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Ozet

Amac: Romatoid artrit (RA)'in etyolojisinde makrofajlar ve dentritik hicreler gibi antijen sunan htcrelerin énemli bir roll
vardir. Antijen sunan hucreler Toll-like reseptor (TLR)'lere sahiptirler. Bu calisma TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizmleri ve RA arasinda bir iliski olup olmadiginin belirlenmesi ve polimorfizmler ile romatoid faktor (RF), kollajen tip Il
anti-RNP ve anti-CCP gibi otoantikor pozitiflikleri arasindaki iliskilerin arastiriimasi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve metod: Calismaya Amerikan Romatoloji Birligi kriterlerini karsilayan RA'li 100 hasta ve 100 saglkl kontrol
dahil edildi. TLR4 genindeki rs4986790 ve rs4986791 polimorfizmleri degerlendirildi. Otoantikorlarin  serum
konsantrasyonlari kantitatif ELISA kullanilarak olcaldd.

Bulgular: TLR4 genindeki Asp299Gly (p=0,02) ve Thr399lle (p=0,05) genotip sikliklari hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir farkhlik gosterdi. Her iki allel sikliginin da hasta grubunda artmis oldugu belirlendi. TLR4 genotipleri ve otoantikor
pozitiflikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi.

Sonuglar: TLR aracili proinflamatuar sitokinlerin defektif Gretimi RA'daki kronik inflamasyonun nedenlerinden biri olabilir.
Calismada elde edilen verilerin dogrulanabilmesi icin farkli toplumlarda RA riski agisindan TLR gen polimorfizmlerinin

incelenmesi gerekmektedir.
Anahtar kelimeler: polimorfizm, romatoid artrit, Toll-like reseptor.

Abstract

Background: There is an important role of antigen-presenting cells (APCs) such as macrophages and dendritic cells (DCs) in
etiology of rheumatoid arthritis (RA). APCs have Toll-like receptors (TLRs). This study is conducted to evaluate whether TLR4
Asp299Gly and Thr399lle polymorphisms are associated with RA and to detect the association between polymorphisms and
levels of autoantibodies such as RF, collagen tip Il, anti-RNP and anti-CCP.

Methods: This study included 100 RA subjects diagnosed according to the American College of Rheumatology criteria and
a control group of 100 healthy subjects. TLR4 gene rs4986790 and rs4986791 polymorphisms were evaluated. Serum
concentrations of autoantibodies were measured using quantitative ELISA.

Results: TLR4 gene Asp299Gly (p=0.02) and Thr399lle (p=0.05) genotype frequencies were significantly different between
patient and control groups with increased frequency for both in patient group. We could not detect statistically significant
association between the TLR4 genotypes and the autoantibody levels.

Conclusions: A defective release of proinflamatory cytokine by TLR may be responsible for chronic inflammation in RA.
Further studies, especially in ethnically different populations are required to explore the role of TLR gene polymorphisms in

the development of RA and to confirm our results.
Key words: polymorphism, rheumatoid arthritis, Toll-like receptor.

Giris antijen sunan hucrelerin  bUytuk 6nemi vardir (3-5).
Romatoid artrit sinovial eklemlerin kronik inflamasyonu Makrofaj ve dentritik hicreler Uzerindeki TLR'ler, dogal
ile karakterize otoimmun bir hastalik olup patogenezi immuUn sistemin aktivasyonunu saglayarak proinflamatuar
tam olarak aydinlatilamamistir (1). Patogenezinde dogal sitokinlerin salinmasina yol agmaktadirlar. Bu aktivasyon T
ve adaptif immun sistemin ¢nemli rollere sahip oldugu ve B hiicrelerini iceren adaptif immun cevabin gelismesini
bilinmektedir (2). Etyolojisinde Toll-like reseptorleri (TLR) uyarmaktadir. Adaptif immun cevabin gelisiminden sonra
eksprese eden makrofajlar ve dentritik hicreler gibi proinflamatuar sitokinler RA patogenezine dogrudan katki
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saglayabilmektedir (2).

