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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TLR2, TLR4 VE TLR9 POLIMORFIZMLERININ IYE ENFEKSIYONLARININ TiP
VE VIRULANSI ILE MOLEKULER ILiSKiSI
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Es Danisman: Dog. Dr. Ahmed AbdulJabbar SULEIMAN

Idrar yolu enfeksiyonuna neden olan bakterilerin antibiyotik direnci giinden giine
artmaktadir. Ozellikle idrar yollar1 enfeksiyonun tedavisinde antibiyotik kullanimi
hususunda dikkatli olunmasi1 gerekmektedir. Bu calisma, Irak'in Ramadi sehrinde
yiiriitiilmiistiir. idrar Yolu Enfeksiyon'lu hastalardan 95 idrar 6rnegi toplanmistir. Bu
orneklerden bakteriler izole edilerek teshisleriyapilmistir. E. coli en sik tanimlanan
Gram negatif bakteri olarak tespit edilmistir. Bunu sirasiyla; Klebsiella sp., Proteus sp.
ve Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus sp., Streptococcus sp. takip etmistir. Daha
sonra IYE olan hastalardan alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmustir.
RS121917864, RS4986790 ve RS352140 SNP'lerin genotipini belirlemek icin TETRA
ARMS-PCR teknigi kullanilmistir. Istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde,
RS4986790’nin hasta drneklerinde GG genotip sikligim1 %28, kontrol 6rneklerinde %2
olarak tespit edilmistir. RS352140°nin, hasta 6rneklerinde GG genotip siklig1 %28, AA
genotip sikligt ise %4 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar, yabanil genotipin
tim SNP'lerde idrar yolu enfeksiyonuna en sik rastlanan genotip oldugunu gostermistir.
Bunlara ek olarak homozigot genotip Gram-negatif bakterilerde, Rs121917864,
Rs4986790 ve Rs352140°ta en az siklikta goriilmistiir. Gram pozitif bakterilerde ise en
yiiksek enfeksiyon Rs121917864, Rs4986790 homozigot genotiplerinde ve Rs352140
yabanil genotipinde tespit edilmistir. Ayrica, en diisiik enfeksiyon oranlar1 ise
Rs121917864 ve mutasyona ugramis Rs121917864 ve Rs4986790 genotiplerinde
bulunmustur.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

MOLECULAR ASSOCIATION OF TLR2, TLR4 TLR9 POLYMORPHISMS WITH
TYPE AND VIRULENCE OF UTI INFECTIONS

Sameer Abdulrazzag ALI ALI

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
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Antibiotic resistance of bacteria causing urinary tract infection is increasing day by day.
Particular attention should be paid to the use of antibiotics in the treatment of urinary
tract infections. This study was conducted in Ramadi, Irag. 95 urine samples were
collected from patients with UTI. Bacteria were isolated and identified from these
samples. E. coli has been identified as the most frequently identified Gram-negative
bacteria. This in order; Klebsiella sp., Proteus sp. and Gram-positive bacteria
Staphylococcus sp., Streptococcus sp. has followed.. Then, DNA isolation was made
from blood samples taken from patients with UTI. TETRA ARMS-PCR technique was
used to determine the genotype of RS121917864, RS4986790 and RS352140 SNPs.
When the statistical analysis results were evaluated, the frequency of GG genotyping in
patient samples of RS4986790 was determined as 28% and 2% in control samples. The
frequency of GG genotyping in patient samples of RS352140 was 28%, and the
frequency of AA genotyping was 4%. Our results showed that the wild genotype was
the most common genotype for urinary tract infection in all SNPs. In addition, the
homozygous genotype was seen least frequently in Gram-negative bacteria,
Rs121917864, Rs4986790 and Rs352140. In Gram-positive bacteria, the highest
infection was detected in Rs121917864, Rs4986790 homozygous genotypes and
Rs352140 wild genotypes. In addition, the lowest infection rates were found in
Rs121917864 and mutated Rs121917864 and Rs4986790 genotypes.
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1 GIRIS

Idrar yollar1 enfeksiyonunun tanimina, gesitlerine, niiksetmesine, bakteriyolojisine, risk
faktorlerine ve hastalik yiikiine yer verilmektedir. Bununla birlikte, tedavi yontemlerine
de deginilmektedir. Bununla birlikte heniiz baslangicta ifade etmek yerinde olacaktir ki
idrar yolu enfeksiyonuna neden olan bakterilerin antibiyotik direnci giinden giine
artmaktadir ve idrar yolu enfeksiyonlarmm (IYE) tedavisinde antibiyotik kullanimi
konusunda dikkatli olmak sarttir. Idrar yollar1 enfeksiyonu; iiretra, mesane, iireterler ve
bobrekler gibi idrar yolunun herhangi bir yerinde ortaya ¢ikan ve oldukga sik goriilen
bir enfeksiyon tiiriidiir. Idrar yollar1 enfeksiyonlarin, ayakta gerceklestirilen
tedavilerin yaklasik %1’ine karsilik geldigi bilinmektedir (Schappert and Rechtsteiner
2011). Idrar yollar1 enfeksiyonlar1 genellikle kadinlarda daha sik goriilmektedir. Idrar
yollar1 enfeksiyonu prevelansinin yatan hastalar arasinda da yiiksek oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, hastanede kaldiklart siire boyunca en az 24 saat
kateterize edilen hastalarin yaklasik %4 linde idrar yollar1 enfeksiyonu tespit edilirken,
kateterize edilmeyen hastalarin yaklasik %1’inde idrar yollart enfeksiyonu tespit
edilmistir (Ugkay et al. 2013).

Bu calismada, Klebsiella pneumonia min neden oldugu idrar yolu enfeksiyonunda
TLR2, TLR4 ve TLRY geni polimorfizmleri arasindaki iligki arastirilacaktir. Bunun
yani sira idrar yolu enfeksiyonlar: ile TLR2, TLR4 ve TLRY genlerinin genotipleri
arasindaki iliski, olusan enfeksiyonun siddeti ve enfeksiyon konsantrasyonunu artiran

genetik degisiklikler arastirilacaktir.



2 LITERATUR OZETi

2.1 1Idrar Yollar1 Enfeksiyonu Semptomlari

Idrar yollari, disar1 agilmasi sebebiyle mikroplarin istilasmna &zellikle yatkin hale
gelmektedir. Bakteriler, normalde iiretral agikligin etrafindaki dokularda bulunmakta ve
siklikla idrar yolunu kolonize etmektedir. Escherichia coli ile kolonize olmus erkekler
arasinda idrar kiiltliriinde iretral kolonizasyon orant %1- %5 araligindayken bu oran
daha Once idrar yollar1 enfeksiyonu gegiren bir kadin ile cinsel birliktelik yasayan
erkeklerde daha yiiksek olmaktadir (Foxman et al. 2002). Kadinlar arasinda ise tretral
kolonizasyon oraninin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Oyle ki, kadinlarda vajinal
bosluk ve rektal aciklik, iiretral agikliga yakindir ve kadinlarda bakterilerin iiremesine
elverisli olan daha nemli periiiretral alanlarin varhig s6z konusudur. Uretra girisinde,
daha kisa tretral uzunluk nedeniyle bakterilerin kadin mesanesine yilikselme olasiligi
erkek mesanesine gore daha yiiksektir. Kadinlarda asemptomatik bakteritiri (ASB)
goriilme sikligr %3,5 iken (Evans et al. 1978), bu oran cinsel iliskiden sonra ¢ok daha
yiiksek hale gelmektedir (Evans et al. 1978, Nicolle et al. 1982). Ayrica hem erkeklerde
hem de kadinlarda asemptomatik bakteriiiri goriilme sikligi yasla birlikte artig
gostermektedir (Evans et al. 1978, Nicolle et al. 1982, Nicolle 2009). Asemptomatik
bakteriliri i¢in yapilan calismalarda diger idrar yollar1 enfeksiyonlarinda goriilen
semptomlarin benzerleri goriilmiistiir. Yani her tiir enfeksiyonda pozitif idrar kiiltiirii ve
idrar tahlili bulgular1 aynidir ancak idrar yolu enfeksiyonuna neden olabilecek herhangi
bir belirti ya da semptomun varligindan s6z etmek miimkiin degildir (Evans et al. 1978,

Nicolle 2009).



Cizelge 2.1 Idrar yolu enfeksiyonu sendromlari (Foxman et al. 2002)

Laboratuvar Bulgular:

idrar idrar

Sendrom Kiiltiri | Tahlili

Belirtiler ve Semptomlar m

Asemptomatik

Bakteriiiri + + Idrar yolu ile ilgili bir bulgu yoktur. m

Siklik, aciliyet, diziiri; daha az yaygin olarak suprapubik | |
Sistit + + basing, halsizlik, noktiiri, inkontinans (¢ocuklarda ve
yaglilarda daha yaygindir)

Siklik, aciliyet, diziiri, sirt agrisi, yan agrisi, ates, titreme, [

Piyelonefrit * * halsizlik, bulanti, kusma, anoreksi, karin agrisi.
Kateterle Tanimlanmis baska bir neden olmaksizin ates, titreme,
iliskili idrar zihinsel durum degisikligi, halsizlik veya uyusukluk; yan
Y§llar1 + + agrisi, kostovertebral ag1 hassasiyeti, akut hematiiri,

pelvik rahatsizlik. Eger Katater ¢ikarilmigsa: Sistit veya

Enfeksiyonu piyelonefrit ile ayni.

Asemptomatik bakteriiirinin, gebelik haricinde tedavi edilebilir bir durum olmadigi
bilinmektedir. Bunun aksi durumunda, asemptomatik bakteriiiri tedavisi, saglikli
bireylerde genellikle semptomatik idrar yollar1 enfeksiyonun ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir ve antibiyotik direncine sahip bakteri se¢ilimini artirmaktadir (Cai et al.
2012). Bu nedenle, kateterize hastalar arasinda asemptomatik bakteriiiri taramasi ve
tedavisi onerilmemektedir (Hooton et al. 2010). Bununla birlikte, gebelik donemindeki
fizyolojik degisimler, asemptomatik bakteriiiri tanis1 konan gebe kadinlar1 piyelonefrite
daha duyarli hale getirmektedir (Ramos et al. 2012). Gebelik déoneminde asemptomatik
bakterilirinin gorilme sikligi %2- %20 arasinda degisebilmektedir ve bu hastalarin
tedavi edilmemesi halinde s6z konusu vakalarin %20-%40’1nda piyelonefrit gelisimi
goriilebilmektedir (Kazemier et al. 2012). Piyelonefrit hem anne hem de yenidogan igin
hayati bir tehlike riski ortaya c¢ikarabilmektedir (Kazemier et al. 2012). Gebelik
doneminde asemptomatik bakteriiiri taramasi ve tedavisi bu riski yaklasik %80 oranina

azaltabilmektedir (Smaill and VVazquez 2007).



Diziiri gibi idrar yollar1 enfeksiyonuna ait iiriner semptomlar yalnizca idrar yollari
enfeksiyonlarindan kaynaklanmayabilmektedir bu nedenle asemptomatik bakteriiirinin
yuksek sikligr da goéz Oniinde bulunduruldugunda, idrar yollar1 enfeksiyonu tanisi
koymak karmagik bir hal alabilmektedir. Vajinit, klamidya ve bel soguklugu gibi
hastaliklar da idrar yollar1 enfeksiyonuna benzer semptomlara neden olabilmektedir. Bu
nedende asemptomatik bakteriiiri ve idrar yollar1 semptomlarinin tek bagina ortaya
cikmasi dnem arz etmektedir. Ozellikle bu durumlarin cinsel aktivite ile iliskili oldugu
g6z Oniinde bulunduruldugunda, idrar kiiltiirii ve idrar tahlili ile tan1 konulmalidir.
Bunun aksi durumlar da s6z konusudur. Ornegin, 18 — 29 yas araliginda ve cinsel olarak
aktif olan kadinlarda her ne kadar siklik, aciliyet ve diziiri ile yiiksek idrar yollar1

enfeksiyonu riski goriilse de negatif sonu¢ veren idrar kiiltliri s6z konusu

olabilmektedir (Gordon et al. 2013, Bent et al. 2002).

Sistitte idrar semptomlar1 mesane ile siirlidir, ancak st kanal tutulumu meydana
gelebilmektedir. Premenopozal kadinlar arasinda, diziiri en yaygin semptomlar olarak
goriilmektedir. Postmenopozal kadinlar, yaslilar ve ¢ocuklar arasinda hasta halsizlik,
noktiiri, inkontinans veya kotli kokulu idrar sikayeti goriilebilmektedir. Sistit hayli
yaygindir. Oyle ki, idrara bagl bir sikint1 ile acil servise basvuran hastalar arasinda
sistitin  goriilme siklig1 kadinlarda %4-%5 araliginda iken erkeklerde %1,5-%2
araligindadir (Anger et al. 2008). Bununla birlikte, toplamda bir yil igerisinde
gerceklestirilen klinik bagvurularinda; kadinlarda %12-%13 erkeklerde ise %2,5-%3
oraninda bir siklik gériilmektedir (Laupland et al. 2007). Kadinlarin yasamlari boyunca
en az bir kez idrar yollar1 enfeksiyonuna maruz kalma orani ise %60- %65 araligindadir

(Foxman et al. 2000).

Piyelonefritte idrar yollar1 semptomlar1 goriilebilecegi gibi goriilmedigi durumlarda séz
konusu olmaktadir ancak buna siklikla ates, titreme, sirt agrisi, bulanti ve kusma eslik
edebilmektedir. Piyelonefritin goriilme siklig1 sistitten daha diisiiktiir ancak yas ve
cinsiyet kriterleri benzerdir (Ki et al. 2004). Kadinlar, erkeklere gore daha yiiksek bir
risk grubu olusturmaktadir ancak bu farkliliklar ilerleyen yasla birlikte azalmaktadir

(Brown et al. 2005).



Idrar sondasi takilan ya da baska bir ifade ile kateterize edilen hastalarda, sondanin
takildig1 her bir giin i¢in idrar yollart enfeksiyonu gelisme riski %3- %10 oraninda artis
gostermektedir (Warren et al. 1979). Bununla birlikte, idrar yollar1 enfeksiyonu
semptomlar1 gériilmiiyorsa, nedensiz ates, titreme veya halsizlik gibi genel semptomlar
da s6z konusu degilse, kateterle ilgili bakteriiiri tedavi edilebilir bir durum olarak
degerlendirilememektedir (Hooton et al. 2010). Kateterler, tim nozokomiyal
enfeksiyonlarin neredeyse {i¢te birini olusturan nozokomiyal idrar yollar1 enfeksiyonlari
igin baslica risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Lewis et al. 2013). Kateterle
ilgili idrar yollar1 enfeksiyonu riski, katater tipine bagl degildir (Pickard et al. 2012).

2.2 lIdrar Yollar1 Enfeksiyonunun Tekrar Goriilmesi

Idrar yollar1 enfeksiyonlari, degisen siklikta niiksetme egilimindedir. Yapilan gesitli
caligmalar, hastaligin ilk bir yil igerisinde niiksetme sikliginin %19 - %22 oldugunu
belirtirken (Craig et al. 2009, Salo et al. 2012), ilk alt1 ay icerisinde niiksetme sikliginin
% 24 - %25 oraninda oldugunu gostermektedir (Foxman et al. 2000). Bununla birlikte,
daha once iki ya da daha fazla defa idrar yollar1 enfeksiyonu hastalig1 geciren kadinlarin
daha once bir kez idrar yollar1 enfeksiyonu geciren ya da hi¢ enfeksiyon gecirmeyen
kadinlara gére 2—5 kat daha fazla niiksetme riski ile karsi karsiya oldugu tespit

edilmistir (Hooton et al. 1996).

Idrar yollar1 enfeksiyonunun niiksetme orani erkeklerde kadinlara gore daha azdir.
Ayakta tedavi goren erkek hastalarda ilk bir ay igerisinde niiksetme riskinin yaklagik %4
oldugu belirtilirken, bir ay ve bir y1l aralifinda niiksetme oraninin yaklasik %8 oldugu

tespit edilmistir (Drekonja et al. 2013).

Ayrica belirtmek gerekir ki, piyelonefrit de siklikla niiksetmektedir. Oyle ki, ilk 12 ay
icerisinde tekrar riski kadinlarda yaklasik %10 erkeklerde ise yaklasik %6 olarak
bildirilmektedir. Ikinci kez tekrarlamasimna yénelik oranlar da kadimlarda ve erkeklerde
%20 - %22 iken besinci defa tekrarlama oranlari da hem erkekler hem kadinlarda

yaklagik %50 - %55 araligindadir (Ki et al. 2004).



2.3 Bakteriyoloji

Idrar; bakteri gelisimi ve biiyiimesi igin oldukca elverisli bir ortamdir. Bu nedenle
idrarda cok sayida ve cesitli bakteri iiremektedir. idrar yolunda kolonilesen bakteriler,
cogu durumda hastaliga neden olmamaktadir. Bunun nedeni, konak¢inin, bakterileri
sistemden uzaklastirmak i¢in ¢ok cesitli etkili savunma yontemine sahip olmasidir. Bu

yontemlerin baslicalari, idrara ¢ikma ve dogal bagisiklik tepkisidir (Mulvey et al. 2000).

