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OZET

Amag: Sonyillarda dzellikle endotoksinlere immiin yanit ve atopik hastalik
arasinda dnemli bilgiler ortaya kanmustur. Toll like reseptér polimorfizmleri
(TLRs) ve CD14'tin endotoksine yanitla iliskileri gdsterilmistir. Genetik
farkliliklarin farkli etkilere yol agmasi miimkiin olmasina kargin, astim ve
alerjik hastaliklarda TLRs ve endotoksin iliskisi tartismalidir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Alerji ve Solunum Poliklinigi'nde takip edilen 165 hasta ve atopisi olmayan
117 saglikh cocuk ve addlesandan olusan kontrol grubunu icermektedir.
Tam kan sayimlari, eozinafil sayilari Ig G, A, M degerleri ve splgE diizeyleri
caligildiktan sonra splgE pozitif saptanan olgulara deri testi uyguland.
Arg753GlIn heterozigot, GIn753GIn homozigot, TLR2753 polimorfizmleri,
Asp299Gly heterozigot, Gly299Gly homozigot, TLR4299 polimorfizmleri,
Thr399lle heterozigot, 1le3991le homozigot ve TLR4399 polimorfizmleri tim
olgularda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile caligildi.

Bulgular: Ailede atopi dykiisti, evde evcil hayvan besleme veya 6 aydan
once giindtiz bakimevine verme gibi kriterler her 3 polimorfizm agisindan
da degerlendirme yapildiginda; normal genotip gésterenler ile polimorfizm
saptananlar arasinda farklilik gésterilemedi. Hem ¢alisma hem de kontrol
grubunda her ti¢ genotip agisindan da genotip ve normal dagilim agisindan
farklilik saptanmadi (TLR2 75- p=0,9; TLR4 299 -p=0,65; TLR4 399 -p=0,72).
Sonug: Bu calismada astim ve alerjik rinit geligimi tizerine endotoksin
reseptorlerinin (TLR2 ve TLR4) genetik varyasyonlarinin  etkisi
gosterilememistir. The Journal of Pediatric Research 2014,;1(1):13-21
Anahtar Kelimeler: Astim, alerjik rinit, toll like reseptcr, polimorfizm,
cocuk

ABSTRACT

Aim: Specifically, endotoxin has raised important insight into the immune
response and atopic diseases. It is possible that the immune dysregulation
behind asthma (and endotoxin exposure) mostly occurs at the genetic
level. Overall, it appears that a genetic predisposition to asthma exists
and that fundamental mechanisms of the innate immune system may be
involved. Polymorphisms of TLRs (Toll like receptors) and CD14 have been
associated with response to endotoxin. Genetic variations may influence
known effects or may create new associations. TLRs and endotoxin
exposure and its association with asthma and allergies are controversial.
Materials and Methods: This study comprised 165 cases from Ege
University Medical Faculty, Paediatric Allergy and Pulmonology Polyclinic,
the control group was formed from 117 healthy children and adolescents
not thought to have any atopic illness. Total blood and eosinaphil counts,
Ig, G, M, A, values, total and splgE values were recorded from the children
of both groups and those in the patient group were given a skin prick test
after having had splgE values taken. Arg753GIn heterozygote, GIn753GIn
homozygote, TLR2753 polymorphisms, Asp299Gly heterozygote, Gly299Gly
homozygote, TLR4299 polymorphisms, Thr399lle heterozygote, 11le399lle
homozygote and TLR4399 polymorphisms were researched in all cases.
Polymorphisms for the TLRs were detected by polymerase chain reaction.
Results: When evaluated from the angle of criteria such as atopic conditions
in the family, household pets or attending a creche while under 6 months old,
for each 3 genotypes there was no statistically significant difference between
the cases showing a normal genotype and those showing polymarphism. In
both the study and the control group no statistically significant difference
was found between the genotype and normal distribution for each of the 3
genotypes (TLR2 75- p=0.9; TLR4 299 -p=0.65; TLR4 399 -p=0.72).
Conclusion: Our study results showed no relationship between the
development of allergic rhinitis and asthma and the genetic variants of the
signalling pathway of the endotoxin receptors TLR2 and TLR4. The Journal
of Pedliatric Research 2014;1(1):13-21
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Giris

Alerjik hastaliklarinin prevalansinin, son yillarda degisen
cevresel ve sosyoekonomik faktorlere bagl olarak, ozellikle
batili ve gelismis olan llkelerde artmakta oldugu bildirilmektedir
(1). Bu artisin nedenleri igerisinde, genetik yatkinlik, atopi,
hava yolu hiperreaktivitesi, cinsiyet ve irk gibi bireysel
faktorlerin yani sira; mikrobial maruziyetteki degisiklikler, viral
enfeksiyonlar, pasif sigara iciciligi, sosyoekonomik durum,
diyet gibi cevresel faktorler de yer almaktadir (2).

Gr negatif bakterilerdeki bir endotoksin olan lipopolisakkarit
(LPS) dogustan immun sistemin potent bir uyaricisidir. LPS
cevrede de yaygindir; ev ve isyeri ortamindaki tozlar, halllar,
havalandirma sistemleri iginde de bulunur. LPS antijen
sunan hlcrelerden IL-12 yanitlarini indtkler. IL-12 naive Th
hiicrelerinin Th1 hicrelerine farklilasmasina aracilik eder.

