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OZET

Bobrek nakli son donem bobrek yetmezliginin tedavisinde altin standart olarak 6nemini
korumaktadir. Transplantasyon immiinolojisi arastirmalart ile gelistirilen tan1 ve tedavide
yeni yaklagimlar, gliniimiizde basar1 oranlarini artirmigtir. Fakat halen tam uyumlu vericide
bile rejeksiyon gozlenmesi baska faktorleri arastirmayr gerektirmektedir. Son donemde
yapilan ¢alismalarda non-HLA antikorlardan AT1R-Ab varhigmin rejeksiyon ile iliskisi
giindeme gelmistir. Calismamizda ATIR-Ab varligmin rejeksiyona etkisini, sitokin
polimorfizmi ile AT1R-Ab varliginin etkilesimini ve bunlarin rejeksiyona olan katkisini
aragtirdik. Bu amaglhi 50 saglam kontrol, pediatrik ve erigskin olmak iizere toplam 100
bobrek nakli yapilmis olan hasta ¢alismaya dahil edilerek PCR-SSP ile TGF-B, TNF-q, IL-
6, IL-10, IFN-Y sitokinlerinin gen polimorfizmleri ve ELISA ile AT1R-Ab diizeyleri
calisildi. Veriler SPSS programi ile degerlendirildi. Caligmanin sonucunda nakil sonrasi
rejeksiyon gozlenen hastalarda AT1R-Ab diizeylerinin kontrol grubuna ve nakil sonrasi
istikrarli seyreden hasta grubuna gore istatistiksel anlamli bir iligkiSi olmadigi, ¢aligilan
sitokin gen polimorfizmlerinin rejeksiyon ile istatistiksel olarak anlamli iliskisi olmadigi
goriildii. Fakat TGF-B1 C/C G/C diisiik salmim gen polimorfizmi ve IL-6 G/C yiiksek
salinim gen polimorfizmi varligi ile AT1R-Ab diizeyi arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik gozlendi. Calismamizin sonuglart AT1R-Ab testlerinin nakil dncesi rejeksiyonu
saptamada uygun biyomarker olmadigini diisiindiirmektedir. Saptanan AT1R-Ab diizeyi ile
sitokin gen polimorfizm iliskisi ise RAS da etki mekanizmalariin agiklanmasina katkida
bulunabilir. Rejeksiyona katkist bulunan diger faktorlerin gosterilmesi i¢in daha fazla
sayida ve daha biiylik gruplarla ¢caligma yapilmasi gerekmektedir.
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Anahtar Kelimeler : Bobrek nakli, organ reddi, AT1R-Ab, sitokin gen polimorfizmi
Sayfa Adedi : 158
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ABSTRACT

Renal transplantation remains a gold standard in the treatment of end-stage renal failure.
New approaches in diagnosis and treatment developed by transplantation immunology
surveys have increased the success rates today. However, rejections even with a fully
compatible donor suggest investigation of other factors. Recent studies have shown that the
presence of AT1R-Ab from non-HLA antibodies is associated with rejection. In our study,
we investigated the effect of AT1R-Ab on rejection, the interaction of cytokine
polymorphism with the presence of AT1R-Ab and their contribution to rejection. A total of
100 kidney transplants including pediatric and adult patients, with 50 healthy controls were
included in the study following with investigation of the presence of gene polymorphisms
of TGF-B, TNF-a, IL-6, IL-10 and IFN with the levels of AT1R-Ab. The data were
evaluated using the SPSS program. As a result of the study, it was observed that there was
no statistically significant difference in AT1R-Ab levels between the control group and the
healthy patient group after transplantation and the cytokine gene polymorphisms studied
were not statistically significant between groups. However, statistical significance was
observed between the presence of TGF-p1 C/C G/C low-emission gene polymorphism and
the presence of IL-6 G/C high-emission gene polymorphism with AT1R-Ab level. The
results of our study suggest that the AT1R-Ab test is not a suitable biomarker in detecting
rejection risk before transplantation. The relationship between the level of AT1R-Ab with
cytokine gene polymorphism can help to explain the mechanism of action of RAS. Further
studies with larger groups are needed to demonstrate other factors that may contribute to
the rejection.
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Key Words . Renal transplantation, graft rejection, AT1R-Ab, cytokine gene
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Page Number  : 158
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklamalar

pL Mikrolitre

dk Dakika

g Gram

kDa Kilodalton

M Mol

mm? Milimetrekiip
mg Miligram

ml Mililitre

ng/pl Nanogram/mikrolitre
nm Nanometre

°C Santigrat derece
rpm Devir/dakika

sn Saniye

U/uL Unite/mikrolitre
u/mi Unite/mililitre

KisaltmalarAciklamalar

ABO Kan grubu A, B, O

ACE Anjiotensin doniistiiriicii enzim
ACR Akut hiicresel rejeksiyon

ADH Anti ditiretik hormon

AECA Anti endotelyal hiicre antikorlar
AGT Anjiotensinojen

ALG Anti-lenfosit globulin
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KisaltmalarAciklamalar

AMR
Ang
anti-ETAR
anti-HLA
APC
ARBs
ASHI
ATIR
AT1R-Ab
AT2R
AT4R
ATG
ATP
Aza
BAFF
BCMA
BCR
CD
CDC
CNI
CR2
CREG
CRRY
CSIF
CTGF
CTLA-4
DAG
DAMP
DC
DNA
DSA
DTT

Akut antikor aracili rejeksiyon

Anjiotensin

Endotelin-1 tip A reseptdr antikor

HLA ya kars1 olusmus antikorlar

Antijen sunucu hiicreler

Ang Il reseptor tip 1 blokdrleri

American Society for Histocompatibility & Immunogenetics
Anjiotensin Il tip 1 reseptor

Anjiotensin II tip I reseptor aktivatorii antikorlari: ATIR-AA
Anjiotensin tip 2 reseptor

Anjiotensin tip 4 reseptor

Antitimosit globulin

Adenozin trifosfat

Azathioprine

B hiicre aktive edici faktor

B hiicre maturasyon antijeni

B hiicre reseptori

Cluster of Differentiation

Kompleman bagimli sitotoksisite

Kalsindrin inhibitori

Kompleman reseptorii tip 2

Cross reactive group

Crl-related gene/protein y

Sitokin sentez inhibitor faktor

Connective tissue growth factor=Bag doku biiyiime faktorii
Sitotoksik T lenfosit antijen-4: cd152
Diacylglycerol

Damage associated molecular pattern molecules
Dendritik hiicre

Deoksiribo niikleik asit

Donor spesifik antikorlar

Dithiothreitol
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KisaltmalarAciklamalar

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EFI European federation for immunogenetics
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ERL Everolimus

ETAR-Ab Endothelin-1 type A receptor antikor

Fc Fragment crystallizable region (fc region)

FC Akim sitometre= flow cytometry

FGF Fibroblast growth factor

FSGS Focal segmental glomerulo sclerosis

gACEl Germinal ACE1

GBM Glomerular basement membrane

GM-CSF Graniilosit-makrofaj koloni stimule eden faktor
GPCR G protein reseptor ailesi: G protein—coupled receptors
GVHD Greft versus host hastaligi

HLA Hiiman 16kosit antijen

HRP Horseradish peroxidase

ICAM1 Interseliiler adezyon molekiilii 1

ICOS Inducible T-cell costimulator

IFN-Y interferon gama

Ig Immunglobulin

IP3 Inositol triphosphate

IRI Iskemi reperfiizyon hasari (1schemia/reperfusion injury)
IVIG Intravendz immiinglobulinler

iL Interleukin=Interlokin

JAK/STAT Janus Kinase/Signal transducers and activators of transcription
KIRs Killer cell immunglobulin-like receptors

LCM Lenfosit cross match

MAC Membran atak kompleksi

MAPK Mitojenle aktive olmus protein kinaz

MasR Ang (1-7) mas reseptor

mHag Mindr histocompatibility antigens

MHC Major histocompatibility compleks



KisaltmalarAciklamalar

MIC-A
MIC-B
MMF
Mrg:
mTOR
NALP3
NDSA
NEP
NF-xB
NK
NO
non-HLA
PCR
PD-1
PKC
PRA
PRR
(P)RR
PTC
RAPA
RAS
RFLP
ROS
RSCA
SAB
SACE1
SBT
SNP
SRL
SSCP

SSO/ SSOP

SSP

MHC sinmif-1 zinciri iliskin gen A antijen
MHC smuf-1 zinciri iliskin gen B antijen
Mikofenolat mofetil

Mas-related g-protein coupled reseptor

Mechanistic target of rapamycin

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3

Dondre spesifik olmayan antikorlar
Neprylisin

Nuclear factor kappa b

Dogal oldiiriici=natural Kkiller

Nitrik oksit

Hiiman 16kosit antijen dis1

Polimeraz zincir reaksiyonu
Programmed cell death-1

Protein kinase ¢

Panel reaktif antikor

Patent recognition receptor
Renin/(pro)renin reseptor

Peritubular capillary

Restriction fragment length polymorphism
Renin anjiotensin sistemi.

Restriction fragment length polymorphism
Reaktif oksijen radikalleri

Reference strand conformation analysis
Luminex-based single antigen bead
Somatik ACE1

Sequence based typing

Single nucleotid polymorphism

Sirolimus

Sequence specific conformational polymorphism

Sequence specific oligonucleotide priming typing

Sequence specific priming

XViii



XiX

KisaltmalarAciklamalar

SSS Santral sinir sistemi

TBE Tris borate EDTA

Tc Sitotoksik T hiicre

TCR T hiicre reseptorii

TF Doku faktorii (tissue factor)
TGF-p1 Transforming growth factor-f1
Th Yardimci T hiicre

TLR Toll like receptor

TNF-a Tumor necrosis factor-o
TODS T.C. Saglik Bakanlig: Tiirkiye Organ ve Doku Bilgi Sistemi
TX Transplantasyon

uv Ultraviyole

XM Cross match






1.GIRIS

Gliniimiizde bobrek nakli son dénem bobrek yetmezligi hastalarinda kabul edilmis ve
seckin bir tedavi yontemidir [1]. ilk bobrek nakli 1954 yilinda tek yumurta ikizleri arasinda
Murray, Harrison ve Merrill tarafindan yapilmistir. ilk nakilden baslayarak organ nakli
iizerine olan caligmalar hizla artmis ve immiinolojik mekanizmalar 1s18inda yeni tani ve

tedavi yontemleri eklenerek gliniimiiz transplantasyon pratiginin olusmasi saglanmistir.

Fakat her organ nakli basari ile sonu¢lanmamaktadir. Organ naklinde basarisizligin en
onemli nedeni ise alicinin immiin sistemi tarafindan nakledilen organin reddedilmesidir.
Rejeksiyon olarak adlandirilan bu siire¢ karmasik bir mekanizma ile gerceklesir [2].
Rejeksiyon sisteminde, hem dogal ve kazanilmis immiin sistem yanitlari, hem de hiicresel
ve salgisal (hiimoral) mekanizmalar yer almaktadir. Alict verici arasinda doku uyumu ne
kadar fazla olursa nakil sonrasi erken donemde akut rejeksiyon ve ge¢ donemde kronik
rejeksiyon gelisme ihtimali o kadar diisiik olmakta, hasta nakledilen bobrek ile daha uzun

ve konforlu bir yagam siirdiirmektedir [3].

Bobrek naklinde non-HLA antikorlar

Rejeksiyon siirecindeki mekanizmalar incelendiginde dondr spesifik HLA (Hiiman Lokosit
Antijen) antikorlarmin (DSA) nakledilen bobrekte kompleman iliskili ve antikor bagimli
hiicresel sitotoksisite ile hasara neden oldugu bilinmesine karsin non-HLA antikorlarin
bobrek naklinde erken ve ge¢ donemdeki etkilerinin Onemi belirsizligini halen
korumaktadir [4-5]. Bir¢ok non-HLA antikor ¢aligilmis olmasina ragmen {izerinde en ¢ok
calisma yapilan ve bobrek nakli ile iligkisi en fazla gosterilen Renin-Anjiotensin-
Aldosteron Sistemi (RAS)’nin bir kompanenti olan AT1R (Anjiotensin II tip I reseptor)
antikorlaridir. Ozellikle son yillarda RAS’in immiinregiilasyon ve transplantasyon
immiinolojisindeki Onemi tizerine ¢alismalar hiz kazanmistir [6]. Bobrek nakli sonrasi
organ hasarinda meydana gelen endotel degisikliklerinde RAS’1n da olaya karistigi, antikor
iliskili mekanizmalar ile vaskiiler endotel aktivasyonuna neden oldugu diisiintilmektedir
[7-8].



Bobrek naklinde sitokin gen polimorfizmi

Tiim inflamatuvar olaylarda ve immiin yanitlarda oldugu gibi, bobrek endotel hasarinda da
sitokinler esansiyel mediyatorlerdir. Salgilanan sitokinler hedef hiicredeki reseptoriine
baglandiginda, o hiicredeki hiicresel fonksiyonlar1 aktive ederler. Bu nedenle sitokinler
rejeksiyon siirecinde de Onemlidir. Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler

rejeksiyonda karmasik mekanizmanin elgileri olarak rol oynamaktadir [9-10].

Sitokinlerin salinim diizeyini ise sahip oldugu gen polimorfizmleri etkiler. Sitokin gen
polimorfizm etkisinin bobrek naklinde rejeksiyon ile iligkisi tizerine ¢ok sayida c¢aligma
yapilmustir. Sitokin gen polimorfizminin arastirilmasi, rejeksiyon ve greft fonksiyonlari
tizerine yeni bilgiler eklerken, ayni1 zamanda istenmeyen sonuglardan korunmak igin de yol
gostermektedir. Bobrek nakli 6ncesinde yapilan doku uyum testlerine ek olarak sitokin gen
polimorfizminin de incelenmesinin, rejeksiyon sikliginin azaltilmasi yoniinde yardimci
olabilecegi diisiiniilmektedir. Gen polimorfizm etkisinin énemini bildiren ¢alismalar ¢ok

olmasina ragmen halen tartismali oldugunu bildiren yayinlar da vardir [11].

Bizim ¢alismamizda nakil olan hastalarda TGF-B1 (Transforming growth factor-f1), TNF-
o (Tumor necrosis factor-a), IL-6 (Interleukin-6), IL-10 (Interleukin-10), IFN-Y
(Interferon—gama) sitokinlerinin diisiik, orta ve yiiksek saliimi ile uyumlu gen
polimorfizmlerinin ve Anjiotensin 1l tip 1 reseptor antikoru (AT1R-Ab) seviyesinin
belirlenmesi, aralarindaki iliski ve olusan rejeksiyona etkilerinin gosterilmesi planlandi.
Hasta ve kontrol serumlarindan genomik DNA &rnekleri izole edildi. 1zole edilen genomik
DNA &rnekleri TGF-B1, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-Y i¢in diisiik, orta ve yiiksek sitokin
salmmmiyla uyumlu polimorfizm bdlgelerinin belirlenmesini saglayacak sitokin gen
polimorfizm Kkiti kullanarak, PCR-SSP (polimeraz zincir reaksiyonu-sekans spesifik
priming) yontemi ile ¢ogaltilarak belirlenen sitokinler i¢in polimorfik bolgeler saptandi.

ATI1R-Ab diizeyi dl¢iimii ELISA yontemiyle ¢alisilip konsantrasyonlari belirlendi.

Hedeflerimiz  arasinda; ATIR-Ab varliginin/seviyesinin  rejeksiyonla iligkisinin
gosterilmesi, TGF-pl1, TNF-a, IL-6, iL-10, IFN-Y sitokin gen polimorfizmlerinin
rejeksiyonla iligkisinin gOsterilmesi, sitokinlerin gen polimorfizmlerinin AT1R-Ab

diizeyleri ile iligkilerinin arastirilmasi ve rejeksiyona olan etkisinin degerlendirilmesi



bulunmaktadir.  AT1R-Ab  diizeylerini  etkileyen  sitokin  polimorfizmlerinin
degerlendirilmesinin rejeksiyon mekanizmasina 1sik tutmasi agisindan anlamli olabilecegi

diistiniilebilir.

Bugiine kadar ¢ok sayida ¢aligma yapilmis olmasina ragmen gen polimorfizm caligmalari
her toplum i¢in ayr1 degerlendirilmesi gereken calismalardir. Transplantasyon {izerine
yapilan sitokin gen polimorfizmi ¢alismalar1 Tiirkiye’de heniiz oldukg¢a sinirli sayidadir.
Polimorfizm c¢alismalarinin genis kitleler {izerinde yapilmasi gerektiginin bilincinde
olmamiza ragmen yliksek maliyet nedeniyle ¢alisma grubumuzun kisith tutulmus olmasi

sinirliliklarimiz arasindadir.

Son yillarda organ nakli hazirliklar1 yapilirken non-HLA antikor taramasinin rutin bir
basamak olarak uygulamaya konulmasi yapilan g¢aligmalarin sonuglarina dayanilarak
giindeme gelmektedir. Nakil oncesi uygun verici se¢iminin yani sira nakil sonrasi organ
reddine giden durumlarda nedenin erken dénemde bilinmesi, tedavinin hizli ve dogru
yapilmasi, organin yasammi ve islevsellifinin devami igin ¢ok &nemlidir. ilerleyen
donemlerde AT1R-Ab varlig1 bilinen hastalar i¢in plazmaferez ve ATIR blokaji tedavi

seceneklerinin kullanilabilirligi iizerine ¢alismalar halen devam etmektedir.






2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILi ARASTIRMALAR

2.1.Bobrek Nakli

Bobrek nakli fonksiyonel gorevini yapamayan bobregin, saglikli oldugu belirlenen ve
verici olma kosullarina uygun oldugu tespit edilen, goniillii vericiden alinan hastaliksiz

olan bobrekle degistirilmesidir.

2.1.1.Genel bilgiler

Bobrekler bosaltim sisteminin bir parcast olup kani filtre eden bir sistem olarak
caligmaktadir. Bobrekler retroperitoneal bolgede bulunan her biri yaklasik 120-150 g
agirliginda olan organlardir. Makroskopik olarak en dista fibroz bir kapsiil, kapsiiliin
altinda korteks ve en i¢te mediilla bulunur. Nefronlar ise bobreklerin islevsel birimleridir.
Her iki bobrekte yaklasik 2 000 000 nefron vardir ve her nefron tek basina idrar yapma
yetenegine sahiptir. Bir nefron temel olarak filtrasyon goérevi olan glomeriil ve kivrimli
tiibiil olmak {tizere iki kisimdan olusur. Nefronlar, kortikal nefronlar ve jukstaglomeruler
nefronlar olarak iki gruba ayrilir. Kortikal nefronlar bobrek korteksinde, jukstaglomeruler
nefronlar ise medulla smirindadir. Jukstaglomeriiler nefronlar idrarin konsantre
edilmesinde gorevlidir. Sivi elektrolit ve asit-baz dengesinin diizenlenmesi, metabolik atik
drtinlerin atilimi, ilag-toksin ve metabolitlerin detoksifikasyonu ve atilimi, ekstraseliiler
stvi hacmi ve kan basinct regiilasyonu, hormon iiretim ve metabolizmasi, peptid
hormonlarin yikimi, kiigiik molekiil agirlikli peptidlerin yikimi ve glukoneogenez gibi

metabolik etkiler gorevleri arasindadir [12].

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda tedavi segenekleri hemodiyaliz, peritoneal
diyaliz ya da bobrek naklidir. Diyaliz, hasta i¢in normal hayatin1 diyaliz makinesine bagl
olarak gecirilecek bir yasam bicimi iken bdbrek nakli ile hastanin konforlu bir yasam
stirmesi saglanabilmektedir. Ayrica diyaliz sadece kan filtrasyon gorevini gordiigi igin
bobregin diger fonksiyonlar1 tamamlanamamaktadir. Yapilan ekonomik irdelemelerde de
bobrek naklinin ekonomik olarak toplamda diyalize oranla daha diigiik maliyetli oldugu
bildirilmistir [13]. Amerika’dan bildirilen bir ¢alismada giiniimiizde bir diyaliz hastasinin
yillik masrafi 70-75 000 dolar olarak belirlenmistir. Nakil ile karsilastirildiginda ilk y1l igin
diyalize gore nakil masraflari biraz daha fazla (yaklasik yillik 100 000 dolar) ¢ikmaktadir.



Fakat istikrarli bir nakil hastasinda takip eden yillar igin yillik masraf 15 000 dolar
olmaktadir. Dolayisiyla bdbrek naklinin birikmis masrafinin  diyalizin  birikmis

masrafindan ¢ok daha az oldugu dikkati ¢cekmektedir [14].

Bu nedenlerle bobrek nakli giiniimiizde son donem bobrek yetmezligi hastalarinda kabul
edilmis ve secgkin bir tedavi yontemidir [1]. Diyalizle hayatini siirdiiren ve nakil bekleyen
hastalarin orani her yil milyon kiside 30-50°dir. Diinyada yilda yaklasik 30 000 bobrek
nakli yapilmaktadir ve toplam 2010 yilina kadar yapilan bobrek nakil sayisinin 900
000’den fazla oldugu diisiiniilmektedir [13-14]. Ulkemizde Saghik Bakanligi verilerine
gore TODBS (T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Organ ve Doku Bilgi Sistemi) kayitli 2 871
tanesi 2017 yilinda olmak iizere 2008 yilindan bu yana 22 320 bobrek nakli yapilmistir.
Halen bobrek nakil igin bekleme sirasinda olan kisi sayis1 2017 yilinda eklenen 3 515 kisi
ile beraber 21 697 olarak bildirilmistir [15].

2.1.2.Bobrek naklinin tarihgesi

[k deneysel bobrek nakli 1902 yilinda Viyana’da Emerich Ulmann tarafindan kdpekler
iizerinde yapilmustir. Ilk insan allogreft bobrek nakli ise 1936 yilinda Rus cerrah Varonay

tarafindan yapilmis fakat hasta 48 saat sonra kaybedilmistir [16].

Tliimoér immiinolojisi lizerine ¢alisan bilim adamlarin tiimér iizerindeki caligsmalarini
stirdiirebilmek amaciyla, tiimorii fareden fareye nakletmesi sirasinda, akraba farelerde
timoriin  devamliliginin devam ettigi, fakat akraba olmayan bazi farelerde yapilan
nakillerin basarili olmadigin1 gostermeleri tizerine, MHC (Major Histocompatibility
Complex) g¢alismalart hiz kazanmis ve organ nakliyle ugrasan bilim adamlarimin da ilgi
alan1 olmustur. 1944 yilinda arastirmacilar tavsanlar lizerinde yaptiklar1 deneylerde organ
naklinde goriilen reaksiyonlarin immiinolojik bir temele dayali oldugunu gostermeyi
basarmislardir [17]. Benacerraf, Dausset ve Snell, immiin yanitta MHC’ nin rolii, MHC
antijenlerinin kesfi ve immonogenetikteki basarilarindan dolayr 1980 yilinda Nobel tip

odiiliinii kazanmistir [18]].

Organ nakli immiinolojisinin 6nemli kose taslarindan biri de 1953 yilinda HLA’nin

tanimlanmas1 olmustur [19].
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[Ik uzun dénem basarili allogreft bobrek nakli ise 1954 yilinda Boston’da tek yumurta
ikizleri arasinda Murray, Harrison ve Merrill tarafindan yapilmistir. Hasta nakil sonrasi 8
yil yasamini siirdiirmiistiir. Dr. Murray bu bagarisindan dolay1r 1990 yilinda Nobel tip

odiiliine layik goriilmiistiir.

Sonraki donemde 1957 yilinda Hitchings ve Elion tarafindan azathioprine gelistirilmesi,
1983°de siklosporin kullanilmasi, 1990 yilinda tacrolimus, 1995 yilinda mycophenolate
mofetil, 1997°de daclizumab gelistirilmesi nakilde basariy1 artiran tedavi ilklerindendir

[20].

Tiirkiye'de ilk bobrek nakli ise Hacettepe Universitesi’nde 3 Kasim 1975 tarihinde Dr.
Mehmet Haberal tarafindan bir annenin 12 yasindaki ogluna bagisladigi bobregin nakli ile
gerceklestirilmistir [21]. Ayni ekip tarafindan 10 Ekim 1978'de Avrupa Transplantasyon
Birligi'nden (Eurotransplant) saglanan 6lii bobrek ile Tiirkiye'de ilk defa kadavradan

bobrek nakli gergeklestirilmistir [22].

[k nakilden baslayarak organ nakli iizerine olan ¢alismalar hizla artmis ve basarili bir nakil
i¢cin immiinolojik mekanizmalar 15181nda yeni tan1 ve tedavi yontemleri eklenerek giintimiiz
organ nakli pratiginin olusmasi saglanmistir. Basarili bir nakil i¢in uygun cerrahi teknik,

uygun alici-verici se¢imi ve uygun immiinstipresif tedavi birlikteligi dnemlidir.

2.1.3.Bobrek naklinde alici-verici se¢imi

Nakilde alici verici arasinda doku uyumu ne kadar fazla olursa nakil sonrasi erken
donemde akut rejeksiyonlar ve ge¢ donemde kronik rejeksiyon gelisme ihtimali o kadar
diisiik olmakta ve hasta nakledilen bobrek ile daha uzun ve konforlu bir yasam
stirdiirmektedir [3]. Birden fazla verici adayr oldugu durumlarda diger olglitler esit

diizeydeyse uyumun en fazla olaninin se¢ilmesi basariy1 artiracaktir [23].

Nakil 6ncesi immiinolojik degerlendirme kapsaminda HLA doku grubu tayini, ABO
uyumu, PRA (Panel Reaktif Antikor) calisilmast ve LCM (Lenfosit crossmatch)
caligmalar1 giiniimiizde rutin uygulamada olan ¢alismalardir [23]. Fakat tiim bu galigmalar

sonrasinda tam uyumlu ikizlerde bile rejeksiyon gozlenmesi HLA disinda farkh



mekanizmalarin da olabilecegini desteklemektedir [24-26]. 2005 yilinda “Collaborative
Transplant Study” olarak isimlendirilen ve 245 merkezin katildig1 bir ¢aligmada 4048 HLA
tam uyumlu donér ile c¢alisilmis ve rejeksiyonda non-HLA immiinitenin 6neminden

bahsedilmistir [26].

Hastalarin nakil Oncesi risk gruplart agisindan degerlendirilmesi ve basarili bir
immiinsiipresif tedavi belirlenmesi yasanacak rejeksiyonu onlemek agisindan onemlidir.
2016 da yayinlanan bir ¢alismada risk gruplarinin belirlenmesinde verici ve alici yasi, etnik
grubu, Onceki nakiller ve transfiizyonlar, canli ya da kadavradan nakil, dnceki gebelik, %
PRA, HLA DSA varligi, ATIR-Ab varligi, T hiicre ELISPOT degerlendirmesi, ¢oziiniir
CD30 degerlendirmesi, HLA uyumu, CMV degerlendirmesi, EBV degerlendirmesi, soguk
iskemi zamani, gecikmis greft fonksiyonu ele alinmasi gereken parametreler olarak

bildirilmistir [27].

HLA doku grubu tayini

Hiicrelerin antijenleri taniyabilmesi ve immiin yanitlar olusturabilmesi ig¢in antijenlerin
Ozellesmis hiicresel yapilar araciligiyla hiicrelere sunulmasi gerekmektedir. “Major Doku
Uyumlulugu Kompleksi” (Major Histocompatibilite Complex= MHC) olarak adlandirilan
ozellesmis hiicresel yapr antijen sunumunda rol alir. Insanda bulunan MHC’ler HLA
olarak isimlendirilmektedirl. immiin sistemde antijen sunumu ve yanit olusumunda
organizmanin kendinden olani (self) ve olmayani (nonself) ayirt edebilmesi 6nemlidir. Bu
tanima olayr MHC antijenleri araciligiyla gerceklesir. Bu mekanizma kendinden olmayan
hastalik etkenlerine karsi yararli bir mekanizma iken, organ naklinde birtakim giigliikleri
de beraberinde getirmektedir [28].

Her bireyde farkli HLA tipleri olabilecegi i¢in, farkli HLA nedeniyle bireye gore verilecek
immiin yanit da farklilik gésterebilmektedir. HLA uygun olmayan bireyden yapilan organ
nakli sonrasinda nakledilen doku alic1 tarafindan reddedilecektir (rejeksiyon) ya da
vericinin nakledilen dokusu aliciyr reddedecektir (greft versus host hastalifyi=GVHD).
Basaril1 bir organ nakli yapilabilmesi i¢in dnceden bireyler arasinda HLA uyumu olup

olmadiginin arastirilmasi ¢ok 6nemlidir. HLA tiplerinde benzersiz bir genetik cesitlilik

1 MHC insanda ilk defa 16kositlerde gsterildigi igin Hiiman Lokosit Antijen olarak adlandirilmustir.



vardir. Genleri Mendel kanunlarina gére diizenlenir, yani paternal ve maternal alellerin
degisik kombinasyonlari ile yeni bireyin HLA gen profili olugmaktadir [29]. Aralik 2017
itibariyle son bildirilen alel sayis1 12 631 adet siif I, 4 700 adet smif II olmak {izere
toplam 17 331’dir. Diger non-HLA alel sayis1 178, gizli alel sayis1 8 olarak bildirilmistir.
Bu nedenle bireyin HLA profilini tanimlamak amaciyla HLA tiplendirme yapilmasi

gerekmektedir [30].

Organ nakillerinde basar1 oran1i HLA uyum oranina gére artmaktadir. Tercih edilen tam
uyumlu vericidir. Uyumsuzluk alicinin T hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonuyla
birlikte B hiicre alloantikor tiretiminin aktivasyonuna yol acar. Bu da hiicresel ve hiimoral

greft rejeksiyonuna neden olur [31].

Yapilan calismalar: bobrek ve pankreas naklinde HLA DR uyumunun HLA A, B, C
uyumundan daha 6nemli oldugunu; kalp naklinde HLA DR uyumunun 6nemli oldugunu;
kornea naklinde HLA A, B uyumunun 6nemli oldugunu, HLA DR uyumunun &neminin
net olmadigini; karaciger naklinde uyumun 6neminin tartismali oldugunu bildirmektedir
[29]. Ama hematopoietik kok hiicre naklinde halen tam uyumlu verici hedeflenmektedir.
Tiim bunlarin 15181 altinda basarili bir nakil i¢in HLA tiplendirilmesi gerekmektedir [28].
Organ nakli oncesi alict ve vericilerde HLA A, B ve DR lokus alelleri tiplendirilmelidir.
Hastanin hayatta olan tiim 1. derece akrabalarindan tiplendirme yapilarak haplotip ve
genotip analizleri tamamlanmalidir. HLA C, DQ ve/veya DP i¢in yapilan tiplendirme bazi
durumlarda yardimci ama zorunlu degildir. Tiplendirme EFI (European Federation for
Immunogenetics), ASHI (American Society for Histocompatibility & Immunogenetics)
kurumlarinca tanimlanmis olan standartlara uygun calisan laboratuvarlarda yapilmalidir
[18]. Yeni tanimlanan aleller www.bmdw.org adresi kullanilarak serolojik denklikleri

diizenli olarak takip edilmelidir [29]. Giincel HLA haritasi sekil 2.1’de gosterilmistir [32].
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HLA Tiplendirme Yontemleri

Serolojik Yontemler

Mikrolenfositotoksisite Testi, “National Institute of Health” yontemi ya da “Complement
Dependent Cytotoxicity (CDC)” olarak taninan bu yontem, Gorer ve Amos tarafindan
tanimlanmis daha sonra Terasaki ve Mc Clelland tarafindan 1964 yilinda modifiye
edilmistir [29, 31]. Bu nedenle Terasaki yontemi de denilmektedir. Son yillarda molekiiler
yontemler bu yontemin yerini almig olsa da halen uygun verici taramalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Antijen antikor reaksiyon temelli olan bu yontem kompleman bagimh
sitotoksisiteye dayanir. Uygun HLA molekiilii eksprese eden hiicreler kuyucuklardaki
antikorlar ile baglanir. Antijen antikor baglanmasinin oldugu kuyucuklarda hiicre 6liimii
gerceklesir, diger kuyularda ise hiicreler canli olarak kalir. Inkiibasyon sonrasi boyama
sistemi ile mikroskopta dlii/canlt hiicreler degerlendirilir [33-34]. ASHI skorlamas: ile dli
hiicre yiizdesi skorlanir (Cizelge 2.1) [34]. Skorlamada 6 puan ve istii test pozitifligi

olarak tanimlanuir.
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Cizelge 2.1: ASHI skorlamasi [34]

% olii hiicre Yorum Skor
0-10 Negatif 1
11-20 Stipheli negatif 2
21-50 Zayif pozitif 4
51-80 Pozitif 6
81-100 Giglii pozitif 8

Ayni yontem kullanilarak HLA antikor taranmasi (gebelik, kan iiriin transfiizyonu, dnceki
nakle bagli gelisen antikorlar) ve ¢apraz karsilastirma g¢alismalari yapilabilir [18, 28-29,
34].

DNA Temelli Yontemler

Molekiiler tanit yontemlerindeki gelismeler sonucu HLA tiplendirmesinde DNA temelli
yontemlerin kullanimi yaygimlagmistir. Molekiiler yontemlerin birgok avantaji vardir.
Ozgiin ve esnek olmalari, yeni aleller tanimlandikca yeni reaktiflerin gelistirilebilmesi,
istenen duyarlikta ¢alisma yapabilecek seceneklerin olmasi, calismalarda canli hiicre
gerektirmemesi, kan dist dokulardan caligilabilmesi, bireyin hastalik ya da tedavi
durumundan etkilenmemesi, otomasyona daha uygun olmasi, es zamanli daha ¢ok 6rnegin
caligilabilmesi, HLA genlerindeki tiim ¢esitliligin gosterilebilmesi ve serolojik olarak

tanimlanamayan alellerin taninabilmesi bunlarin arasindadir [29, 31, 33-35].

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Sequence Specific Priming Typing
(PCR-SSP), Sequence Specific Oligonucleotide Priming Typing (SSO/ SSOP), Luminex,
SSOP temelli “Microplate based” metot, “Line-probe-based assay”, Sequence Based
Typing (SBT), Sequence Specific Conformational Polymorphism (SSCP) veya
Heteroduplex Analysis ve Reference Strand Conformation Analysis DNA temelli
molekiiler tan1 yontemleridir [29, 31, 33-35].

“Mindr Histocompatibility Antigens” (mHag), ‘“Nonconventional MHC Antigens” ve
“Killer Cell Immunglobulin-Like Receptors” (KIR) tiplendirme nakil ile iliskili olan diger
faktorlerdir [34].
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Tiplendirme hassasiyetini artirmak amaciyla bazi durumlarda metotlarin kombinasyonu
gerekebilir [34]. Doku nakli tipine gore degisik ¢oziliniirliikte metotlar segilebilir. Solid
organ nakillerinde diisiik ¢Oziiniirliiklii serolojik metotlar siklikla kullanilir, fakat kok
hiicre ve kemik iligi naklinde GVHD’den kagcinmak ve ret olasiligin1 azaltmak icin yiiksek

¢ozlntrliikli tiplendirme kullanilmaktadir.

ABO uyumu

ABO sistemi, 20. yilizyilin basinda Avusturyali bilim adami Karl Landsteiner tarafindan
bulunmusgtur. Bu oligosakkaritler kirmiz1 kiireler, endotel hiicreleri, bobrekte parankim

hiicreleri, tiibiilus ve glomeriil gibi ¢esitli hiicrelerde eksprese olurlar [36].

Ik kez 1955 yilinda Hume ve arkadaslari bobrek naklinde ABO uyumunun &nemli
olduguna dikkat ¢ekmislerdir [16]. Bobrek naklinde ABO kan grubu antijenleri uyumu ¢ok
onemlidir. En i1yi sonu¢ ABO uygun vericilerle alinabilmektedir. Fakat uygun verici
bulunamadiginda gii¢lii immiinosiipresyon ve desensitizasyon tedavisi ile ABO uyumsuz

vericiden de bobrek nakli yapilabilmektedir [37].

ABO antijenler giiclii transplant antijenleri olarak davrandigindan ABO uyumsuzlugu
erken hiperaktif akut rejeksiyona yol agar. Greftte verici B hiicrelerinin bulunmasindan
dolay1 nakil sonras1 hemolitik hastalik riski yiiksek olsa da O kan grubuna sahip potansiyel
vericilerin bobrekleri teorik olarak A, B veya AB alicilarinda kullanilabilir [13]. Canli
verici naklinde, ABO uyumlulugu ABO kimligi ile ayn1 bigimde kabul edilebilir.

Anti-HLA Antikor (Panel Reaktif Antikor=PRA) Taramasi

Anti-HLA antikorlar dogal yolla olusan ABO antikorlarinin aksine; kan transfiizyonlari,
gebelik, rejekte olmus greftler yoluyla yabanct HLA’ya maruz kalinmasiyla olusur. Anti-
HLA antikorlar smif I, smf II veya her iki siif HLA antijenine karsi olusabilen
antikorlardir. Spesifik ya da nonspesifik olabilir. Birkag¢ HLA tarafindan paylasilan ortak
epitoplara veya capraz reaksiyon veren antijenlere (cross reactive group, CREG) karsi
gelisebilir. Ig (immunglobulin) G tipi antikorlar nakil i¢in kontrendikasyon olustururken Ig

M tipi antikorlarin klinik 6nemi tartismalidir [13].
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Anti-HLA antikorlar dondr spesifik antikorlar (DSA) ve dondre spesifik olmayan (NDSA)
antikorlardan olusur. DSA’lar alicilarda verici HLA antijenlerine kars1 gelisen
antikorlardir. Takip amacgh nakil 6ncesi ve sonrast DSA tespiti gereklidir [38]. Kan
transflizyonlar1 en sik olusma nedeni iken, gebelik ve onceki nakiller sonrasinda da
goriilmektedir. 1969 yilinda, Patel ve Terasaki donor lenfosit hiicrelerinde eksprese olan
antijenlere karsi, alicida antikorlarin bulunmasimin, akut greft rejeksiyonu i¢in major risk

faktorii oldugunu bildirmislerdir [39].

