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OZET

“Toll like reseptor” (TLR) 9, farkl viral ve bakteriyel patojenlere karsi
dogal immun sistemin devreye girmesini saglayarak, kazanilmis immun
yanitin etkili bir sekilde olusmasinda gorev almaktadir. TLR 9 gen
polimorfizmi  halinde, reseptor fonksiyonlari bozulacagindan, konak
mikrobiyal patojenlere duyarli hale gelir. Bu c¢aligmada, TLR 9 gen
polimorfizmininin viral ve bakteriyel enfeksiyonlari takiben deri ve
mukozalarda yaygin, siddetli bir inflamasyona neden olabilecegi
dusuncesinden yola ¢ikarak, “eritema multiforme” (EM), “Stevens Johnson
sendromu” (SJS) ve “Stevens Johnson sendromu/toksik epidermal nekroliz
overlap sendrom”a (SJS/TEN) vyatkinlik olusturup  olusturmadigi
arastinimistir.

Calismamiza 42 hasta ve kontrol grubu olarak da 50 saglikh birey
alindi. TLR 9 geni 1237 Timin/Sitozin (T/C) polimorfizmi i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu-restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism=PCR-RFLP) yo6ntemi
uygulandi. Agaroz jel elektroforezinde olusan bantlara gore genotip tayini
yapildi. Istatistiksel degerlendirme Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda SPSS 13.0 paket programi kullanilarak
yapildi.

Hasta grubunda TT genotipi orani %73,8, TC genotipi orani %26,2
iken CC genotipi saptanmadi; kontrol grubunda TT genotipi orani %74, TC
genotipi orani %24 ve CC genotipi orani %2 bulundu. TT, TC ve CC
genotipleri acgisindan hasta grubu ile kontrol grubu Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Hasta grubu ve saglikli bireylerde
T ve C alel sikhigi sirasiyla %84,5 ve %15,5; kontrol grubunda % 86 ve %14
olarak hesaplandi.

Bu calisma EM, SJS ve SJIS/TEN overlap sendrom’un TLR ile iligkisini
inceleyen ilk calisma olma Ozelligi tasimaktadir. Bulgularrmiz TLR gen
polimorfizmi ile EM, SJS ve SJS/TEN overlap sendrom arasinda bir iligki



olmadigini gostermigtir; ancak, olgu sayisi sinirli oldugu i¢in bu sonu¢ daha
genis serili calismalarla desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Eritema multiforme; Stevens Johnson sendromu;
Stevens Johnson sendromu/toksik epidermal nekroliz overlap sendrom; Toll

like reseptor 9



SUMMARY

TOLL LIKE RECEPTOR POLYMORPHISM IN PATIENTS WITH
ERYTHEMA MULTIFORME, STEVENS JOHNSON SYNDROME AND
STEVENS JOHNSON SYNDROME/TOXIC EPIDERMAL NECROLYSIS
OVERLAP SYNDROME

“Toll like receptor” (TLR) 9 functions in stepping in of native immune
system against different viral and bacterial pathogens and induction of
adaptive immune response effectively. TLR 9 gene polymorphism makes
host predisposed to microbial pathogens by affecting the functional
capabilities of the receptor. In this study, thinking of TLR 9 gene
polymorphism may cause a severe inflammation that can not be limited
within skin and mucosa following the viral and bacterial infections, we aimed
to determine if it makes a predisposition to “erythema multiforme” (EM),
“Stevens Johnson syndrome” (SJS) and “Stevens Johnson syndrome/toxic
epidermal necrolysis overlap syndrome” (SJS/TEN).

Forty-two patients and 50 healthy control subjects were enrolled in
our study. Polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) method was applied for TLR 9 gene 1237
thymine/cytosine (T/C) polymorphism. Genotypes were determined according
to bands occurring on agarose gel electrophoresis. Statistical analyses were
performed at Uludag University Biostatistics Department using SPSS version
13.0 programme.

In patients group, the frequencies of TT and TC genotypes were
73.8% and 26.2% while CC genotype wasn’t detected. In control group, the
frequencies of TT, TC and CC genotypes were 74%, 24%, and 2%. There
wasn't statistically significant difference for TT, TC and CC genotypes
between patients and controls. The frequencies of T and C alleles were
84.5% and 15.5% in patients and 86% and 14% in controls, respectively.

Our study is the first one investigating the association of TLR with EM,

SJS, SJS/TEN overlap syndrome. Our results show that there isn't any



association between TLR gene polymorphism and EM, SJS, SJS/TEN
overlap syndrome. However, these findings should be confirmed by a larger
study population.

Key words: Erythema multiforme; Stevens Johnson syndrome; Stevens
Johnson syndrome/toxic epidermal necrolysis overlap syndrome; Toll like

receptor 9.



GiRrRiS

Eritema multiforme (EM), Stevens Johnson sendromu (SJS) ve toksik
epidermal nekroliz (TEN) ciddi morbidite ve mortaliteye sebep olabilen akut
seyirli mukokutanoz hastaliklardir (1).

EM, simetrik eritemli papullerin ani baglangici ile karakterize,
kendiliginden iyilesebilen bir deri hastaligidir. ilk olarak 1860 yilinda von
Hebra (2) tarafindan tanimlanmigtir. Lezyonlar en sik ellerin dorsali, avuglar,
én kol, boyun, yiiz ve gévdede ortaya gikmaktadir. ilk ¢ikan lezyonlar eritemli
ve anuler papul seklindedir. Lezyonlarda yanma ve kasinti hissi de olabilir.
Bu papdllerin bir kismi zamanla hedef benzeri lezyon sekline doner. Hedef
benzeri lezyonlarin kenari eritemli iken, merkezi koyu veya morumsu renk
alir. Birkag gun icinde lezyon merkezinde vezikul, bul olugabilir. EM’de
lezyonlar Ozellikle diz ve dirseklerde grup yapma egilimindedir. Olgularin
yaklasik olarak yarisinda hafif semptomatik olabilen, az sayida oral lezyon da
bulunabilir ama diger mukozal alanlarda tutulum goérilmez. EM ataklari en az
2 hafta surer ve sekelsiz olarak iyilegir (3-5).

SJS genellikle ates ve Ust solunum yolu enfeksiyonu seklinde
semptomlari igeren bir prodromal donemi takiben 1-14 gun icinde ortaya
cikar. Stevens ve Johnson (6) tarafindan 1922 yilinda tanimlanmistir. EM’de
gorulen lezyonlara dudak ve oral mukozada yaygin ylzeyel nekroz ve
purtlan konjonktivit eglik etmektedir (7). SJS’de oral mukoza daima tutulur.
Deri lezyonlari simetrik yerlesimli ortasinda vezikul-bal bulunan eritemli
makdullerden yaygin deri nekrozu ve ayrismasina kadar degisen siddette
olabilir. Yaygin deri tutulumu olan SJS’nin seyri TEN ile bir arada olabilir.
Mevcut mukokutandéz bulgulara ates ve lenfadenopati, nadiren de
hepatosplenomegali eslik edebilir (8).

