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OzZET

Uriner sistem tas hastaligi , Uriner enfeksiyonlar ve prostat hastaliklarindan
sonra Uriner sistemi en sik etkileyen 3.patoloji olup Groloji pratiginin dnemli kismini
teskil etmektedir Uriner taslarin en sik karsilagilan bileseni kalsiyumdur. Tas
olusumu  bdbreklerde kristal nefropatisi adi altinda bir takim enflamatuvar
degiskiliklere yol acar.Bu enflamatuvar degisikliklerin meydana gelmesi icin bir takim
immun sistem mekanizmalarin devreye girmesi gerekmektedir. Toll-Like
Reseptorler (TLR) dogal immdinitenin pargalari olan makrofaj ve dendritik hicreler
tarafindan eksprese edilen tip 1 transmembran proteinleri olup sitoplazmik ve
ekstraselliiler bélgeden olugsmaktadir. TLR'nin kristal nefropatisinde meydana gelen
inflamatuvar degisikliklerde de 6nemli rol aldigi distinilmektedir.

Bu calismada deneysel olarak hiperokzaluri olusturan ratlarin bdbrek
dokularinda meydana gelen enflamasyon sonrasinda TLR ekspresyonu arastirildi.
Normal beslenen 10 adet kontrol grubu ve %llik etilen glikolle beslenerek
hiperokzallri olusturulan 10 adet deney grubu ratlarin 24 saatlik idrarlar 16.
haftanin  sonunda metabolik kafes yardimiyla toplandi.idrar  érneklerinin
mikroskopileri ve 24 saatlik okzalat atilimlari karsilastirildi.Deney grubunda okzalat
atihminin istatiksel olarak anlaml gikmasiyla ratlarin bobrekleri ¢ikartildi.Bobrek
dokusu mikroskopilerinde ise kristal ve enflamasyonun varligi gosterildi. Daha
sonra bobrek dokularinda ise total RNA izolasyonunu takiben gergcek zamanli PCR
ile TLR 1-11 expresyonu arastirildi. sadece TLR2 de artis gbzlemlendi.Ancak
yapilan de@erlendirmeler sonucu TLR2 de gbézlemlenen artis istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmedi. Diger TLR alt tiplerinin ise hepsinde azalma meydana gelmig
olup TLR 1- 3 - 6 da istatiksel olarak anlamli azalma gorulmedi.Geriye kalan TLR
4-5-7-8-9-10-11 de istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi.En belirgin
azalma ise TLR11 de daha sonra da TLR7 de goéruldu.

Sonug¢ olarak etilen glikol yardimiyla hiperokzallri olusturulan rat bdbrek
dokularinda TLR alt tiplerinde blylUk oranda azalma oldugu géruldi.Sadece TLR2
de istatiksel olarak anlamli olmayan artis gorilmustir. Onceki calismalara
bakildiginda bizim galismamiz ,erken donemde TLR ekspresyon artigi olup geg¢
donemde TLR ekspresyon azalisiyla sonuglanan galismalara 6rnek olabilir.Bunun
icin erken dénemde yani hiperokzaliiri olugtuktan hemen sonra TLR ekspresyon
profillerinin arastiriimasi gerekmektedir. Ayrica bu galismanin renal parankim
hucrelerinin  steril enflamasyonu sonrasi TLR2 ekspresyonunda artma ile

sonuclanan calismalara yardimci olarak degerlendirebilecegi gértisiine de varilabilir.
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ABSTRACT

Urinary stone disease, after urinary tract infections and prostate diseases,
is the 3" pathology that effects urinary system most commonly, and represents
an important part of urologic practice. Calcium is the most common component in
urinary stones. Stone formation causes some inflamatory changes which are
called crystal nephropathies. This requires the introduction of a number of
immune system mechanisms for the occurrence of inflammatory changes. Toll -
Like Receptors (TLR) are type 1 transmembrane proteins that consist of
cytoplasmic and extracellular regions and are expressed by macrophages and
dendritic cells which are part of innate immunity. TLRs are thought to have
important role in inflammatory changes that occurs in crystal nephropathy.

In this study, expression of TLR was evaluated in kidney tissues of
experimental hiperoxaluria rats, occuring after inflamation. 24-hours urine
samples of rats from both control group which included ten rats fed normally and
experimental group which included ten rats fed with 1% ethylene glycole and
formed hiperoxaluria, were collected with the help of metabolic cage. Microscopy
and 24 hours oxalates excretion of urine samples were compared. Once oxalate
excretion rate in the experimental group found statistically significant, kidneys of
rats were removed. Microscopy of kidney tissue demonstrated the existence of
inflammation and crystals. Following total RNA isolation of the kidney tissues,
TLR 1-11 expression is examined with real time PCR. An increase is only
observed in TLR2. However, as a result of evaluations, the increase observed in
TLR2 was not statistically significant. Despite all other subtypes of TLR are found
decreased, there were no statistically significant decreases in TLR 1 — 3 — 6. Rest
TLR 4- 5- 7- 8- 9- 10 — 11 were found significantly decreased. The most
significant decrease was seen on TLR11, then TLR7.

Consequently, substantial decrease in subtypes of TLR were observed
in the kidney tissues of rats formed hiperoxaluria with help of etylene glicole.
Statistically non-significant increase is observerd only in TLR-2. Considering the
previous studies, our work may be an example of studies that resulted increase in
TLR expression in early period, decrease in late period. In order to see this result,
TLR expression profiles must be investigated in early period namely right after
hiperoxaluria formed. This study may also support other studies that report
increase in TLR 2 expression in sterile inflammation of the renal parenchyma

cells.

Xl



GiRiS

Ulkemizde endemik olan driner sistem tas hastaligi, triner enfeksiyonlar ve
prostat hastaliklarindan sonra Uriner sistemi en sik etkileyen 3.patoloji olup Uroloji
pratiginin énemli kismini teskil etmektedir (1). Uriner sistem tas hastaligi M.O. 4800
yillarindan beri bilinip Misir mumyalarinda bobrek ve mesane taslari géralmastar (2).
Yunan, Cin, Hint, Misir,Eski Roma ve Mezopotamyada tas hastaliginin nedenleri
icin bircok fikir ortaya atilmistir. Ozellikle 1940 lardan sonra Uriner sistem tas
hastaligi olusumu ile ilgili kalsiyum ve Urik asit birikiminin iligkili oldugu belirlenmisgtir.
Teknolojik gelismelere ragmen taslarin olusumunu agiklayan birgok teori olsada
hicbiri bunu kesin olarak ifade edememektedir. Bu nedenle tas hastaliinin
multifaktoriyel olup birgok faktériin birlesimi ve birbirleriyle etkilesimi sonucu oldugu
dusunulmektedir.

Bobrek tasi sonucu renal parankim dokularinda enflamasyon olustugu ,bu
enflamasyonun kroniklesmesi durumunda fibrozisle sonuglanan skatrisyel parankim
kaybr meydana gelir.Bu parankimal kayiplar sonucunda ileri ddnemde kronik boébrek
yetmezligi gelisecegi bilinmektedir.Enflamasyon surecinde ¢esitli immun yanitlarda
aktivasyon olusmaktadir

Toll-like reseptorleri (TLR), bircok patojene karsi dodal immin cevabin
olusmasini saglayan bir grup tip 1 transmembran proteinidirler. ilk olarak 1991
yilinda Drosophila melanogasterde kesfedilen ve immun sistem cevabinda énemli
fonksiyonu olduguna inanilan reseptére “Toll geni’ne olan benzerliginden dolayi
“Toll” adi verilmigtir. GuUnumuzde insanlarda interlokin-1 reseptor (IL-1R)’Un
homologu olan bu molekillere “Toll-like reseptérler’ denilmektedir. Bu reseptdrler,
basta makrofajlar olmak Uzere mast hcreleri, dendritik hicreler, eozindfiller,
noétrofiller, dogal oldurici hucreler, dogal olduriaci T hacrelerinde bulunurlar ve
mikroorganizmalarin taninmasinda ve yanginin tetiklenmesinde rol alirlar. Bu gine
kadar insanda ve sigirda 10, farede 13 TLR saptanmig olup, bunlarin her biri, bir
veya birden fazla sayida spesifik mikrobiyal molekule baglanabilir (3).

Bdbrek tasi enflamasyonu ve olusan immun yanitla ilgili literattirde ¢galigmalar
mevcuttur.Bizim ¢alismamizda ise bdbrek tasi sonucu olusan enflamasyona bagh
toll like reseptdr ekspresyonu arastirildi.Bunun igin %1 lik etilen glikolle beslenen ve
hiperokzallri olusturulan ratlarin bobrek doku oOrnekleri ile normal ratlarin bébrek
doku 6rnekleri  karsilastirildi.Ornekler Gzerinde gergek-zamanhh PCR yontemi
kullanilarak TLR1-11 olmak Uzere 11 farkh TLR’lerinin mRNA dizeyindeki

ekspresyon profilleri belirlendi.



GENEL BILGILER
BOBREKLER

Anatomi

Bobrekler her iki tarafta retroperitoneal olarak T12-L2 vertebralarin hizasinda
yer alan, uzun eksende 9-13cm olcllen ve asagi disa dogru,yatay eksenleri yana
arkaya dogru olup karin arka duvarinda yerlesen organlardir. Sol bébregin sag
bdbrege gbre 1-2 cm daha yukarida yerlesimli olmasi fizyolojiktir.Bunun nedeni
sagda bulunan karacigerin basi yapmasidir.Bobrekler hareketli organlar olup
pozisyon degisikligi ve solunum nedeniyle ortalama 4 cm yer degistirebilir (4).
Bobregi icten disa dogru saran tabakalar capsula fibrosa, capsula adiposa ve fascia
renalis (Gerota fasiyasi) tir. Bobregin arka tarafinda bulunan capsula adipoza nin
blyluk kismi yagd tabakasi ile sarilidir. Yag dokusu bobregi darbelere karsi korur.
Bdbregin peritonla 6rtllu kisimlarinda yag tabakasi bulunmaz. Bébrekleri yerinde
tutan en 6nemli olusumlar bébreklerin damarlari ve fascia renalistir. Ayrica, capsula

adiposa ve pararenal yag dokusu da yardimci olur (5).

Komsuluklari

Sol bdébregin 6n ylz komsulugu; sol slrrenal bez, mide, dalak, hilum
renaleye yakin kismi pankreas, alt ucun lateral kismi flexura coli sinistra ile medial
kismi ise ince bagirsak kivrimlariyla komsuluk yapar (Sekil 2).

Sag bdbregin 6n ylz komsulugu ise sag surrenal bez , karacigerin sag lobu,
flexura coli dextra, medial kenari boyunca duodenumun ikinci pargasi ile alt ucun
medial kismi ince bagirsak kivrimlariyla komsguluk yapar

Her iki bobregin arka yiz komsgulugunda ise posteromedialinde psoas kaslari

,posteriorunda quadratus lumborum kaslari ve diafram bulunur (6) (Sekil 3).



Sekil 1 : Bobregin yerlesimi
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Sekil 2 : Bobrekler ve komsuluklari (Sobotta anatomi atlasindan alinmistir.)
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Sekil 3 : Bobregin yerlesimi ve karin arka duvari

Toplayici Sistem Anatomisi

Bobreklerin pelvikalisiyel sistemi incelendiginde, kalisiyel yapilarin ¢ok cesitli
morfolojik varyasyonlarinin oldugu goézlemlenmektedir. 1996'da Sanpai, 140
kadavranin incelendigi bir caligma ile kalisiyel sistemleri iki ana grup halinde
siniflandirdi (7).
Grup A: Pelvikalisiyel sistem iki ana kaliks grubundan olusur (Superior-inferior).
Grup B: Bu grup pelvikalisiyel sistemde, superior ve inferior kalisiyel gruplardan

bagimsiz olarak, orta zon bir kalisiyel gruba drene olur (%37,8)

URINER SISTEM TAS HASTALIGI

Epidemiyoloji

Bobrek tas hastaliginin hayat boyu gorulme sikligi muhtemelen yas, cinsiyet
irk ve cografi lokasyona bagh degisiklik gdstermektedir ve %1 ile %15 arasinda
tahmin edilmektedir (8).Epidemiyolojik calismalar, Uriner sistem tas hastaliginin
bolgesel ve etnik farkliliklar gdsterebildigini ve prevelansin %2-15 arasinda
degistigini bildirmektedir (9). A.B.D’de yapilan bir calismada prevelansin %2-3

oldugu ve beyaz bir erkekte 70 yasina ulasana dek bu hastaliga yakalanma



sansinin 1/8 oldugu ortaya konmaktadir (2) . Avrupa Ulkelerinde Uriner sistem tas
hastaligi prevelansinin %3-11 arasinda degistigi gorulmektedir (10) .

