disa dogru remodellinge neden oldugunu gostermislerdir.
Kirilgan bir aterosklerotik plagin 6zelikleri; 65um’den daha ince fibroz sapka, az vaskiiler
diiz kas hiicresi, lipidden zengin nekrotik ¢ekirdek ve fazla makrofaj ihtiva etmesidir. Kirilgan
plagin riiptiirii trombojenik nekrotik ¢ekirdegin ortaya ¢ikmasina ve trombiis olugumu ile
koroner arterin tikanmasina neden olur. Makrofajlarin fibr6z sapkaya infiltrasyonu MMP-9 ve
diger proteolitik enzimleri igeren metalloproteinazlarin salgilanmasina ve ekstraseliiler
matriks yikilmasina neden olur. Vaskiiler diiz kas hiicreleri aterosklerotik plakta baskin
matriks iireten hiicredir ve bu nedenden dolayi diiz kas hiicrelerinin apopitozisi ekstraseliiler
matriks yapiminda azalmaya yol agar. TLR4 sinyalizasyonu diiz kas hiicrelerinde apopitozisi

baslatabilir. Akut koroner sendromlu hastalarda riiptiire plagin yanindaki monositlerde
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sistemik dolasimdaki monositler ile karsilastirildiginda daha fazla TLR4 eksprese edildigi
saptanmustir (5,6).

Kiechl ve arkadaslar1 Asp299Gly TLR4 polimofizminin akut agir enfeksiyon riskinde
artis fakat karotis ve femoral arterlerdeki aterosklerozda ve kardiyovaskiiler nedenlerden
dolayr oliim riskinde azalma ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Bu muhtemelen kuvvetle
sistemik pro-inflamatuvar sitokinlerin, soliibl adezyon molekiillerin ve akut faz reaktanlarinin

diizeyindeki diisiimeye baglidir (5).

Diisiik diizeyde enfeksiyon uyaranina sistemik inflamatuvar yanit, ateroskleroz
progresyonunda 6nemli rol oynar. TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmleri bu yaniti
etkiliyerek (azaltarak) arter duvarindaki inflamasyon ve sonucunda olusan ateroskleroz
tizerinde etkili olur. Bu polimorfizmlere bagl olarak ortaya ¢ikan inflamatuvar cevapta
azalma, enfeksiydz ajanlarin ortadan kaldirilmasinda yetersizlige ve progresif inflamatuvar
cevabin uzamasina neden olur. Uzun siireli bu yanit aterosklerotik plakta zararli olabilir.
Hipoteze gore boyle bir inflamatuvar yanit aterosklerotik plaktaki hiicreleri ve makrofajlari
aktive eder. Yapilan deneylerde bu durumun sitokinlerin gen ekspresyonunda artmaya neden
oludugu gosterilmistir. Ozetle inflamasyonun uzamas ile plak riiptiiriine neden olabilen 3
faktor: (1) TLR4 aktivasyonuna neden olan inflamatuvar tetikleyicinin miktart; (2) Damar
duvarinda mevcut TLR4 miktari; (3) TLR4’iin lokal inflamatuvar cevaba yol agma
etkinligidir (25).

TLR4 polimorfizmi ile ateroskleroz arasindaki iliskiyi arastiran birgok ¢alisma
yapilmistir ve  Asp299Gly polimorfizmi ile ateroksleroz arasindaki iliski ortaya konmustur
(Tablo-2.)

TLR4 disinda TLR?2 ile ateroskleroz arasinda iligki oldugunu gosterilmistir. TLR2
sinyalizasyonu aterosklerozun ve stent implantasyonu sonrasi restenoz gelisimine katiliyor
(6). Hamann ve arkadaslariin yaptigi calismada TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ile restenoz
arasinda iligki bulunmazken TLR2 Arg753GlIn polimorfizminde restenozun arttig1
saptanmustir (26). Shishido ve arkadaslar1 hasarli damarda vaskiiler inflamasyonun yani1 sira
sonrasinda yeni intima olusumunun regiilasyonunda da endojen TLR2 aktivasyonunun roliinti

fare ler lizerinde yaptig1 ¢alismada gostermistir (6).