TEN ise nadir gorulen, akut seyirli, yasami tehdit eden bir hastaliktir.
ik olarak Lyell (9) 1956 yilinda hastali§ tanimlamistir. Lezyonlar gelismeden
1-3 gln Once ates, gozlerde yanma, yutkunmakla bogazda agr hissi gibi
prodromal belirtiler ortaya g¢ikar. Takiben ilk olarak govdede ortaya ¢ikan

lezyonlar, zamanla boyun, yuz ve kollara yayihm gdsterir. Hastalarin



%90’Iindan fazlasinda oral, genital ve okuler tutulum gorulur. Deri lezyonlari
hassas, mukozal lezyonlar oldukga agrilidir (10). Yaygin keratinosit hiucre
O0limu dermoepidermal bileskeden derinin ayrismasina neden olur ve
haglanmis deri gérinumda ortaya ¢ikar.

Her U¢ tablo, mevcut klinik ve histopatolojik benzerlikleri ve i¢ ice
gecmelerinden dolayi, ayni surecin sadece tutulan ylzey oranlari agisindan
farkhlik gosteren varyantlari olarak kabul edilmektedir. Bastuji-Garin ve ark.
(11) yaygin sekilde kabul goéren klinik bir siniflandirma énermiglerdir: Deri
ayrismasi vucut yuzey alaninin %10’undan az ve tipik target lezyonlar var ise
“EM"; deri ayrigmasi %10’dan az ve yaygin eritemli makuller ve/veya atipik
target lezyonlar var ise “SJS”; deri ayrismasi %10-30 arasinda ve eritemli
makdller ve/veya atipik target lezyonlar var ise “SJS/TEN overlap sendrom”,
deri ayrismasi %30 Uzerinde ve eritemli-purpurik makdller ve/veya atipik
target lezyonlar var ise “spotlu TEN”, deri ayrismasi %30 Uzerinde ve
eritemli-purpurik makdiller ve/veya atipik target lezyonlar yok ise “spotsuz
TEN” olarak kabul edilmektedir (Tablo-1).

Tablo—1: Bastuji-Garin ve ark.’nin klinik siniflandirmasi

SJSITEN Spotly Spotsuz
ML | e | TN | e
Deri ayrismasi <%10 | <%10 | %10-30 >%30 ~9%30
Tipik target lezyon +
Atipik target lezyon + + + +
Spot + + n

Bu klinik tablolarin yillik insidansi tam olarak bilinmemektedir. Ancak
EM’nin yillik insidansinin %0,01-1; SJS ve TEN insidansinin ise sirasiyla
milyonda 0,4-1,2 ve 1,2-6 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (12,13).
Olimle sonlanan olgu EM’de bildiriimemisken, SJS'de yaklasik olarak %S5,
TEN’de %30 olarak tahmin edilmektedir (12,14,15).

Genel olarak EM, SJS, TEN etyolojisinde en sik suglanan ajanlar

ilaglar ve enfeksiyonlardir. Klinik tablolari ayri ayri ele alacak olursak, EM




etyolojisinde en sik sebep enfeksiyonlardir. Enfeksiyoz sebeplerin %50’den
fazlasinda Herpes simpleks virus (HSV) tip 1 ve 2’nin rol oynadigi bildirilmigtir
(16-21). Diger saptanan ajanlar ise baslica Mycoplasma pneumoniae ve
fungal enfeksiyonlardir (16,22,23). Tekrarlayan EM’de siklikla HSV-1 ve 2'nin
reaktivasyonu sz konusu olmakla birlikte, HSV klinik olarak sessiz de olabilir
(21). Ng ve ark. (24) EM’li 63 hastay! igeren bir galismalarinda, dncesinde
HSV enfeksiyon anamnezi olan hastalarin %60’inda, HSV enfeksiyon
anamnezi olmayan hastalarin ise %50’sinde biyopsi drneklerinde polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile HSV DNA saptamislardir. HSV ile iligkili EM’nin
patogenezi gecikmig tip hipersensitivite reaksiyonu olarak yorumlanmaktadir
(17,25). Hastalik viral DNA’nin periferik dolagimdaki mononukleer hlcreler
tarafindan deriye tasinmasiyla baslar. Deride depolanan DNA parcalari
icindeki HSV genleri eksprese edilir. Bu da CD4+ T hucre goctine neden olur.
HSV'ye 6zgu CD4+ T hicreler, interferon-gama (IFN-y) treterek HSV'ye
cevap olustururlar. Bu basamag takiben inflamatuvar yanit zinciri baslar. EM
ilaclarla nadiren tetiklenmektedir. Tablo-2’de HSV'nin tetikledigi EM ile ilaca
sekonder gelisen EM arasindaki karakteristik farklar goralmektedir (17).

Tablo—2: HSV’ nin ve ilacin tetikledigi EM’nin karakteristik 6zellikleri

HSV ile iligkili EM ilacin tetikledigi EM
Hastalik seyri | Akut, kendi kendini sinirlar, Akut, kendi kendini sinirlar,
tekrarlar tekrarlamaz
Prodromal Yok veya hafif Var
semptom
Tutulum Akral bolgeler, Akral bolge ve yuz,
yerleri hedef lezyon sik hedef lezyon nadir
Mukozal Yok veya hafif Belirgin
tutulum
Komplikasyon Yok Seyrek (pnémoni, hemoraiji,
renal yetmezlik)
Mortalite Yok % 5-15
Laboratuvar | Lezyonlu deride HSV DNA Lezyonlu deride HSV DNA
bulgular (+) (PCR) (-) (PCR)




SJS ve TEN’de olgularin gogunda etyolojik ajan olarak ilaglar sorumlu
tutulmustur. Ancak SJS ve TEN’de karakteristik olarak, lezyonlar ortaya
cikmadan dénce yaklasik 2 haftaya kadar uzayabilen stupheli Gst solunum yolu
enfeksiyonu semptomlari vardir. Bu dénemde hastalarin ates, bas agrisi,
halsizlik, tsume ve yorgunluk hissi nedeniyle ilag kullanmasi ve sonrasinda
lezyonlarin gelismesi etyolojik ajan konusunda karisiklik yaratmaktadir. Bir
calismada bakterilerin (Mycoplasma pneumoniae, Yersinia, Mycobacterium
tuberculosis, Treponema pallidum, Chlamydia, Streptococcus, Salmonella
typhii, Pneumococcus, Enterobacteria tirleri), virislerin (HSV, influenza,
kizamik, kabakulak, Adenovirus, Enterovirus turleri), parazitik ve fungal
enfeksiyonlarin da SJS ve TEN etyolojisinde rol oynadigi bildirilmigtir (10).
Enfeksiy6z ajanlar SJS olgularinin yaklasik % 50’sinden, TEN olgularinin da
%5’inden sorumliudur (10).