Anti-HLA antikor ya da PRA tarama testi alicinin daha 6nce HLA antijenleri ile karsilasip
bu antijenlere kars1 antikor olusturup olusturmadigini ve bu antikorlarin ne kadar yaygin
oldugunu gosteren testtir. Degisik yollarla yapilmasina ragmen son dénemde oldukga
duyarl: testler gelistirilerek ¢ok diisiik diizeydeki antikorlar saptanabilmektedir [40]. PRA
skoru yiizde olarak ifade edilir ve anti-HLA antikorlari ile reaksiyona giren popiilasyonun
yiizdesini temsil eder. %0-99 arasi bir degeri vardir. PRA orani yiliksek olan alicinin genel

donor havuzuna karst duyarliligr yiiksektir ve uygun donor bulma sansi diistiktiir [41].

Bu antikorlar %80-85 iizerinde ise alici i¢in ciddi immiinolojik riskten sz edilebilir.
Ancak PRA testi pozitif saptanan bir alictda mevcut antikorun dondr spesifik olup
olmadig1 ise bu testin en can alict kismini olusturmaktadir. Mevcut antikorun dondr
spesifik olup olmadiginin cevabi ek olarak nakil dncesinde yapilmasi gerekli olan lenfosit
cross match (LCM) testi ile belirlenir. Bu testin pozitif sonuglanmasi yapilacak bobrek
naklinin yiiksek riskli oldugunu ve hiperakut rejeksiyon ile karsilasilabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle LCM testi her nakil oncesinde yapilmasi gerekli olan en

onemli testtir [42].

Basaril1 bir nakil icin negatif LCM ve negatif PRA gereklidir. PRA pozitifligi olan, hatta
0zel (spesifik PRA) yontemlerle antikorlarin hangi antijenlere yonelik oldugu saptanan ve
bu antijenlerin bir veya birkacinin verici adayinda oldugu belirlenen durumda LCM
testinin pozitif olarak ¢ikmasi beklenirken bazen antijenin disiik titrede olmasi,
kompleman aktive etmemesi gibi nedenlerle LCM testi negatif saptanabilir [43]. Bu
durumda organ nakli sonrasinda hizlandirilmis rejeksiyon denilen ve ilk birkag¢ giinden

sonra, fonksiyonel greftte ortaya ¢ikan antikor aracili rejeksiyon ile karsilasilabilecegi
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akilda tutulmalidir. Bu nedenle bu antikorlarin varliginda nakil 6ncesi daha duyarli LCM

testleri yapilmas yararli olabilir [44].

Genellikle serolojik yontemlerle saptanmakla beraber son yillarda akim sitometri ile daha
duyarli ve 0Ozgil bir sekilde belirlenebildigi tespit edilmistir. Anti-HLA antikor

taramasinda ELISA ve Luminex de kullanilabilir.

Serolojik olarak Terasaki yontemi; komplemana bagimli antijen-antikor etkilesimine
dayali, lenfosit lizisi ile sonuglanan sitotoksik bir yontemdir. Hazirlanan hasta serumlarinin
tizerine HLA antijenleri bilinen kisilerin lenfositleri ve kompleman eklenir. Antijen-antikor
kompleksi olustugunda komplemanin yardimiyla hiicre lizisi gergeklesir. HLA
antikorlariyla reaksiyona girerek 6len panel hiicrelerinin orani belirlenir. Paneller tizerinde

islem yapilmaktadir ve bu nedenle Panel Reaktif Antikor terimi kullanilmstir [13].

Akim sitometrisi (Flow sitometre; FC);

Kantitatif, tek hiicre seviyesinde hizli ve ¢ok parametreli analiz elde edilmesi, hiicre alt
gruplarinin sayisal ve yapisal farklilasmasinda kullanilabiliyor olmasi, hiicrelerin
fonksiyonel, biyokimyasal, morfolojik veya sitogenetik karakterizasyonuna ek olarak

hiicre alt gruplarinin “sorting” ine olanak saglamasi temel kullanim nedenleridir [13].

Akim sitometri cihazinin ¢aligma prensibi her bir hiicre veya partikiiliin lazer demetinin
icinden gegerken, saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayinlanan floresan 15181 bir
araya getirip, optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina gore ayrilarak,
sinyallere doniistiiriilmesi ve bu sinyallerin dijitallestirilerek histogramlar olarak ekrana
aktarilmasidir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel
ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli florokromlar da olabilir. Bdylece hiicre
ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran
potansiyeli, canliligr gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir. 1 saniyede 500

hiicre sayilir ve ortalama 10 000 hiicreyi 20 saniyede analiz edilebilir.

! Flow sitometrik yontem gibi
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Akim sitometri yontemi, farkli 1g siiflar1 ve alt gruplarini belirlemek ve 6zgiil olmayan
geri plan boyamasimi azaltmak igin B hiicrelerinin pronaz ile muamelesi gibi

modifikasyonlar igermektedir [45].

ELISA

Sorgulanan hedef hasta serumundaki antikorlar oldugunda; plaklar yiiksek oranda
saflagtirtlmis HLA smif I ve II glikoproteinler ile kaplanmistir. Antijen ile kaph
kuyucuklara hasta serumu ve enzim isaretli anti-lg G antikoru eklenir. Serumda antijene
kars1 antikor varsa baglanma gerceklesir. Ikincil antikor ve enzim substrat reaksiyonu ile
olusan kolorimetrik reaksiyonun gosterdigi absorbans degeri sorgulanan antikorun varligi
ve miktarini gosterir [13, 46]. ELISA serolojik yonteme gore daha hizli, 6zgiil ve giivenilir
bir yontemdir. Ig G tipi antikorlarin varligin1 géstermesi ve duyarliligi nedeniyle tercih

edilmektedir [13].

ELISA teknolojisi CDC’den, Luminex boncuk teknolojileri ise CDC ve akim sitometreden
daha hassastir [47-48]. Bu hassasiyet sayesinde boncuk teknolojileri, HLA ya 6zgiil diisiik
diizeydeki antikorlar1 belirleyebilirler. Luminex SAB yontemi de mevcut yaygin ve seyrek
HLA alellerinin, 11 HLA bdlgesi (A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQBI,
DPBA1 ve DPBI) i¢in yapilan genis kapsamli analizlerde, karmasik serum orneklerinde,

HLA antikorlarinin essiz bir sekilde tanimlanmasini saglamistir [45].

Luminex

Kisaca solid faz olarak antijenle kapli boncuklar1 kullanan bir floroanalizér sistemdir.
Luminex corp. tarafindan gelistirilmistir. Antikor 6zgiilliigiinii daha basit bir yolla saptar.
Polisitiren kiireler HLA antijenleri ile kaplidir. Boncuklar internal olarak farkli derecelerde
florofor ile boyanmistir. Tek bir reaksiyonla en fazla 100 analitin test edilmesini saglar.
Akim sitometri ile kiyaslanabilir duyarlilikta ve 6zgiilliikte sonuglar verir. Yontem olarak

daha verimlidir.
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Capraz Karsilastirma (Lenfosit Cross Match, XM, LCM) calismalari

LCM testi ile alic1 hastanin serumunda verici hiicrelerine kars: bulunan anti-HLA antikor
varlig1 sorgulanir. Bobrek transplant T hiicrelerinin hiperakut rejeksiyonunu engellemek
icin her bobrek naklinden dnce LCM testi yapilmalidir. Pozitif LCM verici hiicrelerine

karsi, alicitda HLA-allo-antikorlarinin varligini gosterir (¢izelge 2.2) [13].

Cizelge 2.2 Anti HLA antikor tarama test sonuglarinin yorumlanmasi [13]

YONTEMLER VE SONUCLAR
YORUM

CDC CDCDTT ELISA FC
Negatif Negatif Negatif Negatif | Antikor yok
Negatif Negatif Negatif Pozitif | Antikor titresi diisiik? Yanls pozitiflik?
Negatif Negatif Pozitif Pozitif | Antikor var (kompleman baglamayan)
Pozitif Negatif Negatif Negatif | Ig M tipi antikor
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Ig G tipi antikor

Capraz karsilagtirma testleri ile anti-HLA antikor tarama yontemleri aymdir, fakat
karsilastirma testinde panel ya da havuz kullanilmaz, sadece dondr antijenleri veya
lenfositleri kullanilir [13]. CDC-LCM, FC-LCM, ELISA kullanilan yontemlerdir. Test
sonuglarinin dogru degerlendirilmesi amaciyla en az iki farkli yontemin kullanilmasi
onerilmektedir. Capraz karsilastirma test sonuglarimin yorumlanmasi c¢izelge 2.3’de

verilmistir [13].

Cizelge 2.3 Capraz karsilastirma test sonuglarinin yorumlanmasi [13]

YONTEMLER VE SONUCLAR YORUM
CDC CDC DTT | ELISA Smif I ELISA SimfII | FCT FCB
Negatif | Negatif Negatif Negatif Negatif | Negatif | Tx yapilabilir
Negatif | Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif | Tx yapilamaz
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Tx yapilamaz
Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif | Negatif | Tx yapilabilir. CDC hatali?
Negatif | Pozitif Negatif Pozitif Negatif | Pozitif DSA arastir. Tx yapilabilir

Solid faz antikor saptama testlerinde, ELISA veya polisitiren boncuklara (multiplexed
multianalyte beads array) baglanarak akim sitometre veya Luminex olarak bilinen

floroanalizorlerde tayinler yapilir [20].
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Mikrolenfositotoksisite yontemi ile capraz karsilastirma (CDC-LCM)

Bu yontemde hasta serumu ile verici 16kositleri karsilastirilir. Verici hiicreleri ile hasta
serumundaki antikorlar baglanir ve kompleman eklenerek sitotoksisite varligi
degerlendirilir. HLA analizinde de kullanilan bu test ile sanal nakil yapilmig gibi

diisiiniilebilir ve pozitif reaksiyon gdzlenmesi rejeksiyon gelisebilecegini diisiindiiriir.

CDC-LCM testi, antikor aracilikli hiperakut rejeksiyonun ongoriilebilmesine imkén verir.
DSA tayini i¢cin CDC-LCM testi altin standart olarak kabul edilmektedir. Fakat diisiik
diizeydeki HLA antijenlerine karst DSA’larin saptanabilmesi i¢in yeterli derecede duyarl

degildir [20].

Eklenen DTT ile Ig M tipi antikorlarin pentamerik yapilar1 parcalanarak sadece Ig G tipi

antikorlara 6zgii sitotoksisite gdzlenmesi saglanmaktadir [13].

Akim sitometri yontemi (Flow cytometry crossmatch, FC-LCM) donér 16kositlerinin
floresan T hiicre ve B hiicre belirtecleri ile (CD3, CD20) isaretlendikten sonra alicida bu
hiicrelere yonelen antikor varlig, ikinci bir insan antikoruna karsi reaksiyon veren floresan
isaretli antikor ile isaretlenerek belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Negatif kontrol

serumuna gore degerlendirilir. Ozgiilliigii yiiksektir.

B hiicre FC-LCM yiiksek arka plan antikor baglanmasi hedef lenfositlerinin pronase ile
inkiibe edilmesiyle azaltilabilir [45].

2.1.4.Bobrek naklinde immiinsiipresif tedavi

Bobrek naklinde verici ve alict arasinda doku uyumu ne kadar fazla olursa erken donemde
akut rejeksiyon ve ge¢ donemde immiinolojik nedenli kronik greft hasar1 gelisiminin 0
kadar diisiik oranda gergeklestigi giiniimiizde klasik bilgi olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle birden fazla canli verici aday1 var ise miimkiin olan en iyi doku uyumu olan verici
secimi hedeflenmelidir. Bu kosulun saglanamadigi doku uyumu tam olmayan canli verici

veya kadavradan bobrek nakli de immiinosiipresif tedavi ile basarili bir sekilde
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yapilmaktadir. ABO uyumsuz bir nakil i¢in alict desensitizasyon elemanlar1 Sekil 2.2°de

sunulmaktadir [36].
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Sekil 2.2 ABO uyumsuz nakilde alic1 desensitizasyon elemanlari [36]

Immiinosiipresyonda esas amag¢ alicida ilaglarm minimal yan etkisiyle grefte kars1 dzgiil
bir farmakolojik tolerans olusturma ve ret olusumunu engellemektir. Gergek bir tolerans
uzun dénemde, ¢ogu alicida olusmadigindan ilaglarin kesilmesi genelde akut rejeksiyon ile
sonuglanmaktadir. 1980’lere kadar 6zgiil olmayan immiin sistem baskilayici tedaviler
uygulanmakta iken giiniimiizde verilen tedavilerin ozgilligii giderek artmaktadir.
Kombine ilag kullanimi hem yan etki olusumunu azaltmakta hem de sinerjistik etki
gostererek immiinsiipresyonu artirmaktadir [13]. Fiziksel olarak plazmaferez, radyasyon,
duktus torasikus drenaji, splenektomi, timektomi, kan transfiizyonlar1 kullanilmistir.
Farmakolojik olarak steroidler, kalsindrin blokorleri, mTOR inhibitorleri, (RAPA-
Everolimus), de novo niikleotid sentez inhibitorleri (Aza-MMF-Siklofosfamid), pirimidin
sentez inhibitorleri (Brequinar sodyum-Leflunemide), dolasimdaki lenfosit trafigini
degistiren greftten uzak tutan FTY720, protein yapisindaki biyoilaglar (ATG- ALG-
monoklonal anti IL2 antikorlari- OKT3- IVIG), peptidler (kostimiilatér blokorleri-
intraseliiler adezyon molekiil blokorleri) klinikte kullanilabilmektedir [13].
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(a)
Powerful immunosuppression
Desensitization Antibody removal ? [ anti-C5 ?
-28 -14 -1 2 4 6
day | | | | | | |
I I [ [ [ [
Anti-CD20 ? Anti-CD20 ? +/- Continued induction therapy
Additional induction
therapy
(b)
Tacrolimus [ Mycophenolic acid [ Corticosteroids
Nomantigen-speciic1a | NCHNGRRGRARGRBeEE AN
-14 -2 -1 2 4 6
day | | | | | |
[ L1 [ I I
XM | Ab ATG ATG
Anti-CD20 + Anti-IL-2R
Anti-IL-2R or ATG or ATG

Sekil 2.3:Canli dondr nakli igin desensitizasyon protokolii [37]

Bagarili immiinsiipresif tedavinin ortak hedefleri T hiicre aktivasyonunu Onlemek,
sitokinlerin yapimi, aktivasyonu ve ekskresyonuna engel olmak, endotel hiicre
aktivasyonunu ve antijen ekspresyonunu dnlemektir [13]. Indiiksiyon, idame ve ret tedavisi
olarak farkli amaclarla bu ilaglar kullanilmaktadir. Eger alict PRA negatif ise lenfosit
deplesyonu yapmayan ilaglar, eger PRA pozitif ise lenfosit deplesyonu yapan ilaglar ile
indiiksiyon uygulanmaktadir [42]. Sekil 2.3’de Ornegi gosterilen desensitizasyon

protokollerinin gelistirilmesi ile nakil basarisinin artirilmasi hedeflenmektedir [37].

Hastanin nakil Oncesi rejeksiyon riski durumu belirlenerek immiinosiipresif tedavi
politikasinin belirlenmesi hastanin tedavisinde basariy1 artiracaktir. Bagarili bir immiin
stipresyon olusturulmasi i¢in ¢izelge 2.4’de belirtildigi gibi kombinasyon tedavileri tercih
edilebilir [27].
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Cizelge 2.4: Immiinolojik risk durumuna gore immiinosiipresif tedavi 6nerileri [27]

immiinolojik risk

Yorum
durumu
Indiiksiyon Diisiik/ orta risk IL-2R antagonist
Yiiksek risk? T-hiicre deplesyon tedavisi
Kalsinérin inhibitor | Diisiik/orta risk CNI kesilmesi genellikle tavsiye edilmez (belatacept ile miimkiin
(CNI) tedavisi olabilir)
Transplanttan itibaren diisiik doz CNI + mTOR inhibit6rii uygulanmasi
uygundur
Yiiksek risk? Standart CNI protokolii genellikle tavsiye edilir
Steroid kesilmesi Diistik/orta risk Erken steroid kesilmesi (<7 giin) CNI olarak takrolimus ile olasidir ve

indiiksiyon tavsiye edilir.

T-hiicre deplesyon tedavisi, IL-2RA ile indiiksiyona tercih edilebilir.

Desensitizasyon®

ABO uyumsuz canli donor

transplantasyonu

Rituximab + IVIG + plazmaferez ya da immunoadsorpsiyon

DSA ile sensitize hastalar

IVIG = rituximab =+ plazmaferez ya da immunoadsorpsiyon + T hiicre

deplesyonu ile indiiksiyon

aOrnegin: retransplantlar, dnceki gebelik, kan transfiizyonu, HLA-antikor pozitifligi

® Genellikle canli verici transplantasyonunda

Plazmaferez

Nakil oncesi HLA ve ABO antikorlarinin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan ydntemler
standart plazmaferez, ¢ift filtrasyon plazmaferez ve antijene 6zgiil ve antijene 6zgiil
olmayan immiinadsorbsiyondur (sekil 2.4) [36]. HLA uyumsuzlugu durumunda nakil

oncesi diisiik doz IVIG replasman ile birlikte plazmaferez kombinasyonu onerilmektedir

[36-37].
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Sekil 2.4: Anti-A/B antikor uzaklastirilmasi i¢in aferez teknikleri
a) plazmaferez, b) ¢ift filtrasyon plazmaferez,
C) yari selektif immiinoadsorbsiyon, d) ABO 6zgiil immiinoadsorbsiyon [36]

Plazmaferez tedavisinde plazmaferez cihazi ile antikorlar, immiinkompleksler gibi biiyiik
molekiil agirlikli maddeleri plazmadan temizlenir. Plazma separatorii ya da santrifiij
kullanilarak hastanin plazmasi temizlenir ve hasta taze donmus plazma, kristalloid
soliisyonu ya da alblimin ile desteklenir. Sekilli elemanlar hastaya geri verilir. Cift
filtrasyon plazmaferezde hiicrelerden ayrildiktan sonra plazmadaki immunglobulinden
zengin plazma boliimii icin ikinci kez filtrasyon uygulanir. Immiinadsorbsiyon islemini ise
replasman sivisina gereksinim olmadan ve pihtilasma faktorleri ve kompleman
eksilmeden, plazmadan yalniz immiinglobulinleri uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir.
ABO selektif immiinadsorbsiyon, A ya da B kan grubu antijenleri icin antijene 06zgiil
adsorber kullanilarak bu antijenlerin uzaklastirilmasi islemidir (sekil 2.4) [36]. Plazmaferez
tedavisi bobrek nakli hastalarinda ABO uyusmazlhigi durumunda, yiiksek sensitize
hastalarda transplant 6ncesi donemde, akut hiimoral rejeksiyonlarda diger tedavilere ek

olarak uygulanabilir [49].

Splenektomi

Farmakolojik anti-B hiicre tedavilerinin 6ncesinde splenektomi HLA ve ABO uyumsuz
bobrek nakli dncesinde B lenfosit sayisinin azaltilmasina yonelik tedavinin bir pargasi
olarak kullanilmaktayken son zamanlarda cerrahi risk ve sepsis riski nedeniyle yerini anti-
CD20 antikor Rituximab’a birakmistir [50]. Fakat bazi merkezlerde halen tercih

edilmektedir. Refrakter antikor aracili rejeksiyon sonrasi iyi sonuglar bildirilmistir [37, 50].
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Rituximab

Rituximab kimerik anti-CD20 monoklonal antikorudur. Farmakolojik splenektomi olarak
da adlandirilmaktadir. Selektif olarak B hiicrelerini direkt olarak sitotoksik hiicre
oliimiiyle, antikor aracili sitotoksiteyle ve indirekt olarak da apoptoz yoluyla ortadan
kaldirir. Klinikte lenfoma tedavisinde kullanilmakta olan bu ajan LCM pozitif veya ABO
uyumsuz bobrek nakillerinde desensitizasyon protokollerinde ve akut hiimoral

rejeksiyonda kullanilmaktadir [13].

Kalsinorin inhibitorleri (Siklosporin A, Takrolimus)

1980’lerin basinda siklosporin A’nin kullanima girmesiyle kalsinérin inhibitorleri (CNI)
standart tedavide sik olarak kullanilmaya baslanmigtir. Ana etki olarak Th (yardimct T
hiicre) {izerine etki eder, IL-2 yapim ve sekresyonunu engeller. Terapétik indeksi dar bir
ila¢ oldugundan dozu kan diizeyi ile hastaya gore planlanir [13]. Siklosporin kullanimi ile
akut rejeksiyonda ciddi diisiis gozlenmesi ve greft dmriinde belirgin uzama neticesinde
immiinosiipresyonda devrim yaratmistir. 1994’de FK 506-Takrolimus kullanima girmistir.
Siklosporin A’ya kiyasla daha az yan etki gelismesi ve daha etkili olmasi nedeni ile
takrolimus son yillarda immiinsupresif protokoliin merkezine oturmustur [42]. Ozellikle
MMF, takrolimus ve steroid kombinasyonu birgok merkez tarafindan standart
immiinsupresif protokol olarak uygulanmakta ve akut rejeksiyonlarin ciddi oranda azaldig1

gortilmektedir [51].

De novo niikleotid sentez inhibitorleri (Mikofenolat Mofetil “MMF” ve Azatiopiirin)

Azatiopiirin DNA ve RNA sentezini Onleyen piirin sentez inhibitorii bir antiproliferatif
ajandir. 1960’lardan beri steroidlerle kombine olarak kullanilmaktadir. Kemik iligi
baskilamas1 en Onemli yan etkisidir. Azatiopiirinin yerini giinimiizde hemen hemen
tamamen MMF almistir ve bunun enterik salinim formu da gilincel immiinosiipresyonda
kullanilmaya baslanmigtir [52-53]. Fakat halen diisik dozda azatiopiirin, steroid ve

siklosporin A ya da takrolimus ile kombine olarak sinerjistik etki yaratmak amaciyla



23

kullanilmaktadir [13].

MMEF, uyarilmis T ve B lenfositlerin piirin niikleotid sentezini inhibe ettigi i¢in selektif
spesifik etkili bir immiinosiipresiftir. Primer antikor cevabini durdururken sekonder antikor
cevabma etkilemez. Endotel selektin yapimini baskilayarak mononiikleer hiicrelerin
endotele yapismasini ve kandan grefte gecisini onler. Sitokin yapimini inhibe ve modifiye
eder. Damar duvarindaki media tabakasinda diiz kas hiicre proliferasyonunu engeller [13].
Kemik iligi toksisitesi azatiopiirine gore daha azdir. MMF’nin azatiopirin ile
kargilastirmali ¢alismalarda daha diisiik akut rejeksiyona neden oldugu belirtilmektedir
[42].

Steroid

Immiinosiipresyon tedavisinde temel ilaglardan birisi kortikosteroiddir. Antijenin fark
edilmesini, islenmesini ve prezantasyonunu inhibe ederler. Ozellikle akut rejeksiyon ve
indiiksiyon tedavisinde immiin sistem iizerine olan baskilayict etkileri 6nemlidir [13].
Steroidler immun aktivasyonun hemen tiim asamalarini baskilamada etkindir. Ayni
zamanda primer glomeriiler patolojinin tekrarlamasinin onlenmesinde de etkin olan
ilaglardandir. Kilavuzlara bakildiginda steroidsiz bir rejim uygulanacaksa indiiksiyon
uygulanan hastalarda ve tercihen ilk 1 haftada steroid tedavisinin kesilmesi onerilmektedir.
Bununla gerek infeksiyoz gerekse steroid ile ortaya ¢ikan yan etkilerden kaginilmasi

amaclanmaktadir [44].

Steroidlerin &zellikle IL-1, IL-4, IL 6 etkinligini inhibe etmesi, IL-2 salmimi durdurmasi,
l6kosit migrasyonun inhibe etmesi 6nemli immiinolojik mekanizmalardandir. Gegmiste
steroidlerin ~ kombinasyon  tedavisindeki  yeri = Onemliyken,  selektif  etkili
immiinosiipresiflerin gelistirilmesi ile yan etkileri nedeniyle yeri tartisilmaya baslanmistir
[13]. Fakat klinikte indiiksiyon ve akut rejeksiyon tedavisinde intravendz bolus seklinde 3
giin 500 mg metilprednizolon uygulamasi halen kullanilmaktadir. Steroidli rejimlerde ilk
aylardan sonra steroidin kesilmesi sonrasinda ise akut rejeksiyon artisinin dikkat ¢ekici

olabildigi bildirmistir [54-55].
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MTOR (mechanistic target of rapamycin) inhibitorleri

Sirolimus (SRL, Rapamisin RAPA) ve Everolimus (ERL) sitokin reseptdr (IL-2, IL2R)
iliskisini bloke ederek lenfositlerin lenfokine cevabim1i ve T hiicre proliferasyonunu
engeller. Sirolimus T hiicre proliferasyonunun GO-G1 fazlarini bloke ederek fonksiyon
gosterir [13]. Gliniimiizde mTOR inhibitorleri 6zel segilmis hasta gruplarinda tercih nedeni
olabilecek 1ilaclardir. Kaposi sarkomu gelisen bobrek nakli alicilari, posttransplant
diyabetes mellitus, posttransplant lenfoproliferatif hastalik veya solid organ malignitesi
gelisen hastalar bu 06zel grup hastalar1 olusturmaktadir [42]. Brequinar sodyum,
Mizoribine, Leflunomide, 15-deoksipergualin, FTY720 klinikte ve ¢alismalarda kullanilan
diger mTOR inhibitorleridir [13].

Intravenéz Immiinglobulinler (IVIG)

IVIG immiinomodiilator etkiye sahiptir. Transplantasyonda 1990’larda kullanilmaya
baglamistir. LCM pozitif ve ABO uyumsuz nakillerde desensitizasyon amagh
kullanilmaktadir. Kompleman aktivasyon ve efektor fonksiyonlarinin inhibisyonu, sitokin
kaskadinin, T ve B lenfosit fonksiyonlarinin inhibisyonu, dendritik hiicre fonksiyonunun
modiilasyonu gibi bir¢ok mekanizma ile etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Bazi
caligmalarda HLA uyumsuz bobrek nakillerinde desensitizasyonda IVIG’in tek basina
etkili oldugu belirtilmektedir [37, 56].

Monoklonal Lenfosit azaltan antikorlar (OKT3, Alemtazumab)

Alemtazumab (Campath 1H)

Insansilastirilmis  monoklonal CD-52 antijenine kars1 olusturulmus sican Ig-G2b
antikorudur. 1998’den beri nakilde kullanilmaktadir. Giiglii sitolitik aktivite gosterir.
Sitotoksik hiicre 6limii ve antikor bagimli sitotoksite ve apoptoz indiiklemesiyle etkiler
[13, 56].

OKT3
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OKT3 (muromonab-CD3) ilk anti-CD3 monoklonal antikorudur. 1970’lerin sonunda Kung
ve arkadaglar tarafindan tretilmistir [56]. Sadece aktive T hiicrelerin iizerinde bulunan

CD3 reseptoriine etkileyerek selektif etki gosterir. Akut rejeksiyon tedavisinde
kullanilabilmektedir [13].

Poliklonal lenfosit azaltan antikorlar (Timoglobulin, ATGAM)

Insan lenfositlerine kars: sensitize edilmis tavsan veya at serumlarindan izole edilen Ig G
fraksiyonlaridir. Periferik lenfositlere baglanarak, fonksiyonlarimi bozarak ya da yok
ederek etki gosterirler. Kompleman yardimiyla lenfosit yikimina ya da antikora bagl

sitotoksisiteye yol agarlar [13].

Diger immiinsupresif ajanlar

Efalizumab, LEA29Y (Belatacept), FK778, CP-690, AEBO071, Atacicept, Etanercept,
Infliximab, Golimumab, Adalimumab, Certalizumab, Ustekinumab, Briakinumab,
Epratuzumab, Belimumab, Lucatomumab, Eculizumab (kompleman C5 inhibitorii),
Bortezomib (proteozom inhibitdrii), Daklizumab, Basiliximab immiin sistemin degisik

basamaklarinda etkili, yeni gelistirilen immiinosiipresif ajanlardandir (sekil 2.5) [37, 56-

57].
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Sekil.2.5: Organ transplantasyonunda kullanilan tedavi ajanlarinin biyolojisi [57]

2.2.Bobrek Naklinde Rejeksiyon Immiinolojisi

Organ naklinde basarisizligin en 6énemli nedeni nakledilen organin alicinin immdiin sistemi
tarafindan reddedilmesidir. Rejeksiyon olarak adlandirilan bu siire¢ karmagsik bir

mekanizma ile gergeklesir [2].

Karmagik bir dizi olayin beraber gerceklestigi rejeksiyon sisteminde, dogal ve kazanilmig
immiin sistem yanitlar1 ile hiicresel ve salgisal (hiimoral) mekanizmalar birlikte yer

almaktadir.

Normal kosullarda esas gorevi antijen sunucu hiicrelerde (APC) ve enfekte hiicrelerde
patojenin epitopunun T hiicrelerine sunulmasi olan MHC molekiilleri doku ve organ
naklinde benzer mekanizmalar1 aktive ederek verici-alict uyumsuzlugunda nakledilen
dokudaki antijenlerin taninmasina ve yok edilmesi i¢in T lenfositlere sunulmasina aracilik

ederler.
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Daha sonra ayrintilandirilacak olan immiinolojik rejeksiyon mekanizmalarini kisaca soyle
ozetleyebiliriz:

1.Nakil sonrast uyumsuzluk durumunda, nakledilen doku alic1 bagisiklik sistemindeki
MHC ler tarafindan hemen taninmaya baslar. Sonrasinda bu dokuda Tc (sitotoksik
T hiicre) lenfositlerin etkisiyle hizli bir parankimal ve endotelyal yikim baslarken
Th lenfositlerin etkisiyle damar gecirgenligi artist ve mononiikleer hiicre gocii
gbzlenir. Basta makrofajlar olmak iizere tiim hiicreler dokuda hizli bir iskemi ve
yikimi baslatarak dokunun nekrozuna neden olurlar.

2.Antikora bagli rejeksiyonlarda, nakledilen dokudaki MHC’lere karsi iiretilen
alloantijenler, kompleman sisteminin de katkisiyla rejeksiyona neden olurlar.

3.Dogal bagisiklik siirecinde APC’ler i¢inde yer alan dentritik hiicrelerin (DC)
nakledilen dokuda aktive olup alic1 lenf nodlarinda kazanilmis bagisiklik sistemini
aktive etmesi de rejeksiyonda dnemlidir.

4.T hiicreleri verici MHC molekiillerini direkt olarak APC’leri aktive ederek veya
indirekt olarak alici APC fizerindeki kendi MHC leri ile etkileserek aktive edebilir.
Bununla birlikte indirekt aktivasyon daha ge¢ isleyen bir siiregtir. Dolayisiyla akut
rejeksiyonda direkt tanima etkinken uzun siireli rejeksiyonda indirekt tanima daha

onemlidir [58].

2.2.1.Dogal bagisiklik sistemi ve iskemi-reperfiizyon hasari

Iskemi reperfiizyon hasart (Ischemia/reperfusion injury; IRI) organda kan akist
kisitlandiktan sonra kan akiminin diizenlenmesini ve yeniden oksijenlenmeyi takiben
gelisir. Infarkt, sepsis ve organ nakli sonras1 gelisebilir ve reaktif oksijen radikalleri (ROS),
sitokinler, kemokinler ve 16kosit aktivasyonu yoluyla bir inflamasyon kaskadini bagslatarak

doku hasar1 olusturur [59-60].

Kadavradan yapilan nakillerin basarisinin az olmasinin nedeni, beyin o6liimii sonrasi
sempatik aktivitenin hizla artmasi ve sona ermesi nedeniyle verici organ damarlarinda ani
daralma ve genigleme ile iskemi-reperfiizyon hasari olusturmasidir [61]. Nakillerde gerek
IRI, gerek cerrahi girisim etkisi, dogal bagisiklik sistemini uyaran bazi faktorlerin (HSP70,
HMGBI, ROS, ATP, hiyaluronik asit, heparan siilfat ve fibrinojen) iiretilmesine yol agar.

DAMP (Damage Associated Molecular Pattern molecules) olarak adlandirilan ve
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inflamasyonun erken doneminde aktivasyona yol agan bu faktorler; hiicrelerin 6liimiiyle,
strese maruz kalmasiyla ya da hiicre dis1 matriksin pargalanmasiyla ortaya ¢ikarlar. Immiin
yanitin baglamasi i¢gin PRR (Patent recognition receptor)’ler tarafindan DAMP’larin
taninmasi gerekmektedir [60]. DAMP’larin inaktif NALP3 (DAMP’larin baslica ligandi)’e
baglanmas ile inflamazom kompleksi meydana gelir. Inflamazom kompleksi, TLR (Toll
Like Receptor) uyarimui ile hiicrede iiretilen inaktif IL-1b ve IL-18 &nciillerinin aktif iL-1b
ve IL-18’¢ doénmesini saglar. Uretilen bu sitokinler kazanilmis bagisiklik yanitiin

uyarilmasinda énemli rol oynar, steril bir inflamasyon meydana getirir [62].

Rejeksiyonda dogal immiin yanit T lenfositler ve antijen sunucu hiicrelerin iletisiminde
major oneme sahiptir. T lenfositlerin dogal immiinite aktive olmadan rejeksiyona yol

a¢masi olanaksizdir [60].

Nakil siirecinde dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonu sonucu lokal olarak iiretilen ¢esitli
molekiiller (sitokinler, kemokinler, adezyon molekiilleri, kompleman proteinleri) organda
inflamatuvar degisikliklere yol agar; endotel hasar1 ve damar gegirgenliginde artis olur,
16kositler toplanir. Proinflamatuvar sitokinler ve IL-6 ve TNF-o IRI’de renal hasar
olusumunda major rolii oynar. Janus kinaz/sinyal yolu aktivasyonu ve JAK/STAT
yolagmin aktivasyonu hasarin ilerlemesini saglar [59]. Makrofajlar ve nétrofiller bir
taraftan nekrotik hiicreleri ortadan kaldirmaya calisirken, diger taraftan salgiladiklari
enzimler ve ROS ile greft hasarina katkida bulunurlar [62]. Iskemi sirasinda oksijen
kesintisi ile mitokondrial oksidatif fosforilasyon baskilanir, bu olay yetersiz ATP sentezine
ve enerji bagimli hiicresel siireglerin engellenmesi ile hiicre oliimiine neden olur.
Mitokondriler hiicre i¢i ROS’un ana kaynagidir. ATP eksikliginde hiicre igindeki kalsiyum
hiicre digina tasinamaz ve hiicre i¢i biriken kalsiyum apoptozu bagslatir. Ayrica artan nitrik
oksit de hiicre hasarina katkida bulunur. Renin anjiotensin sistemi aktivasyonu da iskemiye

yardimet olur [59].

Dogal 6ldiiriicii (Natural Killer; NK) hiicreler de yabanci hiicreleri algilayan reseptorleriyle
(KIR, NKG2A/CD94) uyarilarak greft hasarini artirirlar [63]. Dogal bagisiklik sisteminin
iiyesi olan NK hiicreleri, kazanilmis immiin yanit1 uyarmada farkli yollar1 kullanarak akut
rejeksiyonda rol oynamaktadir. NK hiicrelerinin, antijen sunucu hiicrelerden ozellikle
DC’lerin olgunlasmasinda, T hiicre eliminasyonunda, salgiladiklar1 IFN-y ile CD4+ T
hiicrelerinden Th1 yanitin gelisiminde ve direkt NK:CD4+ T hiicre reaksiyonu ile CD4+ T
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hiicre aktivasyonunu arttirmadaki rolleri sonucu potansiyel greft yikici akut T hiicre
reaktivitesinde rol alirlar [64]. Aktive NK hiicrelerinin akut rejeksiyon siirecinde, IFN-y ve

TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak etkili olduklari1 ileri siiriilmektedir
[59].