TLR'ler patojenle beraber gorilen molekuler yapilari
(PAMP; patogen associated molecular pattern)
tanimaktadirlar. Bu reseptorler patojen antijenlerine
baglanmalarina karsin ayni zamanda self-antijenlere de
baglanabilirler (6). TLR reseptorlerinin  aktivasyonu
patojenlere karsi konukcu cevabinin ve otoimmun
yanitin olusmasini saglayabilmektedir (37). TLR4 geni
9935 bolgesinde lokalizedir. Bu reseptor aktive oldugu
zaman IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler
salinmaktadir (7). Reseptor RA hastalarinin inflamatuar
sinovial eklemlerinde bol olarak bulunan heat shock
proteinler, fibrinojen ve diger bazi proteinlerle
etkilesmektedir. Bu sekilde endojen ligandlarin sinovium
veya sinovial sividaki antijen sunan hdcreler tarafindan
taninmasiyla RA'nin baslatilabilecegini go6steren
calismalar vardir (8). Son zamanlarda RA'da
otoimmunitenin baslatilmasinda TLR'lerin potansiyel
rolleri ile ilgili olarak pek ¢ok calisma yapilmistir (6). TLR4
geninde su ana kadar 2 farkh polimorfizim
tanimlanmistir. TLR4 genindeki yanlis anlamli mutasyon
sonucu olusan 2 polimorfizmden ilki baslangic
kodonundan 896. nikleotitinde adeninin guanine
subtitisyonu sonucu 299. amino asid olan aspartik
asidin glisinle yer degistirmesi (Asp299Gly) ve digeri 399.
amino asitte threoninin izolGsinle yer degistirmesi
(Thr399lle) seklindedir (9).

Cesitli TLR gen polimorfizmleri ile infeksiyon ve
inflamatuar hastaliklar arasinda beraberlikler tespit
edilmistir (10). inflamasyonun RA gelisimindeki roli
bilindiginden TLR'lerin RA gelisimine katki
saglayabilecedi dusintlmektedir. Calismamizda, RA
hastalarinda TLR 4 Asp299Gly ve Thr399lle gen
polimorfizimleri ile RA'da sik rastlanilan anti-
heteronUkleer ribonlkleoprotein (anti-hnRNP), anti-
cyclic citrullinated peptides (anti-CCP), romatoid faktor
(RF) ve anti-kollejenaz tip Il gibi otoantikorlarin
pozitiflikleri arasindaki beraberlikleri arastirmayi
amacladik.

Materyal ve metod

Hasta popiilasyonu

Hastalik tanisi Amerikan Romatizma Birligi'nin
1987'deki gbzden gecirilmis tani kriterlerine gore
konuldu. Buna gore en az 4 pozitif kriteri olan hastalar
RA olarak kabul edildi. Klinik olarak eklemlerin
durumunun degerlendirmesinde 52 periferik eklemde
hareket sirasinda olusan agri ve hassasiyetin
degerlendirildigi Ritchie artikdler indeks (RAI) kullanild
(11,12). Degisik derecelerde hastalik aktivitesine sahip
RA'll 100 hasta calisma grubuna dahil edildi. Kontrol
grubu olarak benzer yas grubunda olan ve 1. derece
akrabalarinda (bireyin ebeveynleri ve kardesleri) veya
kendisinde RA bulunmayan 100 birey kullanildi.
Calismaya alinan hasta ve kontrol grubuna dahil edilen
tim bireyler bilgilendirilmis hasta onam formunu
imzaladi. Calisma lokal etik komite tarafindan onaylandi.