Idrar yollar1 enfeksiyonuna neden olan bakterilerin hayatta kalmalarini saglayan
0zellesmis niteliklerinden s6z etmek miimkiindiir. Bunlarin arasinda, biyofilm olusumu,
tirotelyal hiicre istilasi, adezinler, toksinler ve sideroforlarin sayilmasi miimkiindiir.
Ayrica bakterilerin viicuttan uzaklastirilmasini 6nleyen kateterizasyon gibi miidahaleler
de etkilidir (Mulvey et al. 2000, Pitout 2012). Oyle ki, nozokomiyal enfeksiyon
oraninin toplum kaynakli enfeksiyon oranina gore yiiksek olmasinin nedeni de bu

sekilde aciklanabilmektedir (Pitout 2012).

Idrar yollar1 enfeksiyonlarinin tiim semptomlarinda, her yas grubunda ve her iki
cinsiyette, tiim ortamlarda en biiyiik etken Escherichia coli bakterisidir. Oyle ki, yas
grubuna bakilmaksizin, ayakta tedavi goren hastalarin yaklasik %75’inde, nozokomiyal
enfeksiyonlarin yaklasik %70’inde ve saglik bakim ile ilgili enfeksiyonlarin yaklasik
%50’inde etkili olan bakteri E. coli’dir (Laupland et al. 2007). Idrar yollar
enfeksiyonlarima neden olan E. coli, bilinen {iropatojenik faktorlerin varhiginda
degisiklik gostermektedir ve ¢ok cesitlidir (Marrs et al. 2005, Vigil et al. 2011) ve
ayrica ¢ok sayida farkli genetik soyu temsil etmektedir (Paulsen et al. 2013, Wirth et al.
2006). Uropatojenik E. coli nin antibiyotik direnci hayli artmis olsa da direng paternleri
hasta poplilasyonuna ve cografi bolgeye bagli olarak degiskenlik gostermektedir

(Paulsen et al. 2013).

E. coli'ye ek olarak, farkli bakteri tirleri de degisen siklikta idrar yollar
enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. Bu bakteriler; gram negatif Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa Ve Proteus mirabilis ile gram pozitif

Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus saprophyticus olarak siralanabilmektedir



(Amna et al. 2013). Tekrar niikseden idrar yollar1 enfeksiyonlarinda, erkeklerde,
yabanci cisim veya tikanikligin s6z konusu oldugu vakalarda ve idrar sondasi olan
hastalarda E. coli harici etkenlerden kaynakli idrar yollar1 enfeksiyonu gelisme riski
daha yiiksektir (Amna et al. 2013).

2.4 Risk Faktorleri

Idrar yollar1 enfeksiyonlari igin risk faktdrleri, konag: potansiyel iiropatojenlere maruz
birakan faktorlere, iiropatojenler tarafindan kolonizasyonu artiranlara ve konagin
kolonizasyona neden olan hastaliklara yanit vermesine yol acan faktorlere ayrilarak
incelenebilmektedir. Uropatojenler, bagirsak, periiiretral bolge, vajinal bosluk ve idrar
yolu dahil olmak iizere birgok ortamda yasamaktadir. Bireyler arasinda cinsel aktivite
dahil olmak iizere kisiden kisiye dogrudan temas yoluyla ve fekal-oral yolla
aktarilabilmektedir. Uropatojenlerin gogu, bakteriyoloji bashiginda da incelendigi iizere
idrar yolunda yerlesmelerini saglayan Ozellesmis niteliklere sahiptir (Terlizzi et al.
2017)

Idrar yollar1 enfeksiyonlarmin temel risk faktorleri su sekilde siralanabilmektedir:

e Cinsel iliski

e Daha once gerceklesen idrar yollart enfeksiyonu

e Kadin cinsiyeti

e Kondom, diyafram ve spermisid gibi dogum kontrol araglarinin kullanilmasi,
e Vajinal enfeksiyon,

e Diyabet

e Obezite

e Genetik yatkinlik

e Anatomik anomaliler.

Bagirsakta, periiiretral bolgede ve vajinal boslukta bulunan bakteriler siirekli olarak

idrar yoluna dogru hareket etmektedir. Bu hareket manipiilasyon, kateter yerlestirme ve



cinsel aktivite ile giiglendirilmektedir. Uretral ve anal aciklik ve potansiyel
tiropatojenlerin yasadigi vajinal bosluk arasindaki daha kisa mesafe nedeniyle kadinlar
ozellikle bu hastaliga daha duyarlidir. Uretral agikliktan mesaneye olan mesafe de
kadinlarda daha kisadir, bu da bakterilerin mesaneye ylikselmesini kolaylastirmaktadir
ve bunun yani sira kadinlarda peritiretrumda bakterilerin biiytidiigii daha nemli alanlar
vardir. Bununla birlikte, semptomlar yalnizca konak¢min bagisiklik yaniti devreye
girdiginde ortaya ¢ikmaktadir. Sik idrara ¢ikamayan, norojenik mesaneli veya
tikanikli§1 olan hastalar gibi mesanesini tamamen bosaltamayan veya bagisikligi
baskilanmis, komorbiditeleri olan ve yasi ilerlemis olanlarda bagisiklik tepkisine

baglanma sans1 artmaktadir (Amna et al. 2013, Salvador et al. 2012).

Yukarida da belirtildigi iizere, idrar yollar1 enfeksiyonlarinin niiksetme orani hayli
yiiksektir. Gegmiste idrar yollart enfeksiyonu tanisi alan hastalar 6nemli bir risk
grubunu olusturmaktadir (Foxman et al. 2000). Bu durum, konakg¢i davraniginin,
konak¢1 duyarliliginin ve bakteriyel faktorlerin ya da bu ii¢ faktoriin hepsinin bir
bilesimi ile iligkili olabilmektedir. Konak¢inin davranisi, idrar yollar1 enfeksiyonlari ile
giiclii bir sekilde iliskilidir. Cinsel aktivite, bakterilerin hem erkeklerde hem de
kadinlarda liretraya taginmasina neden olabilmekte ve idrar yollart enfeksiyonu riskini
artirabilmektedir. Dogum kontrol yontemlerinde kullanilan araglar da idrar yollar
enfeksiyonu riskini artirmaktadir. Oyle ki kondom, diyafram ve spermisid kullanimi ile
idrar yollar1 enfeksiyonu riski arasinda dogrusal bir iligki mevcuttur (Foxman et al.
2000). Ayrica, bakteriye vajinoz gibi vajinal enfeksiyonlar da idrar yollar1 enfeksiyonu
riskinin artis1 ile iliskilidir. Bu tir enfeksiyonlar E. coli’nin biiylimesini ve
kolonilesmesini kolaylastirabilmektedir (Harmanli et al. 2000, Scholes et al. 2005).
Idrar yollar1 enfeksiyonlarmin semptomlarindan piyelonefrit ve sistit igin risk faktorleri
hemen hemen ayni olmakla birlikte, gebelik esnasinda meydana gelen anatomik
degisiklikler, gebe kadinlar1 piyelonefrite karsi daha savunmasiz hale getirmektedir

(Scholes et al. 2005, Ramos et al. 2012).

Ozellikle nozokomiyal enfeksiyon hallerinde, hastalara katater uygulanmasi da
enfeksiyon i¢in risk olusturmaktadir. Hastaya kataterin yerlestirilmesi ile bakterilerin

mesaneye taginmasi kolaylastirilmaktadir. Bu nedenle katater, bakteri istilas1 i¢in ek bir



portal islevi gormektedir. Katater yerlestirilmesi, idrar yollar1 enfeksiyonu riskini dort
kata kadar artirmaktadir (Ugkay et al. 2010). Bununla birlikte, herhangi bir tibbi
manipiilasyon ve komorbiditenin varligi, idrar yollar1 enfeksiyonu riskini artirmaktadir.
Oyle ki, huzurevi ve bakimevi gibi yerlerde barman kisilerde en sik goriilen enfeksiyon
tiirti idrar yollar1 enfeksiyonudur (Dwyer et al. 2013). Herhangi bir cerrahi operasyon ve
bilhassa genitoiiriner sistemin manipiilasyonunu ve idrar sondasinin yerlestirilmesini
iceren operasyonlar, idrar yollar1 enfeksiyonu riskini biiylik 06lgiide artirmaktadir
(Regenbogen et al. 2011). Ayrica, idrar yollar1 enfeksiyonu riski ilerleyen yasla dogru
orantilt bir sekilde artis gostermektedir. Yaslilarda en etkili risk faktorleri, siddetli
bilissel bozukluklar, giinliik yasami etkileyen sakatlik halleri, idrar kagirma ve yakin

zamanda gegirilen idrar yollari enfeksiyonlaridir (Caljouw et al. 2011).

Tip — 2 Diyabet de idrar yollar1 enfeksiyon riskini artirmaktadir. Diyabet hastalarinda
idrar yollar1 gelisme riski saglikli bireylere gore yaklasik dort kat daha fazladir (Hirji et
al. 2012). Bununla birlikte obezitenin de idrar yollar1 enfeksiyonlari i¢in bir risk
olusturdugu tespit edilmistir. Viicut kitle indeksleri yiiksek olan obez kisilerde idrar
yollari riskinin yaklagik %25 oraninda fazla oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, D
vitamin diizeyi, yas, giinliik etkinlik diizeyi gibi metabolik hastaliklarla iliskili faktorler
de idrar yollar enfeksiyonu riski ile dogrudan iligkilidir (Saliba et al. 2020).

Hastalik yiikiiniin ve hastalik siddetinin bakteriyel viriilans genleri ile konakg¢inin
bagisiklik tepkisi arasindaki bir etkilesimden kaynaklandigi da degerlendirilmektedir
(Ragnarsdottir and Svanborg 2012). Bu baglamda, asemptomatik bakteriliri ve
piyelonefritli bireyler arasinda, toll benzeri reseptorler (TLR), interferon diizenleyici
faktorler ve kemokin reseptorleri gibi enflmatuar yaniti kodlayan genlerdeki
polimorfizimlerin de hastalik tizerinde etkisi s6z konusudur (Hawn et al. 2009,

Ragnarsdottir and Svanborg 2012).

2.5 Hastalik Yiikii

Idrar yollar1 enfeksiyonlarmin biiyiik cogunlugu mesane ile sinirlidir. Tipik semptomlar,

hematiiri, diziiri, aciliyet, siklik, noktiiri, rahatsiz edici koku ve karin agrisidir.



Semptomlar yaklagik dort giin devam etmekte, yaklasik {i¢ giin aktivite kisitlamasina
neden olmakta ve yine yaklasik iic glin boyunca rahatsizlik hissi yaratmaktadir.
Semptomlarin li¢ giinden fazla siirdiigii vakalarin sayis1 hayli azdir. En kisa siire
semptom hematiiri iken en uzun siliren semptom idrar sikligidir. Bununla birlikte idrar

yollar1 enfeksiyonlarimin yillik toplam maliyeti milyarlarca dolar1 bulmaktadir (Foxman
2000)

Idrar yollar1 enfeksiyonun en biiyiik nedeni E. coli bakterisidir. Ayrica, E. coli
bakteriyemisi de goriilmektedir. Uriner Kataterizasyon uygulanan yatarak tedavi géren
hastalarda bakteriyemi riski ve bakteriyemiye bagli 6liim riski Onemli Olgiide
yiikselmektedir. Katater iligkili bakteriyemi idrar yollar1 enfeksiyonu olan hastalarda

yedi giin icerisinde 6liim riski yaklasik %30 civarindadir (Melzer and Welch 2013).

2.6 Toll Benzeri Reseptorler

Bu boliimde, meyve sinegi olarak da bilinen Drosophila ve memelilerde dogustan gelen
bagisiklik sistemi uyarimini saglayan ve bir dizi konak savunma mekanizmasini
baslatan Toll benzeri reseptorler {izerinde durulacaktir. Toll benzeri reseptér (TLR)
ailesinin bilinen on ii¢ liyesi vardir ve TLR-1’den TLR-13’e kadar siralanmaktadir.
Calismamizin bu kisminda, memelilerdeki ve dolayisiyla insandaki TLR reseptorleri ele

alinacaktir.

2.6.1 Tamm ve genel bilgiler

Bagisiklik sistemi, istilaci patojenik mikroorganizmalar1 analiz ederek, kendine ait olan
ve olmayam1 ayirt ederek belirlemekte ve ortadan kaldirmaktadir. Memelilerde
bagisiklik sistemi "dogustan gelen bagisiklik" ve "uyarlanabilir bagisiklik" seklinde
ikiye ayrilabilmektedir (Hoffman et al. 1999). Uyarlanabilir bagisiklik, B ve T
hiicrelerinin ylizeyinde eksprese edilen antijen reseptorlerini kullanarak ve boylelikle
peptit antijenlerini taniyarak kendine ait olmayanlari tespit etmektedir. Cok cesitli

potansiyel antijenlere yanit verebilmek i¢cin B ve T hiicreleri, immiinoglobulin ve T

10



hiicresi reseptdr genlerini yeniden diizenleyerek binden fazla farkli antijen reseptorii
tirii olusturmaktadir. Antijen reseptdrlerinin kognat antijen tarafindan baglanmasi,
lenfositin  klonal genislemesini ve ayrica antijene Ozgii antikorlarin iiretimini
tetiklemektedir. Hayli karmasik olan bu sistem, yalnizca omurgalilarda goriilmekte ve
mikrobiyal enfeksiyona kars1 gii¢lii bir savunma sistemi olusturmaktadir. Buna karsilik,
ilk olarak yaklagik bir asir dnce tanimlanmis olan dogustan gelen bagisiklik sistemi,
filogenetik olarak korunmustur ve hemen hemen tiim c¢ok hiicreli organizmalarda

mevcuttur (Hoffman et al. 1999).

Droshophila’nin mantar enfeksiyonuna kars1 gelistirdigi savunma mekanizmalari
incelenirken kesfedilen Toll ailesinin bir homologu da kisa bir siire sonra memelilerde
tanimlanmistir. Bunun ardindan, yapisal olarak meyve sinegindeki Toll ile iligkili bir
protein ailesi tanimlanmis ve bunlarin hepsine Toll Benzeri Reseptorler (TLR) adi
verilmistir (Medzhitov et al. 1997). TLR ailesi temelde TLR-1 ve TLR-10 araliginda on
adet liyeden olusurken, son gelismelerle birlikte bu saymin 13’e kadar yiikseldigi
bilinmektedir (Medzhitov et al. 1997, Rock et al. 1998, Takeuchi et al. 1999, Chuang
and Ulevitch 2000, Chuang and Ulevitch 2001).

Insandaki her bir TLR geninin kromozomal konumu tespit edilmistir (Rock et al. 1998,
Takeuchi et al. 1999, Chuang and Ulevitch 2000). TLR1 ve TLR6, 4p14°e ¢ok yakin bir
konumda (Rock et al. 1998, Takeuchi et al. 1999), TLR2 ve TLR3 sirasiyla 4q32 ve
4q35 tzerinde, TLR4 ve TLRS ise sirastyla 9q32-33 ve 1q33.3 iizerinde (Rock et al.
1998), TLR7 ve TLRS8, Xp22’de ardisik olarak bulunurken, TLR9, p21.3 iizerinde
haritalandirilmistir (Chuang and Ulevitch 2000).

TLR ailesi iiyeleri yapisal olarak, hiicre dis1 alanlarda, bir 16sin agisindan zengin tekrar
(LRR) alan1 ve hiicre i¢i alanlarinda ise bir TIR alaninin varhigi ile karakterize
edilmektedir. Insan TLR ailesi iiyelerinin amino asit dizilerinin karsilastirilmast
yapildiginda TLR ailesi iiyelerinin bes alt aileye ayrildig1 goriilebilmektedir (Takeuchi
et al. 1999). Bu alt aileler, TLR3, TLR4, TLR5, TLR2 ve TLR9 alt aileleri olarak
incelenebilmektedir. TLR2 alt ailesi, TLR1, TLR2 TLR6 ve TLR10’dan olusmaktadir.
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TLRY alt ailesi, TLR7, TLR8 ve TLR9’dan olusmaktadir. TLR3, TLR4 ve TLRS5

aileleri ise yalnizca kendilerinden ibarettir (Takeuchi et al. 1999).

TLR2 alt ailesinde TLR1 ve TLR6, oldukga benzer proteinlerdir ve genel amino asit
sekansinda %69,3 06zdeslik sergiler, ancak her iki reseptoriin TLR alanlari, %90'n
tizerinde Ozdeslikle yiiksek oranda korunmaktadir (Takeuchi et al. 1999). TLR1 ve
TLR6, bir eksondan olugan benzer genomik yapilara sahip olduklarindan ve aym
kromozomda art arda konumlandiklarindan, bunlar evrimsel bir kopyalamanin iirtinleri

olarak degerlendirilebilmektedir (Takeuchi et al. 1999).

TLR'lerin bes alt aileye boliinmesi de genomik yapilarina baghdir. TLR2 geninin iki
eksonu vardir. Genellikle tiim kodlama dizileri ekson 2'nin iginde bulunmaktadir.
Bunun yami sira TLR7, TLR8 ve TLR9 dahil olmak iizere TLR9 alt aile {iyeleri iki
ekson tarafindan kodlanmaktadir (Chuang and Ulevitch 2000, Chuang and Ulevitch
2001, Du et al. 2000).

TLR7 ve TLRS8 genleri, amino asit dizilerinde %42,3 6zdeslik ve %72,7 benzerlik
gosterir, benzer genomik yapilara sahiptir ve X kromozomunda birbirine yakin
konumlandirilmistir (Chuang and Ulevitch 2000, Chuang and Ulevitch 2001, Du et al.
2000).