Lokal olarak {iiretilen kompleman proteinlerinin aktivasyonu da birkag¢ farkli yol ile (sekil
2.6-2.9) organ nakli sonrasi greft hasarina neden olan mekanizmalardandir [59, 65]. Bu
proteinlerin aktivasyonu ile agiga ¢ikan parcalanma iirlinleri, hedef hiicreleri opsonize
ederek fagositik hiicreler tarafindan temizlenmelerini saglar. Bu arada anafilatoksin olarak
adlandirilan iriinler (C3a, C4a, C5a) damarlarda genislemeye neden olur, lokositleri
inflamasyon alanina g¢eker. Aktivasyonun son basamaginda ortaya ¢ikan membran atak
kompleksi (MAC; C5b-9) ise hedef hiicrelerin lizisine yol agar [59, 62]. Ayrica sekil 2.6-
2.9’de sematize edildigi sekilde IL-6, TNF, prostaglandinler, ICAM1 (intercellular
adhesion molecule 1), doku faktorii (tissue factor; TF) ve kolajen gibi proinflamatuvar ve
profibrotik faktorlerin salinimina ve/veya ekspresyonuna yol agarak akut inflamasyona

katkida bulunur [65-67].

e tivation
Epithelial cell —\ and/or ce
ath

Sekil 2.6 Doku stresine renal epitel hiicresinin kompleman cevabi igin fizyolojik model
[65]
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2.2.2. Kazamlmis bagisiklik sistemi

Rejeksiyon i¢in tek basina dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonu yeterli degildir. Antijen
sunma yetenegi artan DC’ler kazanilmig bagisiklik sisteminin uyarilmasinda koprii gérevi
goriir. Vericinin uyumsuz olan doku antijenlerine karsi hiicresel ve hiimoral bagisiklik
yanit1 ortaya ¢ikar [62]. Rejeksiyonda major 6neme sahip olan T lenfositler ve APC’ler

dogal immiinite aktivasyonu ile olaya katilir [52].

Hiicresel immiin vanit

Erken posttransplant dénem akut rejeksiyonda en etkin mekanizmadir. Tibiiler epitel
hiicreleri veya vaskiiler endotel hiicreleri hedef alan T lenfositler ile gergeklesir. Akut
hiicresel rejeksiyonun temel mekanizmasi greft hiicrelerinin Tc lenfosit aracili 6liimiidiir.
Endotel hasarinda hem CD4+ hem de CD8+ T hiicreler rol alir. Nakledilen organa karsi
immiin yanitin baglica hedefi MHC molekiilleridir. Vericiye ait uyumsuz doku
antijenlerinin alic1 T hiicreleri tarafindan taninmasi bolgesel lenf nodlarinda gerceklesir ve
baslica 2 sekilde olur [62]:

a)Direkt tanima yolunda alici T hiicreleri islenmemis verici MHC molekiillerini

vericinin antijen sunucu hiicresi ilizerinde tanir. Yani verici DC yiizeylerindeki
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uyumsuz major doku antijenlerini dogrudan dogruya alici T hiicrelerine sunar,
b)/ndirekt yolda ise islenen ve alicinin kendi antijen sunucu hiicresi iizerinde 6z MHC

ile peptid olarak sunulan verici antijeni taninir. Yani alict DC oncelikle greftte

bulunan uyumsuz major ve minér doku antijenlerini yakalar, hiicre igerisinde

isledikten sonra yine alic1 T hiicrelerine sunar.

T hiicre aktivasyonu ile devam eden immiin siiregler rejeksiyonla sonug¢lanmaya neden olur
[62, 68]. Organ nakli sonrasi1 direkt ve indirekt tanima ile baslayan rejeksiyon siireci, T
hiicrelerinin aktivasyonu, g¢ogalmasi ve farklilagmasi ile devam eder. Nakil sonrasi
donemde direkt tanima ile gergeklesen rejeksiyon siireci indirekt tanimaya gore daha erken
gerceklesir. CD4+ T hiicreleri HLA smif-II molekiilleri esliginde sunulan antijenleri tanir,

CD8+ T hiicreleri ise HLA sinif-I molekiilleri esliginde sunulan antijenleri tanir.

T hiicre aktivasyonu, T hiicre reseptorii (TCR) ve CD3 molekiillerinin T hiicre yiizeyinde
olusturduklar1 komplekse doku antijenlerinin baglanmasi ile baglar (1. sinyal). Ancak bu
baglanma aktivasyon ic¢in yeterli degildir ve 2. sinyale ihtiyag vardir. 2. sinyal i¢in
etkilesime giren hiicrelerin yiizeylerinde baska molekiillerin® eksprese edilmesi ve birbirine
baglanmasi1 gerekir. T hiicre aktivasyonunda 2. sinyal olusturan molekiillere es-uyaran
molekiiller denir.

Ligandlar1 CD28 olan bu molekiillerin? CD28’e baglanmasi, T hiicrelerinde IL-2 sentezini
uyarir. Uretilen IL-2, yiiksek afiniteli reseptorii olan IL-2Ra (CD25)’ya baglanarak otokrin
ve parakrin etkiyle T hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar. Bu 3. sinyal olarak tanimlanir [62,
69].

CD28 ve B7 molekiilleri arasindaki etkilesimin diger bir sonucu, T hiicrelerinde CD40L
dretilmesidir. Bu molekiilin CD40’a baglanmasi, dendritik hiicre yiizeyindeki B7
molekiillerinin sentezini artirarak T hiicre aktivasyonuna ilave bir katki saglar. T hiicre
aktivasyonunda pozitif yonde etki yapan diger molekiiler etkilesimler ICOS/ICOS-L ve
0X40/0X40L arasinda gerceklesir. Eg-uyaran molekiiller, aktive hiicrelerin ylizeylerinde

ifade edilen adezyon molekiilleri ile birlikte immiinolojik sinaps olarak adlandirilan

! Bu molekiiller dendritik hiicrelerde: B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), CD40, ICOS-L (inducibleco-stimulatory
molecule ligand) ve OX40-L (CD252); T hiicrelerinde: CD28, CD40L (CD154), ICOS ve OX40 (CD134)
molekiilleridir.

2 B7.1 (CD80), dendritik hiicre yiizeyinde uyarim sonrast ifade edilen bir molekiildiir. B7.2 (CD86) ise hiicre
yiizeyinde yapisal olarak ifade edilen ve uyarim sonrasi hizla artan bir molekiildiir.
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kompleks bir yap1 meydana getirir [62].

Yabanci antijenlere kars1 duyarli hale gelen ve farklilasan T hiicreleri organ hasarma yol
acarlar. Th hiicre alt gruplan salgiladigi sitokinlerle rejeksiyon siirecini yonlendirir. Thl
hiicreleri IL-2 ve IFN-Y sekresyonu ile rejeksiyon siirecine katilan tiim hiicreleri
(monositler, makrofajlar, eozinofiller, NK hiicreleri) aktive eder. Bu hiicrelerden salgilanan
NO, ROS, prostaglandin- E, 16kotrienler, tromboksan ise greft dokusunda hasar meydana
getirir. IL-4 iireten Th2 hiicreleri grefte eozinofilleri ¢cekerken, iL-17 iireten Th17 hiicreleri
notrofilleri ¢ekerek rejeksiyonda rol oynar. Tc hiicreleri ise duyarli olduklari yabanci
antijenlerle karsilastiginda sitotoksik graniil iceriklerini (perforin, granzim) salgilayarak

hedef hiicrelerin 6liimiine yol agar [62, 70].

Kazanilmis bagisikligin  kendini sinirlama 6zelligi rejeksiyonun sonlandirilmasinda
onemlidir. Aktive olmus T hiicrelerinin yiizeyinde inhibitoér bir molekiil olan CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte antigen- 4; CD152) artis1 olur [71]. CD28 ile ayni aileden olan bu
molekiil de CD80 ve CD86’ya baglanarak etkisini gosterir. Ancak bunun i¢in CTLA-4 ve
CD28 molekiilleri arasinda bir yarisma olusur. CTLA-4tin CD80 ve CD86’ya olan
afinitesi CD28’e gore yaklasik 20 kat daha fazla oldugundan, bu yaris CTLA-4 lehine

sonuclanir ve T hiicre aktivasyonu baskilanir.

CD28 ile ayni1 aileden diger bir inhibitor molekiil olan PD-1 (programmed cell death-1)’nin
ligandlarina! baglanmasi da T hiicrelerini baskilayan baska sinyallerin ortaya ¢ikmasina
yol agar. Inhibitér molekiillerin artis1 ile rejeksiyon siireci kontrol altina alinir ve iyilesme

stireci baglar [62].
Alloantikorlar bobrekte atak icin ozellikle peritiibiiller ve glomeriiler kapilleri tercih

ederken, buna kars1 T hiicreler karakteristik olarak tiibiilleri ve arterial endotelyumu infiltre

ederler [72].

Hiimoral immiin vanit va da antikor aracili rejeksiyon

1 PD-1’nm ligandlari: PD-L1 [B7-H1], PD-L2 [B7-DC]
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Rejeksiyonda bir diger mekanizma antikor araciligi ile olusur. Hiimoral immiin yanit
antikor aracili rejeksiyon genellikle duyarlanmis hastalarda goriiliir ve Onceki kan
transflizyonlarina, c¢oklu gebeliklere ve Onceki nakillere baghdir. Alloantikorlar,
alloantijenlere baglanarak akut rejeksiyona yol acar. Ozellikle greftin vaskiiler endotel

hiicrelerinde yikimi ile sonuglanan intravaskiiler tromboz ve endotelyal hasar goriiliir [68].

Tipik olarak HLA smif I ve II antijenlerine kars1 olusan antikorlar tarafindan olusur. Fakat
sadece doku antijenlerine karsi gelismis antikorlarla meydana gelmez. ABO kan grubu
uyumsuzlugu ile yapilan nakillerde alicida bulunan antikorlar (anti-A, anti-B) damar
endoteline baglanarak hizla kompleman sitemi aktivasyonuna ve endotel hasarina yol agar.
Endotel hasar1 sonucu agiga ¢ikan TF ekstrinsik yoldan koagiilasyon sistemi uyarir ve greft
damarlarinda tromboz meydana gelir. Yabanci doku antijenlerine ylizeylerindeki BCR (B
cell receptor) vasitasiyla baglanan B hiicreleri, CD4+ T hiicrelerinden aldiklar1 yardim ile
cogalarak alloantikor (anti-HLA antikor) {ireten plazma hiicrelerine farklilasir [62, 73]. Bir
kisstm B hiicresi de hafiza hiicresine doner. Alloantikorlarin hedefi grefte ait damar
endotelidir. Antijen- antikor kompleksi olustuktan sonra greft hasar1 ya kompleman sistemi
klasik yol aktivasyonu (sekil 2.10) ile ya da Fc reseptor tagiyan hiicrelerin (makrofajlar,
notrofiller, NK hiicreleri) aracilik ettigi antikora bagli hiicresel sitotoksisite ile gelisir.
Alinan biyopsilerde kompleman sistemi aktivasyonunu gosteren C4d’nin tespit edilmesi,

akut ve kronik rejeksiyonda antikor aracili mekanizmanin 6nemli bir gostergesidir [68].

Bu bulgu giintimiizde hiimoral rejeksiyonun giivenilir bir belirteci olarak kullanilmaktadir
ve Banff siniflandirmasinin temelidir [2, 73]. Damarlarin tromboz nedeniyle tikanmasi ise
greft iskemisi veya infarkti ile neticelenir. Nakil sonrasi saatler icerisinde gelisen bu siireg,
hiperakut rejeksiyon olarak adlandirilir. Genel olarak antikor aracili rejeksiyon T hiicre
aracili rejeksiyondan daha kotii prognoza sahiptir ve farkli tedavi yaklagimlar1 gerektirir

[72, 74].
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Pathways to C4d deposition
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Sekil 2.10: Rejeksiyonda kompleman aktivasyonu [70]

Kazanilmig bagisikligin temel 6zelliklerden biri de uzun 6miirlii hafiza T ve B hiicrelerinin
meydana gelmesidir. Bu hiicreler onceden karsilastiklar1 ve duyarlilik kazandiklar:
antijenlere yeniden maruz kaldiklarinda daha hizli ve daha giiclii bir yanit ortaya ¢ikarir.
Dolayis1 ile hafiza hiicrelerinin rol oynadigi rejeksiyon daha kisa silire igerisinde
gerceklesir ve daha fazla hasar meydana getirir. Organ nakillerinde ilk duyarliligin
kazanilmasi genellikle daha once yapilan kan transfiizyonlarina, coklu gebeliklere ve

onceki nakillere baghdir [68].

Antikor aracili rejeksiyon reaksiyonlarinda, reaksiyonlar1 baglatan olaymm HLA veya non-
HLA antijenlere karsi antikor olusumu oldugu disiiniilmektedir. Anti-HLA antikorlarin
(DSA) nakledilen bobrekte kompleman iligkili ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisite ile
hasara neden oldugu bilinmesine karsin non-HLA antikorlarin bobrek naklinde erken ve
gec donemdeki etkilerinin 6nemi belirsizligini korumaktadir [6, 75]. Bir¢ok non-HLA
antikor calisilmistir fakat hangi HLA dis1 antikorlarin nasil reaksiyona yol actig1 konusu
tam aydinlatilmamistir. Hiicresel hedef olarak anti endotelyal hiicre antikorlart (AECA),
antijenik hedef olarak major histokompatibilite kompleksi sinif-I zinciri iligkin Gen A ve B
antijenleri (MIC-A ve MIC-B), dokuya 6zgii oto antijenlerden vimentin, kardiyak miyozin,
kardiyolipin, kollajen V, k-alfa-1 tubulin, glomeriiler bazal membran proteini agrin,
Perlekanin LG3 fragmani, glutathione S-transferase T1, AT1R en ¢ok c¢alisilan non-HLA
hedeflerdendir [73-74, 76-79].
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2.2.3.Bobrek naklinde rejeksiyonun klinik tablolari

Bobrek naklinde rejeksiyonlar ortaya c¢ikis siiresine bagli olarak hiperakut, akut, kronik
rejeksiyon olmak iizere 3 ana baglikta toplanir. Bu ii¢ farkli tabloda g¢izelge 2.5°de
belirtildigi gibi farkli klinik ve farkli patolojik bulgular gozlenir [72]. Greft yikimina yol
acan immiinolojik olaylarin ana mekanizmalari, hiicre aracili sitotoksisite, gecikmis tip

hipersensitivite ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisitedir.

Cizelge 2.5 Antikor aracili bobrek transplant patolojisi [70]

Tam Klinik goriiniim Histoloji C4d Seroloji Sonug¢
Hiperakut Ani greft yetmezligi | PTC ve glomerillerde | Pozitif PTC; | Cogunda anti- | Neredeyse her
rejeksiyon (dakikalar saatler) | notrofiller; hemoraji, | erken dénemde | donér HLA ya da | zaman geri
reperfiizyon sonrasi nekroz, tromboz negatiflik ABO pozitif doniissiiz
goriilebilir

Akut hiimoral | Greft fonksiyonunun | Degisken. PTC  ve | Pozitif PTC; | Cogunda anti- | Siklikla uygun

rejeksiyon hizli kaybi (giinler), | glomeriillerde nétrofil ve | degisken donér HLA (simf | tedavi ile geri
transplant sonrasi | makrofajlar;  fibrinoid | glomeriiller | velveya Il) ya da | doniisi olabilir
herhangi bir zaman arteriyel nekroz, akut ABO pozitif
tibiiler hasar + hiicre (yaklasik 90%)
aracilikli rejeksiyon
Kronik Greft  fonksiyonunun | GBM duplikasyonu, | Pozitif PTC | Cogunda anti- | Optimal tedavi
hiimoral yavas, ilerleyen kaybi | PTC ve glomeriillerde | (siklikla yama | dondr HLA | heniiz tam olarak
rejeksiyon (aylardan yillara), | mononiikleer hiicreler, | tarzi), pozitif, ozellikle | tanimlanmamisti
siklikla hipertansiyon | intimal fibrozis, tibiiler | glomeriiler smif I MHC Ag r
ve  proteiniiri  ile | atrofi ve interstisiyel | degisken olarak
beraber fibrozis, PTC basement | pozitif, bazen
membran sadece

multilaminasyonu (EM | glomeriillerde

ile) pozitif
Konaklama Normal greft | Normal, ya da mindr | Pozitif = PTC, | Siklikla ABO | Optimal tedavi
(Accommodat | fonksiyonu degisiklikler degisken uyumsuzlugu ile | heniiz tam olarak
ion) glomertiller iligkili,  nadiren | tanimlanmamisti

HLA Ab r

EM, electron microscopy; GBM, glomerular basement membrane; PTC, peritubular capillary.
Hiperakut Rejeksiyon

Alicida 6nceden duyarlilasma sonucunda ortaya ¢ikan antikorlara bagli olarak nakli takip
eden dakikalar ya da saatler igerisinde ortaya ¢ikan bir immiin reaksiyondur. Bu rejeksiyon
tipinde daha ameliyat sirasinda damar anastomozu yapilir yapilmaz nakledilen organin
goriiniisiinde degisim ve bozulma dikkati ¢cekebilecegi bildirilmektedir [58]. Daha nceden

dogal olarak var olan ya da ge¢irilmis gebelik, kan transfiizyonu veya doku-organ nakli
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nedeni ile sonradan edinilmis alloantikorlara bagli gelisen reaksiyonlardir [80]. Alicinin
dolasgiminda bulunan bu antikorlarin anastomoz yapilan damar endotel antijenlerine
baglanarak dakikalar ya da saatler i¢inde greft vaskiilaritesinde trombotik okliizyona yol
acmasi ile karakterizedir [68]. Hiperakut rejeksiyonda en Onemli nedenin MHC gen
uyusmazligi oldugu bilinmektedir. En 6nemli hedef antijenler kan grubu antijenleri ve
HLA smif I antijenlerdir. Bunlarin disinda, minér doku uygunluk antijenleri ile
polimorfizm ozelligine sahip diger antijenler de rejeksiyon reaksiyonlar1 igin hedef
durumundadir. HLA smif II antijenler endotel ekspresyonu zayif oldugundan, hiperakut
rejeksiyonun hedef antijenleri arasinda sayilmamaktadir® [81]. Bu antijenlere karst
gelismis antikorlar endoteldeki hedef antijenlere baglaninca komplemani klasik yoldan
aktive ederek bir yandan MAC olusturarak endotel hiicrelerinde hasar olusturur. Bir
yandan da bu aktivasyon sonucunda agiga ¢ikan anaflatoksin etkili C3a, C5a gibi
mediyatorler ile inflamatuvar yaniti uyararak immiin sistem hiicrelerinin bolgeye
toplanmasina, vazodilatasyona ve ddeme yol acgarlar [68, 82]. Inflamasyon bolgesindeki
sitokinler, endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol acar. Buna
bagl olarak hem trombositlerin adezyon ve agregasyonu?, hem de nétrofil ve monositlerin

kemotaksisi ger¢eklesir [68].

Artan doku hasar1 koagiilasyonu da uyararak trombotik okliizyona yol acar. Sonucta
inflamatuvar yanit ile endoteldeki hasar siddetlenerek dolasimin bozulmasina ve tromboz
ve vaskiiler okliizyon ile organ ya da dokunun geri dontigsiiz iskemik nekrozuna yol agar
[68]. Histopatolojik olarak bu dokularda kapillerlerde yaygin tromboz, interstisyel
hemoraji ve 6dem varligi mevcuttur. immiinohistokimyasal olarak immiinkompleksler
saptanabilir [82]. Hiperakut rejeksiyonlar 6zellikle bobrek ve kalp gibi vaskiilaritesi
yiiksek organlarda ortaya ¢ikar. Giliniimiizde nakil oncesi LCM, PRA tayini, doku
uyumuna dikkat edilmesi, gerektiginde antikorlarin plazmaferez ve benzeri yontemlerle

uzaklastirilmasi ile hiperakut rejeksiyon olgulari1 oldukca nadir goriilmektedir.

Akut Rejeksiyon

Akut rejeksiyon alloreaktif T hiicre ve antikorlar araciliyla kan damarlar1i ve greft

! Kan grubu antijenleri ve HLA sinif-I antijenleri endotelde yogun olarak eksprese edilen antijenlerdir.

2 Kompleman aktivasyonu endotel hiicre hasarina onciilik eder ve subendotelyal bazal membran
proteinlerinin agiga ¢ikmasi sonucu trombosit aktivasyonu gergeklesir. Endotelyal hiicreler won Willebrand
faktor sekresyonunu uyararak trombosit adezyon ve agregasyonuna neden olur.
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parankiminde hasarlanma ile giden bir siiregtir. Modern immiinsupresyondan once sik
goriilen bu rejeksiyon transplantasyonu takip eden birkag giin ile birkag hafta arasindaki
dénemde ortaya ¢ikmaktayken giiniimiiz klinik pratiginde ise daha ge¢ zamanda (hatta ilk
yil iginde) ortaya ¢ikmaktadir [68]. Hem antikor aracili hiimoral hem de T hiicre yoluyla
hiicresel immiin mekanizmalarla ortaya ¢ikabilmektedir. DSA yanitinin ortaya g¢ikmasi
halinde hiimoral yanit daha belirgin olur. Hiperakut rejeksiyonda oldugu gibi hiimoral akut
rejeksiyonda da komplemana bagli sitotoksisite ve antikora bagl hiicresel sitotoksisite ile
doku ve organ hasari ortaya ¢ikar [81, 83]. Hiimoral immiin yanit mekanizmalari ile olusan
rejeksiyonlar ortamda antikor bulunmasi nedeniyle hizli gelisirken, hiicresel immiin yanit

mekanizmalariyla ortaya ¢ikan reaksiyonlar ise goreceli olarak daha uzun siirede gelisirler.

Akut Hiicresel Rejeksiyon

Akut T hiicre aracili rejeksiyon alici T hiicre veya verici alloantijenlerine karsi gelisen
reaktivite nedeni ile giinler icinde gelisen greft fonksiyon bozuklugudur. En sik nakil
sonrasi ilk haftalar i¢inde geligir. Akut rejeksiyon epizodlarinin sikligi ilk 6 aydan sonra

diismeye baslar. Ancak herhangi bir zamanda yine gelisebilir.

Akut hiicresel rejeksiyonda ana mekanizma Th lenfositler (Thl ve Thl17) tarafindan
tiretilen sitokinler ile olusan inflamasyon ve Tc lenfositler tarafindan endotel ve greft
parankim hiicrelerinin 6ldiiriilmesidir. Histolojik ¢alismalarda lenfosit ve makrofaj
infiltrasyonu ile karakterizedir. Infiltratlar tiibiilitis denilen tiibiiler nekroza sahip tiibiilleri
ve endotelialitis denilen kapiller ve kiigiik arter duvarlarinda nekrozu igerebilir [68, 80]. Tc
hiicreler aktive olunca hem TNF gibi yikict sitokin salinimi ile hem de perforin/granzim

aracili sitotoksisite ile greft hasarina yol agar [80].

Akut Antikor Aracili Rejeksiyon (Antibody Mediated Rejection=AMR)

Alloantikorlar vaskiiler endotelde alloantijenlere (6zellikle HLA molekiiliine) baglanarak,
endotel hasar ve intravaskiiler tromboz yoluyla greft yikimi yaparak akut rejeksiyona
neden olur. Alloantikorlarin nétrofil ve NK hiicrelerindeki Fc reseptorlere baglanmasi
endotel hasarina yol acarak kompleman aktivasyonunu tetikler ve trombiis formasyonu ve

ndtrofil aktivasyonu ile hiicre yikimini baglatir. Ek olarak endotelyal ylizeye alloantikor
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baglanmas1 direkt olarak proinflamatuvar ve prokoagulan molekillerin yiizey

ekspresyonunu artirarak hiicre i¢i sinyal yolagiyla da endotel fonksiyonlarini etkiler [68].

Alloantikorlar nakil olan bobrekte tercihen peritiibiiler ve glomeriiler kapillere etki
gosterir. Antikor aracili rejeksiyonda sik olarak endotel hasarindan kaynakli olarak akut
glomeriilitis, peritiibiiller kapillaritis ve kronik vaskiiler hasar olarak transplant

glomeriilopati gelisir [84].

Renal allogreft kapillerlerinde C4d kompleman fragmaninin immiinohistokimyasal olarak
tanimlanmas1 hiimoral rejeksiyon ve klasik kompleman yolu aktivasyonunun bir belirteci
olarak Klinikte kullanilmaktadir [68, 85]. Akut hiimoral rejeksiyonun oldugu gibi hiperakut
rejeksiyonun tanisi i¢in de C4d birikimi belirteg olarak 6nemli kabul edilir. Son ¢aligmalar
HLA 1 ve Il donér antikorlari ile C4d birikimi arasinda giiglii bir iliski oldugunu
gostermektedir [86-88].

Klinikte hastalarin cogu asemptomatikdir. Idrar renginde degisme, miktarinda azalma, yeni
baslayan proteiniiri, hipertansiyon, nadiren yiiksek ates, greft bolgesinde agri, hassasiyet,
renal doppler ultrasonografide 6zgiil olmayan bulgular goriilebilir. Tanida altin standart
greft biyopsisidir ve izlemde serum kreatinin diizeyi, dilirez, DSA antikorlar kullanilir.
AMR’de karakteristik histolojik bulgular: glomeriilit/kapillerit, peritiibiiler kapiller iginde
notrofiller, fibrin trombiisii, interstisyel hemoraji, agir veya nekrotizan vaskiilittir.
Peritiibiiller kapiller i¢inde diffiiz, lineer C4d saptanir [89]. Ancak histolojik olarak lenfosit

infiltrasyonu g6zlenmez [80].

Donér HLA smif I ya da II antijenlere karsi olusan antikorlarin C4d birikimi olan akut
greft disfonksiyonunda %88-95 hastada bulunurken %10’luk bir kisimda C4d negatif akut
rejeksiyon gozlenebilecegi de bildirilmistir [72].

Kronik Rejeksiyon

Transplantasyondan aylar veya yillar sonra ortaya ¢ikan bir tablodur. Kronik rejeksiyon
farkli organlarda farkli patolojik degisiklikler gosterir. Bobrekte vaskiiler okliizyon ve
interstisiyel fibrozis goriilmektedir. Kronik rejeksiyonda olay genellikle intimal diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonun sonucu arteriyel okliizyona bagli iskemik hasardan

kaynaklanir. Bu arteriyel degisiklikler greft vaskiilopatisi ya da hizlandirilmis greft
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arteriosklerozu olarak isimlendirilir. Greft vaskiilopatisi bobrekte 6 aydan sonra 1 yila
kadar stirede gelisebilir. Alloreaktif T hiicrelerin aktivasyonu sonrasi sitokin sekresyonu ve
bu sitokinlerin uyarisi ile vaskiiler diiz kas hiicrelerinin profilarasyonu ana mekanizmadir.
Bu arterioskleroz sonrasi greft vaskiilaritesinin bozulmasi nedeniyle parankime giden kan

akisinda bozulma sonucu dokunun fonksiyon gérmeyen bir fibréz doku halini almasi ile

sonuglanir [68, 90].

Kronik rejeksiyonda alloantikorlarin rolii tartismalidir. Antikora bagl reaksiyonlardan en
belirgin olan1t HLA siif I molekiillerine baglanan antikorlarin endotel hiicrelerinde FGF
(fibroblast growth factor) ekspresyonunu artirarak endotelde proliferatif okliizyona neden
olmasidir [81]. Kronik AMR ile iliskili ana histolojik lezyon transplant glomeriilopati ve
arteriopatidir  [72, 83]. Transplant glomeriilopati immiinkompleks depozitlerinin
yoklugunda glomeriiler bazal membranin duplikasyon ya da multiplikasyonu ile tanimlanir
ve DSA bagimli endotel hasarindan kaynaklanir. Tekrarlayan endotel hasari epizotlari

glomertiler bazal membranda ¢oklu katmanl bir goriiniim olusturur [72].

2.3.Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistemi (RAS)

RAS s1vi dengesinin saglanmasinda ¢ok 6nemli bir rol olmaktadir. Fakat son yillarda baska

birtakim etkileri de giindeme gelmistir.

2.3.1.RAS tarihgesi

Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistemi (RAS) ilk defa 1898’de Karolinska Enstitiisii’nde
arastirmacilar Robert Tigerstedt ve Per Bergman tarafindan tavsanlarda renin olarak
isimlendirdikleri vasopressor bir protein tanimlamalari ile giindeme gelmistir [91].
Anjiotensin, 1940 yilinda es zamanli birbirinden bagimsiz ¢aligmalarda Braun-Menéndez
[92] tarafindan “hypertensin”, Page [93] tarafindan ‘“angiotonin” olarak ilk kez
tanimlanmistir. Bu iki vazoaktif peptidin ayni peptid oldugu anlasilmasi iizerine 1958
yilindan itibaren hibrit bir isim olan “angiotensin” olarak yeniden isimlendirilmistir.
Anjiotensinojen de ilk defa 1940 yilinda yine Page tarafindan ilk renin aktivatorii olarak
tanimlanmustir [94]. 1987 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (The World Health Organization)

ve Amerikan Kalp Dernegi anjiotensin i¢in Ang I kisaltmasini kullanarak tiim anjiotensin
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derive peptidlerin isimlendirilmesinde bir standardizasyona gidilmesine karar vermis ve

sonraki isimlendirmelerde temel alinmistir [95].

ACE (Anjiotensin Dontistlirli Enzim) inhibitorleri kullanima girmeden once ilk olarak
anjiotensin II reseptor blokeri “Saralasin”in kan basincini diigiirdiigii gosterilmis [96], daha
sonra 1970’lerde bir ACE inhibitorii olan kaptopril ve 1980’lerde Angll reseptor tip 1
blokorleri (ARBS) giindeme gelmistir [94, 97]. Hiz kazanan RAS ¢alismalari yeni peptidler
ve yeni anjitensin reseptor tiplerinin tanimlanmasini getirmistir. RAS ilk tanimlandiginda
sadece bir substrat (anjiotensinojen), iki proteaz (renin ve ACEL), iki peptid (Ang | ve Ang
1) ve bir reseptdorden (ATIR) olugmaktaydi. Oysa giinlimiizde bilinmektedir ki RAS
cizelge 2.6’da gosterildigi gibi ¢esitli enzim yolaklar1 ve yirminin iizerinde peptidaz,

yirmiye yakin anjiotensin peptidi ve en az alt1 reseptérden olusan genis bir sistemdir [98].

Cizelge 2.6: Giincel RAS [98]

Klasik RAS Giliniimiizde RAS

Hormon siireci Endokrin Otokrin
Parakrin

Intrakrin

Biyoaktif peptid Ang Il Ang Il
Ang 1l
Ang IV
Ang 1-7
Ang 3-4
Ang A
Alamandine

Reseptér ATIR ATlaR
AT2R AT1bR
AT2R
MasR
Mrg
AT4R
(P)RR
ACE

Ang: Anjiotensin; ACE: Anjiotensin doniistiiriicii enzim; ATIR: Anjiotensin tip 1 reseptor; AT2R: Anjiotensin tip 2
reseptor; AT4R: Anjiotensin tip 4 reseptor; MasR: Ang (1-7) Mas reseptor; Mrg: Mas-related G-protein coupled reseptor;
(P)RR: Renin/(Pro)renin reseptor; RAS: Renin Anjiotensin Sistemi.

Son yillarda yapilan ¢alismalar “Lokal RAS” 1 glindeme getirmistir [99]. Kan basinci ve
siv1 elektrolit dengesini saglayan bir sistem olan dolasimdaki RAS; organ 6zgiil bulunan
ise lokal RAS olarak tanimlanmistir. Lokal RAS’1n pankreas, iireme organlari, beyin, yag
dokusu, kalp, bobrek, géz gibi bir¢ok organda bulundugu, hiicrenin biiylime, protein
sentezi, proliferasyon gibi hiicresel fonksiyonlarinda gorevli bir sistem oldugu kabul

edilmektedir [100-102].
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2.3.2.RAS elemanlar1

RAS c¢esitli enzim yolaklari, yirminin iizerinde peptidaz, yirmiye yakin anjiotensin peptidi

Ve en az alt1 reseptérden olusan genis bir sistemdir [98].

Enzimleri

Renin

Bir aspartil proteaz olan renin anjiotensinojenden anjiotensin I olusumunu saglayan 6zgiil
bir enzimdir. Bobregin jukstaglomeruler aparatinda 406 aminoasit olan inaktif prorenin
olarak sentezlenir. Prokonvertaz ya da Katepsin B tarafindan pargalanarak 340

aminoasitlik reninin aktif formu olusur [98].

ACE1l

ACEl, aktif bolgesinde ¢inko igeren, metalopepdidaz M2 ailesine ait bir
metalopepdidazdir. Bir monomerik glikoprotein olan ACE1 iki farkli izoforma sahiptir:

150-180 kDa olan somatik ACE1 (SACE1) ve 90-110 kDa olan germinal ACE1 (gACEL1).

sACE1l ¢esitli endotel ve epitel hiicrelerinde bulunurken gACE1 testis germinal
hiicrelerinde bulunur [103]. Bir eksopeptidaz olan ACE1 hipotansif peptid bradikininin ve

Ang I’in serbest C terminal ucundan dipeptidleri pargalar.

ACE1 aym zamanda Ang Il ve Ang (1-7) olusumunda bulunur ve hatta Ang (1-7)’yi
inaktif Ang (1-5)’e degrade edebilir. ACE1 kallikrein Kinin sisteminde bradikininin inaktif
kompanentlerine ayrilmasinda da rol oynar. ACE1l kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisiminde ve kan basinct regiilasyonunda onemli gérevi nedeniyle farmakoterapinin

major hedefi olmustur [98, 103].

ACE2

ACE?2, bilinen ilk insan ACE1 homologudur. 2000 yilinda klonlanmustir. Ilk olarak ACE2
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nin Ang I’i Ang (1-9)’a doniistiirdiigii gosterilmistir. Daha sonra, ACE2’nin, Ang II'nin
Ang (1-7)’ye hidrolizini Ang I’in Ang (1-9)’a hidrolizinden ¢ok daha fazla verimlilikle
(yaklasik 400 kat) hidrolize ettigi bulunmustur. ACE2, 805 aminoasit uzunlugunda (120
kDa), bobrek, kalp, akciger, karaciger ve beyinde bulanan bir tip 1 transmembran

glikoproteindir. ACE2, Ang (1-7) ve MasR giincel ¢alismalarin odagi olmustur [103-104].

ACE2’nin, RAS’m iki ana yolagi olan ACEI-Ang II-AT1R ve ACE2-Ang (1-7)-MasR
arasinda bir anahtar rolii oldugu diisiiniilmektedir. iki enzimatik yolak arasindaki uzayan
dengesizlik renal, pulmoner, kardiyovaskiiler ve santral sinir sistemi patofizyolojisinde rol

oynamaktadir [98].

Peptidleri

Anjiotensinojen (AGT)

255 aminoasit uzunlugunda, temel olarak karacigerde sentezlenen fakat bunun yaninda
kalp, damarlar, bobrek ve yag dokuda da bulundugu bildirilen bir a-glikoproteindir [99,

105]. Sentezi inflamasyon, insiilin ve dstrojenlerle stimiile olur [103].

Anjiotensin [ (Ang /)
Ang (1-10) olarak da bilinen zayif etkili bir prohormondur. Renin tarafindan
anjiotensinojenden bir dekapepdit olarak tiretilir. Ang I, ACE1 tarafindan karboksiterminal

ucundan 2 aminoasid rezidiisiiniin koparilmasi ile bir oktapeptid olan Ang II ye

doniistiiriiliir [105-106].

Anjiotensin // (Ang /])

Ang (1-8) olarak da bilinir. ilk kez 1940 yilinda kan basincimi yiikselten potent bir
vazokonstriktor olarak izole edilmistir [92]. Elektrolit dengesi, vaskiiler tonus, su alimi,
aldosteron sentezi, sempatetik aktivite, bobrekten sodyum tutulumu, hipofizden
vazopressin salinimi gorevleri olan bir endokrin sistem olarak kabul edilmistir. Major

gorevi sivi ve sodyum dengesi olan Ang II’nin, hiicre bliylimesi ve kardiyovaskiiler
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remodeling gorevi de vardir [99]. Antihipertansif tedavi olarak ACE inhibitorleri ACE1
tarafindan Ang I’in Ang II’ye doniisiimiinii bloke ederek etki gosterir [98, 103].

Anjiotensin /// (Ang//])

Ang (2-8) olarak da bilinir. ACEl ve aminopeptidaz A tarafindan Ang (2-10)’dan ya da
Ang II’den iretilir [99]. Bu heptapeptid 1970’lerde bulunmustur ve etkilerini ATIR ve
AT?2R iizerinden gosterir. Ang Il AT2R’e ATIR’den daha fazla afinite gosterir. Ang III
vazokonstriksiiyonu ve aldosteron salinimini indiikler. Ang II’'nin vazokonstriktor
aktivitesinin %40’na sahiptir. Ang III’in ATIR iizerindeki etkisi en az Ang II kadar
onemlidir [99].

Anjiotensin IV (AnglV)

Ang (3-8) olarak da bilinir. Ang IV bazi N-aminopeptidazlar tarafindan Ang II’den ya da
N, M, B aminopeptidazlar tarafindan Ang I1I’den olusur. Bu heksapeptid bobrek, akciger,
beyin ya da kalpte bulunan AT4R yoluyla etki gosterir [107]. Ayrica, Ang IV ATIR
araciligiyla endotel hiicreleri, kardiyak fibroblast ve vaskiiler kas hiicreleri tizerinde

etkileyerek renal vazodilatasyon, hipertrofi ve biiylime regiilasyonunu da indiikleyebilirler
[98].

Anjiotensin (1-9) [Ang (1-9)]

Ang (1-9) ACE2 tarafindan Ang I karboksil ucundan aminoasitlerin ayrilmasiyla olusur ve
NEP ya da ACE] tarafindan metabolize edilerek Ang (1-7) olusturur. Ang (1-9) Ang I’den
olusurken karboksipeptidaz A ya da katepsin A kataliz etkisiyle ACE2 aktivitesinden
etkilenir. Ang (1-9)’un biyolojik fonksiyonu; artmis NO olusumunu, arasidonik asit
salimimini, bradikinin aktivitesinin giliglenmesini ve olast trombosit fonksiyonlarinin

inhibisyonunu igerir [98].