insan derisi virlis, bakteri, mantar gibi gevresel patojenlere karsi
immiin  savunmanin ilk basamagini olusturmaktadir. immiin savunmada
derinin roli c¢cok yonludur. Bir taraftan tehlikeli-tehlikesiz, organizmaya ait
olan-olmayan arasinda hizla ayrim yapmakta; diger yandan 6zgun olmayan
dogal immun yaniti takiben 6zgun immudn yaniti baglatmaktadir. Konak
immuan hucrelerinin patojen ajanlari tanima ve ajana 6zgu immun yanit
olusturma asamasindaki mekanizmalar, son zamanlarda daha ayrintili olarak
anlasiimaya baglanmistir.

immiin hiicreler Uzerinde bulunan ve patojeni taniyan reseptérler ilk
kez 1991 yilinda Drosophila cinsi sineklerde bulunmus ve “toll” adi
verilmistir (26). Janeway ve ark. (27) 1997 yilinda, su an “toll like reseptor
(TLR) 4” olarak bilinen, “toll” reseptor ailesinin ilk insan homologunu
tanimlamiglardir. insan “toll”’u hiicre igi ve hicre digi dzellikleriyle sinek
“toll’unun benzeridir. Nukleotidlerin dizilis benzerligi ve dogal immun
yanittaki fonksiyonel benzerliklerinden dolayi bu grup reseptorler memeli TLR
olarak adlandiriimigtir (28). Su ana kadar insanlarda 10 farkh TLR
tanimlanmistir. TLR'ler hdcre i¢i ve hicre disi yerlesimli olmak Uzere iki
gruba ayrihirlar. TLR 3,7,8,9 hucre igi; digerleri hucre disi yerlesim

gOstermektedir (28). Bu reseptorlerin  ¢odgu igin mikrobiyal ligandlar



tanimlanmistir. Bu ligandlar tri-agil ve di-acil lipoproteinler, ¢ift sarmal RNA,
lipopolisakkaritler, flajellin, tek sarmal RNA, sitidin-guanin (CpG) DNA gibi
mikrobiyal ajanlara 6zgu yapilardir (Sekil-1).

dsRNA

thn,em%"e
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Nucl ==
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= S

=

Sekil-1*: TLR ailesinin ligandlari ve hucresel lokalizasyonlari.

*Mempel M, Kalali BN, Ollert M, Ring J. Toll-like receptors in dermatology.
Dermatol Clin 2007; 25: 531-540.

(TLR: Toll like reseptdr, ssRNA: tek sarmal RNA, dsRNA: ¢ift sarmal RNA,
PGN: Peptidoglikan, LP: Lipoprotein, LPS: Lipopolisakkarit, PGN:
Peptidoglikan, CpG DNA: sitozin-guanin DNA)



TLR’ler ve diger patern taniyici reseptorler patojen igin hayati 6nem

tasiyan bu ligandlardan birini tanima yetenegindedir (29) (Tablo-3).

Tablo-3: TLR'ler ve ligandlari

TLR LIGANDLAR

TLR 1 Tri-acil lipopeptidler (bakteri, mikobakteri)
Solubl faktorler (N.meningitis)

Lipoprotein/lipopeptidler
Peptidoglikan(gram(+) bakteri)
TLR 2 Lipoteikoik asit (gram(+) bakteri)
Lipoarabinomannan (Mikobakteri)
Porinler (Neisseria)

Zimosan (Mantar)

TLR 3 Cift sarmal RNA (viriis)
Lipopolisakkaritler (gram (—) bakteri)
TLR 4 Flzyon proteinleri
Fibrinojen
Hyaluronik asit oligosakkaritleri
TLRS Flajellin
Di-acil lipopeptidler (Mycoplasma)
TLR 6 Isi-labil solubl faktor ( grup B streptokoklar)
Fenol-solubl modulin (stafilokoklar)
TLR 7 Tek sarmal viral RNA
Imidazokinolinler (sentetik bilesikler)
TLR 8 Tek sarmal RNA
TLR9 CpG DNA (bakteri ve viriis)

TLR 10 Bilinmiyor

TLR’ler patojene 6zgu yanit olusmasini saglarlar ve bu o&zellikleri
genetik olarak belirlenmektedir (30-33). TLR’lerin kesfi, konak-patojen
etkilesiminin, hdcresel ve humoral yanitlarin uyarima ve olusum
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmusgtur (34).

Konak immuin sistem patojenlere karsi dogal ve edinsel yanit
olusturur. Dogal immun yanit (antijene 6zgl olmayan yanit) hucreleri

periferde bulunurlar ve sitokin salgilari, kompleman aktivasyonu, fagositoz ve




yuzey savunma mekanizmalariyla patojene karsi hizli yanittan sorumludur.
Edinsel immdn yanit (antijene 0zgu yanit) sekonder lenfoid organlar
tarafindan yonetilir, uzun surelidir ve daha yavas gelisir. Dogal immun yanit
esas olarak dendritik hlicreler, monositler, dogal éldurtcu hucreler, lenfositler
ve epitelyal hicreleri kullanir (30,35,36). Bu hucrelerin degisik oranlarda TLR
eksprese ettikleri gosterilmistir (30).

TLR hicre digi pargasi |6sinden zengin tekrarlayan dizilerden olusan
transmembran bir proteindir (37). TLR’nin hlcre i¢i pargasi interlokin—1 (IL-1)
reseptorianin sitoplazmik pargasina benzerliginden dolay Toll-IL-1 reseptor
(TIR) adini almaktadir. TIR igin tanimlanmis c¢esitli adaptor molekuller
bulunmaktadir. Bunlar myeloid diferansiasyon faktor 88 (MyD88), TIR
adaptor protein (TIRAP), interferon regulator faktor b iceren TIR (TRIF), TRIF
iligkili adaptor protein (TRAM)'dir. TLR’ler (1,2,5,6,7,8,9,10 ve kismen 4)
liganda baglandigi zaman, MyD88 bagimli yolda, MyD88 interlokin-1 reseptor
iliskili kinaz (IRAK) ve takiben timodr nekrozis faktor reseptor iligkili faktor-6
(TRAF-6) igeren bir kompleks olusturmak Gzere TIRAP’la birlesir. Bu yolun
sonunda ise nukleer faktor-kappa beta (NFkB) aktive olur. NFkB dé@nior
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokin ve proinflamatuvar
artnlerin genlerini aktive eder (33,38). TLR 3 ve kismen 4 ise, interferon
regulator faktor (IRF)-3 aracihigiyla, MyD88 yolunu kullanarak interferon beta
(IFN-B) olusumunu saglar. Bu slre¢ konagin dogal immuan yanitidir (36,37)
(Sekil-2).