TLR4 ve TLRS5 genleri sirasiyla dort ve bes eksona sahiptir. TLR3, bes eksona sahip
olmast ve proteinin 2 ile 5 eksonlar1 tarafindan kodlanmasi bakimindan TLR'ler
arasinda benzersiz bir yapiya sahip oldugunun gostergesidir. Bu durum, sadece bir veya
iki ekson tarafindan kodlanan diger tiim TLR'lerin tersi olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Chuang and Ulevitch 2000, Chuang and Ulevitch 2001, Du et al. 2000).

2.6.2 TLR cesitleri ve molekiiler mekanizmalari

Tanimlanan ilk memeli TLR'si olan TLR4'lin ektopik asir1 ekspresyonunun, gesitli

inflamatuar sitokinler ve kostimiilator molekiiller i¢in genlerin indiiksiyonuna neden
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oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, TLR'lerin, 6zellikle dogustan gelen bagisikligin
aktivasyonunda bagisiklik tepkilerine dahil olabilecegi tahmin edilmektedir. 1998'de
TLR4'{in Gram-negatif bakterilerin temel hiicre duvari bileseni olan lipopolisakkaritin
(LPS) taninmasinda rol oynadigi tespit edilmistir. Daha sonra, TLR ailesinin diger
tiyelerinin bir dizi mikrobiyal bilesenin taninmasi i¢in gerekli oldugu fikri ortaya
cikmistir. Buna bagli olarak, TLR'lerin yapisal benzerligi, mikrobiyal bilesenlerin

taninmasindaki ortak islevlerini yansitryor gibi goriinmektedir (Medzhitov et al. 1997).

Bu baslik altinda TLR reseptorlerinin, karsilikli iliski, yapisal benzerlik ve koken olarak
ayr1 ayr1 gruplayarak incelemenin yerinde olacagi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla o6nce ilk
tanimlanan TLR olan TLR4, daha sonra, birlikte faaliyet gosteren TLR2, TLR1 ve
TLR6 reseptorleri, sonra sirastyla ayr1 ayr1 TLRS ve TLR3 son olarak da ikisi bir arada

olmak tizere TLR9 ve TLR7 reseptor alt aileleri incelenecektir.

2.6.21 TLR4

TLR4, lipopolisakkaritleri (LPS) tanimaktadir.C3H / HeJ ve C57BL10 / ScCr adh iki
fare susunun LPS'ye hipo-duyarli oldugu wuzun zamandir bilinmektedir. Bu
hiporeponsiviteden sorumlu genleri arayan iki farkli calismada, TLR4'teki mutasyonlar
tanimlanmistir (Poltorak et al. 1998, Qureshi et al. 1999). C3H / Hel fare susu, yiiksek
oranda korunmus bir prolinin histidin ile degistirilmesine yol agan TLR4 geninin hiicre
ici bolgesinde bir nokta mutasyonuna sahiptir. Bu mutasyon, baskin bir negatif alel
olusumuna, TLR4 aracili sinyallemede kusurlara ve sonugta LPS'ye yanitin
bastirilmasina neden olmaktadir (Hoshino et al. 1999). Baska bir LPS hipo-duyarl sus
olan C57BL10 / ScCr, TLR4 geninde bos bir mutasyona sahiptir (Poltorak et al. 1998,
Qureshi et al. 1999). Gen hedeflemesi ile olusturulan TLR4 eksikligi olan fareler de
LPS'ye hipo-duyarhidir ve bu, TLR4lUin LPS'min taninmasi i¢in temel bir reseptdr
oldugunu dogrulamaktadir (Hoshino et al. 1999).

LPS'min taninmasi, TLR4'e ek olarak baska molekiiller gerektirir. LPS, serumda
bulunan LPS baglayic1 proteine baglanmaktadir ve bu LPS-LPS baglayici protein

kompleksi, daha sonra, tercihen monositler/ makrofajlar ve nétrofillerde eksprese edilen
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bir glikosilfosfatidilinozitolankorlanmis molekiil olan CD14 tarafindan taninmaktadir.
LPS stimiilasyonunu, CD14 ve TLR4 arasindaki artan fiziksel yakinlik izler, bu da
CD14 ve TLR4'%in LPS sinyallemesinde etkilesime girebilecegini diisiindiirmektedir
(Jiang et al. 2000, Da Silva Correia et al. 2001). MD-2, TLR4'"in hiicre dis1 kismu ile
birlesen ve LPS yanitin1 artiran bir molekiil olarak tanimlanmaktadir (Shimazu et al.
1999, Akashi et al. 2000). LPS'ye hipo-duyarli olan Cin hamsteri yumurtalik hiicre
dizileri, MD-2 geninde mutasyonlara sahiptir (Schromm et al. 2001). MD-2 eksikligi
olan farelerin tiretimi, LPS'ye yanitta temel roliinii géstermistir. MD-2 eksikligi olan
farelerden alinan makrofajlar, dendritik hiicreler ve B hiicreleri, LPS'ye ciddi sekilde
bozulmus yanitlar sergilemektedir. Dahasi, MD-2 eksikligi olan fareler, TLR4 eksikligi
olan farelere benzer sekilde LPS kaynakli endotoksin sokuna direnglidir (Nagai et al.
2002). MD-2, endoplazmik retikulum / cis Golgi'de TLR4 ile birlesmekte ve ardindan
TLR4 / MD-2 kompleksi, fazla MD-2'nin salgilandigi hiicre yiizeyine hareket
etmektedir (Visintin et al. 2001). TLR4 normalde vahsi tip hiicrelerde hiicre ylizeyinde
bulunurken, Golgi aygitinda MD-2 eksikligi olan hiicrelerde bulunur, bu da MD-2'nin
TLR4'lin hiicre i¢i dagilimi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Nagai et al. 2002).
Bir baska hiicre yiizeyi proteini olan RP105 de LPS'nin taninmasinda rol oynar. RP105,
TLR'lerin hiicre dis1 kisminda bulunanlarla yapisal olarak iliskili olan ve tercihen B
hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen bir LRR alan1 icermektedir (Miyake et al. 1995).
RP105'ten yoksun farelerden alinan B hiicreleri, LPS'ye ciddi sekilde azalmis yanit
gostermektedir. RP105, LPS'yi tanimak i¢in islevsel olarak TLR4 ile birlesmektedir. Bu
nedenle, bir¢ok bilesen LPS'nin taninmasinda rol oynamaktadir, bu da fonksiyonel LPS

reseptoriiniin biiyiik bir kompleks olusturdugunu géstermektedir (Ogata et al. 2000).

LPS'ye ek olarak, TLR4 birka¢ baska ligand1 da tanimaktadir. Taxol, Pasifik porsuk
agacinin (Taxus brevifolia) bir driiniidiir ve insanlarda giliglii antitiimor aktivitesi
sergiler. Taxol'lin antimitotik etkisi, mitoz sirasinda uygun hiicre boliinmesini 6nleyen
mikrotiibiilleri baglama ve stabilize etme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Taxol,
farelerde LPS'ninkilere benzer immiinostimiilator aktivitelere sahiptir, ancak insanlarda
degildir. Farelerde TLR4 ve MD-2, Taxol'lin LPS-mimetik aktivitesine aracilik
etmektedir (Byrd-Leifer et al. 2001, Kawasaki et al. 2000, Kawasaki et al. 2001). TLR4

ve CD14, respiratuar sinsitik viriisiin flizyon proteinini tanimaktadir (Kurt-Jones et al.
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2000, Haynes et al. 2001).Buna gore, TLR4 i¢in mutasyona ugramis C3H / Hel ve
C57BL / 10ScNCr fareleri, solunum sinsitik viriisiine karst azaltilmig bir enflamatuar
tepki ve bozulmus klirens sergilemektedir. Fare meme timor viriisii gibi murin
retroviriisler tarafindan B hiicrelerinin aktivasyonu TLR4'e baglidir. Fare meme tiimor
viriisiinlin ve Moloney murin I6semi viriisiiniin zarf proteinlerinin, TLR4 ile
immiinopresipitasyon yaptigi bildirilmistir (Rassa et al. 2002). Dolayisiyla, TLR4’iin
muhtemelen belirli bir virlis grubunun taninmasinda rol oynadigini sdéylemek miimkiin

goriinmektedir.

TLR4, baz1 endojen ligandlar1 da tanimaktadir. Is1 soku proteinleri, bakterilerden
memelilere kadar degisen organizmalar arasinda yiliksek oranda korunmaktadir. Isi
soku, ultraviyole radyasyon ve viral ve bakteriyel enfeksiyon gibi cok cesitli stresli
kosullar, 1s1 soku proteinlerinin sentezinin artmasina neden olmaktadir. Is1 soku
proteinlerinin birincil islevleri, gelismekte olan veya anormal sekilde katlanmis
proteinlere refakat etmektir. Ek olarak, 1s1 soku proteinleri, proinflamatuar sitokinleri
salgilamak ve kostimiilatér molekiilleri eksprese etmek icin makrofajlar1 ve dendritik
hiicreleri aktive etmektedir. Bu nedenle, 1s1 soku proteinleri, bir tiir endojen "tehlike
sinyali" nin, yani stres veya anormal hiicre 6liimii (nekroz) geciren hiicreler tarafindan
salman veya TUretilen molekiiller veya molekiiler yapilarin temsilcisi olarak
degerlendirilmektedir. Bu sinyaller makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan
taninmakta ve boylelikle immiin tepkileri baglatilmaktadir (Gallucci and Matzinger
2001). Ist soku proteininin bagisiklik hiicrelerini aktive etme yeteneginin en iyi 1s1 soku
proteini HSP60 icin s6z konusu oldugugdsterilmistir. HSP60'in immiino-uyarici
aktivitesine TLR4 aracilik etmektedir (Ohashi et al. 2000, Vabulas et al. 2001). Ornegin
HSP60, gelisimi Chlamydia pneumoniae'nin neden oldugu kronik enfeksiyon ile
baglantili olan ateroskleroza eslik eden iltihaplanmada rol oynamaktadir. Chlamydia
pneumoniae'den (cHSP60) tiiretilen HSP60, ateromatdz lezyondaki makrofajlarla
birlikte lokalize olmakta ve bir enflamatuar yaniti indiiklemektedir. Bu nedenle,
cHSP60"1n kronik Chlamydial enfeksiyonda ateroskleroza neden olan faktorlerden biri
oldugu diisiiniilmektedir. CHSP60 ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerini ve makrofajlar
TLR4 araciligiyla aktive etmektedir (Sasu et al. 2001, Bulut et al. 2002). TLR4 igin

kusurlu fareler, HSP70'in yani sira HSP60'a yamit olarak enflamatuar sitokinlerin
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kusurlu tiretimini gostermektedir (Dybdahl et al. 2002, Vabulas et al. 2002, Asea et al.
2002). Bu nedenle TLR4, 1s1 soku proteinleri tarafindan ortaya ¢ikan enflamatuar
yanitlardan sorumlu gibi goriinmektedir. Ancak, HSP70'in taninmasi i¢in hem TLR2
hem de TLR4 gereklidir (Vabulas et al. 2002, Asea et al. 2002). CD91 (a-
makroglobulin reseptorii), HSP70 de dahil olmak tizere cesitli 1s1 soku proteinleri igin
bir reseptor olarak tanimlanmistir (Basu et al. 2001). Ayrica, HSP60 ile indiiklenen
enflamatuar sitokin iiretimi gozlenmemesine ragmen, HSP60, TLR4-eksik C57BL /
10ScCr farelerinden makrofajlara baglanmaktadir (Habich et al. 2002). Bu veriler,

TLRA4'lin 151 soku proteinlerinin taninmasinda dogrudan yer almadigini géstermektedir.

Fibronektin, hyaluronik asit ve heparan siilfat dahil olmak {izere hiicre dis1 matris
bilesenleri, doku hasarina yanit olarak {iretilir ve doku yeniden sekillenmesinde, 6rnegin
yaralanma ajanini igerme, yaray1 kapatma ve iyilesmeyi tamamlama gibi 6nemli roller
oynar. Fibronektinin tip Il tekrar ekstra A alani, LPS tarafindan tetiklenenlere benzer
immiino-uyarict aktivitelere sahiptir. Fibronektinin ekstra A alanina bu yanita, TLR4
aracilik etmektedir (Okamura et al. 2001). Ek olarak, hyaluronik asitin diisitk molekiiler
agirlikli oligosakkaritlerinin, dendritik hiicrelerin giiclii aktivatdrleri oldugu ve dendritik
hiicrelerin hyaluronik asit tarafindan aktivasyonuna TLR4 aracilik ettigi bildirilmektedir
(Termeer et al. 2002). Ayrica, heparan siilfatin polisakkarit fragmanlarinin dendritik
hiicrelerin TLR4 yoluyla olgunlasmasini indiikledigi bildirilmistir (Johnson et al. 2002).
Ekstravaskiiler fibrin birikintileri, yaralanma, enfeksiyon ve immiin bozukluklara eslik
eden erken ve kalict bir inflamasyon isareti olarak degerlendirilmektedir. Fibrin,
iltihaplanma yerlerinde endotelyal hiicre retraksiyonuna yanit olarak vaskiilatiirden
kacan plazma kaynakli fibrinojenden Tretilmektedir. Fibrinojenin makrofajlardan
kemokin iretimini indiikleme kapasitesi, TLR4 tarafindan taninmasiyla ortaya
cikmaktadir. (Smiley et al. 2001). Bu nedenle TLR4, enflamasyon sirasinda iiretilen
endojen ligandlari, enfeksiyon yoklugunda bile tanmiyarak, muhtemelen enflamatuar
tepkinin c¢esitli yonlerinde yer almaktadir. Bununla birlikte, bu endojen TLR4
ligandlarinin hepsinin, bagisiklik hiicrelerini yalnizca ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
aktive ettigi belirtilmelidir; bu, lipopolisakarit (LPS) icin gereken diisiik
konsantrasyonlara keskin bir zitlik i¢indedir. Bu nedenle, bu endojen ligandlarin LPS

gibi gergek bir TLR4 ligandiyla kontamine olma olasilig1 s6z konusudur
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Bu noktada akla TLR4’iin ligandin1 dogrudan taniyip tanimadigi gelmektedir. Bu
konuda yapilan caligsmalara bakildiginda, LPS’nin TLR4 tarafindan taninmasinin
dogrudan baglanmay1 icerdiginin 6ne siiriildiigii goriilmektedir. Ote yandan farkli
caligmalar da LPS'nin MD-2'ye baglandigin1 ve bu kompleksin bir sekilde TLR4'U
uyardigin1 6ne siirmektedir (Lien et al. 2000, Poltorak et al. 2000, Viriyakosol et al.
2001, Akashi et al. 2001). Farkli ligandlarin tiire 6zgli olarak taninmasi, dogrudan
etkilesim icin bir tiir genetik kamit saglar. Ornegin, fare ancak insan hiicreleri degil
Taxol'u tanir ve bu tiire 6zgili tanima MD-2 tarafindan saglanmaktadir. (Kawasaki et al.
2001). Bagka bir c¢alismada ise arastirmacilar, insan TLR4'in Pseudomonas
aeruginosa'dan yiiksek derecede asillenmis LPS'yi tanidigin1 gostermektedir (Hajjar et

al. 2002).

TLR4, LPS’nin taninmasinda temel bir bilesen olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, baz1 ¢aligsmalar, LPS’nin TLR4’ten bagimsiz bir sekilde tanindigin1 da ortaya
koymaktadir (Hajjar et al. 2002). Afinite kromatografisi, peptit kitle parmak izi ve
floresans rezonans enerji transferini kullanan bir c¢aligma, hiicre yiizeyinde LPS'yi
baglayan dort molekiil tanimlamistir (Triantafilou et al. 2001) Bunlar HSP70, HSP90,
kemokin reseptorii 4 (CXCR4) ve biiyiime farklilagsma faktorti S'tir (Triantafilou et al.
2001).

LPS, hiicre ylizeyine baglandiktan sonra hizli bir sekilde sitoplazmaya iletilmektedir.
Wortmannin veya sitokalasin D gibi vezikiiler tasinmasini bloke eden maddeler, LPS'ye
yanit olarak ndtrofillerin integrin aracili yapigmasii bloke ettiginden, bu hiicre i¢i
hareket belirli hiicresel yanitlar i¢in gerekli gibi goriinmektedir (Detmers et al. 1996).
Bu, LPS'min hem sitoplazmada hem de hiicre ylizeyinde taninabilecegini
gostermektedir. LPS'nin hiicre i¢i taninmasini saglayan bir diger muhtemel molekiil
Nodl'dir. Nodl orijinal olarak, kaspaz toplama alanim1 ve niikleotit baglama
oligomerizasyon alanini igeren apoptoz diizenleyici Apaf-1 ile yapisal olarak iliskili bir
molekiil olarak tanimlanmaktadir. Nodl, bir niikleotid baglanma alanina ve bir C-
terminal LRR alanina bagl bir N-terminal kaspaz-toplama alanina sahiptir. Apaf-1'den
farkli olarak Nodl, NF-kB'nin aktivasyonunu indiiklemektedir (Inohara et al. 1999).
Nodl, LPS'ye ve hiicre invaziv Shigella flexneri'ye yanit olarak NF-kB'nin
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aktivasyonuna aracilik etmekte ve Nod1'in LPS i¢in bir sitoplazmik reseptdr oldugunu
gostermektedir (Inohara et al. 2001, Girardin et al. 2001). Bu bulgular, Nod protein
ailesinin, muhtemelen sitoplazmada LPS'nin taninmasi yoluyla, iltihaph tepkilere dahil
oldugunu gostermektedir. Nod1 ve Apaf-1 ile ayn1 aileden bir molekiil olan Nod2, ayni
zamanda LPS ile indiiklenen NF-xB aktivasyonunu da saglar. Ayrica, NOD2'deki
cerceve kaymasi ve yanlis anlam mutasyonlart Crohn hastaligina yatkinlikla iligkilidir
(Hugot et al. 2001, Ogura et al. 2001). Bununla birlikte, bu hastalarda bulunan
mutasyonlar, muhtemelen LPS'yi tantyan LRR alaniyla simirhidir ve mutant NOD2
proteini, LPS ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunda kusurludur (Hugot et al. 2001,
Ogura et al. 2001).