Anjiotensin (1-7)
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Ang (1-7)’nin RAS’da inaktif bir heptapeptid olduguna inanilmakta iken 1988 yilinda Ang
II’'ye karsit etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ang (1-7) Ang [I’den ACE2 ya da diger
peptidazlar (prolylendopeptidase ve prolyl-carboxipeptidase) tarafindan olusturulur. Direkt
Ang I’den prolylendopeptidase tarafindan, Ang (1-12) prohormondan sentez edilebilir.
ACE inhibitorleri Ang (1-7) seviyelerini hem Ang | konsantrasyonunu artirarak hem de
Ang (1-7) yikilmasin dnleyerek artirir [98, 108]. Ang (1-7)’nin akciger, karaciger, bobrek
gibi organlarin inflamasyonu ya da fibrozisi gibi patolojik durumlarla iligkili olabilecegi,
ek olarak metabolizmada glikoz uptakeini ve lipolizi artirarak, insiilin rezistansinin ve
dislipideminin azaltilmasi gibi pozitif etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Serebroprotektif
etkileri, reprodiiktif sistem tizerine etkileri yani sira anjiogenezi ve hiicre proliferasyonunu
inhibe etmesi nedeniyle anti-kanser tedavide potansiyel hedef olarak goriilmesi, son

yillarda tizerinde yogun ¢alismalar yapilmasina neden olmustur [109].

Ang A (Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe)

Ang A (Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) olarak bilinen diger bir anjiotensin derive
peptid, saglikli insanlarin plazmalarinda ve renal yetmezlikli son donem hastalarda yiliksek
diizeyde bulunmustur. Mononiikleer 106kositlerin varliginda, Ang II’nin  Asp’nin
dekarboksilasyonu, Ang II’den daha fazla AT2R afinitesi olan ve etkisini bobrekleri
zorlayarak gosteren Ang A iiretimine neden olur. Ang II'den tiiremis diger peptidler gibi
Ang A da normotansif ve hipertansif ratlarda ve de genetik olarak modifiye farelerde renal
vazokonstriiktor yanit1 uyararak bobreklerde zorlanmayla etkisini gosterir. Ayrica Ang A,
insanlarda, farelerde ve sicanlarda RAS'!n yeni bir peptidi olan heptapeptid alamandine
tireterek ACE2 tarafindan hidrolize edilebilir [94].

Alamandine (Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro)

Alamandine ilk olarak 2013 de Lautner RQ ve arkadaslar tarafindan bir RAS hormonu
olarak tanimlanmistir. Ang A, insanlarda, farelerde ve ratlarda RAS"'i yeni bir peptidi olan
heptapeptid alamandine tireterek ACE2 tarafindan hidrolize edilebilir. Alamandine’nin,

ratlarda uzun dénem antihipertansif etkiye ve antifibrotik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.



46

Mas ile iligkili G Protein baglh reseptor-D (MrgD), alamandine igin bir baglanma bolgesi

olarak tanimlanmustir [110].

RAS Reseptorleri

(Pro)renin reseptor [(P)RR]

(P)RR 350 aminoasit rezidiisiine sahip uzun tek bir transmembran domain igeren bir
protein reseptordiir. Kisa sitoplazmik uca renin ve prorenin baglanir. (P)RR ilk olarak 2002
yilinda Nguyen ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmis ve renin ve proreninin enzimatik
yoldan Ang II’yi artirmasi disinda baska etkilerinin de oldugu anlagilmistir. (P)RR X
kromozomunda yer almaktadir ve yaygmn olarak bdbrek, kalp, beyin, karaciger ve
plasentada bulunur [111]. (P)RR bobrekte mezengial hiicrelerde, renal arterlerin diiz kas
hiicrelerinde ve toplayict kanallarda yer almaktadir. Hiicre kiiltiiriinde (pro)renin
reseptorlerinin uyarilmasinin, reninin enzimatik aktivitesinden bagimsiz bir sekilde,
mitojenle aktive olmus protein kinaz (MAPK) yolaginin aktivasyonuna, plazminojen
aktivator 1 ve TGF-f iiretiminin artmasina yol agtigi gésterilmistir [98, 112]. (P)RR’ nin

yeni ilag¢ gelistirilmesinde yeni hedef oldugu diisiiniilmektedir.

RAS’in G-protein-coupled reseptorleri

Ang I'nin AT1R, AT2R, AT4R ve MasR olmak iizere dort tip reseptorii vardir. Ama
temel olarak AT1R ve AT2R iizerinden etkisini gosterir [104]. Ang II’'nin ¢ogu etkileri
Ang II reseptorii tip 1 (ATIR) ile diizenlenir. AT2R ise AT1R’nin etkilerini dengeler.
AT2R nin, apoptozis, osmoregiilasyon, serebral kan akiminin otoregiilasyonu, anjiogenez
ve vazokonstriksiyonu inhibe edici birgok 6zelligi bilinse de halen aydinlatilamamis
yonleri de mevcuttur [113].

ATA4R beyin, akciger, kalp, bobrek, karacigerde bulunur ve proliferatif etkilere yol acar.
ATIR kan damarlari, bobrek, siirrenal, kalp ve karacigerde yaygin olarak bulunurken,
AT2R fetal, embriyojenik ve neonatal dokularda yogun olarak bulunur. Erigkinde ise az
miktarda siirrenal, beyin, over ve uterusta bulunur. ATIR Ang II’nin vazokonstriiksiyon,
aldosteron salgilanmasi, kalp kontraktilitesi (inotropik yanit), katekolaminlerin

salgilanmasi ve bobrek {izerine etkileri (renal kan akimu, tiibiiler Na retansiyonu) gibi temel
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etkilerini diizenler. ATIR’nin izoformlar1t AT1aR ve ATIbR olarak adlandirilmaktadir.
AT2R ise biiyime ve gelisme sirasinda antiproliferatif etki, proapoptotik etki,
antihipertansif, vazodilator etkilidir. NO salinimina yol agtig1 da gosterilmistir. AT1R ve
AT2R Ang II'nin karsit etkilerine aracilik eder. AT2R’nin prenatal gelisimde Onemi

oldugu, noranal dokunun biiyiimesi, farklilasmasi ve yenilenmesinde dnemli oldugu da

bilinmektedir [98, 114].

MasR: Ang (1-7)’nin ana reseptoriidiir Ang (1-7)’nin fizyolojik 6nemi ozellikle Santos ve
arkadaglarinin Ang (1-7) icin reseptor olarak G protein coupled reseptdr olarak MasR
tanimlamalarindan sonra dikkat gekmistir [115]. Oysa MasR ilk olarak 1986 yilinda Young
ve arkadaslar tarafindan bir protoonkogen olarak tanimlanmistir. Daha sonra SSS’de,
gozde, bobrekte, kalpte, damarlarda ve testiste bildirilmistir. MasR yedi-transmembran G
protein reseptor ailesinin (GPCR) bir iyesidir. Ve bu reseptéor AT1R’ye antagonistik
etkiler gosterir. Ang (1-7) ile antiproliferatif ve vazodilatator etkisi vardir. RAS’ da ACE2-
Ang (1-7)- MasR yolagi ACE1-Ang II-AT1R’nin etkilerini dengeleyen bir yolak olarak
caligir [98].

2.3.3.RAS fonksiyonlari

RAS ilk tanimlandig: giinden bu yana kan basincinin diizenlenmesinde, sivi ve elektrolit
dengesinin saglanmasinda 6nemli fonksiyonlari oldugu bilinen bir sistemdir. Son yillarda
inflamasyon, immiinregiilasyon ve organ nakli immiinolojisindeki Onemi iizerine

caligmalar yapilmaktadir [6, 116].

Renin, esas olarak kan basincinda diismeye, makula densa ultrafiltratinda sodyum
diizeyinin diismesine veya sempatik sinir sistemi aktivasyonuna yanit olarak
jukstaglomeruler hiicrelerden salinir [94]. Bobrek kan akimi diistiigiinde afferent arteriolde
jukstaglomeruler aparat komsulugundaki hiicrelerde baro reseptorler basing diisiisiini
algilayarak renin salgisina yol agar. Reninin ayn1 zamanda beyin, kalp, testis, hipofiz ve
adrenal bezler, arteriyel diiz kas ve gz gibi organlarda da sentezlenebildigi bildirilmistir
[103]. Renin, pre-prorenin olarak olusmakta ve Golgi cisimcigi i¢inde proreninden hem
proteolitik hem de nonproteolitik yoldan inaktif renin olusarak hiicre disina

salgilanmaktadir [108]. Temel olarak karacigerde sentezlenen fakat bunun yaninda kalp,
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damarlar, bobrek ve yag dokuda da bulundugu bildirilen anjiotensinojenin Ang I’e

doniligiimiinii renin saglar [98, 117].

Ang I daha gii¢lii etki gosteren Ang II’ye akciger endotelinde bulunan ACE etkisi ile
dontisttrtiliir. Ang II farkli dokularda pek cok fonksiyona sahiptir, bununla birlikte bu
peptid temel fonksiyonunu bobrekte gosterir [94].

Kan basincimi artiric1 etkisini sistemik arteriollerde ve bobrek afferent arteriollerde
vazokonstriksiyon yaparak, proksimal tiiblilde Na+/K+ ATPaz pompast aktivasyonunu
artirarak ve ADH salinimini uyararak saglar. Ang II’'nin ATIR aracilifiyla yarattigi ana
etkileri vazokonstriksiyon, anti-diiirez, anti-natritirez, ADH ve aldosteron salinimidir
[118].

Ang I'nin diger metabolik etkileri, ATIR iizerinden proinflamatér modiilasyon, insiilin
salinimini artirmak, B hiicre apoptozisi, karaciger glikoz output ve glukoneogenezini

azaltmak, plazma trigliseridlerini artirmaktir [99].

Giincel calismalar RAS’1n baglangigta basit bir endokrin sistem oldugu kanisin ¢iiriiterek
parakrin, otokrin ve intrakrin fonksiyonlar1 da olan bir sistem oldugunu giindeme

getirmistir [118].

RAS aktivasyonu ve Ang II seviyelerinde artis iskemi reperfiizyon hasari i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Ang II renal vazokonstriksiyon yoluyla, damar sempatik sinir hassasiyetini
artirarak, oksidatif strese yol agarak ve apoptozisi indiikleyerek renal hasar olusturur. RAS
birbirine antagonist iki farkli yolak (ACE/AngIl/ATIR ve ACE2/Ang (1-7) /MasR) ile
inflamasyonu diizenler. Bu iki aksin dengesizliginde renal hasar ortaya c¢ikar. MasR
agonisti AVE0991 nin uygulanmasinin bobrekte iskemi reperfiizyon hasarini azalttig
bildirilmistir. ACE2, Ang II seviyelerini diizenler, renal dokuda Ang II’yi Ang (1-7)’ye
dontstiirerek etkiler ve Ang II’nin bir birgok zararl etkisini antagonize eder. Renal iskemi
perflizyon hasarinda ACE/Ang (1-7) /MasR aksmin aktivasyonunun yeni terapotik
stratejiler gelisimde 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Yeni ¢alismalar ACE inhibitérlerinin
ve ARB’lerinin bobrekte iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu etkileri oldugunu
gostermektedir. Ornegin; Aliskren bir renin inhibitoriidiir ve direkt olarak plazma renin

aktivitesini ve Ang Il seviyesini azaltarak, antiapoptotik aktiviteyi giiglendirerek bobrekte
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iskemi reperfiizyon hasarindan koruyucu etki géstermektedir [59].

2.3.4RAS ve immiinmodiilasyon

Bobrekte patolojik durumlar tizerine yapilan ¢alismalarda glomeriiler hasarin RAS’1in hem
non-immiin primer renal hasar ile hem de bazi antijen 6zgiil immiin yanitlar aracilif1 ile
gelistigi bulunmustur [119]. Ang II vaskiiler permeabiliteyi artirarak, inflamatuvar
hiicreleri  toplayarak  (kemotaksis ve adezyon molekiillerin regiilasyonu) ve
immiinkompetan hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini saglayarak inflamatuvar siiregte
onemli rol oynar. NF-xB, endothelin 1, Rho (small G protein), ve redoks yolagi bu

fonksiyonlarin ger¢eklesmesine aracilik eden yolaklardandir [6, 120].

RAS’m immiin modiilatér rolii makrofajlarda renin ve Ang II’nin varliginin bildirilmesi ile
giindeme gelmistir [121]. Daha sonra nétrofil ve mast hiicrelerinde de Ang Il enzimatik
yolu bildirilmistir [122]. Inflamatuvar hiicreler RAS’1n tiim kompanentlerine sahiptir ve
Ang II iretebilecek Ozelliktedir. Makrofajlarin fagositik aktivitesini direkt upregiile
edebilir [120]

Birgok bobrek patolojisinde, makrofajlarin kemotaksisi ve aktivasyonunda RAS 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica Ang II DC aktivitesinde de diizenleyici rol oynar. Bazi RAS
genlerinin immatiir ve matir DC’lerde eksprese oldugu gosterilmistir [123].

Inflamasyonda T ve NK hiicrelerinde de RAS ile iligki bildirilmistir [124].

RAS, glomeriiloskleroz, mezengial hiicrelerin proliferasyonu gibi bazi patolojik
durumlarda bobrekte lokal aktif halde bulunmustur. Cogu Ang reseptorii lokal olarak
tiretilen Ang II tarafindan dolasimdakine gore daha fazla aktive edilir. Cesitli lokal RAS
fonksiyonlart TGF-B1 ve platelet growth faktor gibi immiinolojik fonksiyona sahip farkli

molekiiller tizerinden diizenlenir [6].

Ang II, immiin hiicrelerde ATIR iizerinden etki gosterir. Kalsindrin bagimli yoldan splenik
lenfositlerin proliferasyonunu tetiklemesi, immiinosiipresif tedavi ve antiinflamasyon
amacli RAS blokaji kullanilmasina yol agmistir. T lenfositler ACE igeritken B

lenfositlerde aktivitesi saptanmadigi da bildirilmistir [6].
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T hiicrelerinde RAS etkisi 6zellikle TNF-a gibi bazi sitokinler aracilifiyla olur. ATIR
primer olarak intraseliiler olarak eksprese olur ve endojen iiretilen Ang II T hiicre
aktivasyonuna, TNF-a tiretimine neden olur. T hiicrelerinde ACE inhibisyonu TNF-a
tretimini azaltarak etkiler [6, 125]. ARB’lerin interferon {iretimini ve lenfosit
proliferasyonunu baskilayarak Thl ve Th2 immiin yanitlarinin baskilanmasina onciiliik
ettigi gosterilmistir [126-127]. Bobrek transplant alicilarinin periferik kan lenfositlerinde
12 ay AT1R antagonisti ile tedavi sonras1 IFN-y seviyelerinde de azalma gdzlenmistir. Tc
hiicrelerinin Ang II ye maruz birakilmas1 durumunda IFN-y sekresyonunun arttig1 invitro

olarak gosterilmistir [127].

Ang II glomeriiler endotelyal hiicrelerde aktivitesini AT1R ve AT2R iizerinden NF-«xB ile
gosterir. Ang I NF-xB kontrolii altinda kemokinlerden MCP-1 ve RANTES, sitokinlerden
IL-6, adezyon molekiili VCAM-1 ve ICAM-1 ve anjiotensinojeni igeren proinflamatuvar
genleri artirir. AT1R igin IL-6, MCP-1 ve anjiotensinojen araciligi; AT2R i¢in RANTES

aracilig1 6nemlidir [120].

Fibrogenezde ise RAS’in parakrin rolii vardir. Kolajen turnoveri ve fibréz doku
kontraksiyonuna otokrin ya da parakrin olarak etkiler. Lokal etkili RAS nonimmiin gelisen
bobrek hasarinda interstisiyel infiltrasyonu giiclendirerek 6nemli rol oynamaktadir. RAS
kaynakli fibrogenezisin biiyiik oranda TGF-B1 yoluyla oldugu gosterilmistir. Bu aktivite
kismen ATIR araciligiyla gerceklesir. TGF-B1/Ang II aracilikli matriks sentezi ve organ
hipertrofisi i¢in ¢ok O6nemli adaylardan biridir. TGF-B1 fibroblastlar, VSMC ve renal
resident hiicrelerden oldugu kadar makrofajlar, T ve B lenfositlerden de sentez edilebilir.
Ang Il TGF-B1 geni ve protein ¢ikigini artirir. ATIR eksikligi olan farelerde ya da RAS
blokaj1 uygulanarak kalp, bobrek ve karacigerde lokal olarak artmig Ang II’nin TGF-B1 ile
gliclii iliskisi ve artmig ekstraseliller matriks protein yapimi deneysel c¢alismalarla
gosterilmistir. Ang II artist CTGF (connective tissue growth factor=bag doku biiyiime
faktorii) mRNA ekspresyonu ve iiretimini artirmaktadir. CTGF bir profibrojenik sitokindir
ve TGF-B1’in profibrotik aktivitesinin énemli bir mediyatorii olabilecegi bildirilmistir. Bu
biliylime faktorii TGF-B1 tarafindan giiclii olarak upregiile edilir ve glomeriiloskleroz ve
tiibiilointerstisyel fibrozisin gelismesi ve ilerlemesinden rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.
Klinik caligmalarda ve deneysel olarak Ang II blokajinin fibrozis progresyonunu

yavaslatabilecegi bildirilmistir. Endotelin yolu gibi diger RAS bilesenleri de interstisiyel
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fibrozise katkida bulunur [128].

Ang II hiicre dis1 matriks birikimi, hiicre ¢cogalmasi ve hipertrofi gibi 6nemli biyolojik
etkilere yol agan TGF- B1 sentezinin gii¢lii bir uyaricisidir [6]. TGF- B1 naklin ilk yilindan
sonra greft kaybimin baslica sebebi olan kronik allogreft nefropati patogenezinde anahtar
bir sitokindir. Patolojik olarak kronik allogreft nefropatide olay tiibiilointerstisiyel hasarin
olustugu baslangi¢c faz1 ve mikrovaskiiler ve glomeriiler hasarin olustugu gec¢ faz olmak
tizere iki fazdan olusur. Geg faz histolojik olarak progresif arteriyoler hiyalinozis, iskemik
glomeriilozis ve interstisiyel fibrozis ile karakterizedir. TGF-B1’in ¢esitli organlarda
(karaciger, kalp, deri, akciger) doku fibrozisine yol agan ekstraseliiler matriks tiretimiyle
iliskisi gosterilmistir. Bobrekte TGF-B1 mezengial hiicrelerden ve glomeriiler epitel
hiicrelerinden bazi matriks kompanentlerinin (chondroitin/dermatan sulfate proteoglycans,
decorin ve biglycan) iiretimini stimiile eder [128-129]. TGF-B1, matriks yikiminda bir
proteaz inhibitér olan plazminojen aktivitor inhibitor 1’in aktivitesini artirarak matriks

yikim oranini azaltabilir [6].

Bobrek nakli olan hastalarda RAS blokajinin hipertansiyonun, posttransplant eritrositozun
ve proteiniirinin tedavisinde yararli olabilecegine dair gii¢lii kanitlar mevcuttur [130]. Bir
retrospektif calismada 2031 nakil yapilan hastada RAS blokaji ile hasta ve greft sag
kaliminda %20-30 artis oldugu bildirilmistir [131]. 17 209 bobrek ve 1 744 kalp naklinin
incelendigi baska bir ¢aligmada ise [132] anlamli farklilik gosterilememistir. Heniiz yeterli
randomize ¢alisma olmadigi igin RAS blokajinin nakil sonrasi sistematik kullanimi tam

acikliga kavusmamustir [7, 133].

Tiim bu bilgiler 1s181nda RAS ve immiin sistem iliskisi iizerine olan ¢alismalar iimit verici

niteligi nedeniyle bilim insanlari tarafindan son zamanlarda ilgi odag1 olmustur.

2.3.5.Anti AT1R, 6nemi ve transplantasyondaki yeri

ATIR glomeriillerde Ang II igin esas reseptdrdiir ve arteriyel kan basincini ve tuz
dengesini ayarlar. Ayrica proksimal tiibiil fircamsi kenarinda, bazolateral membranda ve
damarlarda da eksprese olur. ATIR yedi transmembran G protein reseptor ailesinin

(GPCR) bir iiyesidir. Ekstraseliiler glikolize bolgesi, yedi transmembran alfa helikse
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ilisiktir. ATIR antikorlar1 ise (AT1R-Ab=AT1R-AA) ATIR’nin ikinci ekstraseliiler
kismina baglanmaktadir (sekil 2.11) [8, 85, 134].

Sekil 2.11 ATIR yapisi ve ATIR-Ab ile etkilesiminin sematik diyagrami [85]

Ang reseptorleri endoplazmik retikulum, golgi aparati ve c¢ekirdek gibi hiicre ici
organellerde bulunur, bu Ang I’nin gen ekspresyonunun modiilasyonu dahil olmak iizere
birgok hiicre igi etkiye sahip olabilecegini de gostermektedir [118]. Ang II/AT1R
transkripsiyon faktér NF-kB ve AP-1 yolagiyla makrofajlarda TNF-o ve IL-1B gibi

proinflamatuvar sitokinlerin iiretimi ve salinimina aracilik edebilir [135-137].

Ang II-ATI1R sisteminde asir1 aktivasyon hipertansiyona, vaskiiler remodeling nedeniyle
kardiyak ve renal komplikasyonlara yol agar. Insan ATIR geni 3. kromozomdadir ve 4
eksona sahiptir. Bazi ATIR geni polimorfizmlerinin (A1166C) artmis Ang II yanit1 ve
cesitli kalp ve bobrek patolojileri ile iliskisi gosterilmistir [138-140].

Ik olarak 2005 yilinda Dragun ve arkadaslar1 [7] nakil sonrasi bir kadin hastada yiiksek
tansiyon, titreme nobetleri gézlemlemis ve hastanin dykiisiinde nakilden 20 y1l 6nce aym
bulgularla preeklempsi atagi gegirdigini 6grenmistir. Arastirmalar sonrasinda preeklempsi
etiyolojisinde var olan AT1R-AD pozitifliginin hastada saptanmasi {izerine diger vakalari
da taramaya almiglardir. 33 bobrek nakli yapilan vakanin 16’sinda anti-HLA Ab

yokluguna ragmen vaskiiler rejeksiyon ve malin hipertansiyon gelistigini saptamis ve hasta
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serumlarinda AT1R’ye kars1 aktive olmusg Ig G tipi antikorlarin varligini gostermislerdir.
Nakil sonrasi bobrekte vaskiiler hasar olusumunda Ang II Tip I Reseptor aktivatori
antikorlarin (AT1R-AA; AT1R-Ab) roli ile ilgili olasi mekanizma gene ilk kez 2007
yilinda Duska Dragun [74] tarafindan One siirilmistiir. Sekil 2.13’de sematize edilen bu
mekanizmanin iskemi-reperfiizyon zedelenmesi ve nakil sonrasi alloantijene bagli immiin
uyarilar, oksidatif stres ve inflamatuvar cevaplara yol agmasi oldugu diisiiniilmektedir
[141]. Bu kolaylastiric1 faktorler, endotelde homeostatik dengeyi veya antikorun hedef
reseptore baglanmasinin biyofiziksel ozelliklerini degistirebilirler. Boylece ATI1R-Ab
atagma duyarlilik artis1 oldugu disiiniilmektedir. ATIR-Ab endotel disfonksiyonuna yol
acarak; vazokonstriktif arteriel cevaba, efektor hiicre transmigrasyonuna neden olabilir
veya prokoagiilator duruma yol agabilir. Tiim bu mekanizmalar, hipertansiyon ve vaskiiler
hasar patogenezinde rol oynar. Diger taraftan ATIR-Ab, tiibiil epitelini ve renal
interstisiyel hiicreleri etkileyerek lokal inflamasyonu arttirir. Sonugta lokal antijen sunucu
hiicre ile antijen sunumu artar ve /veya Thl sitokinlerin ve inflamatuvar kemokinlerin

yapimi artarak hiicresel rejeksiyonla sonuglanir [85, 141-143].

Alloimmiinite

I iskemik renal hasar (IRI) I

Endotelyal aktivasyon
AT1R-Ab aktivasyonu igin olasi artmis duyarlilik

ATR1-Ab

Endotel disfonksiyonu

I Tibdlointerstisiyel inflamasyon |

Lokal RAS

Lokal RAS

I Vazokonstriksiyon " Adezyon ” Prokoagulatér durum I I Antijen sunumu ” Th1 sitokinler “ Kemokinler I

Hipertansiyon | | Vaskdler rejeksiyon Hiicresel rejeksiyon Y

Sekil.2.12:Bobrek naklinde vaskiiler rejeksiyon gelisiminde ATIR/AT1R-Ab iliskili
mekanizmalar [141]

AT1R-Ab’lar birkac yoldan alloreaktif ya da otoreaktif yanit gosterebilir. Protein antijenik
determinantlar, hasar sonrasi ya da dogrudan nakil yoluyla olusabilir ya da inflamatuvar
olaylar otoantijen de novo ekspresyonuna onciiliik edebilir. HLA 6zgiil antikor olusumuna
yol agan transfiizyon, gebelik ya da onceki nakil siirecinin, ATIR-Ab olusumuna da yol

acabildigi bildirilmistir [144].
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Bobrek nakli sonrasi organ hasarinin antikor iligkili mekanizmalar1 arasinda ana
mekanizmanin vaskiiler endotel aktivasyonu sonucu endotelde meydana gelen degisiklikler
oldugu diistiniilmektedir. Endotel hiicrelerinin ATIR eksprese ettigi ve bu reseptorlerin
ATI1R-Ab’larinin ATI1R’nin dogal ligandlar1 gibi allosterik aktivatér olabilecegi
bildirilmistir [143]. AT1R-Ab’nun ATIR’ e baglanmasinin nakil sonrast bobrek hasarinda
kritik bir basamak oldugu diistiniilmektedir. AT1R-Ab’larinin, kompleman: fikse eden Ig-
G1 ve 1g-G3 izotipinde oldugu belirlenmis olmakla birlikte, AT1R—Ab aracili rejeksiyon
patogenezinde komplemandan bagimsiz mekanizmalar 6n plandadir. ATIR-Ab’larinin
ERK Y sinyal transdiiksiyon kaskadi yoluyla etki gdsterdigi; ERK kinaz fosforilasyonu,
Aktivator protein 1 (AP-1) ve NF-KB aktivasyonu sonucu kemokinlerden MCP-1 ve
RANTES iizerinden, ayrica TF ve ROS olusumuna yol ag¢ip inflamatuvar cevaplari

uyararak rejeksiyona katkida bulundugu gosterilmistir (sekil 2.13) [143, 145].

Extrocellvior ny ’{’{’f e

AT1R

Intracellulte

ERK 1/2 SR

Nuclear translocation of transcription factors

MCP-1
RANTES

Sekil 2.13 Rejeksiyonda AT 1R nin olasi hiicre i¢i etki mekanizmasi [143]

2007°de yayinlanan bagka bir calismada AT1R-Ab aracili ATIR aktivasyonunda sekil 2.14
de sematize edildigi gibi ¢oklu sinyal yolagi lizerinden fonksiyon gosterdigi bildirilmistir.
AT1R-Ab aracili ATIR aktivasyonu kalsindrin aktivitesi ve protein kinaz C (PKC) artigina
onciiliik eder. Sonug olarak AP-1, NF-KB ve NFAT gibi transkripsiyon faktorleri ile gen
ekspresyonu aktive edilerek sitoplazmadan niikleusa translokasyon gergeklesir. ATIR-Ab
bivalan Ig G protein kompleksleridir ve AT1R homodimerlerini stabilize ederek capraz

baglanma ile agonistik etki gosterir [134].



DAG indicates diacylglycerol; IP3, inositol triphosphate; PKC, protein kinase C

Sekil 2.14 AT1R-AD aracili AT1R aktivasyonunun molekiiler mekanizmasi [134]
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Sistemik sklerozisli hastalarda 2015 ve 2016 yilarinda yapilan ¢alismalarda ATIR etki

mekanizmasi i¢in baska ek faktorlerin de rol aldigi 6ne siirilmistiir. Sekil 2.15 ve sekil

2.16’da gosterildigi gibi TGF-B ve IL-6 yam sira IL-8 artis1 ve Aktin ekspresyonu artisinin

da AT1R-AD aktivasyonu sonrasi gerceklesebilecegi [146], ayrica AT1R-Ab ile Endotelin-

1 antikorlarinin (Anti-ETAR) ayni1 reseptorler iizerinden c¢apraz baglant1 ile etki

edebilecegi distiniilmektedir [147].
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Sekil 2.15 Anti-AT1R/Anti-ETAR 1n sistemik sklerozisli hastalardaki etkileri-1 [146]
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Sekil.2.16: Anti-AT1R/Anti-ETAR 1n sistemik sklerozisli hastalardaki etkileri-2 [147]

Bobrek nakli yapilan ATIR-Ab pozitif hastalarda, antikorun plazmaferezle
uzaklagtirilmasinin ve hastanin farmakolojik AT1R blokaj1 (Losartan) ile tedavisinin; renal
fonksiyon ve greft 6mrii tizerinde olumlu sonuglar sagladig: bildirilmistir [7-8, 130-131,
139]. Ayn1 ¢alismanin hayvan modelinde allojenik transplante, normotansif ve rejeksiyon
gozlenmeyen ratlarda pasif olarak ATIR-Ab tasiyan serum verildiginde vaskiiler
rejeksiyona benzer transmural arteritis gelistigi gozlenmistir. Fakat bunu desteklemeyen

calismalar da mevcuttur [132].

Yapilan calismalarda ATIR-Ab tespit edilen bobrek nakil hastalarinda, donor spesifik
antikorlardan bagimsiz, siddetli vaskiiler rejeksiyon bildirilmistir. Ancak nadir hastalarda

AT1R-Ab artis1 olmasina ragmen rejeksiyon goriilmedigi de gézlenmistir [148].

2.4.Sitokin Polimorfizmi

2.4.1.Nakil ve sitokinler

Sitokinler birgok farkli hiicre tipi tarafindan sekrete edilen, biiyiik, genis heterojen bir grup
proteindir. Polipeptid ya da glikoprotein yapidadirlar. Dogal ve kazanilmis immiinitenin
tiim basamaklarini diizenleyici rolii olan esansiyel mediyatorlerdir. Salgilanan sitokinler
hedef hiicredeki reseptoriine baglandiginda, o hiicredeki hiicresel fonksiyonlar1 aktive
ederler. Immiiniteyi, inflamasyonu ve hematopoiezisi diizenleyen ve bunlara aracilik eden

protein ailelerinden olusurlar [58]. Otokrin, parakrin ya da endokrin etki gosterirler.



57

Sitokin ailesi ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir. Fonksiyon temelinde siniflandirilabilirler.
TNF, iL-1, IFN, iL-6, iL-12, IL-17 ve IL-18 proinflamatuvar sitokinler iken IL-4, iL-10,
IL-13, IFN ve TGF-B anti-inflamatuvar sitokinlerdir [68, 149]. Genel olarak 6 sitokin ailesi
tanimlanmustir [150]:
1.Interldkin I ailesi (IL-1a, IL-1p, IL-1Ra, IL-18, IL-33),
2.Hematopoietin (Sinif I sitokin) Ailesi; 1L-2, IL-3, iL-4, iL-5, iL-6, IL-7, iL-12, IL-
13, 1L-15, iL-21, IL-23, GM-CSF, G-CSF, Growth hormon, Prolaktin,
Eritropoietin/hematopoietin
3.interferon (Smif II sitokin) Ailesi: IFN-a, IFN-B, iIFN-Y, IL-10, iL-19, 1L-20, iL-22,
IL-24
4. Ttumor Nekroz Faktor Ailesi: TNF-a, TNF-B, CD40L, Fas (CD95), BAFF, APRIL,
LTB
5.Interlokin 17 Ailesi: IL-17 (1L17-A). [L1-7B,C,D, F
6.Kemokinler: iL-8, CCL19, CCL21, RANTES, CCL2 (MCP-1), CCL3(MIP-10)

Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler rejeksiyonda karmasik mekanizmanin

elgileri olarak rol oynamaktadir [9-10].

Allogreft rejeksiyonu sirasinda gelisen 6zgiil olmayan inflamatuvar reaksiyon ve immiin
yanit, alloreaktif T hiicreleri ile diger hiicrelerin etkilesimine ve g¢esitli sitokinlerin
salinmasina neden olur. Giiniimiizde klasik bilgi olarak sitokinler, T hiicrelerinin Thl ve
Th2 alt gruplarinin regiilasyonuna veya aktivasyonuna neden olurlar. Basitlestirilmis
olarak Thl yanit inflamasyonla, Th2 yanit immiinosiipresyon ile iliskilidir [151]. Thl
hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri, makrofajlar ve NK hiicrelerin yer aldig1 hiicresel immiin
yamitta IL-2, IFN-y ve lenfotoksin salinmasina neden olurlar. Diger taraftan Th2 hiicreleri,
antikora bagimli hiimoral immiin yanit1 uyararak IL-4, IL-5, IL-6, sitokin sentez inhibitdr
faktor (CSIF) ve IL-10 salinmasina neden olurlar. Her iki tip klon birlikte; immiin yanit
siiresince T hiicre aktivitesini modiile ederek iL-3, GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor) ve TNF salinmasim saglarlar. IL-1p, IL-2, IFN-y ve TNF-a. gibi
proinflamatuvar sitokinler akut rejeksiyonun giiglii mediatorleridir [151]. Th2 hiicrelerinin

de greft kabulii ve immiin yanitin ¢apraz regiilasyonuna karistiklar1 gosterilmistir.

Hiicresel rejeksiyon sirasinda T hiicrelerin aktivasyonu IL-2 salinimi baskin olarak uyarir,

ki bu da T hiicre stimiilasyonunda major role sahiptir. IL-2 ile stimiilasyonu takiben T
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hiicreler otokrin ve parakrin etki ile proliferasyona ugrar, transplantasyonda rejeksiyona
onciiliik eden Th1 kaskatin baslatir. IL-2 dual bir role sahiptir ve T hiicre aktivasyonu igin

de gereklidir [151].

Allogreft rejeksiyonunda gelisen inflamatuar yanitta salinan sitokinler, makrofajlar,
eozinofiller ve NK hiicrelerini uyarirlar. IL-6 ve IL-10" un doku hasar1 ve infeksiyona
immiin yanit olarak ve inflamasyon siiresince, monosit ve makrofajlar tarafindan salindigi
gosterilmistir. NK hiicreleri, Tc’ye benzer sitotoksisite mekanizmalarinda da yer alirlar.
NK hiicreleri sitokinler tarafindan aktive olabilir ve aktive olduklarinda kendileri 6nemli

miktarda IFN-y olusturabilirler [152].

Weidanz ve arkadaslar1 ise AT1R blokajinin lenfositlerden invivo ve invitro olarak IFN- Y

tretimini azalttigint bildirmistir [127].

Akut rejeksiyonlu hastalarda TNF’nin plazma seviyesinin rejeksiyon olmayan hastalara
gore arttigi [152], plazma kreatinin diizeyi yiiksekligi dncesi IL-6 seviyesinin arttig1 [153],
tolerans ile iliskili olarak IL-4 ve iL-10 ekspresyonunun hayvan modellerinde arttig1 [154]
gosterilmistir. Th2 alt tipinde bir sitokin olan IL-4’iin ise hiimoral ve hiicresel aracili

immiinitede 6nemli rolii oldugu bildirilmistir [43, 155].

2.4.2.Nakil ve sitokin polimorfizmi

Insan popiilasyonunda DNA dizisi %99,9 oraninda ozdestir, %0,1 oranindaki fark
bireylerin birbirlerinden farkli olmasini saglamaktadir. Polimorfizm bireyler arasinda
normal varyasyonlara yol agan genomda kalitilabilir farkliliklardir. Bu genetik
varyasyonlarin ¢ogu fenotipi etkileyebilir, hastaliga neden olmaz ancak hastaliga yatkinlik
nedeni olabilirler [58]. Polimorfizm, toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan
genetik cesitlilik tipi ya da gen secenekleri olarak tanimlanmaktadir. insan genomunda en
cok bulunan genetik ¢esitlilik tipi, tek niikleotid (SNP: single nucleotid polymorphism)

polimorfizmleridir?.

! Bir kromozom zincirinde tek bir niikleotidin bir digeriyle yer degistirmesi sonucunda olusan mutasyonlar
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilirlar.
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Binlerce aday polimorfik gen bulunmaktadir ve hiicre metabolizmasi i¢in 6nemli olan
yolaklarda® rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Genin kodladig: proteinin
fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden 6nemli Olgiide etkilenebilir. Hiicre
metabolizmast i¢in kritik 6nem tasiyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasi g¢esitli
hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar i¢in riski artirmaktadir. Polimorfizme 6rnek
olarak ABO Rh kan grubu, HLA ve sitokin gen polimorfizmleri verilebilir. Giiniimiizde

milyonlarca sik ve nadir goriilen SNP dbSNP bilgi bankasinda rapor edilmistir [58].

Sitokin gen polimorfizimleri de sitokinlerin iiretim diizeyini, reseptorlerine olan afinitesini
ve aktivitelerini etkilemektedir. Uretim, baglanma ve sinyal yolaklarinda genetik nedenle
olusan farkliliklar kisilerin immiin cevaplarmi belirgin sekilde etkilemektedir. Birgok

hastalikta sitokin gen polimorfizmi calisilmis ve hastalik ile iliskileri gosterilmistir.