TLR2 TLR1oré6 TLRS5,7,0r9 TLR4 TLR3

MyDS88 Myoss MyD8s . .TRIF TRIF, .TRIF
TIRAP / / /
TRAFS TRAF6

IRF-3 E
IFN-B

IRF-3

wegor—b

Immunomodulatory genes

Sekil -2*: MyD88 bagimli ve bagimsiz yolda TLR sinyal kaskad

*Mclinturff JE, Modlin RL, Kim J. The role of toll-like receptors in the
pathogenesis and treatment of dermatological disease. J Invest Dermatol
2005;125:1-8.

(MyD88: myeloid diferansiasyon faktor 88, TIRAP: TIR adaptor protein, TRIF:
interferon regiilatdr faktér b iceren TIR, TRAM: TRIF iligkili adaptér protein,
IRAK: interldkin—1 reseptor iliskili kinaz, TRAF—6: timor nekrozis faktor
reseptor iligkili faktor—6, NFk(: nukleer faktor-kappa beta)

Dendritik hicreler eksprese ettikleri TLR’ler araciliiyla patojeni
tanidiklar sirada olgunlasirlar, periferden lenf nodlarina hareket ederek T
hicrelere antijen sunarlar. TLR, dendritik hiicrelerin T hicrelerini daha etkin
bir sekilde uyarmasini saglayan es-uyaran molekdillerin de seviyesini artirir.
TLR’ler baskin T hdcre tipini sitokinler araciliiyla belirlemektedir. Boylece T
hicreleri T helper 1 ve 2 yonunde farklilagir (30). TLR ile uyarilan dendritik
hiicreler 6zellikle 1L-12 ve 1L—18 salgilar ve T helper 1 cevabinin olusmasini
saglar. Eger IL-10 ve 4 fazla salgilanirsa T helper 2 immun yaniti olugur.



TLR 9 endoplazmik yerlesimli olup, 6zgun ligandi CpG DNA'dIr.
Liganda baglanmay: takiben MyD88 bagimli yolu kullanarak IFN-a, IFN-(3,
IFN-y, IL-6, IL-12'nin indUiklenmesini saglayarak antibakteriyel ve antiviral
savunmada gorev almaktadir (39). Metilasyona ugramamis CpG DNA
dinukleotid motiflerinin varligina bagl olarak bakteriyel DNA memeli immun
hicreleri Uzerine uyarici bir etkiye sahiptir (40—42). Buna karsilik memeli
DNA’sinda CpG dinUkleotidlerinin hem sikligi azdir hem de metilasyona
ugramislardir. Bu nedenle memeli DNA’sI immun sistem Uzerine aktivator bir
etkiye sahip degildir. Farelerde TLR 9’un metilasyona ugramamis bakteriyel
CpG DNA’sina maruziyetini takiben, makrofajlardan TNF-a, IL-6 ve 1L-12
gibi proinflamatuvar sitokinlerin tretimini indUkledigi ve dendritik hlcrelerin
olgunlagsmasini sagladigi gozlemlenmistir (43). TLR 9 T helper 1 cevabini
guclu sekilde tetikler.

Bakteriyel DNA'larda oldugu gibi HSV tip 1 DNA’sI da ¢ok miktarda
metilasyona ugramamis CpG dinUkleotid dizilerini icermektedir (44). Viral
DNA’nin igerdigi bu diziler de TLR 9 tarafindan taninmaktadir. Plazmasitoid
dendritik hicreler olarak adlandirilan dogal IFN ureten hacreler (IPC) HSV-
1'e cevaben IFN-qa, B ve IL-12 salgilar (45). IFN-a da hizli bir sekilde HSV —
1’in transkripsiyonu baskilayarak, periferik dokularda HSV-1 enfeksiyonun
ilerlemesini durdurur (46). insan IPC’lerinin de TLR 9 eksprese ettikleri ve
CpG DNA dizileriyle aktive olduklar gosterilmistir(47—49). IPC HSV-1'e TLR
9/MyD88 yolu araciligiyla yanit vermektedir (50).

Gegtigimiz yuzyil boyunca gesitli enfeksiyoz hastaliklara karsi kisisel
farkhliklar ve genetik yatkinliklar tanimlanmigtir. Bunun en iyi bilinen 6rnegi
Plasmodium tirlerinin neden oldugu Malaria’dir. Hemoglobin S homozigot
bireyler orak htcre anemili olurken; hemoglobin S heterozigot bireyler
Plasmodium falciparum enfeksiyonuna karsi direnclidirler. Bu Ornekteki
genetik varyasyon enfeksiyona yatkinligi azaltirken; enfeksiyonun ortaya
¢lkmasini kolaylastiran genetik varyasyonlar da tanimlanmigtir. Uzun
zamandir, dizigotik ikizlerle karsilastirildiginda monozigotik ikizlerde
tuberkuloz ve lepra gibi gesitli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikma olasiliginin daha
yuksek oldugu bilinmektedir (51). TLR’'deki mutasyonlar ya da TLR gen



polimorfizmleri de konagi cesitli enfeksiyon ve inflamatuvar hastaliklara
yatkin hale getirebilir (52). Bu genlerin icindeki genetik varyasyonlarin,
hastaliklarin patogenezine énemli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Enfeksiydz
hastaliklara yatkinliktaki farklar, TLR genleri igindeki genetik polimorfizm ile
aclklanmaya galisiimaktadir (53). Tek nukleotid polimorfizmleri toplumda %1
veya daha fazla siklikta bulunan gen varyantlaridir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, insan TLR genlerinde c¢esitli tek nlkleotid polimorfizmleri
tanimlanmistir. Bu ¢alismalarda TLR 2’deki polimorfizmlerin Staphylococcus
aureus enfeksiyonlarina ve lepramat6z lepra gelisimine yatkinlik olusturdugu;
TLR 4 polimorfizmlerinin de 0zellikle gram(-) enfeksiyonlara yatkinlik
olusturdugu bildirilmistir (54). Dermatolojide akne vulgaris, psoriasis, Lyme
hastaligi, lepra, aktinik keratoz ve atopik dermatit gibi bazi hastaliklarin
TLR’lerle iligkisi saptanmigtir (54). TLR 9 genindeki polimorfizmlerin astim,
Crohn hastahgi ve atopilerde artmig bir riskle iligkili oldugu gosterilmigtir
(55,56). Diger taraftan Ito ve ark. (52) Japon Behget hastalarinda TLR 9 gen
polimorfizminin hastaliga anlaml bir yatkinhk olusturmadigini; Ng ve ark. (57)
da TLR 9 polimorfizmi ile sistemik lupus eritematozus arasinda anlamli bir
iliski olmadigini gostermislerdir. Ueta ve ark. (58) ise SJS/TEN’li hastalarda
yapmis olduklari bir calismada TLR 3 gen polimorfizminin SJS/TEN’e
yatkinlik olugturabilece@i sonucuna varmislardir.