2.6.22 TLR2, TLR1ve TLR6

TLR2, cesitli mikrobiyal bilesenleri tanimaktadir. Bunlara 6rnek olarak, gram negatif
bakteriler, mycoplazma ve spiroketler gibi patojen lipoproteinleri, gram pozitif
bakterilerden peptidoglikan ve lipoteikoik asidi, mikrobakterilerden
lipoarabinomannan', Trypanosoma  cruzi’ den  glikoinositolfosfolipidleri,
Staphylococcus epidermidis'ten fenolde ¢oziiniir modiilini, mantarladan zimosani,
Treponema maltophilum'dan glikolipitleri ve Neisseria'nin dis zarini olusturan porinleri
saymak miimkiindiir. (Aliprantis et al. 1999, Aliprantis et al. 2000, Brightbill et al.
1999, Lien et al. 1999, Hirschfeld et al. 1999, Schwandner et al. 1999, Yoshimura et al.
1999, Underhill et al. 1999, Lehner et al. 2001, Means et al. 1999, Means et al. 1999,
Campos et al. 2001, Hajjar et al. 2001, Underhill et al. 1999, Opitz et al. 2001, Massari
et al. 2002). TLR2 ecksikligi olan farelerin analizi, TLR2'min peptidoglikan ve
lipoproteinlerin taninmasi igin kritik oldugunu ortaya koymaktadir (Takeuchi et al.
1999, Takeuchi et al. 2000). Buna gore, TLR2 eksikligi olan fareler, Gram-pozitif
bakteri S. aureus'un neden oldugu enfeksiyona vahsi tip farelere gore daha yiiksek
duyarhilik gostermektedir (Takeuchi et al. 2000). Bir baska TLR2 eksikligi olan fare
susu, Borrelia burgdorferi tarafindan enfeksiyondan sonra spiroketlerin kusurlu
klirensini ve B. burgdorferi lipoproteinlerine tepkisizligi gostermektedir (Wooten et al.
2002). Ayrica, TLR2, Escherichia coli ve Salmonella spp. Gibi enterobakterilerden

LPS'leri tamiyan TLR4'lin aksine, Leptospira interrogans ve Porphyromonas
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gingivalis'ten cesitli atipik LPS tiplerini tanimaktadir (Hirschfeld et al. 2001, Werts et
al. 2001). TLR2 tarafindan taninan atipik LPS'lerin 6zellikleri, yapisal ve islevsel olarak
TLR4 tarafindan taninan enterobakteriler LPS'den farklidir. Ozellikle, iki tip LPS, lipit
A bilesenindeki asil zincirlerinin sayisinda yapisal olarak farklilik gostermektedir.
TLR2 ve TLR4, LPS'deki bu yapisal varyasyonlar1 farkli sekilde taniyabilir. Bununla
birlikte, bu calismalarin ¢ogunda oldugu gibi, LPS preparatlarinda ¢ok kiigiik
miktarlarda kontamine edici TLR2 ligandinin bu sonuglarin bazilarin1 gizlemesi

miimkiindiir (Netea et al. 2002).

TLR2 ligand tanimanin bir yonti, diger TLR ailesi iiyeleriyle, 6zellikle farkli mikrobiyal
bilesenler arasinda ayrim saglayan TLR6 ve TLRI1 ile is birligini igermektedir. Yapilan
bir ¢alismada, TLR6'n1in rolii, RAW264.7 makrofaj hiicre hattina baskin bir negatif form
eklenerek analiz edilmistir. S. aureus'tan peptidoglikan ve salgilanan modiilin,
RAW264.7 hiicrelerinde TNF-a {iiretimini indiikleyen TLR2 ligandlaridir, ancak bu
yanitlar baskin negatif TLR6'nin ekspresyonu ile bastirilmaktadir (Hajjar et al. 2001,
Ozinsky et al. 2000). TLR2 ve TLR6"nin birlikte gerceklestirdigi immiino-¢okeltme,
hiicre iginde fiziksel olarak etkilesime girdiklerini isaret etmektedir (Ozinsky et al.
2000).

TLR6'dan yoksun farelerin analizi ayrica, TLR6'nin mikrobiyal lipopeptitleri tanimak
icin TLR2 ile fonksiyonel olarak is birligi yaptigim1 gostermektedir (Takeuchi et al.
2002). Ornegin, bakteriyel lipopeptidler, sadece diasile edilmis mikoplazmal makrofaj
aktive edici lipopeptidler 2'nin (MALP-2) aksine triasile edilmis bir NH2-terminal
sistein kalintisina sahiptir. TLR6'dan yoksun farelerden alinan makrofajlar, MALP-2'ye
herhangi bir enflamatuar yanit gdstermezken, bu hiicreler normal olarak bakteriyel
lipopeptitlere yanit vermektedir. TLR2 eksikligi olan farelerden alinan makrofajlar, her
iki lipopeptide de yanmit gostermemistir. TLR2 / TLR6'daki yeniden yapilandirma
deneyleri, iki kat eksik embriyonik fibroblastlar, MALP-2'ye yanit i¢in hem TLR2 hem
de TLR6'nin gerekli oldugunu gdstemektedir. Bu nedenle, TLRO, triasil ve diasil
lipopeptitler arasindaki ince farklarin spesifik olarak taninmasini saglamak igin islevsel

olarak TLR?2 ile birlesmektedir (Hajjar et al. 2001, Ozinsky et al. 2001).
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TLR1'in islevsel olarak TLR2 ile iliskili oldugu da bildirilmistir. TLR1 ve TLR2'nin
HeLa hiicrelerine birlikte transfeksiyonu, Neisseria meningitidis'ten salinan ¢oziiniir
faktorlere duyarlilik kazandirmaktadir (Wyllie et al. 2000). TLRI1 eksikligi olan
farelerin analizi, triasil lipopeptidlerin taninmasinda TLR1'in O6nemini gostermistir
(Takeuchi et al. 2002). TLRI1 eksikligi olan farelerden alinan makrofajlar,
mikobakterilerden ¢esitli triasil lipopeptid ve lipoprotein tiirlerine yanit olarak
enflamatuar ~ sitokinlerin  iretiminin  bozuldugunu gostermektedir. N-terminal
sisteinlerinde farkli uzunluklarda yag asidi zincirlerine sahip bir dizi triasil lipopeptit,
TLR1'den yoksun farelerden alinan hiicreler iizerinde test edildiginde, bir N-palmytoyl-
S-dilauril sistein kalintis1 iceren lipopeptitlere verilen yanit hayli bozunmus olarak
bulunmustur (Takeuchi et al. 2002). Bu bozulma tam olmamasina ragmen, bu ¢aligma
TLR1'in lipopeptitlerin lipit kisimlari arasindaki ince farkliliklarin taninmasindan
sorumlu oldugunu gostermektedir. TLR1, TLR6'ya olduk¢a benzerdir. Bu nedenle
TLR6, baz1 durumlarda triasil lipopeptitlerin taninmasinda TLR1 veya diger TLR'lerde
muhtemel bir eksikligi telafi edebilmektedir. B. burgdorferinin dis ylizey

lipoproteininin taninmasinda TLR 1'in rolii de gosterilmistir (Alexopoulou et al. 2002).

Dolayisiyla, TLR2'min birkag TLR, en azindan TLR1 ve TLR6 ile fonksiyonel olarak
iliskili oldugu gosterilmekte ve cok c¢esitli mikrobiyal bilesenleri tanidigi ortaya
konulmaktadir. TLR2'nin diger TLR'ler ile dimerizasyonunun konstitiitif olarak m

yoksa ligand stimiilasyonuna yanit olarak m1 indiiklendigi bilinmemektedir.

Ayrica TLR2'min TLR1, TLR6 ve diger TLR'leri igeren biiyilik bir kompleks olusturup

olusturmadigi da bilinmemektedir.

2.6.2.3 TLR5

Insan TLRS5 eksprese eden Cin hamsteri yumurtalik hiicreleri, Listeria monocytogenes
kiiltiir siipernatanlarina yanit vermektedir. TLRS wuyarict aktivite igeren kiiltiir
siipernatanlarinin saflastirilmasi, aktif bilesen olarak flagellinin tanimlanmasina yol
acmaktadir (Hayashi et al. 2001). Flagellin, Gramnegatif bakterilerin dis zarindan

uzanan oldukg¢a karmasik bir yap1 olan flagellar'in birincil protein bilesenidir. Flagella,
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bakterileri sulu ortamlarinda hareket ettiren pervaneler gorevi goriir. Bakterilerin
konake1 hiicrelere baglanmasina da yardimci olmaktadir, bununla birlikte bakteri
istilasina yardimci olmakta ve bdylece patojenik bakterilerin viriilansina katkida
bulunmaktadirlar. Cesitli Gram-negatif bakterilerden gelen flagellin genleri, amino ve
karboksi uglarinda yiiksek oranda korunmus bdlgeleri paylasir ve bu bolgeler,

flagellinin immiinostimiilator aktivitesinden sorumludur (Eaves-Pyles et al. 2001).

Flagellin, yalnizca memelilerde degil bitkilerde de giiclii bir bagisiklik tepkisi ortaya
cikarir. Bitkilerde flagellin ile indiiklenen bagisiklik tepkisi, bir MAP kinaz sinyalleme
zincirine baglhidir (Gomez-Gomez and Boller 2000). Flagelline duyarsiz arabidopsis
mutantlarina yonelik bir tarama, tek bir genetik lokus olan FLS2'nin izolasyonuna yol
acmaktadir. Bu gen, memeli TLR ailesinin hiicre dis1 kismina benzer bir yap1 gosteren
16sin bakimindan zengin bir tekrar (LRR) alanina sahip bir transmembran reseptor
benzeri kinazi kodlamaktadir (Baker et al. 1997). Bu nedenle flagellin, bir LRR alani
iceren korunmus konak reseptorleri tarafindan taninan, evrimsel olarak korunmus bir
patojenik molekiiler modeli temsil etmektedir (Asai et al. 2002). FLS2 gen iiriiniine ek
olarak bitkiler, patojenlere karsi direngten sorumlu olan birka¢ baska gen {iriiniine
sahiptir. Bu {irtinlerin bir¢ogu ayn1 zamanda bir LRR alanina sahiptir ve bazilar1 ayrica
bir Toll / IL-1 reseptor (TIR) alanina sahiptir, bu da LRR ve TIR alanlarinin bir¢ok ¢ok
hiicreli organizmada patojenlere karst konak savunmasi i¢in Onemli oldugunu

gostermektedir (Asai et al. 2002).

2.6.24 TLR3

Cift sarmalli (ds) RNA, replikatif dongiileri sirasinda bir¢ok viriis tarafindan, RNA
sentezinde O6nemli bir ara {riin olarak veya DNA virlis genomlariin simetrik
transkripsiyonu ile {iretilen bir yan iirlin olarak iiretilmektedir. dsSRNA, antiviral ve
immiino-uyarici aktiviteler dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik etkiler uygulayan giiclii
bir tip | interferon (IFN-a ve -PB) indikleyicisidir. dsRNA ayrica bazi IFN ile
indiiklenebilir  genlerin  transkripsiyonunu indiikler ve dendritik hiicrelerin
olgunlagmasini destekler. Poliinosinik-polisitidilik asit [poli (I: C)] gibi bazi sentetik
dsRNA'lar, dsSRNA'ninkine benzer aktiviteye sahiptir. dSRNA'nin immiinostimiilatér
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aktivitesinin bir kisminin, dsRNA'ya bagimli protein kinazin (PKR) aktivasyonu ile
ortaya ¢iktigina inanilmaktadir. PKR eksikligi olan farelerden elde edilen embriyonik
fibroblastlar, bazi yanitlar kalmasina ragmen, dsRNA ve poli (I: C) 'ye bozulmus
yanmtlar gostermektedir (Yang et al. 1995, Chu et al. 1999). PKR'den yoksun farelerin
ayrica vezikiiler stomatit virlisiiniin neden oldugu solunum enfeksiyonuna duyarli
olduklar1 ortaya konulmustur, ancak intravendz ve intraperitoneal yollar gibi diger
yollardan enfeksiyonlara tepkiler goriinliste normal olarak kaydedilmistir. Bu, PKR
disindaki ilave molekiillerin, dSRNA ve viriislerin taninmasindan sorumlu olabilecegini

gostermektedir (Balachandran et al. 2000, Levy 2000).

DsRNA-tepkisiz hiicre hatt1 293'te insan TLR3'"in ekspresyonu, dsRNA ve poli'ye (I: C)
yanit olarak NF-KB'nin arttirilmis aktivasyonunu saglamaktadir. Ayrica, TLR3 eksikligi
olan fareler, dsRNA ve poli (I: C) 'ye bozulmus yanitlar gdstermektedir, bu da TLR3'lin
dsRNA i¢in bir reseptor oldugunu ortaya koymaktadir (Alexopoulou et al. 2001).
Bununla birlikte, PKR'min dsRNA aracili yolakta TLR3 ile baglantili oldugu
mekanizmalart agikliga kavusturmak icin daha fazla caligmaya ihtiya¢ oldugunu
belirtmek miimkiindiir. Buna ek olarak, TLR3'lin viriislerin taninmasina ger¢ekten dahil
olup olmadig1 konusundaki daha temel soru, ilgi ¢ekici ancak cevapsiz bir soru olarak
kalmaya devam etmektedir. Viral yiiklemeye yanit olarak tip I interferon iireten insan ve
fare kanindaki ana hiicre, plazmasitoid dendritik hiicredir (Siegal et al. 1999, Asselin-
Paturel et al. 2001, Nakano et al. 2001), ancak, TLR3 bu hiicre tipinde eksprese
edilmemektedir (Kadowaki et al. 2001). Bu nedenle, TLR3'e ek olarak diger
reseptorlerin, IFN-a / B iiretimine yol acan viral enfeksiyonun taninmasindan sorumlu

olabilecegi degerlendirilmektedir.

TLR3, TLR'ler arasinda benzersiz yapisal dzelliklere sahiptir. Ornegin, TLR3, diger
TLR'ler arasinda korunan prolin kalintisindan yoksundur. Bu prolin, C3H / Hel
farelerinin TLR4 geninde mutasyona ugramistir ve bu susun LPS-hiposensitif
fenotipinden sorumludur. TLR3'in genomik organizasyonu da diger TLR'lerden
farklidir. TLR3 ayrica tercihen olgun dendritik hiicrelerde eksprese olmasi bakimindan
benzersizdir (Muzio et al. 2000). Bu nedenle, TLR3’lin dsRNA'nin taninmasima ek

olarak benzersiz bir isleve sahip olabilecegi degerlendirilmektedir.
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2.6.25 TLR9ve TLRY

TLRY9, CPG DNA’nin tanmmas: igin gereklidir. Bakteriyel DNA, , bagisiklik
hiicrelerinin gii¢lii bir aktivatoriidiir. Bakteriyel DNA'nin taninmasinda TLR9'un kritik
rolii, TLR9'dan yoksun fareler kullanilarak gosterilmistir (Hemmi et al. 2000).
Bakteriyel DNA'nin immiino-uyarici aktivitesi, omurgali genomunda nispeten seyrek
olan ve meydana geldiklerinde tipik olarak sitozin kalintilar1 iizerinde metillenmis ve
herhangi bir immiinostimiilator aktivitesi olmayan metillenmemis CpG motiflerinin
varligina atfedilmektedir. Bu nedenle, CpG DNA, bagisiklik sisteminin patojenleri
tanidig1 bir baska prototip molekiiler modeldir. Metillenmemis CpG motifleri i¢eren
sentetik ligodeoksiniikleotidler ayrica bagisiklik hiicrelerini de aktive etmektedir. CpG
DNA'nin uygulanmasi, Leishmania major ve Listeria monocytogenesin fareleri gibi
hiicre i¢i patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara karsi koruma saglamak icin
yeterlidir (Elkins et al. 1999, Krieg et al. 1998, Zimmermann et al. 1998). Ayrica CpG
DNA, Thl-polarize edici sitokin IL-12 iretmek i¢in dendritik hiicreleri aktive ederek
Th1 benzeri bagisiklik tepkilerinin gelismesine yol agmaktadir. Bu nedenle, CpG DNA,
bir adjuvan ve antienfeksiy6z ajan olarak umut verici terapotik degere sahiptir (Wagner

1999, Wagner 2001).

Insan ve fare bagisiklik hiicreleri, biraz farkli CpG motifleri ile optimum sekilde aktive
edilmektedir (Krieg and Wagner 2000). Bu o6zgiilliik, TLR9'lar arasindaki tiir
farkliliklar1 ile agiklanabilmektedir. Fare veya insan TLR9, CpG DNA tepkisiz hiicre
hatt1 293'te eksprese edildiginde, bu hiicreler sirasiyla optimal fare veya insan CpG
sekansina cevap verme yetenegi kazanmistir (Bauer et al. 2001). Bu bulgular ayrica
TLRY9'un CpG DNA'y1 dogrudan tanidigint da gostermektedir. Bu nedenle, insanlardan
ve diger ¢esitli hayvanlardan optimal CpG motiflerinin veya TLR9'un diger sentetik
agonistlerinin tanimlanmasi, her tiir i¢in etkili adjuvanlarin olusturulmasma yol

acabilecegi degerlendirilmektedir.