Sitokin gen polimorfizm etkisinin bobrek naklinde rejeksiyon ile iliskisi iizerine ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Sitokinlerden TNF-a, TGF-B1, IFN-y, lenfotoksin, iL-1, iL-4, IL-6 ve
IL-10 iizerine ¢alisma yapilan polimorfizmlerdir [1, 10, 156-161]. Ancak TNF-o, IL-10,
IL-6 ve IFN-y’nin genetik varyasyonlar1 ve nakil iliskisi ise ¢ok daha fazla arastirmaci
tarafindan arastirilmistir [58]. IFN-y +874 A/T, UTR5644 polimorfizmi, IL-10 —1082 G/A,
IL-10 —819 C/T polimorfizmi, IL-10 —592, 571 C/A polimorfizmi, IL-2 -330 T/G
polimorfizmi, iL-4 —590 T/C polimorfizmi, iL-6 —174 G/C polimorfizmi, TGF-B +869
C/T, +29, LeulOPro, cl10 polimorfizmi, TGF-p +915 G/C, Arg25Pro, +74, c¢25
polimorfizmi, TNF-a —308 G/A, TNF 1/2 polimorfizmi {izerine ¢aligma yapilarak bobrek
naklinde iligkili oldugu bildirilen polimorfizmlerdir [162].

Interlokin 10 (Interleukin-10; IL-10) polimorfizmi

IL-10 antiinflamatuvar bir sitokindir. Immiin tolerans gelisiminde ve proinflamatuvar
sitokin iiretiminin azaltilmasina yardimci olmaktadir. B hiicre aktivasyonu i¢in énemli bir
faktordiir. Alici T hiicre aktivasyonunu ve allogenik reaksiyonlart minimize eder. iL-10
geni i¢inde, promotor bolgede -1082 (A/G), -819 (C/T), -592 (C/A) pozisyonlarindaki

polimorfizmler, uyarilmis l6kositlerde farkli diizeylerde IL-10 iiretimi ile iligkili

1 DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal iletimi vb.
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bulunmustur [58, 159]. -1082G, -819C, -592C alelleri, “yiiksek diizeyde IL-10
tireticisi”dirler [163].

Tumor Nekroz Faktor-o (Tumor necrosis factor-a; TNF-a) polimorfizmi

TNF-a, multifonksiyonel proinflamatuvar bir sitokindir ve genellikle otoimmiin hastaliklar
ve yaygin inflamasyonun baslangic asamasi ile iliskilidir. Ozellikle ndtrofil ve makrofaj
fonksiyonlarini uyarir, inflamasyonda anahtar sitokin olarak gorev alir [149] ve geg tip
asir1 duyarlilik yanitinin artmasina katilir. Makrofaj aktivasyonunu MHC smif II antijen
ekspresyonunu arttirarak uyarir, bobrek ve karaciger transplantasyonunun akut ve kronik
reddinde etkilidir [58]. Ang II’nin monositlerde NF-kB aktivasyonu ve fibroblastlardan
TNF-a tretimini indiikledigi, TNF-a ve TGF-B’nin ekspresyonunun Ang II tarafindan
artirlldigi, ACE inhibitorleri ve Ang Il antagonistleri tarafindan proinflamatuvar sitokin

tiretiminin inhibe edildigi bildirilmistir [164].

Gebelikte preeklempside AT1R-Ab iiretiminin TNF-a, IL-17 ve iL-6 salimimma yol agarak
hipertansiyona neden oldugu bildirilmistir [163-164]. TNF-a’daki polimorfizmin
fonksiyonel etkileri gosterilmistir. Promotor bolgedeki -308 (-308G/A) pozisyonundaki
SNP bolgesinin, invitro protein ekspresyonu ve transkripsiyonunun artisi ile iliskili oldugu

saptanmigtir [165-166].

Interlokin 6 (Interleukin-6: IL-6) polimorfizmi

IL-6 hem proinflamatuvar hem antiinflamatuvar etki gdsteren bir sitokindir. T-hiicre
farklilagmasiin 6nemli bir belirleyicisidir. Dogal ve adaptif immiin yanita katilan birgok
hiicre tipi tarafindan olusturulsa da anlamli olarak Th2 lenfositler tarafindan sekrete edilir.
Preeklempsi iizerine yapilan calismalarda hipertansiyon patogenezinde IL-6/AT1R-Ab
etkilesiminin 6nemli oldugu [167], AT1R-Ab ve renin aktivite artis1 ile olusan IL-6
yiiksekligi ve bobrek fonksiyonlarinda azalma nedeniyle hipertansiyon yaniti olustugu
[168-169] bildirilmistir. Bu yiizden, IL-6> nmin tocilizumab kullanilarak inhibisyonunun,
ATI1R-Ab’nin etkilerini, sadece B hiicrelerini ve plazma hiicrelerini modiile eden antikor
dretimini azaltma yoluyla degil, ayrica inflamatuvar yanitlar1 yatistirarak da

degistirebilecegi, ek olarak plazma hiicrelerinin bartezomib ile modiile edilmesi ile AT1R-
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Ab iiretiminin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir [167]. Nitekim 2017 yayinlanan ¢alismada
DSA ve ATI1R-Ab pozitifligi olan bir vakada kombinasyon tedavisine Bortezomib
cklenerek rejeksiyon gelisiminin tedavi edildigi bildirilmistir [170].

Promotor boélgede -597(G-C), -572(G-A), -174(G-C) bolgelerinde 3 polimorfizm
mevcuttur. Fonksiyonel analizler IL-6 transkripsiyonel regiilasyonu iizerinde bu SNP’ler
arasinda ortak etkiler gdsterir. -174 pozisyonunda G aleli, IL-6 plazma diizeyinin artmasi
ile bagimsiz olarak iliskilidir [171] ve -174G/C polimorfizmi IL-6 iiretimini arttirmaktadir
[58]. 2015 yilinda yayinlanan bir ¢alismada evre 2-5 kalp hastaligi olan hastalarda yiiksek
IL-6 yiiksek serum konsantrasyonu ve -174 G/C polimorfizmi saptanmis ve bu
polimorfizm yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskilendirilmistir [172]. Ama bazi
calismalarda iliski saptanamamustir [173].

Transforming growth factor- f1: (TGF-B1) polimorfizmi

TGF-B1, T hiicre aktivasyonunu inhibe eden immiinoregiilator bir sitokindir. Bir¢ok hiicre
tipinin farklilastirilmasi, apoptozis ve proliferasyon regiilasyonunda gorevli ¢ok giiclii bir
antiinflamatuvar sitokindir. Profibrotik siire¢ aktivasyonundaki gorevi nedeniyle kronik

rejeksiyonda 6nemlidir [149].

TGF-B1’in kolajenaz sentezini azaltip, proteaz inhibitdr sentezini arttirarak, ¢esitli hiicre
tipleri tarafindan kolajen {iretimini arttirdig1 ve bu yoldan fibrozis olusumuna neden oldugu
bilinmektedir. TGF-B1 gen polimorfizmi 6zellikle +869 ve +915 pozisyonundadir ve
sitokin iretimini modifiye eder. Gen polimorfizmi ile akciger transplantasyonlari
sonrasinda goriilen fibrozis iligkili bulunurken, kalp transplantasyonlarinda sonuclarin
farkl1 oldugu goriilmektedir. Diger taraftan kalp transplantasyonu yapilan erigkin ve
cocuklarda, renal fonksiyonlarin gecikmesinin ve bozulmasinin TGF-1 gen polimorfizmi
ile iligkili oldugu goriilmektedir [174]. Baz1 ¢aligmalarda da polimorfizm iliskisine ait

celiskili sonuglar bulunmaktadir [173].

Interferon-gama (Interferon—VY: iIFN- V) polimorfizmi
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IFN- Y, adaptif ve dogal immiin yanit ile olduk¢a yakindan iliskili proinflamatuvar bir Th1
sitokindir. Aktive CD4+ hiicrelerden iiretilir ve ana rolii antiinfektif ve antitiimor immiin
yanittir. Hem antirejeksiyon hem de prorejeksiyon sitokindir. HLA molekiillerinin

ekspresyonunu artirir ve hasarlanmis organda mikrovaskiilarizasyonu indiikler [149].

Sitokin gen polimorfizminin arastirilmasi, rejeksiyon ve greft fonksiyonlar1 iizerine yeni
bilgiler eklerken, ayni zamanda istenmeyen sonuglardan korunmak i¢in de yol
gostermektedir. Bobrek nakli dncesinde yapilan doku uyum testlerine ek olarak sitokin gen
polimorfizminin de incelenmesi, rejeksiyon sikliginin azaltilmasi yoniinde yardimci

olabilir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Calisma Hazirhg:

3.1.1.Materyal

Calismada kullanilan materyal olarak kitler, cihazlar ve sarf malzemeleri asagidaki

boliimlerde gruplandirilarak anlatilmastir.

3.1.2.Kitler

Kullanilan kitlerin, kullanim amaci, markalart ve iiretim yerleri ¢izelge 3.1°de

gOsterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kitler

Kitin adx Kullanim amaci Markasl ve iiretim yeri
EZ1 DNA Blood 200 pl Kit DNA izolasyonu Qiagen, Hilden, Almanya
Cytokine Genotyping Tray Sitokin gen polimorfizm ¢aligmasi One Lambda, Canoga Park, CA, ABD

EIA for Quantitative Determination of anti- | ELISA ile  AT1R  Antikor | One Lambda, Canoga Park, CA, ABD

Angiotensin Il Receptor 1 (AT1R)- Antibodies
¢aligilmasi

3.1.3.Cihazlar

(Calisma sirasinda kullanilan cihazlar ¢izelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Kullamim Amaci Cihazin markasi, modeli SERIi NO
ELISA plaklarmnin Euroimmun / Asys Expert
Standart ELISA okuyucusu 28493
okunmasti plus
Mikroplakalarin Euroimmun / Asys Expert
ELISA yikayici 28493
hazirlanmasi plus

(+4) Sogutucu-1 Orneklerin saklanmasi Beko / BK9610M 0910492210




Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar (Devam)

Cihazin Adx

Kullanim Amaci

Cihazin markasi, modeli

SERi NO

(+4) Sogutucu -2

Orneklerin saklanmasi

Beko / BK9610M

1010088502

(+4) Sogutucu -3

Orneklerin saklanmasi

Beko / BK9610 NFY

14-100883-04

(-20) derin dondurucu 2

Orneklerin saklanmasi

Beko / D7215SMF

09-103434-11

(-20) derin dondurucu-3

Orneklerin saklanmasi

Ugur / UDD 500 BK

(-20) derin dondurucu -4 Orneklerin saklanmasi Argelik / 2572D 0410199307
(-20) derin dondurucu -1 Orneklerin saklanmasi Beko / D7215SMF 09-101464-10
. . . 4089260995001
(-80) derin dondurucu -1 Orneklerin saklanmasi Wisecryo / WUF400
. . Panasonic/MDF-U 53865-
(-80) derin dondurucu -2 Orneklerin saklanmasi 12100066

PE

Mini Santrifiij / Vorteks-1

Ornek hazirlanmasi

Biosan / FVL2400N

010202-1203-

0155
. ) 010202-1111-
Mini Santrifiij / Vorteks-2 Ornek hazirlanmasi Biosan / FVL2400N 1121
-3 Ornek hazirlanmasi Biosan/ V1 580705114
VORTEX-4 Ornek hazirlanmasi LMS / VTX 3000L VTX09010106
Hassas Terazi Ornek ¢alisilmast Kern / PFB-3000-2 WF136156
. Merck Millipore / Direct-
Saf distile su damutici cihaz Ornek ¢aligilmasi FAPA39770
Qo3uvVv
DNA izolasyon cihazi Ornek ¢alisiimasi Qiagen / GENO M6 0505F0837
. Maestrogen Nano / MN-
Spektrofotometre Ornek ¢aligilmasi 013 436020166118
PCR Kabin Ornek calisiimasi Scanlaf / Titan 1090188
Palm Cycler PCR/PCR 1 Ornek calisilmasi Corbett Research / CG1-96 C060831
Labcyler PCR/ PCR 2 Ornek calisiimasi Sensquest / Labcycler 1123280171
Labcyler PCR/PCR 3 Ornek calisiimasi Sensquest / Labcycler 1124230191
Mini shaker Ornek hazirlanmasi Euroclone / ENB101S 13N101S004
Mini shaker Ornek hazirlanmasi Biosan / MR1 N038224
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Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar (Devam)

Cihazin Adx Kullanim Amaci Cihazin markasi, modeli SERI NO
Mikrosantrifiij Ornek hazirlanmasi Hermle / Z 233-MZ 51130055
Santrifiij Ornek hazirlanmasi Niive / NF800 03-2180
UV Transilluminator Ornek ¢alisiimasi Wealtec Uvw200199
UV Transilluminator .
(Gériintillemeye bagh) Ornek caligilmasi Cleaver UVTS10104010

Elektroforez Ornek ¢alisilmasi Wealtec/ Elite3000 E3W0447
Mikrodalga Firin Ornek hazirlanmasi Beko / MD1500 200091206

Gortintiileme Cihazi

Ornek ¢alisiimasi

Clevaer / DI-HD

(G10-100726040

Otomatik Pipet (100-1000 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340562885
Otomatik Pipet (100-1000 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340562884
Otomatik Pipet (20-200 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340552192
Otomatik Pipet (20-200 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340552196
Otomatik Pipet (10-100 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 240540756
Otomatik Pipet (10-100 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 240540752
Otomatik Pipet (2-20 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340530110
Otomatik Pipet (2-20 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340530130
Otomatik Pipet (0.5-10 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 340520017
Otomatik Pipet (0.5-10 uL) Ornek hazirlanmasi HTL 940520324
Otomatik Pipet (10-100uL) .
Ornek hazirlanmasi Ependorf 4392039
(8 kanallr)
Otomatik Pipet (0.5-50uL) .
Ornek hazirlanmasi HTL 951220045
(8 kanallr)

3.1.4.Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ¢izelge 3.3, 3.4 ve 3.5’de belirtilmistir.




Cizelge 3.3 Kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad1

Marka

Uretim yeri, Lot no:

Rekombinant Taq polimeraz

Recombinant Taq polymerase,

Thermo Scientific, (5 U/uL)

Carlsbad,
EP0402

California,

ABD;

DNA ladder Olerup SSP ® DNA Size Marker, | Stockholm, Isveg; 1D0

(20 ng/pl)
Agaroz SeaKem® LE Agarose, Lonza Rockland, ABD; 0000410527
Tris Borate EDTA (TBE) | BioWhittaker® 10X TBE, Lonza | Verviers, Belgika; 4AMB105
Tamponu
Etidyum Bromiir Olerup SSP® Ethidium Bromide | Stockholm, Isvec; Lot no:89V

Dropper Bottle
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ATI1R antikor belirlenirken kullanilan ticari ELISA Kitinin igerdigi kimyasallar1 ¢izelge

3.4.’da verilmistir.

Cizelge 3.4 ELISA kiti i¢inde bulunan kimyasallar

EIA-AT1R
Tanim _

Katalog no Icerigi
Mikro titre seritleri, AT1R kaplamali ATP-MS 12x8
Yikama tamponu (10x) ATP-WB 50 ml
Numune Seyreltici, kullanima hazir ATP-SD 50 ml
Konjugat Seyreltici, kullanima hazir ATPN-CD 14 ml
Kalibrasyon Standartlari, kullanima hazir ATP-CS1 1ml
(2.5-5-10-20-40 U/ml) ATP-CS2

ATP-CS3

ATP-CS4

ATP-CS5
Pozitif Kontrol, kullanima hazir ATP-PC 1ml
Negatif Kontrol, kullanima hazir ATP-NC 1ml
Anti-hiiman IgG, HRP konjugati, 100x kalibrasyon | ATP-IGG 1ml
TMP substrat, kullanima hazir ATP-TMB 12 ml
Stop soliisyonu, kullanima hazir (0.5 M siilfiirik | ATP-SS 12 ml
asit)
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Sitokin polimorfizmi igin kit i¢inde bulunan ve kullanilan materyal g¢izelge 3.5.°de

verilmistir.

Cizelge 3.5 Sitokin polimorfizm kit igerigi (kimyasal ve malzeme)

Kit icerigi Miktar
96 kuyucuklu mikrotiter plak, her reaksiyon kuyusunda kurutulmus primerler 4 adet/kutu
D-mix (180 pl her birinde) ANTP-buffer mix 24 tiip/kutu
Tray seals 6 adet/kutu

3.1.5.Sarf malzemeleri

Kullanilan sarf malzemeleri ¢izelge 3.6’de gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Sarf malzemeleri

Sarf malzemesi ad1 Marka, iiretim yeri
Distile Su (Distile Su Cihaz1) Merck Millipore, ABD
Meziir Pyrex, Almanya
Steril Filtreli Pipet Ucu (10, 20, 100, 200, 1000 pL) Axygen, Almanya
Ornek Saklama Kutulart Isolab, Almanya
Otomatik Pipet Tekli ve Coklu (10, 20, 100, 200, 1000 uL) HTL, Polonya
8 ml Jelsiz Ornek Tiipii (Biyokimya Tiipii) Becton Dickinson, ABD
3 ml EDTA’lI1 Ornek Tiipii (CBC Tiipii) Becton Dickinson, ABD
Tiip Standi Isolab, Almanya
Elektroforez Jel Sistemi (Yiriitme Tanki, Jel Tepsisi, Jel Taraklari) Olerup, Isvigre
Plastik Ornek-Soliisyon Tiipleri (2, 5, 15, 50 ml) Isolab, Almanya
Steril enjektor (10, 50 ml) Hayat, Tirkiye

3.2.Calisma Grubu

Calisma grubu ve 6zellikleri asagidaki bolimlerde belirtilmistir.
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3.2.1.Calisma etik kurul onay1 ve onamlar

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Proje no: KA14/329) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir. Etik kurul onay1 Ek-1" de sunulmustur

Calisma grubuna alinan hasta ve goniilliilere gerekli bilgiler verilerek onamlar1 alinmis ve

ornegi Ek-2 ve Ek-3’de sunulmustur.

3.2.2.Calisma grubunun 6zellikleri

Calismaya dahil edilen denek sayisi, cinsiyet dagilimi, yas dagilimi, prognoz ve nakil icin

dondr degiskenleri ¢izelge 3.7 de verilmistir.

Calisma 100 hasta ve 50 saglikli kontrol olmak tizere toplam 150 denek [44 kadin (%29,3),
106 Erkek (%70,7)] ile yapilmistir. Hasta grubu Baskent Universitesi Adana Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi ABD’de 2010-2016 yillar1 arasinda bobrek nakli olmus

olgulardan se¢ilmistir.

Hasta grubunun olmak tizere 73 tanesi (%73) erigkin (21 kadin, 52 erkek; ortalama yas
38,3+11,5 yil; 19-68 yas), 27 tanesi pediatrik (8 kadin, 19 erkek; ortalama yas 13,0+4,7 y1l;
3-18 yas) olmak lizere bobrek nakli yapilan hastalardir (29 kadin, 72 erkek; ortalama yas
33,8+14,4 yil).

Saglikli kontrol grubu ise 50 goniilliiden (15 kadin, 35 erkek; ortalama yas 38,8+8,8 yil)
olugmaktadir. Saglikli kontrol grubu tibbi sorgulama ve fizik muayene ile degerlendirilerek
herhangi bir hastalig1 olmayan, asagida belirtilmis olan dahil edilme ve ¢aligmadan dislama

kosullarina uygun olarak se¢ilmis goniillii kisilerden olusmaktadir.
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Cizelge 3.7 Calisma grubunun dagilim 6zellikleri

Parametre n %
Erkek 106 70,7
Cinsiyet
Kadin 44 29,3
Hasta grubu Erigkin 73 48,7
Calisma grubu dagilim Pediatrik 27 18,0
Saglikli kontrol Eriskin 50 33,3
Erigkin Erkek 52 71,2
- Kadin 21 28,8
Hasta grubu cinsiyeti _
Pediatrik Erkek 19 70,4
Kadin 8 29,6
- Erkek 35 70
Kontrol grubu cinsiyeti
Kadin 15 30
Normal seyir 69 46,0
Prognoza gore dagilim Rejeksiyon 31 20,7
Saglikli kontrol 50 33,3
Canli nakil 69 69
Nakil icin donér dagilimi _
Kadavra nakil 31 31
Erkek 48 48
Nakillerde donor cinsiyeti
Kadin 52 52
Rejeksiyon yok 70 70
Akut hiimoral rejeksiyon 9 9
Nakil sonrasi rejeksiyon B
Akut hiicresel rejeksiyon 14 14
durumuna gore hasta
Akut hiicresel+hiimoral rejeksiyon | 4 4
dagilhm _
Infeksiyon 1 1
Kronik rejeksiyon 2 2
Esten nakil 5 7,2
Cocuktan nakil 1 14
Canl nakillerde donor Kardesten nakil 24 34,8
yakinhg Babadan nakil 9 13,1
Anneden nakil 22 31,9
Diger yakindan nakil 8 11,6
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Hastalarin calismava dahil edilme kosullari

Nakil sonrasi takiplerinin merkezimizde yapilmasi, nakil sonrasi herhangi bir malignite

saptanmamis olmasi ve zihinsel ve kognitif bozukluk olmamasi olarak belirlenmistir.

Hastalarin calismadan dislanma kosullari

Hastalarin tedaviyi hekimin bilgisi olmadan kesmesi, aksatmasi veya degistirmesi,

malignite saptanmasi hastalarin ¢alismadan diglanma kosullar1 olarak kabul edilmistir.

Saglikli kontrol grubunun calismaya dahil edilme kosullari

Herhangi bir tedavi gerektiren hastaliginin olmamasi ve zihinsel ve kognitif bozuklugun

olmamasi kontrol grubu se¢iminde ¢aligmaya dahil edilme kosullar1 olarak belirlenmistir.

Yukarida belirtilmis olan kosullara gore ¢alismaya dahil edilen kisilerde yeni bir diglama

kosulu ortaya ¢iktig1 zaman ¢alismadan ¢ikarilmistir.

Hastalarin klinik izlemi ve takibi

Hastalar Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi
ABD’de bobrek nakli yapilarak, Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Pediatrik Nefroloji ve/veya Erigskin Nefroloji BD’ de takip edilmistir.

Hasta takibinde fizik muayene, laboratuvar testleri kullanilmigtir. Laboratuvar testleri
olarak hemogram, idrar iire, kreatinin, kan iire azotu ile takip edilmistir. Takipte bobrek
fonksiyon testlerinde bozulma, idrar ¢ikisinda degisiklik gozlenen ve klinik bulgularla
rejeksiyon diisiiniilen hastalara ayrintili laboratuvar testleri, %PRA tarama ve tanimlama,
biyopsi (hiicresel ve hiimoral rejeksiyon bulgular1) uygulanmistir. Tim parametrelerin

hepsi beraber degerlendirilerek rejeksiyon tanist konulmustur.
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3.3.Calisma Metodu

3.3.1.Kan 6rnegi toplanmasi

Bobrek nakli yapilmis olup durumu istikrarli olan hastalardan nakil dncesi ve nakil sonrasi
donemde olmak iizere 2 kez, rejeksiyon gelisenlerde ise nakil Oncesi, nakil sonrast ve
klinik ve/veya patolojik olarak kanitlanmis rejeksiyon atagi doneminde olmak iizere 3 kez
rutin tetkikleri i¢in alinmis olan kan Orneginden ayrilan 1 ml serum 6rnegi ve 0,5 ml

EDTA’l kan 6rnegi kullanildi.

Saglikli goniilliilerden onam alindiktan sonra asepsi kosullarina uyularak 1 defaya mahsus
olmak tiizere antekiibital venden 2 tiip (1 adet EDTA’l1 tiipde 2 ml ve 1 adet biyokimya

tiipiinde 5 ml) kan 6rnegi alinarak kullanildi.

3.3.2.Kan orneklerinin saklanmasi ve ¢calisma oncesi hazirlanmasi

Tim c¢alisma siiresince hastalarin ve goniillillerin kan O6rnekleri toplandi. Biyokimya
tiipiindeki ornekler santrifiijde 3500 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra elde edilen
serumlar 2 mI’lik plastik ependorf tiiplerine ayrildi.

EDTA’ tiipe alinan 6rnekler yine 3500 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
plazma 2 ml’lik plastik ependorf tiiplerine ayrildi. Elde edilen serum/plazma ornekleri
caligmaya kadar -20 ve -80°C de dondurucularda saklandi. Calisma Oncesi derin

dondurucudan ¢ikartilarak +4 °C de sogutucuda saklandi.

3.3.3.Genomik DNA izolasyonu

EDTA’l tiipe alinmis olan hasta ve saglikli goniillii kanlarindan otomatize sistem GENO-
VISION GENOM™ -6 cihaz1 kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. 200 ul kan ile islem
yapan reagent kartuslar1 kullanildi. iki tabladan olusan cihazin arkada bulunan ¢alisma
tablasina ticari olarak hazir bulunan reagent kartuslar yerlestirildi. 4 ayr1 kuyu iceren

ondeki tablaya 6nden arkaya sirali olmak iizere; 1 numarali kuyuya 1.5 ml' lik elution tiipi,
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2 numarali kuyuya tip holders ve igine filter tip, 4 numarali kuyuya 2 ml’ lik sample tiip ve
bu tiip igine izole edilecek EDTA’l1 tiipten 200 pL kan filtreli pipetle alinarak konuldu
(Resim 3.1). Calisma prosediiriine uygun olarak 3 numarali kuyu bos birakildi. Tablalar
uygun numuneler eklendikten sonra cihaza kullanma talimatina uygun olarak yerlestirildi
ve cihaz ¢alistirildi. DNA izolasyonu tamamlaninca 1. kuyudaki elution tiipte izole edilen
DNA orneklerinden DNA konsantrasyonu o6l¢iildii. A260/A280 orani 1,65-1,80 arasinda
olacak sekilde saflastirilan ve final DNA konsantrasyonu 200 ng/ul olan DNA o6rnekleri

iireticinin talimatlar1 dogrultusunda ¢aligmaya kadar -20 °C sakland.

Resim 3.1 DNA izolasyonu i¢in kullanilan 6rnek tiipler

3.3.4.Sitokin gen polimorfizmi caliymasi

Izole edilen genomik DNA 6rnekleri TGF-B1, TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-Y icin diisiik, orta
ve yiiksek sitokin salinimiyla uyumlu polimorfizm bélgelerinin belirlenmesini saglayacak
ticari sitokin gen polimorfizm kiti “Cytokine Genotyping Tray” (One lambda, Inc.,
CanogaPark, CA, ABD) kullanilarak, PCR-SSP?! yéntemi ile cogaltilip belirlenen sitokinler

icin polimorfik bolgeler saptandi.

! Klasik bilgilere gére PCR, hedef DNA dizisinin enzimatik olarak gogaltilmasi ile bir DNA molekiiliiniin
¢ok sayida kopyalarmin olusturulmasina izin veren bir tekniktir. PCR-SSP sekansa 06zgiin primerler
kullanilarak uygulanir. 1992 yilinda Olerup, 1995 yilinda Bunce tarafindan tanimlanmistir. Calismada tek
ornekle es zamanli ¢ok sayida test yapilir. Her test sadece 6zgiin sekansin varligi ya da yokluguna gore
degerlendirilir. Bu testte Taq DNA polimeraz aktivitesi dnemlidir. Bu enzim kullanilarak primerler, hangi
alel i¢in hazirlanmigsa DNA’nin o aleli tasiyan kismina baglanarak thermal cycler cihazinda PCR
reaksiyonunun baglamasini saglar. Primerin 6zgiin oldugu DNA segmenti varsa ¢ogalma gerceklesir. Her
reaksiyon plak/tiipiine kontrol olarak 6zgiin primer set eklenir. Bu kontrol seti genelde ubiquitinli hiiman f
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Uygulanan test asamalart;

1.Test baslangicinda kit igcinde bulunan D-mix soliisyonu ve DNA ornekleri
sogutucudan ¢ikarilarak oda sicakligina (21 °C) getirildi. DNA o6rneklerini i¢eren
tipler vorteks ile karistirildi.

2.20 °C de derin dondurucuda saklanan rekombinant Taq polimerazdan pipetleme
cihaz1 ve pipet kullanilarak her bir D-mix tiipine 5 U/ul eklendi. Taq polimeraz
eklenen D-mix tiipleri 5 sn vorteks ile karistirildi.

3.Pipetleme cihazi kullanilarak her bir rekombinant Tag polimeraz eklenmis olan D
mix tipliine 19 pL DNA eklendikten sonra tiipler yeniden 5 sn vorteks ile
karigtirildu.

4.icine DNA ve Taq polimeraz eklenmis olan D-mix tiiplerinden 10 pL 6rnek capraz
kontaminasyondan kag¢inilarak pipetleme cihazi ile ¢ekilerek primer set traydeki her
bir reaksiyon kuyusuna (negatif kontrol harig) eklendi.

5.Primer set traydeki negatif kontrol olan reaksiyon kuyularina 1 pl distile su ve 9 puL
D-mix pipet ile eklenerek 10 pL’ye tamamlandi.

6.Kuyulara DNA ekimi tamamlandiktan sonra, PCR’da kayb1 6nlemek i¢in primer set

tray tizeri seal ile kapatilarak miithiirlendi (Resim 3.2).

Resim 3.2 Hazirlanmis olan primer set tray 6rnegi

7.Hazirlanmis olan primer set tray thermal cycler cihazina yerlestirildi (Resim 3.3)

globiilindir. Pozitif reaksiyon olan tiiplerde 2 adet gen goriiniirken negatif reaksiyon olan tiiplerde sadece
kontrol i¢in kullanilan gen goriiniir. Negatif ve pozitif reaksiyon jel (%2 agaroz jel) elektroforez yontemiyle
belirlenir. UV 15181 altinda “ethidium bromide” ile boyanmis DNA bantlar1 goriintiilenir.
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Resim 3.3 PCR cihazina yerlestirme

8.Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda thermal cycler cihazi i¢in PCR programu cizelge

3.8’da verilmis olan adimlar olarak diizenlendi.

Cizelge 3.8 PCR programi
Sikluslar Adim Sicaklik (°C) Zaman (sn)
1 1 96 130
2 63 60
9 1 96 10
2 63 60
20 1 96 10
2 59 50
3 72 30
Bitis 1 4

9.2.5% Agaroz Jel Hazirlanmasi: 50 ml TBE (Tris Borate EDTA) ve 950 ml distile su
eklenerek %5’lik TBE soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan  %5’lik  TBE
soliisyonundan 100 ml igine 2 g agaroz eklenerek erlene konulup mikrodalga
firmda 5 dk 350 watt ile 1sitildi. Isitilan agaroz+ TBE soliisyonu igine ethidium
bromide (Olerup SSP® Ethidium Bromide Dropper Bottle) eklenerek jel tepsisine
dokiildi. 10 dk sonra hazir hale gelen agaroz jel, tizerine TBE solusyonu eklenmis
elektroforez tanki i¢ine alindi.

10.Jel Elektroforezi: Elektroforez tanki i¢ine alinan %2,5 agaroz jel plak iizerine PCR
cithazindan cikartilan 6rnekler her bir pipette 10 pL {irtin olmak tizere 8 kanalli
multipipetlerle pipetleme cihazi kullanarak sirayla transfer edildi. 5 uLL DNA ladder
uygulamasi sonrasi elektroforez cihazinda 160 volt, 400 amper ile 16 dk yiiritiildi
(Resim 3.4).
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Resim 3.4 Elektroforez cihazina yerlestirilmis jel

11.Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV transilluminatére transfer edildi. Jel
izerindeki reaksiyonlar sekil 3.1°de gosterildigi gibi ¢ift bant (internal contral band
ve positive typing band) gbézlenen 6rnekleri pozitif, tek bant (internal control band)
gozlenen Ornekler negatif olarak kabul edildi ve fotograflandi (Resim 3.5).
Amplifikasyon saptanmayan Ornekler tekrar calisildi. Pozitif ve negatif bantlar
belirlendikten sonra tireticinin belirlemis oldugu degerlendirme formu kullanilarak
sitokin polimorfizmleri degerlendirildi.

12.Islem tiim hasta ve saglikli kontrol grubu tamamlanana kadar tekrarlandu.

Gel Interpretation*
Positive  Negative Non-
Reaction  Reaction amplification

Well | 1 1 | |

Internal Control Band
Positive Typing Band

Primer Band

Sekil 3.1 Elektroforez jel goriintiilerinin degerlendirilmesi
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Resim 3.5 Caligilmus elektroforez jel goriintii 6rnekleri

Calisilan polimorfizmler: TNF-a (-308 G/A), TGF-B1 (C/T codon 10, C/G codon 25), IL-
10 (-1082 G/A, -819 T/C, -592 A/C), iL-6 (-174 G/C), ve IFN-Y (+874 A/T) dir. Calisilan
polimorfizmlerin degerlendirilmesinde iretici talimati iizerine bos hali Ek-4 ve veri

eklenmis hali EK-5 de sunulan degerlendirme formu kullanildi.

Bu formun degerlendirilmesinde dikkate alinan 6zellikler asagidadir:

1)TNF-o promoter bdlgenin -308 pozisyonunda G veya A niikleotidinin bulunmasina gore
ti¢ farklh genotip ve iki fenotip olarak degerlendirildi. G/G diisiik salinim (tiretici), G/A
ya da A/A yiiksek salinim (iiretici)

2)TGF-B1 hem kodon 10 T veya C, hem de kodon 25 T veya C deki tek niikleotid
mutasyonlarina gore dokuz genotip, li¢ farkli fenotip olarak degerlendirildi. T/T G/G
ve T/C G/G yiiksek salinim (iiretici), T/C G/C, C/C G/G ve T/T G/C orta salinim
(tiretici), C/C G/C, C/C C/C, T/T C/C veya T/C C/C diisiik salinim (iiretici)

3)IL-10 promoter bdlgenin -1082, -819, -592 pozisyonlarindaki bes farkli mutasyon ile alt1
farkli genotip ve ¢ farkli fenotip olarak degerlendirildi. GCC/GCC yiiksek
salinim(iiretici), GCC/ACC ve GCC/ATA orta salimim (iiretici), ACC/ACC,
ACC/ATA ve ATA/ATA diisiik salinim(iiretici)

4)IL-6 polimorfizmi promoter bdlgenin -174 pozisyonunda tek niikleotid modifikasyonu
ile G veya C niikleotid varligina gore ii¢ genotip ve iki fenotip olarak degerlendirildi.
G/G ve G/C ytiksek salinim (iiretici), C/C diisiik salinim (iiretici)

5)IFN-Y +874 pozisyonunda intron 1 bdlgesinde T ya da A niikleotid varligma gére iig
farkli genotip ve ii¢ farkli fenotip olarak degerlendirildi. T/T yiiksek salinim (iiretici),
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T/A orta diizey salinim (iiretici) ve A/A diisiik salinim (iiretici) olarak kabul edildi.

Elektroforez jel goriintiileri tizerinden sitokin gen polimorfizm varliginin

degerlendirilmesi birer 6rnek ile Ek-6 da sunulmustur.

3.3.5.ELISA ile AT1R antikor ¢calismasi

ATIR antikor Ol¢timii ELISA yoOntemiyle yapildi. Ticari olarak temin edilen “Anti-
Anjiotensin I Reseptdr Alt Tipi I Antikorlarinin nicel olarak belirlenmesi i¢in ELISA
immunoassay (EIA)” (One lambda, Inc., Canoga Park, CA, ABD) ! kiti kullanildu.

Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda uygulanan test asamalar:

1.Tiim reaktiflerin kullanimdan 6nce oda sicakligina erigsmesi saglandi.

2.Y1ikama tamponu distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek kullanildi (50 ml + 450 ml
su). Seyreltilmis soliisyon 2-8°C’de stabil olarak test boyunca saklandi.

3.HRP (Horseradish peroxidase) konjugati konjugat seyreltici ile 1:100 oraninda
seyreltildi (50 pl + 4950 pl konjugat seyreltici). Gereken konjugat soliisyonu
miktar1 taze olarak hazirlandi.

4 Kit igerinde mevcut olan kalibrasyon standartlari 1-5, pozitif kontrol, negatif kontrol,
numune seyreltici, konjugat seyreltici, TMB substrati ve stop sollisyonu hazir

olarak kullanildi (resim 3.6 daki gibi yerlestirildi).

1 Bu test insan serum ve plazmasinda ATIR karsiti antikorlarin saptanmasi igin gelistirilmis olan bir testtir.
Bu antikorlarin hedef antijen epitop konformasyonu igin gelistirilmis olan hiicre temelli sandvi¢ Enzym
Linked immunosorbent Assay (ELISA) testinin 6zgiilliigii %100, duyarlilig1 %88 olarak kabul edilmektedir.
Bu kitte Anjiotensin II reseptorii, bir mikrotitre plakasi iizerine 6nceden kaplanmistir. Alict serumlari bu
plaklar iizerine eklenerek, Anti-AT1R antikorlar1 ile AT1R’lerin baglanmasi saglanmaktadir. Uzerine HRP
ile isaretlenmis anti-hiiman IgG ATI1R antikorlar1 eklenerek enzimatik reaksiyon ile ortamda bulunan anti
AT1R-AT1R kompleksinden elde edilen kromojenik verilerin spektrofotometre ile okunarak konsantrasyonu
belirlenmektedir. Birinci inkiibasyon sirasinda, numunenin anti-anjiotensin II reseptér 1 antikorlar1 plaka
tizerinde hareketsizlestirilir. Peroksidaz (POD) etiketli anti-hiiman IgG antikoru ile yapilan ikinci bir
inkiibasyonda, enzimatik substrat reaksiyonu, anti-anjiotensin Il reseptér I antikorunun konsantrasyonu
ve/veya aviditesi ile korelasyonlu bir renk yogunlugu olusturmaktadir.
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ST STS 5612 SGL-6. SGL-10  SGL-14
s PK SGL-3 SGL-7 $GL-11 SGL-15
s12 PK 5613 S6L-7 SGL-11  SGL-15
sT3 NK SGL-4. SGL-8. SGL12  SGL16
ST3 NK S6L-4. S6L-8. SG6L-12  SGL-16

ST4 SGL-1 SGL-5. S6L-9 SG6L-13 5617

sT4 SGL-1 SGL5. S6L-9. SG6L-13  SGL-17

Resim 3.6 ELISA plak yerlesimi ve plan1 (Plak 1)
ST: Standart, PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol, SGL: saglikli goniillii

5.Serum ornekleri numune seyreltici ile 1:100 oraninda seyreltildi.

