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OZET

EROL A. Bobrek Nakilli Hastalarin Immiin Yanitlarinda Th17 ve Thl Profilinin
Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji AD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2015.

Bobrek nakli, son donem bobrek yetmezligi (SDBY) hastalar: icin hem yasam
kalitesini, hem de sag kalimini artiran en iyi tedavi secenegidir. Rejeksiyon, allogreft
kaybinin en Onemli sebebidir. Nakil Oncesi ve sonrast yapilan immiin yanit

degerlendirmeleri greftin takibi a¢isindan 6nemlidir.

Calismaya, bobrek nakli olan 50 hasta dahil edildi ve hastalar 6 ay takip edildi.
Bu hastalardan 6 tanesi rejeksiyonlu hasta grubu (RHG), 44 tanesi stabil greft
fonksiyonluydu (SGF). Bobrek nakli olan hastalarm takiplerinde nakil oncesi, nakil
sonrasi 7. giin, 1.ay, 6.ay ve rejeksiyon gecirdigi giin (anti-rejeksiyon tedavisi almadan)
olmak {iizere periferal kandan lenfosit ve plazma elde edildi. Tiim hastalardan elde
edilen lenfositlerden Th17’den salinan IL-17 ve Th1’den salinan IFN-y seviyeleri icin
hiicre ici sitokin tayini kiti kullanilarak akan hiicre olcer cihaziyla degerlendirildi.

Ayrica IL-17, IFN-v sitokinlerinin plazmada seviyeleri ELISA yontemiyle belirlendi.

Tiim hasta grubunda, IFN-y hiicre ici sitokin seviyelerine gore 1. ay ve 6. ay
takiplerinde SGF ve RHG karsilastirildiginda anlamli farkliliklar tespit edilmedi. Hiicre
ici IL-17 seviyeleri ise 6. aylarinda, RHG’da SGF’ye gore daha yiiksek bulundu..
Plazma sitokin seviyelerinde ise IFN-y anlamli degisim gostermezken, RHG’da nakil
oncesi IL-17 sitokin seviyesi SGF’den daha yiiksek bulundu. RHG’da nakil 6ncesinde
yiiksek c¢ikan IL-17 seviyesi, rejeksiyon biyobelirteci olarak kullanilabilirligi
desteklemektedir.

Calismada elde edilen veriler, iilkemiz SDBY hastalarinin nakil Oncesi ve
sonrast donem hakkinda bilgi verici diizeydedir. Hasta sayis1 artirilarak transplantasyon
sonrast sitokin profilinin degerlendirilmesinin bu immiin cevabi anlamaya ve
rejeksiyonu engellemek adina yeni tedaviler bulmaya 151k tutabilecegini diisiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Bobrek Transplantasyonu, Rejeksiyon, Sitokinler, Thl ve Thl17
hiicreleri, Son Dénem Bobrek Yetmezligi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 44539
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ABSTRACT

EROL A. Evaluation of Th17 and Thl Immune Response Profile in Renal Transplant
Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical
Biology, MsC Thesis. Istanbul. 2015.

Renal transplantation (tx) is the best treatment option which is grown quality of
living and survival for patient with end stage renal disease (ESRD). However, rejection
of the allografts remains to be the most important barrier for a successful
transplantation. It is important that is known about immunologic mechanism for

designing the appropriate treatment strategies.

The study population consisted of 50 renal transplant recipients and divided into
two groups, 44 patients with stable graft function (SGF) and 6 patients with rejection
(RHG). In this prospective study we followed renal transplant recipients along 6 month.
Peripheral blood samples from patients were drawn on pre-tx day, in addition to the
post-tx days 7, 28, 180 and rejection days for the analysis of the percentages IL.-17 and
IFN-vy cytokines by flow cytometry and ELISA.

In the present study, we determined that the percentages of intracellular IFN-y
were not significant in the group with RHG versus with SGF. Levels of intracellular IL-
17 which are obtained at the 6™ month post-tx were significantly higher in RHG than
SGF. Therefore plasma levels of pre-tx IL- 17 were also higher in RHG, so it may be

predictive biomarker of acute rejection for renal transplantation.

Finally, the present study has an informative value about pre-tx and post-tx
cytokines profile of ESRD patients. We suggest that cytokine analysis, might be a
valuable to use of biomarker panel for preventing from rejection and find new treatment

strategies for renal transplant patients.

Key Words: Kidney Transplantation, Rejection, Cytokines, Th1l and Th17 cells, End
stage renal failure
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek nakli, son donem bobrek yetmezligi (SDBY) olan hastalar icin hem
yasam kalitesini hem de sag kalimmi artiran en 1iyi1 tedavi secenegidir (1).
Immiinsupresif tedaviler giiniimiizde bobrek allogreft sag kalimini arttirsa da allogreft
rejeksiyon nakil sonrasi immiin cevaplarin sonucu olusan greft kaybinin baslica
sebebidir (1). Greft rejeksiyonu, etkin olan hiicre karakterleri ve agrlikli immiin
mekanizmalara gore; hiicresel ve hiimoral olarak, reddin gerceklesme siireleri ve klinik
seyirlerine gore ise; akut, kronik ve hiperakut olarak siniflandirilirlar. Allogreft
rejeksiyon siirecindeki hiicresel ve immiinolojik mekanizmalarin bilinmesi ve transplant
antijenlerine karsi olusacak spesifik immiin cevabin azaltilmasi, toleransin arttirilmasi
yoniinde ¢alismalarin yapilmasi 6nemlidir (1,2).

Son yillarda yapilan ¢calismalarda, T hiicrelerin allogreft rejeksiyonunda merkezi
rol oynadig1 gosterilmistir. Ozellikle CD4 T yardimet hiicreler (Th) alloimmiin cevapta
kritik rol oynamaktadir (2). Naif CD4 Th hiicreler stimulasyon ile Thl ve Th2
hiicrelerine farklilagirlar. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile bu hiicrelerin yeni bir hiicre
soyu olan Th17 hiicreleri yoniinde de farklilastigi kesfedilmis ve inflamasyonda 6nemli
oldugu gosterilmistir (3). Bu farkli CD4 yardimci hiicrelerin klonlar1 farkli biyolojik
ozelliklere sahiptir ve farkli sitokin saliniminda rol oynarlar (4).

Sitokinler, cesitli immiin sistem hiicreleri tarafindan salgillanan eriyebilir
proteinlerdir (5). Hiicreler arasi iligkilerde hem dogal hem de edinsel immiinitede
immiin cevabin regiilasyonunda onemlidir (6). Ayni sitokinlerin farkl etkilere ve/veya
farkli sitokinlerin aym etkilere yol acabilme o0zelliklerinden dolayi; sitokinlerin
baskilanmalarinin etkileri red cevabinda farkl olabilmektedir. CD4+ Th hiicrelerinden
farklilasan Th1,Th2 ve Th17 hiicrelerinden salgilanan,

Th1 i¢in Interferon-gama (IFN-7), Interlokin (IL)-2, Timor Nekrozis Faktor-alfa

(TNF-0),

Th2 i¢in IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,

Th17 i¢in IL-17 sitokinlerin nakil ©Oncesi ve nakil sonrasi iliskilerinin
arastirilmasi ile elde edilen bilgiler allogreft rejeksiyon tedavisinde kullanilmaktadir (6).
Th1/Th2 arasmndaki denge T hiicrelerinin immiin cevabin yoniinii belirlemesinde
etkilidir. Bircok calisma Thl ve Th17 agirlikli immiin cevabin greft reddi ile iliskisi
oldugunu, Th2 agirlikli cevabin ise greft toleransi ile iliskisi oldugunu gostermistir.



Bu caligmalar 1518inda, calismamizda bobrek nakli olan 50 hastanin nakil dncest,
nakil sonras1 7. giin, 1.ay ve 6.ay olmak iizere ilk 6 aylik takibinde IL-17 ve IFN-y nin
hiicre i¢i sitokin oranlar1 ve plazma seviyeleri tespit edilmistir. Hastalarm nakil oncesi
sitokin seviyesi bazal olarak kabul edilip, nakil sonras1 belirlenen giinlerde elde edilen
sonuclar ile hastalarin nakil sonrast klinik durumlari karsilagtirilmistir. Bu sitokinlerin
monitorizasyonunun akut ve kronik rejeksiyon gelisimi, allogreft ve hasta sag kaliminda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi ve giiniimiizde nakil olmas1 miimkiin géziikmeyen
yiiksek rejeksiyon riski altindaki bireylerin de transplantasyon ile tedavi olma

basarisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KRONIK BOBREK YETMEZLIiGI

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) glomeriiler filtrasyon degerinde azalmanin
sonucu bobregin sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda
kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanir. Kronik bobrek hastaligi, hesaplanan
glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) degerine gore smiflandirilmistir (5,7). KBY
hastalarinda siklik ve siddetin en dogru sekilde degerlendirilmesi ve sonrasinda daha
etkili tedavi seceneginin sunulabilmesi i¢in GFR degerleri baz alinarak siniflandirma
yapilmistir (8). Bu siniflandirmaya gore KBY’de SDBY diye adlandirilan en siddetli
evrede GFR dakikada 15 ml’den azdir (Tablo 2.1). Kronik bdbrek hastaliginin
ilerlemesi ile SDBY gelismektedir. Bu nedenle, SDBY popiilasyonu her 10 yilda 1,5
katma cikmaktadir. Ulkemizde Tiirk Nefroloji Dernegi (TND) verilerine gére son 10
yilda SDBY insidansinda iki kat, prevalansinda bes kat artis gdzlenmistir. SDBY olan
hastalar hayatlarim1 renal replasman tedavileri (diyaliz veya transplantasyon) ile
sirdiiriirler. SDBY’nin nedenleri arasinda yetiskinlerde ilk sirada diabetes mellitus ve
hipertansiyon, c¢ocuklarda ise vezikoiireteral reflii hastaligi ve primer glomeriiler
hastaliklar yer almaktadir. TND’nin yakm zamanda yaptigi CREDIT caligmasi
sonuglarina gore iilkemizde KBY sikligi 18 yas {istii popiilasyonda %15.7 olup,
SDBY’nin toplumdaki siklig1 1/666'dir (9,10).

Tablo 2-1: Kronik Bobrek Yetmezliginin Evreleri

Evre Tamm GFR (ml/dk/1.73 m?)
1 Bobrek Hasari >90
2 Hafif GFR azalmasi 60-89
3 Orta diizeyde GFR azalmasi 30-59
4 Siddetli GFR azalmast 15-29
5 SDBY <15




2.2. SON DONEM BOBREK YETMEZLIiGI’NDE TEDAVi SECENEKLERI

Son donem bobrek yetmezligi asamasina gelmis hastalarda bobrek islevini
yerine getirmek icin hemodiyaliz (HD), peritonal diyaliz (PD) veya bobrek nakli gibi
tedavi secenekleri kullanilmaktadir. Ayni hasta, li¢ tedavi secene8inden de zaman
icerisinde yararlanmak durumunda kalabilir (11). Ulkemizde 2011 y1l sonu itibariyle
bobrek nakline ihtiya¢ duyan SDBY’li hastalarin prevalans: milyon niifus basina 800’

astig1 saptanmis ve onceki yillara gore artig oldugu gozlenmistir (9,12).

Hemodiyaliz: Yar:1 gecirgen bir membran araciligr ile hastanin kani ve uygun
diyaliz soliisyonu arasinda sivi-soliit degisimini temel alan bir tedavi seklidir (13). Bu
teknik, hastadan alinan kanm yar1 gecirgen bir zardan elektrokimyasal gii¢ yardimiyla
molekiillerin difiizyonunun saglanmasi esasina dayanir. Tedavi icin en yaygim teknik
olarak ge¢cmektedir (14). 2012 yil sonu itibariyle iilkemizde hemodiyaliz tedavisi alan

cocuk hastalar da dahil olmak iizere toplamda 48.900 kisi mevcuttur (12).

Periton Diyalizz Hemodiyaliz tedavisine ek olarak cihaza gerek duyulmadan
ayaktan diyaliz yapilmasi amaclanarak gelistirilen yontemdir. Periton boslugundaki
¢Oziicii ve su emilimi, periton zarindaki kapiller dolasim ve lenfatikler yardimiyla olur.
Periton diyaliz, kan ve diyalizat arasindaki kimyasal ve osmotik gradiyent farkindan
yararlanilarak hem soliit, hem de ultrafiltrasyonla sivi uzaklastirilmast amaclanir
(15,16). 2012 yil sonu itibariyle lilkemizde peritonal diyaliz tedavisi alan ¢cocuk hastalar
da dahil olmak iizere toplamda 4777 kisi mevcuttur (12).

Bobrek Nakli: SDBY olan hastalar icin hem hayat kalitesini hem de sag
kalimmi artiran en iyi tedavi segenegidir. Bobrek fonksiyonlarmin bir kismi degil
tamamin1 yerine getirmesi amacglandigindan diger renal replasman tedavilerine oranla
daha cok kabul edilir olmustur (1). Hastalarin sosyal hayatlarmin eskiye donmesi,
diyaliz makinesi ve onun c¢evresinde gerceklesen bir hayata tahammiil etme
zorunlulugundan kurtulma gibi avantajlar bobrek nakli tedavisinin ©One c¢ikan
avantajlarindan birkagidir (16). Ik defa insan iizerindeki ksenograf bobrek nakli
1906’da Jaboulay tarafindan, allogreft bobrek nakli ise ilk defa 1936 yilinda Voronay
tarafindan gerceklestirilmistir (5). Ulkemizde ise 1975'te canli vericiden ilk basarili
bobrek nakli, 1978'de de ilk kez kadavradan bobrek naklini Mehmet Haberal
gerceklestirmistir (17). Bobrek nakli canli bir vericiden veya beyin 6liimii gerceklesmis

kadaverik organ bagislayicisindan yapilabilir. Alt1 yillik verilere gore 2012 yil sonu



itibariyle SDBY tanis1 almig 13,761 hasta nakil olmustur. 2012 yilinda toplam 2905
nakil yapilmistir ve bu nakillerden %18,7 kadavra kaynakl vericidendir (12). Bobrek
nakli en iyl tedavi secenegi olmasmm yanmda nakil Oncesi ve sonrasi yapilan
immiinolojik test ve arastirmalar naklin basarisinda oldukg¢a etkilidir. Nakil oncesi alici-
verici arasindaki immiinolojik uyumun olmasi, nakil sonrast immiinsupresif
tedavilerdeki ilerlemeler, greftin rejeksiyon agisindan takibi greft sag kalim basarisii

artiran parametrelerdir (1,17).

2.3. BOBREK NAKLINDE BASARI

Transplantasyonda alici-verici arasindaki genetik ve immiinolojik farklilik
transplantasyonda en Onemli engellerdir. Nakil basarisin1 saglayabilmek icin nakil
oncesi bir dizi testlerin yapilmasi onemlidir. Bunlar;

1) Kan Grubu Antijenleri

2) Doku Grubu Antijenleri (Insan Lokosit Antijeni (HLA))

3) Panel Reaktif Antikor (PRA)

4) Donér Spesifik Antikor (DSA)

5) Cross-match testleri (Kompleman bagimli sitotoksisite (CDC) ve Flow

Sitometrik Cross Match (FCXM) ) (17).

2.3.1. Kan Grubu Antijenleri

ABO kan grubu antijenleri sadece eritrositler iizerinde eksprese olmaz ayrica
damar endotel hiicrelerin iizerinde de eksprese olur. ABO uyumsuz nakillerde, A
ve/veya B antikorlarmm varligi hemagliitinasyona neden olarak hiperakut rejeksiyon
gerceklesmesine sebep olur. Organ nakillerinde alici-verici arasindaki ABO uyumu kan
transfiizyonlarindaki kadar Onemlidir. Rh faktorii ve diger eritrosit antijenleri ise

endotelyumda eksprese olmadigindan ABO uyumu kadar 6nemli degildir (18,19,20).

2.3.2. Doku Grubu Antijenleri (HLA)
Biiyiik doku uygunluk kompleksi (MHC) genleri, transplant antijenlerini kodlar.

Insanda, bu MHC molekiilii HLA adin1 alir ve 6. Kromozomun kisa kolunda lokalizedir

(Sekil 2-1) (18).
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Sekil 2-1: MHC gen bolgesi

MHC molekiilleri Sinif T ve Sinif II molekiillerinden olusur. Siif I molekiilleri
(HLA-A, B, C) tiim cekirdekli hiicrelerde ifade olur ve genelde endojen kaynakl kiigiik
antijenlere karst CD8+ sitotoksik T hiicrelerine (Tc) sunulur. Sinif II molekiilleri,
CD4+ T hiicrelerine, ekstraseliiler kaynakli proteinleri (12-18 amino asitlik) sunar
(Sekil 2-2) (18,19,21).

