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OZET

BOBREK TRANSPLANTASYONU SONRASINDA IL-2 SITOKIN GEN
PROFILININ INCELENMESI

Karahan, Hatice Ilayhan

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
izmir, 2018

Giris ve Amag: Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY) bobregin islevini kaybederek

fonksiyonlarmi yerine getirememesidir. Organ nakli ile tedavi edilmeye caligilan
KBY hastalarindaki en 6nemli sorun hastanin tedaviye verecekleri yanitlar1 dnceden
tahmin edememektir. Hastanin immiin yaniti, nakil sonrasi bobrek durumunu
belirleyen en 6nemli etkenlerden biridir. Sitokinler, immiin yanitta rol alan hiicrelerin
aktivasyonlarma yon veren aracilardir. CD4+ T hiicreleri antijen sunan hiicreler
(APC) tarafindan uyarildiktan sonra IL-2 sitokini salgilayarak yardimci T hiicre
immiin yanitinin olugsmasini saglarlar. Bu immiin yanitin organ reddine neden oldugu
disiiniilmektedir. Bu ¢alismada; nakil sonras1 hastalarm nakil 6ncesine gore 1L-2

ekspresyon seviyesinin organ reddi ile olasi iligkisinin incelenmesi amaglandi.

Yontemler: KBY tanisi konulmus 21 hastadan nakil dncesinde ve nakil sonrasinda
6.ayda aliman periferik kan orneklerinden lenfosit hiicreleri izole edildi. Lenfosit
hiicrelerinden manyetik hiicre ayrimlama yontemi ile CD4+T hiicreleri ayrimlandi.
Ayrimlanan bu hiicrelerin saflik orani akim sitometri yontemi ile kontrol edildi.
CD4+ T hiicrelerinden total RNA izolasyonu sonrasinda gercek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile IL-2 ekspresyon seviyelerine bakildi.

Bulgular: Rejeksiyon olmayan hastalar arasinda, 12 hastada IL-2 ekspresyon
seviyesinin azaldigi bu hastalardan 6rnek 3, 5 ve 15°teki azalisin istatiksel olarak
anlamli oldugu (p<0,05) goriildii. 5 hastada IL-2 ekspresyon seviyesinin arttigi
gozlenirken 6rnek 18’de ki artigin anlamli oldugu tepit edildi (p<0,05). Rejeksiyon
goriilen 3 hastada ise IL-2 ekspresyon seviyesi artig gosterdi, 6rnek 13 ve 21°de bu

artigin istatiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0,05).



Sonug: Hasta 6zelinde degerlendirilme yapildiginda bobrek nakli sonrasinda CD4+ T
hiicrelerinde IL-2 ekspresyon seviyeleri ile organ reddi arasinda iligski olabilecegi
diistiniilmektedir. Hastalarin klinik verileri ve uygulanan immiin supresif tedavileri
de go6zOniine alinarak immiin cevapta ¢ok Onemli rolleri olan sitokinlerin nakil
sonras1 degerlendirilmesinin Onemli olacag1 kanaatindeyiz. Hasta sayismnin
arttirllmas1 ve sik araliklarla 6rnek calisilmasi ile daha anlamli veriler elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik bobrek yetmezligi, bobrek nakli, rejeksiyon, sitokin, IL-2
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IL-2 CYTOKINE GENE PROFILE AFTER KIDNEY
TRANSPLANTATION

Karahan, Hatice Ilayhan

MSc in Medical Biology and Genetic
Izmir, 2018

Introduction and purpose: Chronic Kidney Failure (CKF) is a disease that the kidney

is not able to perform its functions. The most important problem in CKF patients is
the unpredictability of the immune response after kidney transplant. The immune
response of the patient is one of the most important factors determining post-
transplant kidney status. Cytokines are mediators that direct the activation of cells
involved in the immune response. After being stimulated by antigen presenting cells
(APC), CD4+ T cells provide the T helper response by secreting IL-2 cytokines. This
immunological response may cause organ rejection. In this study; it was aimed to
investigate the possible association of IL-2 expression level with organ rejection after

transplantation.

Methods: Lymphocyte cells were isolated from peripheral blood samples taken from
21 CKF diagnosed-patients prior to transplantation and post-transplantation at the 6th
month. CD4+ T cells are separated from lymphocyte cells by magnetic cell sorting
method. The purity of these cells was contolled by flow cytometry. After total RNA
isolation from CD4+ T cells, IL-2 were examined by real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) method.

Results: Among non-rejection patients, the level of IL-2 expression decreased in 12
patients. The decreases in samples 3, 5 and 15 were statistically significant (p<0.05).
Increase in the level of IL-2 expression was observed in 5 patients, whereas the
increase in sample 18 was significant (p<0.05). IL-2 expression level was also
increased in the 3 patients who rejected the graft and this increase was statistically

significant in the samples 13 and 21 (p<0.05).

vii



Conclusion: When the patients were individually evaluated, it was observed that
there might be a relationship between IL-2 expression levels in CD4 + T cells and
rejection after kidney transplantation. The clinical data of the patients and the
immunosuppressive therapies and post-transplant evaluation of cytokines which is
important in the immune response should be considered. Increasing the number of

samples at certain intervals may give more meaningful results.

Key words: Chronic renal failure, renal transplantation, rejection, cytokine, IL-2

viii



ICINDEKILER

Kabul ve Onay Sayfas1 i

Yayimmlama ve Fikri Miilkiyet Haklar1 Beyani I

Etik Beyan ii
Tesekkiir \Y]
Ozet v
Abstract vii
I¢indekiler iX
Simgeler ve Kisaltmalar Dizini Xi
Sekiller Dizini Xiv
Tablolar Dizini XV
1.GIRIS 1
2.GENEL BILGILER 2
2.1. Bobrek Yetmezligi ve Nakli 2
2.2. Okaryot Gen Ifadesinin Diizenlenmesi 3
2.3. Biiyiik Histokompatibilite Kompleksi (MHC)- T ve B Hiicreleri 6
2.3.1. CD4+ T Hiicreleri 7
2.4. Sitokin 7
2.4.1. Interldkin 2 (IL-2) 8
2.5. IL-2 Sitokini ve Organ Nakli Iliskisi 11
3.GEREC VE YONTEM 13
3.1. Arastirmanimn Tipi 13
3.2. Arastirmanin Yeri Ve Zamani 13
3.3. Arastirmanm Evreni ve Orneklemi 13
3.4. Calisma Materyali 13
3.5. Arastirmanin Degigkenleri 13

3.6. Veri Toplama Araglari 14

1X



3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.6.2. Deneysel Caligmalar

3.7. Aragtirma Plani ve Takvimi

3.8. Istatiksel Analiz

3.9. Arastirmanin Sinirliliklar:

3.10. Etik Kurul Onay1

4. BULGULAR

4.1. Calismada Yer Alan Hastalarin Demografik Bilgileri
4.2. Hastalarin Laboratuvar Verileri

4.3. Bobrek Hastalarinda Nakil Oncesi-Sonrasi IL-2 Gen Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

4.3.1.Hasta Orneklerinden CD4+ T Hiicre izolasyonu
4.3.2.Hasta Orneklerinden Total RNA izolasyonu
4.3.3.Hasta Orneklerinde IL-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri
5. TARTISMA

6.SONUC VE ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

Ek1l

OZGECMIS

14
15
21
22
22
22
23
23

24

26

26
27
27
32
37

38



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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1.GIRIS

Bobregin temel fonksiyonlarinin bozulmasi bdbrek yetmezligine sebep
olmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi (KBY), cesitli hastaliklara bagl olarak gelisen
stirekli ilerleyen ve geri doniisiimsliz olarak hasara sebep olan nefrolojik bir
sendromdur. KBY tedavisinde en gegerli yontem bobrek naklidir. Nakil basarili bir
sekilde gergeklesse dahi sonrasinda olusan komplikasyonlarin nedenleri tam olarak

bilinmemektedir ve organ reddine sebep olabilmektedir.

Lenfosit hiicre popiilasyon grubundan biri olan T hiicreleri trasnplantasyonda
immiin yanitin olusmasini saglar. Sitokinler lenfosit akivasyonunu ve farklilagmasini
diizenler. Aktif hale getirildikten ve farkli efektor alt tiplerine ayrildiktan sonra
CD4+ T hiicreleri, spesifik sitokinler araciligiyla bagisiklik yanitma aracilik etmede

onemli bir rol oynar.

Gen fonksiyonlar1 iizerinde bir¢ok faktor etkilidir. Nakil sonrasi donemde
yas, cinsiyet, beslenme, spor vb. gibi c¢evresel faktorlerin genetik modifikasyon
yoluyla organ reddine etkisi belirsizligini korumaktadir. Interlokin (IL-2), CD4+ T
hiicreleri tarafindan {iretilen immiin yanitta Onemli rol oynayan sitokin
molekiillerinden biridir. IL-2 sitokin seviyesinin belirlenmesinin nakil sonrasindaki
immiin yanitin aydinlatilmasinda rol oynayacagi disiliniilmektedir. Bu nedenle
hipotezimiz; nakil sonrasindaki donemde IL-2 gen ekspresyonu artisinin organ
reddinde etkili oldugu yoniindedir. Nakil sonrasi donemde hastalarin 1L-2 gen
ekspresyon seviyesinin takibinin yapilmasinin, reddin onceden anlasilarak uygun

tedavi se¢cimine yardimei olabilecegi goriisiindeyiz.

Calismamizda immiin yanitta rol alan sitokin IL-2 geninin ekspresyon diizeyi
nakil Oncesi ve sonrasi analiz edilerek karsilastirildi. Bu amacla hastalarm periferik
kanindan lenfosit izolasyonu yapilarak, manyetik hiicre ayrimlama yontemi ile CD4+
T hiicreleri ayrimlandi. Elde edilen CD4+ T hiicrelerinin saflig1 akim sitometrisi ile
kontrol edildi. CD4+ T hiicrelerinden elde edilen total RNA ornekleri ile gen
ifadesinin belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu yapilarak 1L-

2 ekspresyon diizeyi belirlendi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Yetmezligi ve Nakli

Bobrekler, yasami devami i¢in 6nemli fonksiyonlara sahip olan organlardir.
Normal sartlarda insanlarda omurganin iki yaninda, karin organlarinin arkasinda ve
gbgiis kafesinin altinda konumlanmig iki adet bobrek bulunur. Bobreklerin normal
anatomisi fasulyeye benzer (1). Atik maddeleri fizyolojik siirecte uzaklastirmak icin
kanin filtrelenmesi, atigm viicuttan idrar olarak atilmasi ve gerektiginde su ve
kimyasallarin viicuda geri gonderilerek elektrolit dengesinin saglanmasi, c¢esitli
hormonlarla kan basmcinm diizenlenmesi fonksiyonlarmi yerine getirir. Idrar,
ireterler vasitasiyla mesaneye tasmnir ve burada depolanir. Viicut, mesanenin

doldugunu hissettiginde idrar iiretra yoluyla mesaneden atilir (1,2).

