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GiRIS

Bobrek nakli son donem bobrek yetmezligi icin sagkalimi uzatan bir
tedavi secenegidir. Organ bagisinin az olmasi da g6z onunde
bulunduruldugunda nakil edilen organin korunmasinin 6nemi daha da
artmaktadir. Bobrek nakil bagarisizhiginin iki 6nemli sebebi vardir; rejeksiyon
ve enfeksiyon. Rejeksiyonun engellenmesi igin verilen immunsupresif tedavi

enfeksiyon riskini arttirmaktadir.

Son vyillarda, farkli organ nakilleri ve enfeksiyonlarinda Toll-like
reseptor 4 (TLR4) polimorfizminin ve plazma/serum mannoz baglayici lektinin
(MBL) 6nemi Uzerinde durulmaktadir. TLR4 polimorfizmi ve dusik MBL
seviyelerinin gesitli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara
yatkinh@i arttirdigini bildiren calismalarin yaninda TLR4 polimorfizmi olan

alicilarda rejeksiyon oranlarinin azaldigini gosteren ¢alismalar da vardir.

TLR4 polimorfizmi, MBL seviyeleriyle enfeksiyon ve rejeksiyon
arasinda birliktelik bulunmasi dnemlidir. Bu birliktelik nakil edilen dokunun
uzun sure fonksiyon gormesi ve enfeksiyondan korunmasi amaciyla

yapilacak g¢aligmalar icin yol gosterici olacaktir.

Bu galismada, Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama
Merkezi Organ Nakli Birimince takip edilen alici ve vericilerde TLR4
polimorfizminin ve MBL seviyelerinin tespit edilmesi, saptanan sonugclarla
ornek Ozellikleri, enfeksiyon ve rejeksiyon arasinda bir birliktelik olup
olmadiginin belirlenmesi amacglanmistir. Elde edilen sonuglar TLR4
polimorfizmi ve MBL seviyelerinin iyi greft gidisi ve nakil sonrasi enfeksiyon

riskine etkisini ortaya c¢ikarmanin yani sira Denizli'ldeki nakil hastalarinda



TLR4 polimorfizmi ve MBL eksikligi sikliginin saptanmasi diger bolgelerdeki

nakil hastalarindaki sikligin bilinmesine yonelik galigmalara kaynak olacaktir.



GENEL BILGILER

Son donem bodbrek vyetersizliginin iki temel tedavi segeneg@i vardir.
Bunlar diyaliz ve organ naklidir. Diyaliz tedavisi hemodiyaliz ve periton diyalizi
olmak Uzere ikiye ayrilirken, bobrek nakli de verici yoninden kadavradan ve
canlidan olmak Uzere iki sekilde yapilabilir (1). Nakil son dénem bdbrek
yetersizliginde onemli bir tedavi yontemidir (2). Basarili bir bdbrek nakli

mortalite riskinde azalma ve yasam kalitesini artis saglamaktadir (3).

ilk basarili deneysel bdbrek nakli 1902’'de Avusturya'da Viyana Tip
Okulu'nda hayvanlarda gerceklestiriimistir. 1933’'de ilk insandan insana
bobrek nakli yapiimistir. Boston Peter Bent Brigham Hastanesi’nde 1954’te
Joseph E. Murray ve arkadaslari, ikiz kardeslerin birinden digerine ilk gergcek
basarili bobrek naklini gerceklestirmiglerdir. TUrkiye'de ilk basarili organ nakli
ise 3 Kasim 1975 yilinda Dr. Mehmet Haberal ve ekibince Hacettepe
Universitesi Hastanesi'nde bir anneden ogluna yapilan canhdan canlya
bdbrek nakli olmustur. Bunu 1978 yilinda ayni ekibin kadavradan yaptigi ilk
bdbrek nakli izlemistir (4, 5).

Gegctigimiz son 20 vyl icerisinde Ozellikle doku reddinin
immunobiyolojisinin daha iyi anlasilmasina, tedavi eden ve reddi engelleyen
ilaglardaki gelismelere paralel olarak bobrek naklinin basarisi belirgin bir
sekilde artmigtir. Bu basarida cerrahi tekniklerdeki gelismeler ve etkin
antimikrobiyal ajanlarin kullaniminin da payi buyuktir. Gindmuzde birgok
merkezde, nakli takip eden ilk bir yil icerisinde akut rejeksiyon insidansi
genellikle %20’nin altinda olup, bir yillik greft sag kalimlari %90’in
Uzerindedir. Butiun bu gelismeler sonucunda, son donem bobrek

yetmezliginin tedavisinde bdbrek nakli, hem sag kalim avantajl hem de



yasam kalitesinde yaptigi artislar nedeniyle, tercih edilen renal replasman
tedavisidir (6).

Organ naklinden sonra iki buyuk tehlike vardir: enfeksiyon ve doku
reddi. Organ nakli yapilan hastalar immunsupresif tedavi nedeniyle
enfeksiyonlar acisindan risk altindadir. Enfeksiyon riski immunsupresif
tedavinin dozuna, suresine, igerisindeki ilaglarin kendi etkilerine bagli olarak

degdiskenlik gosterir (7).

Solid organ nakilleri sonrasi en sik karsilasilan firsatgl patojen
Cytomegalovirus (CMV)'dur. Genel populasyonda ¢ogunlukla asemptomatik
seyreden CMV enfeksiyonu, yogun immudnsupressif tedavi alan
transplantasyonlu hastalarda ciddi hastalik tablolarina neden olabilmekte ve
bu durum greft kaybi ya da mortalite artisina neden olmaktadir. Bobrek nakil
alicilarinin %60’indan fazlasi aktif CMV enfeksiyonu gecirmekte ve %20’den
fazlasinda semptomatik hastalik olmaktadir. CMV hastaliginin klinik tanisi
zordur; hastaliktan korunmada ya da hastaligin geligsiminin izlenmesinde
erken tani icin laboratuvar testlerine gereksinim vardir. Kanda CMV PCR,
I6kositlerde CMV pp65 antijen testleri bagvurulan kantitatif yontemlerdir. Bu
testler kullanilarak CMV enfeksiyonu siklikla hastalik gelismeden &nce
saptanabilmektedir. Viral yukun hesaplanmasi hastalik gelisiminin ve antiviral

tedavinin izlenmesini saglamaktadir (8, 9, 10).

Polyomavirus BK  (BKV) enfeksiyonu saglikli bireylerde c¢ocukluk
c¢agindan itibaren asemptomatik olarak gozlenebilmektedir. Bobrek nakil
hastalarinda immunsupresyon gelistiginde BKV reaktivasyonu viral
replikasyonla sonuclanmakta ve polyomavirus nefropatisi (PVAN) gibi ciddi
hastaliklara neden olmaktadir (11, 12). Polyomavirus JC (JCV), klasik olarak



immunsuprese hastalarda progresif multifokal ensefolapatinin etkeni olarak

bilinmekle beraber PVAN olgularina diguk oranda neden olmaktadir (13).

IMMUN SISTEM

Memelilerde, immun sistem dogal ve edinsel immuniteyi icerir. Edinsel
immunite sadece omurgalilarda gorulen, antijen spesifik T ve B hlcrelerinin
aracilik ettigi oldukca sofistike bir sistemdir. Organ naklinde edinsel
immanitenin rolG uzun yillardir bilimsel aragtirmalarin merkezinde olmusgtur.
Dogal immun sistem hemen hemen tim ¢ok hlcreli organizmalarda patojenik
mikroorganizmalara kargl konak savunmasinda ilk basamaktir ve filogenetik
olarak korunmustur (14, 15, 16, 17, 18).

Uzun yillar boyunca dogal direncin 6zgullik gostermedigi ve birgok
enfeksiyonun Ustesinden gelecek gugte olmadigi kabul edilmistir. Ancak
buglin, dogal direncin gugclu bir erken savunma sistemini olusturdugu; TLR ve
MBL gibi dogal bagisiklik elemanlarinin  potansiyel enfeksiydz
mikroorganizmalarin taninmasinda ve edinsel immdinite aktif hale gelene
kadar enfeksiyonun kontroliinde gorev alan ilk bilesenler oldugu anlasiimistir.
Dogal bagisiklik sadece erken savunma sistemi 0zelligine sahip degildir;
ayrica edinsel bagisikhigin en etkili bicimde gelisme gostermesini saglayacak
sekilde farklilasmasinda da rol oynar. Dogal diren¢c ve edinsel bagisiklik

arasinda cift tarafli bir etkilesim s6z konusudur (19, 20, 21).

Dogal bagisikligin yapitaslari, konak hucrede bulunmayan, buna kargin
farkl mikroorganizmalar tzerinde ortak olarak bulunan yapilari tanirlar. Dogal
bagisikhgin tum yapitaslari ¢ok cesitli bakteri, virus ve mantarlari tanima
ozelligine sahiptirler. immun sisteminin aktivasyonunda lipopolisakkarit

(LPS), peptidoglikan, lipoteikoik asit, lipoproteinler ve bakteriyel



deoksiribonukleik asitin  sitozin-fosfat-guanin  bolgesi (CpG DNA) gibi
mikrobiyal bilesenler yer alir. Dogal bagisikhdin hedefi olan bu mikrobiyal
molekullere, ayni tip mikroorganizmalar Uzerinde bulunmalari nedeniyle
patojen iligkili molekuler orguler (pathogen associated moleculer patterns,
PAMPs) adi verilir. Bu ortak yapilari tanima 06zelligine sahip dogal
bagisikligin reseptorleri ise drguleri taniyan reseptorlerdir (pattern recognition
receptors, PRR) (19, 20, 22, 23). Dogal immunite nakil edilen solid organin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmasinda onemli bir rol oynamaktadir (24).
Bdcekler, bitkiler ve memelilerin dogal immun sistemleri arasinda buyuk
benzerlikler vardir. Ozellikle bir meyve sinedi olan Drosophila melanogester

ile yapilan ¢aligmalarin dogal immunite kavramina katkisi olmustur (22).

Drosophila Toll ve iligkili Proteinler

Toll ve Toll iligkili proteinler genellikle memeliler, bitki ve bdceklerde
eksprese edilir. Toll tip 1 transmembran reseptoérudur (25). Toll ailesi Gyeleri
ilk olarak Drosophila melanogesterde meyve sinegi embriyosunda
dorsaventral olusumu kontrol eden yolakta goérev alan maternal etkili gen
olarak bulunmustur (20). D. melanogester’in edinsel immin sistemi yoktur,
mikrobiyal enfeksiyonlari dogal immunite sayesinde sinirlandirmakta ve yok
etmektedir. Toll ailesi de bu dogal immunitenin merkezindedir. Daha sonra
Toll'un erigkin sinekte antifungal yanit icin de dnemli oldugu bulunmustur (22,
26).

Sineklerdeki Toll yolagi, memelilerdeki interlokin 1/nlkleer faktor- kB
(IL-1/NF-kB) vyolagiyla buyuk oranda benzerlik gdstermektedir. Toll’'un
sitoplazmik domaini sisteinden zengin karboksi ucu ile memeli tip 1 IL-1
reseptorine (IL-1R) benzemektedir. Toll sinyali ligand badimli reseptoér
dimerizasyonuyla baslamaktadir. Toll'un ligandi olarak “Spatzle” olarak

bilinen bir salgisal protein gbérev yapmaktadir. Spatzle’nin etkinligi “Easter”



olarak bilinen bir proteaz tarafindan duzenlenmektedir. Tollun Spatzle
tarafindan baglanmasi, “Tube” olarak bilinen bir uyarlayici proteinin
katilmasini  ve bir sitoplazmik serin/treonin kinaz olan “Pelle’nin
aktivasyonunu saglar. Drosophila miyeloid diferansiyasyon faktor 88 (Myeloid
differentiation primary respose gene 88, MyD88) Pelle geninin geri bolgesidir
ve Toll sinyalinde hem Toll hem de Pelle ile direkt etkilegen bir protein olarak
gOrev yapmaktadir. Pelle, sitoplazmada Dorsal ve Dorsal benzeri immunite
faktora (Dif) proteinleriyle kompleks yapan “Cactus”Un yikimini kontrol
etmektedir. Dorsal ve Dif inflamatuar yanitta anahtar duzenleyici olan
transkripsiyon faktord NF-kB’nin  homologudur. Cactus yikildi§i zaman,
dorsal nukleusa transloke olmakta ve 6zgul hedef genlerin transkripsiyonunu
dizenlemektedir (14, 27, 28, 29, 30, 31).

Toll reseptdor mutasyonu olan Drosophila’da mantar enfeksiyonlarina
artmis  yatkinlik  gozlenmigtir. Bu da Toll reseptérinin mantar
enfeksiyonlarinin saptanmasinda ve mantara karsi konak savunmasinin

baslatiimasindaki 6nemini gdstermektedir (32, 33).

MEMELILERDE TOLL-LIKE RESEPTORLERI

Tollun Drosophila’da tip 1 transmembran reseptéri olarak
tanimlanmasini takiben, veritabani arastirmalari insanda homolog Toll'un
kesfini saglamistir ve Toll-like reseptorleri (TLRs) olarak adlandiriimistir (34).
TLRs antijen sunan hcrelerin ylzeyinde bulunurlar ve PRRs’lerin buylk bir
grubunu olusturmaktadir (35, 36). Bu gline kadar en az 13 TLRs
tanimlanmistir (37, 38, 24). Amino asit sekans analiziyle TLR ailesi 5 alt
aileye ayrilmaktadir; TLR2, TLR3, TLR4, TLRS ve TLR9 alt aileleri. TLR2 alt
ailesi TLR1, TLR2, TLR6 ve TLR10’dan; TLR9 alt ailesi TLR7, TLR8 ve TLR9
‘dan olugsmaktadir. TLR3, TLR4 ve TLRS alt aileleri ise yalnizca kendilerinden
olusmaktadir (14). Her TLR 0zgul olarak PAMPs tanir; TLR2 zimosan,
lipoteikoik asit, lipoproteinleri; TLR3 double-stranded RNA’y1 (dsRNA), TLR5



flagellini, TLR7/8 single-stranded RNA'y1 (ssRNA), TLR9 CpG DNA'yi
tanimaktadir (33,16). TLR11’in Uropatojenik bakteriyel bilesenleri tanidigi
dusundlmektedir, TLR11 yetersiz farelerde bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlara yatkinlik gdsterilmistir (39). En onemli PRRs’lerden biri olan
TLR4; gram negatif bakteri LPS’ini, fungal patojenlerin mannanini,
Mycobacterium tuberculosis’in ¢bzunebilir komponenti gibi eksojen ligandlarr,
fibronektin ve cgesitli 1s1 sok proteinleri gibi endojen ligandlari tanimaktadir
(22, 33).

TLRs cesitli seviyedeki messenger RNA (mRNA), proteinler, farkli htcre
tipleri ve dokularda bulunmaktadir. TLRs, eozinofiller, bazofiller, mast
hacreleri, noétrofiller gibi dogal immun sistemle iliskili diger hucrelerde oldugu
gibi dogal oldurtct huacreler (NK), dendritik hicreler, monositler ve
makrofajlari iceren antijen sunan hucrelerin (APC) ylzeyinde de bulunurlar.
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR11 hucre yuzeyinde; TLR3, TLR7,
TLR8 ve TLR9 endoplazmik retikulum, endozom, lizozom, endolizozom gibi
intraseluler veziklllerde eksprese olmaktadir. TLRs PAMPSs’1 lokal olarak
taniyabilir ve bdylece hem dogal immun yanit baslatiimakta hem de edinsel

immun yanit hazirlanmaktadir (34, 40, 41).

Yapilan ¢alismalar TLR 2, 3, 4 ve Qun bdbrek hastaliklariyla iligkili
oldugunu gdstermigtir (42).