Spesifik bir LPS reseptori olan Toll-like reseptor-4 (TLR4),
CD14 ve LBP ile bir kompleks olusturarak immun yanitlari
baslatir ve dogustan immun sistemin énemli bir parcasidir.
LPS aracili TLR4 sinyalizasyonu NFxB gibi transkripsiyon
faktorlerinin olusmasina ve TNF-o, IL-1,IL-5,IL-8,IL-10 ve
IL-12 gibi inflamatuar sitokinlerin Uretiimesine neden olur.
IL-12 ve IFN-y'nin etkisiyle naive T hicreleri Th1 hicrelerine
farklilasir. Immun yanitin Th1 yéniine kaymasinin Th2 aracili
alerjik hastalik gelismesini 6nledigi bilinmektedir.

TLR4'de gorilen Asp299Gly ve Thr399lle gibi
mutasyonlarin inhale LPS’lere vyanitsizlikla birlikteligi
gosterilmistir. TLR4'de goriilen mutasyonlar sonucu LPS'lere
yetersiz yanit olusmakta, sinyalizasyon kesintiye ugramakta
ve Th1 yanit olusmamasi sonucu zaten bebeklik déneminde
baskin olan Th2 tipi yanitlar sirmekte ve alerjik hastaliklar
ortaya clkabilmektedir. Bu da LPS reseptdrlerindeki gen
sekansi degisikliklerinin konagin mikrobial ajanlara yanitini ve
atopik hastalik gelisimini etkiledigini géstermektedir.

Hem gram negatif hem de gram pozitif bakteriler Gzerinde
bulunan lipoproteinlerin TLR-2 tarafindan taninmasi sonucunda
hdcreleri aktive ettigi gosterilmis ve TLR-2'nin agirlikl olarak
lipoproteinleri taniyan reseptdr oldugu disUndlmustir.
TLR2'nin de LPS'nin acil zinciri farkli bazi varyantlarini
taniyabildigi, ancak TLR4 kadar spesifik bir LPS reseptorl
olmadigi distiniimektedir. TLR2'deki polimorfizmlerin PAMP
maruziyetine bagli olarak, dzellikle ciftlik ortaminda yasayan
cocuklarda azalmis atopi ile birliktelik gdsterdigi bildirilmis
ve alerjik hastalik gelismesi Uzerinde etkili olabilecegi 6ne
strdlmustdr (3-5).

Bu calismada; gen polimorfizmi-LPS azalmis immun
yanit birlikteliginin mikrobial uyaranlara karsi konagin immun
yanitini modifiye ederek alerjenlere yaniti ve alerjik hastalik
gelisimini etkileyebilecegi gorisinden yola cikilarak, TLR2 ve
TLR4 polimorfizmi ile cocuklardaki astim ve alerjik rinit varligi
arasindaki iliski arastirilmistir.

Gerec ve Yontem

Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakultesi Pediatrik
Solunum Alerji Bilim Dali Poliklinigi'nde, atopik astim tanisi
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ile izlenen 56 olgu; alerjik rinit tanisi ile izlenen 57 olgu ve
bronsiyal astim+alerjik rinit tanisi ile izlenen 44 olgu ve
nonatopik astim tanisi ile izlenen 8 olgu olmak Uzere toplam
165 olgu alindi. Bronsiyal astim tanisi “Global Initiative in
Asthma (GINA)" kriterleri g6zonlne alinarak konuldu (6).
Alerjen splg E dlzeyleri 0,35 ku/L Uzerinde olanlar, deri prick
testlerinde (DPT) de en azindan bir aeroallerjene duyarlilik
saptananlar atopik astim; splgE duzeyleri 0,35 kU/L alti olan,
DPT'de spesifik alerjen yaniti saptanmayanlar nonatopik
astim olarak degerlendirildi.

1994°de vyayinlanan “Uluslararasi Konsensus Raporu”
kriterleri dogrultusunda; enfeksiyonla iliskisi olmayan, belirli
alerjen maruziyetinden sonra burun akintisi, kasinti, hapsirik,
burun tikanikhigr gibi temel semptomlardan iki veya daha
fazlasini ard arda ginlerde, ginde bir saatten daha fazla
devam eden klinik tablo olarak gosteren, spesifik IgE degeri
0,35 ku/L Uzeri olan, DPT'de en az bir aeroalerjene duyarlilik
saptanan olgulara alerjik rinit tanisi konuldu (7).

Atopik kalitim acisindan, en az bir ebeveynde yada
kardeste tipik atopik semptom veya hastalik (astim, alerjik
rinit, atopik dermatit) varligi olan olgularin ailede atopi 6ykUsU
pozitif kabul edildi. Olgular; alerjik hastalik gelismesini
etkileyebilecek kardes sayisi, sik enfeksiyon gecirme, evde
hayvan beslenmesi, yasamin ilk 6 ayinda krese gitme gibi
cevresel faktorler agisindan sorgulandi. Klinik olarak astim ve
alerjik rinit bulgular olan, splgE degerleri pozitif ve DPT'de
en az bir aeroalerjene pozitiflik olan olgular calisma grubuna
dahil edildi. Herhangi bir immn yetmezlik, kronik inflamatuar-
romatolojik hastalik ve otoimmun hastaligi olanlar galismaya
alinmadi. Kendisinde ve ailesinde atopik hastalik dykUlsU
olmayan, klinik olarak atopik hastalik bulgusu saptanmayan
ve splgE sonuglari negatif olan 6-17 yas arasinda (ortalama
11,18+2,97 yil) 117 ¢ocuk kontrol grubu olarak alindi.