Bobrek hastaliginin genel nedenleri arasinda seker hastaligi, yiiksek tansiyon,
glomeriilonefrit, polikistik bobrek, idrar yollarindaki anatomik sorunlar gosterilebilir.
Bobrekler diizgiin gerceklesen bu fonksiyonlarmi yerine getirmezlerse bodbrek
yetmezligi meydana gelir. Bobrek yetmezligi devam ederse (kronik olarak), viicutta
toksik atik triinlerin birikimi ile bobrek hastaliklar1 ortaya c¢ikar. Bu durum,
baslangicta diyaliz daha ileri agsamalarda ise nakil gerektirir. Hemodiyaliz; kanin atik
irlinlerden temizlenmesi i¢in gercgeklestirilen mekanik bir islem iken, peritoneal
diyaliz atik {riinlerin karm boslugundan kimyasal soliisyonlar gecirilerek
uzaklastirilmasi islemidir. Bobrek nakli ise, son donem organ yetmezligindeki

hastalarin konforunu arttirmaya yonelik kullanilan bir tedavi yontemidir (2).

Nakil i¢in bobrekler canli veya kadavra dondrden alinabilir. Nakil i¢in
degerlendirme siirecinde Ozel testler yapilmaktadir. Bu test sonuglari, verici
bobreginin aliciyla uyumunun degerlendirilmesini saglar. Degerlendirme siirecinde
doku tiplendirmesi yapilarak alici1 ve vericinin doku uyumuna bakilir. Yasam
boyunca viicut, yabanci maddeleri yok etmek icin antikor iretir. Bireylerde,
enfeksiyon, gebelik, kan nakli ya da bobrek nakli yapilmasi antikor olusumunu
arttirabilir. Dondr bobregine karsi antikor varsa, viicut bobregi reddedebilir. Bu

nedenle, dondr bulundugunda, alicinin dondre karsi dnceden olusturulmus antikorlar



olup olmadigma bakmak igin crossmatch testleri yapilir. Crossmatch, alicinin
serumunun dondrden alinan hiicrelerle inkiibe edilmesiyle gergeklestirilir.

Crossmatch pozitif ise, donore kars1 antikor gelistigi anlamina gelir (1,2).

Nakil sonrast donemde bobrek fonksiyonunun yakindan izlenmesi, reddin
erken belirtilerinin fark edilmesini, ilaglarin dozunun ayarlanmasini ve bagisikligin
baskilanmasima yonelik etkilerin ortadan kaldirilmasini saglayabilir. Viicut, hastaliga
sebep olan bakteri ve viriislere kars1 savunma gerceklestirdigi gibi, nakledilen organi
da "kendinden olmayan" seklinde taniy1p organa karsi savunmaya gegebilir. Organin
reddedilmesi, nakilde beklenen bir yan etkidir. Cogu reddetme, nakilden alt1 ay sonra
gerceklesir, ancak herhangi bir zamanda, hatta yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Onceden
miidahale ile cogu vakada reddin dniine gegilebilir. Immiinsupresif ajanlar olarak da

bilinen anti-rejeksiyon ilaglari, reddin onlenmesine ve tedavisine yardimci olurlar

).

2.2. Okaryot Gen Ifadesinin Diizenlenmesi

Bakterilerden insanlara kadar olan tiim hiicrelerde, genetik bilgiler molekiiler
biyolojinin santral dogmasi1 olarak isimlendirilen temel prensip ile ifade edilir.
Santral dogma evrensel kabul edilmesine ragmen, bilginin DNA'dan proteine

gecisinde organizmalar arasinda 6nemli farkliliklar vardir (3).

Gen ekspresyonu, tim organizmalarda genotip-fenotip  iligskisinin
diizenlenmesini saglar (1). Gen ekspresyonunun kontrolii dkaryotlarda bakterilere
gore ¢ok daha karmasiktir. Fakat ayni temel prensipler gegerlidir. Genetik kodlama
seker ve fosfat gruplar1 ve Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C) bazlariyla
olusturduklar1 niikleotid dizilerinden olugmaktadir. DNA baz dizisi genlerin
fonksiyonunu belirler. DNA dizisinde bir degisim gen fonksiyonunu etkileyebilir (4).
Transkripsiyon ve translasyon, hiicrelerin genlerindeki genetik talimatlar1 ifade
etmeyi saglayan araclardir. Okaryotik hiicrelerdeki RNA transkriptleri, ¢ekirdekten

¢ikip proteine ¢evrimine kadar ¢ekirdek i¢inde bir dizi isleme maruz kalmaktadir (5).

Okaryotik genlerin ifadesi transkripsiyonun baslangi¢ seviyesinde kontrol

edilir, baz1 durumlarda transkripsiyon sonraki adimlarda tekrar diizenlenebilir.



Bakterilerde oldugu gibi, dkaryotik hiicrelerde de transkripsiyon, spesifik regiilator
dizilere baglanan ve RNA polimerazin aktivitesini modiile eden proteinler tarafindan
kontrol edilir. Cok hiicreli organizmalarin bir¢ok farklilagmis hiicre tiplerinde gen
ekspresyonunu diizenlemesi farkli transkripsiyonel diizenleyici proteinlerin ortak
eylemleri ile gergeklestirilir. Ayn1 genden bir¢ok 6zdes RNA kopyasi yapilabilir, her
bir RNA molekiilii, birgok 6zdes protein molekiiliiniin sentezini yOdnlendirebilir,
hiicreler gerektiginde bir genden ¢ok miktarda proteini sentezleyebilir. Ayrica,
DNA'nin kromatin i¢inde paketlenmesi ve epigenetik modifikasyonlar dkaryotik gen

ifadesinin kontroliiniin daha kompleks olmasina neden olmaktadir (3,5).

RNA polimeraz transkripsiyonu baglatmak icin transkripsiyon faktorlerine
ihtiya¢ duyar. Tiim genler i¢in bazi1 genel transkripsiyon faktorleri gereklidir. Bazilar1
TATA kutusu (baslangig bolgesinin giris bolgesinde, =25 baz c¢ifti olan yiiksek
oranda korunan bir dizi (5)) gibi belirli DNA dizilerine baglanir. Digerleri, RNA
polimeraz II gibi proteinlere baglanir. Bu genel transkripsiyon faktorleri genellikle
yiliksek oranlarda transkripsiyon iiretmez ve bu nedenle, aktivator veya baskilayici

olarak adlandirilan gene 6zgii transkripsiyon faktorleri de gereklidir (6).

Sekil 1: Okaryotik gen regiilasyonu (7).



Transkripsiyon, DNA ¢ift sarmalmin kiiciik bir kisminin a¢ilmast ile baglar ve
DNA dizisi ilizerindeki bazlar agiga ¢ikar. DNA ¢ift sarmalinin iki seridinden biri,
RNA molekiiliiniin sentezi i¢in bir sablon islevi goriir. DNA replikasyonunda oldugu
gibi, RNA zincirinin niikleotid dizisi, gelen niikleotidler ve DNA arasindaki
tamamlayici baz eslestirmesi ile belirlenir. Adenin ile urasil, timin ile adenin, guanin
ile sitozin ve sitozin ile guanin eslesmesi ile meydana gelen riboniikleotid, enzimatik
olarak katalize edilen reaksiyonla RNA zincirini olusturmaya baglar. Transkripsiyon
ile tiretilen RNA zincirine transkript denir. Bu transkript kalip olarak kullanilan DNA

dizisini tam olarak tamamlayici olan bir niikleotid dizisine sahiptir (8).

RNA iplik¢igi, DNA kalip zincirine hidrojen bag ile bagl kalmaz.
Riboniikleotidlerin eklendigi bolgenin hemen ardindan, RNA zinciri yer degistirir ve
DNA sarmali yeniden olusur. Boylece, transkripsiyon ile iiretilen RNA molekiilleri,
DNA sablonundan tek iplikcikler halinde salinir. RNA molekiilleri DNA'nin belirli
bir bolgesinden kopyalandiklar1 igin DNA molekiillerinden daha kisadir. Bir insan
kromozomundaki bir DNA molekiilii 250 milyon niikleotid ¢ifti uzunlugunda
olabilirken RNA, birkag bin niikleotid uzunlugundadir (5).

Okaryotlar transkripsiyon icin ii¢ farkli, RNA polimeraz kullanirlar (I, II ve
II1). Her biri farkli bir alt grubunu transkripte eder. Okaryotik mRNA'lar genellikle
monosistroniktir, yani her biri sadece bir polipeptidi kodlar. RNA molekiilleri,
cekirdekten sitoplazmaya transfer edildikleri ve bir proteine c¢evrildikleri siire
boyunca bozunmadan korunmak i¢in birka¢ islem adimindan ge¢melidirler. Birincil
transkript (ayn1 zamanda pre-mRNA olarak da adlandirilir), islenip ¢ekirdegin disina

aktarilirken bozulmasini 6nlemek i¢cin RNA stabilize edici proteinlerle kaplanir (9).

[Ik islem tiirii, birincil transkript hala sentezlenirken baslar. Biiyiime;
transkripsiyonunun 5’ ucuna 5’ kapak adi verilen 6zel bir 7-metilguanosin niikleotidi
eklenir. Ayrica protein sentezinde yer alan faktorler, ribozomlar tarafindan
translasyonun baslatilmasina yardimci olan kapagi tanir. Uzama tamamlandiktan
sonra, baska bir isleme enzimi daha sonra 3" ucuna, poli-A kuyrugu denilen yaklagik
200 adenin niikleotid dizisi ekler. Bu modifikasyon, mRNA'nin bozulmasini korur ve

transkriptin sitoplazmaya aktarilmasi gereken hiicresel faktorlere sinyal verir.



Polipeptitleri kodlayan okaryotik genler, ekzon ve intronlar olarak adlandirilan
dizilerinden olusur. Intronlara karsilik gelen transkribe RNA dizileri, islevsel
polipeptidin bdlgelerini kodlamaz ve islem sirasinda pre-mRNA'dan ¢ikarilir. Tiim
intron dizilerinin protein sentezi dncesi bir pre-mRNA'dan tamamen ve kesin olarak
uzaklastirilmasi dnemlidir. Boylece ekzonla kodlanmis RN A sekanslari, fonksiyonel
bir polipeptidi kodlamak icin uygun sekilde bir araya getirilir. Bir polipeptidi
kodlayan mRNA, translasyon i¢in sitoplazmaya hedeflenen ¢ekirdegin disina tasinir

().