Bakteriyel Tanimada TLRs

Gram negatif bakteri dis membranini olusturan LPS, gugcla bir dogal
immunite uyaricisidir (32). LPS TLR4’U uyararak proinflamatuar sitokinlerin
Uretimini baslatmaktadir (43). Farelerde TLR4 genindeki mutasyon LPS’e
dusuk yanita, gram negatif enfeksiyonlara artmis yatkinliga neden olmaktadir
(15, 43) .



TLR2, gram pozitif bakteri hucre duvarinda yer alan peptidoglikan ve
lipoteikoik asitleri tanir. TLR2 yetersiz fareler bir gram pozitif bakteri olan
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarina oldukga duyarlidir. Gram pozitif
bakteriyel bilesenlere ilaveten TLR2, cesitli bakterilerdeki
lipoprotein/lipopeptidler, Mycobacterium turlerindeki lipoarabinomannan,
Staphylococcus epidermidis’deki ¢ozinebilir bir fenol modulini, Treponema
maltophilum’daki glikolipitler ve Neisseria turlerinin dis membraninda yer alan
porinler gibi cesitli diger bakteriyel bilesenlerin taninmasiyla iliskilidir. TLR2
ve TLR4 tarafindan taninan bakteriyel bilesenler ¢odunlukla bakteri hicre
membraninda sunulur. Gram negatif bakteri dis membranindan disari
uzanan flajellanin bir protein bileseni olan flajellinin TLR5 aracihgiyla immun
hlcreleri aktive ettigi gdsterilmistir. Bakteriyel DNA TLRs icin bir ligand olarak
is gormektedir. TLR9 metillenmemis bakteriyel CpG DNA’ yi tanimaktadir
(15, 33, 44).

Mantar ve Protozoan Taninmasinda TLRs

Mantarin hicre membraninda bulunan glukan, mannan, proteinler, kitin
ve glikolipitlerin ham karisimi, zimosan TLR2 yoluyla immun hdcreleri aktive
eder. Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Toxoplasma gondi,
Leishmania major ve Plasmodium falciparum gibi protozoanlar TLRs
tarafindan taninmaktadirlar. Trypanosoma’dan elde edilen
glukozilfosfatidilinozitol, glikoinozitolfosfolipit ve genomik DNA sirasiyla
TLR2, TLR4 ve TLR9u aktive etmektedirler. T.gondii takizoitlerinin farelerde
TLR11 tarafindan tanindigi gosterilmistir. Plasmodium’un sizontlari dendritik
hicreleri TLR9 araciliiyla aktive etmektedir (15, 33, 45).

Viral Tanimada TLRs

Viruslar genetik materyal olarak DNA ya da RNA bulundurmaktadir.
Viral DNA, dsRNA, ssRNA, yuzey glikoproteinleri gibi c¢esitli yapisal



bilesenler TLRs tarafindan taninmaktadir. Viral taninmada TLR2, TLRS,
TLR4, TLR7, TLR8 ve TLR9 gorev yapmaktadir. TLR9 viral DNA'y! tanir;
Herpes simplex virus 1 (HSV-1), HSV-2 ve fare Cytomegalovirus’ u (MCMV)
inflamatuar sitokinleri TLR9O araciligiyla uyarmaktadir. TLR7 ve TLR8 genleri
yuksek oranda benzerlik goOsterirler ve ssRNA’ yi tanimaktadir. TLR3
dsRNA’yiI tanimaktadir. TLR3 yetersizligi olan farelerde MCMV, Vesicular
stomatitis virus (VSV), Lymphocytic choriomeningitis virtisii (LCMV) ve
Reovirus enfeksiyonlarina artmig yatkinlik gosterilmistir. Viral zarf proteinleri
TLR2 ve TLR4 tarafindan taninmaktadir (15, 32, 46, 47).

Endojen Ligandlarin Taninmasinda TLRs

TLRs’nin 6zellikle de TLR4’GUn endojen ligandlarin taninmasinda yer
aldigr gézlenmistir (22, 33, 48, 49). TLR4 fibrinojen, fibronektin, hyalunorik
asidin oligosakkaritlerini ve heparan sulfatin polisakkarit pargalarini igeren
ekstraseluler matriks bilesenlerini tanimaktadir. TLR4 ve TLR2 i1si sok
proteinleri (Heatshock protein, HSP) HSP60 ve HSP70’in taninmasinda yer
almaktadir. Endojen ligandlarin inflamasyon sirasinda Uretilmesi, TLRs’nin
enfeksiyon varliginda inflamatuar sureglerle alakali oldugunu gostermektedir
(22, 33, 50).

TLRs ARACILIKLI SINYAL YOLAKLARI

TLRs ekstraselller kisminda l|o6sinden zengin tekrarlar (LRRs) ve
sitoplazmik kisminda Toll/IL-1 reseptor (TIR) domaini barindirir. TLRs’nin TIR
domaini IL-1 reseptdr ailesinin sitoplazmik bolgesiyle yiksek benzerlik
gosterir (20, 32, 51-53). TLRs aracilikh sinyal yolaklari sitoplazmik TIR
domaininden koken alir. TIR domaini igeren uyarlayici molekulleri MyD88,
TIR domaini igeren uyarlayici/MyD88 uyarlayici benzeri molekil (TIR-
domain-containing adapter/MyD88 adaptor-like TIRAP/Mal), TIR domaini
iceren uyarlayici molekudl 1/interferon B’yi indukleyen TIR domaini igeren

uyarlayici molekil (TIR-domain-contaning adaptor molecule 1/ TIR domain



containing adaptor inducing interferon B, TICAM1/TRIF), TRIF iligkili
uyarlayici molekulin (TRIF-related adaptor molecule, TRAM) kesfiyle farkli
TLRs'nin farkli sinyal yolaklarini aktive ettigi anlasiimigtir (41).

TLRs sinyal yolaklarinda TIR domaini igeren uyarlayicilar

TLR sinyalinde onemli rol oynayan 5 sitozolik TIR domaini igeren
uyarlayici vardir: MyD88, TIRAP/Mal, TICAM1/TRIF, TRAM, steril a ve
HEAT-Armadillo motifleri (sterile a-and armadillo-motif-containing protein,
SARM) (54). MyD88, TIR ailesinin tanimlanan ilk Gyesidir ve TLR3 disinda
batin TLRs tarafindan kullaniir. MyD88 inflamatuar sitokinleri induklemek
icin, mitojen aktif protein kinaz (mitogen-activated protein kinases, MAPKS)
ve transkripsiyon faktor NF-kB’yi aktive etmektedir. TRIF ise TLR3 ve TLR4
tarafindan kullanilir, transkripsiyon faktorleri NF-kB ve interferon duzenleyici
faktor 3’Un (Interferon regulatory factor 3, IRF3) aktivasyonunu, tip 1
interferon ve inflamatuar sitokinlerin induklenmesini saglamak igin alternatif
yolu tetiklemektedir. TRAM ve TRAPIn uyarlayicilari  olarak
siniflandinimasindaki fonksiyonu; TRIF'In TLR4’e, MyD88’in TLR2 ve TLR4’e
katilmasidir (41).

MyD88

TLRs’de genel olarak en ¢ok kullanilan molekil MyD88’dir. MyD88, 296
aminoasitten olusan bir proteindir ve ilk olarak M1 monolosemik hucre
dizisinde yeni bir miyeloid diferansiyasyon primer yanit geni olarak
tanimlanmigtir. Daha sonra IL-1 ve IL-18 sinyal yolaklarinda yer aldigi
gOsterilmistir. TLR3 disinda tim TLRs Uyeleri ve IL-1R Ust ailesi tarafindan
sinyal verilen ortak bir uyarlayici protein olarak bilinmektedir. TLRs ve IL-1
ailesi reseptorleri, TIR domainleri yoluyla MyD88 ile etkileserek transkripsiyon
faktorleri NF-kB ve aktivasyon proteini 1’i (activating protein-1, AP-1) aktive
etmektedir. Bu etkilesime MyD88'’in iki yapisal domaini aracilik etmektedir:

karboksi terminal TIR domaini TLRs'nin sitoplazmik ucundaki benzer



domainlerle ve aminoterminal 6lum domaini, serin-treonin kinaz ailesinin bir
uyesi olan IL-1R iligkili kinazin (IL-1 receptor-associated kinase, IRAK)
domainiyle etkilesmektedir (54, 55).

IL-1 reseptor iligkili kinazlar (IL-1 receptor-associated kinases, IRAKS)
TIR ailesinin sinyal transdiksiyonunda onemli mediyatorlerdir, farkli gen
ekspresyonu gosteren 4 uyesi bulunmaktadir; IRAK1, IRAK2, IRAK4 ve IRAK
M. IRAKs bir merkezi serin/treonin kinaz domaini ve bir N terminal 6lU
domaini icermektedir. IRAK1 ve IRAK4’de intrinsik kinaz aktivitesi bulunurken
IRAK2 ve IRAK M’de bulunmamaktadir. TIR uyarimindan sonra IRAK?1’in
kinaz aktivitesi artar ve kinaz domaini NF-kB aracilikli sinyal i¢in gereklidir.

IRAK4’Un TIR sinyalinde énemli bir rolt oldugu gosterilmistir (56).

TIRAP/Mal

TIRAP/Mal olarak adlandirilan ikinci bir uyarlayici molekdl olarak
tanimlanmigtir. TIRAP, TLR4 araciliki MyD88 bagimli yolak igin elzem iken
MyD88 bagimsiz sinyal yolagi icin degildir. MyD88 TLR4’e direkt baglanmaz,
bunun yerine TLR4 ile iligkili olan TIRAP ile etkilesime girmektedir. TIRAP’In
TLR2’ nin MyD88 bagimli sinyal yolaklari igin de gerekli oldugu gdsterilmistir
(32, 56-58).

TRIF

Arastirmalar sonucunda TIR domaini igeren Uguncu uyarlayict molekdl;
TRIF tanimlanmistir. MyD88 ve TIRAP gibi TRIF’in fazla ekspresyonu da NF-
kKB bagimh gen promoterinin aktivasyonuyla sonuclanir. MyD88 ya da
TIRAP’dan farkli olarak TRIF’in fazla ekspresyonu Interferon-beta (IFN-[3)
promoterinin aktivasyonunu da saglar. Bu nedenle bu molekll IFN-B’yi

indukleyen TIR domaini igeren uyarlayici olarak adlandirilir. Mutant farelerle



es zamanh yapilan iki bagimsiz ¢alisma TRIF’in, TLR3 ve TLR4 aracilikli
MyD88 bagimsiz yolak i¢in elzem oldugunu gostermistir (32, 54, 59, 60).

TRAM

Doérdincu  TIR domaini iceren uyarlayici molekil TRAM olarak
tanimlanmigtir. Bu molekulin TIR domaini, TRIF'inkine ¢ok benzedigi icin
molekul TRIF iligkili uyarlayici molekul (TRAM) olarak adlandiriimistir. TRAM
yetersiz farelerde TLR4 ligandlarina yanitta normal IRAK-1 (MyD88 bagimli
yolak) fakat ciddi zayiflamis IRF-3 (MyD88 bagimsiz/ TRIF bagimli yolak)
aktivasyonu ve TLR3 ligandina normal yanit saptanmistir. Bu bulgular
TRAM'In 6zgll olarak TLR4 aracilikli MyD88 bagimsiz/TRIF bagimli yolakta
yer aldigini géstermektedir (32, 56, 61, 62).

SARM

TIR domaini iceren 5. uyarlayici molekll steril a ve HEAT-Armadillo
motifleri (SARM) olarak isimlendiriimekte, C-terminal TIR domaini
icermektedir. SARM, iki steril a motif (SAM) domaini ve bir Armadillo tekrar
motifi (ARM) icermektedir (54, 63, 64). SAM domaini protein-protein
etkilesimlerine aracilik etmektedir. Armadillo tekrarlari B-kateninin
ligandlariyla  etkilesimine, diger proteinlerle  yapisal kompleksler
olusturmasina aracilik etmektedir. SARM’In TLR sinyalindeki rolt tam olarak
aciklanamamistir (54). SARM’In TLR sinyalinde rol aldigi ve diger dort
uyarlayici  molekulin tersine NF-kB ve IRF aktivasyonunun negatif

dizenleyicisi oldugunu gdsteren ¢alismalar vardir (57, 65).

TLRs Sinyal Yolaklari

TLR sinyal yolaklari genel olarak ikiye ayrilir: MyD88 bagimli sinyal
yolagi ve MyD88 bagimsiz yolak (TRIF bagimli yolak). MyD88 bagimli sinyal



yolagl TLR3 disindaki tum TLRs’de ortak iken; MyD88 bagimsiz yolak TLR3
ve TLR4’e O6zgudur (40). TLR4 sinyalinde MyD88 bagimli yolak TIRAP’In
katilimiyla aktive olurken; MyD88 bagimsiz yolak TRAM’In katihmiyla aktive
olmaktadir (38).

MyD88 bagimli sinyal yolagi

MyD88'in karboksi terminal TIR domaini, TLRs’nin TIR domainiyle
birlesmektedir. TLR2 ve TLR 4 sinyalinde MyD88 reseptore baglanmak igin
TRAP’a gereksinim duymaktadir. Bu uyarimdan sonra MyD88, N terminal
ucundaki 6lum domaini aracihigiyla IRAKs’a katilir. Bu uyariya yanit olarak
IRAK4 ve IRAK1 fosforile olup MyD88’den ayriimaktadir. Bu sure¢ TNF
reseptor iligkili protein 6'nin (TRAF6) aktivasyonuyla sonuglanir. TRAF6 da
transforme edici biyume faktora [ aktif protein kinaz 1’i (Transforming
growth factor B—activated kinase 1, TAK1) aktifler. TAK1iki farkh yolagi aktive
eder; I-kB kinaz (IKK) kompleksi ve MAPKs. IKK kompleksi; IKKa, IKKB ve
IKK-y/NF-kB esansiyel modulatérinden (IKK-y/NF-kB essential modulator,
NEMO) olugsmaktadir. IKK  kompleksi NF-kB’nin  aktivasyonunu
saglamaktadir. NF-kB, sitoplazmada NF-kB inhibitor protein (IkB) sayesinde
inaktif olarak bulunmaktadir. IKK kompleksi IkB’nin fosforilasyonunu uyarir,
bu da NF-kB’nin nukleusa salinimina ve kB bdlgesine baglanmasina izin
verir (14, 17, 32, 38, 40).

TLR sinyalinde AP-1 aktivasyonu genellikle c-Jun N-terminal kinaz (c-
Jun N-terminal kinase, JNK) gibi MAP kinazlar tarafindan yapiimaktadir.
TAK?T’in MAP kinaz yolagini uyarmasi AP-1’in aktivasyonuyla sonuglanir (17,
38).



MyD88’den baslayip NF-kB ve AP-1’in aktivasyonuna kadar giden bu
sinyal yolagi hemen tUm TLRs tarafindan kullaniimakta ve bu MyD88 bagimli

yolak inflamatuar yanitlari kontrol etmektedir (17).

MyD88 Bagimsiz Sinyal Yolagi (TRIF Bagimh Sinyal
Yolagi)

MyD88 bagimsiz asadi akim yolaklari TLR3 ve TLR4 tarafindan
kullanilmakta, NF-kB aktivasyonunu ve inflamatuar sitokinlerin Uretimini
saglamaktadir. Bu yolakta NF-kB aktivasyonu 2 farkl sekilde olur. TLR3’e
baglanan TRIF direkt TRAF6’ya baglanir ve TRAF6 TAK?T'i aktiflemektedir.
TLR4 yolaginda  TRIF, TRAM’a gereksinim duyar. Aktif TAK1, IkB
proteinlerinin fosforilasyonunu katalizleyen IKK kompleksinin aktivasyonunu
saglamaktadir. IkB’nin fosforilasyonu, NF-kB’nin nukleusa gegisine izin
vermektedir. Es zamanh olarak TAK1 kompleksi MAP kinaz yolagini da

aktive etmektedir. Bu yolak AP-1’in aktivasyonuyla sonuglanmaktadir.

