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A Toll-like receptor-4-rél, a természetes immunvilasz egyik kozponti medidtorardl ismert, hogy a mikroorganiz-
musok elleni védekezésen tal mds, nem fert6z8 dgensek okozta betegségben is, mint példdul az atherosclerosis-
ban fontos szerepet jatszik. A Toll-like receptor-4 Asp299Gly és Thr3991Ile genotipusirdl kimutattik, hogy csok-
kentheti a proinflaimmatorikus citokin szintjét, novelheti a Gram-negativ fert6zések irdnti fogékonysigot, de
csokkentheti a carotisatherosclerosis kockazatit. Célkitiizés: A PhD-munka sordn hirom kiilonb6z8, gyakori, nem
fert6z6 betegségben vizsgaltik a Toll-like receptor-4-génpolimorfizmus befolyasat: a cukorbetegség és kisérszo-
védményeiben, az agyi ischaemids torténésben, valamint krénikus periodontitisben. Mddszer: A Toll-like receptor-4
genotipus meghatirozasihoz mindhirom vizsgilatban polimerdz lincreakciét és endonukledzhasitist végeztek,
amelyet gélelektroforézises modszerrel detektaltak. Eredmények: A Toll-like receptor-4-génpolimorfizmus a diabe-
teses periférids neuropathia ritkibb el6forduldsival mutatott Osszefiiggést 2-es tipust cukorbetegekben, mads
kisérszovédménnyel nem taldltak osszefiiggést. A polimorfizmus nem mutatott Osszefliggést az agyi ischaemds tor-
ténés, valamint a krénikus periodontitis kockazataval. Kovetkeztetés: Az eredmények alapjan diabetes mellitusban,
ischaemids agyi torténésben és kronikus periodontitisben a Toll-like receptor-4 genotipus nem megfelelGen érzékeny
genetikai marker a kiilonb6z6 kockdzatok megbecsiiléséhez. Orv. Hetil., 2011, 152, 1855-1858.
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Study of the Toll-like receptor 4 gene polymorphisms in diseases presenting
with subclinical and chronic inflammation

Toll-like receptor 4, a central mediator of the innate immune response has been shown to play an important role not
only in the defense mechanism against microorganism, but also other non-infectious inflammatory diseases such as
atherosclerosis. The Asp299Gly and Thr399Ile, which are common co-segregation polymorphisms of the Toll-like
receptor 4 gene have been shown to be associated with increased susceptibility for Gram-negative infections, but with
a lower risk of carotid atherosclerosis and a reduced level of certain proinflammatory cytokines. Aim: The role of
these polymorphisms in diabetes mellitus with its late microvascular complications, in ischemic stroke, and in chron-
ic periodontitis was investigated in three independent studies. Methods: In all studies the alleles of both polymor-
phisms were detected by polymerase chain reaction and subsequent cleavage by restriction endonucleases followed
by gel electrophoresis. Results: In patients with type 2 diabetes, heterozygote carriers of the Asp299Gly and Thr3991le
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polymorphisms of the Toll-like receptor 4 gene had a significantly reduced prevalence of peripheral neuropathy, while
there was no association with any other diabetic microvascular complication, or with cerebral ischemia or with
chronic periodontitis. Conclusions: Toll-like receptor 4 gene polymorphisms are not enough sensitive genetic mark-
ers for risk stratification either in diabetes mellitus or in cerebral ischemia or in chronic periodontitis.

Orv. Hetil., 2011, 152, 1855-1858.
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Roviditések

1TDM = 1-es tipusa diabetes; 2TDM = 2-es tipust diabetes;
PAMP = pathogen-associated molecular pattern; PRR = pattern
recognition receptor; SNP = single nocleotide polymorphism;
TLR4 = Toll-like receptor-4