Yapilan bazi calismalar, CpG DNA'nin hiicrelere spesifik olmayan alimin ardindan
endozomda tanindigin bildirmektedir (Wagner 1999, Wagner 2001). Bu, CpG DNA'nin

TLRY tarafindan taninmasimin endozomda gerceklestigini gdstermektedir. Gergekte, c-
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Jun N-terminal kinaz (JNK) ve NF-xB gibi sinyal zincirlerinin CpG DNA ile
indiiklenen aktivasyonu, normal makrofajlarda LPS ile indiiklenen aktivasyona kiyasla
gecikmektedir (Hemmi et al. 2000). Yapilan ¢alismalarda, TLR9'a kars1 bir monoklonal
antikor olusturulmustur ve bu antikorla boyama, bir fare makrofaj hiicre hattinda
endojen TLR9'un hiicre i¢i lokalizasyonunu ortaya koymaktadir (Ahmad-Nejad et al.
2002). Bu, hiicre yiizeyinde eksprese edilen TLR1, TLR2 ve TLR4 ile keskin bir tezat
olusturmaktadir (Shimazu et al. 1999, Hajjar et al. 2002, Yang et al. 1999, Visintin et
al. 2001). TLR2, zimosan ile uyarildiktan sonra fagozomlara alinmaktadir (Underhill et
al. 1999, Ozinsky et al. 2000). Bu nedenle, TLR ligandlarinin igsellestirilmesi,
bagisiklik hiicrelerinin TLR'ler tarafindan tam aktivasyonu icin gerekli olabilir veya
TLRY aracilifiyla sinyal yolaklari, diger TLR'lerden baz1 farkli 6zelliklere sahip

olabilir.

TLR7 ve TLRS, yukarida bahsedildigi gibi TLRO ile olduk¢ca homologdur. TLR7 ve
TLR&'in dogal ligandlar1 belirsiz kalmasina ragmen, TLR7, TLRS8 ve TLR9 dahil olmak
tizere TLRY alt ailesi, mikroorganizmalardaki niikleik asit benzeri yapilarin ayrimina
katilabilmektedir. Bu, lipoproteinlerdeki farkliliklar1 ayirt eden TLR2 alt ailesindeki
duruma paraleldir. Boyle bir 6rnek, TLR7 eksikligi olan farelerde gosterilmistir. Bazi
sentetik imidazokinolinler, enflamatuar sitokinleri, 06zellikle IFN-a'y1 indiikleme
kabiliyetlerinden dolayr gii¢lii antiviral ve antitimor oOzellikler gostermistir. Bu
imidazokinolin bilesiklerinden biri olan Imiquimod, insan papilloma viriisii
enfeksiyonunun neden oldugu genital sigillerin tedavisi i¢in onaylanmistir. TLR7
eksikligi olan farelerin sentetik imidazokinolinlere yanit vermedigi gosterilmistir
(Hemmi et al. 2002). TLR ailesi sadece mikrobiyal bilesenleri degil, ayn1 zamanda
klinik olarak yararli sentetik bilesikleri de tanir ve bu da TLR-aktiflestirici maddeler
icin bir taramanin klinik uygulamalar i¢in yararli olacagini diisindiirmektedir. TLR
aracili dogal immiin aktivasyonu kullanan yeni tedavilerin enfeksiyon, kanser ve aler;ji
gibi ¢esitli bozukluklar1 tedavi etmek icin gelistirilecegini tahmin edilmektedir

(Goodman 1995, Sarosdy et al. 1993).
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2.7 TLR2, TLR4 VE TLR9 Tip Viriilansi ile Molekiiler iligkisi

Insan idrar yolunda iirotelyal hiicrelerden yapilmis giiclii bariyerlerin varligina ragmen,
bazen liropatojenik mikroorganizmalar idrar yoluna basarili bir sekilde girebilmektedir.
Uropatojenik mikroorganizmalarin idrar yoluna girmesiyle, mesane (sistit) ve
bobreklerin (nefrit) tirotelyal hiicreleri i¢indeki ilgili TLR'lerin ekspresyonu yoluyla
dogustan gelen immiin yanitlar aktive edilmektedir. Sonug¢ olarak, ilgili TLR'lerin
ekspresyonu, kemokinler, interferonlar, interlokinler, antimikrobiyal maddeler ve
proinflamatuar sitokinlerin salinimi1 dahil olmak ftizere farkli kademeli yanitlart
tetiklemektedir (Reygaert 2014, Takeuchi and Akira 2010, Botos et al. 2011, Spencer et
al. 2014, Netea et al. 2002, Bryant et al. 2015, Gluba et al. 2010, Behzadi et al. 2016).

2.7.1 1ldrar yollan enfeksiyonu ve TLR2

TLR2 genellikle TLR1 veya TLR6 ile heterodimer yapilar olusturmaktadir ve her bir
heterodimer kompleksinin kendine has 6zellikleri ve nitelikleri vardir. Bazi ¢aligmalar
gostermistir ki, TLR1 ve TLR6 dahil TLR2 ko-reseptorleri, amino asit dizileri arasinda
%66'ya kadar Onemli bir benzerlik s6z konusudur. Bununla birlikte, TLR1 ve
TLR6'daki ligand aktif bolgeleri, amino asit sekanslarinda diisiik bir benzerlige sahiptir
ve bu, farkli konformasyonel yapilara yol acabilmektedir. Bu c¢esitlilikler, TLR2
heterodimerlerinin mikrobiyal patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP'lar1) ve
ligandlar1 tanimasini saglar. ilging bir sekilde, TLR2 homomerleri, insanlarda énemli
bir islevsel 6zellik gostermemektedir. Bu nedenle, literatiirde TLR1-TLR2 ve TLR2-
TLR-6 heterodimerleri ayr1 alt bashklarda incelenmektedir. TLR2 proteinleri,
Enterobacteriaceae olmayan bakterilere (Leptospira interrogans dahil) ait atipik LPS'yi
tanimak ic¢in énemli molekiillerdir. Cok cesitli hedef ligandlar arasinda, lipoproteinler,
lipoteikoik asit, peptidoglikanlar, HSP'ler (60, 70, 90) ve fungal zimosan, mikrobiyal
patojenlerin neden oldugu idrar yollar1 enfeksiyonlarini tespit etmek ve tanimlamak igin
onemli molekiillerdir (Takeuchi and Akira 2010, West et al. 2006, Takeda et al. 2003,
Botos et al. 2011, Bryant et al. 2015, Farhat et al. 2008).
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TLR1-TLR2'nin heterodimer kompleksi, Mycoplasma spp, Ureaplasma sp ve Gram
negatif bakterilerdeki triasillenmis lipoproteinlerin PAMP molekiillerini tespit edebilir
ve tamimlayabilir, bunlar arasinda E. coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa gibi idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden olan Onemli bakteriler
sayilabilmektedir. Dahasi, dis zarlarinda triasile lipoproteinlere sahip olan diger
Enterobacteriaceae iiyeleri, TLR1-TLR2 heterodimerleri tarafindan taninabilmektedir.
TLR1, triacillenmis lipoproteinlerin lipid molekiillerinden birine baglanan hidrofobik
bir kanali kapsamaktadir. Bu kanal, TLR1 tarafindan taninacak bir PAMP olarak
triasillenmis bir lipoproteinin varligimi tesvik etmektedir. TLR2 heterodimeri,
triacillenmis lipoproteinlerin sol molekiillerine baglanmaktadir. Kritstallografik
caligmalar, TLRI1-TLR2 heterodimerlerinde M-sekilli yapilar1 gostermektedir.
Lipoproteinler, lipitlerle birlestirilmis proteinlerdir. Lipitler normalde kovalent baglarla
proteinlerde NH2 terminal sisteinine baglanmaktadir. Lipoproteinler, diasile ve
triacillenmis olmak {iizere iki ana gruba aytilmaktadir. Bu nedenle, TLR1-TLR2
heterodimer kompleksi, Gram negatif bakterilerin neden oldugu idrar yollari
enfeksiyonlar1 ve 6zellikle tiropatojenik E. coli enfeksiyonlar1 gibi Enterobacteriaceae
tiyeleri ile baglantili olarak anahtar bir rol oynamaktadir (Jahandeh et al. 2015, West et
al. 2006, Kang and Lee 2011, Botos et al. 2011, Bryant et al. 2015, Farhat et al. 2008,
LoVullo et al. 2015, Behzadi and Behzadi 2011, Akira et al. 2001, Behzadi and Behzadi
2008).

TLR1-TLR2 heterodimerlerine benzer sekilde, TLR2-TLR6'min hiicre disi
heterodimerleri bir M-form yapisin1 paylagsmaktadir. TLR2-TLR6 heterodimerleri
yapilar1 icindeki hidrofobik kanala katilmamakta; bu nedenle bu kompleksler,
triacillenmis  lipoproteinleri  taniyamamaktadir. TLR2-TLR6  heterodimerleri,
Mycoplasma spp'de diasile lipoproteinler, Ureaplasma spp, ozellikle mayalarda
(Saccharomyces cerevisiae ve C. albicans (gibi) mantarlarda zymosan,
Staphylococcus'da  bakteriyel lipoteikoik asit ve gram pozitif bakterilerde
peptidoglikanlar ve salgilanan mikrobiyal HSP'ler. De dahil olmak {iizere farkl
mikrobiyal PAMP'leri tespit edebilmektedir. Ayrica, TLR2-TLR6 heterodimerleri, 2
kDa mikoplazmal M® aktive edici lipoproteinleri (MALP) belirleyebilmektedir.

Bununla birlikte, TLR2 proteinleri, bakteriyel lipoproteinlerin tiiriinii ayirt etmekten
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sorumludur. Yukarida bahsedilen hedef ligandlarin taninmasi, proinflamatuar
sitokinlerin salinmasina yol agabilmektedir. TLR2-TLR6 heterodimerleri, C. albicans,
Staphylococcus spp, Streptococcus spp., Mycoplasma spp. ve Ureaplasma spp.gibi idrar
yollar1 enfeksiyonuna neden olan onemli bakterileri taninmasinda ve saptanmasinda
anahtar rol oynamaktadir. Bakteriyel triasile lipoproteinlerin, TLR2-TLR10
heterodimerleri i¢in hedef ligandlar oldugu ve diasile lipoproteinlerin, TLR1-TLR10
heterodimerleri ve TLR10-TLR10 homodimerleri i¢in hedef ligandlar oldugu yapilan
bazi ¢alismalarda bildirilmektedir. Bununla birlikte, TLR10'un insanin dogustan gelen
bagisiklik sistemindeki rolii net degildir (Hofs et al. 2016, West et al. 2006, Kang and
Lee 2011, Botos et al. 2011, Regan et al. 2013, Farhat et al. 2008, Behzadi and Behzadi
2008).

2.7.2 1ldrar yollar enfeksiyonu ve TLR4

TLR4 molekiilleri i¢in en 6nemli hedef ligandlar, LPS (iiropatojenik E. coli ve diger
Enterobacteriaceae familyasinin idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden olan ilgili {iyeleri
gibi), Tip I ve P fimbriae ve 60, 70 ve 90'lik HSP molekiilleridir. TLR4 molekiilleri,
tiropatojenik E. coli, C. albicans, vb. bakteriler ile ilgili salinan mikrobiyal HSP'lerin
varliginda eksprese edilmektedir. Uropatojenik E. coli uslarinin gogu, tip I fimbriae ve
FimH'nin viriilans faktorlerini kapsamaktadir. FimH, tiropatojenik E. coli’ni iiroplakin
1’a molekiillerine yapismasini saglamaktadir. Uroplakin 1’a molekiilleri, insan idrar
yolunda mesanenin i¢ tarafini kaplayan iirotelyal hiicrelerin yilizeyinde bulunmaktadir.
Bu nedenle, tiropatojenik E. coli hiicrelerinin tiroplakin 1’a molekiillerine baglanmasi,
TLR4 molekiillerini mesaneden yabanci patojenleri ortadan kaldirmak i¢in
uyarmaktadir. TLR4 molekiillerinin idrar yolunda bobrekleri ve mesaneyi ¢evreleyen
iirotelyal hiicrelerde eksprese edildigi bilinmektedir. idrar yollar1 enfeksiyonunun
ciddiyeti yani tiropatojenik E. coli sayisi, TLR4 molekiillerinin ekspresyonunun
seviyesini belirlemektedir. Ornegin, asemptomatik bakteriiiri enfeksiyonu azalmis
hastalarda TLR4 molekiillerinin salgilanma seviyesi, akut ve semptomatik idrar yolu
enfeksiyonu olan hastalardan 6nemli Olgiide daha diisiiktiir. Saglikli bir bagisiklik
sistemi, idrar yolunu tiropatojenik E. coli gibi mikrobiyal patojenlerden bir ila birkag

giin arasinda temizleyebilmektedir (Reygaert 2014, Jahandeh et al. 2015, Abraham and
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Miao 2015, West et al. 2006, Kang and Lee 2011, Botos et al. 2011, Spencer et al.
2014, Bryant et al. 2015, Gluba et al. 2010, Song and Abraham 2008).

Enterobacteriaceae familyas: tiyeleri gibi Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan
LPS molekiilleri, TLR4 molekiillerinin ekspresyonunu tetiklemektedir. Aktif ve etkili
TLR4 molekiilleri, MD-2 (serumda ¢dziinebilen ve / veya sitoplazmik membrana
baglanan ve / veya TLR'ye baglanan bir ko-reseptor molekiilii), LPS baglayici proteinler
(serumda ¢oziinir LPSBP) ve CDI4. (serumda c¢oziinir ve / veya sitoplazmik
membrana baglanir ve / veya TLR'ye baglanir) ile is birligi yapmaktadir. Aslinda, bu
kompleksin olusumu, TLR4'li iiropatojenik E. coli hiicrelerini idrar yolu alanindan
¢ikarmada basarili kilmaktadir. MD-2 bileseni, LPS'nin hidrofobik boliimiiniin TLR4'iin
hiicre dig1 kismina baglanmasina aracilik etmektedir. Bununla birlikte, LPS molekiilii ile
ilgili lipit A'daki yag zincirlerinin sayisi, TLR4 molekiilleri ekspresyon seviyesini ve
sonu¢ olarak enflamatuar yamtlarin seviyesini belirlemektedir. Uropatojenik E. coli
hiicrelerinin mesane ve bdbreklerin irotelyal hiicrelerine invazyonu ile TLR4
molekiilleri eksprese mdaedilmektedir. Normalde, TLR4 molekiillerinin iirotelyal
istilasinda, Tip I fimbriae varligi, TLR4 gibi immiinolojik yanitlara kars1 iiropatojenik
E. coli i¢in evrimsel bir aragtir. Bu viriilans faktorii, TLR4 savunma sistemine hakim
olabilmekte ve Uriner sistemde iiropatojenik E. coli hiicrelerinin hiicre i¢i ilerlemesini
destekleyebilmektedir. Dolayisiyla, UPEC'deki LPS, FimH adhezin, tip I ve P fimbriae
dahil olmak {iizere bakteriyel bilesenler, konagin idrar yolunda TLR4 indiikleyicileri
olarak taminmaktadir. Invazif iropatojenik E. coli hiicrelerinin ¢ogu, TLR4
molekiillerine direnglidir ve bunlarin idrar yolu i¢indeki varligi, kronik ve / veya
karmagik sistit ve / veya piyelonefrit ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle, dogustan gelen
bagisiklik yanitlarinin bozulmasi veya islev bozuklugu, insan viicudunda idrar yollar
enfeksiyonunun gelismesine ve ilerlemesine giden siireci kolaylastirmaktadir (West et
al. 2006, Takeda et al. 2003, Botos et al. 2011, Spencer et al. 2014, Gluba et al. 2010,
Jin and Lee 2008, Song and Abraham 2008).

Uropatjenik E. coli hiicrelerine ek olarak C. albicans mayalari, TLR4 proteinlerinin
ekspresyonu yoluyla dogal bagisiklik sistemini tetiklemektedir. TLR4, idrar yolu
kadidiyazi1 gibi kandidiyaz tiplerinde C. albicans mayalarina kars1 eksprese
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edilmektedir. TLR4 adaptorlerinin ekspresyonu, O-baglantili mannan polimerlerinin
dogrusal ve kisa zincirleri araciligiyla gerceklestirilmektedir. TLR2’de olanin aksine,
TLR4’iin C. albicans’a karsi ekspresyonu, proinflamatuar sitokinlerin sekresyonuna yol
acmaz ancak tip I interferonlarin (IFN) salgilanmasimi tetikler. Bu baglamda, fungal
fagositoz siirecine katkida bulunan mannoz reseptorlerinin, TLR4 adaptorlerinin
ekspresyonu boyunca zimosanin igsellestirilmesi icin bloke edilmektedir. Ayrica
notrofillerin toplanmasi ve bazi kemokinlerin salgilanmasi énemli 6l¢iide azalmaktadir
(Hofs et al. 2016, West et al. 2006, Takeda et al. 2003, Botos et al. 2011, Natea et al.
2002, Bryant et al. 2015, Jin and Lee 2008, Natea et al. 2006).

