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OZET

PYELONEFRIT SONRASI RENAL SKAR GELISEN VE GELISMEYEN
HASTALARDA TLR-4 ASP299GLY VE THRE399ILE POLIMORFiZM SIKLIGININ
VE BU HASTALARDA LOKOSIT TLR-4 EKSPRESYON DUZEYININ

ARASTIRILMASI

Giris ve Amag¢: Dogustan bagisiklik sistemi hulcrelerinde eksprese olan TLR-4,
Gram (-) bakterilerin LPS’lerini tanir ve inflamatuar sireci baslatir. Pyelonefrit
seyrinde bu inflamasyon renal skar olugsumuna yol agar. TLR-4 polimorfizmlerini
tasiyan cocuklarda sik idrar yolu enfeksiyonu gorulmektedir. Lokosit TLR-4
ekspresyonu sik tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu ve asemptomatik bakteriUrili
hastalarda daha dusuktur. Bu galismada, akut pyelonefrit gegiren hastalarda TLR-4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerinin sikligi ve Iokositlerde TLR-4 ekspresyon
dizeyi incelenerek, renal skar gelisimi ile bu degiskenlerin iligkisinin arastiriimasi

amaclanmistir.

Hastalar ve Yontem: Calismaya Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Nefroloji polikliniginde pyelonefrit tanisi ile izlenen ve primer vezikoUreteral reflu
(VUR) disinda uriner anomalisi olmayan hastalar alindi. Renal skar (+) hastalar Grup
1, renal skar (-) hastalar Grup 2, dnceki calismamizda incelenen kontrol olgulari ise
Grup 3 olarak gruplandirildi. Ayrica, TLR-4 ekspresyon duzeyinin belirlenmesi igin
yeni kontrol olgulari da c¢alismaya alindi. Her 3 grup arasinda periferik kan
orneklerinden elde edilen genomik DNA'da TLR-4 Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizm sikliklari ve periferik kan myeloid hicrelerinde bazal ve LPS sonrasi

TLR-4 ekspresyon diizeyleri karsilastirildi. istatisksel hesaplamalar igin SPSS 15.0
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paket programi kullanildi.

Bulgular: Calismaya toplam 168 hasta (Grup 1’de 86, Grup 2’de 82) ve 120 kontrol
olgu alindi. Grup 1 ve Grup 2’de myeloid hicre TLR-4 ekspresyon duzeyleri
benzerdi. Ancak, her iki grupta da bazal ve LPS sonrasi TLR-4 ekspresyon duzeyleri
Grup 3'ten dugslk saptandi. Gruplar arasinda TLR-4 Asp299Gly polimorfizm sikhgi
farkl degildi, ancak TLR-4 Thr399lle polimorfizm sikhid1 Grup 1 ve Grup 2’de kontrol
grubundan fazla idi. Grup 1 ve Grup 2 arasinda ise fark saptanmadi. Ote yandan,
TLR-4 Asp299Gily ile TLR-4 Thr399lle polimorfizm sikliklari ve TLR-4 ekspresyon
dizeyi VUR (-) vs VUR (+) ve tek pyelonefrit vs tekrarlayan pyelonefrit gegiren

hastalar arasinda farkh dedgildi.

Sonug: Pyelonefritli hastalarda TLR-4 Thre399lle polimorfizmi saglikli kontrollerden
fazla, l10kosit TLR-4 ekspresyon diuzeyi ise dugsuktir. Bu bulgular, TLR-4 Thre399lle
polimorfizmini tasiyan velveya Idkosit TLR-4 ekspresyon dizeyi dusuk olan
cocuklarda, olasilikla Uriner sistemden bakteri eradikasyonunun glgclesmesine bagh
olarak, pyelonefrit gelisimine yatkinlik oldugunu dustndirmektedir. Bununla birlikte,
TLR-4 polimorfizmlerinin ve TLR-4 ekspresyon duzeyinin pyelonefrit sonrasi renal

skar gelisimine etkisi gosterilememistir.

Anahtar kelimeler: Pyelonefrit, renal skar, TLR-4 ekspresyonu, TLR-4 polimorfizmi



SUMMARY
EVALUATION OF THE RATE OF TLR-4 ASP299GLY AND THRE399ILE
POLYMORPHISIMS AND LEUKOCYTE TLR-4 EXPRESSION LEVELS IN

PATIENTS WITH AND WITHOUT POSTPYELONEPHRITIC RENAL SCARRING

Background and Aim: TLR-4 is expressed in innate immune system cells,
recognizes LPS of Gram (-) bacteria and initiates inflammatory cascade. This
inflammatory process results in renal scarring during pyelonephritis. Children carrying
TLR-4 polymorphisms have recurrent urinary tract infections. Leukocyte TLR-4
expression level is decreased in patients with recurrent urinary tract infections and in
those with asymptomatic bacteriuria. In this study, we aimed to determine the rate of
TLR-4 Asp299Gly and Thr399lle polymorphisms and leukocyte TLR-4 expression
level in children with acute pyelonephritis in order to evaluate the association of those

parameters with renal scar development.

Patients and Methods: The study was performed in children with pyelonephritis and
without underlying urological anomalies other than primary vesicoureteral reflux
(VUR) who have been followed up in Pediatric Nephrology Outpatient Clinic of Dokuz
Eylul University Medical Faculty. Patients with and without renal scarring were
classified as Group 1 and Group 2, respectively, while the control cases in our
previous study were used as control group (Group 3). Furthermore, new control
cases were enrolled to determine leukocyte TLR-4 expression levels. All three
groups were compared for the rate of TLR-4 Asp299Gly and Thr399lle
polymorphisms determined in genomic DNA obtained from periperal blood samples,
and for basal and LPS stimulated periperal blood myeloid cell TLR-4 expression

levels. Statistical analyses were performed by SPSS 15.0 software.
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Results: There were 168 patients (86 in Group 1, 82 in Group 2) and 120 control
cases. Myeloid cell TLR-4 expression levels were similar in Groups 1 and 2.
However, both groups had lower basal and LPS stimulated TLR-4 expression levels
than Group 3. While the rate of TLR-4 Asp299Gly polymorphism was not different
among the three groups, the rate of TLR-4 Thr399lle polymorphism was higher in
Groups 1 and 2 than in Group 3. Group 1 and Group 2 were not different. On the
other hand, the rate of TLR-4 Asp299Gly and Thr399lle polymorphisms and TLR-4
expression levels were not different among VUR (-) vs VUR (+) and among single vs

recurrent pyelonephritis.

Conclusion: Patients with pyelonephritis had more frequent TLR-4 Thre399lle
polymorphism and lower leukocyte TLR-4 expression level compared to healthy
controls. These findings indicate that children carrying TLR-4 Thre399lle
polymorphism and/or having low level of leukocyte TLR-4 expression have a
tendency to develop pyelonephritis, probably due to difficulty in eradication of
bacteria from the urinary system. However, we could not show the association of
TLR-4 polymorphisms and of TLR-4 expression level to postpyelonephritic renal

scarring.

Keywords: Pyelonephritis, renal scarring, TLR-4 expression, TLR-4 polimorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Cocukluk cagindaki idrar yolu enfeksiyonlari (IYE) (riner sistemin anatomik
anormalliklerine ve/veya mesane disfonksiyonuna bagli olarak gelisir. Bununla
birlikte, bakteriyel virllans faktérleri ve konagin ba@isiklik yaniti da iYE olusumunda
onemli rol oynar (1). Pyelonefrit bobrek parankiminin bakteriyel enfeksiyonudur.
Bakterinin renal parankime inokulasyonu immun/inflamatuvar yaniti baslatir ve renal
skar olusumu ile sonlanabilir. Renal skar ise hipertansiyon ve kronik bdbrek

yetmezligi gibi komplikasyonlar ile iligkilendirilmistir (2).

idrar yolu enfeksiyonlarindan sorumlu patojen mikroorganizmalara karsi erken konak
yaniti “dogustan (innate) immin sistem” araciligi ile gerceklesir. innate immiin sistem
hlcreleri mikroorganizmalari “Toll benzeri” reseptorler (Toll like receptors, TLR)
aracihigi ile tanirlar (3). Buglne kadar hayvanlarda 13 tane TLR tanimlanmigtir (4).
IYE ile en fazla TLR -2, -4, -5 ve -11 iligkili bulunmustur (5, 6). TLR-4 siklikla Gram (-)

bakterilerin tipik lipopolisakkaritlerinin (LPS) taninmasinda rol oynar (3, 7).