Translasyon dort asamaya ayrilabilir; baslangig, uzama, sonlanma ve geri
dongii. Baslangi¢ asamasinda, ribozom, peptidil (P) bolgesinde bagli bir metionil
baslatict tRNA ile mRNA'da baslatma kodonuna baglanir. Uzama asamasinda,
aminoagil tRNA'lari, kod ¢ozmenin gerceklestigi alic1 (A) bolgesine girer. Eger
dogru tRNA ise, ribozom bir peptit baginin olusumunu katalize eder. tRNA'lar ve
mRNA, kodon A bolgesine tasinacak sekilde yer degistirildikten sonra, islem
tekrarlanir. Sonlanma asamasi ise bir durdurma kodonuna rastlandiginda ve
tamamlanmis peptid, ribozomdan serbest birakildiginda gerceklesir. Son asama olan
geri dongiide, ribozomal alt birimler ayristirilir, mRNA ve deasile tRNA serbest
birakilir. Bagka bir dongii i¢in baslangi¢ asamasi tekrar kurulur (10).

2.3. Biiyiik Histokompatibilite Kompleksi (MHC) - T ve B Hiicreleri

Biiylik histokompatibilite kompleksi (Major histocompatibility complex-
MHC) bagisiklik sistemine antijen sunan glikoproteinleri kodlayan sistemdir. MHC
smif 1 antijenleri hemen hemen tiim c¢ekirdekli hiicrelerde bulunurken, smif II
antijenleri hiicreler tarafindan secici olarak eksprese edilir. Organ reddinin ilk

asamasi1 T hiicreleri tarafindan alloantijenin taninmasidir (11, 12).

T lenfositi olarak da adlandirilan T hiicresi, bagisiklik sisteminin 6nemli bir
pargast olan 16kosit tipidir. T hiicreleri, B hiicresi ile birlikte viicuttaki antijenlere
(yabanci maddeler) kars1 bagisiklik cevabinm 6zgiilliigiinii belirler. B lenfositleri,
B hiicre reseptoriiniin yabanci antijenlere karsi yiliksek afinitesi nedeniyle organ
reddinde dnemli bir rol oynar. Tamamlayic1 bir epitop ile etkilesime girdikten sonra

B hiicresi, onun ayni kokenli T hiicresi ile iletisim kurar. Direk sinyal ve T hiicre



sitokin iretimi, B hiicrelerinin plazma hiicrelerine ve hafiza hiicrelerine

olgunlagmasini, aktivasyonunu ve farklilasmasmi uyarir (13).

2.3.1. CD4+ T Hiicreleri

Bagisiklik sisteminin baslica islevleri, yabanci antijenlerin yok edilmesi,
immiinolojik bellek olusturulmasi ve antijenlere karst kendisine tolerans
gelistirilmesidir. Hiicresel bagisikliga aracilik eden T-lenfositleri, hiimoral bagigiklig1
yonlendiren B lenfositleri ile birlikte, adaptif immiinite saglar. Dogal bagisiklik
sistemi ile yakin igbirligi igerisinde c¢alisir. B lenfositleri kemik iliginde

kendiliginden olgunlasirken, T-lenfositleri timusta olgunlasir (14).

CD4+ T hiicreleri CD8+ T hiicreleri ile birlikte T-lenfositlerin ¢ogunu
olusturur. Aktive olduktan ve farkli efektor alt tiplerine ayrildiktan sonra CD4+ T
hiicreleri, spesifik sitokinlerin salgilanmasi yoluyla bagisiklik cevabinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Devam eden g¢alismalar, klasik T-
yardimc1 1 (Thl) ve T-yardime1 2 (Th2) hiicrelerinin yani sira CD4+ hiicrelerinin
yeni alt gruplarin1 tanimlamaktadir. Bunlar, T-yardimci 17 (Thl7), follikiiler
yardimce1 T hiicresi (Tth), uyarilmis T diizenleyici hiicreler (iTreg) ve diizenleyici tip
1 hiicreleri (Trl) ve potansiyel olarak farkli T yardimc1 9 (Th9) hiicrelerdir. Spesifik
sitokin  sinyalizasyonu, transkripsiyon faktorlerinin etkileri ve epigenetik

modifikasyonlar farkli soylarm olusumuna katki saglamaktadir (15).

2.4. Sitokin

Sitokinler, diisiik molekiiler agirliklara sahip kiiclik, yapisal olmayan
proteinlerdir. inflamasyon ve bagisiklik iizerinde karmasik bir diizenleyici etkiye
sahiptirler. Sitokinler bagisiklik sistemindeki hiicreler arasi habercilerdir. Bunlar
sadece c¢ok cesitli hiicre tipleri tarafindan tretilir. Ayrica birgok farkli hiicre tipi ve
dokusunda da etki gosterirler. Sitokinler ayni hedef hiicre lizerinde bircok etkiye
sahiptir. Bir sitokin diger sitokinlerin sentezini ve fonksiyonlarini indiikleyebilir veya
inhibe edebilir. Hedef hiicrelerin hiicre yiizeyinde spesifik reseptorlere baglandiktan

sonra, sitokinler etkilerini hedef hiicre iizerinde gosterir (16).



2.4.1. Interlokin 2 (IL-2)

Interlokin-2 (I1L-2), 133 amino asit kalintili tek bir polipeptit zinciri olan bir
yapidir ve esas olarak bagisiklik diizenleyici hiicreler olan T hiicreleri tarafindan
iretilir. Yardimer T hiicresi CD28 kullanilarak bir antijen sunan hiicreye (APC)
baglandiginda, CD4+ hiicreleri IL-2 iiretir. CD28 molekiilii, aktif antijen sunan
hiicreler lizerinde eksprese edilen CD80/CD86 ligandlarina baglanan bir molekiildiir
(16,17). IL-2, yiiksek afiniteli IL-2 reseptorlerine sahip olan herhangi bir hiicrenin
proliferasyonunu ve farklilasmasin1 saglar. T hiicrelerinin aktivasyonu ig¢in
gereklidir. CD4+ veya CD8+ alt kiimelerine ait olan T lenfositler (uyarilmamus),
yiiksek afiniteli IL-2 reseptoriine sahiptir. Spesifik antijen ile uyarilmasmin ardindan,
sayilarinda onemli bir artis olmaktadir. IL-2, T lenfositlerin baslica biiyiime
faktoriidiir. IL-2'nin yardimc1 T (Th) hiicreleri iizerindeki spesifik reseptorlerine
baglanmasi, bu hiicrelerin ¢ogalmasini ve bu hiicrelerden bir dizi sitokin salinmasini

uyarir. Antiviral yanitlarda 6nemli olan CD8+ sitolitik T hiicrelerinin {iretimi i¢in IL-
2 gereklidir (16).
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Sekil 2: Sitokin eskpresyonu ve hiicrelere etkisi (18).



2.4.1.1. IL-2 Reseptor Sinyal Yolaklari

IL-2 reseptorii, farkli afinitelerde farkli alt birim zincirlerine sahiptir; alfa,
beta ve gamma zincirleri. Monomerik IL-2R-alfa diisiik afiniteye, dimerik 1L-2-beta-
gamma orta afiniteye, trimerik IL-2R-alfa-beta-gamma yiiksek afiniteye sahiptir.
Alfa zinciri naif T hiicrelerinde ifade edilmez sadece aktif T hiicrelerinde ifade edilir.
Ayrica TAC (T hiicre aktivasyonu) reseptOrii olarak da adlandirilir. Beta ve gamma
IL-2 reseptorleri aracili sinyal transdiiksiyonu i¢in gerekli zincirlerdir. Diistik afiniteli
ve ylksek afiniteli IL-2 reseptorleri aktif CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde ve aktif B
hiicrelerinde az sayida eksprese edilir. Ara-afiniteli IL-2 reseptorleri, NK
hiicrelerinde ve naif T hiicreleri lizerinde az sayida ifade edilir. IL-2, yiiksek afiniteli
reseptorlere baglandiginda, reseptor aracili endositozu takiben iceriye alinir. Yiiksek

afiniteli baglanma sonrasinda, fosfoinositol dongiisii uyarilir (16).

Bagisiklik sistemindeki lenfosit popiilasyonlari, hiicresel proliferasyon,
hiicresel sagkalim ve programlanmis hiicre 6liimii arasinda iyi organize edilmis bir
denge ile korunur. Sitokinlerin temel islevlerinden biri, bu siiregleri koordine
etmektir. Bu sitokinlerin aracilik ettigi molekiiler sinyal yollarmin ayrintilar1 tam
olarak ac¢iklanmamistir. IL-2 sitokin ailesinde, lenfositlerin sagkalimi ve
proliferasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilen ii¢ ana sinyal yolu vardir; Jak/STAT,

MAPK (mitojen aktif protein kinaz1) ve PI3K (fosfatidilinositol 3-kinaz) yolu (19).

IL-2 sitokin ailesi varliginda; reseptdr alt birimlerinin oligomerizasyonu,
Janus kinazlar olarak adlandirilan bir protein tirozin kinaz sinifinin aktivasyonu ile
gerceklesir. Dort farkli Jak tanimlanmistir; Jak1, Jak2, Jak3 ve Tyk2. Jakl, Jak3 ve
Tyk2 yaygin olarak ifade edilir ve bircok farkli sitokin reseptorii tarafindan
kullanilir. Aktivasyondan sonra Jak, sitoplazmik tirozin fosforilasyonunu indiikler.
STAT (sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii) proteinleri daha sonra SH2
domainleri araciligiyla reseptore alinirlar, daha sonra Jak tarafindan tirozin lizerinde

fosforile edilirler (19).



IL-4 ve IL-2, Th2 farklilagsmasi i¢cin dnemlidir. Th2 hiicre farklilagmasi, IL-2,
IL-6 ve IL-21 de dahil olmak iizere gesitli sitokinlerin asagi yonde aktive edilen
birkag transkripsiyonel faktoriinii igerir. Ornegin STATS, Th2 soylarinda 6nemli bir
role sahiptir. IL-2 tarafindan kolaylikla aktive edilir (20, 21).

IL-2, CD8+ T hiicrelerinin proliferasyonunu tesvik eder (22, 23). T hiicresi
biiyiime faktorii roli disinda IL-2, antijen hazirlandiktan sonra CD8+ bellek
hiicrelerinin gelisimini tesvik ederek saglam bir sekonder bagisiklik tepkisi saglar

(24).

Dogal Treg (timus tiirevi) hiicreleri aktivasyon i¢in IL-2'ye ihtiya¢ duyar.
Asag1 yonde IL-2 sinyal iletimi, STATS'in aktivasyonunu saglar ve naif hiicrelerde
FoxP3'in sentezlenmesini arttirir, dolayisiyla giiclii bir bagisiklik kazanilmasmi

saglar (25).
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Sekil 3: IL-2 sitokin Jak/STAT sinyal yolagi (26).