TRIF ayrica TRAF3’e katilir ve TRAF ailesi iligkili NF- kB aktivatoru
(TANK) baglayici kinaz 1 (TRAF family member-associated NF-kB activator
(TANK) binding kinase-1, TBK1) ve uyarilabilir IKK (inducible IKK, IKKi) ile
etkilesmektedir. Bu yolagin sonucunda IRF3 fosforile olmaktadir. Fosforile
olan IRF3, dimerize olup transkripsiyonu duzenlemek igin nukleusa
gecmektedir. NF-kB, AP-1 ve IRF3 aktivasyonu, tip 1 IFN, 6zellikle de IFN
B’nin indUklenmesi icin gereklidir. TLR4 sinyalinde iki tip NF-kB aktivasyonu
vardir. Bunlar NF-kB'nin erken faz aktivasyonuna aracilik eden MyD88
bagimli yolak ve gec¢ faz aktivasyonuna aracilik eden MyD88 bagimsiz
yolaktir (38, 59).



TLR4 POLIMORFizMi

TLRs’nin  kegfiyle saglikli ve hasta populasyonlarda, bakteriyel
enfeksiyonlar ve inflamatuar hastaliklarla iligkili olabilecegi digsunulen birgok
TLR polimorfizm ¢alismasi yapilmigtir (66-70). Genetik polimorfizmlerin
baylk kismini tek nukleotit polimorfizmi (single-nucleotide polymorphism,
SNPs) olusturmakta ve populasyonda %1’in Gzerinde gorulmektedir. SNPs
amino asit sekansini (sinonim olmayan SNPs) degistirebilmekte, promoter

Ozelliklerini etkileyebilmekte ya da tamamen sessiz kalabilmektedir (71, 72).

Memelilerde TLR4’ler arasindaki genetik varyasyon c¢ogunlukla
ekstraseliler LRR bdlgesinde goértulmektedir. Bu bolgedeki en guglu
varyasyon PAMPs’In taninmasinda meydana gelmektedir. insan TLR4
sekanslamasi sinonim olmayan polimorfizim varyasyonlarinin gogunun LRR
domainini kodlamak icin 3. eksonda lokalize oldugunu ortaya cikarmistir.
TLR4 LRR domainindeki buylk varyasyona ragmen insan populasyonunda
sinonim olmayan polimorfizmlerin sikh diisiiktir (%1). istisna olarak iki
sinonim olmayan polimorfizmin populasyon sikhgi >%5 olarak tanimlanmistir.
Bunlar amino asitin  Asp299Gly lokalizasyonunda aspartik asit/glisin
degisikligine yol acan A/G degisimi ve amino asitin Thr399lle

lokalizasyonunda treonin/izol6sin degisikligine yol acan C/T degisimidir (33).

Arbour ve ark. tarafindan Asp299Gly ve Thr399lle es ayrisim
(cosegregating) polimorfizmleri olan kigilerin inhale LPS’ye karsi kiintlesmis
yanit verdigini ilk olarak raporlanmigtir (73). Asp299Gly ve Thr399lle TLR4
polimorfizmlerinin bakteriyel endotoksine yanitta etkisinin bulunmasiyla,
bircok genetik iliski calismasi baslatiimistir. Hem Asp299Gly hem de
Thr399lle mutasyonlari, inhale LPS’e azalmis yanitla ve gesitli proinflamatuar
belirteclerin plazma konsantrasyonlarinda azalmayla iligkili bulunmustur (43).
Bu iki mutasyon LPS’in indUkledigi sitokin Uretiminin azalmasi ve sepsisli

hastalarda gram negatif bakteriyemi riskinin artmasiyla iliskili bulunmustur.



Bobrek ve akciger nakillerinde yapilan c¢alismalarda TLR4
polimorfizmleri ve greft sagkalimi arasindaki iliski birgok aragtirmaci

tarafindan incelenmistir (42, 74-78).

Bunlarin yani sira saglikh populasyonda da TLR4 polimorfizmleri
incelenmigtir. Von Aulock ve ark. Almanya’da saglikli gonallilerde yaptiklari
¢alismada; 160 gonullinin %9unu Asp299Gly heterozigot ve %0.6’sinin
homozigot oldugunu tespit etmislerdir (79). Saglikli bireylerde yapilan bir
bagka c¢alismanin sonucu da benzer bulunmus; 93 gonullunin %171
Asp299Gly heterozigot olarak saptanirken, homozigot birey saptanmamistir
(80).

TLR4 POLIMORFiZMININ SAPTANMASI

1. “Real-time” Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR)

2. Restriksiyon enzim analizi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP)

3. PCR-RFLP
4. DNA Dizi Analizi

5. PCR-Tek sarmal vyapisal polimorfizm (PCR-Single Strand
Conformation Polymorphism, PCR-SSCP)

“Real- time” Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Nukleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gdsteren
floresans sinyalin dl¢ulmesiyle kisa surede, kantitatif sonug verebilen PCR

yontemidir.



“LightCycler” sisteminin bir uygulamasinda; hedefe 0zgul problar
kullaniimaktadir. Burada problarla testin 6zgullugu arttinlmistir. Problardan
biri 3° ucundan floresans boya (donoér boya) ile, digeri 5’ ucundan alici boya
ile isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar Uzerinde birbirine yakin (1-5
nukleotit uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir.
iki boyanin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji ikinci prob tizerindeki alic
boyay! etkileyerek floresans olusumuna yol agmaktadir. “Fluoresance
resonance energy transfer, FRET” olarak adlandirilan bu enerji transferi
sonucunda olugan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine
diger bir ifade ile PCR dongusu suresince olusan amplikonlarin miktarina

bagl olarak artmaktadir (81).

Restriksiyon Enzim Analizi (Restriction Fragment Length

Polymorphism, RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE) ile ¢ok 6zgul olarak DNA’nin kesilmesi,
sonrasinda agaroz jelde elektroforez edilip etidyum bromirle boyanmasi
esasina dayanir. RFLP doért temel basamakta gerceklesmektedir: DNA’nin
izolasyonu, DNA’'nin RE ile kesimi, kesilen DNA’'nin elektroforezi ve en son

basamakta ise jeldeki DNA pargalarinin goérantilenmesidir (82).

PCR-RFLP

PCR ile 6zel bir genomik bolge amplifiye edilir. Amplifikasyon driini RE
ile kesilir ve goruntulenir. Bu sekilde elde edilen kompleks olmayan bantlar

degerlendirilerek iligkili ve iligkisiz izolatlar saptanir (82).

DNA Dizi Analizi

Dizi analizinde, dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin komplementeri

sentezlenmektedir. Calismalarin gogunda zincir uzamasinin sonlandiriimasi



yontemi kullaniimaktadir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA
parcalari poliakrilamit jelde elektroforeze tabi tutulmaktadir. Dizi analiz
sonucunu gorultr hale getirmek igin radyoaktif madde, kemiliminesans veya
floresan veren boyalarla isaretleme yapiimaktadir. Yontemin pahali olmasi ve
uygulanabilmesi icin gelismis laboratuvar olanaklari gerektirmesinden dolayi

rutin laboratuvarlarda kullanimi zordur (83).

Tek Sarmal Yapisal Polimorfizm (PCR-Single Strand
Conformation Polymorphism, PCR-SSCP)

Primerler radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretlenir,
amplifikasyon gerceklestirilir ve elektroforez uygulanir. Bu yontemle DNA’daki
tek bir mutasyon bile gosterilebilmekte ve kisa slrede ¢ok sayida Ornek
caligilabilmektedir (82).

MANNOZ BAGLAYICI LEKTIN

Kompleman sistemi, patojenlerin istilasina kargi konak yanitta, solid
organ nakillerinde hem iskemi/reperfliizyon hasari hem de rejeksiyona bagli
hasarda 6nemli bir rol oynar, dogal immunitenin kilit bilesenlerindendir,
edinsel immdn yanitlarin baslatimasinda ve kontrolinde 6nemlidir (84-88).
Kompleman sistemi aktive oldugunda inflamatuar medyatérlerin Gretimini,
opsonize mikroorganizmalar ve immuan komplekslerin temizlenmesini, hedef
hlcrelerin lizisini saglamaktadir (89). Klasik, alternatif ve lektin yolagi olmak
Uzere U¢ ayri kompleman yolagi vardir. Son yillarda C2-bypas adinda
dordincu bir yolak tanimlanmistir. Bu yolaklarin her birinin; hedefi tanima,
anahtar kompleman bileseni kompleman 3’Gn (C3) ayrilmasi ve ortak
kompleman son yolaginin aktivasyonunda kendi mekanizmasi vardir.
Sonugta membran atak kompleksi (MAK) C5b-9’un olusumuyla sonuglanir
(84, 87, 90).



Lektin yolu, MBL, L-fikolin, H-fikolin ya da M-fikolinin bir PRR olarak
bakteri, mantar, virus ve parazitlerin ylzeyinde bulunan karbonhidrat
ligandlarina baglanmasi ile baglar (84, 91). MBL fagositlerdeki reseptorlere
baglanarak fagositik aktiviteyi arttirmaktadir (92). Mannoz baglayici lektin,
dogal immun sistemin anahtar bilesenidir, gocukluk ¢aginda edinsel immunite
olgunlasmadiginda ya da immun sistem baskilandiginda mikroorganizmalari

tanimada ve enfeksiyonu kontrol etmede ilk 6gedir (93, 94).

MBL karacigerde multimerik C-tipi lektin (kalsiyum bagimli) olarak
sentezlenir, akut faz reaktanidir, serumda bulunur ve kollektin ailesinde yer
almaktadir (84, 93, 95-97). MBL, alti trimerik Gniteden olusur, yapisi C1qg’'ya
benzerlik gdstermektedir (87, 98). MBL’nin ligandlarina baglanmasi bir serin
proteaz olan mannan baglayici lektin iligkili serin proteaz 2‘nin (mannan-
binding lectin associated serine protease 2, MASP-2) aktivasyonuna, bu da
C4 ve C2nin C4b2a olusturmak Uzere yikimina neden olur (87, 98, 99).
Komplemanin U¢ ayri yolu C3 aktivasyonu sonrasinda birleserek MAK
olusumuna yol acar. C3 konvertaz C3'U C4b2a3b, yani C5 konvertaz
olusturmak uUzere pargalar. C5b, C6 ve C7 ile trimolekuler kompleks
olusturur, bunlar da hiicre membraninda C8 ve C9 kompleksine baglanarak
hlcre zarinda porlar olusmasina yol agcan MAK’I meydana getirirler. YUksek
oranda por olusumu hucre olumunu, az miktarda por olusumu hucresel
immUn yaniti uyararak hidcre aktivasyonuna neden olur. MAK Uretimi
hucrelerin lizis ve aktivasyonuna yol agmanin yani sira, kompleman sistemin
aktivasyonu kemoatraktif anaflatoksinler olan C3a, C5a’nin ve immin

kompleks ¢ozunUrlGgunu arttiran C3b ve C4b’nin Uretimini saglar (98).

MBL, her biri 32 kD olan uU¢ 6zdes alt Unite igeren 96 kD’luk yapisal
Uniteden olusur. Her alt tnite N terminal ucunda bir kollajen benzeri domain

ve C terminal ucunda karbonhidrat tanima domaini icerir (84, 93, 94, 100).



Dolasimdaki MBL, dimer, trimer, tetramer, pentamer ve hekzamerleri
iceren oligomerik yapidan olugsmustur. Dimerler ve trimerler biyolojik olarak
aktif degildir; kompleman aktivasyonu igin tetramer formu gereklidir. Yapisal
Unitelerin oligomerik sekli MBL molekulinin ¢oklu karbonhidrat tanima
domainlerine sahip olmasina firsat verir, multivalan ligand baglanmasina
yardimci olur. MBL'nin her karbonhidrat tanima domaini yapisal olarak
O0zdestir ve N-astilglukozamin D-mannoz, N-asetiimannozamin ve L-fukozu
iceren bir oligosakkarit dizisine baglanabilir. Cesgitli sekerler farkl afinitelerde
baglansalar da, c¢oklu baglanma bdlgelerinin kime benzeri duzeni
kompleman aktivasyonunun ¢ok daha efektif olmasina izin verir (94, 97).
MBL, Mannan baglayici lektin iligkili serin proteazlara (MASPs) baglanarak
antikordan bagimsiz sekilde komplemani aktifler (101, 102). MASPs ailesi;
MASP-1, MASP-2, MASP-3 ve MBL iligkili 19 kDa'luk bir protein olan
MAp19’dan (MBL-associated protein of 19 kDa) olugsmaktadir. MASP-2'nin
imman yanitta énemli bir roli olduguna dair gorus birligi vardir. MASP-1 de
lektin yolunun aktivasyonunda yer almaktadir. MASP-3 ve MAp19’un rolleri
¢cok az bilinmektedir (91, 102-104). MBL mikroorganizmalarin htcre
duvarlarinda mannoz ve  N-asetilglukozamin  terminalleri  igeren
glikoproteinlere kalsiyum varliginda baglanir. Patojene baglanmadan sonra
MBL-MASP-2 kompleksi ya direkt opsonofagositoza ya da kompleman

aktivasyonuna aracilik eder (93, 98).

MBL plazma konsantrasyonu <5 ng/ml’den >5000 ng/ml’ye; 1000 kata
kadar degisebilmektedir (87, 105, 106). Bu degiskenlik MBL-2 geninin ekson
1’deki tek nukleotid polimorfizmi ile acgiklanmaktadir (87, 98, 106).
Mutasyonlar MBL konsantrasyonlarinda anlamli azalmalarla
sonucglanmaktadir (107, 108). Dolagsimdaki MBL seviyelerini mutasyonlarin
etkiledigi tartismasizdir ancak genetik olmayan etkiler de mevcuttur. Akut faz
proteini olan MBL enfeksiyon ya da cerrahi travmadan sonra 3 kata kadar
yukselebilmektedir (109).



MBL eksikligi immunsupresif bireylerde artmis enfeksiyon oranlariyla
iligkili iken; MBL yuksekligi de bobrek naklinde zayif greft sagkalimi ve ciddi
rejeksiyonla iligkili gérunmektedir (87, 107, 110).

MBL EKSIKLIGI

MBL eksikligi ve hastalik arasindaki iligkiyi gosteren ilk vaka 1968'de
bildirilmistir. Kiguk bir kiz gocugunda antibiyotik ve steroid tedavisine yanitsiz
ciddi dermatit, diyare ve tekrarlayici bakteriyel enfeksiyonlar raporlanmigtir.
Hematolojik  incelemelerde polimorfonuklear  Idkositler  tarafindan
Staphylococcus aureus, piring nisastasi ve Saccharomyces cerevisiae’nin
maya partikullerinin fagositozunda defekt oldugu gozlenmistir. Ayni fagositik
defektin hastanin bazi yakin akrabalarinda da bulundugu goézlenmis ve
genetik temelli olduguna karar verilmigtir. Daha sonra bu genetik defekt MBL

genindeki bir polimorfizm olarak tanimlanmigtir (94).