Nakillerde alici-verici arasindaki HLA uyumsuzlugu kronik rejeksiyon ve greft
kaybinmn baslica sebebidir. Ozellikle bobrek naklinde HLA-A, B, DR (3 grup, 6 antijen)
lokuslarinin tiplendirmesi yapilir (19,21). Son zamanlarda bir¢ok Doku Tiplendirme
Laboratuvarlarinda HLA-Cw, DP ve DQ lokuslar1 da nakil 6ncesi tiplendirilmektedir.
Bobrek nakillerinde, uzun donem greft sag kalimi i¢cin HLA uyumu c¢ok onemlidir.
Bobrek nakli icin HLA uyumunu siralamaya koymak gerekirse en dnemli dokunun
HLA-DR daha sonra HLA-B ve son olarak HLA-A seklinde oldugu gosterilmistir
(18,22).
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2.3.3. Panel Reaktif Antikorlar

Panel Reaktif Antikorlar; gebelik, kan transfiizyonu ve gecirilmis nakillerle
olusan vericinin antijenlerine karsi alicidda olmus antikorlara verilen genel addir.
Sensitizasyon gelismesi olarak tamimlanan PRA’nmin oraninin belirlenmesi bdbrek
transplantasyonunda nakil oncesi bakilmasi gereken Onemli bir parametredir. Nakil
olacak hastanin yiiksek oranda PRA’ya sahip olmasi, bobrek nakli sansini diisiiren ve

hastanin uzun siire bobrek bekleme listesinde kalmasma sebep olan bir durumdur

(19,23).

2.3.4. Donor Spesifik Antikorlar
Donoér Spesifik Antikorlar; alicinin serumunda vericinin antijenlerine karsi daha
onceden olusmus anti-HLA antikorlarin varligmm gosterir. Nakil oncesinde daha

onceden olugsmus DSA’nin saptanmasi, antikor aracili hiperakut rejeksiyonu 6ngdérmek
icin gereklidir (18,19).

2.3.5. Cross-match Testleri (CDC, FCXM)

Cross-match, DSA belirlemek icin kullanilan en temel immiinolojik testtir.
Vericinin lenfositleriyle alicinin serumu arasinda bir reaksiyon olusup olugsmadiginin
g6zlendigi ve naklin basarisini artiran en énemli parametredir. Cross-match testi, CDC

ve FCXM olarak iki farkli yontemle yapilmaktadir (24). FCXM, CDC’ye gore daha



hassas bulgular elde edilen bir testtir (16). T ve B lenfositlerin ayrilarak sinif I ve siif IT
anti-HLA antikorlarmin belirlenmesinde kullanilan FCXM testinin degerlendirilmesi,
nakil sonrasi rejeksiyon riskini azaltmaktadir (16,18).

Bu parametrelerdeki gelismeler giiniimiizde bobrek allogreft sag kalimini arttirsa
da, allogreft rejeksiyonu nakil sonrasi immiin yanitlarin bir sonucu olarak olusur. Greft
rejeksiyonu, etkili olan hiicre tipleri ve agirlikli immiin mekanizmalara gore; hiicresel
ve hiimoral rejeksiyon, reddin gerceklesme siiresi ve klinik seyirine gore ise; akut,
kronik ve hiperakut rejeksiyon olarak siniflandirilirlar (1,2,16).

Giiniimiizde nakil 6ncesi yapilan ve naklin basarisini1 dngoérebilen immiinolojik
testler sayesinde nakilden sonraki dakikalar veya saatler igerisinde ortaya c¢ikan
hiperakut rejeksiyonun goriilme oranmi azalmis olsa da, akut ve kronik rejeksiyon

allogreft nakillerin 6niinde asilmas1 gereken 6nemli bir engel olarak durmaktadir.

2.4. BOBREK ALLOGREFT REJEKSIYONU

Alici-verici hiicre ve dokularindaki genetik farkliliklar, alicinin alloantijenlerine
kars1 immiin cevabmn olusmasmma ve eger bu cevap engellenemezse greftin
kaybedilmesine neden olur (Sekil 2-3). Bu nedenle rejeksiyon, transplantasyon sonrasi

greft sag kalimi icin asilmasi gereken en biiyiik engeldir (25).

' CDs+ T HUCRE
FAGOSITOZ,
ALICI T HUCRE SI'I'OIGN URETIMI
APOPTOZ AKTIVE MAKROFAJ

Sekil 2-3: Transplantasyonda alloimmiin cevap



Rejeksiyon hiperakut, akut ve kronik olmak iizere 3 temel sekilde gozlenir (26).
Rejeksiyon c¢esitleri ve dahil edilen immiinolojik mekanizmalar1 Tablo 2.2°de

gOsterilmistir.

Tablo 2-2: Rejeksiyon Cesitleri

Rejeksiyon Tipi | Meydana Gelis | Nedeni Antikor Aracili Hiicre Aracili
Siresi
Hiperakut Dakikalar-Saatler | Daha 6nce +++ -
olusmus antikor
ve kompleman
Akselere Glinler Sensitize T ++ +
hiicrelerin yeniden
aktivasyonu
Akut Hiicresel | Glinler-Haftalar T hiicrelerinin + +++
. primer
Akut Vask(iler aktivasyonu +++ +
Kronik Aylar-Yillar Immiinolojik olan ++ +7
veolmayan
faktdrler

Nakil olmus bobrekteki bircok yapisal durumun smiflandiridmas: ve
evrelendirilmesinde organize ve diizenli bir yaklasim sergilemek amaciyla, Kanada’nin
Banff sehrinde diizenlenen konferanslara gore gelistirilen Banff siniflandirmasi genel

hatlariyla Tablo 2.3’de gosterilmistir (27).
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Tablo 2-3: 2005 Banff simflamasina gore renal allogreft biyopsi degerlendirilmesi.

1- Normal

2- Antikor-aracili rejeksiyon

- Akut antikor-aracih rejeksiyon

Grade I: ATN benzeri C4d+, minimal inflamasyon

Grade II: Kapiller zedelenme ve/veya tromboz, C4d+

Grade III: Transmural arteritis ve/veya arteriyel fibrinoid degisiklik ve damarlarda lenfositik
infiltrasyonla medial diiz kas nekrozu, C4d+

- Kronik aktif antikor-aracil rejeksiyon

Glomeriiler double kontur ve/veya peritiibiiler kapiller bazal membraninda tabakalanma ve/veya
interstisyel fibrozis/tiibiiler atrofi ve/veya arterlerde fibroz intimal kalinlagsma, C4d+

3- Border-line degisiklikler: Siipheli akut T-hiicreli aracili rejeksiyon: intimal arterit bulgular
olmadan hafif tiibiilit

4- T-hiicre aracih rejeksiyon
- Akut T-hiicre aracih rejeksiyon
Grade IA: Anlamli interstisyel infiltrasyon (>%25 parankimal etkilenme) ve orta derecede
tiibiilitis
Grade IB: Anlamli interstisyel infiltrasyon (>%25 parankimal etkilenme) ve belirgin derecede
tiibiilitis
Grade ITA: Hafif-orta intimal arterit
Grade IIB: Liimen alanin >%25’ 1m tutan belirgin intimal arterit
Grade III: Transmural arterit ve/ veya fibrinoid degisiklik ve diiz kas hiicrelerinde nekroz (eslik|
eden lenfositik inflamasyon)
- Kronik aktif T-hiicre aracih rejeksiyon
Kronik allogreft arteriopati (arteriyal fibrozis, fibroziste mononiikleer hiicre infiltrasyonu, yeni
intima formasyonu)

5- Tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis, spesifik etyoloji olmadan

Grade I (hafif): Hafif derecede interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi (kortikal alanin < %?25)
Grade II (orta): Orta derecede interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi (kortikal alanin % 26-50)
Grade III (siddetli): Siddetli derecede interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi (kortikal alanin > %50)

6- Digerleri: Akut ve kronik rejeksiyonu diisiindiirmeyen bulgular.

2.4.1. Hiperakut Rejeksiyon

Greftin aliciya takilmasi ve damarlar arasindaki klemplerin a¢ilmasindan hemen
sonra veya nakil sonrasi 3 giin icerisinde gerceklesen rejeksiyon cesididir. Glomeruler
endoteli ve mikrovaskuler yapi lizerinde eksprese olmus HLA antijenlerine karsi, alicida
olusmus anti-HLA antikorlarinin varligi hiperakut rejeksiyon sebebidir (Sekil 2-4).
Greft icinde klasik kompleman kaskadlarinin aktivasyonuyla endotelyal nekrozis,

platelet birikimi ve lokal koagulasyon goriiliir (25,28). Bu gibi durumlar i¢in, organ
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transplantasyon prosediirleri, greftin geri alinmasi gerektigi soylemektedir. Nakil oncesi
uygulanan immiinolojik testlerin gelistirilerek DSA tespiti daha iyi yapilabilirse,
hiperakut rejeksiyonun engellenmesi saglanabilir (25,29).

HIPERAKUT REJEKSIYON
KAN DAMAFRT
ENDOTELV AL
HUCEE
KOMPLEMAN
AKTIVASYON,
ENDOTELYAL
HASAR,
| e | INELANA SYON
| TROMBOZS
T ALLOANWTITENE
ALLOANTIIEN SPESIFIE
ANTIEOR

Sekil 2-4: Hiperakut rejeksiyon

2.4.2. Akut Rejeksiyon

Nakil olmus organin kan damarlar1 ve parankiminde etkilenme ile
karakterizedir.

Iki ana immiin yanit akut rejeksiyona katkida bulunur:

— Hiicresel yanit

— Hiimoral yanit

Bu iki rejeksiyonun ayrimmin belirlenmesi, greft sag kalim takibi agisindan
onemlidir (30).

Akut rejeksiyonlarin bir¢ogu hiicre aracili, kiigiik bir kism1 ise antikor aracil
rejeksiyondur. Yapilan calismalara gore, akut rejeksiyonun baglamasinda CD4+ T
hiicreleri biiyiik onem tasidigi, CD8+ T hiicrelerin ise rejeksiyonun daha sonraki

evrelerinde gorev aldig 6ne siiriilmiistiir (Sekil 2-5) (31).
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_E AKUT REJEKSIVON

ALLORFAKTIF CDS+ oy
T HiICRE ;‘, mmm HUCRE

__ I:‘ |—._—___|‘_"} O INFLAMASYON

PARANKIMAL HOCEE

. ALLOREAKTIF
ANTIKOR
ENDOTELYAL
= J HUCRE HASART
ENDOTELYAL
HUCRE

Sekil 2-5: Akut Rejeksiyon

2.4.2.1. Antikor Aracili Rejeksiyon

Antikor aracili rejeksiyon, transplantasyon sonrasi giinler icinde hatta haftalar
icinde ortaya cikar. Temel olarak inflamasyona bagh greft zedelenmesiyle sonuclanir
(25,29). Alicidaki antikorlarin ana hedefi, vericideki peritiibiiler ve glomeriiler
kapillerin endotelyumlarinin iizerinde beliren HLA antijenleridir. Ayni zamanda
anjiotensin II tip I (AT1) reseptor antikorlari, kortikosteroid direngli hipertansiyonlu
alicilarda vaskiiler rejeksiyondan sorumlu olsa da patolojik rolii aciklanmamistir
(25,32). Endotelyal hiicre yikimi ¢esitli molekiilerin ortaya ¢ikmasma sebep olur. Bu
molekiiller, platelet agregasyonunu, sitokin ve kemokinlerin aktivitelerini ve
salimmalari baslatan von Willebrand faktor ve P-selektin molekiilleridir. Sitokinlerden
IL-Ta, IL-8 ve kemokinlerden CCL2 (C-C motif ligand 2), glomeriilerde 16kosit
birikimiyle glomeriiler hasara, peritubuler kapillerin genlesmesine ve kemoatraklardan
C3a ve C5a salinimma neden olur (25,28). C4d, klasik kompleman yolag belirtecidir,
siklikla peritiibiiler kapillerde bulunur ve antikor aracili rejeksiyonla iligkili kompleman
aktivasyonu i¢in belirtectir (28). C5b, membran atak kompleksini (C5b-C9) tetikleyerek
lokalize oldugu bolgede endotelyal nekrozis ve apoptoza neden olur (28).

Erken tani, tedaviye potansiyel zarar verecegi bilinen antikorlarm
transplantasyon Oncesi tespiti, antikor aracih rejeksiyona dogru giden greftin sag kalim

acgisindan 6nemlidir (25,33).
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2.4.2.2. Hiicre Aracili Akut Rejeksiyon

Antijen sunan hiicreler tarafindan alicidaki T lenfositlerin taninmasi ve verici
alloantijenlerine sunulmasiyla gerceklesen hiicre aracili rejeksiyon, rejeksiyonun en
genel formudur. Greftin icindeki olgunlasmamis dendritik hiicreler, transplant
organindan alicinin dokularma verici antijenlerini tasir. Alicinin antijen sunan hiicreleri
(APC) de grefte dogru giden bu sirkiilasyona katiir. APC‘ler alicidaki T hiicrelerini
aktive ederler. Aktive T hiicreleri altgruplarina farklilasarak immiin atak sonucu grefte
zarar verirler (25,34,35).

Makrofaj, dendritik ve B hiicreler, yiizeyindeki HLA molekiilleri ve
immiinoglobulinleri kullanarak antijen sunma fonksiyonu gostererek T hiicre
aktivasyonuna neden olurlar. Bunun diginda epitelyal ve endotelyal hiicreler de antijen
sunarak T hiicre aktivasyonunu saglarlar (35,36).

Hiicre aracili akut rejeksiyon tedavi edildiginde inflamasyon mediatorlerinin
infiltrasyonu hizlica azalirken, 6dem, tiibiiler inflamasyon ve hiicre defekti bir siire daha
kalabilir (30).

Subklinik rejeksiyon ise hi¢bir klinik belirti gdstermeksizin basarili tedaviden

sonra hiicre aracili akut rejeksiyonun morfolojik halidir (30).

2.4.3. Kronik Rejeksiyon

Kronik allogreft rejeksiyon —greftte immiin hasar- rezidiiel antigreft lenfosit
veya antikorlarin kontrolii i¢in verilen immiinsupresiflerin basarisizligiyla ilgilidir.
Nakil sonrast 3 aydan sonra gelisir. Greft fonksiyonunun giderek azalmasiyla tespit
edilir. Arterler, tubiiller, interstisyum ve glomeriillerde kronik degisiklikler ile
karakterizedir (Sekil 2-6). Patogenezi karmasiktir; tekrarlayan belirgin ya da gizli akut
rejeksiyon epizodlar1 (allojenik faktorler) ile bobrek verici ve alicisina bagh

immiinolojik olmayan etmenler bu siirece dahil olur (25,28,37).
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Sekil 2-6: Kronik Rejeksiyon
2.5. BOREK NAKIiLLERINDE KULLANILAN iMMUNSUPRESIF TEDAVILER

2.5.1. immiinsupresif Tedavinin Tarihcesi
1950 — immiinsupresyon tedavi, ilk bobrek naklinin yapildigi dénemlerde viicudun
1sinlamasi seklinde uygulaniyordu.
1960 - Azatiyoprin + prednizolon ikili tedavisi kullanildi.
1970 - Azatiyoprin + prednizolon tedavisine poliklonal antikor preparatlar1 (Antitimosit
globulin (ATG) ve anti-lenfosit globulin (ALG)) eklendi.
1980 - Azatiyoprin + prednizolon + siklosporin A (CSA) ii¢lii tedavisi kullanilmaya
baslandu.
1985 - Akut rejeksiyonda monoklonal antikor (Muromonab-OKT3) kullanima girdi.
1990-1999- CSA yerine Takrolimus (TAC, FK) ve Azatiyoprin (AZA) yerine
mikofenolat mofetil (MMF) tedavi protokollerine alind:.
1999 - Sirolimus kullanima girdi.
2005 - Everolimus kullanilmaya baglandu.

Immiinsupresif tedavilerdeki bu gelismelerin bagar1 oran1 %50'lerden %90'lara

yiikselmistir.

2.5.2. Bobrek Naklinde immiinsupresif Tedavinin Onemi
Doku ve organ nakillerinin basarisini, nakil yapilmis olan hastanin ve greftin

sagligmi, kullanilan immiinsupresif ilaclar dogrudan etkilemektedirler (38,39).
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2.5.3. immiinsupresif Tedavi Protokolleri

En uygun immiinsupresif tedavinin secilmesi nakil basarisin1 devam ettirebilmek
icin  onemlidir. Kullanilan ilaclar, kalsindrin inhibitorleri, antimetabolitler,
kortikosteroidler ve  mTOR (rapamisinin memelilerdeki hedefi) inhibitorleridir ve
kombinasyonlu sekillerde kullanilirlar (40).