HSP60, HSP70 ve 90 dahil olmak tizere HSP molekiilleri, normal ve stresli durumlar
altinda okaryotik ve prokaryotik hiicreleri destekleyen iyi bilinen saperokinlerdir.
Serbest birakilan mikrobiyal HSP'lerin varligi, konak¢inin idrar yolunda TLR4
ekspresyonunu tetikleyebilmektedir. Bu saperokinler hem {iiropatojenik E. coli hem de
C. albicans hiicrelerinde taninmaktadir. Bununla birlikte, HSP'ler dogal bagisiklig:
adaptif bagisiklik mekanizmalarina baglayabilmektedir (Takeda et al. 2003, Botos et al.
2011, Medzhitov 2001, Asea 2008).

2.7.3 Idrar yollar enfeksiyonu ve TLR9

TLRY i¢in uygun hedef ligandlar, mikrobiyal metillenmemis CpG-DNA’lardir.
Dolayisiyla TLR9 molekiilleri, bakterilere, mantarlara, virlislere ve protozoaya ait
metillenmemis CpG-DNA motiflerinin varliginda eksprese edilmektedir. Bunlar, kendi
yapilar1 i¢indeki niikleik yapilar1 ayirt edebilmektedir. TLR9, sitomegaloviriislere karsi
anahtar bir role sahiptir. Sitomegaloviriis enfeksiyonu, bobrek grefti ameliyatlarindan
sonra bobrek enfeksiyonu olan hastalar i¢in 6liimciil olabilir (Takeda et al. 2003, Bryant
et al. 2015, Gluba et al. 2010, Jin and Lee 2008, Vandewalle 2008).
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu calismada kullanilan genel laboratuvar ekipmanlar1 ve kimyasallar1 Cizelge 3.1,

Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3 de verilmistir.

3.1.1 Ekipmanlar

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2, bu ¢alisma sirasinda kullanilan ekipmanlarin bir listesini

gostermektedir.

Cizelge 3.1 Ekipman ve aparat listesi

No. Ekipman ve aparat Sirket ve mense

1 96 1yi ortiilii alt plaka (Polistiren) Kiy1 seridi (ABD)

2 Otoklav Sakura (Japonya)

3 Santrifiij Hettich (Almanya)

4 Sogutmali santrifiiji Hermle (Cin)

5 Damatict Elga (Ingiltere)

6 Elektrikli firin Olimpos (Japonya)

7 Elektroforez sistemi, gii¢ kaynagt Ilerleme (Japonya)

8 GC/MS spektroskopisi Shemaza 2010 Qpplus
9 Jel belge APEL (Japonya)

10 Davlumbaz dolab1 Fisher Hamilton (ABD)
11 Hotplate Takashima (Japonya)
12 Kulugka makinesi Yamato (Japonya)
13 Inkiiboter Olimpos (Japonya)
14 Micro centrifuge Beckman coulter (ABD)
15 Mikrodalga Panasonic (Japonya)
16 Nanodrop Dihan (Kore)

17 Buzdolab1 Ulusal (Japonya)

18 Spektrofotometre APEL (Japonya)

19 Termal 1s1l dongiileyici TECHNE, TC-3000, Bibby
20 Vorteks SciencelLtd, (ABD)
21 Su banyosu Labcoo (Almanya)
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Cizelge 3.2 Diger laboratuvar malzemeleri

No. Malzemeler Sirket ve mense

1 Ependroff tiip Promeg (ABD)

2 Whatman Filtre kagitlar1 (0,2 pm) Schleicher ve Schuel (ABD)
3 Forseps Olimpos (Japonya)

4 Mikropipet (farkli boyutta). Marka (Almanya)

5 Diizlem tiipler (10 mL), Petri kaplar1 ve Steril siiriintii Cin

6 Hacimsel sisesi Jlassco (Hindistan)

3.1.2 Kimyasal maddeler

Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4, bu ¢alisma sirasinda kullanilan kimyasal malzemelerin bir

listesini gostermektedir.

Cizelge 3.3 Kimyasal maddelerin listesi

No. Kimyasallar ve Biyolojik malzemeler Sirket (koken)

1 Mutlak etanol (%99) Scharlau (Ispanya)
2 Asetik asit BDH-Ingiltere

3 Alkol BDH-Ingiltere

4 KH;PO, Potasyum dihidrojen fosfat CDH — Ingiltere

5 KOH BDH-Ingiltere

6 McFarland ¢6ziimii Biomerieux (Fransa)
7 Metanol BDH-Ingiltere

8 Metil kirmizist BDH-Ingiltere

9 NaHPO,. 2H,0 BDH-ingiltere
10 NaCl BDH-Ingiltere
11 NaOH BDH, Birlesik Krallik
12 Potasyum iyodiir GCC Ingiltere

13 Resazurin (Alamer mavisi) BDH-Ingiltere

Cizelge 3.4 PCR ve Elektroforez malzemelerinin listesi

No. PCR ve Elektroforez malzemeleri Sirket (koken)

1 Agaroz Promega (ABD)

2 Bromo fenol mavisi BDH-Ingiltere

3 ddH,0 Bioneer (Kore)

4 DNA marker (100bp) Promiga-ABD

5 Ana karigim Bioneer (Kore)

6 PCR arabellegi Promega-ABD

7 Primerler Eurofins Genomics (Almanya)
8 Rade giivenlik jeli Biyo temel (Kanada)

9 Tris baz, asetik asit ve EDTA (TAE) tamponu-10 X Biyo temel (Kanada)

32



3.1.2.1 Kiiliir ortami

Cizelge 3.5, bu ¢alisma sirasinda kullanilan kiiltiir ortaminin bir listesini géstermektedir.

Cizelge 3.5 Kiiltlir ortam listesi

No. | Kiiltiir ortami1 Sirket (kdken)
1 Kanli agar taban Mikro medya (AB)
2 Beyin-kalp inflizyonu Mastdiagnostik (ABD)
3 MacConkey agari Mikro medya (AB)
4 Metil kirmizi-Vogesproskauer suyu (MRVP) | Oksoid (ingiltere)
5 Miiller-Hinton agar1 Oksoid (ingiltere)
6 Pepton suyu Himedia (Hindistan)
7 Simmon sitrat agar Mikro medya (AB)
8 Luria bertani suyu Himedia (Hindistan)
9 Tripticas soya suyu Oksoid (ingiltere)
10 | Mueller-Hinton Et suyu (MHB) Oksoid (Ingiltere)
11 | iire agar tabani Himedia (Hindistan)
12 | (Uglii Seker- Demir agar) TSI Himedia (Hindistan)
3.1.2.2 Kitler

Bu caligmada kullanilan DNA ekstraksiyonu ve PCR tespit kiti listesi Cizelge 3.6'da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6 DNA Ekstraksiyon kiti ve PCR tespit Kiti

Kitler Kitin sirketleri Sirket ve mense
Hizli bakteriyel genomik Malzeme Size (Bio basic)
DNA izolasyon Kiti (biyo PB Tamponu 12 mL Mini Kiti (Kore)
gerekli) TE Tamponu 10 mL
Evrensel sindirim 25 mL
Tamponu
Polimeraz zincirleme Gold multiplex, 20 pL include: Tag DNA Biyoner sirketi (Kore)
reaksiyonu polymerase 1U, dNTPs which include: 250 pm
of each dATP, dCTP, dGTP, dTTP). (1,5) mm
of MgCl, (Magnesium chloride), (30) mm of
KCI, (10) mm of Tris-HCI (pH 9,0), Blue dyes
loading dye, Nuclease free water.
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3.1.2.3 Antibiyotikler

Bu ¢aligmada kullanilan antibiyotikler Cizelge 3.7'de listelenmistir.

Cizelge 3.7 Antibiyotik diskleri

No. Antibiyotik diski Sembol Konsantrasyon Uretici firma
pg/disk
1 Seftriakson CRO 30
2 Seftazidim CAZ 10 Direk
3 SEfapem CPM 30 Grubu/Ingiltere
4 Sefpodoksium CPD 10
5 Sefoksitin Fox 30

3.2 Yontemler

3.2.1 Kiiltiir Ortami Hazirhg:

MacConkey agar, Beyin kalp inflizyonu, Muller hinton agar, Luria bertani suyu,
Tripticas soya suyu, Peptone suyu, Muller hinton besiyerleri, Kanli agar, Simmon's
sitrat agar slant, Ure agar baz1 ve Triple Sugar Iron (TSI), Uretim sirketi talimatlarina
gore hazirlanir. Tiim bilesenlerinin tamamen ¢dziinmesi i¢in su banyosunda kaynatilir
ve 121°C'de 15 dakika 15 pound/inch2 otoklavlanarak sterilize edildikten sonra petri

kaplarina dokiiliir ve kullanilincaya kadar 4°C'de saklanir.

3.2.2 Reaktifler ve ¢ozelti hazirlama

3.2.2.1 Katalaz reaktifi

Bu reaktif, stok H.O: soliisyonundan (%15) %3 hidrojen peroksit (H202) olacak sekilde
hazirlanir. Bakterilerin katalaz enzimi iiretme yetenegini test etmek i¢in kullanilmustir.

Reaktif koyu renkli sisede tutulmustur (Mackie 1996).
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3.2.2.2 Ilyot reaktifi

Iyot reaktifi, orijinal sabit zamanl tahlil yontemi i¢in Sargent tarafindan belirtildigi
sekilde hazirlanmustir. Iyot reaktifinin 5-iyodanlar kismi, asetat tamponu (pH 4,0) iginde
40 umol 12 igerir. Iyot reaktifi, 95 mL asetat tamponuna (asetik asit ile pH 4,0’an
ayarlanmig ve damitilmis su ile 2 litreye getirilmis 80 g susuz sodyum asetat) 5 mL stok
iyot ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanmaktadir. Stok iyot ¢ozeltisi 0,16 M iyot ve 1,2 M
potasyum iyodiir icerir (20,3 g iyot ve 100 g potasyum iyodiir, 500 mL damitilmis su
icinde ¢oziilmiistiir) (Sargent 1968).

3.2.2.3 Kovac reaktifi

10 g Para-dimetil-amino benzaldehit 150 mL izoamil alkol i¢inde 50°C'de su
banyosunda 1sitilarak eritilir ve yavas yavas 50 mL HCI ilave edilmektedir. Reaktif
kiiciik miktarlarda hazirlanmistir ve buzdolabinda saklanmistir; bu reaktif indol testi

icin kullanilmistir (Mackie 1996).

3.2.2.4 Voges-proskauer reaktifi

Bu reaktif, %96 etanolde, %40 potasyum hidroksit ve %35 naftoliin birlestirilmesiyle
hazirlanmistir. Reaktif koyu renkli bir sisede saklanmistir ve kullanimdan once

karigtirllmistir (Mackie 1996).

3.2.2.5 Normal tuzlu ¢ozelti

0.85 g NaCl 90 mL distile suda ¢oziilerek normal salin hazirlanir, pH 7'ye ayarlanmistir
ve hacim 100 ml'ye tamamlanmistir, tuz tamamen eriyene kadar karigtirllmistir. Daha
sonra ¢ozelti, 121°C'de ve 15 pound/ing?lik bir basincta otoklavlanmistir. Hazirlanan

cozelti seyreltme isleminde kullanilmaktadir (Riffel et al. 2003).
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3.2.2.6 Fosfat tamponu

Bu c¢ozelti, 1L distile suda NaCl 8g, Na,HP0s 1,44gm, KH2P0s 0,24gm tuzlarinin

¢oziilmesiyle hazirlanir ve pH 7,2'ye ayarlanmistir (Basu et al. 2001).

3.2.2.7 TAE (1X) ¢oziimii

10 mL stok TAE-10x ile 90 mL distile su karigtirilarak 10x'ten 1x'e seyreltilen TAE
tamponu, daha sonra DNA jel elektroforezinde kullanilana kadar 4°C 'de tutulmustur

(Abel-Santos et al. 2003).

3.2.2.8 Oksidaz reaktifi

500 mg N, N, N, N-tetrametil-P-fenilen-diamin dihidrokloriir 50 mL distile suda

¢Oziilerek hazirlanir ve oksidaz testinde kullanilmaktadir.

3.2.2.9 Gram boyama

Bu isem i¢in gerekli olan malzemeler asagida siralanmustir.

e Kristal menekse soliisyonu.

e Lugol iyot ¢ozeltisi.

e Alkol aseton soliisyonu.

e Safranin soliisyonu.

3.2.3 Numune toplanmasi

Ramadi kentinden idrar yollar1 enfeksiyonu olan 50 hastadan ve 45 saglikli grubundan

olmak tizere 95 adet idrar 6rnegi toplanmaigtir.
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3.2.4 Bakteriyel izolasyon ve tanimlama

Bakteriyel izolatlar, (Cheesebrough 1998)'e gore konvansiyonel mikrobiyolojik
yontemler (kolonyal morfoloji, Gram boyama ve biyokimyasal testler) ve otomatik

vitek2 kompakt sistemi ile teshis edilmektedir.

3.2.4.1 Morfolojik inceleme

izolatlarin MacConky agar, kanli agar iizerinde kiiltiirlenmesinden sonra yapilmistir. Ilk
tan1 testleri, koloni sekli, boyutu, renkleri, kokusu, dokusu, kenarlari ve laktozu
fermente etme yetenegi dahil olmak iizere bakteri liremesinin morfolojik 6zelliklerine

dayanmaktadir.

3.2.4.2 Mikroskobik incelenmesi

Gram boyama

Tanimlamada 6nemli bir ilk adim, hiicrelerin sekli, boyutu, diizeni ve boyaya tepkisi
gibi hiicre morfolojisinin belirlenmesidir. Tiim bakteri izolatlar1 151k mikroskobunda

incelenir, taze kiiltiiriinden yaymalar hazirlanir ve gram boyama ile boyanmaktadir.

3.2.4.3 DNA ekstraksiyonu

Asagidaki adimlara gore, genetik izolasyon kullanilarak kandan elde edilmistir

e 100 mL kan alinmistir, 20 Rotcinasek eklenmistir ve 60°C’de su banyosunda 10
dakika inkiibe edilmistir.

e 200 mL GSB ¢ozeltisi eklenmistir ve her 3 dakikada bir karistirilarak 10 dakika
su banyosunda bekletilmistir.

e Dogrudan shake ile 200 mL hanol eklenmistir.
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e Tiim igerigi Spin kolonuna transfer edimistir ve 3000 dongiide bir dongii
boyunca santrifiij edilmistir.

e ilk yikama ¢ozeltisi kullanilmistir. 1300 rpm'da 1 dakika santrifiij filtreye 500
mL eklenmistir.

e ikinci yikama ¢ozeltisi kullanilmistir. 1300 devir/dk'da 1 dakika santrifiij filtreye
500 mL eklenmistir.

e 13000 devir hizda 2 dakika siireyle bos bir santrifiij yapilmistir

e C(Clution ¢ozeltisi filtre ortamina eklenmistir. Ardindan 5 dakika beklenmistir,

sonra filtrenin ¢ikarilan DNA'y1 temsil ettigi santrifiij yapilmistir

DNA Elektroforezi

e 1 gram agarozu 100 mL TBE 1X'te ¢oziindiiriilmiistiir ve tamamen ¢oziilene
kadar mikrodalga cihazina alinmistir, karisimi sogumaya birakildiktan sonra ve
5 pL Etilen bromid eklenmistir.

e Daha sonra agaroz aktarma kabina dokiilmiistiir, tarak yerine sabitlenmistir ve
karisim katilagmaya birakilmistir

e Katilasmanin ardindan elektroforez tanki uygun miktarda TBE 1X iletim
cozeltisiyle doldurulmustur ve sertlestirilmis agaroz havuza yerlestirilmistir,
ardindan elektroforez 15 dakika boyunca 54 V'de, sonra DNA durumunda 45
dakika boyunca 70 V'a kadar, DNA farkiyla PCR iiriiniinde ise bu ekstraksiyon,
her 15 mL DNA i¢cin 3 mL'lik Yiikleme boyasi 6x kullanilarak, agresif
cukurlarda, 3 mL'lik bir hizda sabitlenmistir. (Cizelge 3.8) (Cizelge 3.9)

e Sonuglar Gel dokiimantasyonundan okunmustur ve cihazin kameras: ile

fotograflanmustir. (Cizelge 3.10) (Cizelge 3.11) (Cizelge 3.12) (Cizelge 3.13)

Cizelge 3.8 TLR2- Rs5743708

TLR2a IF CAGCGCTTCTGCAAGCTTCA 20
TLR2a IR GGTAGGTCTTGGTGTTCATTATCTGCC 27
TLR2a OF AACTTTGTGAAGAGTGAGTGGTGCAA 26
TLR2a OR GGAACCTAGGACTTTATCGCAGCTCT 26
Baglanma 63
G aleli igin {iriin boyutu 169bp Aaleli igin {iriin boyutu: 122bp iki dis primerin iiriin boyutu: 245bp

38



Cizelge 3.9 TLR4 Rs121917864

TLR2b IF CCCTTCAAGTTGTGTCTTCATACGT 25
TLR2b IR TTGCCAGGAATGAAGTCACG 20
TLR2b OF GGCCTGTGGTATATGAAAATGATGT 25
TLR2b OR GTTCATACTTGCACCACTCACTCTTC 26
Baglanma 60
C aleli icin iiriin boyutu: 209bp T aleli igin iiriin boyutu: 146 bp iki dis primerin iiriin boyutu: 310 bp

Cizelge 3.10 Rs4986790

TLR4a IF CATACTTAGACTACTACCTCGAGGA 25
TLR4a IR GTCAAACAATTAAATAAGTCAATAAGAC 28
TLR4a OF TTCATAAGCTGACTTTAAGAAATAATT 27
TLR4a OR AACTGTCCAAATTTACAGTTAACTAAT 27
Baglanma 55
A aleli i¢in iiriin boyutu: 164bp G aleli i¢in {iriin boyutu :241bp iki dis primerin iiriin boyutu 352bp

Cizelge 3.11 TLR9 Rs4986791

TLR4b IF CTCAAAGTGATTTTGGGACCAT 22

TLR4b IR CTCAGATCTAAATACTTTAGGCGGG 25

TLR4b OF AAAGACTTTTCTTATAATTTCGGATGG 27

TLR4b OR GAGAAATGTCAAGGTAAATGAGGTTT 26
Baglanma 57

T aleli igin {iriin boyutu: 193bp C aleli igin iiriin boyutu: 251bp iki dis primerin iiriin boyutu: 397bp

Cizelge 3.12 Rs352140

TLR9a IF GGTCCAGGGCCTCCAGTTGA 20
TLR9a IR GAGCACTCATTCACGGAGCTATCG 24
TLR9a OF GTACTGCAGAGCTGCTGGGACACT 24
TLR9a OR AGGCAGTCAATGGCTCCCAGTT 22
Baglanma 63
C aleli i¢in iiriin boyutu: 182bp A aleli igin iiriin boyutu: 127bp ki dis primerin iiriin boyutu: 265bp

Cizelge 3.13 Rs5743836

TLR9b IF GTGCTGTTCCCTCTGCCGGA 20

TLR9b IR GGTCATATGAGACTTGGGGGAGTGTC | 26

TLR9b OF CACAGTCCACAGATGGCCAACAA 23

TLR9b OR GTGGGAGGTTTGTAAGAAGGCTGGAT | 26
Baglanma 63

A aleli igin iiriin boyutu: 125bp G aleli igin iiriin boyutu: 181bp iki dis primerin iiriin boyutu: 260bp
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4 BULGULAR VE TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), diinyanin tiim iilkelerinde yilda yaklasik 150 milyon
insan1 etkileyen en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. idrar yolu enfeksiyonu,
farkli yas gruplarinda, erkek bebeklerde, yash erkeklerde ve her yastan kadinda 6nemli
bir morbidite nedeni olarak kabul edilebilmektedir. Siddetli sonuglar arasinda sik
tekrarlama, kii¢iik ¢ocuklarda bobrek hasari, sepsisli piyelonefrit, erken dogum ve
ayrica yiiksek diizeyde antibiyotik direncine ve Clostridium kolite yol agabilen
antimikrobiyallerin siirekli kullanimindan kaynaklanan komplikasyonlar yer almaktadir

(Flores-Mireles et al. 2015).