Tarkiye ‘de en sik Akdeniz,Karadeniz ve Guneydogu Anadolu Bolgelerinde
gorulen uriner sistem tas hastaliginin Glkemizdeki yayginliginin degerlendirildigi ¢ok
merkezli bir calismada hastaligin prevelansinin genel olarak %14.8 oldugu
bildirilmektedir. TUum bu bulgular, Uriner sistem tag hastaliginin Turkiye’de endemik
oldugunu vurgulamaktadir (11). Yine bu calismada Uriner sistem tas hastaliginin
erkeklerde 1,5 kat fazla oldugu, en sik 30-40 |1 yaslarda goéruldugu,dusik egitim ve
sosyoekonomik diizeyde sik goérildigu bildirilmistir. Tas hastaliginin bazi cografi
bolgelerde daha sik gorildigu tespit edilmis ve dinya tas haritasi ¢ikartiimistir (2).
Su alimi da ¢ok 6nemlidir. Gunlik idrar miktarini 800 mI'den 1200 ml'ye ¢ikarmak

bile tag olusumunu % 86 azaltir (12).

Patogenez
Uriner sistemde tas olusumunu acgiklamak icin cesitli teoriler ortaya

konmustur.

Siipersatiirasyon-kristalizasyon teorisi

Tas olugumunun fiziki sureci glomerller filtratin nefronu gegmesiyle
bagslayan kompleks bir olaylar dizisidir. Tas olusturan tuzlarin etkisiyle idrar
supersature olur, dyle ki eriyen iyon veya molekiller sollisyonda kristalleri
olustururlar. Bir defa olustuklarinda kristaller idrarla atilir veya bdbrekte takildiklari
yerde biylime ve toplanma egilimi gostererek sonunda tas olusur. Bir eriyebilir tuza
ait iyon ve molekdilleri igeren sollisyon konsantrasyon rind olarak ifade edilir, ki bu
tuzlarin saf kimyasal pargalarinin (iyon veya molekul) konsantrasyon urinindn
(Concentration product = CP ) matematiksel ifadesidir. Ornegin, sodyum klorid igin
konsantrasyon Urunu ifadesi CP=[ Na+] [CI ] dir. Bundan sonra ilave olacak tuz
kristallerinin ilave edilmesi erimeyecek bir noktaya ulastiginda saf bir tuzlu sulu
¢ozelti sature olarak kabul edilir (8). Uriner sistem taglari idrarda kristal olmadikga
olusmaz. Kristal olusmasi icin idrarin tuzla stpersatire olmasi gerekir. Kristaloid
olusturan kimyasallarin idrar atihminin artmasiyla, kristalizasyon riski artar. idrardaki
kalsiyum ve okzalat konsantrasyonlari sudaki termodinamik ¢ozunurluklerini agarsa,
kalsiyum okzalat kristalleri ¢dkebilir. Bununla birlikte idrarin igerisindeki inhibitérler
ve diger molekuller sayesinde kalsiyum okzalat solisyon igerisindekinden daha
yuksek konsantrasyonda bulunabilir. Kalsiyum okzalat konsantrasyon miktari daha
da artirilirsa sollisyon olarak kalamayacak bir seviyeye ulasiimis olur.

Sitrat ve fosfat gibi maddeler, kalsiyum ile; magnezyum ve sodyum gibi
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elementlerse okzalatla kompleks olusturarak, herbirinin serbest iyon konsantrasyonu

azaltirlar (13).

Matrix-Niikleasyon Ve Kristal Bliyiimesi Teorisi

Homojen nuikleasyon cekirdedin saf sollisyon iginde gelistigi bir sirectir.
Cekirdekler (nuclei) erimeyen ilk kristal yapilardir. Kiglk nikleuslar degisken ola-
bilirler; kritik bir buytkligun, hacmin altmdakilerde baslangigta kristalin erirligi kristal
blylimesinden baskin olabilir. Eger slUpersaturasyon seviyesi, nikleusun stabilitesi
ve nukleasyon icin gecen sire nefrondan gelen idrarin gecis slresi ile
kiyaslandiginda yeterli derecede kisa ise niikleus yerinde kalacaktir (8). Sitrat gibi
inhibitorler nikleusu destabilize ederken tesvik edici unsurlar stabilize etmektedirler.
Bu stabilizasyonu nukleusun Gzerinde nukleusun kristal yapisinin baglanabilecegi
bir ylzey olusmasini saglayarak yaparlar. idrarda, kristal niikleosyonlari genellikle
heterojen nukleasyon vasitasiyla epitelyal hicrelerin (14) ,hicre debrislerinin (15)
veya diger kristallerin (16) olusan yuzeylerine tutunarak meydana gelirler.Tahmini 5-
7 dakika sUren idrarin nefrondan gegis slresi ¢ercevesinde kristaller tubuler lIimeni
tikayacak buydklige ulasamazlar. Ancak yeterli nukleus olusur ve buylrlerse
kristallerin agregasyonuna bagll olarak dakikalar icinde tubller limeni tikayacak
buyuklikte partikuller olugabilir (17). Magnezyum ve sitrat kristal agregasyonunu
inhibe ederler. Bébrekte yapilan nefrokalsin ve asidik glikoprotein kalsiyum oksalat
niikleasyon, biiyime ve agregasyonunu inhibe ederler (18),(19). idrarda en cok
bulunan Tamm-Horsfall mukoproteini agregasyonu inhibe ederken (20) Gropontin

kristal blyiimesini inhibe etmektedir (21).

idrar inhibitérleri Yoklugu Teorisi

Kalsiyum, okzalat ve fosfat gibi ¢codu tas olusturan tuz bilesenlerinin idrarda belirli
konsantrasyonlarda bulunmasi idrari supersature hale getirerek, kristal
formasyonunu destekler. Buna ragmen kristal biylime oranini veya agregasyonu

azaltici molekdllerin varliginda tas olusumunun gelismesi 6nlenir.

Degisik metodlar kullanilarak sitrat, magnezyum ve pirofosfatin birlikte tim
idrarin inhibitor etkisinin %20’si kadarini olusturdugu ve bu Ugu igerisinde sitratin en
onemli faktor oldugu kaydedilmistir.Glikozaminoglikan, asit mukopolisakkarit ve RNA

gibi polianyonlarin kristal ve nukleasyon blyumesini inhibe ettigi gosterilmistir (22).



iki Uriner glikoprotein olan nefrokalsin ve Tamm Horsfall glikoproteinleri kalsiyum
okzalat monohidrat kristal agregasyonunun kuvvetli inhibitorleridir Basit solusyonda
nefrokalsin kalsiyum oksalat monohidrat kristallerinin blylimesini kuvvetli bir sekilde
inhibe etmektedir (18).

Tas olusumunda Tamm-Horsfall’'un rold tartismalidir ve moleklliin kendisinin
durumuna baghdir, c¢unku belirli sartlarda kendiliginden agrege olabilir.
Osteopontinin kristallerin renal epitelyal hicrelere in vitro olarak baglanmalarini
azaltirken kalsiyum okzalat kristallerinin niikleasyon, biylime ve agregasyonunu da

inhibe ettikleri gésterilmistir (23) .

Uriner Sistem Tas Hastaliginda Risk Faktorleri

Aragtirmalar, Uriner sistem tas hastaligi olanlarin %25’inde aile hikayesi
oldugunu, ailesinde tas hastaligi olanlarda, cevresel ve diyetle ilgili faktérler
engellensede tas hastaliyi gelisme riskinin daha fazla oldugu bildiriimektedir (10).
Tas hastaligi en ¢ok 30 ile 60 yaslari arasinda gorulir .E/K orani: 3/1 dir.Cocuklarda
ise testosteron nedeniyle karacigerde yapilan endojen okzalat miktari az
oldugundan her iki cinste de yakin oranda gorilmektedir (24).

Uriner sistem tas hastai§inda cografi faktérler de 6zellikler
gosterebilmektedir. Bu agidan hastaligin daha sik oldugu kabul edilebilecek Ulkeler
iskandinav Ulkeleri, Akdeniz (lkeleri, Kuzey Hindistan, Pakistan, Arap (lkeleri, Orta
Avrupa ve Cin olarak siralanirken, tas hastaliginin nadir oldugu boélgeler ise Orta ve
Guney Amerika ve Afrika olarak gruplandirilabilir (2). Bobrek tagi gelisimi icin risk
olusturan gevresel faktorler incelendiginde ise asiri sicagin énemli bir neden oldugu
ortaya cikmaktadir. Yiksek sicaklik sonucu asiri terlemeyle yeterli sivi alimi da
olmadigindan azalan idrar hacmine bagli olarak artan idrar yogunlugu, idrarin
yogunlagsmasina ve bunun sonucunda da idrardaki solut yukin artmasina ve
kristalizasyon olusumuna neden olur (25).

Diyet faktori tas olusumunda 6nemlidir.Pirin, okzalat, kalsiyum, fosfat ve
diger maddelerin diyetle asiri alinmasi idrarla bu maddlerin asiri atiimasina ve tas
olusumunun kolaylasmasina yol acabilir (26). Alkol alimi ile de kanda Urik asit,
idrarda kalsiyum, fosfat duzeylerinde artis oldugu ileri surtimektedir. Bdylece alkol
aliskanhdi olanlarda uriner sistem tas hastaligi riski normalden daha fazla oldugu

dusunulmektedir.

Uriner Sistem Taslan
Uriner taslarin en sik karsilagilan bileseni kalsiyumdur. Taslarin %75'inin

major igerigini olusturmaktadir. Kalsiyum okzalat tim taslarin %60’ni olustururken
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miks kalsiyum okszalat ve hidroksiapatit %Z20’sini ve brusit taslart %Z2’sini
olusturmaktadir. Urik asit ve struvite (magnezyum amonyum fosfat) taglarin her ikisi
de %10’unu olugtururken sistin taglari nadirdir (%1).

Nefrolityazis igin olan ¢odu siniflandirma sistemleri altta yatan metabolik veya
cevresel anormollikler temel alinarak taslari ayirmaktadir. Bir seri fizyopatolojik
bozukluklar kalsiyum tasi olusumuna tek basina veya kombine bir sekilde yol
acarlar. Bunlar hiperkalsiuri , hipositratiri , hiperirikoziri, hiperokzallridir (27). Urik
asit, sistin ve struvite taslari oldukga 6zgiin bir sekilde olusurlar.Urik asit taslari
sadece asidik idrarda olusurken sistin taslari ,sistinin renal reabsorbsiyonunun bo-
zulmasi sonucunda olusur. Enfeksiyon taslari Ureaz olusturan bakterilerin
olusturdugu alkali ortamda meydana gelirler. Sistin gibi bazi taslarda tasin kimyasal

bilesiminin bilinmesi uygun tedavinin baslamasi icin yeterli bilgiyi saglayabilir (8).

Kalsiyum Taslari
Hiperkalsiiiri

Kalsiyum tasi olusanlarda gdrtlen en sik kargilasilan anomali hiperkalsitridir.
(>250-300 mg/gln/24 saatlik idrar) (28),(29),(30).Tas olusumunda hiperkalsitrinin
patogenetik roliinii destekleyen bir sira bulgu mevcuttur. ilk énce, tas olusanlarda
hiperkalsiuri siktir, hastalarin %35-65 inde vardir (31), (32) . Gergekten de Uriner
kalsiyum seviyelerini azaltmaya yonelik tedavi stratejileri tag nuksinde azalmaya
neden olmaktadir (33) ve israrli hiperkalsilirisi olanlarda ise medikal tedavi siklikla
basarisiz olmaktadir (34).

Hiperkalsilri, absorbtif, resorbtif ve renal yolla olusmasina ragmen en sik
hiperkalsitri nedeni idiopatiktir.Absorptif hiperkalsitri’de primer sorun intestinal Ca
emiliminin artisidir. Renal hiperkalsiliride esas sorun bobrekten fazla Ca atiimasidir.
Ozellikle bobrek tubuluslarinda Na, Ca, P ve Mg transportunda fonksiyonel
bozukluk, yapisal olarak tubuler ektazi ve gegcirilmis Uriner infeksiyonlar idrarda Ca
seviyesini yukseltebilmektedir. Resorbtif hiperkalsidri ise hiperparatiroidi olgularinda
g6zlenmektedir (35), (36) .

Hiperokzaliiri

Hiperokzaluri Uriner okzalatin 40mg/gunden fazla olmasi seklinde ifade edilir.
Hiperokzalirinin nedenleri sunlardir; biyosentetik yollardaki bozukluklar (primer
hiperokzaluri), intestinal rezeksiyon, ¢élyak enteropatisi veya inflamatuar barsak

hastaligi gibi intestinal malabsorbsiyon durumlari (enterik hiperokzaliri) ve diyetle



asiri alinmasi veya maddenin ylksek seviyede olmasi (vitamin C) (diet
hiperokzalurisi) seklinde olabilir.

Primer hiperokzallri, otozomal resesif hastalik olup ¢ocuklarda sik nikseden
CaOx tasi ve nefrokalsinozise neden olur. Tip | de ‘Gliokzalat karboligaz’ enzimi
yetersizliginden gliokzalik asit daha ¢ok gliokzalat ve okzalata dondsur, glisine
donusmez. Tip Il Hiperoksallride ‘D-gliserat dehidrogenaz’ enzimi yetersizligine
bagh gunde 100mg’dan fazla okzalat idrarla atilir. Diger hiperokzalliri nedenleri,
otomobillerde antifiriz olarak kullanilan etilen glikol ¢ok siratli oksalata
donustigunden yanhglikla alimi masif okzaliriye neden olur. Ginde 5 mgdan fazla

C vitamini alimi hiperokzaluriyle tas olusumuna neden olabilir (8).