Immiinsupresif tedavi protokolleri asagidaki gibi 6zetlenebilir (41):
1)indiiksiyon protokolleri

Standart indiiksiyon: Kortikosteroid

Azatiyoprin veya MMF
CSA veya takrolimus

Antikor indiiksiyonu: OKT3 ya da ATG
2) Idame protokolleri: Nakil sonrasi erken ve ge¢ donemde kullanilir.

CSA veya takrolimus

MMF

Prednizolon (PRD)

3) Anti-rejeksiyon tedavisi

Intravendz metilprednizolon

OKT3

ATG

Insancillastiriimis anti-CD25

2.5.4. immiinsupresif Ajanlar

2.5.4.1. Kalsinorin inhibitorleri

Takrolimus ve CsA kimyasal yapilar1 farkli olsa da etki mekanizmalari
benzerdir. CsA’nin siklofilin, FK’nin takrolimus baglayici protein (FKBP) gibi
kendilerine 6zgii sitoplazmik reseptor proteinleri ile bilesik olusturmasina bagli olarak
immiinsupresif olarak etkileri olusur. Olusturduklar1 bilesikler, NF-AT (nuclear factor
of aktivated T cell)’yi defosforile ederek FK’ya baglanirlar. Kalsinorin inhibitorleri, T
hiicre aktivasyonunu arttiran sitokinlerin IL-2, IL-4, IFN-y, TNF-a gen ekspresyonlarimi
inhibe eder. Sonu¢ olarak kalsinorin inhibisyonunun, sitokin ekspresyonu ve lenfosit

farklilasmasi iizerine etkileri vardir (40,43).
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2.5.4.2. Anti-Metabolitler
Azathioprin ve  MMF, anti-metabolit immiinsupresif gruba dahildir. RNA

(Riboniikleik asit) sentez ve metabolizmasini tahrib eden bir piirin analogudur. AZA,
hiicresel DNA (Deoksiriboniikleik asit) ile birleserek piirin niikleotid sentezini engeller.
AZA, gen aktivasyonunu engellemez fakat gen kopyalanmasini ve buna bagl olarak T
hiicre aktivasyonunu, kemik iliginde promiyelositlerin farklilagsmasini inhibe eder.
MMF ise aktif maddesi mikofenolik asit (MPA) olan, T ve B hiicre farklilasmasini
inhibe eden, antikor olusumunu, Tc olusumunu ve lenfositlerin vaskiiler endotelyal

hiicrelere baglanmasini engelleyen bir immiinsupresiftir (40,42).

2.5.4.3. Kortikosteroidler
Kortikosteroidler, T ve APC’lerden salgilanan sitokin (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6,
TNF-a, IFN-y) ve sitokin reseptorleri ile dendritik hiicrelerin islevlerini inhibe ederler

(31,41).

2.5.4.4. TOR inhibitorleri

Sirolimus-RAPA (Rapamisin), yapisal olarak FK’ya benzeyen bir makrolid
antibiyotiktir. FK gibi FKBP’ye baglanir. Sirolimus-FKBP bilesigi kalsindrin yerine
TOR proteinine baglanir. TOR’un inhibisyonu, sitokin bagiml hiicresel proliferasyonu,

hiicre boliinme siklusunun G1-S fazinda yavaslatmaktadir (40,41).

2.5.4.5. Poliklonal Antikorlar

Anti timosit globulin, Anti lenfosit globulin: Poliklonal antikorlarin etki
mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte immiinsupresif iiriin, bir dizi T hiicre
belirtecine karsi yonlenmis sitotoksik antikorlar icerir. Uygulandiktan sonra periferik
kan lenfositlerinde deplesyon meydana gelir. Ozellikle T lenfositler olmak iizere
lenfositler lize olur ya da retikiiloendotelyal sistem tarafindan temizlenir. Antikor
lenfositlerin yiizey antijenlerini de maskeleyebilir. Timoglobulin kullanimi ile uzamis
lenfopeniyle karsilagilabilir ve CD4 alt kiimesi uzun yillar boyunca baskilanmig olarak
kalabilir (40,42). Bu rejimler klinikte;

1) Steroide direncli rejeksiyon tedavisinde,

2) Yiksek oranda sensitize veya 3 aydan daha kisa bir siire icerisinde

immiinolojik olarak rejekte olmus ikinci transplantlarin tedavisinde,
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3) Kadaverik bobrek nakillerinde siklosporinin tam doz kullanimindan 6nce
baslangictaki ATN esnasinda dortlii tedavinin bir parcast olarak kullanilirlar.
Rejeksiyon ve indiiksiyon tedavisi olarak tedavi 7-10 giin verilir. Erken ve ge¢ ciddi yan
etkiler olusabilir (40,44).

Intra venoz immiinoglobulin (IVIG): ilk olarak hiimoral immiin yetmezlik
hastaliklarinin tedavisi icin gelistirilmis olan insan gama globulin preparatlar
giiniimiizde bir¢ok otoimmiin ve inflamatuar hastahigin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yiiksek oranda sensitisizasyona sahip hastalarda IVIG, anti-HLA’y1 inhibe ederek
reaktif T ve B hiicrelerinin uzun siireli baskilanmasina veya elimine edilmesine sebep
olur. Immiinoglobulin (Ig) G sentezi i¢in gerekli olan sitokin sinyalizasyonu inhibe
edilir. Ayrica alloimmiinizasyon, T hiicre reseptoriiniin blokaji yoluyla inhibe edilir.
IVIG immiinsupresan aktivitesinden ziyade immiin diizenleyici etkisiyle tanmir ve

kullaniminda immiinsupresyonun bilindik komplikasyonlar1 yoktur (42,44).

2.5.4.6. insanlastlrllmls (humanized) anti-CD25 monoklonal antikorlar
(baziliksimab, daklizumab)

Anti-CD25 monoklonal antikorlar, IL-2 reseptoriiniin o-zincirine karsi
hedeflenmislerdir. Reseptorii, sadece aktive T hiicrelerinin iizerinde bulunur. Antikorun
reseptore baglanmasi ile IL-2 aracili yanitlar bloke edilir. Boylece IL-2’nin {iretimini
azaltan kalsinorin inhibitorlerinin etkisini artirir. Akut rejeksiyon epizodlarmi tedavi
etmek icin degil onlemek icin tasarlanmislardir (38,43).

Baziliksimab ve daklizumab benzeyen iki bilesen olup CsA ve
kortikosteroidlerle beraber kullanildiklarinda akut rejeksiyon epizodlarinin insidansin
azaltma kapasiteleri mevcuttur. Her iki bilesende miirin monoklonal antikorlar1 olarak
koken alirlar sonrasinda ise genetik miihendisligiyle molekiiliin biiyiik kismi insan
IgG’si ile yer degistirir. Sonugta ortaya c¢ikan bilesiklerin immiinojenitesi diistiktiir
ciinkii yiikksek miktarlarda insanlarda antimiirin antikor iiretimini tetiklemez.
Baziliksimab’m IL-2 reseptorii icin olan afinitesi daklizumabin reseptor icin olan

afinitesinden daha biiyiiktiir (44).

2.5.5. Immiinsupresif Ajanlarin Etki Mekanizmasi
T hiicre aktivasyonu ve sonrasindaki hiicresel proliferasyon icin gerekli 3 sinyal
modelinin anlasilmasi, immiinsupresif ajanlarin etki mekanizmalarina gore ayrilmasina

yardimci olur (Sekil 2.7) (45).
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Sinyal 1: Antijene 0Ozgiidiir. Antijen sunan hiicreler tarafindan T hiicre
reseptorlerinin uyarilmasiyla olusur ve CD3 kompleksi araciligiyla iletilir. ATG, OKT3
ve siklosporin ile takrolimus gibi kalsindrin inhibitorleri sinyal 1’1 hedefleyen
ajanlardir.

Sinyal 2: Antijene 0zgii olmayan, kostimiile sinyaldir. APC iizerindeki B7
molekiilii ile T hiicresi tizerindeki CD28'in birlesmesi ile olusur. CTLA-4 Ig ve CD154
bu sinyal iizerine etkili olabilecek umut verici iki ajan olup, klinik kullanimlari ile ilgili
calismalar devam etmektedir.

Sinyal 3: Tim T hiicre aktivasyon kaskadinin hiicre boliinmesine dogru
ilerlemesine olanak saglar. Eger T hiicre reseptorii (TCR) ikinci uyari olmaksizin
tetiklenirse, hiicre anerjik duruma ge¢mektedir ki bu kosulda hiicre sadece inaktif degil
fakat aym1 zamanda daha sonraki tiim aktive edici sinyallere de yanitsiz kalir. Sinyal 3’1

hedefleyen ajanlar baziliksimab, daklizamab, sirolimus, MMF ve azatiyoprindir.
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Sekil 2-7 : T Hiicre Aktivasyonu ve Immiinsupresif Mekanizmalar

2.6. IMMUN YANIT
Mikroorganizma ve yabanci antijenlere karsi savunmayi saglayan hiicreler,

dokular ve molekiillerin hepsine immiin sistem, bu hiicre ve molekiillerin enfeksiyona




19

yol acan mikroorganizmalar ve yabanci antijenlere karsi diizenli olarak verdikleri
tepkiye de immiin yanit ad1 verilir (46).

Enfeksiyonlara karsi ilk savunma mekanizmasi olarak dogal immiin sistem
hiicreleri rol oynarken, daha sonra devreye edinsel immiinite hiicreleri girmektedir

(Sekil 2-8) (46).
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Sekil 2-8: Dogal ve Edinsel immiinite Elemanlan

Dogal immiinitenin en dnemli elemanlar1 epitelyum, epitelde bulunan 6zellesmis
hiicreler, fagositler, dogal oldiiriicii hiicreler (NK) ve kompleman sisteminin
proteinleridir. Dogal immiinitenin biitiin mekanizmalari, mikroorganizmalar1 6zgiil
olarak tanir ve tepki verirlerken, enfeksiyona yol agmayan yabanci maddelere tepki
vermezler. Bu yanitlar enfeksiyonlara karst erken savunma saglamasinin yaninda,
edinsel immiinitenin yanitini da giiclendirirler (46).

Edinsel immiin sistem, lenfositler, APC ve efektor hiicrelerden olusur. Farkh
hiicre ve molekiillerin olusturdugu, hiicre dis1 ile hiicre i¢i mikroplara karsi savunma
yapan iki tiir edinsel immiinite vardir; hiimoral ve hiicresel immiinite.
1)Hiimoral Immiinite: Kan ve mukozal salgilarda B lenfositler tarafindan iiretilen
antikorlarin aracilik ettigi immiin yanittir. Antikorlar mikrobial antijenleri tanirlar,
mikroplarin enfeksiyon olusturma ozelligini nétralize ederler ve ortadan kaldirilmak
tizere cesitli efektor mekanizmalara yoOnlendirirler. Hiimoral immiinite, hiicre disi
mikroorganizma ve bunlarin toksinlerine kars1 gelistirilen ilk savunma mekanizmasidir.
Antikorlar bu mikroorganizmalara baglanarak, pek cok farkli efektér mekanizmay1

harekete gecirebilecek ozelliktedirler.
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2) Hiicre aracili immiinite: T lenfositlerin aracilik ettigi immiin yanittir. Viriisler ve
baz1 bakteriler gibi hiicre i¢ci mikroorganizmalar, fagositler ve diger konak hiicrelerin
icerisinde yasarlar. Bu sebeple dolagimdaki antikorlarin bu mikroorganizmalara
ulagsmas1 imkansizdir. Bu tip enfeksiyonlara karst savunmada T lenfositler ya fagosite
edilmis mikroorganizmalar1 oldiirmek iizere makrofajlar1 aktive ederler ya da Tc’ler
enfekte hiicreyi dogrudan oldiiriirler (47).

Hiimoral ve hiicresel immiin yanitlarin ve bu yanita aracilik eden iiriinlerin

ozellikleri Tablo 2.4 ‘de gosterilmistir.

Tablo 2-4: Edinsel Immiinite Islevleri

OZELLIK ISLEVI
. Antijenlerin lenfositler tarafindan spesifik
Ozgiinliik

olarak taninmasi
Cesitlilik Farkli antijenlere yanit verebilmesi

Ayni antijenle tekrar karsilastiginda daha
Hafiza (Bellek) ] ]

gliclii yanit verebilmesi

Antijenik uyariy1 takiben normal immiin
Otoregiilasyon

yanit kendi kendini sinirlamasi

Kendini (self’i) yabanci olandan ayirt/Kendine ait olan antijenleri yabancilardan

etme ayirt edebilmesi

Immiin yanit birbirini takip eden basamaklardan olusur: antijen tanmnmasi,
lenfositlerin aktivasyonu, antijenin yok edilmesi, immiin yamitm sonlandirilmasi ve
bellek. Her basamak lenfosit ve diger immiin sistem elemanlarmin belirli
reaksiyonlarini icerir (46).

Lenfositler, yiizey belirtecleri ve fonksiyonel olarak farklarindan dolay1 T, B ve
NK’lar olarak alt gruplara ayrilmiglardir. T lenfositlerinden en iyi tanimlanmis olanlar
Th ve Tc’dir. Antijenik uyariy1 takiben Th hiicreleri sitokin salgilarlar. Bu sitokinler, T
lenfositlere ek olarak B hiicreleri, makrofajlar ve diger lokositlerin de ¢ogalmasi ve
farklilasmasmi tetiklerler. Tc’ler viriislerle enfekte edilmis olan hiicreler ya da diger
hiicre ici mikroorganizmalar gibi yabanci antijenleri iireten hiicreleri oldiiriirler.

Diizenleyici T hiicreleri (Treg) olarak adlandirilan bazi T hiicrelerinin islevi temelde
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immiin yanitlar1 baskilamaktir. Ugiincii bir lenfosit grubu olan NK hiicreleri ise, viriisler
ve diger hiicre ici mikroorganizmalara karsi immiin yanita katilirlar (46,47).

T hiicreler yalnizca protein yapisindaki antijenleri (Timus veya T lenfosit
bagimli antijen) taniyabilir.

T lenfositlerin aktivasyonu, inflamasyona yakin lenf diiglimlerinde olusur (Sekil
2-9). T hiicre aktivasyonu i¢in ilk sinyal MHC molekiilii antijen baglanma bolgesi ile
TCR’niin (bir anahtar kilit modeli olusturarak “MHC siif I veya II molekiilii+antijen”)
etkilesmesidir. MHC molekiilii ile antijenin baglanmasi, T hiicre reseptorii ile antijen
baglanmasma gore daha az ozellikli olabilir. MHC smif II molekiilleri ile birlikte
sunulan antijenleri, CD4+ T hiicreler tanirken, MHC smif I molekiilii ile birlikte
sunulan antijenler ise CD8+ T lenfositlerince taninir. Ikinci sinyal T hiicre yiizeylerinde
bulunan kostimulatdr (yardimei uyarict) molekiillerin (CD28), APC goérevi yapan
makrofaj, dendritik hiicre ve B lenfosit yiizeyindeki ligandlar1 ile (B7-1 veya B7-2)
birlesmeleridir. Bu sinyal olmaz ise sadece TCR aracili sinyal (ilk sinyal) ile T hiicre
aktive olamaz ve immiin yanit gerceklesmez. Diger bir yardimc1 uyarici molekiil ile
etkilesim CD40 ligandmin CDA40 reseptoru ile baglanmasidir. Diger taraftan T hiicre
yiizeyinde daima bulunan CD28 molekiilii B7 ile etkilestiginde T hiicre aktivasyonu
arttiginda CTLA-4 ekspresyonu artar, CD28 ile yarisarak aktivasyonu sinirh tutar ve IL-
2 yapmmi azalir. Boylece CTLA-4, immiin yanitta inhibitor rol oynar. Uciincii sinyal
antijenin TCR ile etkilesimi sonucunda hiicre icine giden sinyallerle cesitli genlerin
transkripsiyonu ve sitokin sentezinin gerceklesmesidir. Bu etkilesimi takiben PTK
(protein tirozin kinaz) aktivitesi artar. Aktive olan PTK’lar hiicre i¢i bazi molekiilleri
fosforile eder ve hiicre i¢i sinyal iletimi saglayan molekiillerin aktive olmasini saglar.
Bu islem T yardimci hiicrenin sitokin iretimi i¢in gereklidir. T yardimci1 hiicre kaynakl
sitokinlerin T hiicre reseptorlerine (IL-2/IL-2R) baglanmasi ile T lenfositlerde mitotik
aktivite baslar ve hiicre prolifere olur. APC tarafindan iiretilen IL-1 ve TNF-a, T

yardimct hiicre aktivasyonunu arttirir (48).
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Sekil 2-9: Lenfosit Aktivasyonu

2.7. TRANSPLANTASYON IMMUNOLOJiSI

Doku naklinin gelismesiyle birlikte, genetik olarak farkli bireylerden olusan bir
toplumda bireylerin, diger bireylerden nakledilen dokular1 reddettigi ortaya ¢ikmistir.
Red, nakledilen dokuda hasara neden olan enflamatuvar tepkilerin sonucudur.