Her iki gruptaki cocuklarin tam kan ve eozinofil sayimi; Ig
G, M, A degerleri; total ve spesifik E degerleri calisildi. Hasta
grubundaki cocuklarin splgE degerleri pozitif olanlarina DPT
uygulandi.

Hasta ve kontrol grubundaki tim olgularda TLR2753,
TLR4299 ve TLR4399 genotiplemesi yapildi. Laboratuvar
incelemeleri igin hastalardan tam kan sayimi, immunglobulin
degerleri, total ve splgE 6lcimU igin kapall diz tipe 3-4 ml
kan ve genetik analizlerin yapilabilmesi icin de kapali EDTA'li
tipe 2 ml kan érnegi alindi. EDTA'll tlipdeki kanlar calisma
yapllana kadar -20 °C'de saklandi.

immiinglobulin Degerlerinin Olgiilmesi

IgG, IgM ve IgA degerleri nefelometrik yontem (Dade
Behring BN2 Nephelometer 100 Analyzer) ile olgtldu.
Immunglobulin degerleri Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik immiunoloji Bilim Dali tarafindan belirlenmis olan
Ege Boélgesi saglikli ¢ocuklarinin immiunglobulin degerleri
dikkate alinarak degerlendirildi.

Total ve Spesifik IgE Degerlerinin (")Igﬁlmesi

Olgularin serum total ve allerjen spesifik IgE 6lgtimleri
CAP FEIA (Fluoro Enzyme Immuno Assay) yontemiyle
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) yapildi. 0,35 kU/L Uzerindeki
splgE degerleri pozitif olarak kabul edildi.
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Deri Prick Testinin Yapilmasi ve Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Aeroallerjen duyarliligini  belirlemek amaciyla, hasta
grubuna 1 mm standart delme saglayan ugclarla (Stallerpoint,
Paris, France) prick (delme) testi uygulandi. Deri testi igin
Allergopharma (Joachim Ganzer KG, Reinbeck, Germany)
ve Stallergenes (Stallergenes SA, France) ticari allerjen
sollsyonlari kullanildi. Olgularin 6n kol volar ylzlne; ev
tozu akarlar, cayir/cim, yabani ot, cicek ve aga¢ polenleri,
mantarlar, hayvan epitel ve deri dokilntileri ve insektlerden
olusan testler uygulandi. Pozitif kontrol olarak histamin
(1 mg/L), negatif kontrol olarak serum fizyolojik kullanild.
Test sonuglari yapildiktan 20 dakika sonra degerlendirildi.
Endirasyon capl, pozitif kontroliin olusturdugu endUrasyonun
capinin en az yarisi veya Uzerinde olan dlcimler 1 ile 4 pozitif
arasinda degerlendirildi. ki pozitif ve Uzerindeki degerler
anlamli kabul edildi.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Hasta ve kontrol grubunda PCR-RFLP teknigi kullanilarak
genotiplendirme yapildi. TLR2 ve TLR4'deki tek nlkleotid
degisimi (SNP) arastirildi.

TLR2 reseptor proteinin intraselliler TIR bdlgesini
kodlayan 3. ekzonunda Arg753GIn nokta mutasyonu arastirildi.
Bu mutasyon, TLR2'nin kodlandigi bdlgede; aminoasit 753'te
normalde Arg753Arg seklinde olan yerlesiminde arginin ile
glutamin yer degistirmesi seklinde bir mutasyondur.

TLR4'Un ekstraselller ligand baglayan LRR bolgesini
kodlayan genin 3. ekzonunda 2 nokta mutasyonu arastirildi.
Birinci mutasyon 299. aminoasitte normalde Asp299Asp
seklinde olan yerlesimin aspartik asidin yerine dlisin degisikligi
seklinde sonuglanan Asp299Gly, ikinci mutasyon 399.
aminoasitin normalde Thr399Thr seklinde olan yerlesiminin
threonin yerine izoldsin gecmesi seklinde sonuclanan
Thr399lle mutasyonu idi.

Genomik DNA Eldesi

Genomik DNAEDTA liperiferik tam kandan, retici firmanin
onerileri dogrultusunda Qiagen Mini Blood purifikasyon sistem
kitleri (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak elde edildi. DNA

kantitasyonu PicoGreen dsDNA quantitation kit (Molecular
Probes Inc., Eugene, OR) araciliglyla spektrofotometrik olarak
yapildi ve DNA 100 ng/ul olacak sekilde dilie edildi. TLR2 ve
TLR4 polimorfizmleri ayni genomik DNA'dan calisildi.

TLR2 Genotiplendirmesi

Enzim kesimi sonucu 227 bp'deki alleller normal
(Arg753Arg), 264 bp'deki alleller mutant (GIn753GIn), her
iki bp'de gorilen alleller ise heterozigot (Arg753GIn) olarak
degerlendirildi.