6.Seyreltilmis numuneden, standarttan, kontrolden her hazneye 100 pl pipetle eklenip,
hazneler yapiskan seritle kapatilip 2-8 °C sicaklikta 2 saat inkiibe edildi.

7.S1v1 haznelerden ¢ikartilip, 300 ul yitkama tampon ile 3 kez yikandi. Son yikamadan
sonra ters ¢evrilip temiz bir kagit havlu tlizerine yerlestirilip sivi plakadan ¢ikartildi.

8.Her hazneye 100 pl seyreltilmis HRP konjugati eklenip, hazneler yapigkan seritle
kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

9.Yikama islemi tekrarlanip her hazneye 100 pl TMP substrat solusyonu koyularak
karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi.

10.Daha sonra her hazneye 100 pl stop soliisyonu eklenip absorbansi 30 dk iginde 450
nm’de tespit edilerek 620 nm dalga boyunda okundu (6rnek ELISA plagi resim 3.7

ve 3.8 de verilmistir).

Resim 3.7 ELISA plak 6rnegi 1



80

Resim 3.8 ELISA plak 6rnegi 2

11.Kullanici talimatina gére numuneler en yliksek standarttan daha yiiksek degerler
verdiginde, numuneleri uygun numune seyreltici ile seyreltilip test tekrarlandi.

12.Her kit ile 40 hasta 6rnegi eszamanli ¢alisildi.

Sekil 3.2°de ELISA testinin temeli 6zetlenmistir (kullanim talimatindan alinmustir).

Anti-AT1R Antibody Detection by ELISA

Horseradish Peroxidase (HRP)
Labeled Anti-human IgG Antibody

Anti-AT 1R Antibody

=5

.
’
>
-
>
-
o

&
o
-

AT1 Receptor (AT1R)

Sekil 3.2 ELISA ile AT1R-Ab testinin temeli

13.Sonuglarin  hesaplanmasi1 sirasinda dort parametreli bir lojistik uyum egrisi
olusturulup x ekseni: lineer, anti-AT1R-Ab standart konsantrasyonlart (2,5 U/ml, 5
U/ml, 10 U/ml, 20 U/ml, 40 U/ml), y ekseni: lineer, absorbans olarak kabul edildi

14 Numune konsantrasyonlari bu standart egriden hesaplandi. Her testle birlikte bir

standart egrisi ¢alistirldi. Ornek egri asagida sekil 3.3’de verilmistir.
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0 10 20 an 40
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Sekil 3.3 Anti-AT1R-Ab igin 6rnek konsantrasyon egrisi

15.Veri analizi sirasinda pozitif kontrol beklenen aralikta ve negatif kontrol kesinti
diizeyinden (10 U/ml) kiigiik ise calisma gegerli sayildi. Ureticinin talimatina gore
>17 U/ml olan numuneler pozitifken, 10-17 U/ml olan numuneler riskli; <10 U/ml

olan numuneler negatif kabul edildi.

3.3.6.Veri analizi

Veriler SPSS for Windows 23.0 versiyonu ile analiz edildi. Siirekli degiskenlerin
tanimlayict istatistiklerinde ortalama, standart sapma; kategorik degiskenler say1 ve
yiizdeler ile ifade edildi. Degiskenlerin dagilimi carpiklik (skewness) katsayisi, basiklik
(kurtosis) katsayis1 ve Kolmogorov Simirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren verilerin analizinde parametrik testler, normal dagilim gostermeyen verilerde ise
non-parametrik testler kullanildi. Ikili grup Kkarsilastirmalarinda normal dagilmayan
verilerin analizde Mann Whitney U testi, normal dagilim gosteren verilerde ise Student’s t
testi kullanildi. Ikiden fazla grup ortalamalari arasindaki farkin anlamliligi normal
dagilmayan verilerde Krskall Wallis, normal dagilan verilerde One-Way Anova ile
degerlendirildi. Kategorik degiskenlerin olusturdugu gruplarda gruplar arasi fark Ki-kare
testi ve Liner by Linear Association testi ile degerlendirildi. Tiim hesaplamalar iki uglu

olarak yapildi ve p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Calisma grubu demografik ozellikleri ve rejeksiyon iliskisi

Calisma grubunun yas ortalamas1 31,1+15,9 (pediatrik grubun yas ortalamasi13,0+4,7 ve
erigkin hasta grubunun yas ortalamasi 38,3+11,5) idi. Kontrol grubunun yas ortalamasi
38,8+8,8 idi. Kontrol grubunun yas ortalamasi caligma grubundan daha bilyiik idi
(p<0.001). Pediatrik kontrol grubu olmamasi nedeniyle kontrol grubu yas ortalamasinin
yiiksek olarak saptandig diistiniildii. Caligma grubunun %71,0’u (n=71), kontrol grubunun
%70,0’i (n=35) erkekti; cinsiyet yoniinden her iki grup benzerdi (p=0.899).

Cizelge 4.1 Calisma grubunun prognoz ve rejeksiyon dagilimi

n %

Rejeksiyon durumu

Normal seyir 69 69,0%

Rejeksiyon 31 31,0%
Rejeksiyon tipi

Akut hiimoral rejeksiyon 9 30,0%

Hiicresel rejeksiyon 14 46,7%

Infeksiyon 1 3,3%

Hiicresel ve hiimoral rejeksiyon 4 13,3%

Kronik rejeksiyon 2 6,7%

Nakil yapilan hastalarin %31,0’ inde (n=31) rejeksiyon goriildii (¢izelge 4.1). En sik
goriilen rejeksiyon tipi hiicresel rejeksiyon ve en az infeksiyona bagl rejeksiyon

gorilmisti.



Cizelge 4.2 Prognoz ve rejeksiyon tipine gore yas dagilimi

Yas
Standart
Ortalama Sapma Minimum Maximum
Prognoz
Kontrol 38,8 8,8 22 63
Rejeksiyon 36,4 14,1 9 66
Normal 28,8 16,2 3 68
Rejeksiyon tipi
Akut hiimoral rejeksiyon 40,4 18,3 18 66
Hiicresel rejeksiyon 37,4 8,2 27 56
Infeksiyon 59 59 59
Hiicresel ve hiimoral rejeksiyon 27,3 11,6 18 43
Kronik rejeksiyon 32,0 14,1 22 42
Cizelge 4.3 Cinsiyete gore prognoz ve rejeksiyon tipi dagilimi
Cinsiyet
Kadin Erkek P
N % n %
Rejeksiyon durumu
Normal 26 89,7% 43 60,6%
0.004
Rejeksiyon 3 10,3% 28 39,4%
Rejeksiyon tipi
Akut hiimoral rejeksiyon 1 33,33% 8 29,63%
Hiicresel rejeksiyon 1 33,33% 13 48,15%
Infeksiyon 1 3,7% 0.700*
Hiicresel ve hiimoral rejeksiyon 1 33,33% 3 11,11%
Kronik rejeksiyon 2 7,41%
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*Rejeksiyon olmayan hastalar hesaba dahil edilmedi

Erkeklerde rejeksiyon belirgin olarak kadinlardan daha sik goriilmekteydi (p=0.004).

Rejeksiyon tipi ile cinsiyet arasinda iligski yoktu (p=0.700). Kadinlarda ayn1 oranda akut
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hiimoral, hiicresel ve her ikisinin birlikte goriildiigii 3 rejeksiyon gerceklesti. Erkeklerde en

sik hiicresel rejeksiyon ve bunu akut hiimoral rejeksiyon izlemekteydi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4 Yasa gore prognoz ve rejeksiyon tipi dagilimi

Yas grubu
Pediatrik Eriskin
N % n % p
Rejeksiyon durumu
Normal seyir 24 88,9% 45 61,6%
Rejeksiyon 3 11,1% 28 38,4% 0.009
Rejeksiyon tipi
Akut hiimoral rejeksiyon 1 50,0% 8 28,6%
Hiicresel rejeksiyon 14 50,0%
Infeksiyon 1 36% 0.718
Hiicresel ve hiimoral rejeksiyon 1 50,0% 3 10,7%
Kronik rejeksiyon 2 7,1%
Eriskinde rejeksiyon pediatrik gruba gore daha sik idi (p=0.009) (¢gizelge 4.4).
Cizelge 4.5 Pediatrik ve eriskin hastalarda rejeksiyonun yas ve cinsiyet ile iligkisi
Pediatrik Hasta Eriskin Hasta p
Yas; ort+ss (min-max) 13.0+4.7 (3-18) 38.3+11.5 (19-68)
Cinsiyet; n (%)
Kadin 8 (29.6%) 36 (29.3%) 0.970
Erkek 19 (70.4%) 87 (70.7%)
Rejeksiyon durumu; n (%)
Rejeksiyon 3 (11.1%) 28 (38.4%) 0.009
Normal Seyir 24 (88.9%) 45 (61.6%)

Erigkin yas grubunda rejeksiyon orami %38,4 diizeyinde iken pediatrik yas grubunda
rejeksiyon %11,1 oraninda idi. Eriskin yas grubunda rejeksiyon belirgin olarak daha fazla
idi (p=0.009). Donér tipi ve yakinhiginin rejeksiyon ile iliskisi yoktu, dondr cinsiyetinde
erkek donorlerde rejeksiyon daha sik goriilmiistii (p=0.035) (¢izelge 4.5).
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Cizelge 4.6 Rejeksiyon saptanan hastalarda donor 6zellikleri ile rejeksiyon iliskisi

Rejeksiyon durumu

Normal seyir Rejeksiyon
N % n % p
Donoér tipi
Kadavra 20 64,5% 11 35,5%
0.516
Canli 49 71,0% 20 29,0%
Donor cinsiyeti
Erkek 38 79,2% 10 20,8%
0.035
Kadin 31 59,6% 21 40,4%
Donor yakinhg:
Esi 4 80,0% 1 20,0%
Cocugu 1 100,0%
Kardesi 16 66,7% 8 33,3%
0.403
Babasi 8 88,9% 1 11,1%
Annesi 15 68,2% 7 31,8%
Diger 25 64,1% 14 35,9%

Kadin alicilarda verici cinsiyetinin rejeksiyon ile iliskisi yokken (p=0.527), erkek alicilarda

kadin donorlerde daha sik rejeksiyon goriilmekte idi (p=0.032) (gizelge 4.6).

Cizelge 4.7 Rejeksiyonda cinsiyete gore iliski

Rejeksiyon durumu

Normal seyir Rejeksiyon
Alici Verici N % n % p
Kadin Kadin 13 86,70% 2 13,30% 0527
Erkek 13 92,90% 1 7,10%
Erkek Kadin 18 48,60% 19 51,40%
Erkek 25 73,50% 9 26,50% 0032

Kadin nakil hastalarinda rejeksiyon ile vericinin cinsiyeti arasinda anlamli iligki
saptanmazken, erkek nakil hastalarina kadin vericiden yapilan nakillerde daha yiiksek

oranda rejeksiyon gozlendi (p=0.032) (cizelge 4.7).
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4.2.AT1R-ADb diizeyi ile hastalik seyri iliskisi

Cizelge 4.8 AT1R-AD diizeylerinin ¢aligma grubuna gore dagilimi

ATIR-AD Diizeyi (U/ml)

Negatif (<10) Siipheli (10-17) Pozitif (>17)
N % n % n % p
Yas grubu
Pediatrik 19 70,4% 6 22,2% 2 7,4%
Erigkin 115 93,5% 7 5,7% 1 0,8% <000t
Donor tipi
Kadavra 26 83,9% 3 9,7% 2 6,5%
Canhi 58 84,1% 10 14,5% 1 1,4% 0608
Donor cinsiyeti
Erkek 40 83,3% 7 14,6% 1 2,1%
Kadin 44 84,6% 6 11,5% 2 3,8% 0959
Donér yakinhgi
Esi 5 100,0%
Cocugu 1 100,0%
Kardesi 20 83,3% 4 16,7%
Babas! 7 77,8% 2 22,2% 0520
Annesi 19 86,4% 2 9,1% 1 4,5%
Diger 32 82,1% 5 12,8% 2 5,1%

AT1R-ADb negatif orani erigkin yas alicilarda daha sik goriilmekteydi (p<0.001). AT1R-Ab
diizeylerinin donor tipi, dondr cinsiyeti, dondr yakinlig: ile iligkisi saptanmadi (gizelge
4.8).

Cizelge 4.9 Nakil oncesi, sonrasi ve rejeksiyon sonrasinda AT1R-Ab pozitiflik oranlari

Nakil Oncesi Nakil Sonrasi Rejeksiyonda
ATIR-Ab (U/ml) N % N % N %
Negatif (<10) 86 86,0% 9% 96.0% 3L 100,0%
Siipheli (10-17) 13 13,0% 1 1,0%

Pozitif (>17) 1 1,0% 3 3,0%
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Rejeksiyon goriilen hastalarin tiimiinde nakil sonrasinda ve rejeksiyon doneminde bakilan
AT1R-Ab diizeyi negatif olarak tespit edildi. Cizelge 4.9 ve cizelge 4.10° da gosterildigi
gibi nakil 6ncesi veya sonrasinda bakilan AT1R-Ab pozitifligi ile rejeksiyon durumunun

iliskisi yoktu.

Cizelge 4.10 Rejeksiyon durumuna gore nakil oncesi, sonrasi ve rejeksiyon sirasindaki
AT1R-AD pozitiflik oranlari

Rejeksiyon durumu

Normal seyir Rejeksiyon
N % n % p
Nakil 6ncesi AT1R-Ab pozitifligi
Negatif (<10 U/ml) 61 88,4% 25 80,6%
Siipheli (10-17 U/ml) 7 10,1% 6 19,4% 0.450
Pozitif (>17 U/ml) 1 1,4% - -
Nakil sonras1 AT1R-Ab pozitifligi
Negatif (<10 U/ml) 66  95,7% 30 96,8%
Siipheli (10-17 U/ml) - - 1 3,2% 0.477
Pozitif (>17 U/ml) 3 4,3% - -
Rejeksiyon sonrasi AT1R-Ab pozitifligi
Negatif (<10 U/ml) - - 31 100, %

Siipheli (10-17 U/ml) ; ; ) ]
Pozitif (>17 U/ml ) - - ) ]
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Cizelge 4.11 Cinsiyete gore nakil Oncesi, sonrasi ve rejeksiyon sonrast AT1R-Ab

pozitifligi dagilimi
Cinsiyet
Kadin Erkek
N % n %

Nakil 6ncesi AT1R-AD pozitifligi

Negatif (<10 U/ml) 27 93,1% 59 83,1%

Siipheli (10-17 U/ml) 2 6,9% 11 15,5%

Pozitif (>17 U/ml) - - 1 1,4%
Nakil sonras1 AT1R-ADb pozitifligi

Negatif (<10 U/ml) 28 96,6% 68 95,8%

Siipheli (10-17 U/ml) - - 1 1,4%

Pozitif (>17 U/ml) 1 3,4% 2 2,8%
Rejeksiyon sonrasi AT1R-Ab pozitifligi

Negatif (<10 U/ml) 3 100,0% 28 100,0%

Siipheli (10-17 U/ml)
Pozitif (>17 U/ml)

Cizelge 4.11° de gosterildigi gibi nakil Oncesi, sonrasi ve rejeksiyon sonrasi AT1R-Ab

pozitifligi ile cinsiyete arasinda anlamli bir iliski yoktu.
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4.3.Sitokin polimorfizm ve rejeksiyon iliskisi

Cinsiyete gore sitokin polimorfizm dagiliminda her iki cinsiyette sitokin polimorfizmi

benzer oranlarda goriildii (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 Cinsiyete gore sitokin polimorfizm pozitifligi dagilimi ve karsilagtirmasi

Cinsiyet
Kadin Erkek

n % n % p
TNF-a G/G (Low) 33 75,0% 88 83,0% 0.258
TNF-o G/A (High) 11 25,0% 18 17,0% 0.258
TNF-a A/A (High) - - - - -
TGF-B1 T/T G/G (High) 14 31,8% 31 29,2% 0.754
TGF-B1 T/C G/G (High) 24 54,5% 45 42,5% 0.176
TGF-B1 T/C G/C (Intermediate) - - 3 2,8% 0.556
TGF-B1 C/C G/G (Intermediate) 5 11,4% 21 19,8% 0.213
TGF-B1 T/T G/C (Intermediate) - - - - -
TGF-B1 C/C G/C (Low) 1 2,3% 6 5,7% 0.674
TGF-B1 C/C C/C (Low) - - - - -
TGF-B1 T/T C/C (Low) - - - - -
TGF-1 T/C C/C (Low) - - - - -
IL-10 GCC/GCC (High) 6 13,6% 19 17,9% 0.521
IL-10 GCC/ACC (Intermediate) 10 22,7% 21 19,8% 0.688
IL-10 GCC/ATA (Intermediate) 8 18,2% 18 17,0% 0.873
IL-10 ACC/ACC (Low) 5 11,4% 17 16,0% 0.710
IL-10 ACC/ATA (Low) 10 22,7% 14 13,2% 0.148
IL-10 ATA/ATA (Low) 5 11,4% 17 16,0% 0.873
IL-6 G/G (High) 28 63,6% 70 66,0% 0.665
IL-6 G/C (High) 13 29,5% 29 27,4% 0.786
IL-6 C/C (Low) 3 6,8% 7 6,6% 0.664
IFN-y T/T (High) 6 13,6% 23 21,7% 0.255
IFN-y T/A (Intermediate) 26 59,1% 53 50,0% 0.310

IFN-y A/A (Low) 12 27,3% 30 28,3% 0.991
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Cizelge 4.13 Yas grubuna gore sitokin polimorfizmi dagilimi

Yas grubu
Pediatrik Eriskin

n % n % p
TNF-a G/G (Low) 22 81,5% 99 80,5%  0.906
TNF-a G/A (High) 5 18,5% 24 195%  0.906
TNF-a A/A (High) - - - - -
TGF-B1 T/T G/G (High) 6 22,2% 39 31,7%  0.330
TGF-B1 T/C G/G (High) 15 55,6% 54 439%  0.271
TGF-B1 T/C G/C (Intermediate) 1 3,7% 2 1,6% 0.451
TGF-B1 C/C G/G (Intermediate) 5 18,5% 21 17,1%  0.786
TGF-B1 T/T G/C (Intermediate) - - - - -
TGF-B1 C/C G/C (Low) - - 7 5,7% 0.352
TGF-B1 C/C C/C (Low) - - - - -
TGF-B1 T/T C/C (Low) - - - - -
TGF-B1 T/C C/C (Low) - - - - -
IL-10 GCC/GCC (High) 6 22,2% 19 154%  0.399
IL-10 GCC/ACC (Intermediate) 1 3,7% 30 244%  0.016
IL-10 GCC/ATA (Intermediate) 5 18,5% 21 17,1%  0.786
IL-10 ACC/ACC (Low) 5 18,5% 17 13,8%  0.551
IL-10 ACC/ATA (Low) 5 18,5% 19 154%  0.772
IL-10 ATA/ATA (Low) 5 18,5% 17 13,8%  0.551
IL-6 G/G (High) 17 63,0% 81 659%  0.775
IL-6 G/C (High) 9 33,3% 33 26,8%  0.495
IL-6 C/C (Low) 1 3,7% 9 7,3% 0.691
IFN-y T/T (High) 4 14,8% 25 20,3%  0.511
IFN-y T/A (Intermediate) 17 63,0% 62 50,4%  0.237
IFN-y A/A (Low) 6 22,2% 36 29,3%  0.460
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Prognoza gore sitokin polimorfizm dagiliminda her iki cinsiyette sitokin polimorfizmi

benzer oranlarda goriildii (Cizelge 4.14.)

Cizelge 4.14 Prognoza gore sitokin polimorfizm dagilimi ve karsilastirmasi

Prognoz
Kontrol Rejeksiyon Normal

n % n % n % p*
TNF-a G/G (Low) 38  76,0% 28 90,3% 55  79,7% 0.191
TNF-a G/A (High) 12 240% 3 9,7% 14 20,3% 0.191
TNF-a A/A (High) - - - - - - -
TGF-B1 T/T G/G (High) 19  38,0% 9 29,0% 17 24,6% 0.643
TGF-B1 T/C G/G (High) 23 46,0% 13 41,9% 33 47.8% 0.585
TGF-B1 T/C G/C
(Intermediate) 1 2,0% - - 2 2,9% 0.474
TGF-B1 C/C G/G
(Intermediate) 6 12,0% 7 22,6% 13 18,8% 0.665
TGF-B1 T/T G/C (Intermediate) - - - - - - -
TGF-B1 C/C G/C (Low) 1 2,0% 2 6,5% 4 5,8% 0.607

TGF-B1 C/C C/C (Low) - - - - - - -
TGF-B1 T/T C/C (Low) - - - - - - -
TGF-B1 T/C C/C (Low) - - - - - - -
iL-10 GCC/GCC (High) 4 80% 8 258% 13 18,8%  0.429
iL-10 GCC/IACC (Intermediate) 9  18,0% 6 19.4% 16 232%  0.669
iL-10 GCC/ATA (Intermediate) 13  26,0% 3 97% 10 145%  0.378
iL-10 ACC/ACC (Low) 8  160% 4 129% 10 145% 0551
4
6

IL-10 ACC/ATA (Low) 8 16,0% 12,9% 12 17,4% 0.403
iL-10 ATA/ATA (Low) 8  16,0% 194% 8  116%  0.231
IL-6 G/G (High) 31 62,0% 20 64,5% 47  68,1% 0.723
IL-6 G/C (High) 18  36,0% 6 19,4% 18  26,1% 0.466
IL-6 C/C (Low) 1 2,0% 5 16,1% 4 5,8% 0.101
IFN-y T/T (High) 9 18,0% 5 16,1% 15 21,7% 0.517
IFN-y T/A (Intermediate) 27 54,0% 17 548% 35 50,7%  0.703
IFN-y A/A (Low) 14 280% 9 290% 19 275%  0.878

* Rejeksiyon ve normal seyir grubunun karsilagtirilmasi. Ki-kare testi
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Cizelge 4.15 Salinim 6zelligine gore sitokin polimorfizm prognoz iliskisi

Prognoz
Kontrol Rejeksiyon Normal
n % N % n % p*
TNF-a
Yok 12 24.0% 3 9,7% 14 20,3%
Low 0,191
Var 38 76,0% 28 90,3% 55 79,7%
) Yok 38 76,0% 28 90,3% 55 79,7%
High 0,191
Var 12 24.0% 3 9,7% 14 20,3%
TGF- B1
) Yok 8 16,0% 9 29,0% 19 27,5%
High 0.878
Var 42 84,0% 22 71,0% 50 72,5%
) Yok 43 86,0% 24 77,4% 54 78,3%
Intermediate 0.925
Var 7 14,0% 7 22,6% 15 21,7%
Yok 49 98,0% 29 93,5% 65 94,2%
Low 0.607
Var 1 2,0% 2 6,5% 4 5,8%
iL-10
) Yok 46 92,0% 23 74,2% 56 81,2%
High 0.429
Var 4 8,0% 8 25,8% 13 18,8%
) Yok 28 56,0% 22 71,0% 43 62,3%
Intermediate 0.402
Var 22 44 0% 9 29,0% 26 37,7%
Yok 26 52,0% 17 54.,8% 39 56,5%
Low 0.875
Var 24 48,0% 14 45,2% 30 43,5%
iL-6
) Yok 1 2,0% 5 16,1% 4 5,8%
High 0.131
Var 49 98,0% 26 83,9% 65 94,2%
Yok 49 98,0% 26 83,9% 65 94,2%
Low 0.131
Var 1 2,0% 5 16,1% 4 5,8%
IFN-y
) Yok 41 82,0% 26 83,9% 54 78,3%
High 0.517
Var 9 18,0% 5 16,1% 15 21,7%
) Yok 23 46,0% 14 45,2% 34 49,3%
Intermediate 0.703
Var 27 54,0% 17 54.,8% 35 50,7%
Yok 36 72,0% 22 71,0% 50 72,5%
Low 0.878
Var 14 28,0% 9 29,0% 19 27,5%

* Rejeksiyon ve normal seyir grubunun karsilagtirilmasi. Ki-kare testi



Cizelge 4.16 Sitokin polimorfizmi salinim diizeyi/yas gruplari dagilimi

Yas Grubu
Pediatrik Eriskin
N % n % p
TNF- o
Yok 5 18,5% 24 19,5%
Low 0.906
Var 22 81,5% 99 80,5%
) Yok 22 81,5% 99 80,5%
High 0.906
Var 5 18,5% 24 19,5%
TGF- B1
) Yok 6 22.2% 30 24,4%
High 0.811
Var 21 77,8% 93 75,6%
) Yok 21 77,8% 100 81,3%
Intermediate 0.675
Var 6 22.2% 23 18,7%
Yok 27 100,0% 116 94,3%
Low 0.352
Var 7 5,7%
iL-10
) Yok 21 77,8% 104 84,6%
High 0.399
Var 6 22,2% 19 15,4%
) Yok 21 77,8% 72 58,5%
Intermediate 0.062
Var 6 22.2% 51 41,5%
Yok 12 44.4% 70 56,9%
Low 0.239
Var 15 55,6% 53 43,1%
iL-6
) Yok 1 3,7% 9 7,3%
High 0.691
Var 26 96,3% 114 92, 7%
Yok 26 96,3% 114 92, 7%
Low 0.691
Var 1 3, 7% 9 7.3%
IFN-y
) Yok 23 85,2% 98 79,7%
High 0.511
Var 4 14,8% 25 20,3%
) Yok 10 37,0% 61 49,6%
Intermediate 0.237
Var 17 63,0% 62 50,4%
Yok 21 77,8% 87 70,7%
Low 0.460
Var 6 22,2% 36 29,3%
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Cizelge 4.17 Sitokin polimorfizmi salinim diizeyi/cinsiyet dagilimi

Cinsiyet

Kadin Erkek

N % n % p
TNF- o

Yok 11 25.0% 18 17.0%

Low Var 33 75.0% 88 8300 028
. Yok 33 75.0% 88 83.0%
High Var 11 25.0% 18 1700 028
TGF- B
. Yok 6 13,6% 30 28.3%

High Var 38 86,4% 76 7179 0096
. Yok 39 88.6% 82 77.4%
Intermediate Var 5 11.4% 24 22 6% 0.111

Yok 43 97.7% 100 94.3%
Low Var 1 2.3% 6 579 0074
iL-10
. Yok 38 86,4% 87 82.1%

High Var 6 13,6% 19 1799 0%t
. Yok 26 59.1% 67 63.2%
Intermediate Var 18 40.9% 39 36.8% 0.636

Yok 24 54.5% 58 54.7%
Low var 20 45.5% 48 4530 09
iL-6
. Yok 3 6.8% 7 6,6%
High var 41 93.2% 99 03495 000
Yok 41 93.2% 99 93.4%
Low Var 3 6.8% 7 6% OO0
IFN-y
. Yok 38 86,4% 83 78.3%

High Var 6 13.6% 23 2170 02
. Yok 18 40.9% 53 50,0%
Intermediate Var 26 59.1% 53 50.0% 0.310

Yok 32 72.7% 76 71.7%
Low var 12 27 3% 30 g3y 8%




4.4.Sitokin polimorfizmi ve AT1R-AD iliskisi

Cizelge 4.18 Sitokin polimorfizmine gore AT1R-Ab pozitifligi dagilimi

95

AT1R-Ab Pozitifligi (U/ml)

Negatif Siipheli Pozitif
(<10) (10-17) (>17)

% % % p
TNF-a G/G Yok 28  96,6% 1 3,4% 0.156
(Low) Var 106 87,6% 12 9,9% 3 25%
TNF-o G/A Yok 106 87,6% 12 9,9% 3 25% 0.156
(High) Var 28 96,6% 1 34% '
TNF-a A/A (High) Yok 134 893% 13 8,7% 2,0% -
TGF-B1 T/T G/G Yok 92 87,6% 10 9,5% 2,9% 0.217
(High) Var 42 933% 3 6,7% '
TGF-B1 T/C G/G Yok 72 88,9% 7 8,6% 2 25% 0.756
(High) Var 62 89,9% 6 8,7% 1 14%
TGF-B1 T/C G/C Yok 131 89,1% 13 8,8% 3 2,0% 0.569
(Intermediate) Var 3 100,0% '
TGF-B1 C/C G/G Yok 111 89,5% 11 8,9% 2 16% 0.695
(Intermediate) Var 23 88,5% 2 1,7% 1 38%
TGF-BL TT G/ Yok 134 893% 13 87% 3 20% -
(Intermediate)
TGF-B1 C/C G/C Yok 130 90,9% 11 7,7% 2 14%
(Low) Var 4 57,1% 2 28,6% 1 14,3% 0.002
TGF-B1 C/C C/C (Low) Yok 134 89,3% 13 8,7% 3 2,0% -
TGF-B1 T/T C/C (Low) Yok 134 89,3% 13 8,7% 3 2,0% -
TGF-B1 T/C C/C (Low) Yok 134 89,3% 13 8,7% 3 2,0% -
[L-10 GCC/GCC Yok 110 88,0% 13 10,4% 2 16% 0.512
(High) Var 24 96,0% 1 40%
IL-10 GCC/ACC Yok 107 89,9% 10 8,4% 2 17% 0578
(Intermediate) Var 27 87,1% 3 9,7% 1 32%
IL-10 GCC/ATA Yok 112 90,3% 9 7.3% 3 24% 0.695
(Intermediate) Var 22 84,6% 4 15,4% '
IL-10 ACC/ACC Yok 114 89,1% 12 9,4% 2 16% 0.899
(Low) Var 20 90,9% 1 45% 1 45%
IL-10 ACC/ATA Yok 113 89,7% 10 7,9% 3 24% 0.982
(Low) Var 21 87,5% 3 12,5% '
IL-10 ATA/ATA Yok 114 89,1% 11 8,6% 3 2,3% 0.641
(Low) Var 20 90,9% 2 91% '
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Cizelge 4.18 Sitokin polimorfizmine gore AT1R-Ab pozitifligi dagilimi (devam)

ATIR Pozitifligi
Negatif Siipheli Pozitif
(<10) (10-17) (>17)
n % n % n % p
IL-6 G/G Yok 49  942% 3 5,8% 0114
(High) Var 8 86,7% 10 102% 3 31%
IL-6 G/C Yok 93 86,1% 12 111% 3 2,8% 0.044
(High) Var 41 976% 1 2,4% '
iL-6 C/C Yok 126 90,0 11 79% 3 2,1% 0.538
(Low) Var 8 80,000 2  20,0% '
IFN-y T/T Yok 107 884% 11 91% 3 2,5% 0.374
(High) Var 27 931% 2 6,9%
IFN-y T/A Yok 64 90,1% 7 9,9% 0.403
(Intermediate) Var 70 886% 6 76% 3 3,8%
IFN-y AJA Yok 97 898% 8 74% 3 2,8% 0.881
(Low) Var 37 881% 5 11,9%

TGF-B1 C/C G/C (Low) sitokin polimorfizmi yoklugunda AT1R-ADb negatifligi, varliginda

AT1R-Ab pozitifligi istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0.002).

IL-6 G/C (High) sitokin polimorfizmine sahip olanlarda AT1R-Ab negatifligi agisindan

istatistiksel olarak anlamlilik saptandi (p=0.044)
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5. TARTISMA

5.1.Bobrek naklinde AT1R-Ab ve rejeksiyon iliskisi

Bobrek naklinde klasik HLA antikorlarina ek olarak non-HLA antikorlardan AT1R-Ab’nin
ATIR’ ye baglanmasinin nakil sonrasi bobrek hasarinda kritik bir basamak oldugu
disiiniilmektedir. Ang II-ATI1R sisteminde asir1 aktivasyon hipertansiyona, vaskiiler
remodeling nedeniyle kardiyak ve renal komplikasyonlara yol agar. Agir vaskiiler
rejeksiyon ve malin hipertansiyonu olan ve anti-HLA antikoru bulunmayan bdbrek
alicilarinda, agonistik AT1R-Ab varligi ilk ¢alismalarda saptanmistir. Diger non-HLA
faktorler arasinda degerlendirildiginde AT1R-Ab’lar1 organ reddiyle nedenselligi en iyi
gosterilmis faktordiir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar ile rejeksiyon ile iliskisi
aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir. AT1R-Ab pozitifliginin bobrek naklinde rejeksiyon ile
iligkili oldugunu sdyleyen c¢aligmalar mevcutken, son yillarda iliski olmadigi yoniinde

bildirimde bulunan ¢alisma sayilar1 artmstir.

Dragun ve arkadaglarmin  Mayis 2016’da  yaymladiklar1  derlemesinde renal
transplantasyonda AT1R-Ab etkisini arastiran 16 makale yayinlandigi, toplam 1883
hastada AT1R-Ab ile ilgili caligsma yapildig: bildirilmistir [79].

2016 yilinda Bjerre ve arkadaslarinin pediatrik vakalar1 da iceren caligmasinda bobrek
nakli gegirmis olan 30 ¢ocuk ve 28 eriskin ele alinmis, saglikli kontrol grubu ile beraber
ATI1R-AD diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Pediatrik grupta medyan total ATIR-Ab diizeylerinin
eriskin transplant hastalarina gére anlaml olarak yiiksek oldugu bildirilmistir [175]. Bizim
calisgmamizda da rejeksiyon ile iligkili bulunmasa da Bjerre ve arkadaslarinin ¢alismasina
benzer olarak pediatrik hasta grubunun AT1R-Ab diizeyleri eriskin grubuna gore yiiksek
saptanmustir (p<0.001). Pediatrik ¢alisma grubumuzda rejeksiyon sayimizin kisitli olmasi
ve pediatrik kontrol grubumuzun olmamasi istatistiksel olarak sikinti yaratmis olabilir.

Bunu ¢alismamizin sinirhiliklarindan biri olarak kabul etmekteyiz.

Reinsmoen ve arkadaslari 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada renal transplant alicilarinda
AT1R-Ab varligiin rejeksiyonla kuvvetli bir iligkisi oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmada

toplam 97 hasta nakil oncesi ELISA ile AT1R-Ab agisindan taranmis, 32 hastada yiiksek
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diizeyde AT1R-Ab saptanmistir. HLA ya da MICA’ya kars1t DSA pozitifligi olmayan 63
renal transplant alicisinin 16’sinda akut rejeksiyon saptanmisg, bu rejeksiyonlarin 7 tanesi
antikor aracili, 9 tanesi hiicresel rejeksiyon olarak belirlenmistir. Antikor aracili rejeksiyon
gorlilen 7 hastanin 6’sinda yiiksek seviyede ATI1R-Ab saptanirken hiicresel rejeksiyon
gozlenen hastalarda AT1R-Ab bulunmadig bildirilmistir [148].

Kelsch ve arkadaslar1 2011°deki yayinlarinda annesinden bobrek nakli olmus bir ¢ocukta
nakil oncesi diisik diizeyde DSA ve yiiksek titrede AT1R-Ab saptandigini, 3. giinde
hastada hipertansiyon, hipertansif ensefalopati ve es zamanli B hiicre CDC-LCM
pozitifligi saptandigini bildirmistir. DSA ve AT1R-Ab varliginda sinerjistik bir etki ile
siddetli rejeksiyon olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir [176].

Pre ve post transplant serum Orneklerinin ¢alisildigi 351 hastalik baska bir ¢alismada da
AT1R-Ab ve DSA birlikte saptanan hastalarda sadece DSA varligma gore daha diisiik
greft yasamu bildirilmistir [177].

2012 yilinda Lukitsch ve arkadaslari, renal transplant hastalarinda AT1R aktivasyonunun
renal arter kontraksiyonuna etkisini arastirmak amaciyla ratlarda bir ¢alisma yapmustir.
Lewis ratlarindan izole edilen renal ve mezenterik arterleri anti-HLA-Ab negatif olmasina
ragmen rejeksiyon gozlenen hastalardan saflastirilan ATIR-Ab ile inkiibe etmis ve
vaskiiler kontraksiyonu Ol¢miislerdir. Mezenterik arterlerde etki goézlemezken renal
arterlerde kontraksiyon gézlemlemis ve transplantasyonda arterial kontraksiyona etkisinin
dikkate alinmas1 gerektigini ve 0zgiil epitoplara kars1 gelistirilen notrolizan antikorlar ile

iyilesme saglanabilecegini bildirmislerdir [178].