MBL eksikligi ve dusik MBL duzeyleri, insan MBL genindeki ekson 1’in
52, 54 ve 57. kodonlarindaki t¢ yanlis anlamli mutasyon ile kuvvetli bicimde
iligkili bulunmustur (97, 98, 111). Bu mutasyonlar MBL multimerizasyonunda
bozulmaya, ligand baglanmasinda azalmaya ve komplemanin aktive
olmamasina neden olur (98). Calismalar disik MBL seviyelerine sikga
rastlandigini gostermistir (97, 112). MBL eksikligi hem c¢ocuk hem de
eriskinlerde tekrarlayan enfeksiyonlarla iligkili bulunmustur (93, 113-115).
Klinik organ naklinde, MBL iki ucu keskin bicak gibidir; dusuk MBL
seviyelerinin enfeksiyon riskinde artis, ylksek seviyelerin ise nakil reddiyle
iliskili oldugu gosterilmistir (85, 110, 116, 117).

MBL eksikligi ve enfeksiyonlar arasindaki iligki, farkli c¢alisma

gruplarinda bir ¢cok arastirmaci tarafindan incelenmis; bakteriyel enfeksiyon



sikhgi, siddeti, yuksek mortalite oranlariyla iligkili olabileceg@i saptanmistir (94,
95, 114, 118).

MBL, ekmek mayasinin bir opsonini olarak bulunmus ve AIDS
hastalarinda Cryptosporidium parvum diyaresiyle iliskili oldugu gosterilmigtir.
MBL, Klinik izolatlarda Candida albicans, Cryptococcus neoformans ve
Aspergillus fumigatus’a baglanabilmektedir. Farkli ¢galismalarda disuk MBL
seviyelerine neden olan MBL mutasyonlariyla kronik nekrotizan pulmoner
aspergillozu ve Plasmodium falciparum sitmasi arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur (119).

Cesitli calismalarda organ nakli yapilmis hastalarda disuk MBL
seviyeleriyle enfeksiyon sikliginda artma ve iyi greft gidisi ile iligkili oldugu
saptanirken bazi c¢alismalarda dusuk MBL seviyeleri ve iyi greft gidis

arasinda iligki bulunamamigtir (85, 103, 117).

Bdbrek nakil hastalarinda greft sagkalimi ve MBL seviyeleri arasindaki
iliskiyi arastiran bir calismada; yuksek MBL seviyelerinin greft kaybi igin
bagimsiz bir risk faktori oldugu tespit edilmistir (110).

MBL EKSIKLIGININ SAPTANMASI

Mannoz baglayici lektin eksikligi 3 ydontemle saptanabilmektedir (84,
93).

1. Serum/Plazma MBL &lgimleri
2. MBL genotipleme

3. Fonksiyonel MBL odlgumleri



Serum/Plazma MBL Olgiimleri

MBL olcumlerinde, yuksek molekul agirlikli (dogal tip) MBL'nin dlgimleri
icin cogunlukla enzim bagh kati faz yontemi (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) tercih edilmektedir. MBL fonksiyonuyla mukemmel bir uyum
saglar. Mannan kapli mikroplaklar kullanilarak 6rnekler caligilir,
spektrofotometrik olarak degerlendirilir ve kantitatif bir sonu¢ elde edilir (84,
93).

MBL Genotipleme

MBL genotipleme, genetik yapi hakkinda net ve temel Dbilgi
saglamaktadir. Bu yaklasimin dezavantaji; 7 haplotipiyle MBL fonksiyonu

oldukca degisken olmasidir (84).

Fonksiyonel MBL Olgiimleri

MBL’nin durumu fonksiyonel olarak oélgulebilir. Bunun i¢cin MBL-MASP
kompleks aktivitesi ya da MBL yolak testleri tanimlanmigtir. Bu testlerle
MBL’nin basglattigi kompleman yolagin aktivasyonu olgulmektedir. Kilinik
tanida bu testler ilk tercih olurken, ylksek kaliteli ve iyi saklanmig materyal

gerektirmeleri arastirmalarda kullaniimalari igin dezavantajdir (84).



GEREG VE YONTEM

ORNEKLERIN TOPLANMASI

Pamukkale Universitesi Tibbi Etik  Kurul Baskanhgrnin
B.30.2.PAU.0.01.00.00-200/738 sayili izniyle Nisan 2009-Haziran 2009
tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama
Merkezi Organ Nakli Birimince takip edilen 65 bdbrek nakil alicisi ve 25
bobrek vericisinden toplanan 90 6rnek calismaya dahil edildi. Calismaya
katillanlarin cinsiyetleri, alici ya da verici olmalari, naklin canli ya da
kadavradan olmasi kaydedildi. CMV antijenemi (1< hucre pozitif kabul edildi),
CMV PCR, BK PCR, JC PCR sonuglari, idrar kultlrlerinde UGreme olup
olmadigi retrospektif olarak kayitlardan tarandi. Bu testleri g¢alisiilmayan

hastalar degerlendirme disi birakildi.

Calismaya katilan 90 kisiden etilendiamintetraasetik asitli (EDTA)
tiplere 2 cc periferik ven6z kan alindi ve hemen ardindan 4200 rpm’de 7
dakika santriflj edilerek plazmanin ayrilmasi saglandi. Ayrilan plazmalar her
hasta icin iki farklh ependorfa alindi; biri MBL ELISA calisiimak Uzere
-80°C’de saklandi. Diger ependorftaki plazmadan ayni gun iginde DNA elde
edildi ve elde edilen DNA’lar TLR4 polimorfizmi ¢alisilana kadar -20°C’de

saklandi.

DNA ELDESI

Ayrilan plazmalardan DNA eldesi “High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche®) ticari kiti kullanilarak Uretici firmanin Onerileri

dogrultusunda agagida belirtildigi sekilde yapildi:

1. 1.5 ml'lik ependorf tlplere 200 ul plazma érnegi alindi.



9.

Uzerlerine 200 pl baglama tamponu (binding buffer) ve 40 l

Proteinase K eklenerek iyice karistirildi.
10 dk 70°C’de inklibasyona birakildi.

Daha sonra her tlipe 100 ul isopropanol eklendi ve pipetle

karigtirildi.

Ornek sayisi kadar toplama (collection) tiipl alindi ve her birine

filtreli tUp yerlestirildi.

Hazirlanan karisim toplama tuplerine aktanldi. 8000 g’de 1 dk

santrifuj edildi.
Toplama tapleri atildi ve filtreli tlpler yeni toplama tlplerine alindi.

Her tupe 500 pl inhibitoér ayirici tampon (removal buffer) eklendi.
8000 g’de 1 dk santrifuj edildi.

Toplama tapleri atildi ve filtreli tlpler yeni toplama tlplerine alindi.

10. Her tipe 500 ul yikama tamponu (wash buffer) eklendi. 8000 g’de 1

dk santrifuj edildi.

11. Toplama tupleri atildi ve filtreli tipler yeni toplama tlplerine alindi.

12. Her tipe 500 ul yikama tamponu eklendi. 8000 g’de 1 dk santrifij

edildi.

13. Toplama tlplerindeki sivi dokuldi ve tekrar 13000 g’de 10 saniye

santriflj yapildi.

14. Toplama tupleri atildi ve filtreli tipler 1.5 ml’lik ependorflara alindi.

15.Her tlpe 6nceden 70°C’de bekleyen elisyon tamponundan 200 pl

eklendi.

16.8000 g’de 1 dk santriflij yapildi.

17.Filtreli tipler atildi. DNA’lar ependorfta kaldi.



Elde edilen DNA’lar “Real-Time PCR” calisilana kadar -20°C’de

saklandi.

“Real-Time PCR” ile TLR4 Polimorfizmlerinin Saptanmasi

TLR4 polimorfizmleri LightCyler 2.0 (Roche®) cihazinda, -20°C’de

saklanan DNA’lar oda isisina getirildikten sonra galisildi.

TLR4 polimorfizmleri bir set primer ve hibridizasyon probu kullanilarak
calisildi. Thr399lle SNPs’I saptamak igin kullanilan primerler ve problar
TibMol Biol® (Mannheim, Alimanya) firmasina sentez ettirildi (Tablo-1) (120).
Asp299Gly SNPs’'t saptamak igin TibMol Biol® (Mannheim, Almanya)
firmasindan satin alinan “rs4986790 hu TLR4 LightSNiP” kullanildi (33).

Tablo-1: insan TLR4 Thr399lle SNPs’I saptamak icin kullanilan primer ve

problar

TLR4 primerleri

5 GTTTAGAAGTCCATCGTTTG-3' (forward)

5 TAAGCCCAAGAAGTTTGAA-3’ (reverse)

Thr399lle hibridizasyon problari

CTTGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAG-fluorescein

LC Red705-ATTTTGGGACAACCAGCCTAAAGTAT

Final volum 20 pl olacak sekilde; 5 pl genomik DNA ve 15 pl reaksiyon

karigsimi (Tablo-2 ve Tablo-3) kullanilarak PCR reaksiyonu ve erime edrisi



‘melting curve”, LightCyler kapilerinde gerceklestirildi (Roche Diagnostics).
Kursunlu kapilerler santrifuj edildi ve LightCycler cihazinin g¢emberine
yerlestirildi. PCR donguleri tablo 4 ve 5 de gosterildigi sekilde belirlendi.
Verilerin analizi igin erime egrisi programi kullanildi. Erime egrisi analizi ile
caligilan ornekler; homozigot mutant, heterozigot mutant, homozigot dogal tip
olarak belirlendi (Sekil 1-5).

Tablo-2: Thr399lle polimorfizminin arastiriimasinda hazirlanan PCR karigimi

PCR Karigimi Miktar
dH.0 3,4 ul
Mg*? (25mM) 1.6 pl
Primer 1(forward) (5mM) 2
Primer 2 (reverse) (5mM) 2
FL (Floresan) prob (2mM) 2
LC (Lightcycler) prob (2mM) 2 u
Master mix 2
DNA 5

Toplam Hacim 20 ul




Tablo-3: Asp299Gly

karigimi

polimorfizminin arastirimasinda hazirlanan PCR

PCR Karisimi Miktar
H.O 10,4 ul
Reagent Mix 1 Ml
FastStart DNA Master 2 ¥
MgCl; 1.6 pl
DNA 5 ul
Toplam Hacim 20 ul

Tablo-4: Asp299Gly polimorfizmi icin PCR déngusu

Bozulma 95°C 30 dakika (dk)
95°C 10 saniye (sn)
Cogalma 60°C 10 sn 45 dongl
72°C 45 sn
95°C 30 sn
Erime 40°C 2 dk
75°C -
Soguma 40°C 30 sn




Tablo-5: Thr399lle polimorfizmi icin PCR dongusu

Bozulma 95°C 10 dk
95°C 10 sn
Cogalma 50°C 10 sn 50 doéngu
72°C 20 sn
95°C -
Erime 40°C 30 sn
85°C -
Soguma 40°C 30 sn
Erime pikleri
Z 0754
2 o654
05547
2 0.454]
5 0.354
T 0254
01541 -
E 0.0545 —
450 455 SED '-'vi!:u F-if] 6i5 ?’iD 75
Sicaklik (°C)

Sekil-1:

Asp299Gly dogal tip
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Sekil-2: Asp299Gly heterozigot mutant
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Sekil-3: Asp299Gly homozigot mutant
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Sekil-4: Thr399lle dogal tip
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Sekil-5: Thr399lle heterozigot mutant

MBL DEGERLERININ ELISA iLE OLGULMESI

Calisma gunine kadar -80°C’de saklanan plazma 6rnekleri oda isisina

getirildikten sonra Hycult Biotech’den temin edilen ticari kit ile Uretici firmanin

Onerileri dogrultusunda asagida belirtildigi gibi ¢alisildi:

1.

Mikrotitrasyon plagindaki kuyucuklara 150 ul seyreltiimis plak

aktivasyon tamponu konuldu.
Uzeri yapiskan kapayiciyla kapatilip 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.

Mikrotitrasyon plagi 4 kez, 200 pl yikama tamponu ile yikandi.

Mikrotitrasyon plagina 8 standart solusyon ve orneklerden 100 pl

konuldu.

Uzeri yapiskan kapayiciyla kapatilip 37°C’de 1 saat inkibe edildi.
Mikrotitrasyon plagi 4 kez, 200 pl yikama tamponu ile yikandi.
Her kuyucuga 100 ul seyreltilmis isaretci (tracer) konuldu.

Uzeri yapigkan kapayiciyla kapatilip oda isisinda 1 saat inkiibe
edildi.

Mikrotitrasyon plagi 4 kez, 200 pl yikama tamponu ile yikandi.



10.Her kuyucuga 100 pl seyreltiimis “streptavidin-peroxidase” ¢ozeltisi
konuldu.

11.Uzeri yapiskan kapayiciyla kapatilip oda isisinda 1 saat inkiibe
edildi.

12.Mikrotitrasyon plagi 4 kez, 200 ul yikama tamponu ile yikandi.
13.Her kuyucuga 100 pl TMB (tetramethylbenzidine) substrat konuldu.

14.Uzeri yapigkan kapayiciyla kapatilip oda isisinda 10-30 dakika
inklbe edildi.

15. Her kuyucuga 100 pl durdurma gozeltisi (stop solution) konularak

reaksiyon sonlandiridi.

Durdurma ¢ozeltisi konulduktan sonra mikrotitrasyon plagi 30 dakika
icinde Biotek® EIx 808 ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutuldu. Absorbans
degerlerinin grafigi cizilerek, bu grafigin denklemiyle MBL konsantrasyonlari
hesaplandi (Sekil-6).



MBL ELISA Standart Egrisi
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Sekil-6: MBL ELISA Standart Egrisi ve Absorbans Deger Grafigi

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Arastirma verilerinin degerlendiriimesi “SPSS for Windows Ver.16.0”

paket programi kullanilarak yapildi. TLR4 polimorfizmi, MBL eksikligi ve



bunlarin 6rnek alinan kigilerin 0Ozelliklerine gore dagihminda ylzde ve
farklihgin saptanmasinda, ki-kare (x°) testleri (Pearson chi square, devamlilik
diizeltmesi, fisherin kesin x* testi) kullanildi. p degerinin <0.05 olmasi

anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR

Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama Merkezi Organ
Nakli Biriminde takip edilen 65 bobrek nakil alicisi ve 25 bdbrek vericisinden
Nisan 2009-Haziran 2009 tarihleri arasinda toplanan 90 6rnek calismaya
dahil edildi.

Caligmaya alinan orneklerin 43’0 (%47.7) kadinlardan, 47’si (%52.2)
erkeklerden toplandi. Bobrek alicilarindan 19una (%29,2) kadavradan,
46’sinda (%70.3) canl vericiden nakil yapilmisti. Katilimcilarin yaslar 20 ile

73 arasinda olup ortalamasi 43.5 + 12.8 olarak bulundu.

Thr399lle polimorfizmi incelenen o6rneklerin 5’i (%5.6) mutasyon
saptama asamalarinin tekrarlanmasina ragmen sonu¢ alinamadigi igin
calisma disi birakildi. Degerlendirmeye alinan o6rneklerin 83'U (%97.6)
Thr399lle dogal tip (Thr-DT), 2’si (%2.4) heterozigot mutant (Thr-HM)

bulundu. Thr399lle homozigot mutant bulunmadi.

Asp299Gly polimorfizmi incelenen 6rneklerin, 84’0 (%93.3) Asp299Gly
dogal (Asp-DT) tip, 4’0 (%4.4) Asp299Gly heterozigot (Asp-HM) ve 2’si
(%2.2) Asp299Gly homozigot (Asp-HOM) olmak Uzere 6’si (%6.6) mutant

bulundu.

Orneklerin 2’si (%2.2) hem Thr399Ile heterozigot hem de Asp299Gly
heterozigot mutant (cosegregation, es ayrisim mutasyonu) olarak saptandi

ve Thr399lle polimorfizmlerin hepsi Asp299Gily ile birlikte bulundu.



Calismaya dahil edilen orneklerin 31’inin (%34.4) plazma MBL degeri
400 ng/ml’'den kuguk, 59’unun (%65.5) 400 ng/ml’den buyuk bulundu.