IL-2; CD4+, CD25+, dogal olarak olusan diizenleyici T hiicresi (Treg)
homeostaz1 ve aktivasyonu ic¢in Onemlidir. IL-2'nin reseptdriine baglanmasi

STATYS'in fosforilasyonuna yol agar ve fosforile STATS'in FoxP3 promotoriine
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baglanmasi, FoxP3 transkripsiyonunu arttirir. Treg’ler de yliksek FoxP3 protein
seviyelerine neden olur. Aktif Treg’ler de goriilen kuvvetli baskilayici fonksiyon i¢in
yiksek FoxP3 seviyeleri ile transkripsiyonel diizenlemenin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Transkripsiyon faktorii FoxP3, Treg'leri CD4+ Th hiicrelerinden
ayiran bir marker olarak tarif edilmistir. Treg'lerin IL-2 ile stimiile edilmesi,
STATS'in fosforilasyon ve aktivasyonuna neden olur ve dolayisiyla FoxP3
promotoruna baglanir, boylece FoxP3 ekspresyonunda artig olur. Artmis FoxP3
seviyeleri tarafindan indiiklenen transkripsiyonel diizenlemenin, naif Treg'lerdeki

giiclii, baskilayici aktiviteyi indiikledigi goriilmistiir (25).

Mitojen aktif protein kinaz (MAPK), biiyiik bir serin/treonin kinaz ailesine ait
olan, hiicre yiizeyinden ¢ekirdege giden ana enflamatuar sinyal yollarin1 olusturur.
Hiicre dis1 sinyal-diizenleyen protein kinaz 1/2 (ERK1/2) sinyalleme modiili,
biiylime, proliferasyon ve sagkalim dahil olmak iizere bir dizi hiicresel olaya araci
olmasiyla karakterize edilen ilk MAP kinaz kaskadidir. Hem ERK hem de MAPK
yollar1 IL-2 tarafindan aktive edilir. Aktive edildikten sonra MAPK ’ler, hiicresel
fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in transkripsiyon faktorlerini ve kinazlar dahil diger

proteinleri fosforile eder (19, 27, 28).

IL-2 sitokin ailesi tarafindan aktive edilen ii¢lincii ve en iyi karakterize
edilmis sinyal bir lipit ve serin/treonin kinaz ailesine ait olan fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K)’dir. Antijenler, uyarici molekiiller, sitokinler ve kemokinler PI3K'lar1
plazma zarma yerlestirebilir. Boylece, PI3K, inositol halkanin 3-pozisyonundaki

fosfoinositidleri fosforile eder. Hiicre i¢i sinyalizasyon icin Onemli ikinci

habercilerdir (19).

2.5. IL-2 Sitokini ve Organ Nakli iliskisi

Sitokinlerin transplantasyon toleransi ig¢in doniisiimlii olarak 6nemli oldugu
konusunda goriisler bulunmaktadir. Sitokinler, allospesifik immiin yanitin tiretilmesi
sirasinda  kritik noktalar1 diizenleyerek hem transplant toleransinda hem de
reddedilmesinde 6nemli bir rol oynar. IL-12 ve 1L-15 gibi proinflamatuar sitokinler,

T hiicre farklilagmasini veya gogalmasini yonlendirerek, hayatta kalma ve bellek
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gelisimini destekleyerek organ reddini desteklemektedir. IL-2 ise, tolerojenik olabi

lir

(Treg homeostazisini diizenler) veya reddedilmeyi (efektor T hiicresi ¢ogalmasi ve

sagkalimi) destekleyebilir. IL-2'nin pleiotropik etkileri, zamansal ve icerige bagl

olarak goriilmektedir (29).
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Sekil 4: IL-2 ekspresyonu ve organ nakli iligkisi (29).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Mart 2017-Haziran 2017 tarihleri arasindaki siiregte, tez Onerisi ve etik kurul
basvurular1 yapildi. Kabul alindiktan sonra, BAP proje basvurusu tamamlandi.
Deneysel calismalar, Haziran 2017-Temmuz 2018 tarihleri arasinda Tepecik Egitim
ve Arastirma Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvari ve Izmir Katip Celebi

Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlarinda yapildu.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma evreni; Uluslararast Calisma Grubu Tam Kriterlerine gére Kronik
Bobrek Yetmezligi (KBY) Hastalig1 tanis1 konulmus, Izmir Bozyaka Egitim
Arastirma Hastanesi Organ Nakli birimince bobrek nakline karar verilen (+18 yas)

21 hastadan olusmaktadr.
3.4. Cahisma Materyali

Calismamizda, 21 hastanin nakil 6ncesinde ve nakil sonrasi 6. ayda alinan

periferik kani kullanildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Aragtirmanimn bagimli degiskenleri; CD4+ T hiicre saflig1, izole edilen

RNA’larin saflig1 ve kalitesi, ekspresyon degisimleridir.

Aragtrmanm bagimsiz degiskenleri; hastalarmm ve dondrlerin demografik
ozellikleri, alloimmiinizasyonlari, klinik veri diizeyleri, hastalara uygulanan

tedavilerdir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 1: Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Lot No: 5170411423

Fosfat tuz tamponu (PBS) Lot TMB119 s Sal;[lrllzn?::fr)llg neRET
Fikol E(i)?cr‘o(::l CP16-1370 Lenfosit izolasyonu

BSA stok soliisyonu t/loitltlslr:)):/isbli?(t)ez(;l 489 CD4+ T hiicre ayrimlama
Durulama soliisyonu Miltenyi biotec CD4+ T hiicre ayrimlama

CDA4+ FITC antikor

Miltenyi biotec
Lot No: 5170926388

Akim sitometrisi

CD45+ Percp

BD bioscience
Catalog N0:347464

Akim sitometrisi

Etil alkol (%70)

Merck
Index No: 603-002-00-5

RNA izolasyonu

50 mI’lik polipropilen tiip

HTL

Lenfosit izolasyonu

15 ml’lik polipropilen tiip HTL Lenfosit izolasyonu

L . Falcon . .
5 ml polistiren yuvarlak tiip Ref 352052 Akim sitometrisi
1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipleri HTL Genel kullanim

Miltenyi biotec

LS ayrimlama kolonu Lot No: 5170712003 CD4+ T hiicre ayrimlama
. Miltenyi biotec .

CD4+ mikro boncuk Lot No: 51708100098 CDA4+ T hiicre ayrimlama

PCR tiipii gﬁgﬁ 'r]160026 436 cDNA sentezi

Buz blogu Qiagen cDNA sentezi

Pastor pipet Qiagen Lenfosit izolasyonu

Izolasyon kiti

Kit icerigi (Tampon RLT, Yikama
tamponu RPE, RNAaz icermeyen
su, RNeasy mini spin kolon,
Yikama tamponu RW1, Toplama
tiipleri, gDNA eliminasyon mini
spin kolon

RNeasy Plus Mini Kit
Lot No: 154048034

RNA izolasyonu

Sentez kiti
Kit igerigi (Buffer GE2,
BC5 Reverse Transkriptaz)

RT? HT First Strand Kit
(96)
Lot No: 75701236

cDNA sentezi
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Tablo 2: Calismada kullanilan cihazlar.

Santrifiij Hettich zentrifugen tgg:gs:;riﬁgizlsz:nu,CDM T
Santrifiij Hermle Lenfosit izolasyonu
Mikrosantrifiij Hermle RNA izolasyonu

MACS quadro cihazi Miltenyi biotec CD4+ T hiicre ayrimlama
Rotor gene g ATQ-Qiagen Ekspresyon analizi

Facs flow Facs Akim sitometrisi

Thermal cycler Sensoquest cDNA sentezi

Vorteks Biosan CD4+ T hiicre ayrimlama
Nanodrop Thermo Nanodrop2000 RNA izolasyonu

3.6.2. Deneysel Calismalar

Bobrek hastalarinda nakil 6ncesi ve sonrasinda IL-2 gen ifade degisimlerinin

incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismamizin akis semas1 asagida Sekil 5’te

verilmistir.
NAKIL KARARI VERILNI VACS YONTEMI e
? IZOLASYONU
HASTA KANLARININ ALINMASI AYRILMASI

ISTATISTIKSEL REAL TIME PCR TOTAL RNA AKIM SITOMETRI
ANALIZ - ANALIZi - iZOLASYONU - ANALIZI

Sekil 5: Calisma akis semasi.
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3.6.2.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

Periferik kandan lenfosit izolasyonunu ger¢eklestirmek icin hastalardan 40 ml

kan alindi.

Yontem

1) 40 ml kan 1:1 oraninda PBS ile seyreltildi.

2) Faz ayrimlamasinin yapilmasi i¢in 8 adet 15 ml’lik tiiplere 5 ml fikol konuldu.

3) Seyreltilmis 10 ml kan 6rnekleri fikollerin iizerine yavas bir sekilde ytiklendi.

4) Yiiklemeleri tamamlanan tiiplerin agizlar1 kapatilarak 2500 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi.

5) Santrifiij sonunda fazlarna ayrildigi goriilen tiipten 2/3 oraninda kan serumu kismi
atildi. Yaklasik 2 ml civarinda olusan bulut (buffy coat) kismi1 dikkatli bir sekilde 15
ml’lik bos polipropilen tiipe aktarildi.

6) Toplanan bulut kismi lenfosit harici hiicrelerin uzaklastirilmasi igin yikandi.
Yikamada toplanan bulut tabakasi {izerine tiip tamamen dolacak kadar PBS eklendi.
1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. S1v1 kisim atildi. Hiicre pelleti elde edildi.

7) Gerekli durumlarda 1200 rpm’de bir yikama daha yapildi. Uzerine 5 ml PBS

eklenerek manyetik hiicre ayrimlamaya gegildi.
3.6.2.2. Hiicre Sayim

Elde edilen lenfositlerin yogunlugunu belirlemek i¢in Thoma laminda hiicre
saymmi yapildi. Sayim islemleri i¢in lenfosit izolasyonundan sonra homojen hale
getirilen hiicre siispansiyonundan 10 pl alindi. Thoma lamu ile iizerine yerlestirilmis
olan lamelin arasindaki oluga pipet ile kenardan sizdirilarak siispansiyonun yayilmasi
saglandi. Mililitredeki hiicre sayisini belirlemek i¢cin asagidaki formiil kullanildi:

Hiicre sayisy/mL = Hiicre sayis1 (tiim lam {izerinde sayilan) x 10*

3.6.2.3. Manyetik Hiicre Ayrnmlama (MACS) Yontemi ile CD4+ T

Hiicrelerinin Ayrimlanmasi

Hastalarin periferik kanindan izole edilen lenfosit hiicrelerinden, manyetik
hiicre ayrimlama yontemi (MACS) kullanilarak antijenik yiizey 6zelliklerine gore

ayrimlama yapilmstur.
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Yontem

1) Lenfosit i¢eren hiicre siispansiyonu, 300g’de 10 dk santrifiij edildi, sonrasinda
slipernatant atild.