TLR4 Genotiplendirmesi

Enzim kesimi sonucu Asp299Gly genotiplendirmesinde
249 bp'deki alleller normal, 226 bp'deki alleller mutant olarak
degerlendirildi. Her iki bp'de gorilen alleller ise heterozigot
olarak kabul edildi. Thr399lle genotiplendirmesinde 406
bp'deki alleller normal, 377 bp’deki alleller mutant olarak, her
iki bp'de gorllen alleller ise heterozigot olarak kabul edildi.

istatistik Analizler

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS 11.0 for Windows
istatistik programi kullanildi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki
demografik farkliliklari degerlendirmek igin %2 testi kullanildi.
Genotipin etkilerini belirlemek amaciyla cinsiyet, ailede atopi
olmasi, erken yasta krese baslama, evde hayvan beslenmesi,
sik enfeksiyon gegirme, kardes sayisi gibi dzellikler igin lojistik
regresyon modelleri kullanildi. Kontrol ve hasta grubunda
genotipik dagiim ve allel sikligi %2 testi ile karsilastirildi.
TLR2, TLR4299 ve TLR4399 gen polimorfizmlerinde spesifik
allellerin astim ve alerjik rinit igin duyarlihg %95 glven
araliginda Odds oranlarn (OR) ile saptandi. P<0,05 anlamli
olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismaya alinan 165 olgunun 56’sI atopik bronsiyal astm,
57'si Alerjik rinit, 44'G Alerjik rinit + astim bronsiyale ve 8'i
nonatopik astim tanisi aldi. Calisma grubundaki olgularin
108'i erkek, 57'si kiz; kontrol grubunun ise 82'si erkek, 35'i
kiz olup cinsler arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi
(p=0,41). Calisma grubunda 100 olguda (%60,60) ailede

Tablo I. Caligma ve kontrol grubunun demografik dzellikleri ve total IgE degerleri

Hasta grubu Kontrol grubu n=117 OR (%95Cl) p
n=165
Tani
Atopik astim 56 (%33,94)
Alerjik rinit 57 (%34,55)
BA + AR 44 (%26,67)
Non-atopik astim 8 (%4,84)
Yas (yil), ortalama + SD 12,71+3,34 11,18+2,97 0,80-2,31 0,18
Cins (E/K) 108/57 82/35 0,81(0,47-1,39) 04
Ailede atopi 100 (%60,60)
Total IgE (kU/1), ortalama + SD 402,74+417,35 33,64+17,47 <0,001
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atopi saptandi, kontrol grubunda ise ailede atopi yoktu. Hasta
grubundaki cocuklarda kontrol grubundakilere gore total IgE
diizeyleri anlamli derecede yiksek saptandi (p<0,001). Iki
grubun demografik 6zellikleri ve total IgE sonuclart Tablo I'de
gbrulmektedir.

Kardes sayisi, sik enfeksiyon gecirilmesi, yasamin ilk 6
ayinda krese devam etme gibi gevresel faktorler yoninden
anlamli fark saptanmadi. Evde hayvan beslenmesi agisindan
karsilastirildiginda ise kontrol grubunda evde hayvan beslenme
orani anlamli derecede ylksek saptandi (p<0,001) (Tablo I1).

Hasta ve kontrol grubunda TLR2753, TLR4299 ve
TLR4399 genotipleri belirlendi. Calisma grubundaki olgularin
TLR2 genotipinde Arg753GIn heterozigot polimorfizm
orani %9,09; TLR4299 genotipinde Asp299Gly heterozigot
polimorfizm orani %4,85; TLR4399 genotipinde Thr399lle
heterozigot polimorfizm orani ise %3,64 olarak saptandi.
TLR2 genotipinde homozigot (mutant) olgu saptanmazken,
TLR4299 genotipinde 1 (%0,6) ve TLR4399 genotipinde
bir (%0,6) homozigot olgu saptandi. Calisma ve kontrol
grubunun genotip ve allel dagilimlari arasinda her ¢ genotip
icin de istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Yine
her U¢ genotip ile astim veya alerjik rinit gelismesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik saptanmadi (Tablo Il1).

Hastalik gruplari kontrol grubu ile ayri ayri karsilastirildiginda
da genotip ve allel dagilimlar arasinda da anlamli bir iliski
saptanmadi (Tablo V).

Cinsiyete gore genotip ve allel dagilimi degerlendirildiginde
her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

Normal genotip gdsteren olgular, heterozigot
polimorfizn gdsteren ve homozigot olan olgularin toplami
ile karsilastirldiginda polimorfizm ile DPT'deki duyarlanma

oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Hastalarin ~ DPT'leri  alerjen  duyarhligi  sayisi
degerlendirildiginde; timgenotiplerde agirlikliolarak tek alerjen
duyarliligr oldugu (monosensitize) gorildli. Monosensitize
olmakla polisensitize olmak acgisindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

TLR2 genotipine gore olgular; ailede atopi, kardes sayisi,
evde hayvan beslenmesi, yasamin ilk 6 ayinda krese devam
etme gibi kriterler acisindan degerlendirildiginde normal
genotip gobsteren olgularla polimorfizmm gbsteren olgular
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Total
IgE duzeyleri, periferik kanda eozinofili, DPT'de duyarli olunan
antijenler yoninden de genotipler arasinda anlamli bir fark
saptanmadi.