Bobrek verici ve alicisi arasinda TLR4 polimorfizmleri igin anlamli bir
fark bulunmadi (p>0.05). Alicilarin %3.2’'sinde Thr399lle heterozigot
polimorfizmi saptanirken vericilerde hi¢ gdozlenmedi. Asp299Gly polimorfizmi
alicilarin %9.3’unde bulundu (%6.2 heterozigot ve %3.1 homozigot form),
vericilerde saptanmadi. Hem Thr399lle hem de Asp299Gly polimorfizmlerinin
hepsi alicilarda saptandi. Vericilerde Thr399lle ve Asp299Gly mutasyonlari
g6zlenmedi. Asp299Gly/Thr399lle polimorfizmi alicilarda %9.2 olarak
saptandi. Verici ve alicilardaki plazma MBL seviyesi arasinda anlamli bir
farkhlik saptanmadi (p>0.05). Plazma MBL seviyesi alicilarin %33.8 ve
vericilerin %36.0’sinda 400 ng/ml’den kiguk bulundu

Thr399lle heterozigot mutasyonlari (Thr-HM) canli vericiden nakil
yapilan alicilarin %2.3’Unde, kadavradan nakil yapilanlarin ise %5.6’sinda
saptandi. Asp299Gly polimorfizmi vericisi canli olan hastalarin %8.6’sinda
(%4.3 heterozigot, %4.3 homozigot form) bulundu. Asp299Gly homozigot
mutasyonlarin hepsi vericisi canli olan érneklerde saptandi. Kadavra kaynakli
nakillerde %10.5 Asp299Gly heterozigot mutasyon tespit edildi. Canli
vericiden nakil olan katihimcilarin %34.8'i ve kadavradan nakil olanlarin

%31.6’sinda plazma MBL seviyeleri 400 ng/ml’nin altinda bulundu.

TLR4 polimorfizmlerinde kadin ve erkek cinsiyeti arasinda anlamli bir
farklihk bulunmadi (p>0.05). Erkeklerin %4.5’inde Thr399lle heterozigot
polimorfizm saptanirken, kadinlarda saptanmadi. Thr399lle homozigot
mutant her iki cinsiyette de saptanmadi. Erkeklerin %8.6’sinda Asp299Gly
polimorfizmi (%4.3 heterozigot, %4.3 homozigot form) bulunurken, kadinlarin

%4.7’sinde heterozigot form tespit edildi. Homozigot form kadinlarda



bulunmadi. Plazma MBL degerleri kadinlarda erkeklere oranla anlamli olarak
daha dusuk bulundu (p< 0.05) (Tablo-6, Tablo-7).

Tablo-6: TLR4 Thr399lle polimorfizmini katihmcilarin gesitli 6zelliklerine gore

dagihmi

Thr-HM n (%) Thr-DT n (%)
Alici (n=62) 2 (3.2 60 (96.8)
Verici (n=23) 0 (0.0) 23 (100)
Erkek (n=44) (Toplam populasyon) 2 (4.5) 42 (95.5)
Kadin (n=41) (Toplam populasyon) 0 (0.0) 41 (100)

Tablo-7: TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ve MBL seviyesinin katihmcilarin

cesitli 6zelliklerine gore dagilimi

Asp299Gly MBL

Asp-HOM Asp-HM  Asp-VT <400 ng/ml 2400 ng/ml

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Alici (n=65) 2(3.1) 4 (6.2) 59 (90.8) | 22 (33.8) 43 (66.2)
Verici (n=25) 0 (0.0) 0 (0.0) 25 (100) 9 (36.0) 16 (64.0)
Erkek (n=47)

2 (4.3) 2(4.3) 43 (91.5) | 11 (23.4) 36 (76.6)
(Toplam populasyon)
Kadin (n=43)

0 (0.0) 2 (4.7) 41 (95.3) | 20 (46.5) 23 (53.5)

(Toplam populasyon)




TLR4 polimorfizmleri ve CMV antijenemi pozitifligi arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (p>0.05). CMV antijenemi testi pozitif olanlarda Thr399lle
polimorfizmlerine rastlanmaz iken negatif olanlarin %4.4’ande Thr399lle
heterozigot polimorfizm bulundu. CMV antijenemi testi pozitif olanlarin
hi¢cbirinde Asp299Gly polimorfizmi tespit edilmedi. CMV antijenemi testi
negatif olan katilimcilarin %12.5’'inde Asp299Gly polimorfizmi saptandi (%8.3
heterozigot, %4.2 homozigot form). MBL seviyeleri ve CMV antijenemi
pozitifligi degerlendirildiginde anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). Plazma
MBL seviyeleri, CMV antijenemi testi pozitif katihmcilarin %28.6’sinda,

negatif katilimcilarin %35.4’Unde 400 ng/ml’den kiguk bulundu.

TLR4 polimorfizmleri ile CMV PCR testi sonuglari arasinda anlamli bir
farkhlik bulunmadi (p>0.05). CMV PCR testi pozitif olan 0Orneklerin
%2.9'unda, negatif olanlarin %3.7’sinde Thr399lle heterozigot polimorfizmi
saptandi. Asp299Gly polimorfizm, CMV PCR sonucu pozitif c¢ikan
katilimcilarin  %5.3’'Unde (heterozigot) bulunur iken negatif olanlarin
%14.8'inde (%7.4 heterozigot, %7.4 homozigot form) gozlendi. Asp299Gly
homozigot formun hepsi CMV PCR testi negatif olan katilimcilarda saptandi,
pozitif PCR sonucu olanlarda gézlenmedi. Plazma MBL seviyeleriyle CMV
PCR test sonuglar arasinda anlamli bir farkhlik bulunmadi (p>0.05). MBL
seviyeleri, CMV PCR sonucu pozitif drneklerin %34.2’sinde, negatif olan

orneklerin %33.3’Unde, 400 ng/ml’den kiuguk bulundu.

TLR4 polimorfizmleri ve plazma MBL seviyeleri BK virus PCR
sonuglariyla karsilastirildiginda anlamli bir farkhlik bulunmadi (p>0.05).
Thr399lle heterozigot polimorfizmi, BK virus PCR sonucu pozitif olanlarda
saptanmaz iken, negatif olan katilimcilarin %5.6’sinda bulundu. PCR sonucu
pozitif olan 6rneklerin %3.7’sinde Asp299Gly heterozigot form bulunurken,
negatif olan o&rneklerin  %12.9'unda Asp299Gly polimorfizmi (%10.3
heterozigot form, %2.6 homozigot form) tespit edildi. Asp299Gly homozigot

form PCR sonucu pozitif olan hastalarda saptanmadi. BK virus PCR



sonuglari pozitif olan katihmcilarin %37.0'inda, negatif olan katilimcilarin

%33.3’Unde plazma MBL seviyeleri 400 ng/ml’den kuguk olarak bulundu.

TLR4 polimorfizmleri ve plazma MBL seviyeleri JC virus PCR
sonugclariyla karsilastirildiginda anlamli bir farkhlik bulunmadi (p>0.05). JC
virus PCR sonucu pozitif bulunanlarin  %3.8’'inde, negatif bulunan
katimcilarin =~ %2.8'inde Thr399lle heterozigot polimorfizm saptandi.
Asp299Gly polimorfizmi, PCR sonucu pozitif olan orneklerin 14.3'Unde
(%10.7 heterozigot, %3.6 homozigot form) bulunurken negatif 6rneklerin
%5,2’sinde (%2.6 heterozigot form, %2.6 homozigot form) saptandi. Plazma
MBL seviyelerinin, PCR sonuglari pozitif olan katilimcilarin%35.7’sinde,
negatif olanlarin %34.2’sinde 400 ng/ml’nin altinda oldugu saptandi (Tablo-8,
Tablo-9)

Tablo-8: TLR4 Thr399lle polimorfizinin katilimcilarin test sonuglarina goére

dagilimi
Thr-HM n (%) Thr-DT n (%)

Pozitif (n=14) 0 (0.0) 14 (100)
CMV antijenemi (n=59)

Negatif (n=45) 2 (4.4) 43 (95.6)

Pozitif (n=35) 1 (2.9) 34 (97.1)
CMV PCR (n=62)

Negatif (n=27) 1(3.7) 26 (96.3)

Pozitif (n=26) 0 (0.0) 26 (100)
BK PCR (n=62)

Negatif (n=36) 2 (5.6) 34 (94.4)

Pozitif (n=26) 1 (3.8) 25 (96.2)
JC PCR (n=62)

Negatif (n=36) 1 (2.8) 35(97.2)




Tablo-9: TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ve MBL seviyesinin katilimcilarin test

sonuglarina gére dagilimi

Asp299Gly MBL
Asp-HOM Asp-HM Asp-DT MBL < 400 MBL 2 400
n (%) n (%) n (%) ng/ml n (%) ng/ml n (%)

Pozitif

_ 0(0.0) 0(0.0) 14 (100) 4 (28.6) 10 (71.4)
CMV antijenemi (n=14)
(n=62) Negatif

2(4.2) 4(8.3) 42 (87.5) 17 (35.4) 31 (64.6)
(n=48)
Pozitif

0(0.0) 2(5.3) 36 (94.7) 13 (34.2) 25 (65.8)
(n=38)

CMV PCR (n=65)

Negatif

2(7.9) 2(7.4) 23(85.2) 9(33.3) 18 (66.7)
(n=27)
Pozitif

1(3.7) 0(0.0) 26 (96.3) 10 (37.0) 17 (63.0)
(n=27)

BK PCR (n=66)

Negatif

1(2.6) 4(10.3) 34 (87.2) 13 (33.3) 26 (66.7)
(n=38)
Pozitif

1(3.6) 3(10.7) 24 (85.7) 10 (35.7) 18 (64.3)
(n=28)

JC PCR (n=66)

Negatif

1(2.6) 1(2.6) 36 (94.7) 13 (34.2) 25 (65.8)
(n=38)

Uriner sistem enfeksiyonlari idrar kiltiriinde Greme olup olmamasina
g6re degerlendirildi. TLR4 polimorfizmi, plazma MBL seviyeleri ile kultir
sonuglari karsilastirildi. Kuiltirinde Ureme olanlarin higbirinde Thr399lle
polimorfizmi bulunmazken, treme olmayan 6rneklerin %2.0'inda heterozigot
form saptandi. Asp299Gly polimorfizmi kultirinde Ureme olanlarin
%9.4’Unde (heterozigot form) bulunur iken, Ureme olmayan katilimcilarin
%3.8'inde (%1.9unda heterozigot form, %1.9unda homozigot form)
saptandi. idrar kiltirinde treme olan &rneklerin hicbirinde Asp299Gly
homozigot polimorfizme rastlanmadi. Plazma MBL seviyeleri, kiltirinde
Uureme olan érneklerin %34.4’Gnde, olmayanlarin %30.8’inde, 400 ng/ml’den
dUsuk olarak saptandi (Tablo-10, Tablo-11).



Tablo-10: TLR4 Thr399lle polimorfizminin idrar kudltir sonuglarina gore

dagihmi

Thr-HM n (%) Thr-DT n (%)
Idrar kiiltiiriinde Greme var (n=31) 0 (0.0) 31 (100)
Idrar kiiltiiriinde Greme yok (n=49) 1 (2.0) 48 (98.0)

Tablo-11: TLR4 Asp299Gly polimorfizmi ve MBL seviyelerinin idrar kaltur

sonuglarina gore dagilimi

Asp299Gly MBL

Asp-HOM Asp-HM Asp-DT MBL < 400 MBL = 400

n (%) n (%) n (%) ng/mln (%) ng/mln (%)
idrar kiiltiiriinde
. 0 (0.0) 3(9.4) 29 (90.6) | 11 (34.4) 21 (65.6)
iireme var (n=32)
Idrar kiiltiriinde

1(1.9) 1(1.9) 50 (96.2) | 16 (30.8) 36 (69.2)

iireme yok (n=52)

Klltirde Uremesi olan Asp299Gly heterozigot mutant o&rneklerin
%100’Unde Escherichia coli Uremesi vardi. Bunlardan %33.3’0 saf E.coli
iken, %66.6’s1 ¢oklu etkenli enfeksiyondu. Asp299Gly dogal tip drneklerin
%6.9'unda etken gram negatif disi mikroorganizmalar iken, %93.1’inde
mutlaka en az bir gram negatif etken vardi ve bunlarin %66.6’sinda da
etkenlerden biri E.coli idi. Kdultirde Gremesi olan MBL degerleri 400
ng/ml’den kuglk orneklerin %9.1'inde gram negatif digi mikroorganizmalar
saptanirken, %90.9'unda en az bir gram negatif etken saptandi. Bunlarin da
%80’inde etkenlerden biri E.coli idi. Kultarl pozitif olan MBL seviyeleri 400
ng/ml’den buylk érneklerin %4.8’inde gram negatif olmayan mikroorganizma
gozlenirken, %95.2’sinde en az bir gram negatif etken gézlendi. Bunlarin

%75’inde etkenlerden biri E.coli idi.



TARTISMA

Dogal immun yanit; konagin patojen olani ayirmasina olanak
tanimakta, sitokinler ve kemokinlerin dretimini, nitrik oksit (NO) gibi efektor
molekullerin islenmesini igeren hizli bir inflamatuar yanit saglamakta ve
edinsel immunite ile etkilesmektedir. Dogal immunitenin molekuler dizeyde
anlasiimasi 1990’larin ortalarinda Drosophila “Toll proteini’nin, kanatlilari
fungal enfeksiyonlara kargi korumada onemli roli olabileceginin
gosterilmesiyle hizlanmigtir. Bu gézlem memeli hicrelerinde bulunan TLRs
olarak isimlendirilen benzer proteinlerin tanimlanmasinin yolunu agmistir. Bu
glne kadar en az 13 TLRs tanimlanmistir. TLRs ¢esitli mikrobiyal molekulleri
taniyip, yanit vermekte, dogal immin sistemin patojen gruplarini ayirt
etmesine olanak saglamakta ve efektor yanit kaskadini induklemektedir. TLR
ailesinin timd, konagin birgok mikrobiyal patojen tarafindan olusturulan

enfeksiyonu saptamasini saglamaktadir (14,15,49,121).

TLR ailesinin muhtemelen en iyi bilinen Gyesi olan TLR4 sadece gram
negatif bakterilerin lipopolisakkaritlerini tanimak icin degil, ayni zamanda
Mycobacterium  tuberculosis,  Aspergillus  fumigatus,  Cryptococcus
neoformans ve Candida albicans’in diger mikrobiyal PAMPs’larini da tanimak
icin de temel reseptordur. Eksojen ligandlarin yani sira son galigmalar 1si1 sok
proteini 60, fibrinojen, fibronektin, hiyallronik asit gibi endojen molekllerin
de TLR4 aracihgiyla proinflamatuar sitokinlerin Gretimini indikleyebilecegini

gOstermistir (20, 50).

insanda olusan hastaliklarda TLR’nin roliine ait bilgiler TLR genlerinde
polimorfizm olan kisilerin incelenmesine dayanmaktadir (122). En sik goérilen
mutasyon tipi SNP’dir. Bir ya da iki alternatif baz populasyonunda olgulebilir
siklikta (>%1) bulunmaktadir. Calismalar 6zgul TLRs’lerdeki genetik

varyasyonlarin farkli patojenlere ve enfeksiydz olmayan hastaliklara yatkinhigi



arttirdigini dugundrmustur (71, 121). Arbour ve ark. reseptorun ekstraseluler
domaininde amino asit degisikligine yol agcan ve islevsel sonuglari olan iki
(Asp299Gly ve Thr399lle) SNP bulmustur. Bu polimorfizmlerin solunum ile
alinan LPS’e immunolojik yanitin ve proinflamatuar sitokinlerin, akut faz
reaktanlarinin, ¢ozunebilir adezyon molekullerinin seviyelerinin azalmasina
neden oldugunu gdstermislerdir (73). Michel ve ark. Belcika ve Isvecli
katilimcilarla yaptiklari ¢alismada Asp299Gly polimorfizmi ile solunum ile
LPS alinmasinin arasinda anlamli bir iliski bulmusglar. Asp299Gly heterozigot
bireylerde solunum ile LPS alinmasina yanitin azaldigini saptamiglar (123).
TLR4 polimorfizmleri ve fonksiyonel etkileri hakkinda tam bir gorus birligi
yoktur. Yapilan farkli galismalarda TLR4 polimorfizmi olan bireylerde LPS
sinyalinde eksiklik olmadigi da gosterilmigtir (79,124). Van der Graaf ve ark.
mononukleer hlcreleri eksojen ve endojen TLR4 ligandlariyla uyarmisglardir.
Asp299Gly polimorfizminin hem proinflamatuar hem de antiinflamauar

sitokinleri etkilemedigini gostermislerdir (50).