TLR fonksiyonunu duzenleyen genetik polimorfizmlerin enfeksiyonlara yatkinlik ile
iligkileri Uzerinde calisiimakta olan bir konudur (8). IYE ile TLR-1,-2,-4 ve -5
polimorfizmleri arasinda iligki varligini gosteren c¢alismalar mevcuttur (9-11). Bu
polimorfizmlerden en sik TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin IYE gelisimi (izerindeki
etkileri incelenmis ve degisken sonugclar rapor edilmistir. Calismalarin bir kisminda bu
polimorfizmin asemptomatik bakteritri, IYE ve pyelonefrite yatkinlik yarattig
bildirilirken (9,12,13), bir calismada alt IYE'li hastalarda daha diisiik oranda
goruldugu ve bu polimorfizmin sistite kargi koruma sagladigi ifade edilmigtir (11).
TLR-4 Thr399lle polimorfizminin ise IYE ile iliskisinin arastirildigi tek bir ¢alisma

bulunmaktadir ve bu polimorfizm hastalarin higbirinde saptanmamistir. Ote yandan
-12-



TLR-4 ekspresyonu ile IYE arasindaki iliski de incelenmis, l6kositlerde TLR-4
ekspresyon diizeyinin asemptomatik bakterilri ve tekrarlayan IYE'de azaldig

bildirilmigtir (12,14).

TLR-4 ve IYE arasinda iligkiye kiyasla, TLR-4’tin renal skar gelisimi ile iliskisi daha az
sayida calismada incelenmistir. Bunlardan TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin renal
skar gelisimi Uzerine etkisi gosterilememistir (9,13). TLR-4 Thr399lle polimorfizmi ve
TLR-4 ekspresyonu ile renal skar gelisimi arasinda iligkiyi arastiran genis c¢apli bir

arastirma ise yapilmamistir.

Bu calismada, akut pyelonefrit sonrasi renal skar gelisen ve gelismeyen gocuklar
arasinda TLR-4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerinin sikligi ve |okositlerde
TLR-4 ekspresyon duzeyi karsilastirilarak, TLR-4 ekspresyon ve polimorfizmlerinin

renal skar gelisimindeki rollerinin degerlendiriimesi amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. idrar yolu enfeksiyonu

idrar yolu enfeksiyonu, (ist solunum yolu enfeksiyonundan sonra gocuklarda en sik
gorilen ikinci bakteriyel enfeksiyondur. Puberte oncesi donemde kizlarin %3-5,
erkeklerin %1-2’si IYE gegirmektedirler (15). IYE siklikla peritretral bélgede kolonize
olan bakterilerin asendan yol ile Uriner sisteme ulagsmasi sonucunda geligir. Tum yas
gruplarinda en sik etken enterobacteriaceae ailesinden gram negatif enterik
bakterilerdir (16). Cocuklarda tiim IYE'lerin %80-85’inden Escherichia coli (E. coli)
sorumludur (17). IYE, c¢ocuklarda fonksiyonel veya vyapisal (riner sistem
anormalliginin ilk bulgusu olabilir (18). Bu nedenle IYE saptanan gocuklarda bu
anormalliklerin arastirilmasi gerekir. Bununla birlikte, IYE ile bagvuran bircok cocukta
bu predispozan faktorlerin higbiri saptanmaz. Bu hastalarda bakteriyel virllans
velveya konagin bagisiklik sistemindeki farkliliklarin IYE olusumunda énemli rol

oynadigdi disunulmektedir (Sekil 1)
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Uriner sistemin
anatomik bozukluklari
- Ureterovezikal darlik
-Ureteropelvik darlik
- Vezikoureteral refli
- Bdbrek tas hastalig

Uriner sistemin
fonksiyonel bozukluklar
- Mesane dissinerjisi
- Inkomplet mesane bosaltimi
- Konstipasyon

Konak inflamatuvar
_ yaniti
- Innate immuin sistem

Bakteri ile ilgili faktorler
- Virulans faktorleri
- Adezinler veya fimbrialar
- Hemolizin ve sitotoksik
protein
- Serotip
- Bakteri genetigi

Sekil 1: idrar yolu enfeksiyonuna neden olabilen faktérler
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2.2. Pyelonefrit ve renal skar iligkisi

idrar yolu enfeksiyonunun en agir sekli olan pyelonefrit, renal parankimin bakteriyel
enfeksiyonudur. Pyelonefrit renal skar olugturarak hipertansiyon, gebelik sirasinda
preeklampsi ve kronik bdbrek yetmezligi gibi komplikasyonlara neden olabilir (19).
Pyelonefrit tanisi goéruntileme yontemlerinden 99Tc-dimercaptosuccinic acid (DMSA)
sintigrafisi ile konulmaktadir. Bununla birlikte, DMSA ile pyelonefrit tanisi konulan

hastalarin sadece %20-40’inda kalici renal skar gelismektedir (20).

2.3. Renal skar patogenezi

Akut pyelonefrit sonrasi gelisen renal skarin patogenezi tam olarak bilinmemektedir
(21). Pyelonefritten sorumlu bakterinin eradikasyonu igin konagin verdigi immun ve
inflamatuvar yanitin, erken renal parankimal hasar ve bunu izleyen renal skara neden

oldugu dusunulmektedir (22).

Renal skar olusumunda dogustan bagisiklik sistemi anahtar bir rol oynar. Bu surecte
bakteriyel endotoksinlerin etkisi ile kompleman aktivasyonu, noétrofil kemotaksisi,
fagositoz, lizozomal enzim salinimi, iskemi-reperfiuzyon hasari ve reaktif oksijen

radikallerinin Gretiminin etkileri tanimlanmigtir (23) (Sekil 2).
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Periliretral kolonizasyon L2
Tip 1 fimbria P fimbria —> Sitokin kaskadl | | .
\ / IL-8
Bakteriyel yapisma l
Endotoksin iliskili kompleman aktivasyonu immiin yanitin uyariimasi
l Cspb
Kemotaksis » Fagositoz
/ C3a \
Granulosit birikimi Respiratuvar patlama
Kapiller tikanikhk Notrofil enzimleri
l \ v
Renal iskemi Bakteri 6lima

|

Enerji kaynaklarinin tiketimi

l Endojen enzim
inhibitorlerinin blokaji
Hipoksantin T

(HOCL, Oy, H,0,, OH)

Reperflizyon — Reaktif oksidan liretimi

v

Tubduler hiicre olimu ve

Oksii parankimal hasar
syen

Renal skar

Sekil 2: Akut pyelonefrit sonrasi renal skara neden olan patofizyolojik olaylar
(Kaynak 23’den alinmistir)
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2.4. Dogustan ve kazaniimis bagisiklik sistemi

Mikroorganizmalara karsi konak savunmasi bagisiklik sistemi tarafindan yapilir.
Bagisiklik sisteminin iki parcasi vardir: Dogustan (innate) ve kazaniimig bagisiklik.
Kazanilmisg bagisiklik sisteminin 6geleri olan T ve B hucreleri mikroorganizmalari

immunoglobulin ve T-hicre reseptdrleri gibi antijen reseptoérleri araciligi ile tanir.

Dogustan bagisikliktan sorumlu hicreler ise (monosit/makrofaj, granulosit, dentritik
hicre) lipopolisakkarit (LPS) gibi mikrobiyal yapilari membranlarinda tasidiklari PRR
(Pathogen Recognition Receptor) araciligi ile tanimaktadirlar. Bu PRR’ler arasinda
TLR (Toll-like receptors), NLR (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat

containing receptors) ve RLR (Rig-I-like receptors) bulunmaktadir (24).

2.5. idrar yolu enfeksiyonu — innate immiin sistem iligkisi

IYE'den sorumlu patojen mikroorganizmalara karsi erken konakgl yaniti innate
immin sistem ile saglanir. innate immin sistemin birgok parcasi vardir. Bunlardan
tek yonlu idrar akimi, epitel hucre bariyeri, bakterinin yakalanmasini (musin gibi) ya
da yapismasini (Tamm-Horsfall gibi) engelleyen proteinler fiziksel elemanlari
olustururlar. Daha spesifik elemanlar arasinda sitokinler, noétrofiller, makrofajlar,
kompleman sistemi ve defensinler sayilabilir (25). Ayrica dendritik htcrelerin
matirasyonu ve antijen sunum kapasitesindeki artis neticesinde, innate immin

sistem adaptif immun sistemi bir tehlikeye isaret edercesine yonlendirir (26) (Sekil 3).
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Dendritik hiicre

mikroorganizma

PAMP tanima Makrofaj
infeksiyon, stres veya
transformasyon innate yant ~——  Adaptif yanit

Sekil 3: innate ve adaptif immiin yanit

(http://humanphisiology.wikispaces.com/08-Immune System)
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2.6. Toll-like reseptorler

TLRler PRR ailesinin (yelerindendir. ilk olarak 1996 yilinda, sadece dogustan
bagisiklik sistemi bulunan Drosophila organizmasinda, fungal enfeksiyona karsi
konak savunmasi icin gerekli olan bir reseptor (Toll) olarak tanimlanmistir (27).
Bundan kisa bir sure sonra da bu reseptorin memelilerdeki homologu (TLR-4)
gosteriimis ve bunun inflamatuar yanitta rol oynayan genlerin ekspresyonunu

uyardigi belirtilmigtir (4).