Genotipleme

Hastalardan ve kontrol grubundan EDTA'll biyokimya
tplerine 3 cc kan alindi. DNA izolasyonu Uretici firmanin
yontemine uygun olarak hastalarin periferik kan
orneklerinden Wizard Genomik DNA izolasyon Kiti
(Promega Corp., Madison, USA) kullanilarak yapildi. TLR4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerinin
degerlendirilmesi icin Lorenz ve arkadaslarinin yontemi
kullanildi (13). Kisaca Thr399lleicin forward primer
5'-GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3" ve
revers primer olarak
5'-ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT-3"
kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyon (PZR) 95°C'de 4 dk,
95°C 305, 62°C 30's, 72°C 30 s olmak Uzere toplam 30
dongl gerceklestirildi. PZR sonrasi olusan Grlnler Hinf |
(Fermentas, USA) restriksiyon enzimiyle kesildi. Kesim
sonrasl wild tip (C allele) icin 124 baz cifti (bg) ve mutant (T
allele)icin 98 + 26 b¢'lik Grinler elde edildi. TLR4 Asp299Gly
polimorfizminin degerlendirilmesi icin forward perimer
olarak 5'- ATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3" ve
revers primer olarak

5'- GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3' kullanild.
PZR 95°C'de 4 dk, 95°C 30's, 55°C 30's, 72°C 30 s olmak
lzere toplam 30 dongu gerceklestirildi. PZR Grinleri Ncol
(Fermentas,USA) restriksiyon enzimiyle kesildi ve %3,5'luk
jelde yGratalda. Restriksiyon enzim kesim sonrasi wild tip
(Asp) allelicin 249 b¢'lik ve polimorfik allel (Gly) icin 23bc'lik
azalmayla 196bc¢'lik Grin elde edildi (10).

Otoantikor ol¢iimleri

Anti-RNP, anti-CCP, anti-kollojen tip Il otoantikorlarin
dlctimi icin ELISA kitleri kullanildi. Otoantikor lctimleri RNP
icin REAADS anti-RNP kit (Corgenix, Colorado, USA), CCP
icin Aeskulisa RA/ CP-Detect kit (Aesku, Wendelsheim,
Germany) ve kollogen Tip Il icin Human IgG, anti-Human
BioAssay ELISA kit (USBiological, Massachusetts, USA)
kitleri ile dretici firmalarin protokollerine uygun olarak
yapildi. Anti-RNP ve anti-kollejen tip Il antikorlarinin 8lcim
96 hastada ve anti-CCP 6lctimleriise 91 hastada yapild.

istatistik analizler

Tim istatistiki analizler Sosyal Bilimler icin istatistik Paketi
(The Statistical Package for the Social Sciences; SPSS) (SPSS,
Chicago, IL) versiyon 10.0 ile yapildi. RA'll hastalarda ve
kontrol grubunda genotip sikliklarinin dagilimi arasindaki
iliskilerin belirlenmesi icin Ki-Kare (veya Fischer's Exact) testi
ve genotiplerle diger demografik ¢zellikler ve otoantikorlar
arasindaki iliskilerin saptanmasi i¢cin Spearman'in
korelasyon testi kullanildi. p<0,05 olan sonuclar anlamli
olarak degerlendirildi.

Bulgular

Calisma grubunda 94 bayan ve 6 erkek vardi ve hastalarin
yas ortalamalari 51 (min:24-maks:75)'di. Hastalarin
demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 1'de verildi. Her iki
polimorfizm restriksiyon enzim kesim yontemiyle basariyla
genotiplendirildi. Sekil 1 ve 2'de Asp299Gly ve Thr399lle
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genotiplerinin agaroz jel gortntdleri gdsterilmektedir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda Asp299Gly (odds ratio,
OR=3,2, %95 Cl 1,2-8,5, p=0,02) ve Thr399lle allel
(OR=2,5, %95 CI 1,04-6,11, p=0,05) sikliklari acisindan
anlamli bir farklilik tespit edildi (Tablo 2 ve Tablo 3). Her
iki allel sikliginin da hasta grubunda artmis oldugu
belirlendi (Gly allel sikhidi hasta grubunda %17, kontrol
grubunda %6, Thr399lle allel sikhidr hasta grubunda
%18, kontrol grubunda %8). RA'li hastalarin 10'nunda
Asp299Gly ve Thr399lle allellerinin beraber ayrildigi
belirlendi. Hastalarin demografik 6zellikleri, DAS28,
anti-RNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejen Il gibi
otoantikorlar pozitiflikleri ile TLR4 Asp299Gly ve
Thr399lle genotipleri arasinda herhangi bir iliski tespit
edilmedi. Anti-CCP acisindan hastalarin 64'UG (%70,3)
pozitif ve 27'si (%29,7) negatif olarak degerlendirildi ve
anti-CCPile RAl arasinda pozitif iliski bulundu (p=0,03).
Tartisma