TLR4 mutasyonlari ile gram negatif enfeksiyonlar arasinda iligki
oldugunu destekleyen ¢ok sayida calisma vardir. New Jersey’de yapilan bir
¢calismada TLR4 mutasyonu (Asp299Gly ve Thr399lle) cerrahi yogun bakim
hastalarinda %18, saglikli gonulllilerde %13 saptanmistir. Yogun bakim
hastalarinda TLR4 mutasyonu olanlarda, olmayanlarla kiyaslandiginda gram
negatif enfeksiyon oranlari anlamli olarak ylksek bulunmustur. Mutasyon
olanlarda tum nedenlerden mortalite oranlarinin mutasyon olmayanlara gore

artma egiliminde oldugu belirtilmistir (70).

Yodgun bakimda yatan septik soklu hastalarda yapilan bir baska
calismada Asp299Gly ya da Thr399lle polimorfizmi hastalarin %12’si ve
saglikli gonulltlerden olusan kontrol grubunun %11’inde saptanmistir. Septik
sok hastalarinda Asp299Gly’nin tek basina mutasyonu gozlenmisken, kontrol
grubunda goézlenmemistir. Gram negatif mikroorganizmalarin olusturdugu

enfeksiyonlar dogal tip TLR4 ya da Asp299Gly/Thr399lle polimorfizmi tasiyan



hastalarin %35’inde bulunmugken, sadece Asp299Gly polimorfizmi olan
hastalarda %80 oraninda bulunmustur. Hem Asp299Gly hem de Thr399lle
polimorfizmi olan hastalarda en sik gozlenen enfeksiyon menenijit olarak
saptanmistir. Ayni ¢alismada verilerden yola ¢ikarak 299 lokalizasyonunda
meydana gelen mutasyonun TLR4 fonksiyonu Uzerine daha ciddi etkisi
oldugunu bildirmiglerdir. TLR4 Asp299Gly homozigot olarak saptadiklar tek
hastanin Escherichia coli piyelonefritinden éldugunu belirtmislerdir (125).

Montes ve ark. (126) akut ve kronik osteomiyelitlilerden olusan 80 hasta
ve 155 kan bankasi dondrinde TLR4 polimorfizmini caligmiglardir.
Osteomiyelitli hastalarda homozigot Asp299Gly polimorfizmini kontrollere
g6re anlamli olarak daha sik bulmuslardir. Asp299Gly polimorfizmi olanlarin
hepsinde ayni zamanda Thr399lle polimorfizminin de oldugunu
saptamiglardir. Thr399lle polimorfizmi i¢in heterozigot ya da homozigot sikligi
osteomiyelitli hastalar ve kontroller arasinda farkliik gdstermedigi
belirtilmistir. TLR4 mutasyonu ve klinik arasindaki uyumu saptadiktan sonra
etkenleri incelediklerinde; Asp299Gly heterozigot ya da homozigot olanlarin,
polimorfizm olmayanlara gére gram negatif bakterilerle daha fazla enfekte
olduklari bulunmus ve bu polimorfizmin gram-negatif osteomiyelit igin risk

faktord oldugu belirtilmistir.

Feterowski ve ark. (127) cerrahi yogun bakimdaki sepsisli hastalari
kapsayan calismalarinda; hastalarin  %9%5’inin  Asp299Gly dogal tipte
oldugunu, %5’inin mutasyon tasidigini saptamiglardir. Mutasyonlarin tamami
heterozigot olarak belilenmig, homozigot mutasyona rastlanmamistir.
Sonuglari; Asp299Gly mutasyonunun genellikle polimikrobiyal
enfeksiyonlarin neden oldugu sepsis gelisimi ve bunlarin sonuglariyla da

iligkili olmadigini gostermistir.



Cin populasyonunda Gao ve ark. (128) vyaptiklari bir c¢alismada
pankreatik nekrotik enfeksiyonu olan akut pankreatitli hastalarda ve saglikli
gonullilerden  olugsan  kontrol grubunda Asp299Gly  polmorfizmini
calismislardir. Nekrozlu akut pankreatiti olan 115 hastanin % 29.6’inde
heterozigot mutasyon saptanir iken, % 70.4’4nin dogal tip oldugu
bulunmustur. Homozigot mutasyon saptamamislardir.  Bakteriyoloji
sonuglarina gére gram negatif aerobik bakteri enfeksiyonlari fazla gézlenmis,
en sik gozlenen patojen olarak Escherichia coliyi tespit etmislerdir. Akut
pankreatitli hastalardan mutasyon olanlarda gram negatif enfeksiyona bagli
mortalite oranini, mutasyon olmayanlara goére anlamli olarak yuksek
bulmusglar ve akut pankreatitli hastalarda TLR4 mutasyonunun gram negatif

bakteri enfeksiyonu igin potansiyel bir risk faktora oldugu diastunulmastur.

Read ve ark. (129) daha kapsamli bir galismada N.meningitidis’in
neden oldugu meningokokkal hastaligi olan 1047 kisilik hasta grubunda ve
787 kan dondrinden olusan kontrol grubunda Asp299Gly polimorfizmini
incelemiglerdir. Polimorfizm ile hastalija yatkinlik ya da hastaligin ciddiyeti

arasinda bir iliski bulamamiglardir.

N.meningitidis ile yapilan bir bagka ¢alismada Allen ve ark. (130) 252
menenijit vakasinin  %20.2’sini Asp299Gly heterozigot mutant, %3’Unu
homozigot mutant olarak saptamiglardir. Kontrol grubunda da benzer sekilde
Asp299Gly heterozigot polimorfizmini %20.3, homozigot polimorfizmini %1.2
oranlarinda bulmuslardir. Polimorfizm ve N.meningitidis menenijiti arasinda
bir iliski saptamamiglardir. Bu durum Gambiya’lh ¢ocuklarda polimorfizmin

menenijite yatkinlikta dnemli bir rol olmadigini belirtmislerdir.

Schmitt ve ark. (131) 116 saglikli beyaz Alman katilimcida Asp299Gly
ve Thr399lle polmorfizmlerini ¢aligmislardir.  Katilimcilarin =~ %0.8’inde

Asp299Gly heterozigot polimorfizm, yine %0.8'inde Thr399lle heterozigot



polimorfizmi, %9.4’Unde her iki heterozigot polimorfizm ve %0.8’inde her iki

homozigot polimorfizm birlikte saptanmigtir.

Mutlubas ve ark. (132) 19’u kronik allogreft nefropatili 69 bdbrek alicisi
cocuk ve 115 saglikh kontrolde Asp299Gly ve Thr399lle polimorfizmlerini
degerlendirmiglerdir. Bobrek alicilarinin %11.6’'sinda Asp299Gly/Thr399lle
polimorfizmini saptamiglardir. %4.3’Unde Asp299Gly, %7.2’sinde Thr399lle
heterozigot polimorfizmlerini tespit etmiglerdir. Bunlarin hi¢ biri es ayrisim
mutasyonu gostermemistir. Hem Asp299Gly hem de Thr399lle homozigot
polimorfizmine rastlanmamigtir. Kronik allogreft nefropatisi olan hastalarin
%10.5’inde Asp299Gly polimorfizmi saptanmisken, Thr399lle polimorfizmi bu

hastalarin hi¢ birinde bulunmamistir.

Ducloux ve ark. (133) bodbrek nakil alicilarinda yaptiklari calismada
alicilarin %10.9'unda Asp299Gly heterozigot polimorfizmi gozlemiglerdir. Bu
polimorfizm alicilarin %9.2’sinde Thr399lle ile birlikte, %1.6’sinda izole olarak
saptanmistir. Thr399lle polimorfizmini alicilarin %9.6’sinda bulmuslar ve
%0.42’sinde izole olarak tespit etmiglerdir. Alicilarin %11.3’'Unde Asp299Gly /

Thr399lle polimorfizmlerini saptamislar

Palmer ve ark. (77) kadavradan nakil yapilan 122 alicida ve verici olan
kadavrada TLR4 polimorfizmlerini degerlendirmislerdir. Alicilarin %15’inde
Asp299Gly ve/veya Thr399lle polimorfizmlerini saptamislar, %8.2’sinde bu iki
mutasyon birlikte bulunurken %5.7’sinde izole Asp299Gly polimorfizmi,
%0.8’sinde izole Thr399lle polimorfizmi tespit edilmistir. izole Asp299Gly
polimorfizmi alicilarin %98.4’Unde heterozigot, %1.6’sina homozigot mutant
bulunurken izole Thr399lle polimorfizminin hepsi heterozigot olarak
bulunmustur. Vericilerin ise %16’sinda Asp299Gly/Thr399lle polimorfizmi
tespit etmislerdir. Vericilerde homozigot polimorfizme rastlanmamistir.

Vericilerin %14.7’sinde Thr399lle polimorfizmi Asp299Gly polimorfizmi ile



beraber saptanirken, %1.6'sinda izole bulunmustur. izole Asp299Gly

polimorfizmi saptanmamisgtir.

Bobrek nakil alici ve vericilerinde Nogueira ve ark. (76) TLR4
polimorfizmlerini incelemiglerdir. Alicilarin %8.5’'inde Asp299Gly/Thr399lle
polimorfizmi saptanmis. Asp299Gly ve Thr399lle %4.5'inde birlikte
bulunurken, %3.5'inde izole Asp299Gly, %0.5'inde izole Thr399lle
polimorfizmi goézlemistir. Homozigot polimorfizm Asp299Gly ve Thr399lle
birlikte  bulundugu hastalarin sadece 1’inde gdzlenmis, c¢alisma
populasyonunun %0.5’ini olusturdugu tespit edilmistir. Vericilerin ise
%10.2’sinde  Asp299Gly/Thr399lle  polimorfizmi  oldugu  beliritimigtir.
Asp299Gly ve Thr399lle %4.3’GUnde birlikte bulunurken, %5.4’Unde izole
Asp299Gly, %0.5’inde izole Thr399lle polimorfizmi gdzlenmistir. Homozigot
polimorfizm Asp299Gly ve Thr399lle birlikte bulundugu hastalarin sadece
1'inde  gbzlenmis, c¢alisma populasyonunun  %0.5’ini  olusturdugu

saptanmistir.

Kriger ve ekibi (134) tarafindan 267 bobrek alicisinda TLR4 Asp299Gly
ve Thr399lle polimorfizmleri incelenmigtir. Katilimcilarin %11.2’sinde es

ayrisim mutasyonu saptanmistir.

Asp299Gly velveya Thr399lle polimorfzmleri Cervea ve ark. (135)
tarafindan 233 boébrek nakil alicisindan olusan g¢alisma grubunda %9.5

oraninda bulunmustur.

Calismamizda o6rneklerin %2.4’G  Thr399lle heterozigot mutant
bulunurken, homozigot mutasyon bulunmadi. Asp299Gly polimorfizmi,
incelenen oOrneklerin %6.6’sinda (%4.4 heterozigot ve %2.2 homozigot

mutant) saptandi. Thr399lle ve Asp299Gly es ayrisim mutasyonu %2.2



oraninda saptandi. Mutasyonlarin hepsi alicilarda tespit edildi, vericilerde
bulunmadi. Alicilarin % 3.2’sinde Thr399lle heterozigot polimorfizmi,
%9.3’unde Asp299Gly polimorfizmi (%6.2 heterozigot, %3.1 homozigot form)
bulundu. Asp299Gly/Thr399Ile polimorfizmi alicilarin %9.2’sinde bulundu.
Katilimcilar tek tek incelendiginde biri disinda polimorfizm saptanmayan
vericilerden bobrek alan alicilarda da polimorfizm gozlenmedigi tespit edildi.
Saglikh gonalliler, gram negatif enfeksiyonu olan hastalar, bébrek nakil alici
ve vericilerinde yapillan g¢alismalarda mutasyon oranlari  farklilik
gOstermektedir. Mutasyon sonuglarimizda Ducloux, Palmer, Nogueira ve
Kriiger'in yirittikleri calismalardan farkliliklar vardir (76,77,133,134). ilk (g
arastirmaci izole formdan daha ¢ok es ayrisim mutasyonunu; Krager (134)
sadece es ayrisim mutasyonunu saptamigtir. Bizim verilerimizde ise
Asp299Gly izole formunun es ayrisim mutasyonundan daha sik oldugu
g6zlendi. Thr399lle ise sadece es yarisim mutasyonu olarak bulundu.
Thr399lle homozigot mutasyona bizim calismamizla uyumlu olarak Palmer
ve ekibi de (77) rastlamamistir. Yine Palmer ve ark. (77) calismalarinda
Asp299Gly homozigot polimorfizmini %1.6 oraninda bildirmistir. Bizim
sonucumuz da benzer sekilde %2.2 olarak tespit edildi. Sonuclarimiz
Mutlubas ve ark. (132) Asp299Gly sonuglarina gore yuksek, Thr399lle
sonuglarina goére dusuktir. Calismalarinda es ayrisim mutasyonuna ve
homozigot polimorfizme rastlanmamigsken, bizim calismamizda es ayrisim
mutasyonu %2.2 oraninda bulundu, %2.2 oraninda Asp299Gly homozigot
polimorfizm tespit edildi. Hem Nogueira (76) hem de Palmer ve ekiplerinin
(77) vericilerde de polimorfizm saptamalarina ragmen bizim sonuglarimizda
calismaya dahil ettigimiz vericilerde polimorfizm olmadigi goértlmektedir.
Alicilardaki Asp299Gly/Thr399lle sonuglarimiz Mutlubas, Nogueira, Cervea,
Ducloux ve ark tarafindan bulunan sonuglar ile benzer, izole polimorfizm
sonuclarimiz Nogueira’nin sonuglarindan yuksek, Palmer’in sonuglarindan
ise dustk olarak bulundu. Bu sonuglarin toplumsal farkhliklar yansittigi
disundlmektedir. Yapilan calismalarda farkli toplumlarda farkli oranlar
bulunmustur. Mutlubas ve ark. nin sonuglari, ¢alismanin Turk toplumunda
yapilmis olmasi agisindan 6nemlidir. Ayni toplumdaki sonuglarin farklilik

gOstermesi, c¢alismalarin  kuguk populasyonlarda yapilmig olmasina



baglanmaktadir, daha genis kapsamli galismalar gerekmektedir. Calismalarin
geneline bakilacak olursa, Dlinya’da es ayrisim mutasyonlari daha siklikla
gOzlenirken, Mutlubas ve bizim ¢alismamizda oldugu gibi Turk’lerde izole
formlar daha sik gdzlenmistir. Dikkat ¢ceken diger bir nokta tUm dunyada
Thr399lle homozigot polimorfizminin ¢ok nadir gdzlendigidir. Nogueria ve
ekibi sadece es ayrisim mutasyonunda tespit edebilmigtir (76, 77,132,133).