Transplantasyon immiinolojisindeki gelismeler, es-soylu fare gibi hayvan
deneylerinin sonu¢larmdan yola ¢ikarak olugsmustur. Ayni1 ve farkli es soylar arasinda
yapilan transplantasyonlar, es soylar arasinda kabul oldugu, farkli soylar arasindakilerin
ise reddedildigi goriilmiistiir. Daha sonra, red mekanizmasmin iiriinleri tiim dokularda

eksprese olan genler tarafindan belirlendigi gézlenmistir (49).

2.7.1. Transplantasyon Antijenleri

Doku reddinde hedef olan antijenlere alloantijenler denir. Transplante doku
reddinin temel hedefleri olarak is goren allogreft antijenleri HLA tarafindan kodlanan
genlerdir. HLA molekiillerinin fizyolojik islevi, T hiicrelerine peptid antijenlerini
tanimast i¢in sunmaktir.

Her bireyde CD4+ T ve CD8+ T hiicreleri, sadece bireyin HLA molekiilleri
tarafindan sunulan peptidleri tanimak iizere farkhilasmistir. Farkh peptidlere 6zgiil 6z
HLA ile smirlanmis bircok T hiicresi, herhangi bir allojenik HLA molekiiliinii
tantyabilir. Bu allojenik HLA molekiillerinin taninmasi gii¢lii bir T hiicre reaksiyonunun

ortaya ¢ikmasina sebep olur (49).
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2.7.2. immiin Yamtlarin Nakledilen Dokuya Kars: Uyarilmasi

Nakledilen dokuya karst olusan immiin yanit yolaklar1 dogal immiin yanit
aktivasyonuyla baglar. Yillardir, transplasyon immiinolojisi, edinsel immiin sistemle
iliskilendirilmistir. Buna karsim, dogal immiin sistem molekiillerinin de anlasilmasi,
yabanci antijenlerin sebep oldugu immiin cevapta edinsel immiin sisteminde daha 1yi
anlasilmasini saglayacaktir (50,51).

Inflamasyon yolaklari, T lenfositlerin direkt veya indirekt aktivasyonu ve
rejeksiyonu tetikleyen dogal molekiillerle aktive olur. Hasarli dokularda, TLR (Toll
Like Reseptor) ligandlar;; DAMP (Hasar iliskili Molekiiler Patern) ve diger dogal
immiinite molekiilleri eksprese olur (25,52). TLR’ler normalde patojenleri tanir fakat
ayrica yabanci doku molekiillerini de algilayabilir ve bazi faktorler iireterek dendritik
hiicrelerin olgunlagmas1 ve aktivasyonuna sebep olur. Bu hiicrelerin akut rejeksiyon
baslamasinda onemli rolii vardir (25,53). Diger dogal immiinite elemanlar1 ise, C3a ve
CS5a ireten kompleman sistemidir. Bu molekiiller direkt olarak greftin icindeki T
hiicreleri ve APC’leri aktive eder (25,54,55).

MHC Sinif T iligkili A (MICA) bolgesi antijenleri endotelyal hiicre ylizeyinde
ifade olur ve bu antijenin artmasi, NK ve CDS8 T hiicrelerini aktive eder. Bu aktivasyon,
HLA uyumlu transplantlarda, MICA antijen sensitizasyonu ve kotii greft prognozuyla
iliskilidir (56).

T hiicreleri, transplante olmus dokulardaki profesyonel APC’ler tarafindan
sunulan, allojenik HLA molkiillerini tanir (direkt tanima). Greftteki alloantijenler,
alicidaki profesyonel APC’ler tarafindan islenip T hiicrelerine sunulur (indirekt tanima)
(Sekil 2-10) (49,57). Alcidaki APC’ler aym zamanda greftteki diger hiicrelerin
membran fragmentlerini de isleyip sunabilirler. Bu fragmentler, MHC glikoprotein

iligkili peptidlerdir. Bu sunum sekli de yar1 dogrudan yolak olarak gecer (58).
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Sekil 2-10: Direkt ve indirekt allo-tamima mekanizmasi

2.7.3. T Hiicre Aktivasyonu
T hiicre aktivasyonu, HLA peptid kompleksinin neden oldugu sinyaller

disindaki sinyalleri gerektirir. Bu sinyallere kostimulasyon sinyalleri denir. Bu
sinyallerin yoklugunda bir antijen sunuldugunda T hiicreleri etkisiz hale gelir ve sinyal
bloke eden ajanlar gelistirir. Bu sinyallerin bas kaynaklar1 APC’ler ve etrafindaki
dokulardir. APC’ler tarafindan sunulan kostimiilator molekiiller, CD80 (B7-1) ve CD86
(B7-2); bu iki B7 molekiilii T hiicre membran reseptorleri olan CD28 ve CTLA-4 i¢in
liganddir. CD80 veya CD86 reseptorlerinin CD28 ile baglanmasi stimulasyonu, B7
ligandlarmm CTLA-4 ile baglanmasi inhibisyonu baslatir. Diger kostimiilator
molekiiller ise CD40, CD154 (CD40 ligand1) ve T hiicre immiinoglobulin ve musin
(TIM) alt gruplari; APC’lerdeki TIM3 ve TH1 lerdeki TIM1 ligandidir (60).

2.7.4. Allogrefte T Hiicre Tasinmasi

T hiicreleri, endotele baglanmak, endotel boyunca yuvarlanmak ve peritiibiiler
kilcallarinda go¢ edip grefte girmek icin adezyon moliikiillerini (LFA-1 (lenfosit
fonksiyon iligkili antijen 1)) kullanirlar (Sekil 2-11) (61). Fingolimod, lenf nodlarinda

kiiciik bir molekiildiir ve T hiicrelerin lenf nodlarindan ¢ikisini ve anti-LFA-1 ajanlarmi
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bloklayarak T hiicre tasinmasini engeller. Fakat bu durum transplantasyonda ¢ok gii¢lii

bir etki yaratmaz (25).
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Sekil 2-11: T Hiicrenin Grefte Dogru Tasinmasi ve Girmesi

Dokular arasindaki mononiikleer hiicreler (CD4 ve CD8 T hiicreler),
inflamatuvar sitokinler ve kemokinler, akut hiicresel rejeksiyon bolgesinde birikirler
(25,62).

Akut rejeksiyonda diger hiicreler ve yolaklar da rol oynar. B hiicre genleri ve
CD20 ekspresyonlarinin artmasi, hiicresel rejeksiyonda ve eozinofil hiicrelerinin
infiltrasyonuyla seyreden glikokortikoid direncli rejeksiyonda rol oynar. Makrofajlarin
aktivasyonu, proinflamatuvar sitokinlerin sekresyonuna ve bdylece greft fonksiyonunun

azalmasina ve T hiicre aracili rejeksiyona sebep olur (62,63).

2.7.5. Efektor T Hiicreler

T hiicreler, direkt olarak tiibiiler epitelyal hiicrelerle baglanti kurarak hiicre
aracil sitotoksisiteye neden olurlar. Ayrica inflamasyonu aktive ederek veya vaskiiler
endotelyal hiicreler araciligiyla da grefte indirekt olarak hasar verirler. CD8 T hiicreler,
hiicre membranini hedef alan perforini salgilar ve kaspaz iligkili apoptoza yol acarlar.

Sitotoksik T hiicrlerini aktive eden Fas reseptoriiniin ligandi, Fas-L (Fas ligand)‘dir.
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Greftin rejeksiyona dogru gitmesi, T lenfositlerinin renal tiibiillere infiltre
olmasi ve burada proliferasyona ugramasiyla gerceklesir. Tiibiiler hiicrelerin ve bazal
membranin nekrozu, idrar sizintisina, greft fonksiyon bozukluguna ve ilerleyici tiibiiler

atrofiye neden olur (62).

2.7.6. Yardimc1 T Hiicre Altgruplar: (Sekil 2-12)

Yardimei1 T hiicre alt gruplari, Th1l ve Th2 olmak iizere 2 gruba ayrilir ve her iki
grup da farkl sitokin profilleri iiretir. Th1 hiicreleri, hiicresel cevaptan sorumlu IFN-y
ve IL-2 gibi sitokinleri iiretirken Th2 hiicreleri, hiimoral cevaptan sorumlu IL-4, IL-5 ve
IL-13 gibi sitokinleri iiretir. Bunlardan Thl hiicre ve sitokinleri, rejeksiyona aracilik
ederken, Th2 hiicre ve sitokinleri ise immiin toleransta rol oynar. Buna ek olarak, Th2
hiicreleri yalniz basina eozinofil hiicrelerini kullanarak greft rejeksiyonuna sebep
olabilir (59).

Bir diger alt grup olan Treg hiicreleri ise FoxP3 transkripsiyon genleri tarafindan
ifade edilir ve immiin toleransta gorevlidir. Treg hiicreleri, hem farelerde hem de
insanlarda Th ve B lenfositlerini baskilamaktadir (59,64).

Son yillarda IL-17 iireten ve fonksiyonu Thl ve Th2 hiicresinden farkli ve
tictincii bir Th alt grubu olan Th17 kesfedilmistir. Baslica fonksiyonu Thl ve Th2
tarafindan tam olarak kontrol altina alinamamis patojenlerin yok edilmesine yardimci
olmaktir. Deneysel ¢alismalarda inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde

rolii oldugu saptanmustir (64).
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2.8. SITOKINLER

Sitokinler, hiicreler arasindaki iletisimi saglayan, protein yapida olan araci
molekiillerdir. Sitokin terimi, hiicre ve hormon anlamma gelen kelimelerden olusur.
Immiin sistemin hormonlar1 gibi diisiiniilse de, birgok Ozellikleri ile endokrin
hormonlardan ayrilirlar.  Sitokinler, c¢esitli hiicrelerden salgilanirlar.  Sitokinler,
salgilandi1g1 mikrocevrede etkisini gosterirken (otokrin veya parakrin etki), hormonlar
gibi uzak dokularda da etki gosterirler (endokrin etki). Sitokinler immiin sistem
hiicrelerinin gelismesi, farklilasmasi ve aktivasyonunda, antijen sunumu, adezyon
molekiillerinin ekspresyonu, akut faz yanitlar1 gibi immiin yanitin ve inflamasyonun her
sathasinda, hiicre Oliimiinde, hematopoez ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok biyolojik
olaylarda hiicreler arasindaki iliskileri diizenleyen yiiksek diizeyde spesifik ¢oziiniir
proteinlerdir. Esas olarak Th hiicreleri ve makrofajlar olmak iizere hem spesifik hem de
dogal immiin sistem hiicrelerince salgilanirlar. Sitokinler antijen spesifik olmadiklar
halde yapimlar1 ve salgilanmalar1 antijen uyarisina baghdir. Genel olarak Onceden
yapilmis molekiiller olarak depolanmazlar. Etkilerini spesifik reseptorlerine baglanarak
gosterirler. Sitokinlerin hedef hiicresi, sitokini salgilayan hiicrenin kendisi olabilir veya
daha siklikla yakinindaki bir hiicre olabilir. IL-1 ve TNF gibi sitokinler ayrica
salgilanmadan, iiretildikleri hiicrenin membranima baglh durumda iken hedef hiicredeki

reseptore baglanarak etkilerini gosterebilirler (64,65).

2.8.1. Sitokinlerin Ozellikleri

® Hiicre biiyiime, farklilagsma, aktivasyon, kemotaksi, apoptoz, fibrozis gibi
etkileri vardir.

e Sitokinler, kendi kendini sinirlayarak, uyarilma ile gecici bir siire salgilanir ve
etkisi kisa siirelidir. Ozellikle antijen, immiin kompleksler, kompleman, enzim
veya diger sitokinlerin uyarilarina cevap sirasinda salinirlar.

e Sistemik dolasimda aktif degillerdir ve etkilerini yiiksek miktarda spesifik
yiiksek afiniteli reseptorlerine baglandiklar1 zaman gosterirler.

e Aym hiicre farkli sitokinler salgilayabildikleri gibi, farkli sitokinlerin hiicre
diizeyinde etkileri ayn1 ya da benzer olabilir.

¢ Bir sitokin farkh hiicreleri etkileyebilir. Farkli hedef hiicrelerde ¢cok yonlii etki

olusturmaya ‘Pleiotropy’ denmektedir.
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e Sitokinler sinerjik etki (iki sitokinin bir hiicreye toplam etkisinin, her bir
sitokinin tek basma etkilerinin toplamindan fazla olmasi) gosterebildigi gibi,
antogonistik etki de (bir sitokin tarafindan olusturulan etkinin diger bir sitokince
engellenmesi veya baskilanmasi) gosterebilirler.

e Sadece immiin sistem hiicrelerine degil, tiim hiicrelerde etki yapabilirler (66).

2.8.2. Sitokinlerin Simiflandirilmasi

Birlesik bir siniflandirmanin yoklugunda, cesitli sitokinler sayisal siraya gore
(IL-1’den IL-37’e kadar); fonksiyonel aktivitelerine gore (TNF-o, graniilosit koloni
stimiile edici faktor gibi); inflamatuvar cevaplardaki kinetik ve fonksiyonlarina gore
(erken veya ge¢, dogal veya edinsel, proinflamatuvar veya anti-inflamatuvar), orijin
aldiklar1 primer hiicrelere gore (monosit, lenfosit gibi) siniflandirilmislardir.

Sitokin stiper aileleri, homolojilerinde benzerlik gosterselerde karsilikli reseptor
sistemlerinde farkliliklar vardir. Bu yiizden fonksiyonel benzerlik sergilemezler. Ayrica
onemli diizenleyici hiicre membran reseptdr ve ligandlar1 igerir. Evrimsel siirecte
memelilerde ¢esitli immiin fonksiyonlarin ortak yapisal motifleri goriilmektedir.

TNF/TNF reseptor siiper ailesi, apoptozu baslatan FasL (CD95), B hiicre ve T
hiicre aktivasyon aract olan CD40L gibi hiicresel ligandlari, TNF ve lenfotoksinleri
icerir. Benzer olarak IL-1/IL-1 reseptor siiper ailesi, konak savunma fonksiyonu
gosteren IL-37 (a,B), IL-36 reseptor antagonisti olan IL-18, IL-33, IL-36 (a,pB,y),
sitokinlerini ve reseptorlerini icerir. Bu aile aym1 zamanda dogal immiin sistem

cevabinda rol oynayan memeli patern tanima molekiilii olan TLR’ii de igerir (67).

29. YARDIMCI T HUCRE ALT GRUPLARI VE SALGILADIKLARI
SITOKINLERIN TRANSPLANTASYONDAKI ONEMi

Transplantasyon sonrasi, T hiicre aracihi alloimmiin cevap, alict ve vericideki
antijen sunan hiicrelerin, alicidaki CD4+ ve CD8+ T hiicrelerine alloantijenleri
sunmastyla baglar. Alloantijenlerin sunulup taninmasi, en biiyiik transplantasyon engeli
olan allogreft rejeksiyonun baslamasina neden olur. CD4+ T hiicrelerin aktivasyonu
immiinsupresif ajanlarin  kullamlmasiyla engellenebilir. Immiinsupresif ilaclar
rejeksiyonda bir engel gibi dursada, nakil olan hastada enfeksiyon hatta kansere kadar

gidebilen komplikasyonlara yol agmaktadir (4,68). CD4+ T hiicre alt gruplarini iyi
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anlamak, allogreft rejeksiyonun Ongoriilmesi ve engellenmesinde etkili stratejilerin
gelistirilmesini saglayacaktir.

CD4+ T hiicre alt gruplari, farkli biyolojik fonksiyonlar: olan sitokinleri iiretir
(59). 1986’da Mosmann ve Coffman (69), Thl ve Th2 adm alan, farkli fonksiyon ve
sekresyona sahip iki CD4+ T hiicre alt grubu tanmmmlamislardir. Bu Thl1/Th2
paradigmasi, transplantasyon ve inflamasyondaki immiin cevaplarin ve CD4+ T hiicre
biyolojisinin anlasilmasini saglamustir (70). Diger bir CD4+ T hiicre alt grubu, IL-17
tireten Th-17 hiicreleri 2005°te Dong ve Waver tarafindan tanimlanmistir (71). Daha
sonra bircok CD4+ T hiicre alt grubu tamimlanmistir ve bu hiicreler, IL-9 iireten Th9
(72), IL-22 iireten Th22 (73) ve foliikiiler T yardimci hiicre (Tfh) dir (Sekil 2-13) (74).
Th9, Th17, Th22 ve Tth hiicreleri esas olarak otoimmiin hastaliklar1 ve inflamasyonda
rol oynamalarmdan dolay1 Th1 ve Th2 hiicrelerinden ayrilmislardir. Ayn1 zamanda Th9,
Th17, Th22 ve Tth hiicrelerinin allogreft rejeksiyonda ©nemli gorevleri oldugu
saptanmistir (69-74).