Sistemik lupus eritomatozus riskinde artisa neden olan TLR9 polimorfizmi ile

aterogenez ve restenoz arasinda iligski saptanamamustir (6,27).
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Calisma Yil Polimorfizm |Sonug
Kiechl ve polimorfizm ile ateroskleroz ve karotis intima
ark. 2002 |[Asp299Gly | kalinliginda azalma
Ameziane ve
ark. 2003 | Asp299Gly | polimorfizm ile akut koroner olaylarda azalma
koroner arter hastalig1 progresyonu arasinda iligki
Boekholdt ve saptanmadi ancak statin kullanan hastalarda diistik
ark. 2003 | Asp299Gly |olay riski
polimorfizm ile koroner arter hastalig1
Yang ve ark. |2003 | Asp299Gly | progresyonu arasinda iliski saptanmadi
polimorfizm ile ateroskleroz progresyonu arasinda
Netea ve ark. | 2004 | Asp299Gly |iliski saptanmadi
Edfeldt ve Asp299Gly | polimorfizm ile erkeklerde myokard
ark. 2004 | Thr399lle infarktiisiinde artma
Morange ve polimorfizm ile koroner arter hastaligi
ark. 2004 | Asp299Gly | progresyonu arasinda iliski saptanmadi
Reisman ve Asp299Gly | polimorfizmler ile serebral iskemi arasinda iliski
ark. 2004 | Thr399lle bulunmamustir
Norata ve Asp299Gly | polimorfizm ile karotis intima-medya kalinlig
ark. 2005 | Thr399lle arasinda iligki goriilmedi
Hamann ve
ark 2005 |[Asp299Gly | polimorfizm ile restenoz arasinda iligki gériilmedi
Holloway ve statin kullanan hastalarda myokard infarktiisiinde
ark. 2005 |Asp299Gly |azalma
polimorfizm ile myokard infaktiisii ve inme
Zeeveark. (2005 |Asp299Gly |arasinda iliski goriilmedi
Saskia ve Asp299Gly
ark. 2005 | Thr399lle polimorfizm ile restenoz arasinda iliski goriilmedi
Asp299Gly | polimorfizm ile myokard infaktiisii ve inme
Koch ve ark. |2006 |Thr399lle arasinda iligki goriilmedi
Hernesniemi polimorfizm ile myokard infarktiisii arasinda iligki
ve ark. 2006 |Asp299Gly | bulunmamistir
Labrum ve Asp299Gly | polimorfizm ile karotis intima-medya kalinligi
ark. 2007 |Thr399lle arasinda iligki goriilmedi
Hommels ve polimorfizm ile aortik ateroskleroz arasinda iliski
ark. 2007 | Asp299Gly | bulunamamustir
polimorfizm ile karotis intima-medya kalinlig
Jussi ve ark. {2008 | Asp299Gly |arasinda iligki goriilmedi
polimorfizm ile koroner arter hastalig1 arasinda
Berg ve ark. |2009 |Asp299Gly |iligki saptanmadi
Asp299Gly | polimorfizm ile karotis intima-medya kalinlig
Yuan ve ark [2010 |Thr399lle arasinda iligki goriilmedi
polimorfizmler ile restenoz ve hedef damar
Asp299Gly |revaskiilarizasyonu arasinda anlamli iligki
Beijk ve ark. |2010 |Thr399lle bulunmamistir

Tablo-2. TLR4 ve ateroskleroz arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarin 6zeti (26,28-32)
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TLR4-Thr3991le polimorfizmi ile yapilan ¢alismalar genellikle Asp299Gly
polimorfizmi birlikte yapilmistir ve inhale lipopolisakkaridlere diisiik cevap, gram negatif
bakteriyel enfeksiyon, erkeklerde myokard infaktiisii, diyabetik néropatinin ve allogreft
rejeksiyonunun diisiik insidansi ile iligkili bulunustur (23). TLR4-Thr399lle polimorfizmi ile
ateroskleroz arasindaki iliskiyi arastiran bir¢ok ¢alisma yapilmistir (33-34).