2013’de Giral ve arkadaslar1 599 hasta ile yaptiklart ¢alisma sonrasinda nakil Oncesi
ATI1R-Ab varhigimin akut rejeksiyonla iligkili olmakla birlikte ayni1 zamanda uzun dénem
greft kaybi i¢in de bagimsiz bir risk faktorii oldugunu bildirmistir [179]. 2014’de
yayinlanan 2 ayr1 ¢alismada ayni bulgular elde edilmistir. Polonya’dan Banasik ve
arkadaglar1 117 hasta ile, Meksika’dan Hernandez-Méndez ve arkadaslari 174 hasta ile
yaptiklar1 ¢alismalarda; nakil Oncesi donemde AT1R-Ab pozitifligi olan grubun nakil
sonrasi 1 yil i¢cinde olmayan gruba gore rejeksiyon oraninin yiiksek bulundugunu ve greft

omriiniin az oldugunu bildirmislerdir [180-181]. Reinsmoen ve arkadaslar1 kalp nakli
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yapilan olgularda da DSA ile AT1R-Ab varlig1 beraberliginin greft {izerine artmis negatif
etkiye sahip oldugunu bildirmistir [182].

2014 yilinda Giliney Kore’den bildirilen bir calismada bobrek nakli yapilan, pretransplant
donemde DSA negatif olan ve rejeksiyon saptanan 37 vaka (AMR n:6, ACR n:23,
AMR+ACR n:8) degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda AMR ve
AMR+ACR grubunda AT1R-Ab yiiksekligi saptanirken (>10 U/mL), ACR grubunda
anlaml farklilik gozlenmedigi, AT1R-Ab yiksekligi ile antikor bagimli rejeksiyon
arasinda bir iliskinin olabilecegi bildirilmistir [183].

Banasik ve arkadaglarinin 2014 yilinda yayinlanan ¢alismasinda AT1R-Ab ve anti-ETAR
(Endothelin-1 Type A Receptor Antibody) beraber ¢alisilmis ve renal allogreft hasarinda
non-HLA antikorlarin etkisi arastirilmistir. 65 hasta degerlendirilerek ATIR-ADb diizeyi >9
U/mL anlamli kabul edilmis ve non-HLA- Ab yiiksekligi saptanan hastalarda morfolojik
ve fonksiyonel allogreft hasar1 ve greft kayb1 ile anlamli iliski saptanmis, greft yetmezlik

riskinin tahmininde non-HLA Ab calismasinin yararli olabilecegi bildirilmistir [184].

2015 de yapilan bir vaka bildirimi ile nakil dncesi ATIR-Ab pozitifligi (109,55 U/ml) olan
7 yasinda bir ¢ocukta Ang reseptor blokaji ile tedavi ve desensitizasyona ragmen
hizlandirilmig vaskiiler ve hiicresel rejeksiyon ve renal allogreftte tromboz gelistigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada AT1R-Ab ve mikrovaskiiler okliizyon arasinda bir iligki daha
once tanimlanmis olmasina ragmen, ilk defa erken ve yikici allogreft yetmezligine yol acan
renal arter trombozu ile AT1R-Ab iliskisinin olabilecegi vurgulanmistir. ATIR-Ab’nin
tromboz agisindan bir risk olabilecegi ve AT1R-Ab mekanizmasinda yer alabilecegi
bildirilmistir. Bu caligmada hastada plazmaferez, IVIG ve rituximab ile ATIR-Ab
seviyesinin azaltilabildigi fakat asla normal diizeye indirilemedigi de (en disiik 12,87

U/ml) bildirilmistir [167].

2015 de Juhan Lee ve arkadaglar1 Kore’de yaptiklar1 ¢ok merkezli bir caligmada 166
hastada nakil 6ncesi ATIR-AD taramasi sonrast AT1R-Ab diizeyi esik degerini 9,05 U/ml
olarak kabul ederek %59 oraninda (98/166 hasta) antikor pozitifligi saptamiglardir. Antikor
pozitif hastalarda negatif olanlara oranla anlamli olarak yiiksek diizeyde biyopsi ile
kanitlanmis akut rejeksiyon gelistigini bildirmislerdir. Nakil 6ncesi AT1R-Ab pozitifligi
olan hastalarda, mismatch HLA, ABO uyumsuzlugu, PRA, DSA gibi geleneksel
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immiinolojik risk faktorlerinden bagimsiz olarak naklin ilk yili iginde akut ret riskini 3,2

kat yiiksek olarak bildirmislerdir [185].

2015 yilinda Fuss ve arkadaslar yayinladiklar1 C4d negatif, biyopsi kanitli AMR saptanan
ve dolasimda DSA antikoru olmayan bobrek nakli yapilmig olan 11 vakalik bir ¢alismada
ATI1R-Ab pozitifligi i¢in cut-off (esik) degeri 10 U/ml olarak kabul etmislerdir. Vakalarda
rejeksiyon ile iligski saptadiklarini ve merkezlerinde rutin olarak ATIR-Ab taramasi

yapilmakta oldugunu bildirmislerdir [186].

Robert ve arkadagslarinin 2015’°de yayinladiklart bir vaka bildiriminde bdbrek nakli yapilan
bir erkek hastada posttransplant 4. giinde gelisen akut vaskiiler rejeksiyonda DSA
yokluguna ragmen artmig ATIR-Ab varligi (14,1 U/mL) saptanmistir. Sonrasinda steroid+
ATG+ plazmaferez+ candesartan ile tedaviyle rejeksiyonun onlendigi ve DSA yoklugunda

AT1R-Ab pozitifliginin rejeksiyon tanisinda kullanilabilecegi bildirilmistir [187].

2015 yilinda nakil 6ncesi AT1R-Ab varliginin posttransplant FSGS (focal segmental
glomerulo sclerosis) niiksii igin bir risk faktorii oldugunu bildiren baska bir ¢alismada da
28 hasta ele alinmis ve AT1R-ADb esik degeri 9,1 U/mL olarak kabul edilmistir. Nakil
oncesi AT1R-Ab seviyesinin ¢alisilmasinin post-transplant FSGS rekiirrensi i¢in yiiksek
risk tastyan hastalarin ortaya konulmasinda yardimci bir biyomarker olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir [188].

2015 yilinda Kore’den Lee ve arkadaslar1 DSA ve AT1R-Ab es zamanli c¢alisilan 53
vakalik (AMR n:22; ACR n:29: AMR+ACR n:2) bir ¢alisma bildirmistir. Bu ¢alismada
AT1R-Ab esik degeri 10 U/mL olarak kabul ederek degerlendirme yapilmis ve AT1R-Ab
varligimin renal allogreft rejeksiyonlu hastalarda simif 1 HLA-DSA ile onemli sekilde
iliskili oldugu yaymnlanmistir. Renal allogreft rejeksiyonlu hastalarda AT1R-Ab ve DSA
birlikte pozitifligi AMR ile iligkili bulunmustur [189].

2016 da bildirilen baska bir ¢alismada da Meksika’dan Cuevaz ve arkadaslari ¢alismaya
aldiklar1 renal transplantasyon yapilmis 162 vakadan 147 tanesinde AT1R-Ab pozitifligi
saptadiklarint (%90,7), medyan pretransplant AT1R-Ab seviyesinin 9,12 U/ml (min—max
1,56-500) saptandigini, pretransplant AT1R-Ab saptanmasinin HLA-DSA olusumu igin
bagimsiz bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir [190].
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2016 yilinda Urban ve arkadaslariin kalp nakli yapilan 69 hasta ile yaptiklari, nakil dncesi
ve nakil sonrasinda AT1R-Ab calistiklar1 bir diger calismada; nakil Oncesi 8 hastada
(%11,6) antikor pozitifligi saptandigi, 44 hastanin (%63,8) nakil Oncesi negatif iken
sonradan pozitiflik gelistirdigi, 17 hastanin (%24,6) tamamen negatif antikor profiline
sahip oldugu, esik degeri olarak 17 U/ml ele alindigi ve AT1R-AD ile kardiyak rejeksiyon
arasinda bir iliski saptanmadigi bildirilmigtir [191].

2016 yilinda Bjerre ve arkadaslarinin pediatrik vakalar1 da igeren caligmasinda bobrek
nakli ge¢irmis olan 30 ¢ocuk ve 28 eriskin ele alinmisg, saglikli kontrol grubu ile beraber
AT1R-Ab diizeyleri olgiilmiistiir. Pediatrik grupta medyan total ATIR-Ab diizeylerinin

erigkin transplant hastalarina gore anlamli olarak yiiksek oldugu bildirilmistir [175].

2016 yilinda Philogene ve arkadaslari tarafindan 70 bobrek nakli hastasi posttransplant
olarak degerlendirmis ve AT1R-Ab ve AECA varligi arastirilmis, 6zellikle ATIR-Ab
diizeylerinin AMR saptanan hastalarda rejeksiyon saptanmayan gruba gore yiiksek oldugu
yaymlanmigtir. Ortalama AT1R-Ab konsantrasyonlarit AMR saptanan hastalarda 18,8 +
10,6 U/ml iken, rejeksiyon saptanmayanlarda 11,8 + 7,4 U/ml, hiicresel rejeksiyon
saptananlarda 12,9 + 6,7 U/ml olarak bildirmistir [192].

Guzzo ve arkadaglarim1 2017°de yayinladiklar1 bir vaka sunumunda, ilk bobrek nakli
steroid direngli akut hiicresel rejeksiyon ile sonuclanan ve ikinci nakil gerceklestirilen 13
yasinda bir erkek ¢ocuk bildirilmistir. ikinci nakil sonrasi erken hiimoral rejeksiyon
gozlenen hastada DSA ve MICA negatitken ATIR-Ab pozitif saptanmistir. Hastanin
retrospektif olarak ilk nakil dncesi serumu ¢alisildiginda nakil 6ncesi ATIR-Ab pozitifligi
(128 U/ml) gozlenmis ve Losartan tedavisi baslanan vakanin miikemmel bir klinik ve
histolojik iyilesme gosterdigi bildirilmistir [193]. Mayis 2017°de baska bir vaka
sunumunda 39 yasinda bir erkek hastada posttransplant 7. yilda gelisen renal yetmezlik
tablosunda DSA ve ATI1R-Ab pozitifligi (>50 U/ml) saptandigi ve hastanin klasik
immiinosiipresyon kombinasyonuna Bortezomib eklenerek uygulanan tedavi sonrasi klinik

tablonun diizeldigi bildirilmistir [170].

Mayis 2017°de yapilan bir metaanalizde Kasim 2016’ya kadar yapilmis olan AT1R-Ab ve
erigkin hastalarda rejeksiyon ile iligkili 154 ¢alisma degerlendirilmistir. AT1R-Ab
yiiksekligi ile akut yetmezlik ya da bobrek greft yetmezligi arasinda iliski oldugu, fakat
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nakil oncesi ATIR-Ab diizeyinin bir biyomarker olarak kullanilamayacagi bildirilmistir

[194].

Mart 2017°de yayimlanan baska bir ¢alismada, Lim ve arkadaslari, DSA negatif olan
bobrek nakli yapilmis 27 hastada histopatolojik olarak AT1R-Ab ile rejeksiyon iliskisini
aragtirmiglar ve AT1R-AD pozitif olan hastalarda antikor aracili rejeksiyonun negatif olan

gruba gore daha yiiksek oranda saptandigini bildirmislerdir [195].

Oysa Mart 2017°de yayinlanan Pinelli ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 142 canli
dondrden yapilan bobrek nakli degerlendirilmis ve greft yetmezligi ile DSA iliski
bulunmusken, ATIR-Ab ve AECAs iliskisiz bulunmustur. Bizim c¢alismamiza benzer
sekilde bu calismada greft yetmezliginin dnceden bilinmesi i¢in AT1R-Ab diizeyinin iyi
bir gosterge olmayabilecegi belirtilmistir [196].

Gene ¢alismamiza benzer olarak Deltombe ve arkadaslar1 Temmuz 2017°de, Fransa’da 3
merkezden 940 bobrek nakli hastasinda yapilan DIVOT calismasinda ATIR-AbD diizeyi ile
akut rejeksiyon ya da greft yetmezligi acisindan anlamli risk saptanmadigini bildirilmistir
[197]. Deltombe ve arkadaslarinin, 2013’de AT1R-AD rejeksiyon iliskisi oldugunu bildiren
caligmalarinin [179] aksine ayni ekiple daha genis hasta grubu ile ¢ok merkezli olarak
yeniden caligma yapildigina ve AT1R-ADb ile rejeksiyon arasinda iligki saptanmadigina
deginmesi 6nemlidir [179, 197].

Temmuz 2017°de yayimlanan Kimball ve arkadaglariin yaptig1 baska bir ¢alismada ise 73
normal birey ve 72 bobrek hastasinda AT1R-Ab degerlendirilmis ve nakil 6ncesi AT1R-
Ab diizeyi yiiksekliginin doku hasari igin uyarici olabilecegi, fakat antikor aracili
rejeksiyon i¢in bir biyomarker olarak kullanilamayacagi, olast kot  prognozu

diistindiirecegi bildirilmistir [198].

Calismamizda elde edilen rejeksiyon gelisimi ile nakil 6ncesi ATIR-Ab yiiksekligi iliskisi
daha once yapilan ¢aligmalarla uyumludur [37, 197-198].

Reinsmoen ve arkadaslarinin [148] ve In ve arkadaslarinin [183] ¢aligmalarinda hiicresel

ve hiimoral rejeksiyon ayri degerlendirilerek hiimoral rejeksiyon ile de anlamli iliski
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bulunmug olmasina ragmen bizim c¢alismamizda bu ayrim hasta sayimizin az olmasi

nedeniyle yapilamamis, tiim rejeksiyon hastalari birlikte ele alinmistir.

Gelisen rejeksiyon tablosuna gore degerlendirildiginde:

1)Caligmamizda toplam 9 akut hiimoral rejeksiyon gozlenen hastadan sadece iki tanesinde
(denek no 38 ve denek no 99) riskli AT1R-Ab diizeyi saptanmistir. Bu vakalarda nakil
oncesi 11,335 U/ml ve 15,934 U/ml olan AT1R-Ab degerinin nakil sonras1 6,956 U/ml
ve <2,5 U/ml diizeyine, rejeksiyon doneminde ise her ikisinin de <2,5 U/ml diizeyine
indigi gozlenmistir. Bunun disinda ii¢c vakada (denek no 7, 10, 14) nakil 6ncesi
sirastyla 6,115 U/ml- 5,221 U/ml ve 5,376 U/ml degerleri saptanmistir. Nakil sonrasi
bu degerlerin sirasiyla <2,5 U/ml-<2,5 U/ml ve 4.984 U/ml diizeyini indigi, rejeksiyon
doneminde ise sirastyla 4,024 U/ml-<2,5 U/ml ve <2,5 U/ml olarak saptandig:
goriilmistlir. Degerler arasinda anlamli bir iligki kurulamamistir. Bagka iki vakada
(denek no 24, 33) ise nakil 6ncesi <2.5 U/ml olan degerin ortalamanin iistiine ¢iktigi,
nakil sonrasi sirastyla 8.317 U/ml ve 7,274 U/ml saptandigi, 24 nolu denekte
rejeksiyon doneminde degerin <2.5 altina indigi fakat 33 nolu denekte 6,966 U/ml
olarak devam ettigi gozlenmistir.

2)Calismamizda toplam 14 akut hiicresel rejeksiyon gelistigi gozlenmistir. Akut hiicresel
rejeksiyon gelisen hastalar arasinda yapilan degerlendirmede 4 denekte (denek no 21,
22, 27, 36) nakil oncesi 10<U/ml deger (sirasiyla 13,341 U/ml, 11,379 U/ml, 12,807
U/ml, 11,292 U/ml) saptanmistir. Dort hastada da (denek no 2, 13, 28, 30) nakil 6ncesi
ortalamanin tlizerinde deger (sirasiyla 7.06 U/ml, 7,644 U/ml, 7,037 U/ml, 7,855 U/ml)
saptanmistir. Tiim akut hiicresel rejeksiyon gelisen hastalarin nakil sonrast AT1R-Ab
degerinin diistiigli ve rejeksiyon doneminde <2,5 U/ml’ye geriledigi gdzlenmistir. In ve
arkadaglar1 [181] AT1R-AD esik degerini 10 U/ml alarak degerlendirme yapmistir. Bu
g6z Oniine alinirsa akut hiicresel rejeksiyon ile AT1R-Ab yiiksekliginin iliskisiz

oldugundan s6z edilebilir.

AT1R-Ab’larinin varliginin Dragun tarafindan rapor edilmesinden sonra gelistirilen
sandvi¢ ELISA metodu ile AT1R-Ab’larinin serumda saptanmasi giindeme gelmis bugiine
kadar caligmalarda degisik esik degerleri kullanilmigtir. Reinsmoen ve arkadaglart AT1R-
Ab’larinin >17 U/ml [148], Giral ve arkadaglart >10 U/mL [179], Banasik ve arkadaslari
>9 U/ml [180], In ve arkadaslar1 >10 U/ml [183], Taniguchi ve arkadaslar1 >15 U/mL
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[177], Kore’den J. Lee ve arkadaslart >9,05 U/ml [185], gene Kore’den H. Lee ve
arkadaglar1 10 U/ml [189], Fuss ve arkadaslar1 >10 U/ml [186], Hindistan’dan Mujtaba ve
arkadaslar1 >9,1 U/mL[188] antikor pozitifligi ile rejeksiyon iliskisini bildirmistir. 2016
yilinda bildirilen bagka bir ¢alismada da Meksika’dan Cuevaz ve arkadaslart medyan
pretransplant AT1R-Ab seviyesinin 9,12 U/ml (min—max 1,56-500) saptandigini ve
rejeksiyonla iligkili oldugunu bildirmistir [190].

AT1R-Ab’larinin bobrek naklinde 6énemli roli oldugunun gésterilmesine ragmen bununla
beraber AT1R-Ab esik degerleri heniiz yerlesmis degildir. Etnik farkliliklar ve farkl
immiinogenetik alt yapilar dikkate alinmasi gerekliligi ve esik degerlerinin farkli
olabilecegi bildirilmistir [199]. Asya’dan bildirilen ¢aligmalarda da bu farklilik
gozlenmektedir [183, 185, 189, 199]. Tiirkiye’den su ana kadar bildirilen AT1R-Ab
diizeyleri ile iliskili bir ¢calisma olmadig: i¢in iilkemiz icin esik degerleri ¢alismamizla
karsilastirilarak bir yorum yapilamamistir. Bizim calismamizda iireticinin talimatlar
dogrultusunda AT1R-Ab i¢in >17 U/ml pozitif kabul edilmistir. Ayrica kitimiz 2,5 U/ml
altin1 saptayamadigi i¢in 2,5 U/ml alt1 degerlerin degerlendirilememis olmasi bir sinirlilik
olarak kabul edilmistir. Bu nedenle birgok caligma ile farkli sonuglar gozlenmistir.
Dolayisiyla halen AT1R-Ab diizeyi esik degerlerinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla
saylda ¢alismaya ihtiyag vardir.

5.2.Bobrek naklinde rejeksiyon ile sitokin gen polimorfizm iliskisi

Sitokin gen polimorfizminin nakil {izerine etkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma yapilmis
ve bu calismalarda celiskili sonuglara ulasilmistir. Bazi1 yayinlarda yiiksek iliski
saptanirken bazi ¢alismalarda iligki bulunmamistir. Bobrek naklinde sitokin gen

polimorfizm etkilerinin halen tartigmali oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur [11, 162].

Calismamizda TNF-o, TGF-B1, IL-10, IL-6, IFN-Y olmak iizere 5 sitokin i¢in toplam 24
farkli polimorfizm c¢alisilmis olup c¢alisma grubunda 19 polimorfizm varligr tespit
edilmistir (bkz Cizelge 4.12).

TNF-0 G/G (Low), TNF-a G/A (High=-308 polimorfizm), TGF-B1 T/T G/G (High), TGF-
B1 T/C G/G (High), TGF-B1 T/C G/C (Intermediate), TGF-p1 C/C G/G (Intermediate),
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TGF- Bl C/C G/C (Low), IL-10 GCC/GCC(High), IL-10 GCC/ACC(Intermediate), IL-10
GCC/ATA(Intermediate), iL-10 ACC/ACC(Low), iL-10 ACC/ATA(Low), iL-10
ATA/ATA(Low), IL-6 G/G (High), IL-6 G/C (High), IL-6 C/C (Low), IFN-Y T/T (High),
IFN- Y T/A (Intermediate) ve IFN- Y A/A (Low) calisma grubumuzda saptanan

polimorfizmlerdir.

Fakat TNF-a A/A (High), TGF-B1 C/C G/G (Intermediate), TGF-B1 C/C C/C (Low), TGF-
Bl T/T C/C (Low) ve TGF-B1 T/C C/C (Low) polimorfizmleri hi¢bir deneckte

saptanmamistir.

5.2.1. TNF-a sitokin gen polimorfizmi

TNF-a G/G (Low) polimorfizmi ¢aligmamizda en sik rastlanan polimorfizm tipi olarak
saptanmistir (n=121/150, pediatrik vakalarda 81,5% ve n=22, eriskin vakalarda 80,5% ve
n=99 p=0.906). Tim c¢aligma gruplarinda yiiksek saptanmis olup rejeksiyon ile ilgili
istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmemistir (kontrol grubunda n=38 ve 76,0%,

rejeksiyon grubunda n=28 ve 90,3%, normal seyirli hastalarda n=55 ve 79,7%, p=0.191).

TNF-a G/A (High) polimorfizmi 29/150 denekte saptanmis olup rejeksiyon ile anlamh
iliski gozlenmemistir ( (kontrol grubu n=12 ve 24,0%, rejeksiyon grubu n=3 ve %9,7,
normal seyirli hasta grubu n=14 ve 20,3%, p=0.191). TNF-a A/A (High) polimorfizmi ise

hi¢cbir denekte saptanmamugtir.

TNF-a sitokin gen polimorfizminde yas grubu, cinsiyet, prognoz ve ATIR-Ab diizeyi

acisindan istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir.

2005 wyilinda Gengtoy ve arkadaslarmin Tirkiye’den bildirdikleri ¢alismada 22
hemodiyaliz  hastas1 irdelenmis ve hemodiyaliz hastalarinda  inflamasyonda
proinflamatuvar sitokin seviyelerinin hem RAS hem de TNF-o -308 G>A gene

polimorfizminin modiilator etkisi altinda olabilecegi yayinlanmigtir [164].

TNF-a -308G aleli ve iL-10 -1082G aleli (yiiksek diizeyde iiretici) kombinasyonuna sahip

bobrek  transplant  alicilarinda,  HLA-DR  uyumsuz  vericilerden  yapilan



107

transplantasyonlarda akut rejeksiyon orani yiiksekken, yalniz TNF-a -308G aleline sahip
bireylerde ise, steroide daha direngli akut rejeksiyon epizotlar1 goriilmistiir [174]. Daha
sonra yapilan calismalarda 3 genotip tanimlanmistir; G/G genotipi {iretimin diisiik
seviyeleri ile G/A ya da A/A genotipi iiretimin yiiksek seviyeleri ile iliskilendirilmistir
[161, 173]. Pek ¢ok calismada bobrek ve karaciger nakillerinde bu SNP ve reddi arasinda
iliski oldugu bildirilmis olmasina ragmen diger ¢aligmalarda bu bilgi dogrulanmamaistir
[58]. Seyhun ve arkadaslariin Tiirk hastalarda yaptiklar: ¢alismada da herhangi bir iliski
saptanmadigi bildirilmistir [200]. Bizim ¢alismamizda da buna benzer olarak TNF-a -308

G >A gen polimorfizmi ile rejeksiyon iliskisi saptanamamuistir.

5.2.2.1L-10 sitokin gen polimorfizmi

IL-10 calismamizda alt1 farkli gen polimorfizminin calisildig1 diger bir sitokindir. 1L-10
GCC/GCC (High) gen polimorfizmi 25/150 denekte, iL-10 GCC/ACC (Intermediate) gen
polimorfizmi 31/150, iL-10 GCC/ATA (Intermediate) gen polimorfizmi 26/150, IL-10
ACC/ACC (Low) gen polimorfizmi 22/150, iL-10 ACC/ATA (Low) gen polimorfizmi
24/150, IL-10 ATA/ATA (Low) gen polimorfizmi 22/150 denekte saptanmustir.

Calismamizda IL-10 gen polimorfizminin cinsiyet, prognoz, AT1R-Ab diizeyi ile iliskisi
acisindan istatiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir. Sadece 7L-10 GCC/ACC
(Intermediate) polimorfizminin pediatrik vakalardan daha ¢ok eriskin vakalarda var

oldugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,016).

Rejeksiyon ve polimorfizm iligkisi i¢in daha once bildirilen ¢aligsmalarda ¢eligkili sonuglar
mevcuttur. Yiksek salinim ile uyumlu gen polimorfizmi tasiyan hastalarda akut rejeksiyon
sikhiginn arttigini bildiren galigmalar oldugu gibi [58], IL-10 polimorfizminin akut ya da
kronik rejeksiyonla iligkisi olmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur [58, 173, 200-201].

Nakil 6ncesi IL-10 gen polimorfizmleri ve serum IL-10 diizeylerinin arastirildign bir
caligmada, hastalar nakil sonrasi donemde ti¢ ay siire ile rejeksiyon agisindan izlenmis ve
IL-10 -1082 GG genotipine sahip hastalarin yiiksek diizeyde, AA genotipine sahip
hastalarin ise diisiik diizeyde sitokin iirettikleri goriilmiistiir. Yiiksek diizeyde IL-10

tiretimine neden olan genotipi tasiyan hastalarda akut rejeksiyon sikligi anlamli olarak
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artmustir. Fakat Dhaouadi ve arkadaslar1 2013°de yaptiklar1 ¢alismada IL-10 polimorfizmi
ile kronik ya da akut rejeksiyon arasinda bir iliski saptayamamistir [173]. 2008 yilinda
yaymlanan metaanalizde IL-10’un 3 polimorfizmi (-1082, -819, -592) ile rejeksiyon
arasinda anlamli iliski oldugu bildirilmesine ragmen [201], 2015 yilinda yayinlanan baska
bir metaanalizde 595 rejeksiyon hastas1 ve 1239 istikrarli greft hastas1 degerlendirilmis ve
IL-10 polimorfizmi ile rejeksiyon arasinda bir iliski saptanmadigimi bildirmistir [202].
Seyhun ve arkadaslarmin ¢alismasinda da bizim ¢alismamiza benzer sekilde iL-10 sitokin

gen polimorfizmi ile rejeksiyon arasinda herhangi bir iliski saptanmamustir [200].

Calismamizda 6nceden yayinlanan birgok c¢alisma ile uyumlu sonuglara ulasilmistir [58,

173, 200-202].

5.2.3.IL-6 sitokin gen polimorfizmi

Calismamizda IL-6 G/G (High) gen polimorfizmi ¢alisma grubunda ikinci olarak en sik
rastlanan polimorfizm olarak saptanmis (n=98/150, pediatrik vakalarda 63,0% ve n=17,
eriskin vakalarda 65,9% ve n=81, p=0.775). IL-6 G/G (High) gen polimorfizminde
rejeksiyon ile ilgili istatistiksel olarak anlaml farklilik gézlenmemistir (kontrol grubunda
n=31 ve 62,0%, rejeksiyon grubunda n=20 ve 64,5%, normal seyirli hastalarda n=47 ve
68,1%, p=0.723).

Fakat /L-6 G/G (High) polimorfizminin AT1R-Ab diizeyi ile iliskisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmugstur (p=0,044). IL-6 G/G (High) polimorfizmi olanlarda AT1R-Ab

diizeylerinde anlamli siipheli pozitiflik ve pozitiflik saptanmistir.

IL-6 gen polimorfizmlerinden ikinci siklikta goriilen ise IL-6 G/C (High) polimorfizmi idi
(n=42/150, pediatrik vakalarda 33,3% ve n=17, eriskin vakalarda 26,8% ve n=33,
p=0,495). En az goriilen ise iL-6 C/C (Low) sitokin gen polimorfizmi idi (n=10/150,
pediatrik vakalarda 3,7% ve n=1, eriskin vakalarda 7,3% ve n=9, p=0,691).

IL-6 G/C (High) ve iL-6 C/C (Low) sitokin gen polimorfizlerinde yas grubu, cinsiyet,

prognoz ile iligki agisindan istatiksel olarak farklilik gézlenmemistir.
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IL-6 i¢in promotor bdlgede -597(G-C), -572(G-A), -174(G-C) bodlgelerinde 3 polimorfizm
mevcuttur. -174 pozisyonunda G aleli, iL-6 plazma diizeyinin artmasi ile bagimsiz olarak
iliskilidir [169] ve -174G/C polimorfizmi IL-6 {iretimini arttirmaktadir [200]. 3 promotor
SNP kombinasyonlarmin fonksiyonel etkilerine karsin, akut bobrek rejeksiyon oram
arasinda iligki simdiye kadar gosterilmemistir. Bununla beraber beklenenin aksine, yiiksek
IL-6 fenotip (-174G/G aleli) ekspresyonunun, posttransplant 5 yil sonra diisiik sikliktaki
koroner vaskiilopati ve fonksiyonlarin ge¢ baslamasi ile iliskili oldugu bildirilmistir [203-
204]. Yani bobreklerde akut rejeksiyon orani ile bir iliskisi bulunmamis iken G- alelinin
uzun donem bdbrek greft dmriinde olumlu etkisi oldugu bildirilmistir [58, 203]. Muller-
Steinhardt ve arkadaslarinin ¢alismasinda G alelinin C/C fenotipinin rejeksiyon agisindan

olumlu etkisini destekledigi bildirilmistir [203].

Seyhun ve arkadaglarinin Tiirk hastalarda yaptiklart c¢alismada herhangi bir iligki
saptanmadig1 bildirilmistir [200]. Bizim ¢alismamizda da IL-6 sitokin gen polimorfizminin
rejeksiyona etkisi acisindan Seyhun ve arkadaglarimin ¢alismasini  destekledigi

gozlenmistir.

Calismamuzda gozlenen 11.-6 G/C (High) sitokin gen polimorfizminin AT1R-Ab diizeyine
olan etkisi daha énce bildirilmemistir. L-6 G/C (High) polimorfizmi olanlarda AT1R-
Ab siipheli pozitifliginin daha ¢ok gozlendigi saptanmistir.

Preeklempsi iizerine yapilan c¢alismalarda hipertansiyon patogenezinde iL-6 / AT1R-Ab
etkilesiminin 6nemli oldugu [167], AT1R-Ab ve renin aktivite artis1 ile olusan IL-6
yiiksekligi ve bobrek fonksiyonlarinda azalma nedeniyle hipertansiyon yaniti olustugu
[168-169] bildirilmistir. Bu yiizden, IL-6" nin tocilizumab kullanilarak inhibisyonunun,
ATI1R-ADb’nin etkilerini, sadece B hiicrelerini ve plazma hiicrelerini modiile eden antikor
tretimini azaltma yoluyla degil, ayrica inflamatuvar yanitlar1 yatistirarak da
degistirebilecegi, ek olarak plazma hiicrelerinin bartezomib ile modiile edilmesi ile AT1R-
Ab iiretiminin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir [167]. 2017’de yayinlanan ¢alismada DSA
ve AT1R-Ab pozitifligi olan bir vakada kombinasyon tedavisine Bortezomib eklenerek
rejeksiyon gelisiminin tedavi edildigi bildirilmistir [170]. Bizim ¢alismamizda da iL-6
yiiksek diizey salinim polimorfizminin AT1R-Ab pozitifligi ile iligkili oldugu saptanmustir.

Literatiirdeki bazi ¢aligsmalar ile uyumsuz, bazi ¢alismalar ile uyumlu veriler gozlenmistir.
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5.2.4. TGF-1 sitokin gen polimorfizmi

TGF-B1 sitokin gen polimorfizmi en ¢ok ¢esitlilige sahip polimorfizm olup toplam 9 farkl
polimorfizm tipi calisiimistir. Calisilan 9 polimorfizmin 5 tanesi gozlenirken, 4

polimorfizm hi¢ gézlenmemistir.

Calisilan polimorfizmlerden TGF-B1 T/T G/G (High) polimorfizmi 45/150, TGF-B1 T/C
G/G (High) gen polimorfizmi 69/150, TGF-B1 T/C G/C (Intermediate) gen polimorfizmi
3/150, TGF- B1 C/C G/G (Intermediate) gen polimorfizmi 26/150, TGF- p1 C/C G/C
(Low) gen polimorfizmi 7/150 denekte saptanmistir. Oysa TGF- Bl T/T G/C
(Intermediate), TGF- p1 C/C C/C (Low), TGF- B1 T/T C/C (Low), TGF- B1 T/C C/C

(Low) gen polimorfizmleri ¢aligma grubunda hi¢bir denekte saptanmamustir.

TGF-B1 sitokin gen polimorfizmi i¢in daha onceki ¢alismalarda rejeksiyon iliskisine ait
celiskili sonuglar bulunmaktadir [173]. 2008 yilinda yapilan bir meta-analizde TGF-B1’in 2
polimorfizminin (10 T/C ve 25 G/C) renal transplantasyonda rejeksiyon ile iligkili oldugu
bildirilmistir [201]. 2010 yilinda yapilan baska bir meta analizde donér TGF-f1 +869 T/C
polimorfizminin 6zellikle CsA (FK-506 ile karsilastirilirsa) alan hastalar basta olmak {izere
solid organ transplantasyonunda anlamli olarak akut rejeksiyon ile iligkili oldugu

bildirilmistir [205].

Calismamizdan farkli olarak Tirkiye’den Seyhun ve arkadagslari tarafindan bildirilen
caligmada rejeksiyon ile yiiksek sitokin salinimli genotip arasinda bir iliski
saptanmamigken diisiik sitokin salinimi saglayan genotip rejeksiyon saptanmayan grupta

daha yiiksek oranda gozlenmistir [204].

Calismamiza benzer sekilde TGF-B1 sitokin gen polimorfizminin rejeksiyon ile iligkisi
olmadigini bildiren ¢aligmalarda mevcuttur. 2014 yilinda Chen ve arkadaslarinin yaptigi
325 hastalik bir ¢caligmada renal transplantin ilk yilindaki hastalar degerlendirilmis ve akut
rejeksiyon ile TGF-B1, polimorfizmleri arasinda bir farklilik saptanmadigi bildirilmistir
[206].

TGF-B1 sitokin gen polimorfizlerinde yas grubu, cinsiyet, prognoz ile iligski acisindan

istatiksel olarak farklilik gbzlenmemistir.
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Fakat TGF-g1 C/C G/C (Low) sitokin gen polimorfizmi ile ATIR-Ab diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh iliski gozlenmistir (p= 0,002). Diger TGF-B1 sitokin gen
polimorfizmleri ise AT1R-Ab diizeyi ile iliskisiz olarak saptanmustir. TGF-g1 C/C G/C
(Low) polimorfizminin olmadigr hastalarda daha fazla oranda ATIR-Ab negatifligi,

mevcut oldugu vakalarda siipheli pozitiflik ve pozitiflikte artis saptanmugstir.

Calismamuzda gozlenen TGF-f1 C/C G/C (Low) sitokin gen polimorfizminin AT1R-Ab

diizeyine olan etkisi daha énce bildirilmemigtir.

5.2.5.IFN-Y sitokin gen polimorfizmi

Calismamizda son olarak calisilan sitokin IFN-Y olmustur. IFN-Y T/T (High) gen
polimorfizmi 29/150, IFN-Y-T/A (Intermediate) gen polimorfizmi 79/150, IFN-Y A/A
(Low) gen polimorfizmi 42/150 denekte saptanmistir. Higbir polimorfizm rejeksiyon ile

iligkili bulunmamastir.

Calismamizda IFN-Y sitokin gen polimorfizminde yas grubu, cinsiyet, prognoz ve AT1R-

Ab diizeyi acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Cogu sitokin polimorfizminde oldugu gibi IFN-Y sitokin gen polimorfizmi de degisik
caligmalarda farkli sonuglarla iligkilendirilmistir. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak bazi
caligmalarda hem akut hem kronik rejeksiyon ile iliskilendirilmis olarak bildirilmistir.
Dhauoadi ve arkadaglari akut ya da kronik rejeksiyon ile iliski saptayamamisken 2013
yilinda Cin’de Ge ve arkadaslarinin yaptigi bir meta-analizde +874 polimorfizmi

rejeksiyon ile iliskili bulunmustur [173, 205].

Tirk hastalarda Seyhun ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada herhangi bir iliski
saptanmadigi Dbildirilmistir [200]. Bizim c¢alismamizda da Seyhun ve arkadaslarinin
calismasina benzer olarak IFN-Y polimorfizmi ile rejeksiyon arasinda bir iliski

saptanmamuistir.
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Ayrica sitokin gen polimorfizmleri salinim diizeylerine gore diisiik, orta ve yiiksek olarak
gruplandirilarak degerlendirildiginde de cinsiyet, yas grubu, prognoz, ATIR-Ab diizeyi

acisindan istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamastir.

Sitokin gen polimorfizminin arastirilmasinin, rejeksiyon ve greft fonksiyonlar: iizerine
yeni bilgiler eklerken, ayn1 zamanda istenmeyen sonuglardan korunmak ic¢in de yol
gosterme agisindan anlamliligi 6nemlidir. Bobrek nakli 6ncesinde yapilan doku uyum
testlerine ek olarak sitokin gen polimorfizminin de incelenmesi, rejeksiyon sikliginin
azaltilmasi yoniinde yardimci olabilecegi savinin daha fazla ¢alisma ile desteklenmesi
gerekmektedir.

L polimorfizmlerin birlikte degerlendirilmesi

Sitokin salinimina olan etkilerine gore
sonrasinda yapilan degerlendirmede de rejeksiyon agisindan anlamli bir polimorfizm

saptanmamigtir.