Bu calismada TLR gen polimorfizminin enfeksiyonlara yatkinlik
olusturabilece@i dusuncesinden yola c¢ikarak; enfeksiyonla tetiklenen EM,
SJS, SJS/TEN overlap sendrom gelisiminde TLR 9 gen polimorfizminin

rolund arastirmayi amacladik.
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GEREC VE YONTEM

Calismamizda hasta grubumuzu Ocak 2000 ile Haziran 2008 tarihleri
arasinda Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Dermatoloji Anabilim Dali
poliklinigi'ne bagvuran 42 hasta olusturmaktadir. Ayrica 50 saglkl gonullu de
kontrol grubu olarak ¢alismamiza dahil edildi. Hastalar Bastuji-Garin ve ark.
(11) tarafindan o6nerilen siniflama sistemine goére siniflandirildi.
Hastalarimizin klinik ve/veya histopatolojik olarak EM, SJS ve SJS/TEN
overlap sendrom tanisi almis olmasina, kontrol grubunun dermatolojik ve
sistemik herhangi bir hastaliginin olmamasina dikkat edildi.

Calisma oncesinde Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan onay alindi (etik kurul onay no:2008-5/20) ve
calismaya alinan hastalara ve kontrol grubuna aydinlatiimis onam belgesi
imzalatildi.

Hasta ve kontrol grubundan EDTA’lI tiplere yaklasik 5’er ml periferik
vendz kan alindi. Kan érnekleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali’'na bagl laboratuvarda isleme girinceye kadar -20°C
de sakland.

DNA izolasyonu

Calisma icin hedeflenen sayida kan toplandiktan sonra 5 ml EDTA’l
kan steril falkon tipulne aktarildi ve Uzerine 1:3 oraninda (15 ml) “lysis buffer”
ilave edildi. Beyaz kan hucrelerini pargalamak icgin kullanilan “lysis buffer”
amonyum Klorlr ve potasyum bikarbonattan olusur. Tup birka¢ defa ters yiiz
cevrilerek iyi bir sekilde karigtirildiktan sonra +4°C de 15 dakika bekletildi.
Olusan nukleer pelleti ¢okturmek igin dakikada 1500 devirde (rounds per
minute=rpm) 10 dk santriflij edildi; olusan slpernatant dokuldi. Pellet
yeniden suspanse edildi. ikinci bir yikama icin yine 15 ml “lysis buffer”
eklendi, 10 dk 1500 rpm’de santrifij edildi, supernatant atildi ve pellet
tamamen suspanse edildi. Bu asamadan sonra DZ DNA izolasyon Kiti

(Tarkiye) proseduri uygulandi. Suspanse olmus o6rnek 1,5 ml’lik nikleaz
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icermeyen tup icine alinarak Uzerine 500 yl solusyon B ve 20 pl solisyon A
(proteinaz-K) eklendi. Karisim vortekslenerek 42°C’de bir gece inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasi (izerine 500 pl soliisyon C eklendi ve yine vortekslenerek
10.000 rpm’de 5 dk santrifuj edildi. Olusan 2 fazdan Ustteki berrak faz
alinarak temiz, 1,5 ml'lik nikleaz icermeyen tipe konuldu. Uzerine 500 pl
solisyon D konuldu. Hafifce vortekslenerek 10.000 rpm’de 10 dk santrif(j
edildi. Olusan supernatant atilarak Gzerine 500 pl solisyon E konulup 10.000
rom’de 5 dk santrifij edildi. Stpernatant atilarak tupler 37°C’de kurumaya
birakildi. Kuruduktan sonra 50 ul distile su eklenerek caligsilma zamanina
kadar - 20°C’de sakland.

Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolu

Bu calismada TLR 9 geni 1237 timin/sitozin (T/C) promotor
polimorfizmi, polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi  (polymerase chain reaction-restriction fragment lenght
polymorphism=PCR-RFLP) yodntemi ile genotiplendirildi. Bunun i¢in PCR
reaksiyonu karigimi hazirlandi. 30 pl'lik PCR kasimi 0,2 ml ’lik mikrofuj
tupunde asagidaki sira ile kanigtirildi.

. dNTP (10 mM) 0,3 pL
. 10x PCR Buffer (Magnezyumlu) 2,5uL
. 10 pmol/ml primer forward 1,0 uL
. 10 pmol/ml primer reverse 1,0 uL
. dH20 20 pL
. Hasta DNA'sI 5,0 uL
. Taqg polimeraz enzimi (5 tUnite/pl) 0,1 uL

Tlplerde bulunan reaksiyon karisimi PCR vyapilmak Uzere PCR
cihazina yerlegtirildi ve belirlenen program uygulandi.

TLR 9 -1237T/C gen polimorfizmi igin;

“forward” (5' CCTGCTTGCAGTTGACTGT 3)
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“reverse” (5' CCCTGTTGAGAGGGTGACAT 3') primerleri kullanilarak
PCR yapildi (59).

TLR 9-1237T/C gen polimorfizmi igcin PCR déngu programi olarak
asagidaki sicaklik ve sureler kullanilarak PCR iglemi PCR cihazinda
gerceklestirildi.

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) 103°C,
1. Baslangi¢ denatlrasyonu 94°C, 5 dakika

2 Denatlrasyon 94°C, 30 saniye .
Reaksiyonlar

3 “Annealing” 60°C, 30 saniye 35 kez

4, “Extention” 72°C, 30 saniye tekrarland

5 Son “Extention” 72°C, 10 dakika

Jel Elektroforez Protokol

DNA pargalarinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve saflastiriimasi igin
standart bir metot olarak agaroz jel elektroforezi kullaniimaktadir. Agaroz jel
elektroforezi ile yaklagik 60-0,1 kilo-base pair (kb) uzunlugunda DNA
parcgalari ayrilabilmektedir. Jeldeki DNA bantlari jelin bir floresans boya alan
etidyum bromdir ile boyanmasi ve jelin ultraviole 1sik altinda direkt olarak
incelenmesi ile saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen
bayuklukteki bir belite¢ DNA kullanilarak molekuler buyuklugi bilinmeyen
DNA kolayca saptanabilir.

DNA parcgaciklarinin agaroz jelde elektroforetik ylrime hizlari dort
parametreye baglidir. Bunlar; DNA’nin molekuler olarak buyukligda, DNA'nin
konformasyonu, agarozun konsantrasyonu ve uygulanan akimdir.