Manolakis ve arkadaslarinin koroner arter hastaliginin mayor risk faktorlerinden olan
diyabetes mellitus ile TLR4 polimorfizmleri arasindaki iligkiyi inceleyen ¢aligmasinda
diyabetik ve non-diyabetik iskemik kalp hastalarinda TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizmleri benzer bulunmustur (35). Soliibl P-selektin ve von Willebrand faktorler
kardiyovaskiiler olay riskinde artma ile iliskilidir. Di Nisio ve arkadaslarinin yaptigi
calisgmada TLR4-Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmleri hiperkolesterolemik hastalarda
Soliibl P-selektin ve von Willebrand faktor diizeylerinin daha diisiik olmast ile iliskili

bulunmustur (36).
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4 MATERYAL ve METOD

Calismaya 2011 yilinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Kadiyoloji Anabilim Dali, Kalp ve

Damar Kateterizasyon Laboratuvari’na basvuran ve koroner anjiografi yapilan 200 hasta

alindi. Onami alinan hastalarin risk faktorleri sorgulandi.

Koroner arter hastalig1 olarak ii¢ damarin (sol 6n inen, sol sirkumfleks, sag koroner

arter) ve sol ana koroner arterin bir veya birden fazlasinda %50’yi agskin stenozu olarak

tanimland1 (37). Biz ¢alismamizda koroner arter hastalarini sol 6n inen arter, sirkumfleks arter

ve sag koroner arterdeki anlamli darliklara gore 1 damar, 2 damar, 3 damar koroner arter
hastas1 olarak gruplandirdik. Sol ana koronerde analaml1 darlig1 olan hastalar1 ayr1 bir grup
olarak degerlendirdik. Sadece yan dallarda %50’yi askin stenozu olan ve %50’in altinda
koroner arterde darligi olanlar ¢alismaya alinmadi.

Calismaya katilan hastalarin yaslari, cinsiyetleri, diger faktorleri sorgulandi ve risk

faktoriiniin mevcudiyetine asagidaki kriterlere gore karar verildi:

-Hipertansiyon: kan basinc1 2140/90 mmHg veya antihipertansif tedavi goriiyor

olmak

- Hiperkolesterolemi: total kolesterol 2200 mg/dl, LDL kolesterol =130 mg/dl

- Diyabetes mellitus: a¢lik kan glukozunun 126 mg/dL’in lizerinde olmas1 veya DM
tedavisi goriiyor olmasi

-Obezite: beden kitle indeksinin 30 kg/m?’in iizerinde olmast

- Aile oykiisii: birinci derece akrabalardan erkekte 55, kadinda 65 yasindan 6nce
koroner arter hastaligi bulunmasi

- Sigara igiyor olmak (21).

Tablo-3’de galismaya alinan hastalarin tutulan koroner arter sayisi, risk faktorleri ve

yas ortalamasina gore dagilimi gosterilmistir.

Calismaya alinan 15 sol ana dal hastasinin 6’s1 kadin ve 9’u erkek idi. 9 erkegin 7°si 3

damar ve 2’si 2 damar koroner arter hastasi idi. 6 kadin hastanin tamami 3 damar koroner
arter hastasi idi. Tablo-4’de sol ana koroner arter hastaligi olanlarin risk faktorleri ve yas