Calismamizda TLR4 genindeki Asp299Gly ve Thr399lle
olmak Uzere iki adet 6nemli fonksiyonel polimorfizmi
degerlendirdik ve kontrolle karsilastinldiginda bu
polimorfizmlerin hasta grubunda artmis sikliga sahip
oldugunu tespit ettik. Bilgilerimize gére calismamiz Tark
RA hastalarinda TLR4 polimorfizmlerinin
degerlendirildigi ve o6zellikle bu polimorfizmlerle
otoantikor pozitiflikleri arasindaki iliskilerin arastirildig
ilk calismadir.

RA ve TLR4 genindeki polimorfizmler arasindaki
iliskilerin calisildig calismalarda oldukca farkli veriler elde
edilmistir. Sheedy ve arkadaslari TLR4 Asp299Gly
polimorfizmini calismislar ancak RA ve polimorfizm
arasinda ve TLR polimorfizm ile romatoid faktor (RF) veya
anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) durumu veya
radyolojik hasar arasinda herhangi bir iliski tespit
edememislerdir (14). Kilding ve arkadaslari da
Asp299Gly polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulamamislardir (15). Sanchez ve arkadaslari RA
hastalarinda TLR4 Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizmlerini incelemisler ve hastaligin demografik
veya klinik parametreleriyle arastirilan polimorfizmler
arasinda herhangi bir iliski olmadigini belirlemislerdir (6).
Radstake ve arkadaslari diger calismalarin tersine RA
hastalarinda yaptiklari calismada TLR4 Asp299Gly
polimorfizminin hasta grubunda kontrolle
karsilastirldiginda daha az oldugunu tespit etmislerdir
(16). Kuuliala ve arkadaslari RA hastalarinda TLR4 +896G
allelini tasiyan hastalarda tedavi cevabinin
bozulabilecegini belirtmislerdir (17). Biz diger
calismalardan farkli olarak calismamizda TLR4
Asp299Gly genotip ve Gly allelinin kontrolle
karsilastirildiginda hasta grubunun artmis sikliga sahip
oldugunu tespit ettik. Ancak diger calismalarla benzer
sekilde hastaligin demografik ve klinik ¢zellikleri veya
DAS28, anti-hnRNP, anti-CCP, RF ve anti-kollejenaz |I
gibi otoantikor pozitiflikleri ile bu polimorfizm arasinda
herhangi bir iliski tespit edemedik. Calismamamizda elde
edilen farkh bulgularin en muhtemel agiklamasi

polimorfizmlerin genellikle etnik gruplarda oldukca farkli
sikliklarda bulunmasi seklinde olabilir. Polimorfizm
calismalari populasyon temelli yapilan calismalar
oldugundan tim popdlasyonlar icin bir genelleme
yapilamamaktadir.