Hiperiirikoziiri

Hiperurikozuri Uriner urik asidin ginde 600mg’i asmasi olarak tarif edilir.
yalniz Urik asit taslarinda degil, kalsiyum taslarinda da saptanabilir (37). Diyetle asiri
parin alimi hiperurikozirinin en sik sebebidir. Hiperurikozuride tedavi allopurinoldur

Allopdrinol, ksantin oksidazi inhibe ederek Urik asit sentezini azaltir.

Hipositratiiri

Hipositratlri kalsiyum tasi olusturanlarin %10 kadarinda bir izole anomali
olarak ortaya ¢ikan nefrolityazisle iligkili Gnemli ve dizeltilebilir bir anomalidir ayrica
diger anomalilerle de %?20-60 arasinda iligkilidir (38),(39),(40),(41). Sitrat Griner
sistem taslarina inhibitdér etki yapan énemli bir maddedir. ilk énce kalsiyumla
birleserek kalsiyum tuzlarinin idrardaki saturasyonunu azaltir (28). ikinci olarak sitrat
kalsiyum oksalatin spontan niikleasyonunu direkt olarak énlemektedir (42). Uglincii
olarak da sitrat kalsiyum okzalat kristallerinin aglomerasyon ve sedimentasyonunu
inhibe etmektedir (43).

Hipomagneziiri

Hipomagneziri nadiren nefrolityazise neden olur, izole bir anomali olarak tas
olusumunun %1 inden azina neden olmaktadir, ancak diger anomalilerle birlikte
oldugunda bu rakam olgularin %6’sina kadar ulasmaktadir (41). Deneysel
modellerde Mg verilmesinin hastaligin tekrarini azalttigi gosterilmistir.Kalsiyum tas
hastalarinin %.4.3'inde hipomagnezuriye (<50 mg/kg/24 saatlik idrar) rastlanildigi
bildiriimektedr (44). Hipomagneziri, enflamatuvar barsak hastaliklarina bagli

malabsorbsiyonlarda da goérilebilmektedir.



Sistin Taglar

Sistinari dibazik aminoasitlerin intestinal ve renal tubuler transport defektiyle
karakterize bir kalitsal otomozal resesif bozukluktur ve sonunda sistinin asir1 Griner
atimi meydana gelmektedir. Bu defekte bagl olarak lizin, ornitin ve argininin yuksek
uriner konsantrasyonlari olussa da sistinin zayif erirligi dolayisiyla sistin tagi

formasyonu gelisir. Cocuklarda sistintri tim taslarin %10 kadarinin sebebidir (45).

Enfeksiyon Taslari

Enfeksiyon taslari tim taslarin %5-15’ini kapsar (41). Tasin olugsumu igin Ure
parcalayan bakterilerin yol actigi bir enfeksiyon ve magnezyum, amonyum, fosfat ve
karbonatlardan idrarin doymus olmasi gerekir. Enfeksiyon olsa bile idrar pH si1 5,85
in Uzerine ¢gikmadikga struvit taslar olusmaz. Bu tur taslar bobregin tim anatomik
yapilarini dolduracak kadar gelisir (Koraliform veya staghorn tas). Bébrekte gorilen
koraliform taglarin % 60-90 | Ureaz (+) bakteri enfeksiyonu sonucu olusur (46). En
siklikla Ureaz Ureten bakteriler Proteus, Klebsiella, Psddomonas ve Stafilokok
turleridir (47) ve bunlarin iginde enfeksiyon taslarina en sik eslik eden organizma

Proteus Mirabilis tir.

Urik Asit Taslari

Urik asit purin metabolizmasinin son Griintidir.Urik asit 37° C ve 5.35 pH'da
yarisi Urat tuzu iken yarisi da serbest Urik asit halindedir. Sodyum Urat serbest
asitden 20 misli daha fazla eriyebilir oldugundan serbest Urik asid kismi tas
formasyonu riskini kuvvetli bir sekilde belirler. Urik asit ¢dzinurligini belirlemede
kritik faktor idrar pH’sidir (48). Dusuk idrar pH’si eriyebilir ayrilmamis drik asit
konsantrasyonunu artirarak urik asidin dogrudan presipitasyonuna neden olmaktadir
(49),(50).

Kristal Uyarimhli Renal Enflamasyonun Mekanizmalari (51)

intraliminal kristal (hafif zincir birikintileri, kalsiyum okzalat,monosdoyum
Urat, kalsiyum fosfat, miyoglobin, ilaglar, sistin ve adenin...vb) birikimi tubuler
obstriiksiyona ve nefronda fonksiyon kaybina yol acabilir. Tibdllerin %50’den
fazlasiyla tamamiyla obstrikte olmadiginda tubuler obstriksiyon kendi basina

ABH(akut bdbrek hasari) 'ye sebep olmaz.Kristal artigi ve tlbdler hiicre hasari,
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endositoz olabilen 1 uym blyuklugindeki kristaller(hafif zincir birikintileri, kalsiyum
oksalat,monosdoyum urat, kalsiyum fosfat, miyoglobin, ilaglar ve kontrast maddeler,
sistin,adenin,serbest hafif zincirler) ile tetiklenebilir. Fagozomal destabilizasyon pasif
nekroza ve potansiyel olarak programli nekroz formlarina sebep olur. Nekrotik
tubdler hicreler ATP, histonlar veya HMGB1( high-mobility group protein 1 )gibi
diger tlbuler hicrelerde pattern tanima reseptoérlerini aktive etme potansiyel olan
DAMPs salgilar. In vitro kdltirdeki tubuler hcrelerin kristal uyarimh sitokin ve
kemokin saliniminda bu indirekt etki sorumlu tutulmalktadir. Direkt NLRP3(NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3) aracili tubdler hicreler tarafindan IL-1/IL-
8 saliniminin  aktivasyonu slpheli kalmaktadir. Kristallerin interstisiyel
kompartmanda birikimi veya bu kompartmana translokasyonu esas olarak kalsiyum
okzalat, kalsiyum fosfat, adenin, monosodyum urat ve sistin icin bildirilmistir. Burada
kristaller endotelyal hicreler, fibroblastlar ve dendritik hlicreler (DCs) tarafindan
alinmaktadir.Bu mononikleer fagositler tarafindan kristal endositozu IL-13/IL-18
sekresyonu ve potansiyel hicre 6limune yol agan NLRP3 inflamazonunu aktive
eder. Olen tlbtler hicrelerden ATP ve histon salinimi yani sira distal tibdlin kalin
¢ikan parcasindan interstisyuma Tamm-Horsfall protein sizintisi dendritik hiicrelerde
ve makrofajlarda NLRP3 enflamasyonunu aktive eder. Tim bu hicre tipleri
tarafindan sitokin ve kemokin salinimi, daha fazla sitokin ve kemokin uUreterek
inflamatuar doku ortamini siddetlendiren nétrofil ve pro-inflamatuar makrofajlarin
seri Uretimini tetikler. Bu durum buydk oranda kristal uyarimli ABH’ye katkida
bulunur. Persistan kristal birikimi, rejenerasyon yolaklarinin katilimi ve persistan
inflamasyon aracili epitelyal atrofiye ek olarak intertisyel fibrozis gelisimine neden

olan mezensimal onarim slreclerini ortaya ¢gikmasi gibi ilave etkilere sebep olur.

Kristal Nefropatisinde Tiibliiler Hasar (Sekil 4)

Kristal nefropatisinin pek ¢ok formu belirgin tubuler hasar goésterir, fakat
kristaller tubuler hlcrelere nasil zarar verir? Su anda, kristallerin inflamasyonu
iceren indirekt veya kristal uyarimli tUbdler hicre o6liminu kapsayan direkt

mekanizmalariyla tubuler hicrelere zarar verdigi dustinulmektedir

indirekt mekanizmalar

Renal mononukleer fagositlerde inflamazom aktivasyonu ve takip eden
TLR/IL1R sinyali sonucu ortaya ¢ikan inflamasyon, tubuler hasara katkida bulunur.
Hem immdn sistem hem de immin sistemden olmayan hucrelerde aktive NFKB(
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) proinflamatuvar

sitokin ve kemokinlerin ekspresyonunda artisa neden olur. Bunun sonucunda
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inflamatuvar hucrelerin (6rn. nétrofil,lenfosit,makrofaj NK hicreler and Treg
hucreleri ..vb ) bobrek intertisyumuna infiltrasyonu gozlenir. Ayrica renal kristal
depozitlerden kaynaklanan tabiler obstriksiyon gibi sekonder komplikasyonlar

kristal nefropatisi sirasinda ortaya ¢ikan tubuler hasara katkida bulunur.

Direkt Mekanizmalar

Kristaller tubuler epitel ile direkt temas ettiklerinde sitotoksik oldugu bilinmektedir.
Ornek olarak, Chen ve ark. CaOx monohidrat kristallerinin MDCK (Madin-Darby
canine kidney) hicrelerine sikica yapisarak, bu hiicrelerde 6limclil etkilere sebep
oldugunu gostermislerdir (52). CaOx monohidrat kristallerinin MDCK hcreleri
tarafindan internalizasyonu, mitokondrial disfonksiyon ve ROS(reactive oxygen
species) saliniminda artigla sonuglanan, enerji Uretimindeki bircok proteinde
alterasyona neden olur (53). Bu ylzden bu ROS artisi, renal inflamasyonu
siddetlendiren NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden olabilir. Ayrica 6&len
hicrelerin PRR’lari aktive eden bir cok DAMPs salgiladigi bilinmektedir. Bunlar
arasinda ATP ve histonlar gibi DAMP’lar da (Tehlike ile iligkili Molekiler Pattern )
NLRP3 inflamazonunu aktive edebilir. Ayrica maruziyette CaOx kristalleri direkt
olarak tubuler epitelyal hicreleri éldirdigi ve bu hicrelerden salinan ATP’nin
NLRP3 inflamazonunu aktive ettigi, bu durumun tibdler hasara katkida bulundugu
tarafimizca gdsterilmistir. Bunun disinda akut okzalat nefropatisi sirasinda ATP

inhibisyonu bébregi tibller hasardan korumaktadir (54).
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Sekil 4: Kristal uyariml renal hasar mekanizmalari (Shrikant R. Mulay ve ark
Nephrol. Dial. Transplant. 2013)

TOLL-BENZERI (TOLL-LIKE) RESEPTORLER

Genel ozellikler

immun sistem, dodal ve kazanilmis olmak (izere iki ana bdlimde
incelenir.Dogal immunite patojenlerin taninmasi igin toll benzeri reseptorler (toll like
receptors, TLR) ailesini kullanir.Toll geni ilk defa 1985'te Nobel &dullli Christiane
Nusslein-Volhard, Eric Weischaus ve arkadaslari tarafindan bir meyve sinegi olan
Drosophi de tanimlanmistir. Takip eden yillarda bu genin sadece bdceklerde degil
memelilerde de var oldugu ve dogdal immunite igin gerekli oldugu anlasiimistir (55).
TLR’ler dogal immunitenin pargalari olan makrofaj ve dendritik hlcreler tarafindan
eksprese edilen tip 1 transmembran proteinleri olup sitoplazmik ve extrasellller
bblgeden olusmaktadir. Sitoplazmik bdlgesi, IL-1 reseptorl ile yiksek derecede
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benzerlik gésterir ve bu nedenle Toll/IL-1 reseptor (TIR) bdlgesi olarak adlandirilir.
Reseptdrlerin ekstraselliler bdlgesinde her biri 24-29 amino asit iceren, I6sinden
zengin tekrar (LRR) motifleri bulunur.Bu LRR bélgelerinin farkli patojenlerin
taninmasindan sorumlu oldugu dusanalir (56).

insanlarda TLR ailesinin tanimlanmis 10 Gyesi (TLR1-10) mevcuttur. TLR iligkili
sinyal yolaklarinin uyariimasi sonucunda interlokin (IL)-1, IL-6, timor nekroz faktoru
(TNF) a ve diger proinflamatuar sitokinlerin Uretimi ile birlikte edinilmis immun
sistemin aktive olmasinda rol oynayan “es zamanh uyari (costimulatory)
molekdllerinin” ekspresyonu da gerceklesmis olur. Boylece hem dogal hem de
edinilmis bagisiklik sistemleri aktive edilmis olur (56).TLR’ler immun savunma
sisteminin ilk basamaginda rol oynarlar. Patojenlerde konakta bulunmayan ve
“patojen iliskili molekuler kaliplar’ (pathogen associated molecular patterns, PAMPSs)
olarak adlandirilan bilesenler bulunmaktadir (57).

Dogal bagisiklik sistemi, patojen tehditlerini taniyan ve onlara kargi yaniti
harekete geciren germ-line sifreli Pattern Tanima Reseptér (PRR)'leri icermektedir.
PRR’ler, mikrobiyal patogenez, sag kalim ve replikasyonda kritik role sahip olan,
Patojenle iligkili Molekiler Patern (PAMP)ler olarak adlandirilan mikrobiyal
komponentleri tanimada gérev almaktadirlar (58).