ortalamasina gore dagilimi gosterilmistir.
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hasta | hasta aile yas
grubu | sayis1 | hipertansiyon | diyabet | hiperlipidemi | obezite | dyKkiisii | Sigara | ortalamasi
normal
koroner 8 11 3 7
erkek 24 16 (%67) (%33) 5 (%21) (%46) | (%13) | (%29) 57
normal
koroner 11 15 3
kadin 26 20 (%77) (%42) 9 (%35) (%58) | 2 (%8) | (%12) 57
toplam
normal 19 26 5 10
koroner 50 36 (%72) (%38) 14 (%28) (%52) | (%10) |(%20) 57
1 damar 8 6 9
erkek 23 16 (%70) (%35) 4 (%17) (%26) | 2 (%9) | (%39) 60
1 damar 13 16 10 2
kadin 27 24 (%89) (%48) 11 (%41) (%59) | (%37) | (%7) 60
toplam 1 21 22 12 11
damar 50 40 (%80) (%42) 15 (%30) (%44) | (%24) | (%22) 60
2 damar 9 5 4 11
erkek 22 15 (%68) (%41) 7 (%32) (%23) | (%18) | (%50) 58
2 damar 8 10 5 0
kadin 22 18 (%82) (%36) 6 (%27) (%45) | (%23) | (%0) 65
toplam 2 17 15 9 11
damar 44 33 (%75) (%39) 13 (%30) (%34) | (%20) | (%25) 62
3 damar 9 7 6 12
erkek 31 27 (%87) (%29) 6 (%19) (9%23) | (%19) | (%39) 59
3 damar 16 14 8 8
kadin 25 19 (%76) (%64) 14 (%56) (9%56) | (%32) | (%32) 63
toplam 3 25 21 14 20
damar 56 46 (%82) (%45) 20 (%36) (%38) | (%25) | (%36) 61
toplam
KAH 26 18 12 32
erkek 76 58 (%76) (%34) 17 (%22) (%24) | (%16) | (%42) 59
toplam
KAH 37 40 23 10
kadin 74 61 (%82) (%50) 31 (%42) (9%54) | (%31) | (%14) 63
toplam 63 58 35 42
KAH 150 119 (%79) | (%42) 48 (%32) (9%39) | (%23) | (%28) 61
82 40 52
toplam | 200 155 (%78) | (%41) 62 (%31) | 84 (42) | (%20) | (%26) 60

Tablo-3. Caligsmaya alinan bireylerin koroner arter hastaliginin yayginlig ve risk faktorlerine

gore dagilimi

hasta aile yas

Cinsiyet | sayms1 | hipertansiyon | diyabet | hiperlipidemi | obezite | dykiisii | sigara | ortalamasi
erkek 9 6 (%67) 5 (%56) 6 (67) (%4214) 3 (%33) (%3':%3) 67
kadin 6 6 (%100) 1 (%17) 3 (%50) 0 (%0) | 1(%17) (%%3,3) 58
toplam 15 14 (%93) 6 (%40) 9 (%60) (%427) 4 (%27) (%5;33) 63

Tablo-4. Sol ana koroner hastalig1 olanlarin risk faktdrlerine gore dagilimi
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TLR4 genotiplemesi: Hastalarin TLR4-Thr399l1le polimorfizmleri Real-time PCR
(Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle calisilarak tespit edildi. Thr399Ile varyantlarinin
tespiti Lightcycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) spesifik hibridizasyon problari
ile gerceklestirildi (38). PCR reaksiyonu ve melting curve 20 pl’lik bir final volimiinde
LightCycler kapillerlerde (Roche Diagnostics) gerceklestirildi; 10 ng genomik DNA, her bir
primerden 0.5 uM, her bir hibridizasyon probundan 0.15 pM, 1x LightCycler DNA Master
Hybridisation Prob (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) ve 3 mM MgCI2.

TLRA4 primerleri: 5> GTTTAGAAGTCCATCGTTTG-3’ (forward) 5’
TAAGCCCAAGAAGTTTGAA-3’ (reverse)

Thr3991le icin hibridizasyon probu :
CTTGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAG-fluorescein LC Red705-
ATTTTGGGACAACCAGCCTAAAGTAT

Istatistik: Siirekli degiskenler ortalama, siireksiz degiskenler oran olarak belirtildi.
Istatiksel degerlendirmede SPSS for Windows 10,0 istatistik paket programi kullamildu.
Karsilagtirmada Chi-Square testi kullanildi. p degeri <0,05 degerinde anlamli kabul edildi.
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5.SONUCLAR

Kontrol ve hasta grubunun TLR 4 Thr3991le polimorfizmi ile ilgili genotip ve allel
sikliklarinin dagilimi Tablo 5°te goriilmektedir. Hasta (p=0.80) ve kontrol (p=1.0) grubunda
gbzlemlenen genotip sikliklarinin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edildi.