Varyantlarin RA etyopatogenezinde nasil bir rol
oynadiklari tam olarak bilinmemekle beraber TLR4 varyant
negatif RA'll hastalarla karsilastirildiginda TLR4 varyant
pozitif hastalarda CD14+ hicre sayisinin ve RA hastalarinin
eklemlerinden elde edilen CD14+ makrofajlari kontrol
makrofajlari ile karsilastirildiginda TLR2 ve TLR4
ekspresyonunun arttigi bulunmustur (18,19). TLR4
Asp299Gly ve Thr399lle varyantlarina sahip RA'li hastalarda
CD14+ hucre sayisindaki artis hastalik gelisimine katkida
bulunan mekanizmalardan biri olabilir. Ayrica, Asp299Gly
varyantin ekzojen ve endojen ligandlara cevapta yetersiz
sinyalizasyona neden oldugu belirtiimektedir (9, 20).

Dindar ve arkadaslari anti-CCP'yi 24 hastada (%64,9)
pozitif, 13 hastada (%35,1) negatif bulmuslardir (21).
Calismamizda orneklerin %70,4'tnde anti-CCP pozitifligi
tespit edilirken 6rneklerin %29,6'sinda anti-CCP negatif
olarak bulundu. Bu sonuc literatdr ile uyumludur. Meyer ve
arkadaslart RA'li 191 hastayi bes yil slre ile takip etmisler
anti-CCP pozitif hastalarda radyolojik hasarin, erozyonlarin
ve eklem darligi gelisiminin U¢ kat daha fazla oldugunu
belirtmislerdir (22). Calismamizda RAl ve anti-CCP arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulmamiza ragmen anti-
CCP pozitifligi ve DAS28 arasinda bir iliski bulamadik. Bu
iliskiyi arastirmak icin daha genis hasta gruplari iceren yeni
cahismalaryapilmalidir.

TLR4 sinyalizasyonu, varyant genotiplerin azalmis sitokin
ekspresyonu ve artmis CD 14+ hiicre sayisina neden olarak
adaptif immuin yanitin olusmasinda ve artritlerin
patogenezinde erken ddénemde 6nemli roller oynayabilir.
Sonu¢ olarak calismamizda TLR4 varyant genotiplerinin
saglikli kontrolle karsilastirildiginda RA hastalarinda artmis
oldugunu tespit ettik. TLR4 genindeki artmis Asp299Gly ve
Thr399lle varyant sikliginin RA etyopatogenezinde rol
oynayan mekanizmalardan biri olabilecegini
distinmekteyiz.
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Tablo 1: Hastalarin demografik ve klinik ézellikleri.

Ortalama + SD
Demografik Ozellik (N=100)
Yas (yil, min-mak) 51,03 + 12,4 (24-75)
Cinsiyet (kadin/erkek) 94/6
Hastalik saresi (yil) 8,96+ 7,11
Sabah tutuklugu (dak) 0,98 + 1,15
ESR (mm/saat) 29,81 + 24,20
CRP (mg/L) 17,55 + 24,96
Hemoglobin (g/dl) 12,42 + 1,47
Romatoid Faktor (IU/ml) 186,85 + 195,37
Ritchie artikller indeks (RA) 16,23 + 13,74
DAS28 4,04 1,41
CRP: C-reaktif protein
DAS28:

ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi
Min-mak: Minimum- maksimum
N: Sayi

SD: Standart sapma

Tablo 2: TLR4 Asp299Gly polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.
Genotipler Asp/Asp(%) Asp/Gly(%) Gly/Gly(%) p

Hasta % 83 %17 %0 0,02
Kontrol % 94 %6 %0

Alleles Thr lle

Hasta 0,83 0,17

Kontrol 0,94 0,06

*: p<0,05

Tablo 3: TLR4 Thr399lle polimorfizm genotiplerinin hasta (n=100) ve kontrol (n=100)
grubundaki dagilimlari.

Genotipler Thr/Thr (%) Thr/lle (%) lle/lle (%) p
Hasta % 82 %18 %0 0,05
Kontrol % 92 %8 %0

Alleles Thr lle

Hasta 0,82 0,18

Kontrol 0,92 0,08

*: p<0,05
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