Bugune kadar 13 tane TLR tanimlanmigtir. Bunlardan TLR-1, -2, -4, -5, -6 ve -10
hicre ylzeyinde eksprese olup LPS ve teikoik asit gibi bakteriyel molekdilleri
algilamakta iken, TLR-3,-7,-8,-9,-11,-12 ve 13 endozom gibi hicre igi
kompartmanlarda bulunmakta ve nukleik asit yapisindaki antijenleri tanimada gorev

almaktadirlar (Tablo 1) (24).

Tablo 1. Toll-like reseptdr (TLR) ailesi, ligandlari, adaptor proteinleri ve aktif sinyal

yolaklari
Alt Uye Ana ligand Adaptor protein Sinyal yolagi
Grup
TLR1 TLR-1  Lipopeptidler MyD88, Mal NF-kB, MAPK
TLR-2
TLR-6
TLR-10
TLR3  TLR-3  dsDNA TRIF NF-kB,IRF3/7, MAPK
TLR4  TLR-4  Lipopolisakkarit MyD88, Mal, TRIF, NF-kB, IRF3/7,MAPK
TRAM
TLR5  TLR-5 Flagellin MyD88 NF-kB, MAPK
TLR7  TLR-7 ssRNA MyD88 NF-kB, IRF3/7,MAPK
TLR-8  ssRNA MyD88
TLR-9  CpG-DNA MyD88
TLR11  TLR-11 Uropatojenik bakteri, profiin ~ MyD88
TLR-12 MyD88
TLR-13 Vezikuler stomatit virts MyD88
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2.7. Toll-like reseptor ve enfeksiyon iligkisi

TLR bagisiklik hucreleri digindaki hlcrelerde de (mesane epiteli, renal tibdl epiteli
gibi parankimal hucreler) eksprese olmaktadir. TLR’lerin ekstrasellller ve intraselltler
olmak uzere iki kismi bulunmaktadir. TLR karakteristik olarak ekstraseluler |6sinden
zengin tekrar bolgeleri (LRR) ve intraselller Toll/IL-1 reseptor (TIR) bdlgesinden
olusur (3,28,29). Ekstrasellller kisim direkt veya indirekt yolla bakteri, mantar,
protozoa ve virUs gibi patojenlerde bulunan evrimsel olarak korunmus ligandlar ile
etkilesime girdiginde, intrastoplazmik TIR bdlgesi aracihgi ile bir dizi sinyal iletim
yolagi aktive olur ve sonunda antimikrobiyal protein ve inflamatuvar sitokinler olusur

(3, 28-30) (Sekil 4).

TLRIL]-R subfamilya

ILIR familya  TLR familya L'*S LBp

CDII/CDIS

Iz subfamilya liginden
zengin hijliim

TIR TIR hiicre membram
IL-1RI TLR1...TLR10
IL-1RACP
IL-18R K
IL-18R( f
(1) L ]
— "'.‘
$ tyrosine kinase domain NF-xB Toes )
niikleer membran ¢
TIR (TolIL-1 receptor domain)
T T A T T

Sekil 4: Toll/IL 1 reseptor (TIR) yapi ve iligkili hiicre igi sinyal yolagi

(Kaynak: http://www.inflammation.dk/iir/09inn/tlr.htm)
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Renal dokuda eksprese edilen TLR arasinda TLR-1,-2,-3,-4,-5,-6 ve -11

bulunmaktadir. Bunlardan TLR -2,-4,-5 ve -11 IYE ile en fazla iligkili olanlardir (5, 6).

2.8. Toll-like reseptor 4, pyelonefrit ve olasi renal skar iligkisi

TLR-4 monosit, makrofaj, nétrofil, endotel, epitel hicreleri ve fibroblastlarda eksprese
olup siklikla Gram (-) bakterilerin LPS’lerini tanir (31-36). Ancak LPS disinda taksol,
fuzyon proteini, sicak sok proteini, fibronektin, hyallronik asit, heparan sulfat,

fibrinojen, B-defensin-2 de TLR-4 tarafindan taninmaktadir (3,8).

TLR-4 ve LPS’ler arasindaki etkilesim sonucunda MyD88 gibi bazi adaptor
proteinlerin kullanildigi intraselller sinyal yolaklari (NF-kB, IRF3/7,MAPK) aktive olur
(Tablo 1) (24). Yine TLR-4’Un LPS disindaki ligandlari tanimasi da benzer yolaklarin

aktivasyonuna neden olur.

TLR-4’Un Gram (-) bakteri LPS'’i ile etkilesimi sonucunda, intrasellller sinyal
yolaklarinin aktivasyonu TNF-a, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin,
kemokinlerin, adhezyon molekdllerinin ve antimikrobiyal peptidlerin olusumuna ve bu
da mikroorganizmanin temizlenmesinde kritik rol oynayan nétrofil gdégiine neden olur
(3,37-40). Pyelonefrit seyrinde bu inflamatuvar hicreler tubul hicrelerinin 6limane ve
parankim hasarina yol agar (Sekil 2). Ayrica inflamatuvar hicreler yaninda bakterinin

kendisi de direkt renal hasara sebep olabilir.

Pyelonefrit sirasinda renal tibul epitel hicre hasarindan kaynaklanan defensinler ve
kUguk antimikrobiyal peptitler yanisira fibronektin, hyaluronik asit veya heparan sulfat

gibi ekstraselliler matriks yikim drtnleri de TLR-4’G uyarir. TLR-4 uyarisi, hucre igi
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sinyal yolaklarini aktive ederek, immun ve renal hicrelerden inflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin salgilanmasina ve bdlgeye yeni I6kosit gdcline yol acar. inflamasyonun
bu sekilde devam etmesi uzun vadede interstisyel fibrozis olusumu ile sonuglanabilir
(37,41-44) (Sekil 5). Benzer sekilde, kronik tubulointerstisyel hasara yol acan
patolojilerde, nekrotik renal hicrelerden agiga ¢ikan HSP ve GP96 gibi proteinlerin
de TLR-4 uyarisi yaparak doku hasarinin kroniklesmesine katkida bulunabileceqgi

ifade edilmigtir (45-47).

R BAKTERI
-fimbria -alfa hemolizin
-LPS
TLR-4 / \
INFLAMATUVAR YANIT HUCRE OLUMU
» (Lokal Uretilen kemokin ve sitokinler) > (apoptoz, onkoz, nekroz) <

v
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu

A 4

- Proteolitik enzimler
- Serbest radikaller

FIBROZIS VE RENAL SKAR

Sekil 5: Pyelonefrit sirasindaki konak yaniti ve sonrasinda gelisen renal skar
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2.9. Toll-like reseptor 4 polimorfizmleri

TLR’lerin fonksiyonunu dizenleyen genetik polimorfizmlerin enfeksiyonlara yatkinliga
sebep olup olmadigi, Uzerinde ¢alisiimakta olan bir konudur (8). TLR-4 Asp299Gly ve
TLR-4 Thr399lle polimorfizmlerini tasiyanlarda osteomyelit gibi Gram (-)
enfeksiyonlarin ve septik sokun daha sik goruldugu ileri suralmastir (7,48,49). Yine
bu polimorfizmler i¢in homozigot olan dondérlerden alinan monositlerde LPS yanitinin
azaldigi gosterilmistir (50). Bununla birlikte, Asp299Gly polimorfizmi igin heterozigot
bireylerde LPS'’in tetikledigi sitokin salinimi, vahsi tip allel tasiyanlardan farkl

bulunmamistir (51-54).