41 Yas

Mevcut ¢alismada yas grubu (16-25 yas) idrar yolu enfeksiyonu olmayan hiicreleri
temsil eden grup (%48), hastalarin yas1 %38 (26-35) iken %14 (36-58 yas arasi) olan
yas grubudur. Sonuglara gore, kontrol gruplarina gore en fazla etkilenen yas grubu (30-

55 yas) oldu. (Sekil 4.1)

= Kontrol 16 -25 = Hasta26-35 = Hasta 36 -58

Sekil 4.1 Yas grubu olarak siniflandirilan IYE hastasi
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4.2 Bakterilerin Dagilimi

E. coli en sik tamimlanan Gram negatif bakteridir (26/50, %50). Bunu sirasiyla
Klebsiella pneumoniae (10/50, %19,2) ve Proteus mirabilis (2/50, %3,8) takip etmistir
(Sekil 4.2). Gram pozitif bakterilerden ise Staphylococcus epidermidis en sik tespit
edilen tiir iken (9/50, %17,3) bunu Streptococcus agalactiae (5/50m %9.6) takip
etmistir. (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1 Kontrol tiirleri

E. coli negatif-
Klebsiella sp negatif -
Proteus sp negatif -
Staphylococcus sp pozitif +
Streptococcus spp pozitif +

= E coli

= Klebsiella sp.

= proteus mirabilis
staphylococcus sp.

® streptococcus sp.

(

Sekil 4.2 Bakteri tipi olarak siniflandirilan IYE hastasi
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Yapilan ¢alismlar, Gram-negatif bakterilerden kaynaklanan enfeksiyon oraninin Gram-
pozitifinkinden daha yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica bu calisma E. coli'nin
sikligmmin tiirlerin geri kalanina kiyasla daha yiiksek oldugunu belirtirken, bunu
Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis’in takip ettigini belirtmistir. Gram pozitif
bakterilere gelince, Staphylococcus aureus frekansinin daha yiiksek oldugu
gdzlemlenmistir (Kim et al. 2018). IYE'lerin %90'imdan fazlasina Gram negatif
bakteriler neden olur ve E. coli enfeksiyonlart %80'e ulasarak en biyiik yiizdeyi
olusturmaktadir (Mazzulli et al. 2001).

Onceki bir ¢alisma, ¢ogu Escherichia coli'nin, IYE'lere neden olabilen yalmzca kiigiik
E. coli bakteri gruplart olmasi disinda, konak¢inin savunma mekanizmalari tarafindan

gtinler i¢inde elimine edildigini gostermistir (Rosen et al. 2007).

Ek olarak, baska bir ¢alisma, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Klebsiella pneumonia gibi idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilecek baska patojenler
oldugunu gostermistir. Pseudomonas enfeksiyonu kronik kateterizasyonlu hastalarda
daha sik goriilmektedir (Gupta et al. 2011, Ronald 2002).

4.3 Molekiiler Calisma

Calismamizda, farkli yas gruplarinda idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan 50 6rnek
almistir. Daha sonra idrar drneklerinden bakteriler izole edilip teshis edilmistir. [YE'li
hastalardan alinan kan orneklerinden DNA izole edilmistir (Sekil 4.3). Ekstrakte edilen
DNA'nin saflig1 ve konsantrasyonu olgiilerek ve safliginin 1,6 ile 1,9 arasinda degistigi
ve ekstrakte edilen DNA konsantrasyonunun 60 ile 185ng arasinda oldugu bulunmustur.
Tetra ARMS-PCR teknigi, rs121917864, rs4986790 ve s352140 allel genotipi igin

kullanilmistir ve bunlarin mevcut bakterilerle karsilastirilmasini saglamistir.
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Sekil 4.3 Kandan ekstrakte edilen genomik DNA’nin %2’lik agaroz jelde 45 dakika
boyunca elektroforezi

4.4 RS121917864

Tetra ARMS-PCR teknigi, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde rs121917864
genotipi i¢in kullanmilmustir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Cizelge 4.2 istatistiksel analiz
sonuclarinin, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde CT genotip sikliginda
P<0,05 diizeyinde anlaml1 bir farklilik oldugunu, vaka numunelerinde CT genotipleme
sikliginin %42 oldugu durumlarda, kontrol numunelerinde oranin %13 oldugunu
gostremektedir. Sonuglar, TT genotipi i¢in, vaka Orneklerinde sikligin %14, kontrol
orneklerinde %0 oldugu durumlarda 6nemli bir farklilik oldugunu ortaya koymaktadir.
Cizelge 4.2'de gosterildigi gibi, CT ve TT genotipleri i¢in P-degeri 0,0006 ve 0,02
olarak bulunmustur. Buna bagli olarak her iki genotip i¢in olasilik orani sirasiyla 17,67

ve 483,00'e kadar olan giiven araliginda 6,204 ve 26,33 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.2 lidrar yolu enfeksiyonu hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda rs121917864
genotipleri arasindaki iliskinin istatistiksel degerlendirmeleri

Genotip Frekansi (%) rs121917864

Genotip

Kontrol
n=45

Vaka
n=50

P-degeri

Olasihik
orani

95% ClI

CC

39 (87%)

22 (44%)

1,0

CT

6 (13%)

21 (42%)

0,0006 **

6,2045

2,1776 t0 17,6783

TT

0 (0%)

7 (14%)

0,0275 *

26,33

1,4357 to 483,006

0,2296 NS

0,2959 NS

Allele Frekansi (%)

Kontrol
n=90

Vaka
n=100

P-degeri

Olasihik
orani

95% ClI

0,93 (84)

0,65 (65)

<0,0001**

7,538

NS=Anlaml1 degil, * p degerinde anlaml < 0,05, ** p degerinde anlaml1 < 0,01

2,991 10 19,00

Sekil 4.4 PCR Tetra Arms iriiniiniin agaroz jel elektroforezi (rs121917864) (L:ladder,
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Sekil 4.5 PCR Tetra Arms iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi (rs121917864) (L:ladder,
N: negatif kontrol 1,5 saat boyunca %2 agaroz tzerinde 1-45 kontrol
numunesi

45 Rs4986790

Tetra ARMS-PCR teknigi, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde rs4986790
genotipi i¢in kullanilmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.7). Cizelge 4.3 istatistiksel analiz
sonuglarini gostermektedir. Buna goére, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde
GG genotipi sikliginda P <0,05 diizeyinde anlamli bir farkliliklar bulunmustur. GG
genotipleme sikliginin  vaka numunelerinde %28 oldugu durumlarda, kontrol
numunelerinde oran % 2 olarak tespit edilmistir. Sonuglar, AG genotiplemesi i¢in, vaka
orneklerinde sikligin %34, kontrol 6rneklerinde %49 oldugu durumlarda 6nemli bir fark
olmadigimi gostermistir. AG ve GG genotipleri i¢in P-degeri 0,8 ve 0,01, her iki genotip
icin 2,16 ve 135,00'e kadar olan giiven araliginda olasilik orani sirasiyla 0,89 ve 16,21

olarak ortaya ¢ikmistir.
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Cizelge 4.3 Idrar yolu enfeksiyonu hastalar1 ve kontrol gruplari arasinda rs4986790

genotipleri arasindaki iliskinin istatistiksel degerlendirmeleri

Genotip Frekansi (%) rs4986790

Genotip

Kontrol
n=45

Vaka

n=50

P-degeri

Olasihk
orani

95% ClI

AA

22 (49%)

19 (38%)

1.0

AG

22 (49%)

17 (34%)

0,8047 NS

0,3705-2,1608

GG

1 (2%)

14 (28%)

0,01*

1,9465-135,0014 I

Chi-
squared

2,813 NS

Kontrol

n=90

4,903 NS

Vaka

n=100

P-degeri

Olasihik
orani

95% ClI

0,73 (66)

0,55 (55)

0,27 (24)

0,45 (45)

0,0087 **

2,250

NS=Anlamli degil, * p degerinde anlamli < 0,05, ** p degerinde anlamli < 0,01

1,221-4,146

.N12 ..... 34567 ..... 8910111213141516171819202122

aikT =

2627 -28-29-+30--31-32-+33 34353637 38394041 424344 4546474849507

Sekil 4.6 PCR Tetra Arms {irliniiniin agaroz jel elektroforezi (rs4986790) (L:ladder, N:
negatif kontrol 1,5 saat boyunca %2 agaroz lizerinde 1-50 hasta numunesi)
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N ..... 12 ..... 34567 ..... 8910111213141516171819202122232425

203031 B33 BB 3G BT 3G 30 A0 ] A A3 A4S ]

SE-SEttt=-rErsarnutt
- - .

Sekil 4.7 PCR Tetra Arms tiriiniiniin agaroz jel elektroforezi (rs4986790) (L:ladder, N:
negatif kontrol 1,5 saat boyunca %2 agaroz iizerinde 1-45 kontrol numunesi)

TLR4 molekiilleri esas olarak idrar yolundaki bobrekleri ve mesaneyi kaplayan {iriner
epitel hiicrelerinde eksprese edilmektedir. TLR4 partikiillerinin ekspresyon seviyesi,
UTTI'nin siddetinden etkilenir. Asemptomatik bakteriiiri enfeksiyonu azalmis hastalarda
TLR4 partikiillerinin salgilanma seviyesinin, akut ve asemptomatik idrar yolu
enfeksiyonu olan hastalarda TLR4 partikiillerinin salgilanma seviyesinden ¢ok daha
diistik oldugu durumlardadir. Ayrica saglikli bir bagisiklik sistemi, UPEC gibi
mikrobiyal patojenlerin idrar yollarin1 bir giinden birka¢ giine kadar temizleme
yetenegine sahiptir (Behzadi and Behzadi 2016). TLR4, gram-negatif bakterilerin

molekiiler modelinin taninmasi i¢in spesifiktir (Latha et al. 2011).

987 kadin lizerinde yapilan bir Kafkas calismasinda TLR4 A896G polimorfizminin
rUTI'ye karst koruma ile iliskili oldugu, ancak piyelonefrit ile iliskili olmadigi
bulunmustur (Hawn et al. 2009). Calisma ayrica 896AG/GG genotiplerinin, 896GG
genotipiyle karsilagtirildiginda rUTI'den korunma ile iliskili oldugunu bulmustur.
Onceki ¢alismalar, Macar cocuklarda TLR4 A896G polimorfizmi ile idrar yolu
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enfeksiyonuna duyarlilik arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir (Karoly et al.

2007).

TLR'lerin sistit ve piyelonefritin patogenezini etkileyebilecegi ¢esitli potansiyel
mekanizmalar mevcuttur. Mesane ve bobrek epitel hiicrelerinde TLR aracili bir sinyal
kusuru varsa, Escherichia coli'nin ilk taninmasi gecikebilir ve sinyal yollarinin
aktivasyonu gecikebilmektedir. Ek olarak, mesaneye toplanan nétrofiller veya
monositler, yanitlar1 degistirebilir ve IYE'lere kars1 artan bir duyarliliga yol agabilir.
Alternatif veya ek olarak, TLR'ler dendritik hiicre olgunlagsmasini diizenleyebilir ve
Escherichia coli antijenlerine T hiicresi tepkilerinin aktivasyonunu ve korunmasini

etkileyebilmektedir (Hawn et al. 2009).

Onceki galismalar, TLR4 A896G polimorfizminin molekiiler ve hiicresel diizeyde
sinyal iletimini diizenlemek igin hareket ettigini gostermistir. Bazi ¢alismalarda in vivo
azalmis brongiyal yanita ek olarak TLR4 A896G SNP ile LPS'ye yanit olarak azalmis
in vitro sinyal arasinda bir iliski oldugu bulunmustur (Misch and Hawn 2008).

Insan TLR4 kodlama ve indiikleyici bolgelerindeki SNP'ler, Gram-negatif enfeksiyon,
sepsis, bronsiolit RSV, yaygin kandidiyazis (Van der Graaf et al. 2006) ve inflamatuar
bagirsak hastalig1 gibi baz1 enfeksiy6z ve inflamatuar hastaliklarin goriilme sikliginin
artmasiyla baglantilidir (Medvedev 2013). Ayni zamanda, kan transflizyonlari,
ateroskleroz (Kiechl et al. 2002) ve romatoid artrit (Radstake et al. 2004) gelisme
riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Hafif veya siddetli IYE'si olan Isvegli hastalarin
TLR4 promotor bolgesinde 8 mutasyon ifade ettigi (Ragnarsdottir et al. 2010), bu
mutasyonlarin 3'tinlin miyokard enfarktiisii hastalarinda mevcut oldugu (De Staercke et
al. 2007), sistemik yamtlilik (Michel et al. 2007) ve IYE'li hastalarda dogustan gelen
bagisiklik tepkilerini degistirmistir (Ragnarsdottir et al. 2010).

Ayrica, (Nachtigall et al. 2014) yogun bakim {initelerine yatirilan hastalarda rs4986790
polimorfizminin siddetli sepsis veya septik sokun baslama zamanini etkileyebilecegi
bildirilmistir (Nachtigall et al. 2014) Bu polimorfizmin Gram negatif bakterilerin neden

oldugu septik sokla da iligkili oldugu bulunmustur (Lorenz et al. 2002).
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46 Rs352140

Tetra ARMS-PCR teknigi, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde rs352140

genotipi i¢in kullamilmustir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Cizelge 4.4, istatistiksel analiz

sonuglarmin, hem vakalarda hem de kontrol numunelerinde AA genotip sikliginda P

<0,05 diizeyinde Onemli bir farklilik oldugunu gostermektedir. GG genotipleme

sikligint vaka numunelerinde %28, kontrol numunelerinde ise %4 olarak tespit

edilmistir. Sonuclar, AG genotiplemesi i¢in, vaka orneklerinde sikligin %10, kontrol

orneklerinde ise %9 oldugunu ve 6nemli bir fark olmadgini ifade etmektedir. CA ve AA

genotipleri i¢in P degeri 0,5 ve 0,006, her iki genotip i¢in de olasilik orani sirasiyla 6,35

ve 41,69'a kadar olan giiven araliginda 1,5 ve 8,8 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4 Idrar yolu enfeksiyonu hastalari ve kontrol gruplari arasinda rs352140

genotipleri arasindaki iliskinin istatistiksel degerlendirmeleri

Genotip Frekansi (%) rs352140

Genotip

kontrol
n=45

Vaka
n=50

P-degeri

Olasihik
orani

95% ClI

CC

39 (87%)

31 (62%)

1,0

CA

4 (9%)

5 (10%)

0,5253 NS

1,5726

0,389 to 6,357

AA

2 (4%)

14 (28%)

0,0061 **

8,8065

1,8601 to 41,6939

0,0103 <0,0001

Allele Frekansi (%

Allele

9,161 *

Kontrol
n=90

29,94 **

Vaka
n=100

P-degeri

)

Olasihik
orani

95% ClI

0,91 (82)

0,67 (67)

NS=Anlaml1 degil, * p degerinde anlamli < 0,05, ** p degerinde anlamli < 0,01

0,09 (8)

0,33 (33)

<0,0001 **
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9--10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-21-2

~27--28-20--30-31-32-33--34-35-36--37-38-30-4041--42 4344 454647484950

Sekil 4.8 Agaroz jel elektroforesis of PCR Tetra Arms product (rs352140) (L:ladder,
N: negatif kontrol 1,5 saat boyunca %2, agaroz Uzerinde 1-50 hasta
numunesi)

o e B Qe Qe Lo 125-13 14151617 18--19-20-21-22-23-24-25¢

- A A X % 2 F & X X = X R X X E R R _E R X R

2627 +-28+20--30-+-31 3233 343536 - 3T e 38 r- 3040 A ] A D43 445

. A B & & & B & = 2 2 B B B B _B b

Sekil 4.9 PCR Tetra Arms iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi (rs352140) (L:ladder, N:
negatif kontrol 1,5 saat boyunca %2 agaroz iizerinde 1-45 kontrol numunesi)

T- ve B-lenfositleri, smirli bir TLR kiimesini ifade eder (6rnegin, TLR2, TLR7 ve

TLRY9). TLRY, bakteri, virlis ve mantar DNA'sinda bulunan hipometillenmis CpG
motiflerini tanmaktadir (Medvedev 2013).
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Immiin ve immiin olmayan hiicrelerde bulunan TLRO reseptérii, bakteri DNA'sinda bol
miktarda bulunan metillenmemis CpG oligoniikleotidini tanir. Bu CpG formlari,
otoantijenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik sisteminin aktivasyonunu Onleyen
koruyucu bir mekanizma olabilen omurgali genomlarinda metillenmektedir
(Triantafilou et al. 2013). Bakteriyel DNA'y1 tantyan TLR9 genindeki ortak bir SNP'de
(rs352140) bir varyant T alelinin varlig1, yeni doganlarda artan plasental inflamasyon ile

iliskilidir (Karody et al. 2016).