Dogal immun sistem enfeksiyona kargli ilk engel olarak gorev
yapmaktadir (136). Kompleman sisteminin dogal immun savunmada 6nemli
bir rolu vardir ve ug farkl yolak tarafindan aktive edilmektedir (137). Memeli
lektinleri mikroorganizmalarda eksprese edilen karbonhidratlara selekitif
baglanan ve mikroorganizmalarin fagositozunu ilerleten bir grup proteindir.
MBL kollektin ailesi Uyesi bir akut faz reaktanidir. MBL spesifik MASPs
kullanarak komplemani aktive eder. Komplemanin aktivasyonu; MAK,

opsoninler, anafilaktik ve kemotaktik Grtnlerin olugsmasini baglatir (138).

MBL’nin klinik 6nemi; yaygin, tekrarlayan, ciddi enfeksiyonlara
aciklanamayan yatkinligi olan bir gocukta opsonin yetersizliginin olasi sebebi

olarak tanimlanmasiyla ilk kez anlasilimigtir (94).

MBL seviyeleri saglikli populasyonda degiskendir. MBL seviyelerini
MBL geninin ekson 1’deki U¢ tek nukleotid degisimi belirlemektedir. Bu

mutasyonlar MBL seviyelerinde belirgin disukliklere neden olmaktadir (113).

Literaturde bazi calismalar MBL seviyelerini 6lgmus, bir kismi MBL
genotipini saptamig, kimi arastiricit her iki yontemi de kullanmigtir. Bu
nedenden dolay! yapilan calismalarin verilerini karsilagtirmak zordur. MBL
eksikliginin kesin sinirlari yoktur. Baglangicta eksiklik test saptama limitlerinin

altt olarak bildirilmistir. Testler daha duyarli hale gelince genel



populasyondan 100 ng/ml daha dusik olan konsantrasyonlar MBL eksikligi
olarak tanimlanmigtir. Beyaz irkin yaklasik olarak %10’u bu gruptadir. MBL
eksikligi sik immun yetmezliklerden biridir (106). Birgok klinik ¢alisma MBL
eksikligini belirlemek icin “cut-off” degeri kullanmigtir. Ancak bu konuda da
tam bir gorus birligi yoktur; kimi arastirmaci “cut off” degerini 400 ng/ml
alirken, 500 ng/ml'yi  kullanan arastirmacilar da vardir (85,
93,103,110,116,117).

MBL eksikliginin ¢ocuklar ve erigkinlerde bakteriyel, fungal ve viral
enfeksiyonlarla iligkili oldugu gosterilmistir (95, 115,139,140). MBL eksikligi;
organ nakil alicilari gibi immun yetersiz kisilerde enfeksiyon hastaliklarinin
gelisimi i¢cin dnemli bir risk faktoradir (93,141). Diger yandan nakil dncesi
yuksek MBL seviyeleri de kotu greft gidisi ve rejeksiyonla iligkili oldugu
belirtiimektedir (110).

Verschuren ve ark. (85) es zamanl pankreas ve bobrek nakli olan 152
hastada ELISA yontemiyle MBL seviyelerini ¢calismislardir. MBL “cut-off’unu
400 ng/ml olarak belirledikleri ¢alismada hastalarin % 28.9’'unu “cut-off’un
altinda, dusuk MBL seviyesine sahip bulmuslardir. Es zamanli pankreas ve
bdbrek nakli alicilarinda yapilan baska bir ¢calismada Berger ve ark. (117) 99
alicinin nakil 6ncesi elde edilen érneklerini incelemiglerdir. “Cut-off” degerinin
500 ng/ml olarak belirlendigi ¢alismada hastalarin %34.3’Gnin disuk MBL
seviyeleri oldugunu gostermiglerdir. Berger ve ark. (110) baska bir
calismalarinda 235 bobrek nakil alicisindan nakil oncesi topladiklari

orneklerin %36.5’ini 400 ng/ml’nin altinda tespit etmiglerdir.

Ghods ve ekibi (93) 71 bobrek nakil alicisinda nakilden 6énce MBL
seviyelerini ELISA ile degerlendirmis, “cut-off’'u 500 ng/ml olarak kabul
etmiglerdir. Hastalarin %21.1'inde MBL seviyelerini bu degerin altinda

saptamiglardir. Sagedal ve ark. da (103) nakil oncesi 159 bobrek nakil



alicisinda MBL seviyelerini dlgmustur. Arastirmacilar hastalarin %22.6’sinda

MBL konsantrasyonlarini 500 ng/ml’den kuguk bulmuglardir.

Daha kuguk kapsamli bir arastirmada Manuel ve ekibi (116) 16 bobrek
nakil alicisini kapsayan bir ¢alisma yapmiglardir. MBL degeri 500 ng/ml’den
kuguk olanlart MBL eksikligi olarak kabul etmislerdir. Katilimcilarin %56’sinda

MBL eksikligi saptamiglardir.

Bu calismada “cut off” de@eri olarak, onceki galismalarda MBL gen
SNP’si ile uyumlu bulunan deger olan 400 ng/ml alindi (117). Calismaya
dahil edilen drneklerin (alici ve vericiler) %34.4’Unun plazma MBL degeri 400
ng/ml’den kuglk olarak tespit edildi. Alicilarin %33.8’i, vericilerin %36’ sinda
MBL seviyeleri <400 ng/ml bulundu. MBL seviyeleri acgisindan alici ve
vericiler arasinda anlamh bir farkliik saptanmadi. Alicilardaki sonuclarimiz
Berger ve Verschuren'in sonuglari ile uyumlu bulundu (85,117). Ghods ve
Sagedal’in alicilarda bulduklari sonuglara gére bu ¢alismadaki degerler daha
yuksektir (93,103). Manuel ve ekibi ise bize gére daha yiksek bir oran
bulmuslardir. Manuel ve ekibinin sonuglari diger ¢calisma sonuglarina gore de
oldukga ylksektir (116). Bunda arastirmacilarin kiguk bir populasyonda

calismis olmalarinin etkili olabilecegi dusunulmektedir.

Literatirde bobrek naklinde TLR4 polimorfizmi ile cinsiyet arasindaki
iliskiyi arastiran bir calismaya rastlanmadi. Rezazadeh ve ark. (142)
brusellozlu 198 hastada Asp299Gly polimorfizmini arastirmislardir.
Calismalarinda Asp299Gly heterozigot polimorfizmini erkeklerde daha
yuksek siklikta saptamislar (erkeklerde %75.7, kadinlarda %50.5), sonuglari
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulmuslardir. Bu calismada Thr399lle
polimorfizmi erkeklerde %4.5 oraninda saptanirken kadinlarda gézlenmedi.
Asp299Gly polimorfizmi ise erkeklerde %8.6; %4.3 heterozigot, %4.3

homozigot formda bulundu, kadinlarda %4.7 (heterozigot) oranlarinda tespit



edildi. Cinsiyet ve TLR4 polimorfizmi arasindaki birliktelik istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber, yuzde olarak erkeklerde daha gok gozlendi. Bu
sonuglar Rezazadeh ve ark. sonuglariyla uyumludur. Sonuglarimiz, bobrek
naklinde erkek cinsiyetin TLR4 polimorfizmine yatkinligini arastiracak

calismalara veri olmasi acisindan onemlidir.

Ip ve ark. (143) 689 Cinli kan donérunde yaptiklar calismada MBL
seviyelerini cinsiyete gore degerlendirmisler ve kadin ile erkek cinsiyet

arasinda anlamli bir fark bulamamislardir.

Santos ve ekibi de (144) visseral leishmaniasis ve MBL seviyeleri
arasindaki iligkiyi degerlendirdikleri arastirmalarinda; MBL seviyeleri ve
cinsiyet arasinda anlamli bir iliski bulamamislardir. Ghods ve ark. da (93)

cinsiyet ve MBL seviyeleri arasinda bir iliski tespit etmemislerdir.

Bu calismada; MBL seviyeleri erkeklerin %23.4’Unde kadinlarin ise %
46.5’inde 400 ng/ml’den disuk saptandi. Kadinlarda MBL eksikliginin daha
sik oldugu goézlendi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Verilerimiz
Ip, Santos, Ghods ve ekiplerinin (93, 143, 144) verileriyle zithk
gOstermektedir. Sonuglarimiz bdbrek naklinde MBL eksikligi ve cinsiyet

arasindaki birlikteligi inceleyecek ileri arastirmalar icin veri olabilecektir.

Cinsiyetin TLR4 polimorfizmi ve MBL seviyeleri ile birlikteligi olup
olmadigini degerlendirmek icin daha kapsamli ve c¢ok sayida c¢alismaya

gereksinim vardir.

Organ naklinden sonra mortalite ve morbidite bakimindan en sik

gorilen enfeksiyon komplikasyonu CMV enfeksiyonudur (116). Nogueira ve



ark. (76) bobrek nakil alici ve vericilerinde yaptiklari TLR4
Asp299Gly/Thr399lle polimorfizmlerini arastirdiklari calismalarinda
polimorfizm olan ve olmayan grup arasinda CMV hastaligi agisindan bir
farklihk bulamamiglardir. Ducloux ve ekibi (133) CMV hastaliginin TLR4
polimorfizmi olanlarda anlamli olarak daha sik goruldugunu saptamislardir.
Bir bagka calismada Cervera ve ark. (135) TLR4 polimorfizmi olanlarda CMV
hastaliginin daha yuksek siklikta saptamislardir. TLR4 mutasyonunun bdbrek
naklinden sonra CMV hastaligi gelismesi icin bagimsiz bir risk faktoru

oldugunu belirtmiglerdir.

Calismada PCR’I pozitif olan 38 hastadan 14’Gnin CMV antijenemi testi
pozitif gikarken; CMV antijenemi testi pozitif olan tim katilimcilarin PCR’1 da
pozitif bulundu. Bu sebeple CMV enfeksiyonu ile TLR4 polimorfizmleri ve
MBL seviyeleri karsilastiriimasi yaparken her iki test ayri ayri degerlendirildi.
Bu calismada da Nogueira ve ark. nin (76) sonuglarina benzer sekilde TLR4
mutasyonlari ve CMV enfeksiyonu arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadi.
Tersine, TLR4 polimorfizmi olan hastalarin hepsinde CMV antijenemi testi
negatif bulundu. CMV PCR sonucu pozitif olan hastalarin %2.9’'unda ve
negatif olan hastalarin %3.6’sinda Thr399lle heterozigot polimorfizm
bulundu. Asp299Gly polimorfizmi CMV PCR sonucu pozitif olan hastalarin
%5.4’Unde (heterozigot); negatif olan hastalarin %14.2’sinde (%7.1
heterozigot, %7.1 homozigot form) saptandi. Sonugclar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Bu sonuglar TLR4 polimorfizminin CMV enfeksiyonu igin
bir yatkinhk olusturmadigini disiindirmektedir. ilging olarak, istatistiksel
olarak anlamli olmamakla beraber TLR4 polimorfizmi olanlarda CMV
enfeksiyonuna daha az rastlandii saptandi. Bu sonuca benzer yayinlara
ulagilamamakla beraber, bir birliktelik olup olmadiginin ortaya konmasi igin

genis kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.

MBL, HIV’de bulunan gp120, hepatit B virusunda bulunan HBsAg gibi

viral kaspit glikoproteinlerine baglanabilmektedir. MBL’nin herpes simplex



virus 2 reaktivasyonuyla iliskisi de ispatlanmigtir. CMV’nin zarfi kompleks bir
yaplya sahiptir ve diger herpes viruslerle benzer yapisal 6zellikler gosteren
kapsit glikoproteinlerini paylasir. Bu glikoproteinler MBL baglanmasi igin

potansiyel hedefleri olustururlar (135,145-147).

Cervera ve ekibi (135) CMV hastaligi ve TLR4 polimorfizmini
degerlendirdikleri  calismalarinda  MBL  seviyeleriyle de iligkisini
incelemiglerdir. Duglk MBL seviyeleri olan grupta CMV hastahdi siklhigini
daha yluksek bulmusglardir. Bagka bir galismada Ghods ve ark. da (93) benzer
sekilde dusuk MBL seviyeleri ile CMV hastaligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki saptamislardir. Klguk kapsamli bir ¢alismada Manuel ve
ekibi (116) 16 bobrek nakil alicisinda MBL eksikligi ile CMV enfeksiyonu
arasinda anlamli bir iliski bulmusglardir. Tersine Verschuren ve ark. (85) CMV
enfeksiyonu ve MBL eksikligi arasinda anlamli bir iligki bulmamakla beraber;
MBL eksikligi olanlarda CMV enfeksiyonuna daha sik rastlamislardir.
Sagedal ve ekibi de (103) MBL seviyesinin dusuk olmasiyla CMV
enfeksiyonu arasinda anlamh bir iliski bulamamistir. Calismamizda
Verschuren ve Sagedal’in sonuglarina benzer sekilde CMV enfeksiyonu ve
MBL eksikligi arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadi. CMV antijenemi
sonuglari negatif olan hastalarin %35.4’Unde, pozitif hastalarin % 28.6’sinda
MBL eksikligi saptandi. CMV PCR testi negatif olan katihmcilarin %32.1’inde,
pozitif olanlarin %35.1'inde MBL eksikligi bulundu. CMV antijenemi pozitif
olan hastalarda negatif olanlara gore MBL eksikligi daha dusik iken, CMV
PCR testi pozitif olanlarda MBL eksikligi daha ylksek saptandi. Bu da MBL
eksikligi ile CMV enfeksiyonu arasinda bir birliktelik olabilecegini

gOstermektedir.

TLR4 polimorfizmi ve MBL eksikliginin bir¢cok viral hastaliga yatkinhgi
arttirdigina dair g¢alismalar vardir. BK polyomavirus son 20 yil iginde
kesfedilmis greft kaybina yol acabilen, bébrek naklinde énemli bir virustur.

BKVAN Uretelyal hicrelerde BK virusun reaktivasyon ve replikasyonundan



dolay! ortaya cikar ve bobrek nakil alicilarinin %1-10'unu etkilemektedir. JC
virus olgularin az bir kisminda da olsa polyomavirus nefropatisinden

sorumludur (13).

Palmer ve ark. (77) TLR4 polimorfizmi olan vericiden doku alanlarda,
dogal tip vericisi olanlara gore BK enfeksiyonunu istatistiksel olarak anlamli

olmamakla beraber daha sik bulmusglardir.

Bu galismada hem BK polyomavirus, hem de JC polyomavirus’un TLR4
polimorfizmi ve MBL eksikligi ile birlikteligi arastirildi; sonuglarda anlamli bir
farklihk bulunmadi. BK virus PCR sonucu pozitif olan hastalarin hepsi
Thr399lle dogdal tip, %3.7’si Asp299Gly homozigot; negatif olanlarin %5.6’si
Thr399lle heterozigot, %10.3'U Asp299Gly heterozigot, %2.6’si homozigot
mutant olarak tespit edildi. Polimorfizm, BK virus enfeksiyonu olmayanlarda
daha sik gérildi. incelenen literatirde MBL eksikligi ile polyomavirus
enfeksiyonunun iligkisini inceleyen yayinlara rastlanmadi. Arastirmamizda BK
virus PCR'’I pozitif olanlarin %37.0'nda MBL eksikligi var iken; negatif
olanlarin %33.3’'Unde mevcuttu. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli
olmasa da BK virus PCR pozitif olanlarda MBL eksikligi daha sik bulundu.
Calismamizda JC virus icin de PCR sonugclari degerlendirildi; pozitif olanlarin
%3.8'i ve negatif olanlarin %2.8'inde Thr399lle heterozigot polimorfizm
saptandi. Asp299Gly polimorfizmi de JC PCR sonuglari pozitif olan hastalarin
%14.3’Unde (%10,7 heterozigot form, %3.6 homozigot form); negatif olanlarin
%5.2'sinde (%2.6 heterozigot form, 9%2.6 homozigot form) bulundu.
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber JC virus PCR sonuclari pozitif
olan katilimcilarda her iki polimorfizm de daha yuksek siklikta gézlendi. Bu
sonuglar da TLR4 polimorfizmleri, 6zellikle de Asp299Gly polimorfizmi ile JC
virus enfeksiyonu arasinda anlamli bir birlikteliginin daha genis kapsamli
calismalarla gostertilebilecegini dustundurdi. JC polyomavirus PCR sonucu

pozitif ¢ikan o6rneklerin %35,7’sinde, negatif c¢ikanlarin %34.2’sinde MBL



eksikligi saptandi; sonugclar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi ve

yuzdelerin birbirine yakin oldugu saptandi.