IYE ile TLR -1,-2,-4 ve -5 polimorfizmleri arasinda iliski varligina isaret eden
c¢alismalar mevcuttur (9-11). TLR-4 Asp299Gly tasiyicisi olan ¢ocuklarda, diger
uriner anormalliklerden bagimsiz olarak, tekrarlayan IYE'nin de sik gérildigi
bildirilmistir (37). Hawn ve ark. ise erigkin kadinlarda yaptiklari bir arastirmada TLR-4
Asp299Gly polimorfizminin tekrarlayan I[YE’den korunma sagladigini, ancak
pyelonefrit icin koruyucu olmadigini rapor etmislerdir (11). Ulkemizde yapilan bir
calismada, tekrarlayan IYE'li ve saglikli ¢ocuklarda TLR-4 Thr399lle polimorfizmi
saptanmadigi rapor edilmigtir (55). Akil ve ark. ise TLR-4 Asp299Gly polimorfizmini
alt ve Ust Uriner sistem enfeksiyonu geciren ¢ocuklarda kontrol olgularindan farkl
bulmamiglardir. Ancak, bu polimorfizmin pyelonefriti cocuklarda alt IYE'li
gocuklardan daha sik goruldiguna bildirmislerdir. Dahasi, istatistiksel anlam
tasimamakla birlikte, renal skar saptanan pyelonefritlilerde skar saptanmayanlara

gore de TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin daha sik oldugunu ifade etmiglerdir (13).
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2.10. Toll-like reseptor 4 ekspresyonu

Myeloid hicrelerde LPS ile temas sonrasinda transmembran sinyal iletimi igin TLR-4
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir (56). Septik hastalarda kontrol olgularina goére
monositlerde TLR-4 ekspresyonu artmis iken, granulositlerde azalmis oldugu

gosterilmigtir (57).

idrar yolu enfeksiyonu ile TLR-4 ekspresyonu arasindaki iliskiyi arastiran bir
calismada tekrarlayan IYE'li hastalarda tek IYE atadi geciren hastalara ve saglikli
kisilere goére monositlerde TLR-4 ekspresyonunun daha disuk dizeyde oldugu
saptanmistir (12). Ote yandan, asemptomatik bakteritirili hastalarda da kontrol
grubuna gore noétrofillerde TLR-4 ekspresyon dizeyinin dustk bulundugu bildirilmigtir

(14).

TLR-4 ekspresyonunun TLR-4 polimorfizmleri ile iligkisinin arastirildigi bir galismada,
TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi tasiyanlarda LPS temasi sonrasi hava yolu epitel
hlcreleri ve alveolar makrofajlarda TLR-4 ekspresyonunun azaldidi bildirilmistir (32,
50). Ancak TLR-4 Thr399lle polimorfizmi ile TLR-4 ekspresyonu arasinda iligkiyi

arastiran bir ¢alisma yapilmamigtir.
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. Calisma diizeni ve hasta segimi

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Nefroloji polikliniginde izlenen
ve klinik, laboratuar ve goruntuleme bulgulari ile pyelonefrit tanisi konulan hastalar
arasindan gonulli olanlarda gergeklestirildi. Obstriktif Gropatisi ve nérojen mesanesi
olanlar ¢alisma digi tutulurken, primer vezikoUreteral reflisu olan hastalar ¢alismaya
dahil edildi. Akut pyelonefrit ates (238.5 °C), anlamli bakteritiri (>10° cfu/ml) ve C-
reaktif protein yuksekligi (>*8 mg/L) olarak tanimlandi. Hastalar, akut pyelonefrit
atagindan en az alti ay sonra yapilan *"Tc-DMSA bébrek sintigrafisinde saptanan
hipoaktif alan ve/veya kontur dizensizligi varligina gore renal skar (+) (Grup 1) ve
renal skar (-) (Grup 2) olarak gruplandirildi. Kontrol grubunu (Grup 3) ise daha énceki
¢alismamizda kullanilan 100 saglikli olgu olusturdu (58). Buna ek olarak, TLR-4
ekspresyon diuzeyinin belirlenmesi igin hastalar ile benzer yasta 20 yeni kontrol
olgusu calismaya alindi. Calisma Dokuz Eylil Universitesi Etik Komitesi tarafindan
onaylandiktan sonra, hastalardan ve kontrol olgularindan bilgilendiriimis onam alindi.

Tum hastalarda Tablo 2’te gorulen degiskenler kaydedildi.
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Tablo 2. Hastalarin degerlendirmeye alinan degigkenleri

Yas

Tani yasl

Cinsiyet

Pyelonefrit sayisi

Serum kreatinin duzeyi
Glomertler filtrasyon hizi
Batin Ultrasonografi
Voiding SistoUretrografi

9Tc- Dimerkaptosiiksinik asit sintigrafisi

3.2. Myeloid hiicrelerde TLR-4 ekspresyon duizeyinin belirlenmesi

3.2.1. Periferik kan hticrelerinin lipopolisakkarit ile in vitro uyariimasi

Hastalardan alinan vendéz kan ornekleri steril lityum-heparin igeren tlplere
(Vacutainer®, BD-Plymouth, UK) aktarildi ve yarim saat icinde isleme alindi. Bu
amacgla 1 ml vendz kan ornegine 1 ug/ml konsantrasyonda Salmonella enterica
serotype minnesota’dan elde edilen LPS (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA)
eklenerek steril doku kulttr tiplerinde (Greiner bio-one, Germany) 37°C’de, %5 CO,
iceren inkUbatdrde 4 saat inklbe edildi (uyariimig TLR-4 ekspresyon tayini igin). Ayni
islemler her hasta icin LPS yerine steril serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter, Turkiye)

kullanilarak tekrarlandi (bazal TLR-4 ekspresyon tayini igin).
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3.2.2. Akim sitometrik boyama yéntemi

TLR-4 ekspresyon analizi HTA125 klonundan elde edilen phycoerythrin (PE) isaretli
monoklonal antikor (Thermo Scientific, USA) kullanilarak yapildi. Negatif kontrol
olarak fluorokrom isaretli izotipik fare IgG1 antikorlari kullanildi (Thermo Scientific,
USA). Batun antikorlar yeterli antikor konsantrasyonunu saptamak i¢in saglikli kontrol
ve pyelonefrit hastalarinin LPS ile uyarilmis hulcrelerinde titre edildi. Hucreler, ilgili
antikor ile buzdolabinda 20 dakika inkibe edildi. Kirmizi kan hicreleri Uretici firmanin
onerisi dogrultusunda BD FACS™ soliisyonu (BD Biosciences, San Jose, USA)
kullanilarak pargalandi. Eritrosit lizatlari ve baglanmayan antikorlar fosfat tamponu

(PBS) ile 3 defa yikanarak (1200/dk hizinda 5 dakika santriflj edilerek) uzaklastirildi.

3.2.3. Akim sitometrik analiz

TLR-4 hiicre yiizey ekspresyon &lgiimii BD FACSCalibur™ akim sitometri cihazi ile
(BD Biosciences, San Jose, USA) yapildi. Monositler ve nétrofiller forward scatter
(FSC, 6n sagilim) ve side scatter (SSC, yan sacilim) detektorlerinin dot plot

goruntusunde ayri ayri kapilandirilarak tanimlandi (Sekil 6).

Granulocytes <~

1023

SS
|

Lymphocytgg_f: L

34.4% A

0 T T T T T T T 023
FS

Sekil 6: Monosit ve granulosit hiicre gruplarinin belirlenmesi
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PE isaretli TLR-4 antikorlarinin fluoresansi 10”lik logaritmik bir skala Uzerinde
Olculdu. TLR ekspresyonu negatif ve pozitif degerler logaritmik histogram Uzerinde
sirastyla M1 ve M2 markerleri ile ayirt edildi. izotipik antikorlar ile 6lgiilen fluoresans
OlcimUn Uzerindeki degerler, TLR ekspresyonu pozitif olarak degerlendirildi ve “%”
(TLR ekspresyonu pozitif olan hiicre yiizdesi) olarak ifade edildi. izotipik antikorlar ile
ayni ya da daha dusuk fluoresans olgimleri ise negatif olarak kabul edildi (Sekil 7,8).
Olciimlere ait istatistiksel degerlendirme BD CellQuest™ Pro Software kullanilarak
elde edildi. Hucre bagina “ortalama fluoresans yogdunlugu” (OFY), esit eriyebilir
fluorokrom molekillere donustiraldi. M2 degeri ile kaydedilen hicrelerin yluzdesi
degigken oldugu igin, her bir denek igin TLR4-gostergesi (TLR44ss) “OFY x M2 (%)’
olarak belirlendi. TLR-4 ekspresyonu hem bazal sartlarda, hem de LPS uyarisi
sonrasi de@erlendirildiginden, LPS ile uyari sonrasi TLR4-gdstergesinin bazal TLR4-
gostergesine orani “uyari indeksi” olarak hesaplandi: Ul = (OFY x %).ps / (OFY x

%)Bazal (59)
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Sekil 7: Monositlerde bazal TLR-4 ekspresyon duzeyleri. Solda izotipik kontrol ile

boyanma, sagda PE ile isaretli TLR-4 ile boyanma.
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Sekil 8: Notrofillerde bazal TLR-4 ekspresyon duzeyleri. Solda izotipik kontrol ile
boyanma, sagda PE ile isaretli TLR-4 ile boyanma.
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3.3. Toll-like reseptor 4 polimorfizmlerinin belirlenmesi

Genomik DNA, periferik tam kandan Genomik DNA Purifikasyon Kiti (Roche,
Germany) kullanilarak elde edildi. TLR—4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmleri
“‘Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) teknigi ile belirlendi. TLR-4
Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerinin belirlenmesinde RFLP analizi i¢in, uygun
primerler (sirasiyla; 5'-gatagcatacttagactactactacctcctccatg—3’, 5'-gatcaacttctgaa
aaagcattcccac-3', 5'-ggttgcctggttictcaaaaggtggatttttggggaagaa—-3’, 5'-acctgaaaggac

ctggagggaagttgagtttaaaattgct—3') (Metabion, Germany) secilerek PCR yapildi.