Enfeksiyon sirasinda makrofajlar PAMPs’1 TLR’ler aracihdi ile tanirlar. TLR
sinyal mekanizmasi ile proinflamatuar sitokin_ve nitrik oksit gibi antimikrobiyal kligik
molekdllerin Uretimi indUklenir ve makrofaj aktivasyonu ortaya cikar.Boylece
enfeksiyonun erken asamasinda makrofajlar mikroorganizmalarin eliminasyonu igin
aktive olurlar. Ancak dogal immun sistem aktivasyonunun patojenlerin yok
edilmesinde sinirh rold vardir. Edinilmig immun sistem aktivasyonu ile daha efektif
bir konak yaniti olusur. TLR’lerin uyariimasi sonucunda, perifer dokular ile lenfoid
dokular arasindaki iletisimi saglayan dendritik hicre aktivasyonu baslar ve bu
olaylarin sonucunda edinilmis immun sistemin en 6nemli bileseni olan T-hlcre

aktivasyonu gergeklesir (59).

TLR Ailesi

Glnumuze kadar memelilerde 13 TLR analogu tanimlanmakla birlikte,
TLR11, 12 ve 13 insanlarda eksprese olmayip sadece farelerde
fonksiyoneldirler.Farede ise 12 tane TLR (TLR1-9, TLR11,TLR12 farede TLR10
ekspresyonu yoktur) ailesi tyesi tanimlanmistir. ilk tanimlanan TLR1 olmasina
ragmen, bu reseptérlerden fonksiyonu ilk belirlenen TLR4 olmustur. Ancak her bir
TLR’nin ligand spesifisitesi farklidir. TLR’ler hem lenfoid hem de nonlenfoid dokuda

eksprese olmaktadir (60).
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Northern blot analizi ve mRNA ekspresyonuna bakilarak, TLR1’in agirhkli
olarak monosit, noétrofil, B-hucreleri ve natural killer (NK) hicrelerinde, TLR2’nin
monosit, notrofil ve dendritik hiicrelerde, TLR3'Gin dendritik hicrelerde, TLR4’ln
endotelyal hicreler, monosit, nétrofil ve dendritik hicrelerde, TLR5’in ise monosit ve
dendritik hlcrelerde eksprese oldugu gdsterilmistir (61).

Ancak tim bu veriler mRNA ekspresyonu esasina dayandigi i¢in, fonksiyonel
proteininin kesin olarak varhgini gosterdigini sdylemek mimkin degildir. Ayrica,
MRNA ekspresyonu, hicre icinde mi yoksa hicre ylizeyinde mi bulundugu ayrimini
yapamamaktadir. Kisith sayida TLR antikoru bulundudu igin yizey ekspresyonlari
hakkindaki bilgiler yeterli degildir (62).

insan TLR genlerinin, kromozom 4p14 (TLR1), 4q32 (TLR2), 4935 (TLR3),
9g32-33 (TLR4), 1g33.3 (TLR5), 4pl16.1 (TLR6), Xp22.3 (TLR7), Xp22 (TLR8) ve
3p21.3 (TLR9) tzerinde oldugu gosterilmistir (63).

TLR1

TLR ailesinin ilk Gyesi olan TLR1, Drosophila Tollu ve insan interlokin-1
reseptorlerinde ortak olarak bulunan homolog alanin varhgiyla identifiye edilmistir
(64) . TLR1, dalak ve periferal kan hicrelerinden ylksek dizeyde eksprese
edilmistir. TLR?1’in triagil lipopeptitlere karsi olusan yanitta TLR2 ile beraber rol
oynadigi gosterilmigtir (65).

TLR2

Hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakteriler Uzerinde bulunan
lipoproteinlerin TLR2’nin tanimasi sonucunda hticreleri aktive ettigi gosterilmis ve
TLRZ2'nin agirlikli olarak lipoproteinleri taniyan reseptdr oldugu distnilmuistir. (66)

TLR2 peptidoglikan, lipoteikoik asit, gram-pozitif LPS ve bir grup gram-pozitif
makromolekiil ile baglanip cevap verebilmektedir. Tek bir TLR nin birden fazla
moleklli tanimasinin nedeni  diger TLR'ler ile dimerize olabilme yetenegdinden
gelmektedir. Peptidoglikan, TLR2 ve TLR6’nin dimer olusturdugu reseptdr araciligi
ile sinyal iletirken , lipoproteinler TLRG'ya ihtiyag duymadan TLRZ2'yi aktive
edebilmektedir (67).

Sadece TLR2, TLR1 ve TLR6 ile heterodimerize olarak farklh molekdlleri
tanima kapasitesini arttirirken, aktive olmak icin heterodimerizasyon gerekmeyen
TLR4 icin bu goérevi muhtemelen MD2 ve CD14 gibi diger yardimci molekiiller
yuratmektedir (68).
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TLR3

Enfekte hlcrelerde viral replikasyon, immun hucreleri stimile edebilen gift
sarmalli RNA (double-stranded RNA, dsRNA)'nin olusmasi ve Tip 1 interferon’un
induklenmesiyle sonuclanir. TLR3’ten yoksun farelerde yapilan calismalarda viral
RNA kopyasina karsi olusan cevaplarin azalmasi, TLR3'Un dsRNA’nin
taninmasinda rol oynadigini géstermigtir (65).

TLR4

insanda en cok arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan TLR olan TLR4
lipopolisakkaridler (LPS)’in taninmasinda rol almaktadir. TLR4’ln bir LPS reseptoéri
oldugu ortaya cikariimistir. TLR4 fonksiyonel olarak hticre ylzeyinde CD14, MD2 ve
LPS-baglayici proteini igeren bir molekil kompleksini olusturmakta ve bu
molekdllerden herhangi birisi eksik olan farelerde LPS cevabinin da eksik oldugu
gbzlenmektedir. izleyen degerlendirmelerde, gram-negatif bakterilerin olusturdugu
agir infeksiyonlarla TLR4 mutasyonlarinin (Asp299Gly ve Thr399lle) birlikteligi
dikkat cekmistir (69).

Agnese ve arkadasglari tarafindan yogun bakim Unitesinde sistemik
enflamatuvar sendromu olan vakalarda yapilan c¢alismada belirlenmistir. TLR4
mutasyonu olan vakalarda gram-negatif infeksiyon insidansi anlaml duzeyde
yuksek bulunmustur (70).

CD14, TLR4’U ve ekstraselller aksesuar bir protein olan MD2’yi iceren bir
kompleksle birlesmektedir .Hem TLR4 hem de MD2’'nin LPS yapilarinin ayriminda
onemli oldugu bilinmektedir. TLR4’Un LPS diginda, konaga ait olan veya olmayan
bircok molekulu taniyabildigi bilinmektedir (71) .

TLR4 tarafindan taninan diger bir yabanci molekil respiratuar sinsityal virisiin
flzyon proteini (F protein)dir . Hem endojen hem de mikrobiyal kaynakli “Heat-
Shock Protein 60 (HSP60)"Iin da TLR4’Un tanimasi sonucunda enflamatuvar sinyal
olusturdugu gosterilmistir (72).

TLR5

TLR5 bakteriyel flagellanin temel yapisal bir komponenti olan bakteriyel
flagellini tanimaktadir. Flagellin, karbonhidrat veya lipid icermeyen saf bir protein
yaplya sahiptir. TLR®’in ligandi olan flagellin ile baglanmasi sonucu timér nekroz
faktort (TNF) a gibi inflamatuvar sinyal olusur (73).

TLR6
TLR6, TLR2 ile heterodimerdir (farkh iki molekilin birlesmesiyle olusan yapi).
TLR6'dan yoksun makrofajlar mikoplazmal lipopeptit (MALP-2) karsi cevap
olusturamazken, sentetik bakteri lipopeptidine (BLP) karsi normal sitokinin Uretimini

gosterirler (37). TLR2'den yoksun fareler ise MALP2'ye de BLP’ye de cevap
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veremezler. TLR2 ve TLR6, MALPZ2yi tanimada beraber rol oynarken; TLRG,
MALP2 ve BLP arasindaki kiguk yapisal farklihgin taninmasindan da sorumludur
(74).

TLR7

TLRY7, imidazoquinolin ailesinin birkag tipini tanir. Bunlar, imiquimod ve R-
848 (resiquimod, s-28463) gibi kuvvetli antiviral ve antitimér 6zelliklerine sahip
imidazoquinolin ailesinin distk molekiler kutleli bilesikleridir. Imiquimod’un
aktivitesi,IFN (interferon ) ve IL-12 (interlokin 12) gibi sitokinleri uyarma yetenegine
dayanir. Tropikal imiquimod terapisi halen papilloma virGslerin neden oldugu
eksternal genital ve perianal sigillerin tedavisinde uygulanmaktadir. R-848,
imiquimod’un kuvvetli analogudur ve hepatit C virls infeksiyonunda oldugu gibi
herpes virtsler icin deterapide denenmektedir (75). TLR7 , loksoribin ve broprimin
gibi diger sentetik kimyasallari da tanir.

TLR8

TLR8’in TLR7 ve TLR9 ile iligkili oldugu gosterilmistir. TLR8, endozomal
kompartmanda tek zincirli RNA’yi tanir ve sitokin salinimina sebep olur (76),(65).

TLR9

Mikrobiyal DNA’da memeli DNA’sina kiyasla ¢ok ylksek oranda metile
olmamigs CpG molekilleri  bulunmaktadir.Yapilan c¢alismalarda bu molekillerin
reseptorunun TLRY oldugu goésterilmistir (77).

TLR10

TLR10, akciger ve B lenfositlerden eksprese edilmistir. TLR10, yapisindaki
aminoasit benzerligi ile TLR1 ve TLRG ile yakindan iligkilidir (65).

TLR11

TLR11 (profilin), idrar kesesi epitel hiuicrelerinden eksprese edilmigtir. TLR11,
uropatojenik bakteriler tarafindan olugsturulan enfeksiyonlara yanit vermede
gorevlidir (65). TLR11’den yoksun fareler Gropatojenik bakteri enfeksiyonlarina son
derece hassastirlar. TLR11, TLR12 ve TLR13 farelerde karakterize edilmistir.
TLR11, insanlarda fonksiyonel degildir.

TLR12

TLR12, yiksek oranda karaciger, mesane ve bdbrekten; zayif olarak da
dalaktan eksprese edilmistir. TLR12 de Uropatojenik bakteriler tarafindan olusturulan

enfeksiyonlara yanit vermede gorevlidir (78).
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TLR13
TLR13, faredeki TIR (Toll/Interlokin-1 reseptor) domaine homolog olarak
identifiye edilmigtir. TLR13’Gn TLR3 ile yakin iligkide oldugu goralmugtar (78).

TLR’lerin Lokalizasyonlari ve Ligandlar (Tablo 1)

TLR’ler, Tip | transmembran proteinlerdir ve hlcre igerisinde farkli
lokalizasyonlarda bulunmaktadirlar. TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR6 hiicre yiizeyinde
eksprese edilirken, TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 ise endozom gibi hicre igi
komponentlerde eksprese olmaktadir.

Her bir TLR'ye 6zgiin ligandlar ve bu ligandlarin kdken aldiklari orijinler
mevcuttur. TLR1 ya da TLR6 ile heterodimer olusturan TLR2, gram pozitif
bakterilerin ve mikoplazmanin peptidoglikan, lipopeptit ve lipoproteinlerini iceren
cesitli bakteriyel komponentleri tanimaktadir. TLR3'Un ligandi replike olan virtslerin
urettigi cift-zincir RNA (dsRNA) molekulidir. Gram negatif bakterilerde bulunan
LPS’nin TLR4’Un ligandi ve bakteriyal flagellin ise TLR5 ligandi oldugu belirlenmisgtir.
Mikrobiyal ligandlara ek olarak, birgok endojen ligandlarin da TLR’leri uyardiklari
belirlenmigtir. Bu endojen ligandlara isi-sok proteinleri (HSP) (HSP60 ve HSP70),
hiyaluronan oligosakkaritleri, strfaktan protein A ve heparan silfat, fibronektin,
endoplazmin gibi farkl ekstraselller matriks Urlnleri ve bu matriks drtnlerinin

fragmanlar verilebilir (79).
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Reseptor Ligand Ligand Orijini

TLR1 Triacil lipopeptidler Bakteri ve mikobakteri
Soluble faktGrier Nefsseria meningitidis

TLR2 Lipoprotein/lipopeptidler Cesitli Patojenler
Peptidoglikan Gram pozitif bakteri
Lipoteikoik asit Gram poZzitif bakteri
Lipoarabinomannan Mikobakteri
Fenol-soluble modulin Staphylococcus epidermidis
Glikoinositolfosfolipidler Trypanosoma cruzi
Glikolopidler Treponema malftophilum
Parinler Nefsseria
Atipikal lipopolisakkarit Leptospira interrogans
Atipikal lipopolisakkarit Porphyromonas gingivalis
Zimosan Fungi
Is| sok protein 70 Konak

TLR3 Cift zincifli RNA Virus

TLR4 Lipopolisakkarit Gram negatif bakteri
Taksol Bitkiler
Flizyon Protein Repiratory Syntcytial virus
Zart Protein Fare tamar virusu
Is| sok protein 60 Chlamydia pneumoniae
Is| sok protein 70 Konak
Fibronektin Tip 3 Tekrarl Ekstra Domain A Konak
Hiyaluronik asit oligosakkaritleri Konak
Heparan siiifat polisakkarit fragmentleri Konak
Fibronojen Konak

TLR5 Flagellin Bakteri

TLRE& Diacil lipopeptidler Mikoplazma

TLRT Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
Zimosan Fungi
Imidazokuinolin Sentetik bilesikler
Laksoribin Sentetik bilegikler
Bropirimin Sentetik bilesikler
Tek iplikli RNA Viruslar

TLRE Imidazokuinolin Sentetik bilesikler
Tek iplikli RNA Viruslar

TLR® CpG -iceren DNA Bakteri ve Viruslar

TLR10 Tammlanmamis Tanimlanmamis

TLR11 Tanimlanmamig Uropatojenik bakteri

Tablo 1: TLR'ler ve ligandlari (AKIRA 2004)

TLR Sinyal iletimi (Sekil 5)
TLR sinyalizasyonunda, myeloid differensiyasyon faktér 88'e (MyD88)
bagimh ve bagimsiz sinyal yolu olmak Uzere 2 yol tanimlanmistir. Bu sinyal

yollarinda baslica dért adaptdér molekil rol oynar: MyD88, TIR bdlgesi IFN-beta
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indukleyen adaptor proteini (TRIF), TRIF ile iligkili adaptér molekul (TRAM) ve TIR
iliskili protein (TIRAP) (80).