Bu calismada PCR ile ¢ogaltiimig UrUnlerin tanimlanmasi i¢in %2’lik
agaroz jel elektroforezi uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi igin 3 mL 10xTris-
Borik Asit-EDTA (TBE) solisyonu 27 ml dH20O ile beher iginde karistirildi.
Karisimin i¢ine 0,6 gr agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firnda “medium-
high” ayarinda agaroz ¢ozununceye kadar isitildi. Eriyen jel icine 0,5 ml

etidyum bromid eklenerek karigtirildi. Jel elektroforez aparatina dokulerek
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sogumaya birakildi. Elektroforez tanki 1xTBE ile doldurularak jel yidrttme
islemine hazir hale getirildi. PCR urunleri agaroz jel elektroforezinde kontrol
edilip, dogru gen bolgesinin amplifikasyonu goriliince restriksiyon
endonikleaz ile kesim islemi yapildi. TLR 9 -1237T/C promotdr polimorfizmi
icin BstN | (Genemark, Rusya) enzimi kullanildi. BstN | enzimi i¢in kesim yeri
5...CC/WGG...3" ve 3'...GGW/CC-5" dizileridir (W; Adenin veya Timin).

0,2 ml'lik tiplere 10 pl hacimdeki PCR urunleri, 2 pl restriksiyon enzim
bufferi, 8 pl distile su ve her birey icin 5 tnite/ul BstN | enzimi olacak sekilde
karisim hazirlandi. Karigsim enzimin optimum c¢alisma sicakligi olan 60°C’de
14-16 saat inkubasyona birakildi. Restriksiyon enzim kesim sonuglari
%3,5’luk agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel icin 1,05 gr agaroz tartiip 1XTBE
solisyonu ile 30 ml total hacime tamamlandi. Agaroz istenilen
konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda kaynatildi. icerisine
0,5 ul etidyum bromid ilave edildi. lyice karstiriidiktan sonra jel aparatina
dokaldl. BstN | enzimi ile kesim yapilmig Urlnlere brom-fenol mauvisi ile

muamele edilerek jele yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar yurutuldd.
Genotiplerin Belirlenmesi
Ultraviyole 1sikta kesme igslemi sonunda 154 baz ciftlik (bp) TLR 9

genine ait PCR urinunde, C aleline sahip gen bélgeleri 2 yerden kesilirken T

aleline sahip gen bdlgeleri 1 yerden kesildi (Sekil-3).

154 bp 154 bp
A _A—
I - N
L | L |
C T J )
129 bp 25 bp 81 bp 48 25 bp
bp
BstN | BstN BstN |

Sekil-3: Oklar BstN | enzimi icin kesim noktalar gosterir. Uriinde T aleli
varliginda enzimle kesim sonrasi iki ayri Urln olusurken, C aleli varliginda
enzimle kesim sonrasi Ug ayri Urun olusur.
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Orneklere ait 129 bp ve 25 bp hizasinda iki bant var ise T/T; 129bp,
81bp, 48 bp ve 25bp hizasinda 4 bant var ise T/C, 81bp, 48 bp ve 25bp

hizasinda 3 bant var ise C/C olarak genotiplendirme yapildi (Sekil-4).

o 1 2 3 4 5 6
e R e
- - - ’ 4 m '-L'-" i
. enzim 18D 9D 36K
marker katilmamis T/T T/C c/C marker

Sekil-4: Hasta ve kontrol grubundaki hastalarin TLR 9 genin PCR
artnlerinin BstN | enzim kesimi sonrasi %3,5 agaroz jeldeki fotografi. 1 ve 6
no’lu kuyucuk 100 bp DNA ladder (Marker), 2 no’lu kuyucuk kontrol amaciyla
koyulan enzimle muamele ediimemis PCR Urlininu, 3 no’lu kuyucuk T/T
genotip (129 bp, 25 bp), 4 no’lu kuyucuk T/C genotip (129 bp, 81 bp, 48 bp,
25 bp) ve 5 nolu kuyucuk C/C genotipine (81 bp, 48 bp, 25 bp) sahip bireyleri
gbstermektedir.

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi Uludag Universitesi
Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda ‘SPSS for Windows Version 13,0’ istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Kategorik deger alan degiskenler
(cinsiyet, genotip) capraz tablolarla verilip iki grup arasindaki farkliliklari
pearson ki-kare ve Fisher’in ki-kare testi kullanildi. Sudrekli deger alan yas
degiskeni icin normallik testi Shapiro-Wilks testiyle yapildi. Yas degiskeni iki
grup arasinda non-parametrik testlerden Mann-Whitney U testiyle

kargilastirildi. Calismada anlamlilik dizeyi p=0,05 olarak benimsendi.
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BULGULAR

Calismaya alinan hasta grubu 17 erkek (%40,5), 25 kadin (%59,5)
olmak Uzere toplam 42 Kkisiden olusuyordu. Hasta grubundaki olgularin
yaslari 873 arasinda degismekte olup, ortalama 38,3+17,3 (ortalamaxSS)
idi. Kontrol grubu ise 26 erkek (%52), 24 kadin (%48) toplam 50 kisiden
oluguyordu. Kontrol grubunun vyaglari 9-72 arasinda degismekte olup,
ortalama 33,9+13,5 (ortalamaxSS) idi (Tablo—4). Hasta grubundaki olgularin
14’0 (8 kadin, 6 erkek) EM, 17’si (9 kadin, 8 erkek) SJS, 11’i (8 kadin, 3
erkek) SJS/TEN ovarlap sendrom idi (Sekil-5).

Her iki grup arasinda hastalarin yaglari ve cinsiyetleri agisindan
anlaml fark yoktu (p>0,05). Yas degiskeni icin yapilan normallik testinde
hasta grubunun normal dagildigi ancak kontrol grubunun istatistiksel olarak
normal dagiimadigi gozlendi.

SJS ve SJS/TEN overlap sendrom’lu hastalarin tamaminda lezyonlar
ortaya ¢cikmadan 6nce ates, halsizlik, yorgunluk, bogaz agrisi gibi bakteriyel
velveya viral enfeksiyonun prodromal belirtileri olabilecek semptomlar
mevcuttu. Ayrica SJS’li 4 ve EM’li 4 hastanin lezyonlar ortaya gikmadan
yaklagik bir hafta 6nce herpes labialis gegirme oykusu vardi.

Tablo—4: Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetlerine karsilastiriimasi

Hasta Kontrol
Sayi % Sayi %
Kadin 17 40,5 24 48
Erkek 25 59,5 26 52
Toplam 42 100 50 100
Yas 38,3+17,3 (8-73) 33,9+13,5 (9-72)
OTX::\TISSI Ortanca: 36 Ortanca: 28,5
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26,1%

33,3%

OEem
OdsJs
O SJS/TEN

40,6%

Sekil-5: Hasta grubunun taniya gore dagihm yuzdeleri.