PCR reaksiyonu, “thermal cycler” da (MJ Research, USA) 100 ng genomik DNA'nin
her birinden 1.5 mM MgClz, 100 yM dNTP, 50 pmol/ul primer, 1.0 U/ul Taq polimeraz
(Roche, Germany) ve PCR tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, %0.1
Triton-X 100) igeren 50 pyl'lik reaksiyon karisiminda, 94°C’'de 5 dakika (1 doéngu),
94°C’de 30 saniye, 58°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika (36 dongu) ve son olarak

72°C’de 5 dakika (1 dongu) tutularak gergeklestirildi (60).

PCR drunleri (TLR-4 Asp299Gily polimorfizmi igin 250 baz cifti blyukligine ve TLR-4
Thr399lle polimorfizmi igin 406 baz cifti buylkligine denk gelen bantlar) etidyum
bromur iceren %2’lik agoroz jel ile kontrol edildi (61). Baz degisikligi olan allel ile baz
degisikligi olmayan alleli ayirmak icin Ncol ve Hinfl (MBI Fermentas) isimli
restriksiyon enzimleri ile PCR UrinU kesilerek 37°C’de bir saat inkibe edildi.
Restriksiyon enzim Urlnleri  %Z2’lik agaroz jelde vydrutuldikten sonra UV
transluminator altinda DNA molekuler agirlik belirteci ile degerlendirildi. Asp299Gly
genotipi icin, nukleotid degisimini tasimayan normal bireylerde 250 baz giftlik tek
bant, heterozigot bireylerde 250 ve 220, 30 baz giftlik G¢ bant, homozigot mutant

bireylerde 220 ve 30 baz ciftlik iki bant goruldu. Thr399lle genotipi i¢in, nukleotid
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degisimini tagsimayan normal bireylerde 406 baz ciftlik tek bant, heterozigot bireylerde
406 ve 376, 30 baz ciftlik G¢ bant, homozigot mutant bireylerde 376 ve 30 baz ciftlik

iki bant gorulda.

3.4. Calisma sonuglarinin analizi
Calismadan elde edilen veriler dogrultusunda asagidaki degerlendirmeler yapildi:
1. Renal skar (+) hastalar, renal skar (-) hastalar ve kontrol olgulari arasinda
a. TLR-4 Asp299Gly polimorfizm orani
b. TLR-4 Thre399lle polimorfizm orani
c. Periferik kan grandlosit ve monositlerinde bazal kosullarda TLR-4
ekspresyon duzeyi
d. Periferik kan granllosit ve monositlerinde LPS uyarisi sonrasi TLR-4
ekspresyon duzeyi karsilastirildi.
2. TLR-4 Asp299Gly vs TLR-4 Thre399lle polimorfizm sikligi
a. Renal skar (+) hastalarda ve
b. Renal skar (-) hastalarda karsilastirildi.
3. VUR (+) ve VUR (-) hastalar arasinda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4 Thre399lle
polimorfizm oranlari ve TLR-4 ekspresyon duzeyleri karsilastirildi.
4. TLR-4 Asp299Gly velveya TLR-4 Thre399lle polimorfizm tasiyanlar ile bu

polimorfizmleri tagsimayanlarda pyelonefrit atak sayisi kargilastirildi.
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3.5. istatistiksel analiz

Tum istatistiksel iglemler SPSS 15.0 istatistik programinda yapildi. Coklu grup
ortalamalarinin  karsilastirlmasinda Kruskal-Wallis ve sonrasinda ikili grup
ortalamalarinin kargilastirilmasinda Mann-Whitney U veya Wilcoxon signed rank
testleri, ki-kare testi, gruplar arasi korelasyonlar Spearman korelasyon testi ile

degerlendirildi. istatistiksel anlamhlik igin p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin demografik ve klinik 6zellikleri

Gruplarin demografik 6zellikleri ve Grup 1 ve 2’nin klinik ve laboratuvar ozellikleri
Tablo 3 ve 4’de gorulmektedir. Grup 1 ve Grup 2 arasinda cinsiyet ve tani yasi
bakimindan fark saptanmadi. Ancak, Grup 3'te bu gruplara gore erkek orani daha
yuksek idi. Grup 3A’da hastalarin yasi diger gruplardan buytk idi (Tablo 3). Grup 1
ve 2 arasinda pyelonefrit sayisi, VUR orani ve GFH duzeyleri farkh degildi. Serum
kreatinin dizeyi Grup 1’de daha yuksek olmakla birlikte, ortalama dizeyler her iki
grupta da normal aralikta bulundu. Grup 1’de toplam 3 hastanin serum kreatinin
dizeyi normal sinirlarin Ustinde (ortalama 1.18+0.36), GFH ise duslUk (69.88+24.47

bulundu.

Tablo 3. Gruplarin yas ve cinsiyet bakimindan karsilastiriimasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Renal skar (+) Renal skar (-) Kontrol
(n=86) (n=82) Grup 3A" Grup 3B°

(n=100)  (n=20)

Yas (yil)° 89143 74129 35.5+204 8.5+6.3
Tani yasi (yil)* 3.0+£28 29+29

Cinsiyet (E/K)5 13/73 18 / 64 48/52 10/10
1. TLR polimorfizmi taranan kontrol hastalari

2. TLR ekspresyonu belirlenen kontrol hastalari

3. Grup 1, Grup 2’den blyuk (p=0.024). Grup 3A diger gruplardan daha blyuk (p<0.001)
4. Grup 1 ve 2 arasinda fark yok (p=0.770)

5. Grup 1 ile 2 arasinda fark yok (p=0.173). Grup 3, Grup 1 ve 2’den farkli (p<0.001)
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Tablo 4. Grup 1 ve Grup 2'deki hastalarinin klinik, laboratuar ve goéruntileme

bulgularinin karsilastiriimasi

Grup 1 Grup 2 p
(n=86) (n=82)
Pyelonefrit sayisi 27127 1.9+1.02 0.080
Vezikoureteral refli orani (%) 56 43 0.084
Serum kreatinin (mg/dL)’ 0.56 £ 0.17 0.51 £0.11 0.033
Glomeriiler filtrasyon hizi® 129.1 £ 26.7 128.2+20.4 0.833

1. Son kontrollerde alinan degerler

2. Shwartz formili kullanilarak hesaplanmistir

Tablo 5’de Grup 1 ve Grup 2’deki patolojik renal USG bulgulari gosterilmistir.

Tablo 5. Grup 1 ve Grup 2’de renal USG bulgulari

USG bulgusu Grup 1 Grup 2
(n) (n)
Atrofi 15 -
Hipoplazi - 1
Ekojenite artisi 3 -
Cift toplayici sistem (inkomplet) - 2
Multikistik displastik bobrek 1
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Grup 1 ve Grup 2'deki VUR orani farkli degildi (sirasi ile 45/83 ve 29/67, p=0.084).
Ancak Grup 1’de agir refli (= grade 3) orani Grup 2’ye gore fazla bulundu (sirasi ile

34/83 ve 16/67, p=0.036). Tablo 6'da Grup 1 ve 2’deki VUR dereceleri gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplarin vezikoureteral refll sikhidi ve derecesi

Vezikoureteral reflii derecesi

Yok 1.derece 2. derece 3.derece 4.derece 5.derece  Toplam

Grup1 [skar (+)] 38 2 9 22 10 2 83
Grup 2 [skar (-)] 38 5 8 13 2 1 67
Toplam 76 7 17 35 12 3 150
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4.2. Myeloid huicrelerde TLR-4 ekspresyonu

Bazal sartlarda ve LPS ile uyan sonrasindaki TLR-4 ekspresyonlari Tablo 7

(monositler igin) ve Tablo 8'de (notrofiller igin) gortlmektedir. Grup 2 ve Grup 1’de

bazal ve LPS ile uyariimis monosit ve noétrofil TLR-4 ekspresyon yuzdesi (%), OFY

ve TLR44s degerleri benzerdi. Ote yandan, Grup 3'de Grup 1 ve 2'ye gore bazal ve

LPS uyarisi sonrasi noétrofil ve monositlerde TLR-4 ekspresyonu anlamli dizeyde

daha fazla idi. Monosit ve nétrofillerdeki LPS temasi sonrasi TLR-4 ekspresyon artigi

her 3 grupta anlamli dlizeyde bulundu.