MyD88 Aracilikli Sinyal Yolagi

MyD88, TLR3 disindaki tim TLR tiplerinde, TLR araciligi ile olusan dogal
immin yanitin aktivasyonu igin baslica elemandir.Bu yolun basamaklari su
sekildedir:
1. CD14, bakteriyel LPS’yi tanir, TLR4 ve MD2 ile bir kompleks olusturarak
sinyalizasyonu basglatir. CD14, bakteriyel LPS’nin ve diger PAMP’larin tespit ve
taninmasinda, TLR4 ve MD2 ile birlikte yardimci reseptdr olarak gérev alir. MD2,
ekstraselller bir protein olup, TLR4’Gin hiicre ylzeyine lokalizasyonu ve LPS ile
indUklenen uygun TLR4 cevabi igin gereklidir.
2. MyD88 TIRAP varliginda TLR4’e baglanir ve komplekse IRAK’I katar. Daha
sonra MyD88 terminal bdlgedeki karboksil (COOH) kismindan IL-1 reseptor
baglantili kinaz kompleksi (IRAK) ile birlesir.
3. IRAK otofosforile olup kompleksten ayrilir, TRAF-6 baglanarak aktiflesir.
TRAF6’da TAKT'i (TGF-beta active kinase 1) aktifler. TAK1, TAB1 (TAK1 baglanma
proteini 1) ve TAB2 (TAK1 baglanma proteini 2) ile bir sinyal kompleksi olusturarak
NF-kB inhibitor protein [IkB] kinaz (IKK) kompleksini aktive eder.
4. Bu kompleksle duzenleyici genler aktive olur. NF-kB nukleusa gecer ve kB
bdlgesine baglanir. Sonug¢ olarak, NF-kB aktivasyonu, TNF-qa, IL-1, IL-6, INOS ve
MCP-1 gibi inflamatuar dizenleyici genlerin ekspresyonuna neden olur (81).

TRIF-Bagimli Yolak

Bir sitoplazmik protein olan MyD88, tum IL-1R ve TLR ailesi ile etkilesime
gecebilir ve TLR ailesinin sinyal mekanizmasi icin MyD88’in gerekli oldugu
gOsterilmistir (82).Ancak MyD88 olmayan farelerde, LPS ile ortaya gikan NF-k(3 ve
MAPK kaskadi aktivasyonunun ge¢ baslamasi, TLR4’un bu kaskadlari aktive
etmede MyD88’den bagimsiz bir sekilde de hareket edebildigini géstermektedir.

MyD88 bagimsiz sinyal yolu baglica TLR 3 ve 4 tarafindan kullaniimaktadir.

TLR4 ile uyariimis IRF-3 aktivasyonu sonucunda IFN-B dretimi gergeklesir.
Ardindan IFN-B STAT1 (signal transducer and activator of transcription ) ' i aktive
ederek IFN ile uyarilan gesitli genlerin ekspresyonlarinda artisa neden olmaktadir.
TLR3 uyarimi ile de IRF-3 aktivasyonu gerceklesmekte ve TRIF-bagimli yoldan IFN-

B’nin uyarimi saglanmaktadir (80).
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Triacylated
lipopeptides

or diacylated Uropathogenic
Flagellin lipopeptides bacteria LPS

Cytoplasm

Endosome

Sekil 5: TLR ‘lerde sinyal iletim yollari (O’NEILL 2013)

TLR ve Enfeksiyon

TLR'lerin ekspresyonu ilk olarak immun sistem hucrelerinde gdsterilmistir.
TLR1 ve TLRG6 insan l6kositlerinde eksprese olmaktadir. TLR2/4/5 ekspresyonu
myelomonosit hucreleriyle sinirli kalirken, TLR3 ekspresyonu myeloid dentritik
hicrelerde ve B hucrelerinin bazi alt gruplarinda gerceklesmektedir. B hucreleri ve
plasmasistoid dentritik hiicreler spesifik olarak TLR7/9/10’u eksprese etmektedirler.
TLR’ler primer olarak immun sistem hdcrelerinde eksprese olmakla birlikte ayni
zamanda insan keratinositlerinde, intestinal hicrelerin epitellerinde, Urogenital ve
solunum sistemi bez hucrelerinde, endotelyal hicrelerde, mezenkimal kok

hicrelerde ve gesitli sinir sistemi hiicrelerde de eksprese olabilmektedirler (83).

21



TLR ve Bobrek Hastaliklari

TLR'ler birgcok mekanizmayla bobrek hastaliklarina katkida bulunabilirler.Bu
reseptdrlerin asiri aktivasyonunun iskemik bdbrek hastaliklari, akut bébrek hasari,
son dénem bobrek yetmezligi, akut tUbdlointerstisyel nefrit ve renal transplant
rejeksiyonla iligkili oldugu gosterilmigtir (84).

Bobreklerde dogal immun sistemin aktivasyonu lokal veya sistemik yolla olur.
Bobrege lokal retrograd yolla gelen enfeksiydz TLR ligandlari, bébreklerde gligli bir
inflamatuar cevap olusturur (85). Yapilan c¢alismalarda, Uriner sistem
enfeksiyonlarinda en sik goérilen etken olan E.Coli ile olusan enfeksiyonlarda TLR4
ve TLR5 aktivasyonuyla immin cevabin olustugu gosterilmistir (86). Steril renal
hasarla gelisen inflamasyona baglh renal yetmezlikte ise, TLR2 ile TLR4'lUn
iskemi/reperfiizyon hasarinin gelisimine olan katkisi gosterilmistir. 2007 de Wu ve
arkadaslari tarafindan yayinlanan bu calismada 8 adet kontrol ve 8 adet deneysel
renal iskemi yaratilan farelerin bdbrek dokulari incelendiginde TLR2 ve TLR4
ekspresyonlarinin anlaml derecede arttigini goérilmastir (87). Sirkilasyonda
serbest formda olabildigi gibi immin kompleksler seklinde de olabilen viral TLR
agonistlerinin, bébreklerde 6zellikle glomerillerde depo edilerek glomerulonefritlerin
olusumuna katkida bulunabilecegi digunilmektedir. Lokal aktivasyonun yani sira
TLR’lerin sistemik aktivasyon yoluyla uyariimasi bodbreklerde inflamasyonu
siddetlendirebilir. Sistemik aktivasyon ile B lenfositlerinden lupus antikoagulan,
romatoid faktor gibi otoantikorlarin yapilmasi, immuidn komplekslerle iligkili
glomerulonefritlerin olusumda rol oynayabilir (85).

TLR 7 ve Qun B lenfositlerini aktive ederek lupus nefritinin patogenezine
katildigi distintlmektedir. TLR7 knockout farelerde lupus nefritinden koruyucu anti-
Smith veya antiribontkleoprotein antikorlari yapiilmadigi, TLR9 knockout farelerde

ise anti-DNA antikorlarinin yapilmadigi, ama hastaligin arttig1 gérilmustur (88).
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GEREG VE YONTEM

Calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu'nun 24.07.2014 tarihli 60758568-20 sayili yazisi ile onay alindiktan sonra
Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi'ne
sunuldu.Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi'nden 2015TPFO001
proje no'lu, 24.03.2015 tarihli ve 01 sayili onay alinarak galismaya baslanildi.

Erigkin ratlar(Wistar Albino Rat - Erkek) 2 gruba ayrildi ve her grup 10
rattan olusturuldu. 1.grup kontrol grubu olarak adlandirildi , standart olarak yem ve
su ile 16 hafta boyunca beslendi (Sham Grubu). 2.grup standart yem ve %Z2'lik
etilen glikol ile 16 hafta boyunca beslendi.(Hiperokzaliri Grubu).Hiperokzalri
grubuna deneyin sagligi ve kontroll agisindan ayni tirden yedek 3 adet erigkin rat
eklendi.Yedek ratlarda hiperokzalliri grubundaki gibi beslendi.16.haftanin sonunda
tim ratlar metabolik kafese alinarak 24 saatlik idrarlar toplandi. idrarlar dijital
mikroskopla ile incelenerek idrarlarda kalsiyum okzalat kristalleri arandi.Daha sonra
idrarlarda 24 saat boyunca atllan okzalat miktari biyokimyasal olarak
Olculdu.Ardindan ratlara anestezi altinda laparotomi yapilarak bobrekler ¢ikartildi ve
kansizlastirma ile 6tenazi yapildi. Bobrek doku ornekleri histopatolojik incelemeye
gonderildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Cikartilan bdébrek dokularinin, formaldehit fiksasyonu ve doku takibi
sonrasinda parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 4-5 mikron kalinhiginda
kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Bu kesitler 151k mikroskopunda
bir patolog (Dr. NST) tarafindan kristal depolanmasi ve enflamasyon varligi
agisindan var/yok seklinde kérlemesine degerlendirildi.

Genetik inceleme

Bobrek dokularindan sadece sag bdbrek dokularina ait 6rneklerinden total
RNA izolasyonu ,cDNA sentezi ve gercek zamanli PCR ile TLR 1-11
ekspresyonlari belirlendi. Sol bdbrek dokulari gerektiginde kullaniimak tzere -80

derecede saklandi. Tim bu dlgiimler sonrasi 2 grubun verileri karsilastirildi.

Bébrek Dokusu Orneklerinden Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu
Calismaya dahil edilen deney ve kontrol grubuna ait ratlarin sag bdbrek

doku érneklerine total RNA izolasyonu ticari kit (RNAeasy Mini Kit ,Qiagen) yardimi
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ile yapildi. RNAlater solusyonu eklendi ve total RNA izolasyonuna kadar -80° C‘de
saklandi.

Total RNA izolasyonu igin uygulanan protokolde temel basamaklar asagida
verildi:
1- Doku ornekleri (her biri en fazla 30 mg) kitle birlikte saglanan 1000 ul “Lizis
tamponunda (B-merkaptoetanol eklenmis)’” homojenizator (Heidolph RZR 2021,
Almanya) yardimi ile maksimum hizda 90-120 sn lize edildi ve sterii RNaz-

icermeyen1.5 mL’lik tlplere aktarildi.

2- Tuplerdeki bu homojenat 14.000 rpm’'de 5 dk santriflj edildi ve slpernatan

mikropipet yardimi ile alinarak yeni steril tiplere aktarildi.

3- Bu tlplere toplam hacimleri kadar %70’lik etanol (Merck) ilave edildi ve mikropipet

yardimi ile homojenize edildi.

4- Bu karisimlardan 700 pl alindi ve kitle birlikte saglanan 2 ml'lik toplama tiplerine
yerlestiriimis olan spin kolonlara aktarildi ve 14.000 rpm’de 15 sn santriflij edildi.

Toplama tlpleri uzaklastirildi.

5- Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 1’den 700 ul ilave edildi ve

14.000 rpm’de 15 sn santrifljj edildikten sonra toplama tlipt yeniden degistirildi.

6- Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 2’den 500 pl ilave edildi ve

14.000 rpm’de 15 sn santrif(jj edildikten sonra toplama tlipu yeniden degistirildi.

7- Her bir spin kolon tekrar 14.000 rpm’de 1 dk santrif(ij edildi. Her bir spin kolon
steril, RNaz-icermeyen 1.5 mllik tlplere vyerlestirildi ve Uzerlerine kitle birlikte

saglanan RNaz-igermeyen sudan 35 pl eklendi. 14.000 rpm’de 2 dk santriflj edildi.