A természetes immunvilasz szdmos szolubilis, sejtfel-
szini és intracellularis érzékel6mechanizmust alkalmaz
a lehetséges kérokozok, kiros anyagok mihamarabbi
felismeréséhez és eliminaldsihoz. A szoveti homeoszti-
zist felborité behatdsok a természetes immunvalasz akti-
valasan keresztiil akutfizis-reakciét inditanak el. A ter-
mészetes immunvalaszban részt vevé sejtek felszinén,
illetve intracelluldrisan olyan receptorok taldlhatéak,
amelyek egy konzervalt struktarat vagy molekularis jel-
lemz&t, példaul egy PAMP-ot (pathogen-associated
molecular pattern: kérokozo-asszocialt molekularis min-
tazat) ismernek fel. Ezek a PRR, mintdzatot felismerd
receptorok (pattern recognition receptor). Ilyen PRR a
Toll-like receptor, amely a természetes immunvdlasz
egyik kozponti eleme. A TLR-csalidnak jelenleg 13
receptora ismert. Ezek koziil a mai napig a legjobban
megismert receptor a TLR4. A TLR4 t6bb ligandjai a
Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidja, a hé-
sokkfehérje-60 és -70, a taxol, az oxidalt alacsony den-
zitasa lipoprotein, a fibronektin. A TLR4-aktivacié az
Nf-xB-n keresztiil proinflammatorikus citokinexpresz-
sziot indit el [1].

A humin TLR4 génnek ismert két koszegregicios
polimorfizmusa. A cDNS-en a start kodontdél 3’ irdnyba,
a 896. pozicibban az adenin (A) helyett guanin (G)
épiil be (dbSNP adatbazisban: rs4986790). Ez a missense
mutici6 a TLR4 harmadik exonjin a fehérjeszintézis
sordn, a 299-es pozicidban egy konzervativ aszparagin-
sav (Asp) helyett egy glicin (Gly) aminosav beépiilését
okozza. Az Asp299Gly-polimorfizmussal gyakran egyiitt
jelentkezik a 399-es pozicidban egy nem konzervativ
threonin (Thr) és izoleucin (Ile) aminosavesere. A Thr-
3991le aminosavcsere alapja, hogy a start kodontél 3’
irdnyba, az 1196. poziciéban citozin (C) helyett timin
(T) taldlhaté (db SNP adatbazisban: rs4986791). Mind-
két aminosavesere a TLR4 receptor extracelluldris ré-
gidjat érinti. A polimorfizmusok el6fordulasi gyakori-
sdga kaukazusi populiciéban 10% kordili [2].

Klinikai vizsgilatok alapjan a TLR4-polimorfizmust
hordozé személyekben csokkent az LPS-inhaldciora
adott immunvilasz, nagyobb a Gram-negativ baktérium
okozta fertGzés kockazata [3]. Eset-kontroll vizsgilatok
eredményei kimutattik, hogy a TLR4 funkcionalis poli-
morfizmusa a gyulladasos bélbetegségekkel asszocialt [4].

A prospektiv, populiciés mintin alapulé Bruneck-
tanulmdny kimutatta, hogy a TLR4-polimorfizmus no-
velte a sudlyos bakteridlis fert6zés kockazatit, azonban
csokkentette az arteria carotis atherosclerosisinak koc-
kazatat. Tovabba, az Asp299Gly TLR4-polimorfizmust
hordozékon a carotisartéridn kisebb intima-media vas-
tagsagot mutattak ki a vad tipust hordozdkkal dsszeha-
sonlitva [2]. A REGRESS vizsgalat alapjan az Asp299Gly
SNP-t hordozéknal a pravastatinterdpia szignifikinsan
hatékonyabbnak bizonyult a cardiovascularis események
szamanak csokkentésében a vad tipust hordozoékkal dsz-
szehasonlitva [5].

A fenti vizsgalati eredmények alapjan felmerilt, hogy
a TLR4 és a természetes immunvélasz nemcsak a fer-
t6zéses eredetd betegségekben jatszhat kulcsszerepet,
hanem behatdssal lehet olyan, nem fert6zéses eredetd,
de krénikus gyulladéssal jar6 folyamatokban is, mint az
atherosclerosis és sdlyos szovédménye, az ischaemids
stroke, vagy a diabetes mellitus és kisérszovédményei.

Célkittizés

Harom, a modern tarsadalomban gyakori betegség és
a TLR4 gén koszegregicids, funkciondlis polimorfiz-
musa (Asp299Gly és Thr3991Ile) kozotti Osszefiiggés
vizsgaltak.