2) Hiicre sayisi Thoma Lami kullanilarak belirlendi.

3) 1/20 oraninda BSA stok solusyonu ve durulama soliisyonu karistirilarak yikama
soliisyonu elde edildi.

4) 107 hiicre/ml iceren hiicre pelleti 80 ul yikama soliisyonu eklendi.

5) CD4+ mikro boncuklar, yapigsmasini onlemek i¢in vortekslendi. 30 ul CD4+
mikro boncuklar hiicre siispansiyonu iizerine eklendi. Karisim pipetajlanarak
homojenizasyonu saglandi.

6) 15 dakika +4°C’de inkiibe edildi.

7) Inkiibasyondan sonra 2 ml yikama soliisyonu eklenerek 300g’de10 dakika

santriftij edildi.

7) Stipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi ve
karistirildi.

8) LS kolonundan yikama i¢in 3 ml yikama soliisyonu geg¢irildi. 500 ul’lik hiicre
stispansiyonu kolona uygulandi.

9) Hiicrelerin LS kolondan akis1 3 defa 3 ml yikama soliisyonu konularak saglandi.
10) Kolona 5 ml yikama soliisyonu eklenerek steril bir tiipe hizlica enjekte edildi.
Boylece CD4+ hiicreleri toplandi.

11) Hiicre sayis1 tekrar Thoma Lamu ile hesaplanda.

12) Toplama kabindaki CD4+ hiicrelerini igeren siispansiyon 1800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant atild1.

13) Tiipiin tizerine 1 ml’ye kadar PBS eklendi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atild1.

14) Pelletin tizerine 650 pL PBS eklendi, siispanse edildi. Bu siispansiyondan 200 pl,
RNA izolasyonunda kullanilmak {izere ayrildi. 50 pl hiicre siispansiyonu CD4+
manyetik ayrimlamanin dogrulugunun kontrolii i¢in akim sitometrisi analizine

ayrildi
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3.6.2.4. Akim Sitometrisi Analizi

Ayrimlanan CD4+ T hiicrelerinin safligini kontrol etmek i¢in hiicrelere akim

sitometrisi analizleri yapildi.
Yontem

1) Manyetik ayrimlamadan sonra 50 pl’lik hiicre siispansiyonu 5 ml’lik tiipe
aktarildi.

2) Hiicre silispansiyonu iizerine 5 pl CD45+ percp, 5 ul CD4+ FITC antikor boyalar1
eklendi.

3 Vortekslenerek karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi.

4) Inkiibasyondan sonra tiipe, 1000 pl PBS eklenerek 1900 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi. Uzerindeki s1v1 bosaltildu.

5 Pellet tizerine 500 ul PBS eklenerek akim sitometrisi cihazinda okutuldu.

6) Cihazda okutulan 6rnek, analizi yapilarak yorumlandh.
3.6.2.5. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, ayrimlanan CD4+ T hiicrelerinden yapildi. Bu izolasyon
icin Qiagen izolasyon kiti (RNeasy Plus Mini Kit Lot No: 154048034) kullanild:.

Yontem, tiretici firmanin 6nerdigi sekilde uygulanda.

Yontem

1) 200 pl CD4+ hiicre siispansiyonu 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atild1.

2) Pellet tizerine 350 pul tampon RLT eklendi. 30 sn boyunca vortekslendi.

3) Bu lizat gDNA eliminasyon spin kolona aktarildi ve 30 sn 8000 g’de santrifiij
edildi.

4) Santriflij sonunda altta kalan siviya 350 ul %70’lik etanol eklenerek pipetle
karistirildi.

5) 700 pl olan sivi “RNAeasy spin” kolona aktarildi. 15 sn 8000 g’de santrifiij edildi.
Siv1 kisim uzaklastirildi.

6) 700 pul tampon RW 1 eklenerek 15 sn 8000 g’de santrifiij edildi, sivi kisim atild1.
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7) 500 ul tampon RPE eklenerek 15 sn 8000 g de santrifiij edildi, sivi kisim atildi.

8) 500 ul tampon RPE eklenerek, 2 dk 8000 g de santrifiij edildi, sivi kisim atild.
Tekrar 14000 g de 1 dk santrifiij edildi.

9) Filtreli kisim 1,5 ml ependorfa konularak 50 pl RNAaz igermeyen su eklendi. 1 dk
8000 g de santrifiij edildi.

10) Alttaki sivi RNA igeren kisimdir. Nanodropta konsantrasyonu ve safligi 6l¢iildii.
Bir sonraki ¢aligmaya kadar -80 °C’de sakland.

3.6.2.6. RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA dan 1,5 pl alinarak nanodrop cihazinda 260-280 nm’de
absorbanslar1 0Olgiildii. RNA saflik dereceleri kontrol edildi. RNA’nin saflik
derecesinin 1,8-2,0 arasinda olmasina dikkat edildi.

3.6.2.7. Komplementer cDNA Eldesi

Izole edilen RNA’lar cDNA sentezinde kalip olarak kullanildi. cDNA sentezi

iiretici firmanim 6nerdigi sekilde uygulanda.
Yontem

1) Her bir RNA 6rnegi i¢in ayr1 bir Genomik DNA Eliminasyon karigimi hazirlandi.

Tablo 3: cDNA reaksiyon igerigi.

Total RNA 8 ul

Tampon GE2 (gDNA eliminasyon tamponu) 6 ul

Toplam Hacim 14 pl

2) 5 dakika 37 °C'de inkiibe edildi ve hemen 1 dakika buz tizerinde bekletildi.
3) Her bir 14 pl genomik DNA'ya 6 ul BCS5 ters transkriptaz karigimi eklendi.
Eliminasyon Karigiminin son hacmi 20 pl oldu.

4) Termal 1s1 dongiileyicide Tablo 4’te gosterilen reaksiyon kullanildi.
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Tablo 4: cDNA doniisiim reaksiyon 1s1 profili.

5) Bitirilen reaksiyon RT-PCR ig¢in kullanima hazir olana kadar -20 °C'de saklandu.
3.6.2.8. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Elde edilen ¢cDNA’lar kalip olarak kullanilarak 6nciil primerler araciligi ile
PCR reaksiyonu kuruldu. Caligilacak sitokin gen i¢in uygun primer dizaym firma
tarafindan yapildi (UniGene no:Hs.89679, Refseq Accession No: NM 000586.3).
Kontrol olarak B-Aktin genine 6zgiil primerler (Refseq Accession No: NM_001101)
kullanildi. Ger¢ek zamanli PCR, RT? SYBR® Green Mastermix kiti (Lot No:
7600546), Rotor-Gene Q dongiileyici cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Yontem

1. cDNA’lar 91 pl niikleaz icermeyen su ile seyreltildi.

2. Kapiler tiip icerisinde Tablo 5’te verilen reaksiyon karigimi hazirlandi.
3.PCR tiipleri cihaza yerlestirildi ve Tablo 6’da verilen program kullanilarak
reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 5: RT-PCR reaksiyon igerigi.

RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul

cDNA 5l

RT? qPCR Primer Assay (10 uM stok) 1wl

RNaz icermeyen su 6,5 ul

Toplam hacim 25l
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Tablo 6: RT-PCR igin 1s1 profili.

4. Florasan 6lgiim sonunda verilerin analizi gergeklestirildi. Analizler Qiagen

GeneGlobe Veri Analiz Merkezi web kaynagi lizerinden yapildi.

3.7.Arastirma Plam Ve Takvimi

Tablo 7: Arastirma zaman gizelgesi.
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3.8. istatiksel Analiz

IL-2 sitokin ~ genine ait ekspresyon  degerleri  Qiagen’in

https://www.giagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/rt2-primer-assay-data-analysis-center/?instrument=R web sitesi ile, hastalarin
Klinik verileri ise IBM SPSS Statistics 22.0.0.0 programu kullanilarak analiz edildi.

Verilere uygun test olarak Ki-Kare ile degerlendirmeler yapildi.
3.9. Arastirmanin Simirhhklar:

Aragtirmamizda mRNA diizeyinde ekspresyonu incelenen IL-2 geninin ayni
kosullar altinda protein diizeyindeki olas1 de§isimleri proje biit¢esinin sinirli olmasi

nedeniyle incelenememistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiza dahil edilen 21 hastanin nakil 6ncesinde ve nakil sonrasi 6.ayda
kan &rnekleri Izmir Katip Celebi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

08.06.2016 tarihli ve 55 karar numarasi izni ile alinmistir (Ek1).
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4 BULGULAR

4.1. Cahsmada yer alan hastalarin demografik bilgileri

Calismamizda yer alan hastalarin ve donorlerin demografik bilgileri Tablo

&’de verildi.

Tablo 8: Hastalarin ve dondrlerin demografik bilgileri.

Hasta Hasta Hasta Donor Donor Donor . Eski
No Cinsiyeti Yasi Tipi Cinsiyeti Yasi D Ly Geballs Transplantasyon
1A/1B, ) _
1 Erkek 30 Canli Erkek 58 1DR,1DQB1.1DQA
1A,1B,
2 Erkek 25 Canli Erkek 29 2DR - -
1A, -
3 Kadin 51l Kadavra Erkek 57 1DR 1dogum -
4 Kadin 37 Kadavra Erkek 57 1DR (0] -
1A,1B, 2 dogum )
5) Kadin 52 Kadavra Erkek 64 DR 1 kiirtaj
1A1B, i i
6 Erkek 55 Canli Kadin 54 1DR,1DQB1,1DQA
1B,
7 Erkek 49 Canli Kadin 29 1DQB.1DOA
1A,1B, ) )
8 Erkek 65 Canli Erkek 37 1DR,1DQB1.1DQA
9 Erkek 42 Kadavra Erkek 27 1A,2B,2DR -
2A,2B,2C, - )
10 Kadm 41 Canli Erkek 48 2DR.2DQB2DQA 2 dogum
1B,
11 Erkek 51 Kadavra Erkek 58 1DR
1B, -
12 Kadm 40 Kadavra Kadin 58 1DR 3 dogum -
13 Erkek 61 Canl Kadin 33 1DQB,1DQA - -
1A,1B,1C,
14 Erkek 52 Canli Kadin 32 1DR,1DQA 1DQB - -
1A,2B, _ _
15 Erkek 47 Kadavra Erkek 21 1DR
16 Erkek 49 Kadavra Erkek 18 1A, - -
1DR
17 Kadm 52 Kadavra Erkek 25 1DR 2 dogum -
1A,1B,1C, ) )
18 Erkek 21 Canli Kadin 48 1DR 1DQA 1DQB
1A,1B,1C,
19 Erkek 35 Canli Kadin 60 1DR.1DOA1DQB - -
20 Kadm 43 Kadavra Erkek 28 2DR 2 dogum -
21 Erkek 47 Kadavra Erkek 28 1DR - 1999 kadavradan

23



Caliymada yer alan hastalarin cinsiyet dagilimlarina bakildiginda erkek
hastalarin orani1 kadin hastalara gére 2 kat daha fazladir. Kadin hastalarin yas
ortalamas1 45,14 (37-52); erkek hastalarin ise 44,9 (21-65)’dir. Iki grubun yas

ortalamalar1 birbirine yakindir.