Benzer Ozellikler yoninden, TLR4299 ve TLR4399
genotipleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

Tartisma

Astimin - multipl genlerin etkileyebildigi ve multipl
cevresel faktorlerin de buna katkida bulunabildigi kompleks
bir genetik hastalik oldugu kabul edilmektedir (8). Ev igi
ve dis ortamdaki kirlilikler, alerjen maruziyeti, sigara i¢imi,
mikrobial Urlnlerle temas ve enfeksiyonlara maruziyet gibi
faktorler de astim ve diger alerjik hastaliklarin gelismesine
katkida bulunabilmektedir (9). Son zamanlardaki calismalar
genetik ve cevre etkilesimi konusunda yogunlasmisti. Bu
kompleks etkilesimler icerisinde, TLR4 ve TLR2 gibi dogustan
immunite genlerinin mikrobial Urlnlerle etkilesimi ve bunun
immun yanita dolayisiyla astim fenotiplerine olan etkisi ilgi
odaklarindan biri olmustur. 1997 yilinda TLR’lerin kesfi ile, bu

Tablo 1. Gruplarin cevresel faktdrler yéniinden karsilastirimasi
Hasta grubu n=165 Kontrol grubu n=117 | OR (%95CI) p
Kardes sayisi
Yok 52 (%31,51) 31 (%26,50)
1 93 (%56,36) 69 (%59) 0,78 (0,45-1,37) 0,36%
2'den gok 20 (%12,13) 17 (%14,50)
Sik enfeksiyon
Yok 129 (%78,18) 91 (%77,78)
Var 36 (%21,82) 26 (%22,22) 0,97 (0,55-1,72) 0,93
Evde hayvan
Yok 161 (%97,58) 99 (%84,62) 0,13(0,04-0,41) <0,001
Var 4(%2,42) 18 (%15,38)
Kres
Yok 157 (%95,15) 105 (%89,74)
Var 8 (%4,85) 12 (%10,26) 0,44(0,17-1,12) 0,08

*: Hic kardes olmamasi ile 2'den fazla kardes olmasi kargilastirimistir.
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reseptorlerin imman yanitlarin dlzenlenmesindeki rolleri ve
ozellikle, LPS reseptorl olan TLR4'Gin endotoksin yanitindaki
onemi Uzerinde 6nemle durulmaya baslanmistir. TLR4'Un
endotoksin sinyalizasyon yolagindaki kritik roli 1998 yilinda
aciga cikmis, TLR4 mutant allel bulunmasinin invitro olarak
LPS'ye yanitin belirgin olarak distk olmasina neden oldugu,
azalmis NFxB aktivitesi ile kanitlanmistir (10). TLR2'de
LPS’lere verilecek yanita aracilik edebilme yetenegindedir
(11). Transmembran kismi olmamasi nedeniyle sinyal
iletiminde roli olmayan CD14, TLR4 ile mikrobial Urlnlerin
etkilesimine katkida bulunur. Farkli tip hiicrelerdeki CD14/TLR
aktivasyonu, IL-10, IL-12 gibi sitokinlerin salinimi ve regtilator
T hcrelerinin aktivasyonu seklinde sonuclar dogurur. Bu
mekanizmalar adaptif immun yanitlarin dizenlenmesinde
blyUk éneme sahiptir (3,12). TLR'ler; antijen sunan hlcreler,
regulator T hicreleri gibi hlcrelerin yizeyinde bulunmakta

ve immun sistemin cevresel maruziyetlerle etkilesiminde
cok 6nemli rol oynamaktadir (13). Bu nedenle; TLR'lerdeki
polimorfizmlerin cevresel antijenlere verilecek immun yanit
paternleri Uzerinde etkisi oldugu ve batili yasam tarzinda
mikrobial maruziyetin azalmasi ile birlikte bu mikrobial ajanlara
verilecek yaniti etkiledigi boylece alerjik hastalik prevalansinda
gbrulen artisa katkida bulunabilecegi one sUrtlmektedir (14-
17). Polimorfizm, toplumda bir gen veya kromozomun sik
rastlanan iki veya daha fazla allotipinin bulunmasidir. Toplumda
%1'den fazla oranda saptanan nukleotid yer degisimleri
tek nlkleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandiriimakta
ve aminoasit degisimine yol agmaktadir. TLR4'G kodlayan
gendeki mutasyonlarin TLR4'Un mikrobial Grlnleri tanimasini
ve sinyalizasyonunu kesintiye ugrattigi dolayisiyla Th1/Th2
hicre farklilasmasini etkileyerek alerjik hastalik gelismesini
de etkileyebilecegi 6ne sirtlmektedir. Bununla birlikte; TLR4

Tablo lll. Hasta ve kontrol grubunun TLR genotipleri ve allel sikhigi

TLR2 Genotipi* Allel Sikhigr**

Arg753Arg n (%) Arg753Gin GIn753GIn Arg Gin

n (%) n (%) n (%) n (%)

Hasta n=165 150 (90,91) 15(9,09) 0 315 (95,45) 15 (4,55)
Kontrol 106 (90,60) 11(9,40) 0 223 (95,30) 11(4,70)
(n=117)
*0R (%95Cl): 1,04 (0,43-2,51), p=0,9
**0R (%95Cl): 1,04 (0,44-2,44), p=0,9