-3
L-21

Tfh

Lz
IRy
ThF-ox i

RS = : \ /

IL-178

5 IL-17F
s NaJ_f'CD4+ . 22

R &, I-23
-0 L33 T Hicraler a3

o~

IL-15 Thl¥F
Th2 [y
;\?/
+’_’/f
[ -
-a THF-x
-1 IL-2Z
IL-Z1
Thg Th22

Sekil 2-13: Naif CD4+ T hiicreleri ve CD4+ T hiicre alt gruplarimn farki

2.9.1. Allogreft Rejeksiyonunda ve Toleransinda Th1/Th2 Paradigmasi

Alloreaktif CD4+ T hiicreler, transplant organina karsi allojenik HLA antijenleri
ile baglanti kurar (4). Thl hiicreleri, transplant rejeksiyonunun olusumunda birkac
mekanizmaya sahiptir. Birincisi, allojenik stimulasyon sonrasi, Th1 hiicreleri IL-2 iiretir

ve bu alloreaktif sitotoksik CD8+ T hiicrelerin proliferasyonuna yol acar. Bununla
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birlikte CD8+ T hiicreler, Thl cevabm giiclendiren IFN-y sitokinini iiretir. Ikincisi,
alloreaktif Thl hiicreleri, alloreaktif antikor iireten B hiicrelerinin aktivasyonuna ve
boylece transplantasyon sonrasi antikor aracili hiimoral rejeksiyona neden olur.
Uciinciisii, alloreaktif Thl hiicreleri Fas/FasL aracili sitotoksisiteyle direkt olarak
allogreft hasarma yol acar (4,68).

Klinik transplantasyonda, akut rejeksiyon boyunca CD4+ T hiicre klonlar1 izole
edildiginde IFN-y‘nin yiiksek seviyede iiretildigi gozlenmistir. Ayrica Thl hiicre
transkripsiyon faktorleri olan T-bet ve FasL, rejeksiyonsuz hasta grubuna gore
rejeksiyonlu grupta anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmustir (75).

Th2 sitokinlerinden IL-4 ve IL-10, Thl cevabini inhibe etme 6zelligine sahiptir.
Bunun sonucunda, Th2 hiicrelerinin allogreft rejeksiyonunun gecikmesine ve hatta
engellenmesine sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna ragmen bazi calismalarda, 1L-4
ve Th2 hiicrelerinden salman sitokinlerin greft rejeksiyonuna yol acabilecegi

tartistlmastir (4,6,76).

2.9.2. Allogreft Rejeksiyonunda Th17’nin Rolii

Th17’nin transplant rejeksiyonunda rol oynamasi Van Kooten ve ark tarafindan
rapor edilmistir (77). Bir¢ok c¢alisma Thl7 hiicrelerinin irettigi 1L-17 ve IL-21
sitokinlerinin akut ve kronik rejeksiyon siiresince salgilandiginit gostermektedir. Greft
dokular1 arasinda eksprese olan IL-17 ve IL-21’in kisa donem greft sag kalimyla iligkili
oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, alloantijene spesifik CD4+ T hiicrelerin kronik
bobrek hasar1 olan hastalarda, yiiksek seviyede IL-2, IL-17 ve IFN-y iirettigi
gbzlenmistir (78).

Th-17 hiicrelerinin yol agtift allogreft rejeksiyonu, noétrofillerin grefte
girmesiyle iliskilendirilmistir. Notrofiller, allogreft rejeksiyonunda efektor hiicre gorevi
gormektedir.

Th17 hiicreleri iki farkli izoformda IL-17 iiretir. Bunlardan biri allogreft
rejeksiyonda daha ¢ok rol olan IL-17A digeri ise IL-17Fdir.

Th17 hiicrelerinin naif CD4+ T hiicrelerinden gelismesi, inflamasyon boyunca
APC‘ler ve TGF-B ve IL-6 gibi lokal sitokinler tarafindan gergeklesir. IL-23 ise
Th17’nin  olgunlagsmasmi aktive eder. Bir¢cok calisma IL-6 ve Thl7 hiicre

farklilasmasiin, erken donem akut rejeksiyonda ortaya ¢iktigini sdylemektedir (79).
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Thl, Th17 agrrhkli immiin cevabin belirlenmesi, allogreft rejeksiyonla
iliskilendirilmistir. Transplantasyon sonrasi sitokin profilinin degerlendirilmesi bu

immiin cevabi1 anlamaya ve rejeksiyonu engellemek adina yeni tedaviler bulmaya 151k

tutabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
Hasta Grubu

Calismaya Mart 2014 ve Haziran 2014 tarihleri arasinda, Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi ve Sisli Memorial Saglik Grubu'nda canli/kadavradan bobrek
nakli olmus 18-65 yas aras1 50 hasta dahil edildi. Hastalar 1 yil siireyle takip edildi.
Hasta grubu kendi icinde stabil greft fonksiyonlu (SGF, n:44), ve rejeksiyonlu hasta
grubu (RHG, n:6) olarak ikiye ayrild1.

Calismaya dahil olan hastalara ait demografik bilgiler; Istanbul Tip Fakiiltesi
Nefroloji Bilim Dali Transplantasyon Poliklinigindeki ve Sisli Memorial Saghk
Kurumu Organ Nakli Merkezindeki takip dosyalarindan saglandi.

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Hastalar; nakil oncesi, nakil sonrasi (7. Giin, 1. ve 6.ay) olmak iizere 4 gruba
ayrildi. Nakil oncesi hastalardan alinan kanlar immiinsupresif tedaviye baslanmadan
hemen Once alindi. Her grup i¢in hastalardan, 16cc Lityum-Heparin’li, 8cc Etilendiamin

tetraasetikasit (EDTA) 11 tiipe kan alind1 (Sekil 3-1).

Nakil sonrasi rejeksiyon gecirmis hastalardan ise kan ornekleri anti-rejeksiyon

tedavisi baglanmadan 6nce 16 cc Heparinli, 8 cc EDTA’ 11 tiipe kan alind1.
WS Ee |

Sekil 3-1: Ornek Toplama

Toplamda 50 nakil hastasindan, 12 tanesi [stanbul Tip Fakiiltesi, 38 tanesi ise

Memorial Saglik Grubu’nda nakil olmus hastalardi. Hastalarin hepsi nakil oncesi ve 7.
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glinlerinde eksiksiz kan verirken, 1.aylarinda 1 hasta, 6.aylarinda 7 hasta poliklinik

takipten ciktiklari i¢in ¢calismadan cikarildilar (Tablo 3-1).

3.1.2. Orneklerin Saklanmasi

Akan hiicre olcer yontemiyle hiicre i¢i sitokin tayini i¢in, heparinli tiipe alinan

kanlardan, lenfosit izolasyonu yapilarak, ELISA yoOntemiyle sitokin seviyesi Ol¢ctimii

icin ise EDTA’11 tiipe alinan kanlardan plazma ayrilarak -80 derecede sakland1 (Sekil 3-
2).

Sekil 3-2: Orneklerin Saklama Kosullar

Tablo 3-1: Yontemde Kulanilan Bilimsel Veriler

Ornek Alinan Giin

Toplanan Hasta

Akan Hiicre Olcer

Yontemiyle

Elisa Yontemiyle

Testlenen Hasta

Sayisi Testlenen Hasta
Sayisi
Sayisi
Nakil Oncesi 50 14 21
Nakil Sonrasi 7. Giin 50 15 21
Nakil Sonrasi 1. Ay 49 31 20
Nakil Sonrasi 6. Ay 43 40 19
Rejeksiyon Gecirdigi 6 3 6

Giin




3.2. YONTEMLER

3.2.1. Lenfosit Dondurma ve Plazmanin Elde Edilip Saklanmasi

3.2.1.1. Gerekli Malzeme ve Cihazlar
15 mililitre (ml) ve 50 ml falkon tiip
2 ml dondurma tiipii
1,5 ml mikrosantrifiij tiipii
Otomatik pipet (1000 pl’lik)
Otomatik pipet ucu (1000 pl’lik)
3 ml'lik plastik pastor pipeti
10 mI’lik cam pastor pipeti
Santrifiij
-80 derece derin dondurucu
Mikroskop
3.2.1.2. Kullamlan Kimyasallar
RPMI-1640
Fotal Bovin Serum (FBS)
Penisilin-Streptomisin
DMSO
Fikol
HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution)
3.2.1.3. Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Dondurma Cozeltisi; 20 ml RPMI-1640 (%40)
25 ml FBS (%50)
5 ml DMSO (%10)

Yikama Soliisyonu; 500 ml RPMI-1640
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25 ml FBS (%5)

6 ml Penisilin-Streptomisin 1000X

3.2.1.4. Test Protokolleri

Lenfosit Dondurma (Sekil 3-3);

1y
2)
3)
4)

5)

6)

7)
8)

9)

50 ml falkon tiipe 2 heparinli tiipe alimmis kan ve 17 ml HBSS konuldu.
14 ml falkon tiipe 5-6 ml fikol konuldu.

HBSS+Kan karigimu fikoliin tistiine yiiklendi.

2000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. (Santrifiij fren ayar1 kapaliyken)

Santrifiij sonrasi fikoliin iistiine toplanan Periferal Mononiikleer Hiicre

(PBMC) toplanir ve 15 ml falkon tiipe aktarildi.

1400 rpm’de 15 dk santirfiij edilir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi

dokiildii.
Peletin iizerine 12 ml hazirlanmis olan yikama soliisyonu konuldu.
Hiicreler mikroskopta sayild1 ve ortalama 12 milyon hiicre elde edildi.

Yikama soliisyonu konulmus tiip 1400 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Siipernatant dokiildii, pelet tiipiin dibinde kald:.

10) Dondurma ¢o6zeltisinden peletin iizerine 3 ml eklendi ve karistirildi.

11) Onceden hazirlanmig 3ml’lik lenfosit dondurma ¢ozeltisi, 3 adet dondurma

tiipiine 1’er ml olacak sekilde boliindii ve -80 derecelik derin dondurucuya

hizlica kaldirildi.

Plazma Elde Edilmesi ve Saklanmasi;

)
2)

3)

8 cc’lik EDTA’ ] tiipe alinmis kan 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Ustte kalan plazma kisnu pipet yardimiyla alimip 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiiplerine boliindii.

-80 derecelik derin dondurucuya kaldirild1.
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Sekil 3-3: Lenfosit izolasyonu
3.2.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Uyarilmasi

3.2.2.1. Kullamlan Cihaz, Soliisyon ve Malzemeler
37 derece CO, ‘li ETUV

Kiiltiir soliisyonu; 500 ml RPMI-1640

25 ml FBS (%5)

6 ml Penisilin-Streptomisin 1000X
Forbol Miristat Asetat (PMA) Img (Sigma)
fonomisin (Sigma)
Golgi Plug (Beckton Dickinson, ABD)
24’14 kiltiir plag:
15 ml ve 50 ml falkon tiip
2 ml dondurma tiipii
Otomatik pipet (1000 pl’lik)
Otomatik pipet ucu (1000 pul’'lik)

Santrifiij, Mikroskop

3.2.2.2. Test Protokolii

1) -80 derecede saklanan lenfositler, 37 derecelik sicak su banyosunda ¢oziildii

(Sekil 3-4).
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2) Coziilen hiicreler hazirlanan kiiltiir soliisyonu eklenerek santrifiij edildi.
3) Hiicreler mikroskopta sayildi.

4) Sayilan hiicrelere 1 ml Kkiiltiir sivis1 eklenerek her bir kuyu i¢cin 1 milyon
hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir plagina konuldu.

5) Sitokin stimulasyonu icin PMA (5ng/ml) ve ionomisin (1 mikrogram
(ug)/ml) her kuyuya eklendi.

6) Hiicrelerin 151k gOrmesinin engellenmesi i¢cin plak aliiminyum folyoyla

sarilarak CO,‘li 37 derecelik etiivde 5-6 saat inkiibe edildi.

7) 6 saat sonunda sitokin salinimini durdurmak i¢in 1 mikrolitre (ul) GolgiPlug
eklendi.

Sekil 3-4: Hiicrelerin Coziilmesi ve Uyarilmasi1 Asamalar
3.2.3. Akan Hiicre Olcer Yontemiyle Hiicre Ici Sitokin Tayini

3.2.3.1. Akan Hiicre Olgerin Calisma Kosullar:

Akan hiicre Olcer, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin
icindeyken karakteristiklerinin oOlciilmesidir. Akan hiicre Olger ile bir siispansiyon
halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden
gecirilir; hiicrelerin lazer 1518mnin Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak
analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik ve graniilarite gibi fiziksel
ozellikleri olabildigi gibi hiicreye baglanan cesitli florokromlar da olabilir. Boylece

hiicre ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran
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potansiyeli, canlilig1 ve hiicre ici sitokin miktar1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi
edinilebilir (Sekil 3-5).

Analizin dogru yapilabilmesi i¢in dogru antikorlar ve dogru sayida hiicre
gereklidir. Hiicre sayisinin c¢ok yiiksek olmasi, veri toplanmasi isleminde cihazin
tikanmasina da sebep olabilir. Hiicre sayisinin az olmasi da daha yanlis sonuglarin

cikmasina neden olabilir. Hiicreler kullanilmadan 6nce yogunluklar1 1-5x10%/mL olacak

sekilde ayarlanir, antikorlar iireticinin onerdigi konsantrasyonlarda kullanilir.

Sekil 3-5: Akan Hiicre Olcer Yontemiyle Hiicre Boyanmasi ve Analizi

3.2.3.2. Kullamlan Kit ve Antikorlar
Akan Hiicre Olcer Hiicre I¢i Sitokin Tayin Kiti (Cytofix/Cytoperm Plus
Flx./permeabil Solut.Kit with GolgiPlug (Beckton Dickinson, ABD))

CD3 FITC (Beckton Dickinson, ABD)
CD4 PerCP-Cys.5 (Beckton Dickinson, ABD)
IL-17A ALEXA 647 (Beckton Dickinson, ABD)

IFN- gamma PE (Beckton Dickinson, ABD)

3.2.3.3. Kullamlan Cihaz, Soliisyon ve Malzemeler

Akan hiicre dl¢er cihazi (Beckton Dickinson, Facs Calibur)
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Santrifiij (Heraus, Niive)

Buzdolob1 (+4C) (Argelik)

Vorteks (Heidolp, Kermanlar)

Akan hiicre olger yikama soliisyonu (Flow sheath) (Beckton Dickinson)
Distile su

3 ml'lik plastik pastor pipeti

Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pl’lik) (Eppendorf)

Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik)

12.75 ml'lik yuvarlak dipli polipropilen akan hiicre olger tiipti

3.2.3.4. Test Protokolii (Sekil 3-6)

1) Hiicre kiiltiirii sivis1 akan hiicre olcer falkon tiiplerine aktarildi.
2) PMA ve ionomisin ile uyarilmayan kiiltiir s1vis1 da falkon tiipe aktarild.

3) Tiipler 1900 rpm'da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii.

4) Tiplerde kalan peletin tizerine 200 ul  Phosphate Buffered Saline-Fosfat
tamponlu tuz (PBS) konuldu.

5) Uyarilan ve edilmeyen hiicreler 100'er pl ayr tiiplere konuldu.

6) Her bir tiipe CD3 FITC ve CD4 PerCP antikorlar1 3 pl konuldu. Kisa vorteks
yapildi.

7) 20 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.

8) 1900 rpm'da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirild.

9) Her bir tiipe 1ml PBS konuldu, vortekslendi.

10) 1900 rpm'da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

11) Her bir tiipe 100 pl Fix/Perm soliisyonu konularak 10-20 dk +4 C de inkiibe
edildi.

12) Her bir tiipe 1 ml Perm/wash soliisyonu konularak vortekslendi.

13) 1900 rpm'da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

14) Her bir tiipe 50 ul Perm/wash soliisyonu eklendi.

15) PE IFN-gama ve IL-17a ALEXA antikorlarindan 3 pl eklendi ve 30 dk inkiibe
edildi.

16) Her bir tiipe 1 ml Perm/wash soliisyonu eklenerek vorteks yapildi.