Organ nakillerinde uzun donem greft sagkalimi amac¢lanmaktadir. Yeni
immuansupresif ajanlarin  kullanimina ragmen greft basarisizligi  ve
mortalitenin ana sebebi rejeksiyondur. Akut rejeksiyon genel olarak nakilden
sonraki 6 ay iginde meydana gelmekte, uzun donem akciger, kalp ve bobrek

sagkalimini tehlikeye atmaktadir (34).

Palmer ve ekibi (77) Asp/Thr polimorfizmi olan bobrek nakil alicilarinin
%22’sinde; dogal tip tasiyan alicilarin %20’sinde akut rejeksiyon saptamis,
istatistiksel olarak anlamli bulmamiglardir. Ducloux ve ark. (133) TLR4
polimorfizminin bobrek naklinde akut rejeksiyon riskini azalttigini belirtmistir.
Fekete ve ark. (75) benzer sekilde TLR4 polimorfizmlerinin uzun dénem renal

allogreft sagkalimiyla iligkili oldugunu bulmuslardir.

Verschuren ve ekibi (85) akut rejeksiyon sikligini MBL seviyesi dusuk
ve yluksek olan gruplarda ayni bulmuslardir. Berger ve ark. (110) ise yuksek
MBL seviyelerinin greft kaybi icin bagimsiz bir risk oldugunu belirtmistir. Ayni
ekip bagka bir ¢calismasinda bobrek nakil alicilarinda distk MBL seviyelerini

dusuk akut rejeksiyon ve ylksek greft sagkalimi ile iligkili bulmustur (117).

Bu calismada alicilardan hi¢ birinde akut rejeksiyon gozlenmedi. Bu
nedenle de TLR4 polimorfizmi ve MBL seviyelerinin akut rejeksyon ile
birlikteligi degerlendirilemedi. Alicilardan sadece birinde CMV enfeksiyonuna
bagli kronik rejeksiyon gelisti; TLR4 polimorfizmi ve MBL eksikligi

saptanmadi.



TLR4 polimorfizmi ile gram negatif enfeksiyon arasindaki iligki cesitli
arastirmacilar tarafindan incelenmis; bir grup arastirmaci anlamli bir iligki
bulmus iken (70,125,126,128) farkli arastirmacilar da bulamamigtir
(129,130).

Karoly ve ark. (69) cocuklarda yaptiklari ¢alismalarinda; Asp299Gly
polimorfizminin Uriner sistem enfeksiyonu riskini arttirdigini tespit etmislerdir.

Etken olarak en sik E.coli izole etmiglerdir.

Verschuren ve ark. (85) MBL eksikligi olanlarda Uriner sistem
enfeksiyonunu anlamli olarak daha sik bulmuslardir. Uriner sistem
enfeksiyonunun en sik etkeni olarak E.coli izole edilmistir. Benzer sekilde
Ghods ve ekibi de (93) MBL seviyeleri duglk olan katilimcilarda daha sik

uriner sistem enfeksiyonuna rastlamiglardir.

Katilimcilarin idrar kdltirlerinde Greme olup olmadigina dosyalarindan
ulasildi. idrar kiltirlerinde cesitli mikroorganizmalar (reyen katilimcilarin
hepsinin Thr399lle dogal tip oldugu, Thr399lle polimorfizmi saptananlarda da
idrar kultirinde Ureme olmadidi goézlendi. Asp299Gly polimorfizmi idrar
kdltirinde dreme olanlarin  %9.4’Unde (tamami heterozigot), Ureme
olmayanlarin  %3.8’inde (%1.9 heterozigot ve %1.9 homozigot form)
saptandi. Sonugclar istatistiksel olarak anlamli degildi ancak idrar yolu
enfeksiyonu olanlarda Asp299Gly polimorfizmi daha fazla bulundu. idrar yolu
enfeksiyonu ve MBL eksikligi arasinda anlamli bir birliktelik saptanmadi;
kultirde Uremesi olan katilimcilarin %34,4’Unde ve Uremesi olmayanlarin
%30.8'inde MBL eksikligi saptandi. Sonuglarin birbirine yakin olmasina
ragmen, idrar yolu enfeksiyonu olanlarda MBL eksikliginin biraz daha sik
oldugu goézlendi. Bu calismadaki sonuclar Karoly ve ark. (69) sonuglarina
yakin bulundu. MBL sonuglarimizin istatistiksel olarak anlamli olmasa da

Verschuren ve Ghods’un sonuglari ile benzer oldugu saptandi (85,93).



idrar kiltiri Gremeleri etkenler agisindan incelendi. Kiltiirde Gremesi
olan Asp299Gly heterozigot mutant orneklerin %100’Unde Escherichia coli
uremesi bulundu. Bunlardan %33.3’G saf E.coli iken, %66.6’sinin ¢oklu
etkenli enfeksiyon oldugu tespit edildi. Kultirde Uremesi olan MBL degerleri
400 ng/mP’den kuguk oOrneklerin  %9.17'inde gram negatif disi
mikroorganizmalar saptanirken, %90.9'unda en az bir gram negatif etken
saptandi. Bunlarin da %80’inde etkenlerden biri olarak E.coli bulundu. Bu
¢alismada da Karoly ve Verschuren’ in g¢alismalarinda oldugu gibi en sik

uriner sistem enfeksiyonu yapan etkenin E.coli oldugu saptandi (69,85).

TLR4 polimorfizmleri ve MBL seviyelerinin katilimcilarin gesitli 6zellik ve
test sonuclariyla kargilastirilmasinda; vericinin canli ya da kadavra olmasi,
alici veya verici olmasi, CMV, BK virus, JC virus enfeksiyonlari arasinda
anlamli bir birliktelik saptanamadi. TLR4 polimorfizmleri ve cinsiyet arasinda
da anlamli bir birliktelik bulunamadi. MBL seviyeleri kadinlarda erkeklere
oranla anlamli olarak daha dusuk bulundu. Bu birlikteliklerin netlik kazanmasi
icin genis kapsamli ¢ok sayida c¢alismaya ihtiyag vardir. Alicilardaki
Asp299Gly/Thr399lle sonuglarimiz literatirdeki diger calismalar ile benzer

bulundu.



SONUGLAR

Orneklerin 43'G (%47.7) kadinlardan, 47’si (%52.2) erkeklerden
toplandi.

Bobrek alicillarinin 19’una (%29,2) kadavradan, 46’sina (%70.3)

canl vericiden nakil yapildigi tespit edildi.

Degerlendirmeye alinan orneklerin 2’si (%2.4) Thr399lle heterozigot

mutant bulundu, homozigot mutanta rastlanmadi.

incelenen 6rneklerin 4’0 (%4.4) Asp299Gly heterozigot ve 2’si
(%2.2) homozigot olmak Uzere 6’sinda (%6.6) Asp299Gly

polimorfizmi saptandi.

iki ornekte (%2.2) Thr399lle/Asp299Gly es ayrisim mutasyonu
saptandi.
Orneklerin 371’inin (%34.4) plazma MBL degeri 400 ng/mlI’den kiigik

bulundu.

TLR4 polimorfizmlerinde kadin ve erkek cinsiyeti arasinda anlamii
bir farklihk bulunmamakla (p>0.05) beraber erkeklerde daha cok
(Erkek: Thr399lle %4.5, Asp299Gly %8.6. Kadin: Thr399lle O,
Asp299Gly %4.7) gbézlendi.

MBL degerleri kadinlarda erkeklere oranla anlamli olarak daha
disuk bulundu (p< 0.05) (%23.4’e %46.5).

TLR4 polimorfizmleri ve MBL seviyeleri icin bobrek alici ve vericisi

arasinda anlamlh bir fark saptanmadi (p>0.05). Bununla beraber



vericilerde hi¢ polimorfizm tespit edilmedi (Thr399lle %3.2’ye %0.0,
Asp299Gly %9.3’e %0.0).

10-CMV enfeksiyonu ve TLR4 mutasyonlari arasinda anlamli bir
birliktelik bulunmadi (p>0.05). Tersine, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber TLR4 polimorfizmi  olanlarda CMV

enfeksiyonuna daha az rastlandigi saptandi.

11-CMV enfeksiyonu ve MBL eksikligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir birliktelik bulunmadi (p>0.05).

12-BK polyomavirus, JC polyomavirus ile TLR4 polimorfizmi ve MBL
eksikligi arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadi. Tersine, TLR4
polimorfizmi, BK virus enfeksiyonu olmayanlarda istatistiksel
anlamhlik olmamasina ragmen daha sik goérildi. istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber BK virus PCR pozitif olanlarda MBL
eksikligi daha sik bulundu (%37.0’a %33.3) (p>0.05).

13-istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla beraber JC virus PCR
sonuglari pozitif olan katilimcilarda her iki polimorfizm de daha
yuksek siklikta go6zlendi (Thr399lle %3.8'e %2.8, Asp299Gly
%14.3’e %5.2) (p>0.05).

14-idrar kiltirinde Greme ile TLR4 polimorfizmleri ve MBL seviyeleri
arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmadi (p>0.05). Thr399lle
polimorfizmi saptananlarda idrar kdltirinde Ureme olmadidi
gézlendi. idrar yolu enfeksiyonu olanlarda Asp299Gly polimorfizmi
daha fazla bulundu, MBL eksikligi biraz daha sik gézlendi
(Asp299Gly %9.4’e %3.8, MBL %34.4’e %30.8).

15-idrar kiltirinde (remesi olan Asp299Gly heterozigot mutant

orneklerin %100’Gnde Escherichia coli Gremesi tespit edildi.



16-Idrar kiltirinde Gremesi olan MBL degerleri 400 ng/ml’den kiigiik
orneklerin %90.9’unda en az bir gram negatif etken; bunlarin da

%80’inde etkenlerden birinin E.coli oldugu saptandi.



OZET

TLR4 polimorfizmleri bobrek nakil alicilarinda azalmis akut rejeksiyon
orani ve artmig enfeksiyon riskiyle iligkilendirilmistir. Dusik MBL seviyeleri
Ozellikle uzamis immunsupresyonda cesitli enfeksiyon etkenlerine azalmig

konak savunmasiyla iligkili bulunmustur.

Bu calismada Pamukkale Universitesi Saglik, Arastirma ve Uygulama
Merkezi Organ Nakli Birimince takip edilen hastalardan toplam 90 o6rnek
toplandi. TLR4 polimorfizmleri (Asp299Gly ve Thr399lle) “real-time” PCR
kullanilarak incelendi. MBL seviyeleri ELISA yontemi ile 6lglldu. Demografik
ve klinik veriler hasta kayitlarindan elde edildi. Asp299Gly ve Thr399lle
polimorfizmleri sirasiyla %6.6 ve %2.4 olarak tespit edildi. Alicilardaki
Asp299Gly/Thr399lle oranlari %9.2 olarak bulundu. Orneklerin %34.4’(inde
MBL seviyeleri 400 ng/mI’nin altinda saptandi. TLR4 polimorfizmleri, MBL
yetersizl@i ile alici ya da verici, CMV, BK virus, JC virus enfeksiyonlari, idrar
yolu enfeksiyonlari arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadi. Istatistiksel
olarak anlamli tek bulgu MBL yetersizligi ve cinsiyet arasinda saptandi. MBL
seviyeleri kadinlarda anlamli olarak dusuk bulundu. Bununla beraber cinsiyet
ve TLR4 polimorfizmleri arasinda anlamli bir birliktelik saptanmadi.
istatisitksel olarak anlamli birliktelik olmamakla beraber BK virus PCR pozitif
olanlarda dustk MBL seviyeleri, JC virus PCR sonuglari pozitif olan
katilmcilarda her iki polimorfizm ve idrar yolu enfeksiyonu olanlarda
Asp299Gly polimorfizmi ile disiik MBL seviyeleri daha sik gdzlendi. ilging
olarak, istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber TLR4 polimorfizmi
olanlarda CMV enfeksiyonuna ve BK virus enfeksiyonuna daha az rastlandi.
Alicilarin  hi¢ birinde akut rejeksiyon gozlenmedi bu sebeple TLR4
polimorfizmleri, MBL seviyeleri ile akut rejeksiyon arasindaki bir birliktelik

olup olmadigi karsilastirilamadi.



Sonug olarak TLR4 polimorfizmleri, MBL seviyeleri ile gesitli enfeksiyoz
ajan arasinda anlamlh bir birliktelik saptanmadi. Bobrek naklinde TLR4
polimorfizmleri, MBL seviyeleri ile enfeksiyon ve akut rejeksiyon birlikteligini
arastiran daha genis kapsamli galismalara ihtiya¢ vardir. Bdylece verici
secim kriterleri degerlendirilirken bu durum g6z o6nudnde bulundurulmasi

enfeksiyon ve rejeksiyonun dnlenmesine katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: TLR4 polimorfizmleri, MBL seviyeleri, RT-PCR, Bodbrek
nakli.



SUMMARY

In kidney recipients, the TLR4 gene polymorphisms are associated with
increased infection risk and reduced acute rejection rates. Low MBL levels
are related to decreased host defense against various infectious agents,

especially in prolonged immunsupression.

In this study, a total of 90 specimen were collected from patients who
were followed by Transplantation Unit of Health, Research and Training
Center of Pamukkale University. Analysis of TLR4 polymorphisms
(Asp299Gly and Thr399Ile) were performed using real-time PCR. MBL levels
were measured by using ELISA. Demographic and clinical data was obtained
from patient records. The Asp299Gly and Thr399lle polymorphism rates were
found as %6.6 and %2.4 respectively. Asp299Gly/Thr399lle rates was found
as 9.2% in recipients. MBL levels were found below 400 ng/ml in the %34.4
of specimens. There wasn’'t any significant association between TLR4
polymorphisms, MBL deficiency and recipients or donors, CMV, BK virus, JC
virus infections, urinary tract infection. The only statistical significant finding
was detected between MBL deficiency and gender. MBL levels were found
significantly low in female. Although there was not any significant association
between gender and TLR4 polymorphisms. Despite the fact that there were
not any significant associations, low MBL levels in patients who had positive
BK virus PCR, both polymorphisms in patients who had positive JC virus
PCR, Asp299Gly and low MBL levels in patients who had urinary tract
infeciton observed more often. interestingly; despite the fact that there were
not any significant associations, CMV and BK virus infections detected more
less in patients who had TLR4 polymorphisms. None of recipients had acute
rejection, because of this we could not compare whether there was an
association between TLR4 polimorfizm, MBL levels and acute rejection or

not.



As a result; any significant association between TLR4 polymorphisms
MBL levels and various infectious agents were not found. Large scale studies
must be performed to understand the relation between TLR4 polymorphisms,
MBL levels and infections and acute rejection in kidney transplantation.
When this condition is considered, it may contribute to prevention on

infections and acute rejection.

Key Words: TLR4 polymorphisms, MBL levels, RT-PCR, Kidney

transplantation.
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