TLR4299 Genotipi* Allel Sikhgr**

Asp299Asp Asp299Gly Gly299Gly Asp Gly

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Hasta n=165 156 (94,55) 8 (4,85) 1(0,60) 320 (96,97) 10 (3,03)
Kontrol 112(95,73) 4(342) 1(0,85) 228 (97,44) 6 (2,56)
(n=117)
*0R (%95Cl): 0,77 (0,22-2,61), p=0,65
**0R (%95Cl): 0,84 (0,27-2,56), p=0,74

TLR4 399 Genotipi* Allel Sikligi**

Thr399Thr Thr399lle lle3991le Thr lle

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Hasta n=165 158 (95,76) 6 (3,64) 1(0,60) 322 (97,58) 8(2,42)
Kontrol (n=117) 111 (94,88) 5(4,27) 1(0,85) 227 (97) 7(3)
*0R (%95Cl): 1,22 (0,35-4,18), p=0,72
**0R (%95Cl): 1,24 (0,40-3,83), p=0,67

TLR2 genotipi degerlendirilmesinde; 753. aminoasitteki Arg753Arg yerlesimi normal genotip; Arg753GIn yerlesimi heterozigot polimorfizm gdsteren genotip;

GIn753GIn yerlesimi homozigot (mutant) olarak degerlendirilmektedir.

TLR3299 genotipi degerlendiriimesinde; 299. aminoasitteki Asp299Asp yerlesimi normal genotip; Asp299Gly yerlesimi heterozigot polimorfizm gdsteren genotip;

Gly299Gly yerlesimi homozigot (mutant) olarak degerlendirilmektedir.

TLR4399 genotipi degerlendiriimesinde; 399. aminoasitteki Thr399Thr yerlesimi normal genotip; Thr399lle yerlesimi heterozigot polimorfizm gésteren genotip,

1le3991le yerlesimi homozigot (mutant) genotip olarak degerlendirilmektedir.

OR ve p degerleri alinirken; normal genotip gdsteren olgularla heteroziot polimorfizm gdsteren ve mutant olgularin toplami kargilastirimistir.
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Tablo IV. Hastalik gruplari ve kontrol grubunun genotip ve allel dagilimi

TLR2 Genotipi Allel Sikhg p*

(n %) (n %) OR (%95CI)

Arg753Arg Arg753Gin GIn753GiIn Arg Gin
AB 51(91,07) 5(8,93) 0 107 (95,5) 5(4,5) =0,91
(n=56) 1,0(0,3-3,7)
AR 52 (91,20) 5(8,78) 0 109 (95,6) 5(4,4) =0,89
(n=57) 1,0(0,3-3,8)
AB + AR 39(88,6) 5(11,4) 0 83(94,3) 5(5,7) =0,71
(n=44) 0,81(0,2-2,8)
Kontrol 106 (90,60) 11 (9,40) 0 223 (95,3) 11(4,7)
(n=117)

TLR4299 Genotipi (n %) Allel Sikhgi (n %)

Asp299Asp Asp299Gly Gly299Gly Asp Gly
AB 54 (96,4) 1(1,8) 1(1,8) 109 (97,3) 3(27) =0,82
(n=56) 1,21(0,2-9,3)
AR 56 (98,2) 1(1,8) 0 113(99,1) 1(0,9) =0,39
(n=57) 2,5(0,3-57,9)
AB + AR 40 (91) 4(9) 0 84 (95,4) 4(4,5) =023
(n=44) 0,4(0,1-2,1)
Kontrol 112(95,7) 4(34) 1(0,8) 228 (97,4) 6 (2,6)
(n=117)

TLR4 399 Genotipi (n %) Allel Sikhgi (n %)

Thr399Thr Thr399lle lle3991le Thr lle
AB 55 (98,2) 0 1(1,8) 110 (98,2) 2(1,8) =0,29
(n=56) 2,9(0,3-67,1)
AR 57 (100) 0 0 114 (100) 0 =0,08
(n=57)
AB + AR 40 (91) 4(9) 0 84 (97,4) 4(25) =0,35
(n=44) 051(0,1-2,4)
Kontrol 111 (94,8) 5(4,2) 1(0,8) 227 (97) 7(3)
(n=117)

Nonatopik astim grubu sayinin aziigi nedeniyle kargilastirmaya alinmamigtir.

*: Normal genotip gdsteren olgularla heterozigot polimorfizm gdsteren ve homozigot

(mutant) olgularin toplami karsilastiriimistir.

gen varyantlar ve astim veya astim fenotipleri arasindaki
birliktelik konusundaki calismalar tartismali sonuclar ortaya
koymustur.