Hastalarin %52,4°1i kadavra dondrden nakil olurken %47,6’s1 canli dondrden
nakil olmustur. Canli dondrlerin yas ortalamasi 42,8 iken, kadavra dondrlerin yas

ortalamasi 40,09°dur.

Canli donorden nakil olan hastalarin %50’sinde 6. ayda IL-2 ekspresyon
seviyesinde artig goriiliirken %40’inda azalma goriilmiistiir. Kadavradan nakil olan

hasta grubunun %27,28’sinde artis goriiliirken %72,72’sinde azalma goriilmiistiir.

Hastalara baglangicta benzer rutin immiinsiipresif tedavi uygulanmig
rejeksiyon durumunda doz arttirimina gidilmistir. Hastalarin nakil sonrasi kan
transflizyonu Oykiisii bulunmaktadir. Nakil 6ncesi alman Ornekler i¢in hastalarda

enfeksiyon bulunmamaktadir ve panel reaktif antikor tarama test sonuglar1 negatiftir.

4.2. Hastalarin Laboratuvar Verileri

Hastalarin laboratuvar verilerinin degerlendirilmesi Tablo 9’da gosterildi.

Tablo 9: Hastalarin laboratuvar verilerinin degerlendirilmesi.

Nakil oncesi | Nakil sonras1 | Nakil oncesi Nakil sonrasi
Referans ortalama ortalama min-max min-max
Klinik veri araligi deger deger deger deger
Gr';’g/‘szl 74-106 137,48 111,65 67,00-577,00 | 65,00-332,00
Ui 17-43 114,38 54,25 28,00-242,00 | 23,00-100,00
mg/dl
NG g5 g 7.11 1,97 2,30-10,90 1,03-8,18
mg/dl
LDL
mg/dl 0-100 113,50 143,85 56,00-179,00 87,00-201,00
HDL
40-60 41,35 49,58 26,00-78,00 14,00-86,00
mg/dl
T”g'r']fgjﬁ 0-150 148,75 181,55 43,00-443,00 | 94,00-250,00
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Tablo 9 (Devam): Hastalarin klinik verilerinin degerlendirilmesi.

Nakil oncesi | Nakil sonras1 | Nakil oncesi Nakil sonrasi
Referans ortalama ortalama min-max min-max
Klinik veri arahig deger deger deger deger
AmL'J'j"E 22-80 109,00 62,55 11,00-764,00 | 22,00-93,00
(CK) Kreatinin |,y 133,30 79,45 38,00-457.00 | 9,00-203,00
Kinaz U/L
Total Bilurubin |0 5 1 5 0,71 0,66 0,33-3.98 0,16-125
mg/dl
Total Pro;%r] 6,6-8.3 6,63 6,74 5,40-7,80 3,60-8.10
Albﬁg}g} 3,5-5,2 4,07 415 2.80-4.80 2.00-4,80
(Na) Sodyum
oW | 137146 137,52 13777 | 132,60-144,20 | 132,00-142,30
(K) Potasyum | = 55 o5 4,89 419 4,00-6,10 3,20-4.80
mmol/L
(Ca) Kalsiyum | o 5 166 8,98 9,73 710-10,70 | 8,60-11,00
mg/dL
(P) Fostor 5 ¢ 4 5 4.44 3,32 2 60-7,90 2.45-4.70
mg/dL
e 4-10 9,50 7.95 5,02-17,20 0,62-12,30
mm3
LYM% |  20-40 19,06 19.72 1,10-31,40 | 2,70-51,80
LYM 0,8-4 1,65 1,38 0,14-3.40 0,14-2,80
PTH)
Parathormon 15-88 405,86 140,82 6,50-1250,00 17,90-318,90
pg/mL
Ferritin
oL | 239-336.2 72047 50130 | 20.50-1500,00 | 18,60-1500,00
T L”g?nif 141375433 | 300,10 238,47 148,00-1124,00 | 92,00-671,00
Folat
gL | 31199 7.33 4.86 2.05-20,26 2.77-8.86

Tablo 9’da belirtildigi gibi nakil dncesi referans degerleri aralig1 disinda olan
tire, kreatinin, trigliserid, ferritin, amilaz, fosfor degerleri ortalamasi, nakil sonrasi
referans degerleri aralifinda goriildii. Nakil Oncesi referans araliginda olan HDL,
kalsiyum (Ca) degerlerinde yine referans araligi icerisinde artig goriiliirken, folat,

vitamin B12, parathormon (PTH),potasyum (K), kreatin kinaz (CK) degerlerinde
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azalis goriildii. LDL degeri referans aralig1 disinda kalmaya devam etti ve artig

gosterdi.

4.3.Bobrek hastalarinda nakil o6ncesi-sonras1 IL-2 gen ekspresyon

diizeylerinin belirlenmesi

Bobrek hastalarinda nakil Oncesi-sonrast IL-2 sitokin geninin genetik
degisikliklerinin incelenmesi i¢in gen ekspresyon analizi gerceklestirildi. Kullanilan
yontemler igin incelenen gen dizisi NCBI gen bankasindan alindi (Homo sapiens
chromosome 4, GRCh38.p7 Primary Assembly NCBI Reference Sequence:
NC_000004.12).

4.3.1. Hasta Orneklerinden CD4+ T Hiicre Izolasyonu

Hastalardan alinan kan orneklerinden lenfosit hiicreleri izole edildi. Bu
hiicrelerin yiizey antijen 6zelliklerinden yararlanilarak MACS yontemi ile CD4+ T
hiicreleri ayrimlandi. Ayrimlanan CD4+ T hiicrelerinin safliginin kontrolii i¢in akim
sitometri analizleri yapildi. Akim sitometrisi analizi sonucunda CD4+ T hiicrelerinin

%98 saflikta ayrimlandigi gozlendi (Sekil 6).
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Sekil 6: MACS ile ayrimlanan CD4+ T hiicrelerinin safligim akim sitometrisi ile
kontrol edilmesi.
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4.3.2. Hasta Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Ayrimlanan (nakil oncesi ve sonrasi) CD4+ T hiicrelerinden total RNA
izolasyonu yapildi. 260/280 nanometrede spektrofotometrik Olctimleri yapildi.
RNA’larin saflik derecesinin 1.8-2.0 araliginda oldugu gozlendi.

4.3.3. Hasta orneklerinde IL-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

Rotor Gene Q cihazinda reaksiyonlar gercgeklestirildikten sonra hasta
orneklerinin Cq degerleri elde edildi. Hasta 6rneklerinin nakil dncesi ve sonrasi IL-2

ekspresyon diizeyleri, https://www.giagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-

analysis-center-overview-page/rt2-primer-assay-data-analysis-center/?instrument=R

web sayfasinda bulunan “Geneglobe Data Analysis Center- RT2 Primer Assay”
software programi kullanilarak analiz edildi. Cq cut-oft degeri 35 alindi. Hastalarin
nakil dncesi ve sonras1 Cq degerleri kullanilarak 222 yontemi ile rolatif kantitasyon
yapildi. Formiil ile yapilan hesaplamalar sonucunda 224t >1 ise nakil sonras1 gen
ekspresyonunun arttigmi, 224 <1 ise nakil dncesine gore azalmis oldugunu gosterir.
2°48Ct = 1 ise gen ekspresyonunun esit oldugunu ifade etmektedir. Calismalar 3’lii
tekrarla 7’ser hasta seklinde ¢alisildi. RT-PCR’da, IL-2 genine ait baz1 6rneklerin

amplifikasyon egrileri Sekil 7°de gdsterildi.

Sekil 7: RT-PCR’da IL-2 genine ait amplifikasyon egrileri.

Grafikte PCR iiriinlerinin florasan 1s1ma vermeye basladiklar1 dongii noktasi

ve esik degeri gosterilmektedir (Sekil 7).
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Nakil sonrasinda hastalarin IL-2 ekspresyonlarinin nakil Oncesine gore

degisimleri ve kat artiglar1 Tablo 10’da verildi. Ayrica ekspresyon kat artigina gore

hastalarin dagilimi Sekil 8’de gdsterildi.

Tablo 10: IL-2 sitokin geni RT-PCR analiz sonuglart.

HasaNo | R Kot A Deger
1 0,2736 -3,6553 0.095688
2 1,2983 1,2983 0.905349
3 0,0207 -48,2793 0.05535
4 0,2761 -3,6217 0.259157
5 0,0593 -16,8733 0.04401
6 1 1 0
7 0,0562 -17,7942 0.128764
8 0,8293 -1,2058 0.656949
9 0,2711 -3,6893 0.271254
10 2,3027 2,3027 0.211514
11 0,3423 -2,9214 0.350389
12 0,52 -1,923 0.302324
13 2817,1096 2817,1096 0.029628
14 0,0315 -31,7056 0.095112
15 0,3495 -2,8613 0.039739
16 835,5988 835,5988 0.079145
17 0,2994 -3,3404 0.09117
18 22,5752 22,5752 0.032705
19 1,4406 1,4406 0.272099
20 7,3445 7,3445 0.090702
21 17,188 17,188 0.037412
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Sekil 8: Nakil sonrasinda hastalarin, nakil 6ncesine gore IL-2 ekspresyon
degisimleri.

Nakil sonras1 6. ayda hastalarmn %38,1’inde ekspresyon seviyesinin arttigi
gbzlendi. Hastalarin %57,1’inde azaldigi, %4,8’inde ise degigsmedigi goriildii. Artan
hastalarda ekspresyon aralig1 1,30-2817,11 iken, azalan hastalarda ekspresyon araligi
0,02-0,83’tiir.13 numaral1 Ornegin ekspresyon degisim diizeyi 2817,1096, 16
numarali 6rnegin ise 835,5988 dir.

Hasta-donér doku uyumuna gore ekspresyon diizeylerindeki degisim

incelendi ve Tablo 11°de gosterildi.