Az I szamu vizsgilat alapja és célkitiizése

A természetes immunvdlasz szerepet jatszhat mind az
1-es, mind a 2-es tipust diabetes mellitus és a diabete-
ses késGi szovodmények kialakulasiban. A természetes
immunitds TLR4-fiiggd tutvonalainak jelentGsége a
diabeteses szovodmények korélettandban azonban még
nem ismert. Az 1. szamu vizsgilat célkittizése a TLR4
gén Asp299Gly/Thr3991Ile funkcionilis polimorfiz-
musa, valamint a diabeteses nephropathia és a periférias
neuropathia kozotti lehetséges Osszefiiggés vizsgalata
volt 1-es és 2-es tipust cukorbetegségben.
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1. tiblazat
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| A TLR4-polimorfizmus elSfordulasi gyakorisaga nephropathidban vagy periférids neuropathidban szenvedd 1-es és 2-es tipust cukorbetegekben

1-es tipust diabetes mellitus 2-es tipust diabetes mellitus
Vad tipus Asp299Gly/ p-éreék Esélyarany Vad tipus Asp299Gly/ p-éreék Esélyariny
n=218 Thr399Ile n = 460 Thr399Ile
genotipus genotipus
n=26 n =065
Nephropathia 51 5 0,81 0,79 183 23 0,59 0,84
(23,2%) (19,2%) [0,28;2,20] (39,4%) (35,4%) [0,49; 1,45]
Per. neuropathia 64 7 1,00 0,90 236 17 0,0002 0,34
(29,1%) (26,9%) [0,36; 2,24 ] (50,9%) (26,2%) [0,19; 0,61]

A 11 szamun vizsgilat alapja és célkitiizése

A TLR4 Asp299Gly polimorfizmusa csokkent gyulla-
dédsos citokinprofillal, csokkent carotisartériaatheroscle-
rosis-kockdzattal és kisebb carotisartéria intima-media
falvastagsiggal tarsul. A carotisartéria atherosclerosisa
klasszikus kockdzati tényez6ként szerepel az ischaemids
stroke kialakuldsiban. Nem ismert, vajon a TLR4 gén
polimorfizmusa befolydsolhatja-¢ az ischaemids stroke
kialakuldsinak kockizatit. A II. szamu vizsgilat célki-
tlizése az ischaemids agyi torténés és a TLR4 gén Asp-
299Gly/Thr3991le polimorfizmusa kozotti lehetséges
kapcsolat vizsgilata volt.
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A II1. szamn vizsgalat alapja és célkitiizése

A periodontitis kialakuldsiban donté szerepe van a
Gram-negativ  baktériumok kivaltotta gyulladdsnak.
A TLR4 gén funkcionilis polimorfizmusa csokkentheti
a Gram-negativ baktériumok elleni védekez8reakciot.
Nem tisztizott, vajon a TLR4-polimorfizmus befo-
lyasolja-e¢ a periodontitis kialakuldsat. A III. szdma vizs-
galat célul tlizte ki a krénikus periodontitis és a TLR4
gén Asp299Gly,/Thr3991le polimorfizmusa kozotti le-
hetséges kapcsolat vizsgdlatit.

Mobdszerek

A DNS-mintakat periférias vérbdl izoldlt mononuk-
ledris sejtekbdl nyerték. A koszegregiciés polimorfiz-
must polimerdz lincreakcioval és azt kovetd restrikcids
endonukledzhasitassal detektaltak (1. dbra).

A betegeket a heidelbergi egyetemi klinika jarébeteg-
rendelésén, illetve stroke-fekvébeteg-osztilyon valasz-
tottak ki.