17) 1900 rpm'da 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
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18) Her bir tiipe 1 ml PBS veya akan hiicre dlger soliisyonu eklenerek FACSCalibur
(Beckton Dickinson) akan hiicre 6l¢erde, CellQuest yazilimi kullanilarak analiz
edildi.

19) Her bir 6rnek tiipii igcin FSC ve SSC histograminda lenfosit kapis1 alinarak ve bu
kapr icerisinde yaklagik 15000 hiicre sayildi.

20) Orneklerin analizleri lenfosit FSC ve SSC histograminda alinan lenfosit kapisi

ve CD3+CD4+ kapilarn tanitilarak % degerler seklinde hesaplandi.

" m ﬂLf TR

Sekil 3-6: Akan Hiicre Olcer Yontemi Malzemeleri
3.2.4. ELISA Yontemiyle Plazma IFN-y ve IL-17A Sitokinlerin Olciimii

3.2.4.1. Kullamlan Cihaz ve Malzemeler
ELISA plak okuyucu
Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pl’'lik) (Eppendortf)
Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik)
Distile su

Buzdolab1 (+4°C) (Argelik)
Derin dondurucu (-80°C)
Vorteks (Heidolp, Kermanlar)

Hiz1 ayarlanabilen rotator

3.2.4.2. Kit ve Kitin icinden Cikan Soliisyonlar
IFN-y Human Platinum ELISA 96 tests KITI

IL-17A Human Platinum ELISA 96 tests KITi

1 adet Monoklonal IFN-vy antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
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1 adet Monoklonal IL-17A antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
100 pl Biotin-Konjugat X2
150 pl Streptavidin-HRP X2
IFN-v ve IL-17A Standartlari
12 ml Ornek Diliie Edici X2
5 ml Assay Buffer 20X (PBS, %1 ‘lik Tween ve %10’luk BSA) X2
50 ml Yikama Soliisyonu 20X (PBS ve %1 ‘lik Tween) X2
15 ml Substrat Soliisyonu (Tetrametil-Benzidin) X2
15 ml Durdurucu Soliisyon (1 M Fosforik asit) X2
4 adet Plate Ortiicii X2
3.2.4.3. Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Soliisyonlar kullanilmadan dnce oda sicakligina getirildi.
Yikama Soliisyonu; 50 ml i¢cin 950 ml distile su eklendi.
Assay Tamponu; 5 ml icin 95 ml distile su eklendi.
Biotin Konjugat; Diliie edilikten sonra 30 dk icerisinde kullanild1.
1:100 oraninda diliie edilir. 0,06 ml icin 5,94 Assay Buffer eklendi.
Streptavidin-HRP; Diliie edilikten sonra 30 dk igerisinde kullanildi.
1:200 oraninda diliie edildi. 0,06 ml i¢cin 11,94 ml Assay Tamponu eklendi.

Standartlar; Distile su ile diliie edildi. Hazirlaninca hemen plate’e eklendi

(Sekil 3-7).
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Standant

7 w7 w7 w7 w7 w7 Tw

o o

1:1000 Oramnda Her Bir Tip icin 100
Diliie E dilmiyg

Transfer 100 pl

S4 - 57

rmikrolitre Sample Dililent

Sekil 3-7: Standartlarin Hazirlanmasi

3.2.4.4. Test Protokolii

1y

2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)

9)

Mikro kuyucuklu plak hazirlanmis olan yikama soliisyonu ile iki kere
yikandi (400 pl yikama soliisyonu her bir kuyuya eklendi ve calkalanarak
plak ters cevrilip dokiildii)

Bos kuyulara 100 pl 6rnek diliie edici eklendi.
Ornek kuyularina 50 pl 6rnek diliie edici eklendi.
Ornek diliie edici olan kuyulara her bir 6rnek 50 pl eklendi.

Standartlar 6rnekler konulduktan sonra kuyularina uygun sekilde eklendi.

(Tablo 3-2)

Biotin konjugat hazirlanarak tiim kuyulara 50 pl eklendi.

Plagin iistii kapatilarak 2 saat 18-25 oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Bu arada Streptavidin-HRP hazirlandu.

Inkiibasyonu biten plate 3 kere yikama soliisyonuyla yikand.

10) Hazirlanan Streptavidin-HRP 100 pl her bir kuyuya eklendi.

11) Plagmn iistii kapatilarak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilda.

12) Inkiibasyon sonrasi 3 kere yikama soliisyonuyla yikand.

13) TMB substrat soliisyonu 100 pl her bir kuyuya konuldu ve 10 dakika

inkiibasyona birakild1.
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14) inkiibasyon sonrasi 100 ul Durdurucu soliisyon ile hizh bir sekilde her bir

kuyuya eklendi ve 2-8 derece karanlikta bir siire beklendi.

15) ELISA plak okuyucu dncesinde 450 nm dalga boyuna ayarlandi. Test sonrasi
plate ELISA plak okuyucuda okundu.

Tablo 3-2: Plak Haritasi1

1 2
A Standart 1 (100,0 pg/ml) Ornek 1
B Standart 2 (50,0 pg/ml) Ornek 2
C Standart 3 (25,0 pg/ml) Ornek 3
D Standart 4 (12,5 pg/ml) Ornek 4
E Standart 5 (6,3 pg/ml) Ornek 5
F Standart 6 (3,1 pg/ml) Ornek 6
G Standart 7 (1,6 pg/ml) Ornek 7
H Bos Ornek 8

3.2.4.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Plaklar ELISA okuyucuda primer dalga boyu 450 nm, referans dalga boyu 620
nm olacak sekilde okutuldu. Test standartlar baz alinarak lineer regresyon analizi

yapilarak degerlendirildi.

3.3. ISTATIKSEL ANALIZ

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik,
en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanildi. Degiskenlerin dagilimi kolmogorov
simirnov test ile Olciildii. Nicel verilerin analizinde mann-whitney u test kullanildi.
Tekrarlayan ol¢iimlerin analizinde wilcoxon test kullanildi. Nitel verilerin analiznde ki-
kare test, ki-kare kosullar1 saglanmadigindan fischer test kullanildi. Analizlerde

(Statistical package fort he social sciences) SPSS 22.0 kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Tez calismamiza, SDBY tanist konmus ve canl/kadavradan bobrek nakli olmus
50 hasta dahil edildi. Hastalarm yas ortalamasi1 40,5+12,1 yi1l (yas araligi: 18-65; K/E :
17/33) iken vericilerin yas ortalamas1 46,5+12,7 yil (yas araligi: 21-76; K/E:30/20),
olarak bulundu. 50 nakilden 22’1 (9’u kadin verici 13’si erkek verici) cinsiyet uyumlu,
28’u (K—E:20, E—K:8) ise cinsiyet uyumsuzdu. Calismaya eklenen hastalarda, SDBY
hastaligit primer tanis1 olarak en sik goriilenleri, Diyabetik Nefropati (n:13) ve
Hipertansif Nefropati (n:10)’du (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Hasta ve Vericilere Ait Demografik Veriler

Min-Max Medvan Ort.s.s. n o
Hasta Yasi 22-85 39 a0,5+12.1
Hasta Boyu 141-182 166 165,618,606
Hasta Kilo 41-99 64 65,5+12,2
Dondr Yasi 21-76 49 45,5+12,7
o Erkek 33 66.0%
Hasta Cinsiyet
Kadin 17 34.0%
L Erkek 20 40.0%
Donor Cinsiyet
Kadin 30 60.0%
L Yok 29 5B.0%
Cinsiyet Uyum
Var 21 42.0%
Vur 3 6.0%
HT 10 20.0%
. D 13 26.0%
Primer Tani
- EMF 2 4.0%
GN 2 4.0%
Bilinmeyen 20 A0.0%
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4.1.1. Hastalarin Nakil Oncesi Sensitizasyon Bulgular

Tez calismasina dahil edilen hastalarin 48’1 canli vericiden (2’si ¢apraz nakil)
2’si kadavra kaynakh vericiden nakil oldu. Hastalar SDBY tanis1 aldiktan sonra
ortalama 42,15+52,1 nakil oldu. Hastalarin diyaliz siireleri ortalama 21,2+41,6 aydu.
Hastalarin 29°’u HD, 1’1 PD tedavi olurken, 20’si diyaliz tedavisi almadan (preemptive)
nakil oldu. Hastalarin 21 tanesi kan transfiizyonu, gebelik ya da nakil gibi hastay1
sensitize edici etkenlere maruz kalmadig: tespit edildi. Ikinci naklini olan 2 hastanin
baska bir sensitizasyon Oykiileri yoktu. Ayrica 8 hastanin kan transfiizyonu ve gebelik
Oykiisii varken 14 hasta sadece kan transfiizyonuyla, 5 hasta sadece gebelikle
sensitizeydi. Calismaya dahil edilen tiim hastalar ABO kan grubu uyumlu vericilerden

nakil olmuslardi. (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Hastalarin Nakil Oncesi Sensitizasyon Bilgileri

|P-.-'Iir'|-l".-"la>< | Ort.ts.s. n %o

Tani Suresi (Ay) 2-264 42,15452.1

Diyaliz Siresi (Ay) 0-192 21,2+41,6

Kan Transflzyonu 0-10 1,2 +2,0

Kan Transfizyonu Zamam [(Ay) 0-240 21,584+494

Gebelik Sayisi 0-12 1,26 12,8

Makil Sayisi 0-2 1,02 10,2

Greft Kaynagi Canli 48 [ 96.0%
Kadavra 2 [ a0%

Verici ¥Yakinhgi Anne 10 [ 20.0%
Es F 11 [ 22.0%
Kardes B 12 [ za0%
Cocuk 6 [ 12.0%
Baba 7 I 12.0%
Capraz 2 [ 2.0%
Kadavra 2 [ a0%

Hasta Kan Grubu & Grubu 18 36.0%
B Grubu 9 18.0%
AB Grubu 1 2.0%
0 Grubu | Pk 44.0%

Hasta Rh Faktori Megatif | B 16.0%
Pozitif B a2 84.0%

Verici Kan Grubu A Grubu B 17 34.0%
B Grubu 6 12.0%
AB Grubu 2 A4.0%
0 Grubu B s 50.0%

Verici Rh Faktori Megatif | a8 16.0%
Pozitif B 2 84.0%

Diyaliz TGra Preemptive i 20 40.0%
HD E 2 53.0%
FD 1 2.0% d




4.1.2. Hastalarm Nakil Oncesi Bakilan immiinolojik Parametreleri
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Tez c¢ahsmasina dahil edilen hastalarin tiimiiniin nakil ©Oncesi yapilan

immiinolojik testlerinin (PRA, HLA, FCXM) sonucglar1 hastalarin dosyasindan elde
edildi. Hastalarin anti-HLA antikor (PRA) profili incelendiginde 43 hasta (%86)

negatifken 7 (%14) hastanin pozitif oldugu goriildii. PRA tarama sonucu pozitif ¢ikan 7
hastadan 5’1 (%72) smif I anti-HLA antikoruna sahipken 2’si (%28) smif II anti-HLA

antikoruna sahipti. Hastalarin 3 tanesinde sinif I donor spesifik antikorlar1 tespit edildi.

Smif II antikoruna sahip 2 hastada ise donor spesifik antikor mevcuttu. Hastalarin
tamaminda bakilan FCXM sonuglarina bakildiginda, sadece 2 hastada FCXM B
pozitifligi goriildii. Hastalarin 1’1 5/6, 6’s1 4/6, 24’1 3/6, 6’s1 2/6, 5’1 1/6 uyumlu ve 7’si

uyumsuz (0/6) vericiden nakil oldu (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Hastalarin Nakil Oncesi Iimmiinolojik Parametreleri

incelenen Parametreler Sonug n o
Megatif 43 86.00%
PRA —
Pozitif 7 14.00%
Yok 45 90.00%
DSA Sinif | 3 6.00%
Sinif 1l 2 4.00%
Uyumsuz 0/6 7 14.00%
1 antijen uyumliu 5 10.00%
2 antijen uyumlu ] 12.00%
Doku Uyumu »
3 antijen uyumlu 24 A43.00%
4 antijen uyumlu ] 12.00%
5 antijen uyumlu 1 2.00%
N/N 43 96.00%
FCXM
N/P 2 4.00%
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4.1.3. Hastalarin Nakil Sonras1 Takip Bulgulari

Hastalar, nakil sonrasinda ilk 6 ay takip edildi. Bu siire icerisinde gerceklesen
rejeksiyon bulgular1 ve immiinsupresif tedavileri degerlendirildi. Hastalardan 42’sine
FK/MMF/PRD, 4’iine RAPA/MMF/PRD ve 4’iine FK/RAPA/PRD immiinsupresif
tedavilerinden uygun dozlarda verilmistir. Nakil sonrasi ilk alt1 ay icerisinde hastalarin
6 tanesi rejeksiyon gecirdi. Bu hastalardan 5’1 (%10) Akut T Hiicre Aracili Rejeksiyon,
1’1 (%2) Antikor Aracili Rejeksiyon gecirdi. Hastalar ortalama 12,1+9,1 (Min-Max:4-
27) giinde rejeksiyon gecirdi. Rejeksiyon geciren hastalara, standart tedaviye ek olarak
ATG immiinsupresif tedavisi (3-10 giin) verildi (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Hastalarin Nakil Sonrasi Durumlari

.. 2
Pozitif
.
1 19
g Negatif
E I i 29
Bilinmiyor
_ === |
> FK/RAPA/PRD
i = 4
0 RAPA/MMF/PRD
> 42
o FK/MMF/PRD
= 5
c Akut T Hiicre Aracili Rejeksiyon
0
25 A .
2 i Antikor Aracili Rejeksiyon
2o
0 = |
e Yok
0 10 20 30 40 50
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4.1.4. Rejeksiyonlu Hasta Grubunun Demografik ve Sensitizasyon Bulgular:

Rejeksiyon geciren hastalardan 4’tinde kan transfiizyonu, 1’inde kan
transfiizyonu ve gebelik Oykiisii mevcuttu. Rejeksiyonlu hastalarin hepsi (n:6) canh
vericiden nakil oldu (3’1 3/6 antijen uyumlu, diger 3’ii uyumsuz (0/6) vericiden). Nakil
oncesi donemde yapilan immiinolojik testlerin (FCXM, PRA) hepsi negatifti. (Tablo 4-
3).

Tablo 4-5: Rejeksiyon Grubunun Demografik Bilgileri

Canlh
Kadgvr=a

A Srubu
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4.2. Stabil Greft Fonksiyonlu ve Rejeksiyonlu Hasta Grubu Bulgularimin

Karsilastiriimasi

Stabil Greft Fonksiyonlu Grubun ve Rejeksiyonlu Hasta Grubunun yasi, verici

yasi, hasta cinsiyet dagilimi, verici cinsiyet dagilimi, cinsiyet uyum orani, hasta boyu,

hasta kilosu, tani siiresi, diyaliz siiresi, kan transfiizyon sayisi, kan transfiizyon miktari,

gebelik sayisi, nakil sayis1 ve verici tipi istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamlh

(p>0,05) farklilik goriilmedi (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Stabil Greft Fonksiyonlu ve Rejeksiyonlu Hasta Grubu Demografik
Verilerinin Karsilastirmasi

SGF RHG
Ort.ts.s./n-% Med(Min-Mak)  Ortis.s./n-%  Med(Min-Mak) P

Hasta Yasi 409+116 40 23-65 3731158 33 22-60 0403
Verici Yasi 450+147 47 0-76 500+10.7 53 31-63 0540
Hasta Erkek 28 64% 5 B3k 0339
Cinsiyet ~ Kadin 16 36% 1 17%

Verici Erkek 19 43% 1 17% 021
Cinsiyet ~ Kadin 25 5Th 3 B3k

Cinsiyet Yok 25 5Th 4 67%h 0647
Uyum Var 19 43% 2 3%

Hasta Boyu 165186 165 141-182 169.0+87 169 155-1/8 0.238
Hasta Kilo 6521126 63 41-99 67.8 £58.7 66 58-82 0420
Tani SUresi H0+544 27 2-264  209+213 14 2-58 0199
Diyaliz Siiresi 2321439 30 0.0-192 64198 13 0.0-240 0.601
Kan Transflizyonu 1.0+17 00 00-70 22+t39 1.0 0.0-10.0 0.440
Kan Transflzyonu Zamani 23261523 0.0 0.0-240 701595 3.0 00-240 059
Gebelik Sayisi 12+25 00 0.0-10.0 20+49 00 00-120 0757
Nakil Sayisi 10103 1.0 00-20 1.0£00 1.0 1.0-10 O0.328

SGF*: Stabil Greft Fonksiyonlu RHG*: Rejeksiyonlu Hasta Grubu
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Stabil greft fonksiyonlu ve Rejeksiyonlu gruplari, 7.giin, 1.ay ve 6.ay ila¢ diizeyi
takiplerine gore degerlendirildiginde aralarinda anlamli farklilik yoktu (p>0,05).