8- Elde edilen total RNA 6rnekleri, ayni gin cDNA sentezinde kullanildi

Total RNA o6rneklerinden cDNA sentezi

TLR1-TLR11 (hedef genler) ve ACTB (B-aktin) ve GAPDH (referans genler)
icin relatif kantitasyon analizi, gergcek-zamanlh PCR sistemi (LightCycler 480 II
Gergcek-zamanli PCR Sistemi, Roche Diagnostics) kullanilarak yapildi. Hedef
genlerin ve referans genin mMRNA duzeyinde ekspresyon analizi icin kullanilan
primer ve prob setleri “Universal Probe Library (UPL)’den (Roche) segildi. Gergek-
zamanl PCR analizinde kullanilan bu setlere ait diziler ve UPL numaralari Tablo 2

'de verildi.
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Tablo 2. TLR 1-11 ve ACTB,GAPDH mRNA ekspresyon analizlerinde kullanilan ézgtin primer
(5’ = 3’) ve UPL numaralari

dizilimleri

TLR1Z,;

F: GGCAAATCTAAGAGCATCCATTA
R: TGAGGTGGGTATTCTTATTGCTG
Probe no: #29 (04687612001)

TLR2;

F: AGAGGACTCAGGAGCAGCG
R: TCAAGATCCAGAAGAGCCAAA
Probe no: #80 (04689038001)

TLRS;
F:CTTGTCATCAAATCCACTTAAAGA
GT

R: GAGGACGAATAACTTGCCAATC
Probe no: #80 (04689038001)

TLR4;

F: AATGCCAGGATGATGCCTCT

R: TGATCCATGCATTGGTAGGTAA
Probe no: #95 (04692128001)

TLRS;
F: GACCCAGTATGCTCGCTTG
R: CTGAGGTTGGGCAGGTTTC
Probe no: #162 (04694490001)

TLRG;

F: GCTTTTTCAGAGTATTTCGGAGA
R: CGATGGGTTCTCTGTCTTGG
Probe no: #110 (04692306001)

TLRY,

F: TCCTGGTCTATCTCAAGCTCTGT
R:AAAACTTTGTCTCTTCAATGTCCA
Probe no: #22 (04686969001)

TLRS;
F:CAAGCTATTGAAAGAGAACCTTC
CA

R: AGTTCCCTTTGAGGAAGACTGC
Probe no: #82 (04689054001)

TLRY;

F: GGAACATCATTCTCTGCTGCC
R: GCCAGCATTGCAGCCTGTA
Probe no: #110 (04692306001)

25

TLR10;
F:CCTGCGATACAATTCTACTGACT
G

R: GAGATACCAGGGCAGATCAAAG
Probe no: #71 (04688945001)

TLR11,
F:GGCTATGGGTGATGAAAGAGAA
C
R:AGGAGAACAGAGTGGAACAGAT
GT

Probe no: #77 (04689003001)

ACTB;

F: CCCAGATCATGTTTGAGACCT
R: AGGCATACAGGGACAACACA
Probe no: #158 (04694457001)
GAPDH

F: ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC
R: GGTCAATGAAGGGGTCGTT
Probe no: #145 (04694317001



TLR 1-11 genlerinin mRNA dulzeyinde relatif ekspresyonlarini analiz etmek
icin, her bir hedef ve referans genler i¢cin optimize edilen ger¢cek zamanli PCR

karisimi ve protokoll uygulandi (Tablo 3 ve Tablo 4).

Toplam hacim =10 yL

Tek reaksiyon
_ Bilesenler

(hacim)
Su, PCR-grade ( Roche FastStart ile birlikte

1,5 pl
saglanmaktadir)

0,5 ul Probe(UPL)

1pl Forward Primer(F)(ara stok 10 uM)

1pl Reverse Primer(R)(ara stok 10 uM)

5ul Enzim Karisimi (2x) (Roche FastStart Essential Probes
Master)

1 pl Ornek cDNA

Tablo 3. TLR1-11 ve ACTB ,GAPDH genlerinin mRNA dlzeyinde ekspresyonlarini

belilemek amaci ile hazirlanan reaksiyon karigimi

Optimize edilen protokollerle o6rneklerin gergcek-zamanli PCR asamalari
tamamlandi ve “relatif kantitatif’ olarak 6rneklerin ekspresyon duzeyleri belirlendi. Bu
amagla, her bir érnegin hedef gene ait mRNA ekspresyon dizeyi, ayni érnegdin
referans gen olan ACTB ve GAPDH ekspresyon duzeyi gergek-zamanli PCR

sisteminde varolan yazilim programi (LightCycler Relatif Kantitasyon Yazilim

2 -AACt 2 -AACt

Programi) ile metodu kullanilarak hesaplandi. metodu tanim olarak
fold change ya da kat degisim metodu olarak da bilinir. Bu istatistiksel ydontemde de
hata pay! olarak ayni sekilde diger bilimsel calismalarda kabul géren %5 degeri

verildi.

Kat Degisim Hesaplamasi = Olgu Normalize Degeri / Kontrol Normalize
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1) ) 3

Denaturasyon | Amplifikasyon Sogutma
Parametre
Analiz _

Yok Kantitasyon modu Yok
Modu
Doéngu 1 45 1
Hedef [°C] | 95 95 60 72 40
Sure

00:10:00 0:00:10 | 00:00:30 00:00:05 | 00:00:30
[hh:mm:ss]
Kazanim

Yok yok yok Tek yok
Modu

Tablo 4. TLR1-10 ve ACTB ,GAPDH genlerinin mRNA dlzeyinde ekspresyonlarini
belirlemek amaci ile uygulanan gercek-zamanlh PCR protokoll .*: Gergek-zamanli
PCR Protokolii; (1)Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip cDNA'nin
denatiirasyonu, (2)Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile ¢ogaltiimasi
ve 6zglin problar yardimi ile (riiniin belirlenmesi,(3) Sogutma: Sistemde yer alan

rotorun sogutulmasi basamaklarini icermektedir.

istatiksel Analiz

24 saatlik idradaki okzalat atilimi , bobrek dokularindaki enflamasyonun
varhigi ve bobrek dokularindaki kalsiyum okzalat kristallerinin varhdi icin istatiksel
analizler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) paket programi kullanildi.
Butin degerler ortalama + standart hata seklinde verildi. Ikili gruplarin
karsilastiriimasi igin Ki-Kare testi kullanildi. Tium analizlerde p<0,05 degeri istatiksel
olarak anlamli kabul edildi.TLR expresyonunun istatiksel varligi ise yukarida
belirtildigi gibi gercek-zamanli PCR sisteminde varolan yazilim programi
(LightCycler Relatif Kantitasyon Yazihm Programi) ile 2 “*° metodu kullanilarak

hesaplandi.
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BULGULAR

Deney ve kontrol olarak 2 gruba ayrilan erigkin ratlardaki yedek olarak
hiperokzallri grubunda bulunan 3 adet erigkin rat bize deneyin daha kontrolli ve
saglkh olmasinda fayda sagladi. Deneyde ratlar 16 hafta sureyle takip edilirken 6.
ve 12. ve 16. haftalarda yedek ratlar Gzerinden hiperokzallrinin siddeti ve ratlarin
bébreklerinde tas olusup olusmadigi kontrol edildi. 6. hafta sonunda yapilan
Olcimlerde (tam idrar tetkiki,dijital idrar mikroskopisi,24 saatlik idrarda okzalat atimi)
hiperokzallri grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi.Yedek olarak kullanilan hiperokzalliri grubundan ratlardan birine
bilateral nefrektomi yapildi.Bébrek dokusu histopatolojik olarak incelendi.Ancak
bdbrek dokularinda kalsiyum okzalat kristallerine ve enflamasyona rastlaniimadi. 12.
haftada ayni sekilde olcimler yapildi. 12. hafta sonunda yapilan élciimlerde deney
grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak hem idrar mikroskopisinde
hemde 24 saatlik idrardaki okzalat atilimi arasindan anlamh fark saptandi. Yedek
ratlardan birine bilateral nefrektomi yapilarak bdbrek dokusu histopatolojik olarak
incelendi.Bobrek dokusunda kalsiyum okzalat kristalllerinin  olugstugu ancak
enflamasyonun yeterli olmadigi saptandi.Ratlar 4 hafta daha deney ve kontrol
grubuna uygun sekilde beslendi.16. hafta sonunda deney ve kontrol grubu ratlarda
yapilan Olgumlerde gerek idrar mikroskopileri gerek 24 saatlik idrardaki okzalat
miktarlari karsilastirildi. Tablolarda da gosterildigi gibi deney grubu 24 saatlik
okzalat atihmi ortalama 1,91 mg/24 h iken kontrol grubunun ortalama degeri 0,12
mg/24 h olarak gorildu (Tablo 5 ve Tablo 6) ve bu farklilik istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.(p=0,003<0,05) (Tablo 7)Yedek olarak kullanilan ratlarin
uclncusune de bilateral nefrektomi yapildi.Nefrektomi spesmenleri histopatolojik
olarak incelendi. Mikroskopik olarak  kalsiyum okzalat kristalleri ve vyeterli

enflamasyon olustugu goruldu.

Ortalama . _
N Median Min-Max
+SS
KONTROL 10 0,29+0,35 10,12 0,01-0,92
DENEY 10 1,91+1,44 |1,56 0,06-4,28

Tablo 5. Okzalat dliizeyleri ortalamalari
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mg/24h 2,5 ® OKZALAT MIKTARI

1,5

0,5

KONTROL DENEY
24 Saatlik Idrarda Atilan Okzalat Miktarlari
Ortalamalan

Tablo 6. 24 saatlik idrarlardaki okzalat diizeyleri arasindaki farki gosteren tablo

KONTROL |DENEY P

OKZALAT  DUZEYi
ORTALAMALARI 0,29+0,35 1,91+1,44 10,003

Tablo 7. Okzalat diizeyi ortalamari ve p degeri

Daha sonra kalan tum kontrol grubu (10 adet) ve tim deney grubu (10 adet)
ratlara bilateral nefrektomi yapilarak histopatolojik olarak incelendi. Kontrol grubu
ratlarin nefrektomi spesmenleri  makroskopik ve mikroskopik olarak normal
bulunurken ,deney grubundaki ratlarin bobreklerinde makroskopik olarak édnemli bir
kisminda boébrek taslari goértldi. Bunlara ek olarak bir kag adet nefrektomi

spesmeninde pelvisi dolduran taslara rastlanildi (Resim 1). Histopatolojik
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incelelemede, kalsiyum okzalat kristali varligi ve enflamasyon dereceleri var veya
yok olarak derecelendiriljinde, kontrol grubu bdbrek dokularinin hi¢birinde kalsiyum
okzalat kristali ve enflamasyon izlenmedi (Resim 2). Buna karsin deney grubunda
sag bobrek dokularinin (toplam 10 adet) 7’sinde kalsiyum okzalat kristallerine
rastlandi ve kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamh kabul edildi
(p=0,003<0,05). Deney grubunda sag bobrek doku orneklerinde kalsiyum okzalat
kristali rastlananlarin hepsinde (7 adet), enflamasyon varligi da goérildi.( (Resim
3a). Ayrica kalan sag bébrek dokusu 6rneklerinin birisinde de mikroskopik olarak
kalsiyum okzalat tespit edilmemesine ragmen, yeterli enflamasyonun olustugu
gorildi. Toplam 10 adet deney grubu sad bobrek doku o6rneklerinin 8’inde
enflamasyon tespit edildi ve kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi (p=0,001<0,05). Deney grubu sol bébrek doku &rneklerinin (toplam 10 adet)
7’sinde kalsiyum okzalat kristali gorildi ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi (p=0,011<0.05). Deney grubu sol bdbrek doku &érneklerinde
kalsiyum okzalat kristali gorulenlerin 7’sinde de enflamasyona rastlanildi  (Resim

3b). Kalan doku o6rneklerinde (3 adet) enflamasyona rastlaniimadi ve deney grubu

sol bobrek doku oOrneklerinde enflasmasyon, kontrol grubuna goére yine istatiksel
olarak anlamli kabul edildi (p=0,003<0,05) .

Resim 1. Nefrektomi spesmenlerinin makroskopik gérinimi ve bébrek taglari.

30



Resim 2. Kontrol grubu bébrek dokusunda kalsiyum okzalat kristali ve enflamasyon
(H&E, 200).

B

\\‘v*‘ T }

&%é‘teff.ﬂ

Resim 3. Deney grubu sag bdbrek dokusunda (a) ve sol bobrek dokusunda (b)
kalsiyum okzalat kristali ve enflamasyon (H&E, x200).

Kalsiyum okzalat kristalleri olusumu ve enflamasyon varligi gosterildikten
sonra sag bobrek doku orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA
izolasyonu sonrasi c-DNA sentezi yapildi. Daha sonra ger¢cek zamanh PCR
islemine gecildi.Bu agsamada TLR genlerinin mRNA ekspresyon duzeyleri ACTB
(B-aktin) ve GAPDH (referans genler) genleri diizeyine gore relatif olarak belirlendi.