Tablo 7. Monositlerde bazal ve LPS ile uyariimis TLR-4 ekspresyon yuzdesi (%),

ortalama floresans yogunlugu (OFY), TLR-4 gosterge (TLR44ss) degerleri ve uyari

indeksi (Ul)

Bazal LPS sonrasi
Grup %' OFY'  TLR4ys"? %" OFY'  TLR4gs"?| UP
1 7.245.2 30.6£10.2 2.5%£2.7 13.616.9 34.2+10 4.8+3.2 | 3.5+£3.8
2 11.5£10.2 32.6114.5 4.2+44 17.9+8.7 38.1£16.3 7.2+5.1 | 3.5¢4.9
3 20£13.9 68+15.2 14+11.8 | 28.2+11.4 71.4+13.7 20.5£10.1 | 1.9£0.9

1 Grup 3'de Grup 1 ve 2’ye gore anlamli yiiksek (p<0.05)

2 Grup 1, 2 ve 3'te LPS sonrasi anlamh artig mevcut idi (sirasi ile p<0.001, p<0.001 ve p=0.002)

3 Her 3 grup arasinda anlamli bir fark yok (p>0.05)
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Tablo 8. Notrofillerde bazal ve LPS ile uyariimis TLR-4 ekspresyon yuzdesi (%),
ortalama floresans yogunlugu (OFY), TLR-4 goOsterge (TLR44ss) degerleri ve uyari
indeksi (Ul).

Bazal LPS sonrasi
Grup | %' OFY'  TLR4gs"? | %' OFY'  TLR4gs"?| UP
1 27+3.0 319+134 09+1.1 [5.0+33 32.3x11.9 1.8+23 |3.13.1
2 3.123.1 35.1#15.7 1.3+1.9 |5.8#39 33.6410.2 2.1+1.9 |3.0¢3.0
3 6.7+4.6 70.5+15.4 4.8+3.3 |115+54 72.9+17.6 8.3+4.8 |2.31.6

1 Grup 3’de Grup 1 ve 2’ye gore anlamli yiksek (p<0.05)
2 Grup 1, 2 ve 3’te LPS sonrasi anlamli artis mevcut idi (sirasi ile p<0.001, 0.003 ve 0.003).

3 Her U¢ grup arasinda anlamli fark yok (p>0.05)

4.2.1. Vezikolireteral reflii olan ve olmayan olgularda TLR44ss diizeyleri

Vezikoureteral refli varligi renal skar gelisimi agisindan risk faktori olmakla birlikte,
VUR (-) olgularda da skar olustugu bilinmektedir (20). Bu nedenle renal skar (+)
grupta (Grup 1) VUR (-) olgularin I6kosit TLR44ss duzeylerinin VUR (+) olgulardan
farkl olup olmadigi da arastirildi. VUR (-) ve VUR (+) olgular arasinda bazal ve LPS
sonrasi notrofil TLR4yss duzeyleri ile bazal monosit TLR4gss dizeyleri farkl
bulunmadi. Sadece LPS sonrasi monosit TLR44ss duzeyleri VUR (-) olgularda daha
yiiksek bulundu (Tablo 9 ve 10). Ote yandan, Grup 1’de yiiksek derece (=3. derece)
VUR'u olanlar ile diger olgular (disuk derece VUR'u olanlar + VUR'u olmayanlar)
karsilagtirildiginda, TLR44ss duzeylerinin farkllik gostermedigi belirlendi (Tablo 11 ve
12). Benzer sekilde, Grup 1 ve 2'deki tim olgular dikkate alindiginda yuksek derece
VUR'u olanlar ve diger olgular arasinda TLR44ss duzeyleri de farkli bulunmadi (veriler

gOsterilmemistir).
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Tablo 9. Grup 1’de VUR (+) ve VUR (-) hastalarin nétrofillerinde bazal ve LPS

sonras! TLR44ss degerleri

TLR445s VUR (+) VUR (-) p
(n=16) (n=28)

Bazal 09+13 0.7+04 0.834

LPS sonrasi 1.9+28 14+07 0.697

Tablo 10. Grup 1’de VUR (+) ve VUR (-) hastalarin monositlerinde bazal ve LPS

sonras! TLR4yss degerleri

TLR445s VUR (+) VUR () p
(n = 16) (n=8)

Bazal 23+3.1 20+16 0.093

LPS 42+37 6.1+16 0.011

Tablo 11. Grup 1’de yuksek derece (23. derece) VUR'u olanlar ile diger olgularin

(dusuk derece VUR'u olanlar + VUR'u olmayanlar) nétrofillerinde bazal ve LPS

sonrasi TLR44ss degerleri

TLR4gss VUR (23. derece) VUR(<3.derece) p
(n=15) (n = 24)

Bazal 09+14 1.2+1.8 0.371

LPS sonrasi 21129 1.7+£1.5 0.977
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Tablo 12. Grup 1’de yuksek derece (23. derece) VUR'u olanlar ile diger olgularin

(dustk derece VUR'u olanlar + VUR’u olmayanlar) monositlerinde bazal ve LPS

sonrasi TLR44ss degerleri

TLR4gss VUR (23. derece) VUR(<3.derece) p
(n=15) (n = 24)

Bazal 2.7+3.1 3.8+4.0 0.326

LPS sonrasi 54148 6.4+4.1 0.091

4.2.2. Tek ve birden fazla pyelonefrit atagi geciren olgularda TLR44ss diizeyleri

Sadece 1 pyelonefrit atagi geciren olgular ile tekrarlayan (>1) pyelonefrit atagi

geciren olgular arasinda l6kosit TLR44ss duzeylerinin farkli olup olmadigi da

arastinldi. Ancak, TLR44ss duzeylerinin bu iki grup hasta arasinda farkllik

gostermedigi belirlendi (Tablo 13 ve 14).

Tablo 13. Bir ve tekrarlayan pyelonefrit atagi geciren olgularin nétrofillerinde bazal

ve LPS sonrasi TLR44ss degerleri

TLR4gss 1 pyelonefrit 2 1pyelonefrit p
(n=28) (n=11)

Bazal 0.8+0.9 1.0+14 0.657

LPS 1.7+1.2 21134 0.272
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Tablo 14. Bir ve tekrarlayan pyelonefrit atagi gegiren olgularin monositlerinde

bazal ve LPS sonrasi TLR4yss degerleri

TLR4gss 1 pyelonefrit 2 1pyelonefrit p
(n=28) (n=11)

Bazal 3.6+4.2 2.8+3.6 0.545

LPS 74+49 5.3+4.0 0.351

4.3. Toll-like reseptor 4 polimorfizm oranlari

TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi kontrol vakalarinda %3 siklikta saptanir iken renal
skarli pyelonefritli olgularda %3.5, renal skari olmayan pyelonefritli hastalarda ise
%8.5 siklikta saptandi. TLR-4 Thr399lle polimorfizmi ise kontrol vakalarinda %2,
renal skarli pyelonefritli olgularda %14, renal skari olmayan pyelonefritli hastalarda
ise %12 siklikta mevcut idi. Polimorfizm saptanan tum olgular, bu polimorfizmler igin

heterozigot idi (Sekil 9-10).

1 2 3 4 5 6 7

Sekil 9: TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi. Ncol restriksiyon enzim kesimlerinin %2’lik
jelde ylratiimus resmi. Birinci vaka heterozigot TLR4 Asp299Gly polimorfizmi
tasiyor, digerleri homozigot normal.
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1 2 3 4 5 6
Sekil 10: TLR-4 Thr399lle polimorfizmi. Hinfl restriksiyon enzim kesimlerinin %2’lik
jelde yarutulmuas resmi. Bir ve ikinci vakalar heterozigot TLR-4 Thr399lle polimorfizmi
tasiyor, digerleri homozigot normal.

Gruplar arasinda TLR-4 Asp299Gly polimorfizm sikhdi farkh degildi. Ancak, TLR-4
Thr399lle polimorfizm sikligi pyelonefritli olgularda (Grup 1 ve Grup 2) kontrol

vakalarina gore daha fazla idi (Tablo 15).

Tablo 15. Gruplarin TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4 Thr399lle polimorfizm oranlari.