Kontrol (n=50) KAH (n=150)
Thr/Thr Genotipi 44 (%88) 134 (%89)
Thr/lle Genotipi 6 (%12) 14 (%9)
Ile/lle Genotipi 0 (%0) 2 (%1)
Thr Allel Sikhilg: 0.94 0.94
Ile Allel Sikhlg: 0.06 0.06

Tablo-5. Kontrol ve hasta grubunun TLR 4 Thr399lle polimorfizmi ile ilgili genotip ve allel

sikliklarinin dagilimi

Calismaya aldigimiz 200 hastanin 178 (%89)’sinde Thr/Thr genotipi, 20 (%10)’sinde
Thr/lle genotipi ve 2 (%]1)’sinde Ile/Ile genotipi tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise
Thr/Thr genotipi 44 (%88) kiside, Thr/Ile genotipi 6 (%12) kiside gbzlenirken, Ile/Ile
genotipi gorilmemistir. Ile/Ile genotip siklig1 ¢ok diisiik oldugu i¢in gruplarin
karsilastiriimasinda 1le/lle genotipi Thr/lle ile birlikte degerlendirilmistir. Istatiksel
degerlendirmede hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip (OR=0.87, %95 CI=0.30-2.69;
P=1.0) ve allel sikliklarinin (OR=1.0, %95 CI=0.27-3.65; P=0.77) dagilim1 agisindan anlaml

bir fark tespit edilmemistir.

TLR4 Thr399lle polimorfizmi ile koroner arter hastalarinda tutulan damar sayzisi
acisindan da herhangi bir anlamli iligki tespit edilmemistir (p=0,941). 15 sol ana dal tutulumu

olan hastada polimorfizm goriilmedi (Tablo-6).

Calismamizda TLR 4 Thr3991le polimorfizmi ile koroner arter risk faktorleri
arasindaki iligkiye bakilmis olup, polimorfizm ile hiperlipidemi (p=0,374), diyabetes mellitus
(p=0,353), aile oykiisii (p=0,142) ve obezite (p=0,912) arasinda iliski bulunmamustir.
Hipertansiyonu olanlarda TLR 4 Thr399Thr genotipi daha fazla olarak tespit edilmistir

(p=0,028) (Tablo-7).
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Thr/Thr Genotipi  Thr/lle Genotipi lle/lle Genotipi

Konrol Grubu 44 (%88) 6 (%12) 0 (%0)
(Normal koroner arter)
KAH Grubu

1 damar 45 (%90) 5 (%10) 0 (%0)

2 damar 40 (%91) 3 (%7) 1 (%2)

3 damar 49 (%88) 6 (%11) 1 (%2)

Sol ana dal tutulumu 15 (%100) 0 (%0) 0 (%0)

Tablo-6. Hastalarin TLR4 polimorfizmi ve koroner hastaligi mevcudiyeti ve yaygiligina

gore dagilimi

Thr/Thr

Thr/lletlle/lle Toplam P degeri

Hipertansiyon

Hiperlipidemi

Diyabetes mellitus

Aile oyKkiisii

Obezite

Var
Yok
Var
Yok
Var
Yok
Var
Yok
Var

Yok

142 (%92)
36 (%80)
57 (%92)
121 (%88)
75 (%91)
103 (%87)
33 (%82)
145 (%91)
75 (%89)

103 (%89)

13 (%8)
9 (%20)
5 (%8)
17 (%12)
7 (%9)
15 (%13)
7 (%18)
15 (%9)
9 (%11)

13 (%11)

155
45
62

138
82

118
40

160
84

116

0,028

0,374

0,353

0,142

0,912

Tablo-7. TLR4 Thr399lle polimorfizmi ile risk faktorleri arasindaki iligki



Kontrol ve hasta grubunun TLR 4 Thr3991le polimorfizmi sonuglarin1 genotip (Erkek
P=0.46; Kadin P= 0.65) ve allel siklig1 (Erkek P=0.79; Kadin P=0.64) agisindan cinsiyet

faktoriine gore diizenledigimizde de, istatiksel agidan anlamli bir fark tespit edilmemistir

(Tablo-8).
Erkek Kadin

Kontrol Hasta Kontrol Hasta
Thr/Thr Genotipi 20 (%83) 66 (%87) 24 (%92) 68 (%92)
Thr/lle Genotipi 4 (%17) 10 (%13) 2 (%1) 4 (%5)
lle/lle Genotipi 0 (%) 0 (%) 0 (%0) 2 (%1)
Thr Allel Sikhlg: 0,92 0,93 0,96 0,97