Daha ileri arastirmalar, Toll benzeri reseptdor 9 polimorfizminin (TLR9 rs352140)

bakteriyel menenjit riski ile yakindan iliskili oldugunu ileri siirmiistiir (Xue et al. 2020).

TLR7 ve TLR9, TLR4 ve TLR1 sinyal modiilii araciligiyla tip I IFN'leri aktive eder, bu
daha sonra TRAFG6 ile etkilesime girerek NF-kB'nin aktivasyonuna ve proinflamatuar
sitokinlerin iiretimine yol acar veya TRAF3 ve IKK-a'y1 aktive ederek IFN
diizenleyicisinin indiiklenmesine yol agar (Honda et al. 2004, Uematsu et al. 2005).
TLRY genlerindeki varyasyonlar, viral ve bakteriyel enfeksiyonlarla hastalarin terapotik

miidahalelere kars1 tepkiler gostermistir (Medvedev 2013).

4.7 Gram Leke Olarak Simflandirilan Bakteriyel Enfeksiyonlu Genotipler

Elde ettigimiz sonuglar, yabani genotipin tiim SNP'lerde idrar yolu enfeksiyonuna en sik
rastlanan genotip oldugunu gostermistir. Oysa homozigot genotip, hem rs121917864
hem de rs4986790'da en az goriilen genotip iken, rs352140 Gram-negatif bakterilerde
en az goriilen genotip olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gram pozitif bakterilerde ise en
yiiksek enfeksiyon oranlarinin rs121917864 homozigot genotipinde, mutasyona ugramis
rs4986790 genotipinde ve s352140 yabani genotipinde oldugu, en diisiik enfeksiyon
oranlarinin ise mutasyona ugramis rs121917864 ve rs121917864 genotipinde oldugu
tespit edilmistir. rs4986790'in yabani genotipi ve homozigot genotip s352140 ile
uyumluluk gostermistir (Sekil 4.10).
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CcC CT 1T AA AG GG CC CA AA
rs121917864 rs4986790 rs352140

Hgram negative ™ gram posative .
|

Sekil 4.10Gram pozitif ve negatif olarak siiflandirilan bakteriyel enfeksiyonlu
genotipler

4.8 Bakteri Tiirii Olarak Siniflandirilan Bakteriyel Enfeksiyonlu Genotipler

Bakteriyel tiirler, genotipe gdre boliinmistiir (Sekil 4.11). Rs121917864 SNP icin, E.
coli frekans1 homozigot CT genotipinde en yiiksek iken, en diisiik frekans mutasyona
ugramis TT genotiptinde tespit edilmistir. Klebsiella pneumoniae’de en yiiksek frekans
yabani CC genotipinde, en diisiik frekans ise mutasyona ugramis genotipte
bulunmustur. Proteus mirabilis'e gelince, hem yabani hem de mutasyona ugramis
genotipte frekanst esit iken homozigot genotip kaybolmustur. Yani, Staphylococcus
saprophyticus homozigot genotipte en yiiksek frekansa, mutasyona ugramisg genotipte
en diisiik frekansa sahip olmustur. Son olarak, Streptococcus agalactiae homozigot
genotipte en yiiksek frekans goriiliirken mutasyona ugramis genotipte tamamen

kaybolmaktadir.

Rs4986790 SNP'de, E. coli'nin frekansi yabani genotipte (AA) en yiiksek iken, mutant
genotipte (GG) frekans en disiiktiir. Klebsiella pneumoniae’de en yiiksek frekans
yabani ve homozigot genotipte (AG), en diisiik frekans ise mutasyona ugramis genotipte
bulunmustur. Proteus mirabilis'e gelince, frekans hem yabani hem de mutasyona

ugramis genotipte esit ve homozigot genotipte kaybolmustur. Staphylococcus sp. ise
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mutasyona ugramig genotipte en yiiksek, yabani genotipte ise en diisiik frekansa
sahiptir. Son olarak, Streptococcus sp. en yiiksek frekans mutasyona ugramis genotipte,

en diisiik frekans ise hem yabani hem de homozigot genotipte tesgit edilmistir.

Rs352140 allelik polimorfizminde, E. coli'nin frekansi yabani CC genotipinde en
yiiksek iken, homozigot CA genotipinde en diisiiktiir. Klebsiella sp.’de en yiiksek
frekans mutasyona ugramis genotipte (AA), en diisiik frekans ise homozigot genotipte
olarak siralanmaktadir. Proteus mirabilis'e gelince, frekans hem yabani hem de
mutasyona ugramis genotipte esit ve homozigot genotipte kaybolmustur.
Staphylococcus sp. yabani genotipte en yiiksek frekans bulunurken homozigot genotipte
kaybolmustur. Son olarak, Streptococcus sp.’de en yiiksek frekans mutasyona ugramis

genotipte en diisiik frekans ise hem yabani hem de homozigot genotipte tespit edilmistir.

20 18
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16
14 n 12 12
12 10
10
8
8
6
6 55
44 4 4 4 3 4 4
4 3 3 3 3 3 3
2 2 2
2 11III11 I11I1I1I I11I11 11I
o Mimim HE°NR Hem'® Himim HE°Cn h pn Bn°°n Him
cc cT T AA AG GG cC CA AA
rs121917864 rs4986790 rs352140
mE. coli u Klebsiella sp. M proteus mirabilis

staphylococcus Sp. B streptococcussp.

Sekil 4.11 Bakteri tiirleri olarak siniflandirilan bakteriyel enfeksiyonlu genotipler
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5 SONUC VE ONERILER

Yapilan calismalar, cinsel olarak aktif kadmlarda IYE'lerin daha sik oldugunu
gostermistir (Rowe and Juthani-Mehta 2013). Orta yasta 6zellikle menopoza giren
kadinlarda idrar yolu enfeksiyonu insidansi azalmakta, ancak yaslilarda artmaktadir
(Eriksson et al. 2010). Daha onceki arastirmalar, 65 yas istlii kadinlarin %10'undan
fazlasinin idrar yolu enfeksiyonu ge¢irdigini gostermektedir hatta 85 yas {isti
kadinlarda bu oran yaklasik %30'a ¢ikmaktadir (Eriksson et al. 2010, Rowe and Juthani-
Mehta 2013).

Liu et al. 2022 tarafindan yapilan ¢alismada 16-25 yas araliginda, bagirsaklardan izole
edilen mikroorganizma yiizdesi %44, 26-30 yas araliginda %23, 36-45 yas araliginda
%19, 46-55 yas aralifinda ise %11 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar elde etmis
oldugumuz sonuglar ile uyumluluk géstermistir. (Clementz et al. 2022) tarafindan
yapilan ¢alismada izole edilen mikroorganizma yiizdesi 16-25 yas araliginda %25, 26-
35 yas araliginda %40, 36-45 yas araliginda %25 ve 46-55 yas aralifinda %10 olarak
ifade edilmistir. (Clementz et al. 2022) tarafindan sunulan bu sonuglar ¢alismamizda
elde ettigimiz sonuclar ile benzerlik gostermemistir. Bunun nedeni; basta izolasyon
olmak tizere, iklim kosullar1 ve farkli ¢evre kosullar1 olarak siralanmaktadir. Ayni
zamanda mikroorganizma gelisimi laboratuvar ekipmanlarina, farkli izolasyon ve teshis

yontemlerine de baglhidir.

(Yi et al. 2021) tarafindan yapilan ¢alismada, CT genotipine sahip rs1291 igin P
degerinin 0,0009 oldugunu ve TT genotipi i¢in ise 0,0299 oldugu belirtilmistir. Buna
bagl olarak CT genotipinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile bizim
calismamizdaki CT (P degeri 0,0006) ve TT genotipi i¢in (P degeri 0,0275) P degerleri
uyumluluk gostermektedir. Bunun yani sira (Zhang et al. 2021) tarafindan yapilan
calismada elde edilen P degerlerinde (CT genotipi i¢in P degeri 0,0090 ve TT genotipi
icin P degeri 0,052) 6nemli farkliliklar bulunmustur ve bu sonuglar bizim ¢alismamiz ile
uyumluluk gdstermemistir. Bu durumun izolasyon kaynagi ve cevre kosullarindan

kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.
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TLR-2, lipopeptitler, peptidoglikanlar ve glikosilfosfatidilinositol (GPI)-bagli proteinler
ve zimosan dahil olmak {izere ¢ok sayida yaygin bakteri formunu tanimaktadir. TLR-
2'deki sinonim olmayan iki SNP insan hastaliklariyla baglantilidir (Akira et al 2001).
Arg677'yi TRP (Arg677Trp) ile degistiren 2029 niikleotidinde (rs121917864) C>T
iletimi, Afrika ve Asya popiilasyonlarinda, Vlax-Roma haric hem Avrupa hem de
Avrupa dis1 poplilasyonlarda mevcut degildir. Bu da polimorfizmin Giiney Asya'ya go¢
ettikten sonra Hint-Aryan halklarinda ortaya ¢ikmis olabilecegini géstermektedir (Ioana
et al. 2012). In vitro, bu SNP'nin NF-B aktivasyonunu ve Mycobacterium leprae ve
Mycobacterium tuberculosis tarafindan tiretimini engelledigini gostermistir (Kang et al.
2002). Korelilerde ve Tunuslularda bu SNP sirasiyla ciizzam 46 ve tliberkiiloza maruz
kalma ile iliskilendirilmistir. Bu aleli tasiyan hastalarin, IFN yolunun aktivasyonu ve
yutma sirasinda patojenlere karsi adjuvan tip 1 (Thl) T yanitinin indiiklenmesi i¢in
gerekli olan mikobakteriler ic¢in uyarict olan diisik serum IL-12 seviyeleri

sergilediklerine iligkin verilerle uyumludur (Skevaki et al. 2015).

Yapilan c¢aligmalar, TLR2 SNP'lerinin enfeksiyona duyarlilik {izerindeki etkisini
vurgulamistir (Medvedev 2013). Pediatrik genetik calisma, TLR2 polimorfizmi ile IYE
duyarlilig1 arasinda bir iligski oldugunu bildirmistir (Tabel et al. 2007).

Bir lipopeptit tarafindan indiiklenen sinyallesmenin azalmasina neden olan bir degisken
olan TLR2 G2258A polimorfizmi, kadinlarda asemptomatik bakteri gelistirme riskinin
artmasiyla iligkilendirilmistir (Hawn et al. 2009). Bu veriler, TLR2 SNP'lerinin,
asemptomatik idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE'ler) gelismesinden &nce in Vivo olarak
insan mesanesine erken bagisiklik tepkilerine katkida bulunabilecegini gostermektedir.
TLR2 polimorfizmi, Japon popiilasyonunda agresif periodontitise karsi koruma ile
iliskilendirilmistir (Takahashi et al. 2011). Buna karsilik, baska bir ¢alismada TLR2
SNP'lerin taginmasi ile genellestirilmis agresif periodontitis arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir iliski bulunamamistir (Emingil et al. 2007). TLR2 polimorfizminin kronik
hepatit C hastalarinda viral yiikler ve hepatoselliiler karsinoma duyarlilik iizerindeki

etkisi tespit edilmistir (Nischalke et al. 2012).
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TLR2 polimorfizminin genis dlgekte incelenmesi, ¢esitli bulasict hastaliklarla dnemli
iligkilerin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. TLR2 polimorfizminin karaciger
transplantasyonu sonrasi CMV hastaligi (Kang et al. 2012, Kijpittayarit et al. 2007),
bebeklerde nazofaringeal bakteri kolonizasyonu (Vuononvirta et al. 2011) ve daha
yiiksek enfeksiyon oranlari igin bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Gram pozitif
enfeksiyonlar gelisen karaciger nakli alicilarinda goriilen semptom septik soktur (Lee et
al. 2006). Bu durum, cerrahi yogun bakim tinitesindeki kritik hastalardaki ciddi
enfeksiyon riskinin daha yiiksek olmasiyla iliskilendirilmistir (Ahmad-Nejad et al.
2011). Raporlar, TLR2 polimorfizmlerinin bir¢ok etnik kokene sahip tiiberkiilozlu
hastalarda daha yiiksek frekanslarda meydana geldigini ve bozulmus sinyallesme
yetenekleriyle baglantili oldugunu gostermistir (Medvedev 2013). Tiirk ¢ocuklarinda
yapilan calismalar TLR2 polimorfizminin enfeksiyondan tiiberkiiloza kadar olan

gelisim hizini etkiledigini gostermektedir (Dalgic et al. 2011).

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), dogustan gelen bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol
oynayan tek yollu protein membran reseptorleridir. Tipik olarak makrofajlar ve
dendritik hiicreler gibi sentinel hiicrelerde ifade edilen bu reseptorler, bakterilerden
tiretilen yapisal olarak korunmus molekiilleri, bu mikroplar, deri veya bagirsagin
mukoza zar1 gibi fiziksel engellere niifuz ettiginde tanir ve bu, bagisiklik hiicresi

tepkilerini aktive etmektedir (Vijay 2018).

(Mazzulli et al. 2001) yapmis olduklar1 ¢alismada, IYE'lerin %90'min Gram pozitif
bakterilerden kaynaklandigim1 ve Escherichia coli ile enfeksiyon oraninin %80
oldugunu belirtmistir. Bagka bir ¢alisma Vlax-Roma hari¢, Avrupa toplumlarinda
homozigot allel ve mutasyona ugramis rs121917864 SNP allelinin ortadan kalktigini
gostermistir (Mazzulli et al. 2001). Arap toplumlarinda Avrupa toplumlarina kiyasla
Gram negatif bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonu oranlar1 azalmistir.
Bunun nedeni Arap toplumlarinda homozigot allel ve mutasyona ugramis allelin
bulunmasi, Gram negatif bakterilere, 6zellikle Escherichia coli'ye karsi bir koruma
faktorii olarak degerlendirilebilir. Arap toplumlarinda yiizde 90'dan Avrupa
toplumlarina gore yiizde 73'e, Escherichia coli enfeksiyonu ise Arap toplumlarinda

ylizde 80'den yiizde 50'ye diismiistiir.
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(Terdsjarvi et al. 2020) tarafindan yapilan galismada, rs4986790 SNP'yi Gram-negatif
bakterilerle iliskilendirilmis ve homozigot ve mutasyona ugramis genotipin Gram-
negatif bakteri gelistirme riskini énemli 6l¢iide artirabilecegini gostermistir. Bu durum
polimorfizm iliskisi ile a¢iklanmaktadir. TLR4, saglikli deneklerde LPS gibi bir TLR4
baglayicisina verilen yanlis bir yanitin, uygun olmayan bir bagisiklik yanitina yol
acabilecegini gostermistir. Bu, Gram negatif bakterilerin tekrar tekrar kolonizasyon

riskini arttirmasindan kaynaklanmaktadir (Terésjarvi et al. 2020).

Tiim bu elde edilen veriler degerlendirildiginde, Irak’ta IYE enfeksiyonunda en baskin
bakteri tiirii E. coli olarak tespit edilmistir ve bunu Klebsiella sp. izlemektedir.
Enfeksiyon igin etkili yas 15-24 arasinda degigsmektedir. Rs121917869'un heterozigot
ve mutant genotipi, rs4986790'in mutant tipi ve rs352140'1n mutant genotipi, bakteriyel
enfeksiyonda en etkili genotipler olarak bulunmustur. Yabani tip, incelenen tiim
SNP'lerde IYE igin en sik goriilen genotiptir. Calistlan TLR genlerinde IYE ile
enfeksiyon agisindan insan1 koruyan bir genotip bulunmamustir. IYE enfeksiyonunda
Gram negatif bakteriler daha baskin olarak karsimiza ¢ikmistir. Bunlara ek olarak
Rs121917864'teki CT genotipi insanlar1 birgok genotip enfeksiyondan koumaktadir.
Ozellikle Rs4986790'daki AG genotipi insanlart Proteus sp. enfeksiyonundan

korumaktadir.
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