TLR'lerin kesfinden once, 1989 vyilinda Strachan birey
sayisi fazla olan ailelerin ¢ocuklarinin AR ve egzema
gelismesi icin daha dusUk risk tasidiklarini gdstermistir
(18). Strachan, endotoksin gibi mikrobial Urlnlerle temasin
veya enfeksiyonlarin yasamin erken donemlerindeki immun
yanitlari modifiye ettigini ve ileride astim gelisme olasiligini
etkiledigi 6ne suUrmustlr (19). Bu goéris hijyen hipotezi
olarak bilinmektedir. Erken ¢cocuklukta patojenlere maruziyetin
yoklugu (artmis hijyen) immun sistem yanitinda dengesizlige
yol acarak olgularin alerjenlere daha duyarli olmasina neden
olmakta ve bu durumda; Th2 sitokinleri artmakta, Th1 ile
immunoregulatér sitokinler azalmaktadir. Hijyen hipotezini
destekler sekilde, bebeklik doneminde kronik olarak disuik
dlzeyde endotoksin maruziyetinin atopi ve hatta astm
gelisimi riskini azalttigini gésteren (20) ve ciftlik ortaminda

18

yasayan cocuklardaki astim ve alerji prevalansinin yine kirsal
kesimde yasayip da giftlik ortaminda bulunmayan gocuklara
oranla daha dustk oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(21). Ayrica daha fazla kardesi olan gocuklarda ve evlerinde
kopek beslenen cocuklarda da bu koruyucu etki gdsterilmistir
(22).

Calismamizda hasta ve kontrol grubunun genotipleri
karsilastirildiginda; TLR2 Arg753GIn heterozigot genotipi
calisma grubunda %9,09, kontrol grubunda %9,40
oraninda bulunmus, literatirde popllasyonda %4,5-%6
olarak verilen orandan ylksek olarak saptanmistir. |ki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
Arg753GIn polimorfizm orani astimli olgularda %8,93, alerjik
rinitli olgularda %8,78 oraninda saptanmis, kontrol grubuyla
anlamli farklilik saptanmamistir. Calisma ve kontrol gruplarinda
GIn753GIn homozigot genotipi tasiyan olgu saptanmamistir.

TLR4299 Asp299Gly heterozigot genotipi calisma
grubunda %4,85, kontrol grubunda %3,42 oraninda
saptanmis olup iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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fark saptanmamistir. Polimorfizm oranlarimiz, literatirde bu
polimorfizmin toplumlarda %3-%6 arasinda oldugu seklindeki
bilgiyle paralel sekildedir (23). Gly299Gly homozigot genotipi
calisma grubunda %0,60, kontrol grubunda %0,85 oraninda
saptanmis olup istatistiksel bir anlami yoktur.

Asp299Gly polimorfizmi astim grubunda %1,78, alerjik
rinit grubunda %1,80, olarak saptanmisti. Astimli TUrk
cocuklarr arasinda yapilan bir galismada TLR4299 Asp299Gly
polimorfizmi %5,1 oraninda, Thr399lle polimorfizmi de yine
%5,1 oraninda saptanmistir (24). Polimorfizmlerdeki farkliligin
bdlgesel nedenlerden kaynaklandigr distindlmUstar.

Kardes sayisi, bebeklik déneminde sik enfeksiyon
geciriimesi, yasamin ilk alti ayinda krese gitme, evde
hayvan beslenmesi ile polimorfizmn arasinda anlamli bir
birliktelik saptanmamistir. Polimorfizsmden bagimsiz olarak
degerlendirildiginde, calisma grubundaki olgularin hi¢ kardes
olmama orani kontrol grubundakilere gore daha yiksek; kardes
olma orani da calisma grubuna gére daha dusik olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,36).
Bebeklik déneminde sik enfeksiyon gecirilme oranlar her
iki grupta da birbirine ¢ok yakin oranlarda saptanmis olup,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yasamin ilk 6 ayinda
krese devam etme agisindan bakildiginda, hasta grubundaki
olgularin krese devam etme orani kontrol grubuna goére daha
dUslk oranda bulunmus, ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,08). Polimorfizmden bagimsiz olarak,
hayvan epitelleri ve artiklar ile erken temasin alerjenik
duyarlanmayi engelleyebilecegi gortstine paralel sekilde (25),
evcil hayvan beslenme oranlari kontrol grubunda calisma
grubuna gore anlamli olarak ylUksek bulunmustur (p<0,001).
Bu anlamlilik, ailelerin astim ve alerjik hastaliklardan korunma
konusunda bilinglendiriimis olmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Astim ve atopinin karakteristikleri ile TLR2 polimorfizmi
arasindaki baglanti agisindan calismamiz degerlendirildiginde
total serum IgE dUzeyi, deri prick testi reaktivitesi, deri
testindeki duyarlilik sayisi ve serum eozinofil dizeyleri
agisindan herhangi bir birliktelik saptanmamisti. TLR4 ve
TLR2 genlerindeki polimorfizmlerin cevresel faktorlerle
etkileserek alerjik hastaliklardan koruyucu etkiyi diizenledigi
gosterilmistir. Astim ve alerjik hastalik gelismesinde gen
ve cevre etkilesiminin 6nemini ortaya koyan bir calismada
TLR2'deki polimorfizmlerin PAMP maruziyetine bagl olarak,
Ozellikle ciftlik ortaminda yasayan c¢ocuklarda azalmis
atopi ile birliktelik gosterdigi bildirilmistir (26). Avusturya
ve Almanya’'nin kirsal kesimlerinde yasayan c¢ocuklarda
ALEX calismasi cercevesinde yapilan bir calismada TLR2
-16934 T alleli taslyan ciftci cocuklarinda astim, alerjik rinit
ve atopi prevalansi daha dislUk bulunmustur. Endotoksin
maruziyetinin alerjenik duyarlanmayi etkiledigini destekleyen
bir galisma da Avusturya'da yapilmistir. Bu calismada ciftci
cocuklarindaki pozitif DPT orani %18,8 bulunurken, ciftlik
ortaminda yasamayan ¢ocuklardaki oran %32,7 bulunmustur
(27). Buna karsilik 137 Japon aileyi kapsayan bir ¢alismada
bu polimorfizm ile astim veya IgE dlzeyi arasinda herhangi
bir birliktelik saptanmamistir (28). Yiksek oranda endotoksin
iceren ortamda yasayan ciftgi cocuklarinin periferik kan
|6kositlerinde, daha distik endotoksin iceren ortamda yasayan
cocuklara oranla artmis diizeyde TLR2 ve CD14 ekspresyonu