SGF ve RHG‘da nakil Oncesi ve 6.ay serum kreatinin degerleri arasinda
istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0,05). RHG’da 7.giin ve l.ay serum kreatinin
degerleri SGF’den anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

SGF ve RHG arasinda 1.ay ve 6.ay hiicre i¢i IFN-y degerleri arasinda anlamh
farkhihk tespit edilmedi (p>0,05). SGF ve RHG arasinda 1.ay hiicre ici IL-17 degeri i¢in
anlamli farklihk goriilmemigken (p>0,05), 6.ay hiicre i¢i IL-17 degeri RHG’da SGF’dan
anlaml olarak daha yiiksek goriildii (p< 0,05).

SGF ve RHG’da nakil oncesi, 7.giin ve 6.ay plazma IFN-y seviyeleri anlaml
farklihk gostermedi (p>0,05). RHG’da nakil oncesi plazma IL-17 seviyeleri SGF den
anlaml olarak daha yiiksek bulundu (p< 0,05). SGF ve RGH’de 7.giin, 1.ay ve 6. ay
plazma IL-17 seviyelerinde ise anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05). Bu veriler Tablo 4-
7’ de gosterilmistir.

Tablo 4-7: SGF ve RH gruplarinda ilac Diizeyi, Serum Kreatinin, Hiicre ici IFN-
gama ve IL-17, Plazma IFN-gama ve IL-17 Sitokinlerinin Karsilastirilmasi

SGF RHG
Ort.1s.5. Med(Min-Mak) Ort.ts.5. Med{Min-Mak) P
7.Gin 13.3+£43 130 52-220 121 +56 1359 29-17.2 0.944
ilagDizeyi 1.Ay 125140 126 55-19.39 9.214.0 7.3 55-135 0.097
oAy 75127 648 2.6-150 8.0 £3.7 71 4.6 -140 0.874
Nakil Oncesi 5725 54 13-124 6.0 + 2.5 458 4.2 -10.3 0.988
Serum 7.Gin 14+04 13 07-22 4621 45 2.0-7.5 |0.000
Kreatinin = 1.Ay 1.2+03 12 07-19 1.8 +0.4 19 1.3-21 |0.002
a.AY 1.2+t04 12 05-30 1.8 0.9 1.8 1.2-24 0.264
Hiicre igi LAy 1.7+16 11 01-8.0 2.8 £0.7 28 23-33 0108
IFNY b.Ay 26128 14 03-939 35114 3.7 19-43 0115
Hicreigi LAy 14+15 08 00-61 1.6 £ 0.5 1.6 1.2-1% 0.318
IL17 B.Ay 1.2+05 13 05-25 2.5 105 23 22-33 |0.002
Nakil Oncesi 70+11 69 60-102 6.1 0.7 6.2 31-71 0.067
7.Gin 6.8+07 68 52-381 7.0 0.7 73 57-75 0310
Plazma IFNY
LAy 88+23 82 61-133 6.7 £ 1.0 6.5 54-86 0017
o.Ay 52217 42 31-%5.0 6.2 £ 0.8 6.2 52-72 0194
Nakil Oncesi 51228 63 21-94 8.0%1.2 79 67-94 [0.029
Plazma ILL7 7.G0n 48+29 28 22-9596 34121 28 17-75 0391
LAy 80+27 88 25-11.0 85111 83 75-104 05934
B.AY 9.2t36 93 26-147 7130 80 28-%6 0271

SGF*: Stabil Greft Fonksiyonlu RHG*: Rejeksiyonlu Hasta Grubu
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Serum kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda, 7.giin, 1.ay ve 6.ay degerleri nakil
oncesine gore anlaml olarak diisiik saptandi (p<0,05). ilag diizeyi ve serum kreatinin
diizeylerinin gruplara gore degisim bulgular1 Tablo 4-8’de gosterilmistir. Ila¢c ve serum
kreatinin diizey ortalamalarinin zamana gore degisimi Sekil 4-1’de grafik halinde
gosterilmisgtir.

Tablo 4-8: Hastalarmn Nakil Oncesi, Nakil Sonrasi (7. giin, 1.ay ve 6.ay) Gruplan Arasmda
Hac¢ Diizeyi ve Serum Kreatinin Diizeylerinin Degisim Bulgulari

Baslangica  Bir Onceki

Min-Mak  Medyan  Ort.is.s. Gore Olgiime Gére
Degisim p Degisim p
7.Gan 29 - 22.0 13.1 13.2 £ 44 0.139
ilac Diizeyi 1.Ay 3.5 - 19.9 12.6 121 £41 0.337 0.282
6.y 2.6 - 15.0 6.9 7.6 2.7 0.000 0.000
Baslangig 0.8 - 12.4 5.5 5.8 + 2.6
. 0.7 - 7.5 1.4 16 £1.1 0.000
Serum Kreatinin
0.7 - 2.1 1.2 1.3 £ 0.3 0.000 0.002
B.AY 0.5 - 3.0 1.2 1.2 £ 04 0.000 0.774
14.0 13.2 60 pas
12.0 50
10.0 40
= 30
6.0
20 1.6
1.3 13
40
2.0 | . ’
00
0.0 Nakll  7.Giin 1.Ay 6.Ay
7.Giin LAy 6.Ay Oncesi
ilag Diizeyi Kreatinin

Sekil 4-1: Tlac Diizeyi ve Serum Kreatinin Diizey Ortalamalarinin Zamana Gore Degisimi
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Hastalarin 7.giin, 1.ay ve 6.ay hiicre i¢i IFN-y degerleri, nakil 6ncesine gore
anlaml1 degisim gostermedi (p>0,05).

7.gilin, l.ay ve 6.ay hiicre ici IL-17 degeri ile nakil oncesi deger arasinda fark
yoktu (p>0,05) (Tablo 4-9). Hiicre ici IFN-y ve IL-17 seviye degisimlerinin ortalama
yiizdeleri Sekil 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-9: Hiicre ici IFN-gama ve IL-17 Sitokin Seviyelerinin Gruplar Arasindaki

Degisimi
Baslangica  Bir Onceki
Min-Mak  Medyan  Ortts.s. Gire Olgime Gare
Degisim p Degisim p
Makil Oncesi 1.0 -46 1.5 20+11
B 7.60n 0.5 - 6.0 24 24 16 0.110
Hicre Ici IFMNY
1.Ay 0.7 - 8.0 1.4 2.3 2.2 0.722 0.168
6.y 0.3 -99 1.1 2.7 36 0.722 0.724
Nakil Oncesi 04 -19 0.8 1.0 £ 04
B 7.G0n 3 - 1. . 0 0. 0.790
Hicre Ici IL17 0.3 -18 0.8 1.0 £ 06
1.Ay 0.4 - 2.0 0.7 0.8 0.5 0.330 0.386
B.AY 0.5 -1.5 1.2 1.0 £ 0.4 0.657 0.285
3.0 2.7 1.2
2.4 10 1.0 Lo
25 2.3 1.0
2.0 0.8
2.0 0.8
15 .6
1.0 0.4
0.5 0.2
0.0 0.0
Nakil 7.Gin 1.Ay B.Ay Nakil 7.Gin 1.Ay 6.0y
Unces Oncesi
Hiwe igi IFN GAMA Hicre i IL17

Sekil 4-2: Hiicre ici IFN-gama ve IL-17 Sitokin Seviye Degisimlerinin Yiizdeleri
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Hastalarin plazmada sitokin seviyeleri karsilastirildiginda, 7.giinde plazma IFN-
v degerinin nakil 6ncesi degerlere gore anlamli degisim gostermedigi (p>0,05), 1.ayda
IFN-y degerinin nakil 6ncesine gore arttigr (p<0,05), 6.ayda ise anlamlh olarak diistiigii
tespit edildi (p<0,05).

7.giin plazma IL-17 degeri nakil Oncesi degere gore anlamli degisim
gostermemisken (p>0,05) 1.ay plazma IL-17 degeri, nakil oncesi degere gore anlaml
artis gosterdi (p<0,05).

Sitokin seviyelerinin gruplara gore degisimi Tablo 4-10’da gosterilmistir.

Sitokin seviye ortalamalarinin zamana gore degisimi ise Sekil 4-3’te verilmigtir.

Tablo 4-10: Plazma IFN-gama ve IL-17 Sitokin Seviyelerinin Gruplar Arasindaki

Degisimi
Baslangica  Bir Onceki
Min-Mak — Medyan Ort.ts.s. Gire Olgime Gére
Degisim p Degisim p
Makil Oncesi 51 - 10.2 6.5 6.8 1.1
7.Gan 5.2 -8.1 6.9 6.8 = 0.7 0.440
Plazma IFNY
1Ay 54 -13.3 7.2 8222 0.011 0.029
6.Ay 3.1-9.0 3.2 54 16 0.011 0.001
Makil Oncesi 21-34 6.5 58 27
7.Gan 1.7 - 3.6 2.8 4.2 27 0.313
Plazma IL17
1Ay 25 -110 8.6 8.2 £ 23 0.001 0.001
6.4Ay 2.6 -14.7 8.6 8.4 + 3.3 0.013 0.744

Nakil  7.Giin  1.Ay
Oncesi

Nakil 7.Giin 1.Ay 6.Ay
Oncesi

Plazma IFN GAMA Plazma IL 17

Sekil 4-3: Plazma IFN-gama ve IL-17 Sitokin Seviye Ortalamalarinin Zamana Gore
Degisimi
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Tablo 4-11: Rejeksiyonlu Hasta Grubunun Hiicre Ici Sitokin Oranlar

10.13%
12.50%
¥ Rej.

¥ 6.ay

T lay

376% 5 gour -
L it 2 0T

1.92% 5 399, 3-27% 1.22% 5 330, 1.85%

Rejeksiyon geciren 6 hastanin hiicre i¢i IFN-y ve IL-17 seviyeleri % deger
olarak Tablo 4-11’de gosterilmistir. RHG say1 yetersizliginden ve bazi hastalarda testten
kaynakli sonu¢ alinamamasindan dolay1 istatistiksel degerlendirmeye alinamadi. 6 nolu
hastada hiicre i¢i IFN-y ve IL-17 seviyeleri rejeksiyon gecirdigi giin 1.ay ve 6.aya gore
3-4 kat artis gOsterdigi gozlendi. Total hasta grubuna bakildiginda sonucu ¢ikan 3
rejeksiyonlu hastada, stabil greft fonksiyonlu hasta grubunda c¢ikan hiicre i¢i degerlere

gore artig oldugu gozlenmistir.
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9.00 8 05 8.48

8.00 6.96 7.05
700 6.40
6.00
5.00
4.00 3.35
3.00
2.00
1.00
0.00

6.71 6.80

Sekil 4-4: RHG'da Plazma IFN-gama ve IL-17 Seviye Ortalamalar:

Rejeksiyon geciren 6 hastanmn IFN-y ve IL-17 plazma seviyelerinin ortalama
degerleri Sekil 4-4’te gosterilmistir. Bu degerlere gore rejeksiyon gecirdigi giin plazma
IFN-y seviyesi nakil oncesi, nakil sonrast 7.giin ve 1l.ay degerlerine gore daha yiiksek
gozlendi. Plazma IL-17 degerleri ise, rejeksiyon gecirdigi giin nakil sonras1 7. giine gore

daha yiiksek, nakil ncesi ve nakil sonrasi 1. aya gore daha diisiik tespit edildi.
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S.TARTISMA

Son donem bobrek yetmezligi cesitli hastaliklara neden oldugu nefronlarin
ilerleyici ve geri doniisiimsiiz kaybi ile sonuglanabilen bir hastaliktir (7). SDBY
hastalarmin sayis1 iilkemizde ve tiim diinyada giderek artis gostermektedir. Ulkemizdeki
verilere gore son 10 yilda SDBY insidansinda iki kat, prevalansinda bes kat artig
gozlenmistir. SDBY olan hastalar, hayatlarini renal replasman tedavileri (diyaliz veya
transplantasyon) ile siirdiiriirler (9, 80). Bu tedavilerden bobrek nakli, SDBY hastalari
icin hem yasam kalitesini hem de sag kalimini artiran en iyi tedavi secenegidir (1).

Immiinsupresif tedavi yontemleri giiniimiizde bobrek allogreft sag kalimini
arttirsa da nakil sonras1 gelisen allogreft rejeksiyonu ve diger komplikasyonlar nakil
basarisi i¢cin asilmasi gereken engeller arasindadir (1). Bu nedenlerden dolay1 nakil
sonrasi, allogreft rejeksiyon siirecindeki hiicresel ve immiinolojik mekanizmalarin
bilinmesi ve transplant antijenlerine kars1 olusacak spesifik immiin cevabin azaltilmasi,
toleransin arttirilmasi yoniinde yapilan immiinolojik testlerin takibi onemlidir (1,2).

SDBY hastaliginin olusumunda etkili bir¢ok primer hastalik vardir. Diyabetik
nefropati, hipertansif nefropati, glomeriilonefrit, polikistik bobrek hastaliklart bu primer
nedenler arasinda en sik goriilen hastaliklardir (8). Bu hastaliklarin siklig iilkelere gore
degismekte olup, etiyolojisi bilinmeyen SDBY ilk sirada gelmektedir (8,80). Bu
calismaya dahil edilen 50 hastanin, %40’ ik (n:20) kismin1 etiyolojisi bilinmeyen SDBY
olusturmaktadir. Diyabetik nefropati (%26, n:13) ve hipertansif nefropati (%20, n:10)
ise calismaya dahil edilen hastalarda goriilen primer nedenler arasindaydi. Tiirk
Nefroloji Dernegi’nin (TND) alt1 yillik verilerine gbre 2012 yilsonu itibariyle SDBY
tanist almig 13,761 hasta nakil olmustur. 2012 yilinda ise toplam 2905 nakil yapilmistir.
Bu nakillerden %64’ti erkek hastaya (n:1858), %36’s1 kadin hastaya (n:1047)
yapilmustir (12). Ulkemizde kadavra kaynakli vericiden nakil olan hasta sayis1 canli
vericiden nakil olan hasta sayisina gore daha azdir. Bu nedenle hastalarin diyaliz
stireleri uzamaktadir. Tez caligmasina dahil edilen hastalarda da ayni durum gozlenmis
ve kadavra kaynakli vericiden nakil olan 2 hastanin diyaliz siireleri ortalama 108 ay,
canli vericiden nakil olan 28 hastanin diyaliz siireleri ortalama 27 ay, 20 hasta ise
preemptivedi. TND 2012 verilerine gore, SDBY hastalarinin nakil oncesi %701
hemodiyaliz tedavisi, %10’u peritonal diyaliz tedavisi alarak, %20’si ise diyaliz

girmeden nakil oldu (12). Calismamiz, bu verileri destekler nitelikte olup; dahil olan 50
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SDBY hastasinin, %58’ inin (n:29) HD tedavisi alarak, %?2’sinin (n:1) PD tedavisi alarak
ve %40’ 1n1n ise diyalize girmeden (n:20) nakil oldugunu gosterdi.

Solid organ nakillerinde, ABO uyusmazhig oncelikli olarak hiperakut reddine
neden olabilir (81). Calismaya dahil edilen tiim hasta ve vericilerin kan gruplar
uyumluydu. Sensitizasyon Oykiisii olan hastalarda PRA olusumu ve artisi
gozlenmektedir. Bu artisa gore hastada DSA gelismesi olasiligi ve buna bagh olarak
nakil olabilirlik sans1 diismektedir (18,81). Tez ¢alismasindaki hastalarin sensitizasyon
bulgular1 incelendiginde, 20 hasta kan transfiizyonu, gebelik veya nakil gibi hastayi
sensitize edici etkenlere maruz kalmadi. Hastalardan 2’si ikinci naklini oldu, bu
hastalarin kan transfiizyonu ve gebelik Oykiileri yoktu. 21 hastanin kan transfiizyon
Oykiisii ve 7 tanesinin gebelik Oykiisii vardi. PRA taramalarinda hastalarin 43 tanesi
negatifken, 7 tanesinde pozitif sonug elde edilmistir. PRA tarama sonucu pozitif ¢ikan 7
hastadan %72’si (n:5) smif I anti-HLA antikoruna , %28’i (n:2) smif II anti-HLA
antikoruna sahipti. Smif I antikoruna sahip 3 hastada ve smif II antikoruna sahip 2
hastada, DSA olusumu gozlendi. DSA’s1 olan 5 hastanin sensitizasyon bulgularinda,
gebelik ve kan transfiizyonu oyKkiisii saptandi. PRA’s1 pozitif ¢ikan hastalarin 7 tanesine
FCXM testi yapildiginda 5’inde hem T hiicreler hem de B hiicreler icin negatif
bulunurken, 2’sinde B hiicreler pozitif bulundu. Bu 2 hastanin da birinde sinif I
digerinde smif II DSA’s1 tespit edilmistir. Stif I DSA’s1 olan ve FCXM’de B pozitifligi
olan hastada, B pozitifligi nedeninin HLA dis1 antikorlar ve FCXM testinin asir1
hassasiyetinden kaynakl olabilecegi diisiiniilebilir (82).