Eredmények
1. szamu vizsgilat evedménye

Az l-es tipust diabetes mellitus (1'TDM) csoport 246
betege koziil 27-en voltak heterozigdéta hordozok a
TLR4-polimorfizmusra. A 2-es tipust diabetes melli-
tus csoportban (2TDM) 530 személy kozil 65 volt
heterozigdta hordozé mindkét polimorfizmusra. Mind-

Vit
Asp299Gly —

Vit
Thr3991le

1. dbra A restrikcios endonukledzhasitds utini PCR-termék megjelenése
3%-o0s agar6zgélen. A képen nyolc vizsgilt személy TLR4 gén

alléljai lithat6ak

A fels6 dbra az Asp299Gly allélra specifikus vizsgdlati eredményt
mutatja. Az 1-4 és 6-8-as szamu személyek alléljei homozigota
vad tipustak, mig az 5. személy heterozigéta. Vt: vad tipus

Az alsé dbra a Thr3991le allélra specifikus vizsgdlati eredményt
mutatja. Az 1-4 és 6-8-as szamu személyek alléljei homozigota
vad tipustiak, mig az 5. személy heterozigéta. Vt: vad tipus

ossze egy beteg volt homozigéta mindkét polimorfiz-
musallélra. Az 1'TDM-csoportban a genotipuseloszlas
nem kiillonbozott sem a veseérintettség, sem a periférias
idegzavar tekintetében. A 2TDM-csoportban a neph-
ropathids szovédményt vizsgalva szintén nem mutatott
killonbséget a genotipuseloszlas. Azonban a periférias
neuropathia elemzésekor a 2-es tipustt cukorbetegség-
ben szenvedSk csoportjaban erds asszocidciét muta-
tott az TLR4 Asp299Gly és a Thr3991Ile genotipus a
periférids neuropathia el6forduldsaval (p = 0,0002; OR =
0,35 [95%-0s CI: 0,19-0,611]) [6] (1. tablizat).

11. szamun vizsgalat evedménye

Harom kilonboz6 vizsgalati csoportot elemeztek. Egy
magas kockdzatt csoportot: cukorbeteg-populdciot (n, =
776) és két eset-kontroll csoportot (n, = 267, illetve n, =
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375). Egyik csoportban sem mutatkozott Osszefiiggés a
polimorfizmus hordozdsa és az ischaemids agyi torté-
nés eléfordulisa kozott (p, = 0,812,0R, = 1,13, 95%-0s
CI;: 0,45-2,78; p, = 0,572; OR, = 1,265 95%-0s CI:
0,57-2,8; p, = 0,106; OR, = 1,83; 95%-0s CIL,: 0,88—
3,8)[7].

1I1. szamun vizsgalat evedménye

Osszesen 129 személyt, 85 periodontitisben szenvedd
és 54 kontrollszemélyt elemeztek; 12 személynél talal-
tdk a TLR4 gén heterozigéta polimorfizmusit. Az egy-
valtozos statisztikai szdmitdsban a periodontitis és a
TLR4 genotipus kozti dsszetiiggés a szignifikancia ha-
tardhoz kozeli értéket adott, de azt nem érte el. A pe-
riodontalis paramétereket vizsgilva az Asp299Gly és
Thr3991le TLR4 genotipust hordozéknal azonban szig-
nifikinsan nagyobb csontvesztés és inytapaddsi veszte-
ség volt kimutathat6 [8].

Kovetkeztetések

Az 1. szam1 vizsgalat eredményei alapjan a Toll-like re-
ceptor-4 gén Asp299Gly- és Thr399Ile-polimorfizmus
gyakorisiga nem kiilonbozik 1-es és 2-es tipust cukor-
betegségben és nem kilonbozik a populiciés dtlagtél.
A TLR4 gén Asp299Gly- és Thr3991le-polimorfizmust
hordozé 2-es tipust cukorbetegekben a periférids neu-
ropathia elSforduldsa szignifikinsabb alacsonyabb a vad
tipust hordozékhoz képest.

A II. szdm1 vizsgalat eredménye alapjan a TLR4 gén
Asp299Gly- és Thr3991le-polimorfizmus nem befolya-
solja az agyi ischaemids torténés kockdzatat.

A III. szdm vizsgdlat eredménye alapjan a TLR4 gén
Asp299Gly- és Thr399Ile-polimorfizmus nem elégsé-
ges genetikai marker a kronikus periodontitis kockdza-
tanak felméréséhez.
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Végkovetkeztetésként levonhat6, hogy diabetes mel-
litusban, ischaemids agyi torténésben és kronikus
periodontitisben a TLR4 genotipus nem megfelelGen
érzékeny genetikai marker a kilonb6z6 kockizatok
megbecsiiléséhez.
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