Tablo 11: Hasta-dondr doku uyumuna gore ekspresyon diizeylerindeki degisim.

SINIF I SINIF 11
Lt Uyum | 1lokus | 2 lokus | 3 lokus | 6 lokus | Uyum | 1 lokus | 2 lokus | 3 lokus | 6 lokus
Ekspresyonu yok uyumlu uyumlu | uyumlu | uyumlu yok uyumlu uyumlu | uyumlu uyumlu
n (%) | n(%) n (%) n (%) n (%) n(%) | n(%) n (%) n (%) n (%)
1
Art 3 0 1 3 1 2 3 2
rims (75) (25) (50) | (100) (25) (50) 333) | (100)
Azal 1 5 3 3 0 6 3 3 0
zalmis @25 | (100) (75) (50) (75) (50) (50)
Degismenmi 0 0 . 0 0 0 0 ! 0
esiymemis (25) 112) | (16.6)
p 0,193 0,512
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dondr doku uyumu ile iligkisi incelendiginde anlamli bir fark goriilmedi. (p>0,05).

Nakil sonras1 IL-2 sitokin geninin ekspresyon seviyesindeki degisimin hasta-

IL-2 gen ekspresyon degisimi ve rejeksiyon iligkisi incelendi ve (tablo)’de

gosterildi.

Tablo 12: IL-2 gen ekspresyonu degisimi ve rejeksiyon iliskisi.

IL-2 Rejeksiyon Rejeksiyon
Gen Ekspresyonu atagi atagi
var* yok
Artmig 2 5
Azalmig 0 12
Degismemis 0 1
P <0,005

* Ornek 21°de erken donemde (ilk 1 ay igerisinde) greft kayb1 goriildiigii icin

ekspresyon- rejeksiyon iligkisi degerlendirilmesine dahil edilmedi.

Hastalarin nakil sonras1 IL-2 gen ekspresyonu ile rejeksiyon durumlar

karsilastirildiginda rejeksiyon atagi gegiren hastalarin tiimiinde IL-2 ekspresyon

diizeyi artti. Rejeksiyon gegirmeyen hastalarn ise %27,7°sinde artig gorildi.

Istatistiksel olarak Ki-kare testi yapildi (p<0.005).

Calisma verilerinin rejeksiyon ile iliskilendirilmesi Tablo 13’te gdsterildi.

Tablo 13: Calisma verilerinin rejeksiyon ile iligskilendirilmesi.

Kreatinin tGFH
Hasta | Rejeksiyon Ekspresyon (mg/dL) (mg/dL)
No atagl Doku Uyumu Kat Artisi Ref.Deg.= 0,84-1,25 Ref.Deg.=> 0
Var/Yok
Nakil Nakil Nakil Nakil
Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrast
1A,1B,
1 Yok 1DR 1DQB1.1DQA -3,6553 6,0 1,73 11,4 51
1A,1B,
2 Yok DR 1,2983 9,7 1,21 6,7 83
3 Yok LA, -48,2793 38 1,25 13,02 42
1DR ) , , ,
4 Yok* 1DR -3,6217 2,3 1,28 26,36 52
1A,1B, )
5 Yok DR 16,8733 10,9 1,14 3,6 55
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Tablo 13 (Devam): Calisma verilerinin rejeksiyon ile iliskilendirilmesi.

Kreatinin tGFH
Hasta | Rejeksiyon Ekspresyon (mg/dL) (mg/dL)
No atag Doku Uyumu Kat Artis1 Ref.Deg.= 0,84-1,25 Ref.Deg.=>=0-
Var/Yok
Nakil Nakil Nakil Nakil
Oncesi Sonrast Oncesi Sonrast
1A,1B,
6 Yok 1DR1DQB1. 1DQA 1 5,98 1,66 59 45
7 1B, -17,7942 4,3 1,04 6,7 88
Yok 1DQB,1DQA : ' ' '
1A1B,
8 Yok 1DR,1DQB1,1DQA -1,2058 6,16 1,32 77,3 56
9 Yok 1A,2B,2DR -3,6893 74 8,22
2A,2B,2C,
10 Yok 2DR,2DQB2DQA 2,3027 53 1,65 9,3 38
11 1B, 22,9214 10,7 27 49 26
Yok 1DR ’ ’ ’ f
12 Yok 1B, 1,923 6.1 1,22 7,94 56
DR , , , ,
Var
13 1DQB,1DQA 2817,1096 45 1,3 13,12 59
(8.ay)
1A,1B,1C,
14 Yok 1DR,1DQA,1DQB -31,7056 7,4 1,71 7,7 45
1A,2B,
15 Yok 1DR -2,8613 7,1 1,51 8,343 54
1A,
16 Var 835,5988 8,3 2,29 6,8 32
1DR
(6.ay)
17 Yok 1DR -3,3404 58 1,13 78 56
1A,1B,1C,
18 Yok 1DR,1DQA,1DQB 22,5752 8,4 1,72 8,1 55
1A,1B,1C,
19 Yok 1DR,1DQA 1DQB 1,4406 8,8 1,94 7 43
20 Yok 2DR 7,3445 8,5 1,03 5,24 67
21 Nl 1DR 17,188 10,8 8,18 5.1 7
(L.ay)

*Birinci ayda rejeksiyon atagi gecirmis fakat tedavi ile diizelmistir.
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5. TARTISMA

Bobrek nakli sonrasinda hastalarda organin fonksiyonlarini ve tedaviye
verecekleri yanitlart 6nceden tahmin edebilmek zordur. Giliniimiize kadar nakil
sonrast organ reddini belirleyebilmek icin ¢esitli yontemler kullanilmasina ragmen,
bu yontemler klinige hala yeterli destegi saglayamamaktadir. Nakil sonrasinda
goriilen komplikasyonlarm nedenlerinin tanimlanmasi i¢in daha fazla g¢alismaya
ithtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda nakil sonrasi reddi 6nceden tanimlayabilecek

biyobelirteglerin bulunmasi i¢in bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Bobrek naklinde sitokinlerin rolii son derece karmasiktir. Hastaya nakli
gergeklestirilen organda; antijen sunan hiicrelerin notrofil ve lenfositleri uyarmasiyla
sitokinler salgilanir. IL-2, TNF-alpha, IFN-gamma ve IL-1 nakil sonrasi salgilanan
sitokinlerin basinda yer alir. Bu sitokinler araciligiyla aliciin T hiicreleri greftin
antijenik yapist ile uyarilir. Immiin yanit olarak; T hiicreleri araciligiyla B
hiicrelerinin antikor salgilamasi veya sitotostik T hiicre aktivasyonu ortaya cikar.
Nakil sonrasinda olusan immiin yanitin daha iyi anlasilabilmesi ve rejeksiyonun
onceden belirlenebilmesi i¢in sitokin profilinin iyi bilinmesi ve bilinmeyen

mekanizmalarm anlasilmasi gerekmektedir (30).

Th1l sitokinleri (IL-2, IFN-gama); T sitotoksik lenfositler, monositler ve NK
hiicrelerinin  aktivasyonu ile alloimmiin yanit1 tetikler. Bazi yazarlar
transplantasyonda Thl'den tiiretilmis sitokinler ile akut rejeksiyon ataklar1 arasindaki
iliskiyi gézlemlemistir. Sadeghi ve ark. IFN-gama plazma diizeylerinin artiginin akut

rejeksiyonla iligkili oldugunu belirlemislerdir (31).

Hu ve Knechtle (32)'ye gore, sitokinler bobrek fonksiyonunu ii¢ farkli yonden
etkileyebilir. Bunlar; kan akismi diizenleyerek iskemi/reperflizyon tipi hasara yol
acabilmesi; immiinolojik baskilama sirasinda enfeksiyona karsi reseptdr cevabi
saglamasi1 ve akut rejeksiyon bilesenlerinin kontroliinii saglamaktir (32). Cardoni ve
ark.’na gore, bobrek naklinin inflamatuar yanitinin tetiklenmesi sirasinda 1L-12, IL-
18 ve TNFa varliginda; antijen sunan hiicreler, aktif T lenfositler, NK ve Thl

hiicrelerinin iiretiminde artisa onctiliik ederler (33).
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Yamada ve arkadaslari, idrarda TGFP diizeyi ile bobrek reddini
iliskilendirmeyi denemislerdir. Caligmalarinda yiikksek TGFB1 atilimi ve kuvvetli
PRA yanit1 olan stabil transplant hastalari, diisiik TGFB1 atilim1 ve zayif PRA yanit1
olanlara gore daha yiiksek oranda kronik allogreft disfonksiyonu gostermistir (34).

Bagka bir calismada proinflamatuar sitokin olan IL-6'nin transplantasyon
oncesi serum seviyeleri, akut rejeksiyon ataklar1 ve organ kayiplarinin riski ile
iliskilendirilmistir. Rejeksiyon goriilen grupta kontrol grubuna gore IL-6 seviyesi
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir (35). Diger bir ¢alismada ise, proinflamatuar
IL-12 ve anti-inflamatuar sitokin IL-10'un transplantasyon sonrasi artisinin akut

rejeksiyona bagli oldugu goriilmiistiir (36).

Tez calismamizi, nakil sonras1 organ reddi ile sitokin iligkisinin incelendigi
calismalar1 baz alarak tasarladik. Transplant adaylarinin, transplantasyondan hemen
onceki ve transplantasyon sonrasindaki immiinolojik durumunun bdbrek
fonksiyonlar1 iizerindeki etkisini inceledik. Nakil Oncesi ve nakil sonrasi
hastalarinda, mRNA diizeyinde immiin yanit ile iliskili IL-2 sitokin geninin
ekspresyonunu ger¢cek zamanli PCR metodolojisi ile analiz ettik. Calismamizda yer
alan hastalarn nakil sonrasi durumlar1 da g6z Oniine alarak verilerimizi

degerlendirdik.

Degerlendirilen 12 Hastada (1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 17 numarali
ornekler) nakil sonrasi 6. aya kadar rejeksiyon atagi goriilmedi ve IL-2 ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir degisim olmadigi tespit edildi. Transplantasyon Oncesine
gore IL-2 ekspresyonunda anlamli bir degisimin olmamasindan dolayr doku uyumu

oranindaki artigin organ sag kalimina katki sagladigini diisiinmekteyiz.

Ornek 6°da nakil sonrasi ekspresyon seviyesi degismedi, hastada rejeksiyon
goriilmedi. 4 numarali 6rnegin nakil sonrast durumu degerlendirildiginde; hastada 1.
ayda rejeksiyon atagi goriildiigii bildirildi. Tedavi sonras1 bobrek fonksiyonlarinin
diizeldigi belirtildi. Hastanin 6. ayinda ekspresyon seviyesine bakildiginda anlamh
bir degisim gozlenmedi. 1. ayda gegirilen rejeksiyon atagindan sonra yapilan tedavi

sonrast immiin yanitin baskilandigir ve 6rnek alinan siire olan 6. aya kadar gecen
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stirede IL-2 ekspresyon diizeyini arttirict bir immiin  yanitin  olugsmadig:

distiniilmektedir.