TLR4 Asp299Gly’ TLR4 Thr399lle”
GRUP n % N %
Grup 1 (skar [+])
(n=86) 3 3.5 12 14
Grup 2 (skar [-])
(n=82) 7 8.5 10 12.2
Grup 3 (kontrol)
(n=100) 3 3 2 2

1 Gruplar arasinda fark yok (p>0.05)
2 Grup 1 ve Grup 2’de Grup 3’e gore daha sik (sirasi ile p=0.004, p=0.015)
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4.3.1. Vezikodreteral reflii olan ve olmayan olgularda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4

Thr399lle polimorfizm oranlari

VUR (+) ve VUR (-) hastalar arasinda, TLR-4 Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizm
sikhiklari farkli degil idi. Ancak TLR-4 Thr399lle polimorfizmi hem VUR olan hem de
VUR olmayan grupta kontrol grubuna goére fazla saptandi (Tablo 16). Ayrica Grup 1
ve Grup 2 ayri ayri de@erlendirildiginde de VUR(+) ve VUR (-) olgular arasinda her iki
polimorfizm sikh@ farkli degildi (veriler gdsteriimemistir). Ote yandan, Grup 1 ve
2’'deki VUR (+) hastalar arasinda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4 Thr399lle polimorfizm
sikligi farkli bulunmadi. Benzer sekilde Grup 1 ve 2'deki VUR (-) hastalar arasinda da

her iki polimorfizm sikhigi benzerdi (veriler gosterilmemistir).

Tablo 16: VUR (+) ve VUR (-) hastalarda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4 Thr399lle

polimorfizm oranlari.

TLR-4 Asp299Gly’ TLR-4 Thr399lle”
Vezikolireteral refli n % n %
VUR (+) 6 8 10 13
VUR (-) 3 4 10 13
Kontrol 3 3 2 2

1 Gruplar arasinda fark yok (p>0.05)
2 Kontrol grubunda VUR (+) ve VUR (-) gruba gore siklik az (sirasi ile p=0.013, p=0.007)
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4.3.2. Tek ve birden fazla pyelonefrit gegiren olgularda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4

Thr399lle polimorfizm oranlari

Sadece 1 pyelonefrit atagi geciren olgular ile tekrarlayan (>1) pyelonefrit atagi
gegiren olgular arasinda TLR-4 Asp299Gly ve TLR-4 Thr399lle polimorfizm sikliklari
da karsilastirnildi. Ancak, bu polimorfizm sikliklarinin her iki grup arasinda farklilik

gostermedigi belirlendi (Tablo 17).

Tablo 17: Tek ve birden fazla pyelonefrit gegiren olgularda TLR-4 Asp299Gly ve

Thr399lle polimorfizm oranlari

TLR-4 Asp299Gly’ TLR-4 Thr399lle”

Pyelonefrit sikhigi n % n A
Tek 2 5 5 12
Tekrarlayan 4 7 7 12
Kontrol 3 3 2 2

1 Gruplar arasinda fark yok (p>0.05)
2 Kontrol grubunda 1 ve >1 pyelonefrit gecirenlerden daha az (sirasi ile p=0.026, p=0.012)
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5. TARTISMA

Pyelonefrit sonrasi gelisen renal skarin patofizyolojisi halen tam olarak
aciklanamamistir. Ancak pyelonefrit gecirme yasi ve siklidi, antimikrobiyal tedaviye
baslama zamani, bakteriyel virilans ve konagin genetik yapisinin pyelonefrit sonrasi
gelisen renal skarda 6nemli faktorler oldugu daha dnce belirtilmistir (62-67). Genetik
faktorler, mikroorganizmanin renal dokuya invazyonundan, pyelonefrit ve sonrasinda
gelisen renal skara kadar olan suregteki herhangi bir basamagi etkileyerek, bu sureci

kolaylastirabilir veya onleyebilir (20).

IYE sirasinda veya sonrasinda sitokinler, reseptorler ve adezyon molekiilleri gibi
gesitli gen UrlUnlerinin farkli konsantrasyonlari inflamatuar yanitin dizenlenmesinde
rol oynarlar. Bu nedenle, galismalar bu genlerin polimorfizmleri veya polimorfizm
kombinasyonlari Uzerinde odaklanmistir (67). Gram (-) mikroorganizmalarin renal
epitel ve innate immun sistem hucreleri tarafindan taninmasinda TLR-4’Un roll

bilinmektedir. Bu nedenle, IYE olgularinda TLR-4 gen polimorfizmleri arastiriimistir.

TLR-4 polimorfizmi ile IYE arasindaki iligkiyi arastiran calismalarda, siklikla TLR-4
A(896)G genotipi (TLR-4 Asp299Gly polimorfizmi) tizerinde durulmustur. idrar yolu
enfeksiyonu olan 103 c¢ocuk ve 235 saglikli kontrol olgu ile yapilan bir ¢alismada,
tekrarlayan alt ve Ust IYEli cocuklarda renal anormalliklerden bagimsiz olarak
kontrollere gore TLR-4 (896)AG genotipinin ve TLR-4 (896)G allelinin daha fazla
oldugu gosterilmigtir (sirasi ile genotip igin %15 vs %8, allel igin %8 vs %4) (9).
Eriskin IYE'li hastalarda da TLR-4 A(896)G genotipi ve TLR-4 (896)G allel siklig
kontrollere gore daha yuksek bulunmustur (sirasi ile genotip igin %16 vs %9, allel igin
%8 vs %4). Ancak, bu galismada akut Uretrit ve sistitli olgular kontrollerden farkl

iken, akut pyelonefriti hastalarda kontrollere gore fark saptanmamistir (12). Ote
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yandan, eriskin kadinlarda yapilan bir ¢alismada TLR-4 A896G genotip ve allel sikligi
sistit (n=431) vakalarinda kontrollerden (n=430) daha az, pyelonefrit (n=400)
vakalarinda ise kontrollerden daha yuksek bulunmustur. Yazarlar TLR-4 A896G
genotipinin sistitten koruyucu oldugu, pyelonefritten ise koruyucu olmadidi sonucuna
varmiglardir (11). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, TLR-4 A896G genotip ve allel
sikhigi IYE'li gocuklarda (n=112) saglikli gocuklardan (n=93) farkli bulunmamis, ancak
ust IYE'li cocuklarda alt IYE'li gocuklara goére daha fazla saptanmistir (13).
Calismamizda bu c¢alismalardan farkli olarak sadece pyelonefrit gecirmis olan
¢ocuklarda ve saglikli olgularda TLR-4 Asp299Gly polimorfizm sikligi incelenmis ve

iki grup arasinda fark saptanmamistir (%6 vs %3).

Vezikolreteral reflii, 6zellikle yiiksek derece olanlar, IYE igin bir risk faktériidiir (68).
Ancak, pyelonefrit atagi gecgiren hastalarin yarisindan fazlasinda VUR olmadigi da
bilinmektedir (25). VUR (-) oldugu halde pyelonefrit geciren hastalarda TLR-4
polimorfizmlerinin daha sik gorulmesi o©ngorulebilir.  Nitekim TLR-4 A896G
polimorfizminin  VUR ile iligkisinin arastirildigr bir c¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada VUR (-) hastalarda TLR-4 A896G allelinin sikhg VUR (+) hastalardan
yiksek olma egiliminde oldugu bildiriimistir (%13 vs %2). Yazarlar IYEye
predispozan anatomik anormalligi olmayan hastalarda TLR-4 polimorfizmi gibi
genetik faktorlerin 6neminin daha fazla olabilecegini one surmusglerdir (9). Ancak,
bizim hasta grubumuzda VUR (-) ve VUR (+) hastalar arasinda her iki TLR-4
polimorfizminin sikligi farkli bulunmamistir (TLR-4 Asp299Gily igin %4 vs %8; TLR4

Thr399lle igin %13 vs %13).

TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin IYE’deki roliine iliskin ¢cok sayida ¢alisma olmasina

karsin, literatiirde TLR-4 Thr399lle polimorfizmi ile IYE arasindaki iligkinin arastirildig
- 46 -



sadece bir calisma bulunmaktadir. Ulkemizde gergeklestirilen bu calismada, saglikli
(n=30) ve IiYEli (n=30) cocuklarin hicbirinde TLR-4 Thr399lle polimorfizimi
saptanmamigtir (55). Bizim ¢alisma grubumuzdaki 168 hastanin 22 tanesinde (%13)
ise TLR-4 Thr399lle polimorfizmi belirlenmistir. Bu oran kontrol olgulardakine goére
(%2) anlamli 6lgiide yuksektir. Onceki calismada hasta ve kontrol olgularinin

sayisinin yetersiz olmasi, TLR-4 Thr399lle polimorfizmi sikhidini etkilemis olabilir.