Her bir gen igin bir gruptaki her bir 6rnek tek tek ACt degeri hesaplandi
sonrasinda toplanip ortalamasi alindi.Bu ortalama o grubun normalize ekspresyon
degeri olarak kabul edildi (Tablo 8). Yani herbir érnegin target gen ekspresyonu

referans gene gére normalize edildi .
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 00t.00 Normalize Ekspresyon Degerleri

5,00E-02 -
4,00E-02 -

m Deney
& 3,00E-02 M Kontrol

AC

2,00E-02 ~

1,00E-02 -

0,00E+00 -+
TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8& TLR9 TLR1OTLR11

Tablo 8. Genleri deney ve kontrol grubunun normalize ekspresyon degerleri .(Hata

payl % 5 olarak belirlendi)

Normalize ekpresyon degerleri belirlendikten sonra 2 grup arasindaki

2 -AACt

ekspresyon farki (fold change ) yontemine gére hesaplandi. (Tablo 9)

__Fold Changefanct)
GEN | Deney{ACt Normaize ekspresyon degerlei] | Kontol[ACt normalioeeksoresyon degerlei Deney vs Kontrol
|LL 0,0324825 0,038355536 0,56
TR 0004724 (,004216 1,12
TLR3 0005716 0,010983075 0,52
TLR4 0015108571 0053233333 0,28
TIRS 0013817778 0,030807571 0,45
TLRG 0,0002886 0,000534333 0,54
TLR7 0002578667 0,013045 0,20
TR 00017 0021038333 0,34
TLRY 000083858 0,002753857 0,30
TR0 000427 0,006591571 0,22
TLRLL 0,0006316: 0003784167 0,17

Tablo 9. Fold change yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar.

Daha 6nce gere¢ ve yontem kisminda belirtilen metodlar izlenerek fold
change ile elde edilen sonuglar degerlendirildi. 1 den blylk degerler artis 0 ile 1
arasindakiler azalma olarak belirlendi. 2 den blylk degerler istatiksel olarak

anlamh artis olarak kabul edildi. O ile 1 de@eri arasindakiler ise eksi ile ¢arpildi. 1
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sayisi ¢lkan sonuca bolundu. -2 ve altindakiler istatistiksel anlamli azalma olarak
kabul edildi (Tablo 10).

TLR Ekspresyon
2 1,12
S
0 1 T T T T T T T T T T
,__1_1 TLRZI Ii o
Q
A2 g
3 ' -1,92 2,23 -1,85
-2,93
4 352 -3,28
= 4,62
6 - -5,06
-5,99
_7 -

Tablo 10. TLR ekspresyon profillerini gdsteren tablo

Tablolardan da anlasilacagi gibi 1,12 sonug¢ degeriyle sadece TLR2 de artis
gbzlemlenmis olup bu deder +2 nin altinda oldugundan istatistiksel olarak anlamli
artma kabul edilmedi. Diger TLR alt tiplerinin ise hepsinde azalma meydana gelmis
olup TLR 1- 3 - 6 da -2 nin altinda olmadigindan istatistiksel olarak anlamli azalma
kabul edilmedi.Geriye kalan TLR 4-5-7-8-9-10-11 de istatistiksel olarak anlamli
azalma tespit edildi.En belirgin azalma -5,99 ile TLR11 de ,daha sonra ise -5,09 ile
TLRY7 de géruldi.
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TARTISMA

Son yillarda Uriner sistem tas hastaliyi ve bdbrek dokusundaki gen -
reseptdr ekspresyonlari ile ilgili literatirde yapilmis galismalar dnem kazanmistir.
Enflamasyonda rol alan gen-reseptér ekspresyonlari ile enflamasyon digi gen-
reseptér ekspresyonlari hakkinda cesitli calismalar yapilmistir. Uriner sistem tagslari
ile literatirdeki enflamasyon bazli c¢alismalarda reseptor ekspresyonlari
,proinflamatuvar sitokinlerin ~ roli ,hormonlarin aktivasyonu  gibi calismalar
mevcuttur. 2005 yilinda Huang ve arkadaslari insanlarda renal epitel hicrelerinde
okzalat , IL-6 ekpresyonu ve sonrasinda bobrek tasi olusumu iligkileri agisindan bir
calisma yapmistir. Calismada okzalatin renal epitel hiicreleride dogrudan IL-6
sekresyonunu ve ekspresyonunu arttigini, renal epitel hicrelerinde artmis olan IL-6
sekresyon ve ekspresyonu hiperokzalurik bobrek tasi olusmasi agisindan kritik
oneme sahip oldugu belirtiimistir (89).

Shrikan ve arkadaslarinin 2013 te yaptidi calismada CaOx kristallerinin
dendritik hudcrelerde NLRP3/ASC/caspase-1 araciligiyla IL-13 bagdimh dogal
immuniteyi tetikledigini belirtmigtir.Bu yluzden intrarenal antijen sunucu hucreler
renal tas hastaliginda IL-1 bagimli inflamasyon ve bébrek hasarini arttirmaktadir. Ek
olarak, CaOx kristalleri, TEC’lere zarar vererek ve NLRP3 agonisti ATP salinima
neden olarak, indirekt yoldan NLRP3’l aktive etmektedir. Anakina ile IL-13 blokaijt,
CaOX bobrek hasarini Onlemis olup, kristal nefropatilerde bdbrek hasarini
sinirlamada yeni tedavi yaklasimi olabileceginden bahsetmiglerdir (90). Yine Lai
KC ve arkadaslari 2010 yihinda IL-18 gen polimorfizmi ve Urolityazis arasindaki
iliskiyi incelemigtir. Calismaya gore IL- 18 + 105 A / C polimorfizmlerinin Urolityazis
gelisiminde rol oynayabilecegi belirtiimistir (91). 2009 yilinda Wei CC ve
arkadaslarinin fare bobrek hicrelerinde CaOx ve bébrek tasi olusumunda renal
kalsiyum depolanmasi ve  mIL20R1a (mouse interleukin-20 receptor la ) ile
iliskisini arastirmislardir.mIL20R1a'nin CaOx maruziyeti bulunan farelerin renal
epitelyal hicrelerinde kalsiyum depolanmasi icin agreve edici bir faktor oldugunu
belirtmiglerdir (92).

Kramer G. ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir calismada ise insan
bébreklerinde  CaOx formundaki bdbrek taslari ve renal tabdler epitelyal
hiicrelerideki anti-CD75 in asiri ekspresyonunu arastirilmistir. Sonug olarak insan
bdbreklerinde CD75 ekspresyonunun primer olarak distal tubullerde ve toplayici
kanallarda oldugunu ve artmis CD75 ekpresyonunun CaOx tasl olugsmasinin

nedeni ya da sonucu mu oldugunun belirlenmesi icin baska calismalara ihtiyag
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oldugunu belirtmiglerdir (93). Mittal ve arkadaglari 2007 yhlinda interldkin -1
reseptdér antagonisti geni ve pediyatrik nefrolityazis arasindaki iligkiyi
arastirmiglardir. IL1RN (IL1 reseptor antagonisti geni) ve haplotipinin pediyatrik
nefrolityazise yatkinlik icin etkili bir belirte¢ olabilecegini belirtmiglerdir. (94).

2005 yilinda Yao JJ ve arkadaslar genetik hiperkalsidrik rat modellerinde
kalsiyum reseptdrler ve reseptdr proteinini arastirmistir. Genetik olarak hiperkalsitrik
sican modellerinde yiiksek derecedeki CaR ekspresyonu ve CaR protein miktarinin
boérek tasi olusumundaki katkisinin olabilecegini 6éne sirmuslerdir (95). Li JY ve
arkadaslari ise 2010 yilinda bdbrek tasi , androjen ve androjen reseptorleri ile ilgili
calisma yapmiglardir. Calisma sonucu androjen ve androjen reseptér aksinin
bobrek tasi olusumunda o6nemli rol oynadidini belirtmislerdir (96). Androjen
reseptorl ve bobrek tasi arasindaki iligkiyi inceleyen bagka bir galismayi da Liang
Liang ve arkadaslari yapmiglardir.Calismada elde edilen bulgulardan ilk olarak
AR’nin, CaOx kristal formasyonunu 2 mekanizma Uzerinden ortaya ¢ikmasinda Kilit
oneme sahip oldugu belirtiimigtir. Teorik olarak bu bulgular, hastaligi baskilamak igin
yeni ilaglar gelistirilebilmek icin AR’yi potansiyel yeni bir hedef olarak sundugu
kanisina varilmistir. Sonu¢ olarak mevcut calismanin ilk kez guglendiriimis AR
sinyalizasyonunun hepatositelerde okzalat biyosentezini arttirarak ve oksidatif
stresle olusturulan bébrek tubdler hicre hasari ile CaOx kristal olusumunun erken
basamaklarinda promotdr rol oynadigini géstermislerdir. AR’yi hedef alarak CaOx
kristali iliskili bdbrek tasi hastaligi ile micadele etmek igin potansiyel bir tedavi
geligtirilebilir oldugunu da belirtmiglerdir (97).

2011 yihinda Jules Hoffmann, Bruce Beutler tarafindan TLR’lerin kegfi dogal
immunitenin mekanizmasini agikladiklari igin  Nobel 6duli kazanmiglardir. Son
yillardaki ¢alismalar, TLR’lerin immun sistem hlcrelerinine ek olarak hem normal
epitel hicrelerde hem de tumor hucrelerinde eksprese olduklarini gostermektedir
(83). Ornegin normal epitel hiicrelerind TLR ekspresyonu incelendiginde ; TLR1-
9'un barsak epitel hucrelerinde, TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR9un mide epitel
hicrelerinde ve TLR2 ile TLR5’in over yuzey epitel hlcrelerinde ekspresyonlari
verilebilir (98).

Kronik inflamatuar hastaliklarda TLR sinyal yoluyla kanser gelisiminde katkisi
oldugu bildirilmigtir (99). Yapilan bazi galismalarda farkli kanser hicre tiplerinde
TLR ekspresyonunun artmis oldugu rapor edilmistir. Enflamasyonla baglantili
kanser tiplerinde, TLR veya TLR adaptdr molekulleri eksikliginde timor sayisinin,
blayUklGginin ve displazinin azaldigi gézlenmistir (100). Enflamatuar hlicrelerden
salinan cesitli endojen TLR ligandlari, prekansertz hicrelerdeki TLR sinyal yolunu

aktive ederek sitokinlerin, buyume faktorlerinin,anjiogenik  faktorlerin  ve
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ekstraselliler matriksi parcalayan proteazlarin ortaya cikmasini saglar (101).
Bdylece kanser gelisimini ve kanserin ilerlemesini destekleyen mikrogevresel sartlari
meydana getirir. Hem onkogen hem de timdr slpresorlerini posttranskripsiyonel
dizeyde regule eden mikroRNA'lar ile TLR arasindaki iligki de kanser olusumunda
onemlidir (102).

Li Shao ve arkadaslar 2015 yilinda astimh ¢ocuklarda TLR2 ekspresyonu
ile ilgili calisma yapmistir.Bu ¢alismada mycoplasma pneumoniae enfeksiyonu olan
(grup 1) ve olmayan (grup 2) ayrica astimi olmayan normal kontrol grubu(grup 3)
karsilastirmistir TLR2 ekspresyonunun grup 1 ve 2 de kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak arttigi gdézlenmis olup bu artisin grup 1 de daha belirgin oldugu
g6zlemlenmistir (103).

influenza viriis enfeksiyonlarininda TLR10 ekspresyonunu  arttirdigini
goOsteren c¢alismalar mevcuttur.2014 yilinda Lee SM ve arkadaslari farelerde
yaptiklari deneylerde influenza virlis enfeksiyonlarinda TLR10 un arttigini ve immun
sisteminin aktivasyonunda ve enflamasyonda rol oynadigini éne sirmuslerdir
(104).Tarkiyede 2014 yilinda farelerin beyin dokularinda Toxoplasma gondii
enfeksiyonu sonrasi TLR ekspresyonu arastiriimistir.Bu ¢alismada Atmaca HT. ve
arkadaglari farelerin beyin dokularindaki T.Gondii enfeksiyonu sonrasinda astrosit
,mikroglia,makrofaj ve noéron huclerinde TLR11 in anlamh derece arttigini
gOstermislerdir (105).

2015 yihnda SLE ve periodontal hastaliklarda ki TLR iligkisini gdsteren
baska bir calisma yapimistir. Marques ve arkadasglari ,SLE ve periodontal
hastaliklarda TLR2 ve TLR4’ Un arttigini ortaya koymuslardir (106).

Dizenli egzersiz ve sedanter yasayan kisilerin periferik kan 6rneklerinde
proinflamatuvar sitokinlerin ve TLR ekspresyonunu arastiran bir calisma dikkat
cekici sonuglar ortaya ¢cikmistir.2015 yilinda Zhen Q ve arkadaslarinin yaptigi bu
calismada duzenli egzersiz ve sedanter yasayan insanlarin periferik kan
orneklerinde proinflamatuvar sitokinler acisindan anlamli fark bulunamamistir.Buna
ragmen TLR2 , TLR7 VE MyD88 duzenli egzersiz yapan grupta sedanter yasayan
gruba goére anlamli derecede artisi gézlemlenmistir (107).

Feng Y. Ve arkadaslarida 2011 yilinda insanlarda iskemik hasara maruz
kalan kardiak hastalarin kardiyak miyosit hucrelerinde ekstraselluler RNAnin
arttigini ve bu artisa bagh olarak TLR7 ,MyD88 in arttigini géstermiglerdir (108).