0,08 0,07 0,04 0,03

Ile Allel Sikhig:

Tablo-8. Cinsiyet faktoriine gore kontrol ve hasta grubunun TLR 4 Thr3991le polimorfizmi

ile ilgili genotip ve allel sikliklarinin dagilimi

22



6.TARTISMA

Calismamizda TLR4 Thr3991le polimorfizmi ile koroner arter hastaligi ve yayginlig
arasindaki iligki aragtirilmis ve herhangi bir iligki tespit edilmemistir. Literatiirde KAH ile
TLR4 Thr3991le polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastiran ¢calismaya rastlanmamastir.
Bununla beraber TLR4 Thr3991le polimorfizmi ile ateroskleroz ve kardiyovaskiiler

parametreler arasindaki iliskiyi arastiran birgok ¢alisma mevcuttur.

Bu ¢alismalarin bazilarinda KAH’larindaki M1 riski arastirilmistir; Edfeldt ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada TLR4 299Gly ve 3991le polimorfizmleri ile MI arasindaki
iliski arastirilmis ve TLR4 299Gly ve 399Ile genotiplerinin kombine bulundugu erkeklerde
MI riskinde artma saptanmustir (39). Bununla beraber, Koch ve arkadaglarinin yaptigi
calismada TLR4 Asp299Gly ve Thr399Ile polimorfizmleri ile MI arasinda iliski tespit
edilmemistir (33).

Bu ¢alismalarin bazilarinda ise statin kullanan KAH’larinda TLR4
polimorfizmlerinin MI riskine olan etkisi incelenmistir; Boekholdt ve arkadaglarinin yaptigi
calismada, TLR4 Asp299Gly ve Thr3991le genotip kombinasyonlari ile KAH risk faktorleri
ve tedavive verilen yanit arasinda iligki arastirilmis ve her iki genotip ile KAH risk faktorleri
arasinda herhangi bir iliskisi tespit edilmemis fakat statin kullanan 299Gly alleline sahip
hastalarin kardiyovaskiiler olaylar agisindan daha diisiik bir riske sahip olduklar1 tespit
edilmistir (25). Benzer sekilde, Holloway ve ark. yaptig1 calismada da KAH’lar1 MI riski
agisindan TLR4 Asp299Gly polimorfizmi yoniinden degerlendirilmis ve Boekholdt ve
arkadaglarinin ¢alismasindaki gibi sadece statin kullanan 299Gly alleline sahip hastalarin MI

icin diisiik risk tasidigi tespit edilmistir (26).

Calismalarin bazilarinda TLR4 polimorfizmlerinin KAH’larindaki restenoz riskine
olan etkisi incelenmistir; Beijk ve arkadaslarinin yaptigi calismada TLR4-Asp299Gly ve
Thr399lle polimorfizmleri ile restenoz ve hedef damar revaskiilarizasyonu arasinda anlamli
iliski bulunmamustir (30). Rittersma ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada TLR4 Asp299Gly ve
Thr399lle polimorfizmleri ile restenoz ve kan sitokin diizeyleri (IL-1p, IL-6, TNFa, ve IL-10)
arasinda iliski saptanmamustir. Bu calisma da lezyonun total okliide olmasi, erkek cinsiyet,

hipertnasiyon ve stabil olmayan angina pektoris restenoz i¢in tahmin edici bulunmustur (34).

TLR4 polimorfizmlerinin serabral iskemi ve karotis intima medya kalinligina olan

etkisini inceleyen ¢aligsmalarda; Reisman ve arkadaglarinin yaptigi calismada Asp299Gly ve
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Thr399lle polimorfizmleri ile serebral iskemi arasinda iligki tespit edilmemistir (28). Norata
ve arkadaslarinin yaptigi calismada TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmleri ile
karotis intima-medya kalinlig1 arasinda iliski goriillmemistir (40). Yuan ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada TLR4 Asp299Gly ve Thr3991le polimorfizmleri ile karotis intima-medya
kalinlig1 arasinda iligki tespit edilmemistir (29). Labrum ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada
TLR2 ve TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmleri ile karotis intima-medya kalinlig:

arasinda iliski goriilmemistir (41).