Calisma grubundaki hastalarin 31’inde (%73,8) TT genotipi; 11’inde
(%26,2) TC genotipi saptanirken, hastalarin higbirinde CC genotipi
saptanmadi. Kontrol grubunda ise 37 kigide (%74) TT genotipi; 12 kiside
(%24) TC genotipi, 1 kiside (%2) CC genotipi saptandi. TT, TC, CC
genotipleri agisindan karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05) (Tablo-5, $ekil-6). TLR 9 gen
polimorfizmlerine ait T ve C alellerinin gorilme sikliklar ile hastalk
arasindaki iligski ki-kare analizi ile incelenmis olup, Tablo 6’da goéraldugu
uzere anlaml bir iligki bulunamadi. Hasta grubunda T alelinin gen frekansi
%84,5, C alelinin %15,5 iken; kontrol grubunda T alelinin gen frekansi %86,
C alelinin ise %14 olarak hesaplandi (p=0.91) (Sekil-7). Bir baska ifade ile
hasta ve kontrol gruplarinda T ve C alelleri benzer oranlarda bulundu.

Tablo-5: Hasta ve kontrol grubunda TLR geni 1237T/C polimorfizmi genotip
frekanslari

TLR geni Hasta Kontrol
1237T/C p degeri
polimorfizmi Say! v Say! %
TT 31 73,8 37 74 150,05
Genotipler TC 11 26,2 12 23 | >0,05
CcC 0 0 1 2 >0,05
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Tablo-6: TLR 9 gen polimorfizminin alel frekanslari

TLR 9 gen polimorfizmi alelleri

C

Sayi

% oran

Sayi

% oran

Hasta

71

84,5

11

15,5

Kontrol

86

86

14

14

100

90
80 -

70 -
60 -
% 50
40 -
30 -
20
10 -

O Hasta
O Kontrol

TT

TC

Genotipler

cC

Sekil-6:
karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol

gruplarinda genotiplerin = %

degerlerinin

100

90

70
60 -
% 50
40 -
30 -
20 -
10 -

80 | — |

O Hasta
O Kontrol

Alel frekansi

ekil-7: Hasta ve kontrol gruplarinda alel frekanslarinin % degerlerinin
g g

karsilastiriimasi
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TARTISMA VE SONUG

Enfeksiyon iligkili SJS ve TEN olgularinda altta yatan patofizyolojik
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (10). Difteri, tetanoz, hepatit B
asilamalarinin ve tuberkulin deri testinin tetiklemis oldugu olgular EM, SJS ve
TEN’in enfeksiydz antijenik uyaranlara karsi gelisen 6zgun bir immun yanit
olduklari  seklindeki hipotezi desteklemektedir (60-62). Enfeksiytz
hastaliklarin yani sira gevresel ve genetik faktorlerin de hastaligin ortaya
¢cikmasinda rolu olabilecegi dusunulmektedir (58).

EM, SJS ve SJS/TEN overlap sendrom’un nadir goruliyor olmasi bu
hastaliklara kisisel yatkinliklari glindeme getirmistr ve bu durum
hastaliklardaki muhtemel bir genetik egilimi aragtirma fikrini dogurmustur.
Hastaliklarin genetik olarak yatkin bireylerde ¢evresel tetikleyicilere
maruziyeti takiben gelistigi de dusunidimustir. Mandino ve ark. (63) okuler
tutulumlu SJS’li hastalarda yapmis olduklari ¢alismalarinda HLA-B12 ve
HLA-Bw44 antijenlerinin anlamli derece artmis oldugunu gozlemlemislerdir.
Yine yapilan calismalarda TEN ile HLA-B12; SJS/TEN ile HLA-A*0206 ve
SJS ile HLA-B*1502 aleli arasinda yakin bir iligki saptanmistir (64—66). EM
ile HLADQB1*0301 aleli arasinda da bir iligki olabilecegi yénunde veriler
mevcuttur (67). Tim bu bulgular hastaligin tetiklenmesi icin genlerin 6zgln
bir kombinasyonunun gerekli oldugunu, EM, SJS ve SJS/TEN’in karmasik
genetik bir yatkinlkla iligkili oldugunu desteklemektedir.

TLR’lerin kesfi immunoloji alaninda ylazyilin parlak kesiflerindendir ve
immun sisteme bakista yeni bir pencere aralamistir. Pek ¢ok dermatolojik
hastaligin TLR ile iligkili olabilecegi ve TLR sinyalizasyon bozukluklarinin
(gen polimorfizmi vb.) belirli deri hastaliklarina yatkinlik olusturabilecegi
dusunulmektedir.

TLR 9 farkl viral ve bakteriyel patojenlere kargi dogal immun sistemin
devreye girmesi ve kazanilmig immun yanitin tetiklenmesinde vazgecilmez
bir role sahiptir (68). Bu nedenle TLR 9 gen polimorfizmi gibi reseptorin
fonksiyonel yeteneklerini etkileyebilecek durumlar, konagr mikrobiyal
patojenlere kargi yatkin hale getirebilir (69—72) . Tekrarlayan viral ve

bakteriyel enfeksiyonlari takiben EM ve SJS’nin de tekrarlamasi bu bireylerde
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konak savunmadaki fonksiyonel bir problemi dusundurmektedir.
Calismamizda, EM ve SJS’nin hem viral hem de bakteriyel etkenlerle
tetiklenebilmesi ve TLR Qun da metilasyona ugramamis CpG DNA
dintkleotid dizilerini iceren bakteriyel ve viral (6zellikle HSV) DNA’y1 tanima
yeteneginde olmasindan yola ¢ikarak bu polimorfizmin hastaliklara yatkinlik
olusturmadaki etkisini arastirmayr amacladik. TLR 9 geni 3p2l1.3
kromozomunda yerlesiktir. Bu gen ikincisi major kodlayan boélge olmak tzere
2 tane ekzondan meydana gelmektedir. TLR 9 geninde su ana kadar
yaklasik 20 tane tek nukleotid polimorfizmi belirlenmigtir ancak bunlarin
yalnizca 4 tanesinin sik oldugu saptanmigtir (73). Bunlar 1237T/C, 1486T/C,
IVSI-44A/G, 1635G/A polimorfizmleridir (74).