Bobrek nakil basarisini etkileyen faktorlerden biri de alici-verici arasindaki HLA
uyumudur. HLA'nin yiiksek polimorfizm gostermesinin nakil olabilirligi engellemesi ve
hiimoral ve hiicresel immiinitede rol oynamasi, nakildeki Onemini gostermek icin
baslica iki nedendir (83). Hata ve ark. (84) yaptiklar1 ¢calismada, kismi uyumlu bobrek
nakilli hastalarla tam uyumlu bobrek nakilli hastalarin greft sag kalimi karsilastirilmig
ve tam uyumlu nakillerin sag kalima olan etkisini anlamli bulmuslardir. Tez
calismasindaki hastalarin HLA-A,-B,-DR uyumlarina bakildiginda, 1’1 5/6, 6’s1 4/6,
24’1 3/6, 6’s12/6, 5°1 1/6 uyumlu ve 7’sinin HLA uyumsuz nakil oldugu tespit edildi. 50
hastanin, nakil sonras1 6 aylik takiplerinde 6 tanesi rejeksiyon gecirdi ve bu hastalarin
3’0 3/6 uyumlu 3’ ise HLA uyumsuz nakil olmustur. Son yillarda immiinsupresif
tedavilerin gelismesi ve etkinliginin artmasiyla bobrek nakli sonuglarini anlamh

derecede basarili hale getirdigi tez ¢calismamizla da desteklenmektedir.
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Bobrek naklinin bagarisini, nakil yapilmis olan hastanmn ve greftin sagkalim,
kullanilan immiinsupresif ilaclar dogrudan etkilemektedirler (38,39). Tez ¢alismasina
dahil edilen ve nakil sonrast 6 ay takip edilen hastalarin rejeksiyon durumlar1 ve
immiinsupresif tedavi protokolleri degerlendirilmeye alindi. Bu hastalardan 42’i
tanesine FK/MMF/PRD, 4 tanesine RAPA/MMFE/PRD ve 4 tanesine FK/RAPA/PRD
standart tedavilerinden uygun dozlarda verilmistir. Kadavra kaynakl vericiden (n:2)
nakil olan hastalar, canli vericiden (n:48) nakil olanlara gbre daha riskli oldugu icin
standart tedavi protokoliine ek olarak, poliklonal bir antikor olan ATG kullanilmistir. T
hiicre hedefli immunsupresif tedavi protokolleri akut hiicresel rejeksiyonu belirgin
sekilde engelledigi goriilmiistiir (81). Nakil sonras1 ortalama 12,149,1 (Min-Max:4-27)
giin icerisinde hastalarin (n:50), 5’1 (%10) Akut T Hiicre Aracili rejeksiyon, 1’1 (%?2)
Antikor Aracilt Rejeksiyon gecirmistir. Rejeksiyon geciren hastalara rejeksiyon tanisi
kondugu giin anti-T hiicre antikoru olan ATG (3-10 giin) uygulanmis ve uygulanan
tedavi basarili olup greft sag kalimi saglanmustir.

Tez calismasina dahil edilen hastalardan 44t (%88) Stabil Greft Fonksiyonlu
(SGF), 6’s1 (%12) Rejeksiyonlu Hasta Grubundaydi (RHG). Bu gruplarin demografik
bulgular1 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi.

Stabil greft fonksiyonlu ve rejeksiyonlu hasta gruplarinin serum kreatinin
seviyeleri karsilastirildiginda, beklenildigi iizere RHG’da 7. Giin ve 1. ay SGF'den
anlaml1 olarak daha yiiksekti (30). Nakil oncesi ve 6. ay serum kreatinin seviyelerinde
ise anlaml1 fark gdzlenmedi.

Allogreft akut rejeksiyon, greftin kaybedilmesi, kronik rejeksiyonun gelismesi
ve hatta hastanin kaybedilmesine yol acan 6nemli bir komplikasyondur (85). T hiicreler
ve salgiladiklar cesitli sitokinler, grefte karsi olusan immiin cevapta ve rejeksiyonun
gelismesinde major rol oynamaktadir (2). Akut rejeksiyon riskini belirleyen prediktif
biyobelirte¢lerin tanimlanmasi, hastanin immunolojik durumunu yorumlayabilmek ve
etkili immiinsupresif tedaviyi yOnlendirebilmek i¢cin anahtar rolii gormektedir (86).
Bizim caliymamizda hastalar 6 ay takip edilmis ve belli giinlerinde (nakil oncesi, 7.
Giin, l.ay, 6.ay) IFN-y ve IL-17 sitokinlerinin hiicre i¢i ve plazma seviyeleri tespit
edilmistir. Hiicre ici sitokin akan hiicre olcer cihaziyla ¢alisilmis ve sadece 1.ay ve 6.ay
degerleri istatiksel analize almabilmistir. Hiicre i¢i IFN-y i¢cin; SGF ve RHG
karsilastirildiginda, 1. ay ve 6. ay seviyeleri arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi.

IL-17 icin; SGF ve RHG karsilastirildiginda, 1.ay degerleri arasinda fark saptanmazken,
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6. ay degerlerinde, RHG’da daha yiiksek bulundu. IL-17 sitokinin RHG’da 6.ay
degerinin yiiksek c¢ikmasi sebebiyle hastanin, immiinolojik olarak uzun siireli takip
edilmesi gerektigi diisiiniilebilir. IL-17 sitokinin takibi ilerde olusabilecek kronik
rejeksiyonu 6ngormek ve dogru tedavi protokolleri olusturmak agisindan 6nemli
olabilecegi caligmalarda gosterilmistir (87). Jin ve ark (88) IFN-y ve TNF-a
sitokinlerinin, nakil sonrasi hastalarin immiin profillerinin c¢ikarilmasiyla akut
rejeksiyonun ongoriilebilecegini savunmuslardir. Bir diger calismada da, IFN-y'nin
greft sag kalim takibi icin bakilmas1 gerektigini gostermistir (2).

Rejeksiyonunun erken belirtilerinden biri greftte lenfosit birikimi ve onlarin
aktive olmasiyla aciklanir. Aktive olmus lenfositleri uyaran temel unsurlar allogreftte
inflamasyon siirecini uzatir. Amirzargar ve ark’nin (89), lenfositleri uyaran unsurlardan
olan sitokinlerin, rejeksiyonla olan iliskisini arastirmislardir. Bu c¢alismada, Thl
hiicrelerinden salman IL-2 ve IFN-y ve Th2 hiicrelerinden salinan IL-4 ve IL-10
sitokinlerin serumdaki diizeylerini, nakilden once ilk 24 saat ve nakil sonrasi 1. ve 2.
haftalarda incelemislerdir. Th2 sitokinlerinde farkhilik saptamamiglardir. Thl
sitokinlerinin ise akut rejeksiyon belirteci olarak kullanilmasinin degerli oldugunu 6ne
stirmiislerdir. Tez calismamizda, hasta gruplarinda IFN-y ve IL-17 sitokinlerinin plazma
diizeyleri karsilastirildi. Nakil oncesi, 7.glin ve 6. ay IFN-y seviyeleri SGF ve RHG’da
anlamli farkhlik goriilmedi. Nakil 6ncesi IL-17 degeri ise RHG’da SGF’ye gore anlamli
olarak daha yiiksek bulundu.

Millan ve ark’larn1 (90) karaciger transplantasyonlarinda, hiicre ici ve
siipernatant IFN-y ve IL-2 sitokin seviyelerini, rejeksiyonlu ve rejeksiyonsuz hasta
gruplarinda karsilastirmislardir. Nakil sonras1 1.ayda baktiklar1 hiicre i¢i ve siipernatant
IFN-y seviyesini rejeksiyonlu hasta grubunda anlaml derecede yiiksek bulmuslardir.
Tez calismamizda da, nakil Oncesine gore ve bir Onceki Olgciime gore degisimlerine
bakildiginda, hiicre i¢i degerlerde anlamlhilik saptanmazken, plazma IFN-y ve IL-17
seviyeleri, 1. ayda nakil Oncesine gore daha yiiksek bulundu. Hiicre i¢i ve plazma
sitokin seviyelerinin arasindaki farkin, hiicre ic¢i sitokinin lenfositleri uyararak
bakilmasindan kaynakli oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda kan Orneklerinin toplanip testlenmesi i¢in tiim hastalar 1 yil siire
ile takip edildi. Hastalarin hiicreleri dondurularak saklandi. Dondurulan hiicreler

¢cOzdiiriildiigiinde, tiim Orneklerin test i¢in uygun olmadig belirlendi. Test i¢in uygun
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olan 3 rejeksiyonlu hastanin hiicre ici sitokin seviyesine bakilabildi. Bu sonuglara gore
hastalarin rejeksiyon gecirdikleri giin IFN-y ve IL-17 degerleri oldukca yiiksek
bulunmustur. Bu veriler Millan ve ark.’nin (86) yaptig1 calisma ile desteklenmektedir.

Bu tez caligmasi, bobrek nakli olmus hastalarin immiin yanitlarinda, sitokinlerin
(Th1 i¢in; IFN-y, Th17 ic¢in; IL-17) rollerini izleyen ve inceleyen bir arastirmadir. Bu
baglamda, nakil olmus hastalarda nakil sonrasi 6 aylik donemde immiin yanitta
meydana gelen degisimleri ve bu degisimler iizerine immiinsupresif ilaclarin etkisini
laboratuvar bulgular: ile birlikte degerlendirerek bir sitokin profili (Thl ic¢in; IFN-y,
Th17 ic¢in; IL-17) olusturmayi hedeflemistir. Bulgularimiz, bobrek nakli olmus
hastalarda 1L.-17 ve IFN-y sitokin degerlerinin belirli giinlerde (nakil Oncesi, nakil
sonras1 7.giin, 1.ay, 6.ay) bakilmasmnin, akut ve kronik rejeksiyon takibi i¢in 6nemli
oldugunu gostermistir. Verilerimize gore, hiicre i¢i sitokin tayini, plazmadan sitokin
tayinine gore daha kesin ve gilivenilir sonuglar vermistir. Caligmanin, hiicreler
dondurulmadan taze kan ile yapilmasimi ve hiicre i¢i tayine ek olarak siipernatantta da
bakilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Akut ve kronik rejeksiyonda sitokinlerin rolii ve rejeksiyon i¢in biyobelirtec
olabilirligi, calismaya farkl sitokinler ekleyerek ve caligmanin takip siiresi uzatilarak

arastirildiginda daha anlamli sonuglarin ¢ikacagini ongormekteyiz.
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FORMLAR

GONULLU OLUR FORMU METNi

Sayin Hastamiz,

Son donemlerde yapilan ¢alismalarda da bildirildigi gibi nakil 6ncesi ve sonrasi
hastalarin immiinolojik acidan incelenmesi nakil basarilarinda biiyiik oneme sahiptir.
Nakil oncesi ve sonrasi tetkikler bu sayede nakil yapilan organda meydana gelen
herhangi bir aksamayi Onceden haber verici Ozellikte olabilir. Bu aksakliklardan
onceden haberdar olunmasi organin uzun siire sag kalmasi ve iyi calismasi igin
onemlidir.

Insan viicudu kendinden olmayan her seyi ortadan kaldirmak iizere
programlanmistir. Ancak, viicudun orgami atmasi (rejeksiyon) olaymin Onceden
ogrenilmesi ve bu durumun tersine cevrilmesi iizerine diinya her gecen giin yeni
arastirmalar yapmaktadir. Bir organin viicut tarafindan reddedilmesinde en 6nemli ve
merkezi rolde lenfositler dedigimiz kiiclik kiireler oynar. Bunlar biitiin bagisiklik
sistemini viicuda yabanc1 bir molekiilii yok etmek ilizere harekete gecirebilir. Bu sayede
pek cok madde salgilatir (sitokinler). Bunlar yabanci molekiiliin oldugu yeri bulup yok
edebilir. Bunlar 6zellikle nakil edilen bobrege zarar verebilir. Bu molekiillerin belirli
araliklarla takibi sonucunda, bunlarin bobrege zarar vermesi engellenebilir. Bu sayede
viicudun organi atmaya yonelik saldirilart erken donemde bilinip, 6nlenebilir.

Sizlerden viicudu koruyan maddeleri arastirmak iizere iki tiip kan alip ‘’Bobrek Nakilli
Hastalarin immiin Yanitlarinda Th17 ve Th1 Profilinin Degerlendirilmesi *> bashkh
calismamiz i¢in kullanacagiz. Bu kandan daha sonra hiicre kiiltiirii yapicagiz. Bildiginiz
gibi boylesi az miktarda kan vermenin neredeyse hicbir yan etkisi yoktur. Olas1 yan
etkiler arasinda bas donmesi ve tansiyon diismesine bagli hafif baygmlik hissi
sayilabilir. Boyle durumlarda kisi ferah ve diiz bir ortamda birka¢ dakika uzanarak,
gerekirse ayaklar1 havaya kaldirilarak bu hali atlatabilir. Alinan kanda yukarida
belirtilen kiireciklerden salgilanan maddelere dair tetkikler fakiiltemiz Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali laboratuarinda yapilacaktir. Arastirmamizin sonunda elde edecegimiz
bilgilerle, sitokinlerin organa olan etkisini daha Onceden tespit etmis olacagiz. Bu
calismanin sizin i¢in herhangi bir masrafi yoktur. Kimliginiz ile ilgili bilgiler gizli

tutulacaktir. Verdiginiz kan bagis olup, kani verenin ve calismayr yapanin ticari bir
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kazan¢ beklentisi yoktur. Ayrica size ait tibbi bilgilerin gdozden gecirilmesi, bagka
merkezlere yollanmasi ve islenmesi konusunda bu calismayr yapan kisilere yetki
veriyorsunuz. Yiriitmekte oldugumuz bu c¢alismanin sonuglari hakkinda Ayse
EROL’dan bilgi alabilirsiniz.0554 461 46 72 numarali telefondan kendisine ulasip bilgi
alabilirsiniz.

Saym Prof.Dr Fatma Savran OGUZ tarafindan Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bodyle bir arastirmaya
“katihmer” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile
aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasmda da biiyiik
Ozen ve sayg ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuclarinin egitim ve bilimsel
amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayh olsun arastirma uygulamasmdan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacag konusunda gerekli giivence verildi (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma swrasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Ayse EROL Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalr’'ndan arayabilecegimi
biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim acgiklamalar ayrintilariyla anlamis bulunmaktaymm. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimer”

(denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
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memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidiin bir kopyasi bana verilecektir.
Yukarida goniilliiye arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z

konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no, faks no)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,

Adresi (varsa telefon no, faks no)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzast

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-

soyadi, Imzasi, Gorevi
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T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
iISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Say1 : 450 Farih :  04.03.2014

Konu : Prof.Dr. Fatma SAVRAN OGUZ

Sayin Prof.Dr. Fatma SAVRAN OGUZ
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

iigi :Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin 14/02/2014 giin ve 63 sayili yazisi

Sorumlu arastiniciligini tstlendiginiz ve Ayse EROL'un yurltecegi 2014/409 dosya numarali "Bobrek
Nakilli Hastalarin immun Yanitlarinda Th17 ve Th1 Profilinin De@erlendirilmesi" baslikl calisma
kurulumuzun 21/02/2014 guin ve 04 sayili toplantisinda gorusulerek etik yénden uygun bulunmus olup,
tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

2

—

Prof.Dr. A. Yagiz JRESIN
istanbul Tip Fékultesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu

[

whes
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Ayse Soyadi EROL
Dog.Yeri |Fatih Dog.Tar. 08/04/1988
Uyrugu T.C. TC Kim No | 11620197018
Email bioayseerol @gmail.com Tel 05544614672
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans Hacettepe Universitesi Biyoloji Anabilim Dali 2011
Lise Bayrampasa Anadolu Lisesi 2006

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

3. -
Yabanc1 |Okudugunu | Konusma Yazma® KPDSS /UD (Diger)
Dilleri |Anlama* * Puam

Puam

Ingilizce |lyi Orta Orta

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam

(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Office Programlari Iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):