Yapilan diger ¢alismalarda farkli ateroskrlerotik bulgular ile TLR4 Asp299Gly
polimorfizmi arasinda iliski incelenmistir. Bu ¢alismalarin bazilarinda TLR4 Asp299Gly
polimorfizmin etkisi tespit edilmistir; Kiechl ve ark. yaptig1 ¢alismada Asp299Gly
polimorfizminine ateroskleroza ve karotis intima kalinligina etkisi tespit edilmistir (26).
Ameziane ve ark. yaptig1 ¢alismada ise Asp299Gly polimorfizmi ile akut koroner olaylar

arasinda iliski tespit edilmistir (42).

TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ile yapilan diger ¢aligmalarda ise bu polimorfizmin
herhangi bir etkisi tespit edilmemistir. Zee ve ark. yaptigi calismada Asp299Gly polimorfizmi
ile MI ve inme arasinda iliski goriilmemistir (26). Hernesniemi ve ark. yaptigi calimada da
Asp299Gly polimorfizmi ile M1 arasinda iliski bulunamamistir (32). Haman ve ark. yaptigi
caligmada Asp299Gly polimorfizmi ile restenoz arasinda iliski goriilmemistir. Yang ve ark.
calismada Asp299Gly polimorfizmi ile koroner arter hastalig1 progresyonunu arasinda iliski
saptanmamistir. Morange ve ark. yaptigi calismada da Asp299Gly polimorfizmi ile koroner
arter hastalif1 progresyonu arasinda iligski goriilmemitir (26). Berg ve ark. yaptig1 calismada
TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ile koroner arter hastalig1 arasindaki iligki saptanmamugtir
(43). Netea ve ark. yaptig1 ¢calismada Asp299Gly polimorfizmi ile ateroskleroz progresyonu
arasinda iliski saptanmamistir (26). Hommels ve ark. 140 hipertansif bireyi abdominal aorta
ve renal arterlere yapilan dijital subtraction anjiografi ile aterosklerotik lezyonlarin varligi
yoniinden degerlendirmistir. Hastaligin yaygiligina abdominal aorta sinirlt olmasi, tek tarafh
renal arter stenozu ve g¢ift tarafli renal arter stenozu olmasina gore karar verildigi calismada
Asp299Gly polimorfizmi ile aortik ateroskleroz arasinda iliski goriillmemistir (44). Jussi ve
ark. yaptig1 ¢alismada Asp299Gly polimorfizmi ile karotis intima-medya kalinlig1 arasinda

iligki gosterilememistir(31).

Calismamizda TLR4 Thr399Ile polimorfizminde varyant allel sikligi (3991le) normal
koroner arterli kontrol grubunda % 6 oraninda saptandi. Yapilan ¢caligmalarda TLR4
Thr3991le polimorfizmlerindeki varyant allel sikligi %5-10 sikliginda goriilmektedir (45,46).
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Tiirk toplumunda ise ¢esitli calismalardaki kontrol gruplarinda varyant allel sikligi %2-%5
sikliginda goriilmektedir (47-49). Calismamizin kontrol grubu koroner arter risk faktorleri
olan ve non-invaziv testlerde iskemi saptanan hastalar oldugu i¢in tiirk toplumunu tam olarak

yansitmayabilir.

Calismamizda hipertansiyon disindaki KAH risk faktorleri ile TLR4 Thr399Ile
polimorfizmi arasinda herhangi bir iligki tespit edilmemistir. Hipertansiyonu olanlarda TLR 4
Thr399Thr genotipi daha fazla olarak tespit edilmistir (p=0,028). Hasta sayimizin az olmasi,
cogunlugunun koroner arter hastalar1 olmasi ve kontrol grubumuzun risk faktorleri olan,
invaziv olmayan degerlendirmede iskemisi olan bireyler olmasindan dolay1 bu bulgunun ek

hastalig1 olmayan bireyler iizerinde yapilan baska bir ¢caligmayla dogrulanmasi gerekmektedir.
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