Ornek 13 ve 16°da rejeksiyon atag: ile birlikte ekspresyon seviyelerinin de
anlaml1 bir sekilde arttig1 goriildii. 13. 6rnekte 6. ayda ekspresyon caligsmasi yapildi,
hastanin 8. ayda rejeksiyon atagi gegirdigi belirtildi. Esinden nakil olan hastanin 8.
ay biyopsisinde T hiicre aracili rejeksiyon patoloji sonucu ile tespit edildi. Uygulanan
tedavi sonucu greft fonksiyonuna devam etti. 16. 6rnek kadavra donérden nakil oldu
ve hastada 6. Ayda Orneklerimiz alindiktan sonra patoloji sonucuna gore antikor
aracili rejeksiyon tespit edildi. Tedavi ile greft fonksiyonu devam etti fakat hasta
enfeksiyon sonucu kaybedildi. Rejeksiyon atagindan once ekspresyon seviyesindeki
artiglar1 yakalamamiz, IL-2 ekspresyonun rejeksiyona dair biyobelirteg olabilecegi

Ongoriisiine destek bir sonug olabilir.

Degerlendirilen 5 Hastada (2, 10, 18, 19, 20 numarali 6rnekler) rejeksiyon
olmamasina ragmen ekspresyon seviyesinde artis goézlendi. Bu hastalarin
immiinolojik durumlarinin takibine devam edilmesi bu alanda yapilacak c¢alismalara

151k tutacaktir.

Ornek 21’in, l.ayda patoloji sonucuna gore antikor aracili rejeksiyon
gecirdigi tespit edildi ve 6. ay ornegi olmasina ragmen IL-2 ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi. Rejeksiyon atagi sirasinda ekspresyon
seviyelerine bakilsaydi IL-2 seviyesinde daha yiiksek kat artiglar1 goriilebilirdi.
Hastada eski nakil dykiisii bulunmasinin; hasta da kuvvetli bir immiin yanitin etkili
oldugu ve bu durumun IL-2 ekspresyon seviyesindeki artis ile iligskilendirilebilecegi

diistiniilmektedir.

Sonuglarimizin  genel degerlendirilmesi, [L-2 ekspresyon diizeyi ile

rejeksiyon arasinda iliski olabilecegini gostermektedir.

Ates ve arkadaslariin 15 saglhkli birey, 15 bobrek transplantasyonu hastasi
ile serum interlokin-2 reseptor (sIL-2R) diizeylerini dlgerek yaptiklar: bir ¢alismada
transplantasyon sonrasi organ fonksiyonu stabil olan hastalarda saglikli bireylere

gore anlamli1 olarak azalma, akut rejeksiyonlu hastalarda ise stabil organ fonksiyonlu
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hastalara gore anlamli olarak artis gozlemlemislerdir (37). Hiicresel bazda yaptigimiz

calisma sonuglar1 serum diizeyinde yapilan bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Lessan-Pezeshki ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda 57 hastada TGF-f, IL-2,
IFNy sitokinlerini transplantasyon Oncesi ve sonrasi seviyelerinin belirlenmesi ile,
allogreft reddinin erken teshisini kolaylastirabilecegini gdstermislerdir. Yaptiklar1
calismada nakilden 1 giin 6nce, nakil sonrasi 1. hafta ve 2. haftada serum diizeyinde
sitokin seviyelerine akut rejeksiyonu éngéren anlamli sonuglar elde etmislerdir (38).
Bu ¢aligmada nakil sonrasi kisa siirede sitokin ile akut rejeksiyon etkisine bakilirken
calismamizda 6. ayda ekspresyon seviyesine bakarak uzun donemde rejeksiyon
etkileri hakkinda oOngoriide bulunmasi amaglanmistir. Gen ifadesindeki hassas
degisimlerin serum seviyesine yansimasit daha giic olacagindan uzun donemde

hiicresel siireglerin degerlendirilmesinin 6nemli olabilecegi diisiincesindeyiz.

Millan ve arkadaslari, karaciger ve bobrek alicilarinda IFN-y, IL-17 ve IL-2
iiretiminin ekspresyonunu hem transplantasyon hem de transplantasyon sonrasi
degerlendirmislerdir (1. ve 2. hafta, 1., 2. ve 3. ay). Calismalarinda 142 transplant
hastas1 (63 karaciger/79 bobrek) bulunmaktadir. 28 alicida (14 karaciger/14 bobrek)
akut rejeksiyon gormiislerdir. CD4+CD69+ hiicrelerinde ve CD8+CD69+
hiicrelerinde % + IFN-y'nin transplantasyon oncesi ve sonrasi hiicre i¢i ifadesinin,
CD8+ CD69+'da %+ IL-2’nin transplantasyon Oncesi ifadesinin akut rejeksiyonu
tanimladigini gostermislerdir (39). Bu ¢alismanin sonuglar1 CD4+ T hiicrelerinde IL-
2 ekspresyon diizeyini belirledigimiz ¢alismamizin sonuglar1 ile paralellik

gostermektedir.

Naderi ve arkadaslarmin donér tipini karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda, canli
dondrden nakillerde kadavra dondrlere gore organ sagkalim siiresinin uzadigi ve akut
rejeksiyon gegirme riskinin daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (40). Calismamizda
kadavra dondrden nakillerde rejeksiyon gegiren hasta sayisi daha fazladwr ve IL-2

ekpresyon seviyelerinde anlamli bir fark vardir.

Vericiyle iliskili konular arasinda yas, bobrek allogreftlerinin sonuglarmni
olumsuz yonde etkileyen en Onemli faktorlerden biridir (41). Reutzel-Selke ve

arkadaslari, dondr yas1 ve bobrek fonksiyonu arasinda baslangigtan 2 yila kadar
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giiclii bir korelasyon bulmuslardir (42). Daha yasl donorlerden alinan allogreftlerin
geng dondrlerden daha immiinojenik oldugu bildirilmistir (43, 44). Calismamizda yer
alan hastalarin yas ortalamasi 45 iken, dondrlerin yas ortalamasi 41,3’tiir. Caligma
grubumuzdaki en yasl donor 60 yasindadir. Nakil yapilan hasta ile yas farki 25°tir.
Nakil sonrasi IL-2 ekspresyonu diizeyi artmis ve hastada rejeksiyon goriilmemistir.
En gen¢ dondr ise 18 yasindadir. Hasta ile arasinda 31 yas fark vardir. Nakil sonrasi
IL-2 ekspresyonu yiiksek oranda artis goriiliirken hastada rejeksiyon gorildigi

gbzlenmistir.

Kalsiyum (Ca) miktar1 hiicresel fonksiyon ic¢in viicut igerisinde optimal
aralikta diizenlenir. Ca diizenleyici hormon parathormon ve vitamin D (vit D)’dir.
Kemik, bobrek ve gastrointestinal sistem gibi hedef organlar iizerinde etkili olarak
Ca miktarim1 diizenlerler. Ortalama diyet yaklasik 1 gr Ca igerir, fakat genis bir
aralikta olabilir. Glomeriillerden filtre edilir ve biiyilk c¢ogunlugu bdbrek
tiibiillerinden geri emilir (45). Idrarda goriilme orani bobrek fonksiyonuyla
iligkilendirilebilir. Calismamizda hasta klinik verileri degerlendirildiginde; Ca
ortalama degeri nakil Oncesi yaklasik 8,9 iken nakil sonrasi 9,725 goriildii. Bu
degerler klinikte kabul edilen referans degerleri arasindadir (Ref.Deg 8.8-10.6) ve
rejeksiyonla iligkili olarak nakil Oncesi ve sonrasinda fark gozlenmemistir.
Parathormon ortalama degeri nakil oncesi yaklasik 405,86 iken nakil sonras1 142,3
goriildii. Nakil oncesi ve sonrasi degerleri referans degerleri disindadir (Ref.Deg 15-

88). Bu veriler rejeksiyonla iligkilendirilmedi.

Bobrek naklinden sonraki sonuglar, bir¢ok immiinolojik ve immiinolojik
olmayan faktore baghdir. Bobek nakilli hastalarda kronik iiremi ve bdbrek nakli
tedavisinin neden oldugu immiin diizensizlik goriilmektedir (46). Ureminin sitokin
sentezini etkiledigi bilinmektedir (47). Calismamizda yer alan hasta grubunun iire
ortalama degeri nakil dncesi yaklasik 115,35 iken nakil sonrasi 54,25 goriildii. Nakil
sonrasi lire degerlerine bakildiginda her hastada iyilesme goriildii fakat iire degerleri

IL-2 ekspresyonu ile iligkilendirilemedi.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda IL-2 ekspresyonu ile rejeksiyon arasinda iligki

olabilecegi gozlendi.

Rejeksiyon olmayan 12 hastada IL-2 ekspresyon seviyesinin azaldigi 1 hastada
degismedigi gdzlendi. Immiinsiipresiflerin immiin yamt iizerindeki etkisi ile IL-2

ekspresyonunun azaldig1 diistiniilmektedir.

Rejeksiyon olmayan fakat IL-2 ekspresyon seviyesinde artig goriilen 5 hastanin

ise takibi devam edilerek rejeksiyon riski degerlendirilmesi yapilmalidir.

Rejeksiyon goriilen 3 hastada ise IL-2 ekspesyon seviyesi artig gostererek
beklenildigi gibi 1L-2 ekspresyonundaki artisin T hiicre ¢ogalmasma ve

farklilasmasini saglayarak organ reddine sebep oldugu goriisiiyle paralellik gosterdi.

Bu veriler dogrultusunda, IL-2 ekspresyonu ve akut rejeksiyon arasindaki iliski
hakkinda daha kesin yorumlar yapilabilmesi i¢in; mRNA diizeyinde ekspresyonu
incelenen IL-2 geninin ayni kosullar altinda protein diizeyindeki olas1 degisimlerinin
de etkisine bakilabilir. Hastalardan daha sik araliklarla 6rnek alinarak rejeksiyon ile
ekspresyon diizeyi arasindaki iligki arastirilabilir. Ayni hasta gruplarinda farkl
sitokinlerin ekspresyonlarmin etkilerine bakilabilir. IL-2 geninin epigenetik
diizenlenmesi incelenebilir. Daha fazla sayida hastay1r igeren bir c¢alisma ile

anlamlilik diizeyi arttirilabilir.
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