gdzlemlenmis olmasi enfeksiyon olarak karsimiza cikmasa
da dogal immun yanitlarin dizenlenmesinde TLR2'nin roll
oldugunun guglu bir kaniti olarak goérilmektedir (29).

Bizim sonuglarimizin atopi ve alerjik hastalik gelismesinde
TLR2'nin rolG olmadigini gdstermesinin olgularimizin daha ¢ok
kentsel ortamda yasiyor olmalarindan ve mikrobiyal Urinlerle
temaslarinin kirsal kesime oranla daha az olmalarindan
kaynaklandigi distnuimastur.

LPS reseptorlerindeki polimorfizmler ile astim veya diger
alerjik hastaliklar arasindaki iliskiyi arastiran calismalarda
celiskili sonuglar ortaya konmustur. Calismamizda endotoksin
dlzeyi Olclimemis olup LPS reseptorli TLR4 ile astim ve
atopik hastalik gelismesi yani sira astim ve alerjik rinitteki total
IgE, serum eozinofil dizeyi gibi laboratuvar bulgular yanisira
deri prick testindeki duyarlanma ve duyarlanma sayisiyla
da istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik saptanmamistir.
Yine bizim sonuglarimiza benzer sekilde Japonya'da astimli
336 aile ve 179 kontrolden olusan, endotoksin duzeyinin
Olclimedigi bir calismada Yang ve ark. (30) Asp299Gly TLR4
alleline sahip olmak ile astim arasinda birliktelik saptanmamis,
fakat bu polimorfizm ile yasl astimlilardaki siddet skorlarinin
kotllesmesi arasinda birliktelik oldugunu gdstermislerdir.
Yine Japonya'da 32'si astimli 137 aile, 133 astimli olgu
ve 190 kontrolden olusan bir calismada TLR2 ve TLR4
polimorfizmleri ile ne total IgE dizeyleri ne de astimin
ortaya ¢ikmasi arasinda herhangi bir birliktelik saptanmamis,
calismamizda oldugu gibi astimli olgular ve kontroller arasinda
genotipik dagilim arasinda belirgin fark gdzlenmemistir (31).

Literatirde TLR polimorfizmleri ile atopik hastaliklar
arasinda birliktelik oldugunu gosteren calismalar da
bulunmaktadir. Arbour ve ark. (32) Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizmi olan olgularda endotoksin inhalasyonu
sonucu FEV-1'de belirgin disme oldugunu gostermisler ve
bu polimorfizmlerin fonksiyonel degisikliklere yol agtigini
bildirmislerdir. Werner ve ark. (33) 20-44 yas arasi 334 bireyi
Asp299Gly ve Thr399lle TLR4 mutasyonlari agisindan taramis,
yani sira endotoksin maruziyeti ydontnden de bireylerin oturma
odalarindan alinan toz orneklerinde ol¢tmler yapmislardir.
Asp299Gly ve Thr399Thr TLR4 alleli tasiyan yetiskinlerde;
yasanilan ortamdaki daha ylksek endotoksin dizeyleri ile
astim gelisme olasiligi ve yakin zamanda hisilti gorilmesi
arasinda birliktelik saptamislardir.

TLR4 polimorfizminin fonksiyonel etkilerini ortaya koyan
bir calisma Isvec'te yapimistin Bu arastinicilar Asp299Gly
varyant allel tasimanin astim riskini 4 kat, atopik astim riskini
7 kat arttirdigini bildirmislerdir. Bunun nedeninin varyant allel
taslyan olgularin periferik kan monontkleer hcrelerinin
lipopolisakkaridle uyariimaya daha dusik oranda IL-12 ve
IL-10 yaniti vermeleri oldugu 6ne surdlmUs ve endotoksinlere
yetersiz yanitin Th2 aracili hastaliklar igin ylksek risk faktorleri
arasinda vyer aldigi sonucuna varmislardir (34).

Sonug olarak, bizim calismamiz endotoksin reseptorleri
olan TLR2 ve TLR4'Un sinyal yolundaki genetik varyantlarin
astim ve alerjik rinit Uzerinde etkisi olmadigi gorisinU
desteklemektedir. Dogumdan itibaren yapilacak prospektif
calismalar, bu sinyal yolundaki degisikliklerin daha
iyi anlasiimasi yani sira cevresel etkenler konusunda da
degerli bilgiler verecektir. Bu konudaki prospektif calismalar,
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endotoksin maruziyetinin atopi ve astimdan ya da her
ikisinden koruyucu etkisi olup olmadigini belirleyecektir.
Endotoksin duyarliligini ve endotoksine yaniti etkileyen
genetik polimorfizmler ve mutasyonlar konusunda daha gugli
markirlara gereksinim vardir.
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