2014 yihinda Oostin ve arkadaslari da TLR-10 un antiinflamatuvar oldugunu
iddaa etmiglerdir. Farelerin perifierik kanlarinda monosit sitimulasyonu sonrasi

TLR10 blokaji yaparak enflamasyonun arttigini 6ne surmuslerdir (109).
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Over kanserli hastalarda yapilan bir gcalismada ise , TLR ekspresyon
dizeyleri agisindan kanserli doku ile normal saglikli doku karsilastiriimis ve kanserli
dokularda TLR2, TLR3 ve TLR4’un mRNA dizeyinde ekspresyonlarinin arttig
belirlenmigtir (110). 2010 yilinda Gonzales ve arkadaslarinin yaptiklarn bir diger
¢alismada ise meme kanseri ve TLR iligkisi arasinda ekpresyonlar arastiriimigtir.
Meme kanserli dokularda (n=74) TLR3, TLR4 ve TLRQun mRNA duzeyinde
ekspresyonlarinin arttigini ve ayni zamanda bu artisin reklirrens g0Osteren
timorlerde goéstermeyen timorlere oranla daha ylksek oldugunu belirlemistir (111).
Meme kanserlerini ilgilendiren 2014 yilinda yayinlanan baska bir bir ¢alismada,
hem meme kanser hicre hatlarinda hem de klinik meme kanseri doku 6rneklerinde
TLR9 mRNA ve proteininin ekspresyon duzeyinin yuksek oldugu bildirilmistir.Ayrica
sentetik TLR9 ligantlarinin in vitro kanser hiicre invazyonunu uyardiklari rapor
edilmigtir. Arastirmacilar, bu verilere dayanarak TLR9 ekspresyonunun tumor
immunofenotipinde etkili olabilecedini ve kemoterapinin immunojenik etkilerine katki
saglayabilecegini belirtmiglerdir (112). 2012 de yapilan calismada ise Samara ve
arkadaslari tarafindan kugik hicre digi akciger kanseri hastalarinin bronkoalveolar
lavaj sivilarinda TLR2, TLR7 ve TLR9 mRNA ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir
(113).

B hucre prekursor akut lenfoblastik I6semi (BCPALL) hucrelerinde TLR1-9
artisi  gozlenirken, TLR3-5 ekspresyonlari gozlenmemistir. Primer myeloma
hucrelerinde ise TLR1, 7 ve 9 un artisi bildirilmigtir (114).

Prostat kanserli 133 hastada timodrli  doku drneklerinde TLR’lerin mRNA
dluzeyindeki ekspresyonlariyla ilgili bir calismada , rekurrens timorlerde TLR3, TLR4
ve TLR9 ekspresyonunun anlamli dercede arttiklari ve ayni zamanda bu artis
duzeylerinin yuksek olasilikla biyokimyasal rekurrensle de iliskili oldugu rapor
edilmistir (115). Finlandiya’da 1996-2003 yillari arasinda radikal prostatektomi
yapilan 186 prostat kanserli olgunun spesmenlerinde TLR9 ekspresyon diuzeyleri
analiz edilmis ve TLR9’un rekurrensle anlaml derecede iligkili oldugu goésterilmigstir
(116).

2015 yilinda Proenga MA. ve arkadaslari kolorektal kanseri olan ve olmayan
saglikh hastalarda TLR2 yi arastirmigtir.Kolorektal kanserli dokularda saglikli
dokulara oranla anlamli olarak TLR2 artigi gdézlemlenmistir (117).

Tumor hicrelerinin sag kaliminda TLR7 ekspresyonunun énemli bir etkiye
sahip oldugu yani yiksek ekspresyon dizeyinin tim sag kalima ko6t yonde etki
ettigi belirlendigi bir calismada 2014 te yapiimistir. EK olarak bu ¢alismada ilk kez

neoadjuvan kemoterapisi alan hastalarda TLR7 ekspresyon artiginin tedaviye yaniti
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da etkiledigi ve kemoterapiye direngte bir belirteg(marker) olarak kullanilabilecegi
gOsterilmistir (118). 2004 te Shimizu ve arkadaslarinin mesane kanseri hicrelerinde
yaptiklari bagka bir c¢alismada, TLR2 ve TLR4 ekspresyonunun artigini
gOstermislerdir (119).

Caligsmalara bakildiginda enflamasyon,enfeksiyon ,malignensi ...vb  gibi
immun sistemi aktive eden durumlarda TLR ekpresyonlari genelde artma
yoniindedir.Ote yandan  benzer durumlarda artma kadar fazla olmasada TLR
ekpresyonunun azalma seklinde sonucglandigi c¢alismalarda vardir.Landais ve
arkadaslarinin 2015 te yaptiklari ¢alismada Human Cytomegalovirus (HCMV) (n
insan hucrelerindeki TLR2 nin ekspresyonunu azalttigini éne sutrmusglerdir.Bu
calismada invitro insan doku kiltirlerindeki HCMV enfeksiyonu olusturulmus ilk 24-
48 saate TLR2 ekpresyonu artmis ancak daha sonra azalmistir.Net sonug ise
azalma olarak gorulmustir (120).

Oral liken planuslu insanlarin dokularinda TLR ekspresyonunu arastiran
baska bir calismada Oral liken planuslu ve normal saglikli oral dokusu olanlar
karsilastiriimistir.2015 te Sinon ve arkadaslari tarafindan yapilan bu c¢alismada
TLR3 ekspresyonunun anlamli derecede oral liken planuslu hastalarda azalma
oldugu gdézlemlenmistir. TLR aracili yolakta rol alan protein genlerinden MyD88 ve
TIRAP In da azaldigi goérulmastir. Ayrica bir stress proteini olan HMGB1 in ve 1si
sok proteini D1 inde benzer sekilde azalma goérGimustir.Buna karsin TLR4 Un
anlamli derecede artisi caligmada gozlemlenmigtir (121).

Yine TLR azalisini gdsteren bir ¢calisma da Jakkampudi A ve arkadaslari
tarafindan 2014 yilinda yapiimistir.Bu calismada Hepatit -B li hastalari akut
karaciger yetmezligi olanlar,inaktif tasiyicilar,sirozlu olanlar ve HCC'li olanlar diye 4
gruba ayrilmigtir.Bu gruplarin karaciger doku hicreleri Orneklerinde TLR
ekspresyonu arastiriimigtir.inaktif tagiyici olan HBV infeksiyonlu hiicrelerde anlami
olarak TLR2 ve TLR4 azahgi goérulmustur (122).

2013 yilinda yapilan bir calismada ise Thompson ve arkadaslari intrauterin
rat embriyolarinda deneysel hipoksi sonrasi miyoblastlarda TLR ekspresyonu
arastirmislardir.Calisma sonucunda hipoksinin rat miyoblastlarinda TLR4 G azalttig:
goOrulmustar (123).

Dolagimda tumor hucre (CTC)'lerine sahip metastatik meme, kolorektal ve
prostat kanserli olgularin dogal immun sistem fonksiyonlarini karsilastiran bir
calismada, saglikh kontrollerle kargilastinildiginda TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarinin
tum metastatik olgularda anlamh derece azaldigi belirlenmistir. Caligmanin ilgi
¢ekici bagska bir bulgusu da, her bir metastatik grupta CTC sayisi arttikga her iki

reseptdriin ekspresyon dizeyinin azalmasidir (124). Prostat kanserli hastalarin
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timorla dokularinda Gleason skoru ve TLR ekspresyonlari arasinda anlamli bir iligki
2009 yilinda bir calismada gosterilmistir.Bu c¢alismada Gleason skoru ylksek
olgularda TLR4 ekspresyonunun anlamli derecede dusuk oldugu gézlenmistir (125).
Bundan baska metastatik meme kanserli hastalarin CTC’lere sahip olan ve
olmayan dendritik hucreler ve sitotoksik T lenfosit (Tc)lerindeki TLR
ekspresyonlarini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, CTC’lere sahip meme
kanserli hastalarin dentritik hicrelerinde TLR3 ekspresyonunun anlamli derecede
azaldig, Tc ‘lerde ise TLR2 ekspresyonunun azaldigi goésterilmistir (126).

Hiperokzaliri sonucu olusan CaOX kristallerinin olusturdugu enflamasyon ve
TLR ekspresyonlari arasindaki ilisikiyle ilgili literatirde yayinlanmis calisma
yoktur.CaP kristalleri ve TLR ekspresyonlari iligklileri ile ilgili ise deneysel
arastirmalar mevcuttur (127). Ayrica bobrek taslarinin bobrek dokulari Gzerindeki
inflamatuvar degiskligi incelenirken TLR lerin énemli oldugu da belirtiimistir. TLR'
lerin kristal olusumunda rolu olabilecegi , TLR 'lerin renal hicre gecirgenligini
arttirabilecegi ve bdbrek tasi olan hastalarda renal fibrozisi kolaylastirabilecegi
hakkinda c¢aligmalar da bulunmaktadir (127).

Bizim yaptigimiz ¢alismadaki sonuglarda sadece TLR2 artigi olmus fakat
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.Diger butin TLR alt tiplerinde azalma
meydana gelmis olup TLR 1- 3 - 6 alt tipleri -2 nin altinda olmadigindan istatistiksel
olarak  anlamh azalma kabul edilmedi.Geriye kalan TLR 4-5-7-8-9-10-11 de
istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi.Literatlrdeki ¢alismalara bakilacak
olursa enfeksiyon,enflamasyon,malignite ..vb immun sistemi aktive eden
durumlarda TLR ekpresyonlari genelde artis seklinde kendini géstermektedir.Bu
gibi durumlarda TLR azaligi ile sonuglanan galismalar ise artisa oranla gére daha
azdir.Daha oncede belirtildigi gibi Wu ve arkadaslarinin 2007 yilinda yabani
farelerde yaptigi ¢calismada steril renal hasarla gelisen inflamasyona bagh renal
yetmezlikte TLR 2 ile TLR 4’Un iskemi/reperflizyon hasarinin gelisimine olan katkisi
gOsterilmistir (87). Bu c¢alismadan elde edilen sonuglara dikkat edilecek olursa
steril enflamasyonda TLR2 ve TLR4 artisindan bahsetmektedir.Bébrek taslarinin
renal parankim hucrelerinde enfeksiyondan bagimsiz steril enflamasyon yaptigi
bilindiginden bizim c¢alismamizda istatiksel olarak anlamli olmasada TLR2 artigiyla
sonuglanmistir.Bu yonden bizim ¢alismamizda TLR2 nin steril enflamasyonda artis
oldugunu istatiksel olarak anlamli olmasa da bir miktar desteklemektedir.

Akillara gelecek baska bir soruda 16 hafta boyunca etilen glikolle beslenen
ratlarda etilen glikolin immun sistem Uzerine negatif ya da baskilayici etkileri olup

olmadigidir.Kronik etilen glikol maruziyeti GUzerine yapilan g¢aligmalara bakildiginda
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kronik etilen glikol maruziyetinin immun sistemde herhangi bir degisiklik yapmadigi
bildirilmigtir (128), (129 ).
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SONUG

Bu calisma rat bdbreklerinde olusturulan hiperokzaliri ve sonrasinda renal
parankim hicrelerindeki TLR ekspresyonu UGzerine yapilan ilk c¢alismadir.Rat
bdbreklerinde olusturulan hiperokzallri sonrasinda yeterli enflamasyon olustugu da
patolojik olarak gosterildikten sonra  gergcek zamanli PCR yoéntemi ile TLR
ekspresyonu arastirildi.Daha o6nce de belirtildigi gibi literatirdeki c¢alismalara
bakilacak olursa enfeksiyon,enflamasyon,malignite ...vb immun sistemi aktive eden
durumlarda TLR ekpresyonlari genelde artis seklinde kendini géstermektedir.Bu gibi
durumlarda TLR azalmasi ile sonuglanan calismalar ise TLR artisina gére daha
azdir. Bizim yaptigimiz calismadaki sonuglarda sadece TLR2 de artis olmus fakat
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.Diger batin TLR alt tiplerinde azalma
meydana gelmis olup TLR 1- 3 - 6 alt tipleri -2 nin altinda olmadigindan istatistiksel
olarak anlamh azalma kabul edilmemistir.Geriye kalan TLR 4-5-7-8-9-10-11 de
istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi.Literatirde TLR2 artig1 steril
enflamasyonun yani sira bazi enfeksiyon ve malignensi durumlarinda da
gérilmustar. Cahsmalarda TLR tiplerinin azalmasi ise artma kadar sik
gorulmemigtir.  Ozellikle viral bazi enfeksiyon durumlarinda ve metastatik
malignensilerde TLR ekspresyonlarinin azalma seklinde oldugu bildirilmistir.Ayrica
bazi enfeksiyon durumlarinda da TLR ekspresyonunun erken ddénemde artis
sonrasinda ise azalis seklinde sonuclandigi bildiriimigtir.

Sonug olarak bizim calismamizda ki hiperokzallrik rat bobrek dokularinda
TLR ekspresyonlarinda buyik oranda azalma seklinde meydana gelmistir.Onceki
¢alismalara bakildiginda bizim ¢alismamiz ,erken donemde TLR ekspresyon artisi
olup ge¢ donemde TLR ekspresyon azaligiyla sonuglanan calismalara oOrnek
olabilir.Bunun igin erken dénemde yani hiperokzaluri olustuktan hemen sonra (tas
olusumunu beklemeden) TLR ekspresyon profillerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Ayrica bu ¢alismanin renal parankim huicrelerinin steril enflamasyonu sonrasi TLR2
ekspresyonunda artma ile sonuglanan c¢alismalara yardimci  olarak

degerlendirebilecegi gorugtne de varilabilir.
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