Dogal immin sistem genlerindeki genetik varyasyonlarin cesitli
inflamatuvar hastaliklarla iligkili oldugunu dair klinik galigmalar bulunmaktadir
(68). Enfeksiyoz, inflamatuvar, otoimmun kokenli bazi hastaliklarda da TLR 9
polimorfizmi arastinimigtir. Ito ve ark. (52) HSV ve streptokokal antijenlerin
Behcet hastaligini tetiklemedeki muhtemel potansiyel etkilerinden yola
cikarak 200 Japon Behget hastasi ve 102 saglikli gonullide TLR 9
polimorfizmi arastirmiglardir. Japon toplumunda sik gorulen 9 tek nukleotid
polimorfizmi incelenmis ve sonug¢ olarak TLR 9 gen polimorfizmi ile Behget
hastaligina yatkinlik arasinda anlaml bir iligki saptanmamistir. Lanciotti ve
ark. (75) kemoterapi sonrasi invazif fungal enfeksiyon (iFE) gelisen
hematolojik malignitesi olan 42 cocuk hasta, IFE’siz hematolojik malignitesi
olan 84 hasta ve 100 saghkh gonullide TLR 9 gen polimorfizmini
arastirmiglardir. Sonug olarak TLR 9 T-1486C polimorfizminde C alel sikligi
IFE’siz hastalarla kiyaslandiginda IFE’li hastalarda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Novak ve ark. (68) atopik dermatitli hastalarda viral ve
bakteriyel hastaliklara yatkinlik ve bu enfeksiyoz patojenlerin hastaligin
seyrini etkilemesinden yola ¢ikarak anne-babasi atopik dermatitli 483 c¢ocuk,
274 atopik dermatitli hasta ve 252 saglikli kontrol Gzerinde TLR-9 C-1237T
polimorfizmi arastirmiglardir. Sonug olarak 6zellikle atopik dermatitli olgularin
intrinsik alt grubunun TLR—-9 polimorfizmi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Yine

Ng ve ark. (57) sistemik lupus eritematozus (SLE) ile TLR gen polimorfizmi
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iligkisini arastirmak icin 467 SLE’li hasta ve 799 saglikli gonulli Gzerinde
calismiglardir. Sonug olarak TLR 9 polimorfizmi ile hastalik arasinda bir iligki
saptanmamistir. Benzer bir ¢calismada 350 SLE’li ve 330 kontrol grubunda
yapilan ¢alismada TLR 9 gen polimorfizminin SLE’ye yatkinlik olusturmadigi
belirlenmistir (76).

Literatur verilerini gozden gecirdigimizde su ana dek EM, SJS ve
SJS/TEN overlap sendromda TLR 9 polimorfizmini aragtiran herhangi bir
calisma bulunmadigini goézlemledik. SJS/TEN’li  hastalarin  okuler
ylzeylerinde Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis gibi
firsatgi enfeksiyonlarin bulunabildigi bildirilmistir (77). Bu durum SJS ve TEN
ile bozuk dogal immun yanit arasinda muhtemel bir iligki oldugunu
dusundurmektedir. Bu fikirden yola gikarak literatirde SJS ve TEN'de TLR
gen polimorfizmini arastiran tek galisma bulunmaktadir (58). Bu ¢alismada
Ito ve ark. TLR 3 gen polimorfizmi arastirmiglardir. Calismaya okuler ylzey
komplikasyonu olan 57 SJS/TEN’li Japon hasta ve 160 Japon saglikl gonulli
alinmistir. Veri tabanlari kullanilarak daha 6énce Japon toplumunda bildirilmis
TLR 3 genine ait 7 tek nukleotid polimorfizmi belirlenmis ve bu ¢aligmada tum
bu polimorfizmler arastiriimigtir. Sonug¢ olarak 299698T/G, 293248A/A ve
299698T/T genotip paternlerinin SJS/TEN ile guglu bir sekilde iligkili oldugu
belirlenmistir. Biz de 42 hasta, 50 kontrol kullanarak yapmis oldugumuz
calismamizda TLR-1237 T/C genotip paterni agisindan hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna vardik. Ayrica
calismamizda alel frekanslari agisindan da hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark saptanmadi. Calismamizda literatur verileri 1s1ginda hareket
ederek, 1237T/C polimorfizmini TLR 9 geninde en sik rastlanan tek nukleotid
polimorfizmleri iginden sectik. Yine ¢calismamizda genotipleme igin kullanilan
PCR-RFLP analizi daha 6nce Hong J ve ark. (59) tarafindan tanimlanan ve
etkinligi kanitlanmig ydnteme bagl kalinarak yapildi.

Calismamiz EM, SJS ve SJS/TEN overlap sendrom ile TLR iligkisini
inceleyen ilk calisma olma 0Ozelligi tagimaktadir. Biz sonug olarak TLR 9 gen
polimorfizmi ile EM, SJS, SJS/TEN overlap sendrom arasinda anlamli bir

iliski bulamadik. Ancak diger polimorfizm c¢alismalariyla kiyasladigimizda
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olgu sayimiz oldukg¢a sinirh kalmaktadir. Bu agidan varmis oldugumuz
sonucun daha genis olgu sayili ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
Ayrica TLR 9 genine ait diger tek nukleotid polimorfizmleri ile EM, SJS,
SJS/TEN overlap sendrom arasinda iligki olup olmadigini belirlemek igin

daha ileri, genis olgu sayili galismalara ihtiyag vardir.
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EKLER

Ek tablo—1: Hasta grubundaki olgularin demografik 6zellikleri, tani ve genotipleri

EK-1

Hasta

Hasta

N Ad Cins Yas Tani Genotip
1 BK K 50 SJS TT
2 SS K 42 SJS T
3 MC K 35 SJS TT
4 BS K 21 SJS TT
5 OE E 35 SJS T
6 GK K 27 EM TT
7 RS E 10 SJS TT
8 GS K 31 EM TC
9 $O K 73 SJSITEN overlap TC
10 EL E 50 SJS TT
11 EM E 13 EM T
12 FU E 47 SJS/TEN overlap 1T
13 SuU K 61 EM TC
14 iD K 8 SJS/TEN overlap TC
15 SA K 58 SJS/TEN overlap 1T
16 KB K 49 EM TT
17 FK K 45 SJS/TEN overlap 1T
18 PB K 25 SJS/TEN overlap 1T
19 GK E 30 SJS/TEN overlap TC
20 AY K 42 EM TT
21 Ki E 23 SJS TT
22 AM E 27 SJS TT
23 MA E 72 SJS/TEN overlap TT
24 KY K 52 SJS/TEN overlap 1T
25 GB K 56 SJS TT
26 OAA E 20 EM TT
27 HT K 47 SJS TC
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Ek tablo—1 devami

EK-1

28 MD E 36 SJS TT
29 SO E 52 SJS TC
30 GV K 19 SJS/TEN overlap 1T
31 MC E 39 SJS TT
32 SuU K 29 EM TT
33 BY K 34 SJS/TEN overlap 1T
34 KK E 36 EM TT
35 KB E 72 EM TC
36 RB K 26 SJS TC
37 M K 21 EM TT
38 NG K 17 EM TT
39 RY E 50 EM T
40 USB E 16 EM TT
41 FD K 58 SJS TC
42 PH K 63 SJS/TEN overlap TC

E: Erkek, K: Kadin, EM: Eritema multiforme, SJS: Stevens Johnson

sendromu, SJS/TEN overlap: Stevens Johnson sendromu/Toksik epidermal

nekroliz overlap sendrom, T: Timin, C: Sitozin.
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