Myeloid hicrelerde LPS ile temas sonrasinda transmembran sinyal iletimi igin TLR-4
ekspresyonu artmaktadir (56). Bu nedenle, Gram (-) bakteri enfeksiyonu ve sepsisli
olgularda TLR-4 ekspresyon dizeyleri daha 6nce arastirma konusu olmus, septik
hastalarda kontrol olgularina gbére monositlerde TLR-4 ekspresyonunun arttigi,
granulositlerde ise azaldigi gosterilmistir (57). Lokositlerde TLR-4 ekspresyon duzeyi
ile IYE iligskisinin arastirldi§i 2 calisma bulunmaktadir. Birinde asemptomatik
bakterilrili ¢ocuklarda (n=17) kontrol (n=24) olgulara goére notrofillerde TLR-4
ekspresyonunun daha az oldugu gosterilmistir (14). Diger ¢alismada ise tekrarlayan
pyelonefritli hastalarda, tek pyelonefrit gecgiren hastalara ve kontrol olgularina goére
monositlerde TLR-4 ekspresyonu daha dusik dizeyde bulunmustur (12).
Calismamizda, hem notrofii hem de monositlerde TLR-4 ekspresyon duzeyleri
pyelonefritli olgularda kontrol grubundan dusuk bulundu. Bununla birlikte, tekrarlayan
pyelonefrit ile tek pyelonefritli hastalar arasinda ekspresyon duzeyi farkli bulunmadi.
Ote yandan, ¢alismamizda VUR (+) ve VUR (-) hastalarin 16kosit TLR-4 ekspresyon
dizeyleri de arastinlmistir. Literatirde verilerimizi karsilastiracak veri olmamakla
birlikte bu iki grup hastanin I6kositlerindeki bazal ve LPS sonrasi TLR-4 ekspresyon

duzeyleri birbirinden farkli bulunmamistir.

idrar yolu enfeksiyonlarinda TLR-4 polimorfizmi ve ekspresyonlarinin rolii Gizerinde



¢ok sayida calisma yapilmis olmakla birlikte, pyelonefrit sonrasi renal skar
olusumuna TLR-4 polimorfizmlerinin ve ekspresyon diuzeylerinin etkisi Uzerinde fazla
durulmamistir. Bu alanda yapilan galismalardan birinde, TLR-4 (896)G allel sikhgi
renal skar (+) pyelonefritlilerde, renal skar (-) pyelonefritli olgulardan ve kontrol
grubundan farkli bulunmamistir (sirasi ile %7, %8 ve %4) (9). Ulkemizde yapilan bir
calismada ise skar (+) pyelonefritli gocuklarda (%11) skar (-) pyelonefritli gocuklara
(%5) gore TLR-4 (896)G allel sikligi daha fazla bulunmakla birlikte, anlamli bir fark
olmadigi rapor edilmistir. Dahasi, bu iki grup ile saglikli kontroller (%7) arasinda da
fark saptanmamistir (13). TLR-4 299AspGly polimorfizm sikhidi bizim skar (+) ve skar
(-) pyelonefritli olgularimizda ve kontrol vakalarinda benzer idi (sirasi ile %3.5, %8.5
ve %3). Ote yandan, diger calismalardan farkli olarak hastalarimizda TLR-4
Thr399lle polimorfizm sikhgr da arastirlmis ve skar (+) ile skar (-) pyelonefritli

hastalar arasinda farkli bulunmamistir (sirasi ile %14 ve %12.2).

Lokositlerde TLR-4 ekspresyon duzeyi ile renal skar gelisimi arasindaki iligkiyi
arastiran genis kapsamli bir ¢calisma bulunmamaktadir. Calismamizda nétrofil ve
monositlerde bazal ve LPS sonrasi TLR-4 ekspresyon duzeyleri skar (+) pyelonefritli
ve skar (-) pyelonefritli olgularda kontrol olgularindan dusuk bulundu. Ancak, skarli ve

skarsiz pyelonefritli hastalar arasinda fark saptanmadi.
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Literatirde TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin IYE ve renal skar gelisimi tizerindeki
etkilerine yonelik degisken sonuglar rapor edilmistir. Calismalarin bir kisminda bu
polimorfizmin asemptomatik bakteritri, IYE ve pyelonefrite yatkinlik yarattig
bildirilirken (9,12,13), Hawn ve ark.’nin ¢alismasinda alt IYE'li hastalarda daha disik
oranda gorulduglu ve bu polimorfizmin sistite karsi koruma sagladigi ifade edilmistir
(11). Caismamizda elde edilen veriler TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin pyelonefrit
ve renal skara egilimi etkilemedigi yonindedir. Ote yandan, daha ©énce TLR-4
Thr399lle polimorfizminin IYE ile iliskisinin arastirildigi tek bir galisma bulunmaktadir
ve olgu sayisinin ¢ok dusuk oldugu galismada bu polimorfizm hastalarin higbirinde
saptanmamigtir. Bizim c¢alisma grubumuzda ise TLR-4 Thr399lle polimorfizmi
pyelonefritli hastalarda %13 gibi yuksek bir oranda saptanmistir ve pyelonefrit atagi
gecirme egiliminin bu polimorfizmi tasiyanlarda daha belirgin olarak arttig
gorulmektedir (OR 7.4). Bununla birlikte, pyelonefrit sayisi ve renal skar gelisimine
adi gegen polimorfizmin etkisi gdézlenmemigstir. Calismamizda renal skar gelisimini
etkileyen temel faktor yuksek derece VUR varligi olarak saptanmistir. Karoly ve ark.
TLR-4 Asp299Gly polimorfizminin VUR (-) hastalarda VUR (+) olanlara gore yuksek
siklikta gérildtiguni bildirmisler ve IYE'ye predispozan anatomik anormalligi olmayan
hastalarda genetik faktorlerin  hastallk olusumundaki 6neminin  arttigini
vurgulamiglardir (9). Bununla birlikte, bizim hastalarimizdan VUR (-) ve VUR (+)
olanlar arasinda ne TLR-4 Asp299Gly ne de TLR-4 Thr399lle polimorfizm sikhgi

farkli bulunmamigtir.

Lokositlerde TLR-4 ekspresyon dizeyinin asemptomatik bakterilri ve tekrarlayan
IYE'de azaldigi bildirilmistir (12,14). Ragnarsdottir ve ark. asemptomatik bakteritirili

hastalarda azalmis TLR-4 ekspresyonunun driner sistemi inflamasyonun
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sekellerinden korudugunu ileri surmuglerdir. Bizim hasta grubumuzda ise skar
varligindan bagimsiz olarak pyelonefritli hastalarda saglikli kontrollere gére monosit
ve notrofil TLR-4 ekspresyon duzeyleri disuk bulunmustur. Bu veriler I6kositlerde
azalmis TLR-4 ekspresyon duzeyinin pyelonefrite yatkinligi arttirdidini, ancak

pyelonefrit atagi gecirenlerde renal skar gelisimini deg@istirmedigini gdstermektedir.

Sonuc¢ olarak, TLR-4 Thre399lle polimorfizmi pyelonefritli hastalarda saglikl
kontrollerden fazla gorilmektedir. Ote yandan, pyelonefritli hastalarda l6kosit TLR-4
ekspresyon duzeyi de kontrol grubundan disuktlr. Bu durum, TLR-4 Thre399lle
polimorfizmini tasiyan ve/veya TLR-4 ekspresyon duzeyleri disuk olan ¢ocuklarda,
olasilikla Uriner sistemden bakteri eradikasyonunun glglesmesine bagl olarak,

pyelonefrit gelisimine yatkinlik olmasi ile agiklanabilir.
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6. SONUCLAR

1. Grup 2'de Grup 1’e gbre bazal ve LPS ile uyariimis monosit ve notrofil TLR-4
ekspresyon dizeyi daha yuksek, ancak istatisksel olarak anlamli degil idi. Ancak,
TLR-4 ekspresyon diuzeyi Grup 1 ve 2’de Grup 3’e gore anlamli dlglide dusuk
saptandi. Her Ug¢ grupta, bazal dizeylere gore LPS sonrasi monosit ve nétrofil TLR-4

ekspresyonunda anlamli artis belirlendi.

2. TLR-4 Asp299Gily polimorfizm sikligi her G¢ grup arasinda farkli degil iken, TLR-4
Thr399lle polimorfizm sikhidi Grup 1 ve 2’de (pyelonefritli hastalar) Grup 3’e (saglikl
kontroller) gore fazla bulundu. Grup 1 (skar olan) ve Grup 2 (skar olmayan) arasinda

fark saptanmadi.
3. Hem Grup 1’de hem de Grup 2'de VUR (+) ve VUR (-) hastalar arasinda ne TLR-4
polimorfizm sikliklari ne de l6kosit TLR-4 ekspresyon duzeyleri bakimindan fark

saptanmadi.

4. Tek IYE ve tekrarlayan IYE gegciren hastalar arasinda TLR-4 ekspresyon diizeyleri

ve TLR-4 polimorfizm sikliklari farkli bulunmadi.
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