Calisilan sitokin gen polimorfizm sonuglar1 daha oOnce yaymlanan calismalarla
karsilastirildiginda bazi ¢alismalarla benzer bulgular saptanmistir. Yapilan analizler
sonucunda AT1R-Ab varligt ile TGF-p1 C/C G/C (Low) gen polimorfizmi ve IL-6 G/G
(High) gen polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski saptanmigtir (gizelge
5.1).

Cizelge 5.1 AT1R-Ab diizeyi ile istatistiksel olarak anlamli sitokin gen polimorfizmlerinin
iligkisi

AT1R-Ab pozitifligi
Negatif Siipheli pozitif Pozitif p

Gen polimorfizmi

. _ Yok | 93 [86,1% | 12 | 11,1% | 3 | 2,8%
iL-6 G/C (High) 0,044
Var | 41 |97,6%| 1 | 24%

CrB1CIC G/C (Lowy |YOK_| 130 [908% | 11 | 77% |2 | L4% |
b (Low) o 4 |571%| 2 | 286% | 1 |143% |

Calismamizda amagladigimiz ATIR-Ab diizeyi ile sitokin gen polimorfizmi iliskisinin
gosterilmesi agisindan hedefe ulagilmistir. ATIR-Ab diizeylerinin rejeksiyon ile iligkisiz

goriilmesi heniiz tam oturmamis esik degerleri nedeniyle anlamsiz saptanmis olabilir.

! Diisiik, orta ve yiiksek salimml1 sitokin gen polimorfizmleri birlegtirilmistir
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6.SONUC VE ONERILER

Bobrek naklinde klasik HLA antikorlarina ek olarak non-HLA antikorlarin énemi giderek
artmaktadir. Ozellikle AT1R-Ab rejeksiyonda en dikkat ¢eken non-HLA antikorlardandur.
AT1R-Ab pozitifliginin bobrek naklinde rejeksiyon ile iliskisi iizerine Ozellikle son
yillarda yapilan daha yiiksek hasta sayili calismalarda, AT1R-Ab pozitifligi ile rejeksiyon
arasinda iliski olmadigr yoniinde bildirimde bulunan g¢alisma sayilar1 artmistir. Bizim

calisgmamizda da buna benzer bir sonug saptanmastir.
Calismamizdan c¢ikarilabilecek sonuclar 6zetlenecek olursa:

eNakil yapilan hastalarin demografik 6zelliklerine gore rejeksiyon ile olan iligkileri
degerlendirildiginde:

*Kadin nakil hastalarinda rejeksiyon ile vericinin cinsiyeti arasinda anlamli
iligki saptanmazken, erkek nakil hastalarina kadin vericiden yapilan
nakillerde daha yiiksek oranda rejeksiyon gozlenmistir (p= 0,032).

*Dondr tipi ve yakinliginin rejeksiyon ile iligkisi yokken dondr cinsiyeti
degerlendirildiginde erkek dondrlerde rejeksiyon daha sik goriilmiistiir
(p=0,035).

*Eriskinde rejeksiyon pediatrik gruba gore daha sik saptanmistir (p=0,009).

Cinsiyete gore degerlendirildiginde erkeklerde rejeksiyon belirgin olarak
kadinlardan daha sik goriilmistiir (p=0,004).

eRejeksiyon ile AT1R-AD diizeyleri arasinda anlamli iligki bulunmamustir. Bu nedenle
ATI1R-Ab diizeyinin nakil oncesi yliksekliginin rejeksiyonda marker olarak
kullaniminin uygun olmadig1 gézlenmistir.

eAT1R ADb negatiflik orami erigkin yasa sahip hastalarda daha sik saptanmigtir
(p<0,001). Pediatrik yasta ATIR-Ab degerinin eriskin yasa gore yiiksek oldugu
gozlenmistir.

eRejeksiyon ile calisilan sitokin gen polimorfizmleri arasinda anlamli iligki
bulunamamigtir. Caligma grubumuzda TNF-o G/G (Low), TNF-a G/A (High= -308
polimorfizm), TGF-B1 T/T G/G (High), TGF-B1 T/C G/G (High), TGF-B1 C/C
GI/G (Intermediate), TGF- B1 C/C G/C (Low), IL-10 GCC/GCC(High), IL-10
GCC/ACC(Intermediate), IL-10 GCC/ATA(Intermediate), IL-10 ACC/ACC(Low),
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IL-10 ACC/ATA(Low), IL-10 ATA/ATA(Low), IL-6 G/G (High) ve IL-6 G/C
(High) saptanan sitokin gen polimorfizmleridir. Hig¢bir polimorfizm varliginda
rejeksiyon ile iliski gozlenmemistir. TNF-o G/G diisiik salinim gen polimorfizmi
caligmamizda tiim gruplar ele alindiginda en sik rastlanan polimorfizm tipi olarak
saptanmistir. Calismamiz Adana bolgesindeki nakil hastalari ile yapilmistir. Bu
nedenle daha once Tiirk toplumunda ¢aligilan sitokin gen polimorfizm g¢alismalari
ile farkliliklar gézlenmesi, etnik grup farkliliklar1 olmasi ve bolgede yasayan halkin
cok degiskenlik gostermemesi ile agiklanabilir.

eSitokin  polimorfizmi ve AT1R-Ab diizeylerinin birbiri ile olan iligkisi
karsilastirildiginda:

*TGF-p1 C/C G/C (Low) sitokin gen polimorfizmi yoklugunda AT1R-Ab
negatifligi, varliginda ATIR-Ab pozitifligi istatistiksel olarak anlamli
saptanmustir (p=0,002).

«IL-6 G/C (High) sitokin gen polimorfizmine sahip olanlarda AT1R-Ab
negatifligi agisindan istatistiksel olarak anlamlilik saptanmstir (p=0,044).

IL-6 ve TNF-a IRI’de renal hasar olusumunda major rolii oynamaktadir. IL-6
proinflamatuvar ve profibrotik faktérlerin salinimina ve/veya ekspresyonuna yol agarak
akut inflamasyona katkida bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan calismalarda IL-6 ile AT1R-
Ab etkilesiminin 6nemli oldugu ve ATIR-Ab ve renin artis1 ile iliskili IL-6 yiiksekliginin
hipertansiyona neden oldugu bildirilmistir. Ang II glomeriiler endotelyal hiicrelerde
aktivitesini ATIR ve AT2R iizerinden gosterir. Ang II NF-kB kontrolii altinda
kemokinlerden MCP-1 ve RANTES, sitokinlerden IL-6, adezyon molekiilii VCAM-1 ve
ICAM-1 ve anjiotensinojeni igerenproinflamatuvar genleri artirir. AT1R i¢in iL-6, MCP-1
ve anjiotensinojen araciligr; AT2R i¢cin RANTES araciligt énemli oldugu bildirilmistir.
Ayrica IL-6’nm inhibisyonunun AT1R-Ab diizeyi diisiisii ve rejeksiyon gelisimini
onlemesi iizerine ¢alismalar da yapilmustir. Dolayisiyla IL-6"nin yiiksek diizeyde salinimi
akut rejeksiyon ile iliskili olabilir. IL-6 G/C (High) sitokinpolimorfizmine sahip olanlarda
AT1R-AbD yiiksekligi bu nedenle anlamlidir.

Bobrek hasarinda RAS kaynakli fibrogenezisin biiylik oranda TGF-B1 yoluyla oldugu
gosterilmistir. Bu aktivite kismen ATIR araciligiyla gerceklesir. Angll hiicre dis1 matriks
birikimi, hiicre ¢cogalmasi ve hipertrofi gibi dnemli biyolojik etkilere yol acan TGF- 1

sentezinin giiclii bir uyaricisidir ve TGF-B1 geni ve protein ¢ikigint artirir. Ang Il artigi
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CTGFmMRNA ekspresyonu ve iiretimini artirmaktadir. CTGF bir profibrojeniksitokindir ve
TGF-B1’in profibrotik aktivitesinin Onemli bir mediyatorii olabilecegi ve TGF-B1
tarafindan giiclii olarak upregiile edildigi, glomeriiloskleroz ve tiibiilointerstisyelfibrozisin
gelismesi ve ilerlemesinden rolii olabilecegi diistiniilmektedir. TGF- B1 naklin ilk yilindan
sonra greft kaybinin baglica sebebi olan kronik allogreft nefropati patogenezinde anahtar
bir sitokindir. Dolayisiyla TGF-B1 yiiksek diizey salinimina neden olan polimorfizme sahip

olanlarda AT1R-Ab yiiksekligi uyumludur.

Sonug olarak ¢alismamizda, TGF-Bl C/C G/C (Low) gen polimorfizmi ile iL-6 G/G
(High) gen polimorfizminin AT1R-Ab diizeyine birbirinin tersi etkiye sahip oldugu
gdzlenmistir. IL-6 (High) polimorfizmi olanlarda AT1R-Ab diizeylerinde siipheli pozitiflik
ve pozitiflik agisindan istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmistir. Bupolimorfizme sahip
hastalarda IL-6 fazla miktarda salinarak proinflamatuvar etkide artisa neden olabilecegi

distiniilebilir.

IL-6 hem proinflamatuvar hem de antiinflamatuvar bir sitokinken, TGF-B1
antiinflamatuvar etkiye sahiptir. TGF-f1 diisiik salinim polimorfizmi varliginda daha
disik diizeyde TGF-B1 salimmmi olmaktadir. Diistik diizeydeki TGF-B1 ise

antiinflamatuvar etkinin az olmasina neden olmaktadir.

Bundan sonra yapilmasi 6nerilenler:

eCalismamizda AT1R-Ab degeri icinesik degeri saptamamigtir. Kullanilan kit <2,5
U/ml alt1 degerleri saptayamadigi i¢in ve bu sonuglara numerik deger verilemedigi
icin anlamli bir ortalama bulunamamistir. ATIR-Ab diizeyleri toplum ve etnik
farkliliklara gore degisiklik gosterebilir. AT1R-Ab degerlerinin  diizgiin
degerlendirilebilmesi igin daha fazla sayida c¢alisma yapilmasina ve oOlgiimde
standardizasyona gereksinim vardir. Ayrica pediatrik donemde ATIR-Ab diizeyi
yiiksekligini ve nedenini anlamlandirmak i¢in bulgularimizin, pediatrik vakalarin
sayisal olarak daha fazla oldugu baska c¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

eSitokinpolimorfizm ¢alismalar1 ¢ok sayida vaka ile yapilmasi gereken caligmalardir.
Tiirkiye yapilan sitokinpolimorfizm ¢aligmalart sinirhidir.  Tiirk  toplumunun
sitokinpolimorfizm profilinin ¢ikartilabilmesi ve dogru sonuglara ulasilabilmesi

icin tlim bolgeleri igeren ve ¢ok sayida kisi ile ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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eNakil 6ncesi uygun verici se¢ciminin yapilmasinin tedavi giderlerini azalttig1 gibi greft
yasam Omriinii ve islevselliginin devamini arttirdigi kabul edilen bir gergektir.
Ayrica rejeksiyon tedavileri hasta i¢in olduk¢a yipratict olmasinin yant sira sosyal
giivenlik kurumlar icin de maliyeti yiiksek tedavilerdir. Nedenin belirlendigi
hedefe yonelik tedaviler hem hasta agisindan hem sosyal giivenlik kurumlarinda
maliyet agisindan ¢ok daha avantajli olacaktir. Bu nedenle hastaya uygun, kisiye
yonelik tedavilerin gelistirilmesi Oniimiizdeki yillarda giindeme gelebilir. Nakil
oncesi caligilan parametre sayisinin artmasi bunun bir yoludur ve non-HLA
Ab’lardan biri olan AT1R-Ab ve sitokin gen polimorfizminin bu parametreler
arasinda yer alabilecegi diisliniilmektedir. Fakat bizim c¢alismamizda her iki
parametre de rejeksiyon Oncesi biyomarker olarak kullanim agisindan uygun
bulunmamustir.

e Ayrica ATIR-ADb pozitifliginin tek basina degil, bagka faktorlerle birlikteliginin
rejeksiyona etkisi olabilecegi diisiiniilebilir ve yaninda ek faktorlerle beraber

rejeksiyona etkisinin degerlendirilecegi ¢caligsmalar yapilabilir..

Glinlimiizde transplant hazirlik asamasinda ve hasta takibinde kullanilan birgok
parametreye ragmen halen rejeksiyon onlenememekte ve bilim insanlarmin nakil oncesi
rejeksiyon gelisimini Onlemeyi ya da nakil sonrasi gelisen rejeksiyonu durdurmayi
hedefleyen caligmalar1 biiylik bir hizla devam etmektedir. Fakat halen yeni tanisal
yaklagimlar ve hedefe yonelik tedaviler gelistirilmesi i¢in agiklanmayr bekleyen
immiinolojik mekanizmalar mevcuttur. Transplant immiinolojisi ilk calisilmaya
baslandigindan bu yana ¢ok yol kat edilmistir, fakat yeni ¢aligmalar gostermektedir ki daha

da fazla yol kat edilmesi gerekmektedir.
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Anabilim Dalimizda gérev yapmakta olan Prof. Dr. Bilkay Bagtiirk tarafindan
yiriitiilecek olan KA14/329 nolu “Bébrek nakli olan hastalarda organ reddinde
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Immiinoloji Anabilim Dalinda gérev yapmakta olan Prof. Dr. Bilkay Bastiirk tarafindan
yiiriitillecek olan KA14/329 nolu ve “Bébrek nakli olan hastalarda organ reddinde anjiyotensin
1 reseptor antikor seviyesi ile sitokin gen polimorfizm iligkisinin aragtirilmasi” bashkh
aragtirma projesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan incelendi ve
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Ek-2. Saglikli goniillii onam formu

BASKENT UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU

BILIMSEL ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRILMIS GONULL{ OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bilimsel aragtirma amagh klinik bir ¢ahismaya katilmak tizere davet edilmis bulunmaktasimz. Bu
calismada yer almayr kabul etmeden once ¢alismamin ne amacla yapilmak istendigini tam olarak
anlamamiz ve kararimzi, arastirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra ozgiirce vermeniz
gerekmektedir. Bu bilgilendirme formu séz konusu arastirmayi ayrintili olarak tanitmak amaciyla size
dzel olarak hazirlanmstir. Liitfen bu formu dikkatlice okuyunuz. Arastirma ile ilgili olarak bu formda
belirtildigi halde anlayamadigimiz ya da belirtilemedigini fark ettiginiz noktalar olursa hekiminize
sorunuz ve sorularimiza acik yamtlar isteyiniz. Bu arastrmava katilip katilmamakta serbestsiniz.
Cahismaya katilim goniilliiliik esasma dayalidir. Arastirma hakkanda tam olarak bilgilendirildikten sonra,
karanimzi ozgiirce verebilmeniz ve diisiinmeniz igin formu imzalamadan énce hekiminiz size zaman
tamyacaktir. Kararimz ne olursa olsun, hekimleriniz sizin tam saghk halinizin saglanmasina ve
korunmasma yonelik gorevlerini bundan sonra da eksiksiz yapacaklardir. Arastirmaya katilmay: kabul
ettiginiz taktirde formu imzalayimiz.

1. ARASTIRMANIN ADI

Bibrek nakli olan hastalarda organ reddinde AT1R sitokin gen polimorfizm iliskisinin
arastirilmasi

2. GONULLU SAYISI

Bu arastimada ver almasi ongoriilen toplam goniillii sayist 50 saghikli kontrol olmak tizere 150
goniilliidiir.

3. ARASTIRMAYA KATILIM SURESI

Bu arastrmaya katthm siireniz bir defaya mahsus sizden alimacak kan 6medi vermeniz ile
tamamlanacaktir.

4. ARASTIRMANIN AMACI

Bu calismayla bdbrek nakli yapilan hastalarda organ reddi ile iliskili bagisiklik sistemm
parametrelerinin arastirilmasi yapilacaktir.

5. ARASTIRMAYA KATILMA KOSULLARI
Bu arastirmaya dahil edilebilmeniz i¢in gereken kosullar sunlardir:

1. Herhangi bir kanser hastaliginizin olmamasi,
2. Zihinsel ve kognitif bozuklugunuzun olmamasa.

6. ARASTIRMANIN YONTEMI

Bu arastirmada sizden almacak 2 tiip kan drnedi ile immiinolojik (bagisiklik) parametreleriniz
¢alisilacaktir.

7. GONULLUNUN SORUMLULUKLARI
/. Kan alma sirasinda herhangi bir sekilde fenalik hissedilmesi durumunda ilgili doktora

danismalisiniz,
2. Kan alindiktan sonra uyulmasi gereken bir program bulunmamaktadir.

IMZALAR: Géniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik 1
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Ek-2.(devam) Saglikli goniillii onam formu

8. ARASTIRMADAN BEKLENEN OLASI YARARLAR

Bu arastirma, neden bazi nakillerde organ reddi olurken bazilarinda olmadigi konusuna 151k tutacaktir.
Arastrmanuz yalnizea bilimsel amaglt olup sizin dogrudan yarar gérmeniz beklenmemektedir. Ancak,
bu arastirmadan elde edilen sonuglar nakil olmus hastalarm tedavisinin planlanmasina katks
saglayacaktir.

9. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK OLASI RISKLER

Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda ac1-agr1 duyma, nadiren bayilma, morarma, nadiren ignenin
giris verinde enfeksiyon, pihtilagsma veya kanamanin uzamasi ¢ok nadiren de olsa bulunmaktadir. Olasi
bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimuzdan alinacaktir.

10.  ARASTIRMADAN !_(A}(NAKLANABiLECEK HERHANGi BIiR ZARARLANMA
DURUMUNDA YUKUMLULUK / SORUMLULUK DURUMU

Yoktur

11. ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLARDA ARANACAK Kisi
Uygulama siiresince, zorunlu olarak arastirma disi ilag almak durumunda kaldifimzda Sorumlu
Arastiriciy1 6nceden bilgilendirmek icin, arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in va da arastirma ile

ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki veya diger rahatsizliklarimz igin herhangi bir saatte adresi ve
telefonu asagida belirtilen ilgili hekime ulasabilirsiniz.

istediginizde Giiniin 24 Saati Ulasilabilecek Hekimin Adres ve Telefonlar::
Prof.Dr. Bilkay Bastiirk
Is: 0322 3272727 (2025)

12. GIDERLERIN KARSILANMASI VE ODEMELER

Bu arastirmaya katilmaniz icin veya arastirmadan kaynaklanabilecek giderler i¢in sizden herhangi bir
ficret istenmeyecektir. Hastahgimzin gerektirdigi tetkiklere ilave olarak yapilacak her tirlt tetkik, ve
diger arastirma giderleri size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da &zel higbir kuruma
ddetilmeyecektir.

13. ARASTIRMAYI DESTEKLEYEN KURUM
Calisma Baskent Universitesi tarafindan desteklenmektedir..
14. GONULLUYE HERHANGI BiR ODEME YAPILIP YAPILMAYACAGI

Bu arastumaya katilmamizla, arastirma ile ilgili ¢ikabilecek zorunlu masraflar tarafimzdan
karsilanacaktir. Bunun disinda size veya yasal temsilcilerinize herhangi bir maddi katk
saglanmayacaktir.

15. BILGILERIN GIZLILiGI

Arastirma siiresince elde edilen sizinle ilgili tibbi bilgiler size 6zel bir kod numarasi ile
kaydedilecektir. Size ait her tiirlii tibbi bilgi gizli tutulacaktir. Arastirmamn sonuclar yalmza
bilimsel amacgla kullamlacaktir. Arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir.
Ancak, gerektiginde arastirmanin izleyicileri, yoklama vyapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
t1bbi bilgilerinize ulasabilecektir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabileceksiniz

16. ARASTIRMA DISI BIRAKILMA KOSULLARI

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik 2



Ek-2. (devam) Saglikli goniillii onam formu

Arastirma gereklerinin yerine getirilmedigi diisiiniildiigii durumunda hekiminiz sizin izniniz olmadan
sizi arastirmadan ¢ikarabilir.

Ancak arastirma dist birakilmaniz durumunda da, sizinle ilgili tibbi veriler bilimsel amagla
kullanabilir.

17. ARASTIRMADA UYGULANACAK TEDAVI DISINDAKI DIGER TEDAVILER
Yoktur.
18. ARASTIRMAYA KATILMAYI REDDETME VEYA AYRILMA DURUMU

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almay1 reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; arastirmada yer almay reddetmeniz veya
katildiktan sonra vazgecmeniz halinde de kararimz size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklige
neden olmayacaktir.

Arastirmadan cekilmeniz ya da arastirici tarafindan g¢ikarilmamz durumunda da, sizle ilgili tibbi
veriler bilimsel amagla kullamlabilecektir.

19. YENI BILGILERIN PAYLASILMASI VE ARASTIRMANIN DURDURULMASI

Arastirma siirerken, arastirmayla ilgili olumlu veya olumsuz yeni tibbi bilgi ve sonuglar en kisa siirede
size veya yasal temsilcinize iletilecektir. Bu sonuglar sizin arastirmaya devam etme isteginizi
etkileyebilir. Bu durumda karar verene kadar arastirmanin durdurulmasin isteyebilirsiniz.

(Kattlimcimin/Hastanin/Anne-Baba/Yasal Temsilcinin Beyani)

Saym Prof. Dr. Bilkay Bastiirk tarafindan Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Bilim
Dallar’nda tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya “katilimer” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da bilyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullammu sirasinda kisisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda
bana gerekli giivence verildi.

Arastirmanin yuriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim (Ancak
arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun
olacagmin bilincindeyim). Ayrica, tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma dig1 tutulabilirim.

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

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi
halinde, her tirlii titbbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altna girmeyecegim anlatildi.

Bu arastimaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda

zorlayicr bir davranisla karsilasnus degilim. Eger katilmay: reddedersem, bu durumun tibbi bakimima
ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tamik 3
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Ek-2.(devam) Saglikli goniillii onam formu

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve arastrmaya baslanmadan énce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren 4 sayfalik
metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari aragtiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak
bana yapilan tim aciklamalari ayrntilariyla anlanus  bulunmaktaymm.  Arastirmaya  katilmayr isteyip
istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden
gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda aragtirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve séz konusu
aragtirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliilitk
icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladig: haklari kaybetmeyecegimi
biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopvasi bana verildi.

GONULLU IMZASI

ISIM SOYISIM

ADRES

TELEFON

TARIH

VASI (Varsa) IMZASI

ISIM SOYISIM

ADRES

TELEFON

TARIH

ARASTIRMACI IMZASI

ISIM SOYISIM ve GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

ONAM ALMA iSINE BASINDAN SONUNA KADAR TANIKLIK EDEN KURULUS IMZASI
GOREVLISI )

ISIM SOYISIM ve GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik 4
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Ek-3. Hasta goniillii onam formu

BASKENT UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK
KURULU

BILIMSEL ARASTIRMALAR iCIN BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bilimsel arastirma amagh klinik bir ¢alismaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasimz.
Bu calismada yer almay1 kabul etmeden énce calismanm ne amagla yapilmak istendigini tam
olarak anlamamz ve kararmizi, arastirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra dzgiirce
vermeniz gerekmektedir. Bu bilgilendirme formu séz konusu arastirmayi ayrnintili olarak
tamtmak amaciyla size 6zel olarak hazirlanmustir. Liitfen bu formu dikkatlice okuyunuz.
Arastirma ile ilgili olarak bu formda belirtildigi halde anlayamadigimiz ya da belirtilemedigini
fark ettiginiz noktalar olursa hekiminize sorunuz ve sorularmiza agik yamitlar isteyiniz. Bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katihm goniilliiliik esasina dayahdr.
Arastirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra, kararimzi dzgiirce verebilmeniz ve
diistinmeniz igin formu imzalamadan oénce hekiminiz size zaman taniyacaktir. Kararimz ne
olursa olsun, hekimleriniz sizin tam saghk halinizin saglanmasma ve korunmasma yonelik
gorevlerini bundan sonra da eksiksiz yapacaklardir. Arastirmaya katilmayi kabul ettiginiz
taktirde formu imzalayimiz.

1. ARASTIRMANIN ADI

Biobrek nakli olan hastalarda organ reddinde AT1R sitokin gen polimorfizm iliskisinin
arastirllmasi

2. GONULLU SAYISI

Bu arastirmada yer almasi éngoriilen toplam gondillit sayist 50 saghkli kontrol olmak tizere
150 dir.

3. ARASTIRMAYA KATILIM SURESI

Bu arastirmaya katilim stireniz bobrek nakli yapilmadan 6nce, nakliniz yapildiktan sonra 7.
giinde, nakil sonrast 1. Ay kontroliniizde, eger hekiminiz gerek goriirse ve nakil sonrasi
viicudun bébregi kabul etmedidi saptanirsa olmak tizere toplam 5 kez sizden alinacak kan
ornegi vermeniz ile tamamlanacaktir.

4. ARASTIRMANIN AMACI

Bu c¢alismayla bobrek nakli yapilan hastalarda organ reddi ile iliskili bagisiklik sistemi
parametrelerinin arastirilmasi yapilacaktir.

5. ARASTIRMAYA KATILMA KOSULLARI
Bu arastirmaya déhil edilebilmeniz i¢in gereken kosullar sunlardir:

1. Nakil sonrasi takiplerinizin merkezimizde yapilmasi

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmaci Tamk 1
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

2. Nakil sonrast herhangi bir kanser hastaliginizin belirlenmemis olmasi,
3. Zihinsel ve kognitit bozuklugunuzun olmamasi.

6. ARASTIRMANIN YONTEMI

Bu arastirmada sizden almacak 2 tiip kan 6rnegdi ile immiinolojik (bagisiklik) parametreleriniz
caligilacaktir.

7. GONULLUNUN SORUMLULUKLARI

1. Kan alma sirasinda herhangi bir sekilde fenalik hissedilmesi durumunda ilgili doktora
damsmalisiniz,

2. Kan alindiktan sonra uyulmasi gereken bir program bulunmamaktadir.

3. Nakil swrasinda ve sonrasinda doktorunuzun uygulamakta oldugu tedaviyi
doktorunuzun haberi olmadan birakmamamz, degistirmemeniz ve aksatmamaniz
caligmanin dogru sonug vermesi agisindan énemlidir.

8. ARASTIRMADAN BEKLENEN OLASI YARARLAR

Bu arastirma, neden bazi nakillerde organ reddi olurken bazilarinda olmadig konusuna 151k
tutacaktir. Arastirmanmuz yalnizca bilimsel amagh olup cocugunuzun dogrudan yarar gérmesi
ya da tedavisinin seyrini degistirmesi beklenmemektedir. Ancak, bu arastirmadan elde edilen
sonuglar ¢ocugunuz gibi tam almus diger hastalarin tedavisinin planlanmasma katki
saglayacaktir.

9. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK OLASI RiSKLER

Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda aci-agr1 duyma, nadiren bayilma, morarma, nadiren
1gnenin giris yerinde enfeksiyon, pithtilasma veya kanamanimn uzamasi ¢ok nadiren de olsa
bulunmaktadir. Olasi bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

10. ARASTIRMADAN KAY;‘{AKLANABiLECEK HERHANGI BiR ZARARLANMA
DURUMUNDA YUKUMLULUK / SORUMLULUK DURUMU

Yoktur
11. ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLARDA ARANACAK KiSi

Uygulama siiresince, zorunlu olarak arastirma disi ilag almak durumunda kaldigimizda
Sorumlu Arastirictyr énceden bilgilendirmek i¢in, arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin
ya da arastirma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki veya diger rahatsizliklariniz igin
herhangi bir saatte adresi ve telefonu asagida belirtilen ilgili hekime ulasabilirsiniz.

istediginizde Giiniin 24 Saati Ulasilabilecek Hekimin Adres ve Telefonlar::
Prof.Dr. Bilkay Bastiirk
is: 0 322 3272727 (2025)

12. GIDERLERIN KARSILANMASI VE ODEMELER

o

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

Bu arastirmaya katilmamz i¢in veya arastirmadan kaynaklanabilecek giderler i¢in sizden
herhangi bir ticret istenmeyecektir. Hastaligimzin gerektirdigi tetkiklere ilave olarak yapilacak
her tiirlt tetkik ve diger arastirma giderleri size veya glivencesi altinda bulundugunuz resmi
va da 6zel higbir kuruma odetilmeyecektir.

13. ARASTIRMAYI DESTEKLEYEN KURUM
Destek i¢in herhangi bir kuruma bagvurulmayacaktir.
14. GONULLUYE HERHANGI BiR ODEME YAPILIP YAPILMAYACAGI

Bu arastirmaya katilmanizla, arastirma ile ilgili ¢ikabilecek zorunlu masraflar tarafimzdan
karsilanacaktir. Bunun disinda size veya yasal temsilcilerimize herhangi bir maddi katka
saglanmayacaktir.

15. BILGILERIN GIZLIiLiGi

Arastirma stiresince elde edilen sizinle ilgili tibbi bilgiler size 6zel bir kod numarasi ile
kaydedilecektir. Size ait her turli tibbi bilgi gizhi tutulacaktir. Arastirmanin sonuglar
yalniza bilimsel amagla kullamilacaktir. Arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir. Ancak, gerektiginde arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar tibbi bilgilerinize ulasabilecektir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulasabileceksiniz

16. ARASTIRMA DISI BIRAKILMA KOSULLARI

Uygulanan tedavinin hekimin bilgisi olmadan kesilmesi, aksatilmasi veya degistirilmesi,
maling (kanser )hastahigi tespit edilmesi durumunda hekiminiz sizin izniniz olmadan sizi
arastirmadan ¢ikarabilir. Bu durum size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklige neden
olmayacaktir.

Ancak arastirma dig1 birakilmamz durumunda da, sizinle ilgili tibbi veriler bilimsel amagla

kullanabilir.

17. ARASTIRMADA UYGULANACAK TEDAVI DISINDAKI DIGER TEDAVILER
Yoktur

18. ARASTIRMAYA KATILMAYI REDDETME VEYA AYRILMA DURUMU

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin iste@inize baglidir. Arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz yva da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; arastirmada yer
almay1 reddetmeniz veya katildiktan sonra vazge¢meniz halinde de karanniz size uygulanan
tedavide herhangi bir degisiklige neden olmayacaktir.

Arastirmadan ¢ekilmeniz ya da arastirier tarafindan c¢ikarilmaniz durumunda da, sizle 1lgili

tibbi veriler bilimsel amagla kullanilabilecektir.

19. YENI BILGILERIN PAYLASILMASI VE ARASTIRMANIN DURDURULMASI

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tamk

5]
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

Arastirma siirerken, arastirmayla ilgili olumlu veya olumsuz yeni tibbi bilgi ve sonuclar en
kisa stirede size veya yasal temsilcinize iletilecektir. Bu sonuglar sizin arastirmaya devam
etme isteginizi etkileyebilir. Bu durumda karar verene kadar arastirmanin durdurulmasini
isteyebilirsiniz.

(Katilimcinin/Hastamn/Anne-Baba/Yasal Temsilcinin Beyani)

Sayin Prof.Dr. Bilkay Bastiirk tarafindan Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji
Bilim Dallari’nda tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimer” (denek) olarak
davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma siwrasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinm egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
6zenle korunacag konusunda bana gerekli giivence verildi.

Arastrmanin  yiriitilmesi  swrasinda  herhangi  bir sebep gdstermeden arastirmadan
¢ekilebilirim (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan cekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica, tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastrma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle herhangi bir saglik sorunumun ortaya
¢tkmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim anlatildi.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davramsla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmaci Tamk 4



Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan énce goniillitye verilmesi gereken bilgileri gésteren 6 sayfalik
metni okudum ve sozlil olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulan arastirieiya sordum, yazih ve sozlii olarak
bana yapilan tiim a¢iklamalari ayrintilariyla anlanus bulunmaktayim. Arastirmaya katilmay: isteyip
1stemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tamindi. Bu kosullar altinda. bana ait tibbi bilgilerin gézden
gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisine yetki veriyor ve soz konusu
aragtirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniillilitk
igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklan kaybetmeyeceginmi
biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir koovasi bana verildi.

GONULLU IMZASI

ISIM SOYISIM

ADRES

TELEFON

TARIH

VASI (Varsa) IMZASI

ISIM SOYISiM

ADRES

TELEFON

TARIH

ARASTIRMACI IMZASI

ISIM SOYISIM ve
GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tamk 5
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

ONAM ALMA iSINE BASINDAN SONUNA KADAR TANIKLIK iMZASI
EDEN KURULUS GOREVLISI

ISIM SOYISIM ve
GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

IMZALAR: Géniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tamk 6
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Ek-4. Sitokin gen polimorfizm degerlendirme formu

WORKSHEET LLRTEN T A
Cytokine Genotyping Tray or Primer Pack, Lot 004 Cad # CYTOEM, PCYTOEN
THE 2 A
OPmers Ohiss
T Oforer O Feras T R Tray b D
I T Eawan
Tamgia 10 e [ = Tray Dotd
- Tirmtar e o M T La ke
e | 1w | ey | Ene ey | zFwR | ReEr | 2Deie | aGacs | e | aeee
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WESULTS
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TRETE 1
I
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Gy Liesbda. ine. 11087 Hiliige 0. Cirmoge Past, S0 1 B PO Fan (B8] T wwm prpieints pive
T e CFTONM W, AT




146

Ek-5. Sitokin gen polimorfizm degerlendirmesi i¢in hazirlanmis 6rnek form

WORKSHEET
Cytokine Genotyping Tray or Primer Pack, Lot 004

o

Cat. # CYTGEN, PCYTGEN

Nasto Y4 Xstent W
Name ! O Donor O Female. Tray Exp. Date b NG\@
- u
e T 492 Af4) ca 0
Sampie 1D, Race Bithdate ABRN TRV OSF 0%
L6 Results f / Oor&
YoM ApAne (EN-X q/a (¢
Disease 7 Relationship to Patient IFN Results N \ D-mix Lot #/Batch # OGP/
13 | 1crer | reer | 1enes | 1omor | 1omcr | eeer | 1asa | 2w | 2cier | 2ree | 2 | 20mor | 2cics | omiasr | 2aea
POSITIONS SHITH/ | 5GMG/ | SF/7TF/ | SEME/ | SDDI | 6C/7C! | SB78Y | SATAl | 6HBH/ | 6GEGI | 6FBF/ | GEBE/ | 6DBD/ | 6C/8C | 6R/8B/ | 6ABA
9HA1H | 96116 | oFM1F | SEM1E | 90/11D | 9ci1C | 98118 | 9AM1A | 10HM2H | 108126 | 10FH2F | 10EM2E |100/12D]10C/12C | 108128 | 10A112A
RESULTS
(mark positive locations)
PRODUCT u.Nm?E 750 125 125 175 175 125 125 300 300 300 250 250 175 175 250 250
Neg Ol | TNFa | TN | TOF®T | TOFRT [ 10T [ TorsT | 1010 10 10 10 10 =3} =) X W
SPECIFICITY * promoter | promater | codon codon codon codon promater promoter prometer promoter promoter | promoter | promoter  intron1 | intron 1
-308A m 10T 10C 25C 25G. ~1082A,-8197 | 1 -8 -8107T-592A | -816C,-502C -174C 174G +674T +874A
Il
[A/A(IGH] |
[TIT GIG (high)
[T/C GIG (high)
[T/C GIC (intermediate)
[CIC GIG (intermediate)
TGF-1 [T/T GIC (intermediate]
[CIC GIC (low)
[CIC CIC (Iow)
[T/T C/C iow]

' Test Performed by nuﬂb,é 2 Date \Tw, OM s 6\ \r
: % LUWOo3 Db
- Read by E)\é\‘,\ Date

“““““ cEam Reviewed by Date

*Note: Low, Intermediate and High refer
to gene expression levels.

CYTGEN_004_WS, Rev 1 : Page 1 of 1
One Lambda, Inc. 21001 Kittridge St,, Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 7020042 Fax: (818) 7026904 www.onelambda.com
Template: Templ_CYTGEN_WS, Rev 0
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Ek-6. Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varligt

TNF-0fG/GHLow)Z
,

“ : &
TNF-a G/A (High)

TNF-aiG/AQHigh)E TGF-B1ET/CHG/GHHigh)2
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Ek-6. (devam) Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varlig

TNF-0fG/GHLow)Z
,

“ : &
TNF-a G/A (High)

TNF-aiG/AQHigh)E TGF-B1ET/CHG/GHHigh)2
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Ek-6. (devam) Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varlig

IL-10 ACC/ACC(Low)

S8 E

IL-10@CC/ACC(Intermediate)l IL-10BACC/ACC(Low)R

-0 GCC/ATA(Intermediate)

- = & & 8580 O

IL-10@,CC/ATA(Intermediate)@ IL-10BACC/ATA(Low)E
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Ek-6. (devam) Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varlig

- . &

1L-10 ATA/ATA(Low)

[AL-10AATA/ATA(Low)d IL-605/CAHigh)

IL-6 C/C u.ow

IL-606/GAHigh)?  LeT/Citow)
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Ek-6. (devam) Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varlig

IFN-XET/THHigh)2 ' IFN-YE\/AdLow)2
=0

IFN-XET/AHIntermediate)d



Ek-6. (devam) Elektroforez jel goriintiilerinde sitokin gen polimorfizm varlig

Resim@-Bng7-42l§holul]ieneIerinl?s‘itokin@enﬁbolimorfizmﬁﬂeerlendirmesi

SGLB7ETNF-afG/GHLow)a
TGF-B1ET/TEG/GHHigh)E
IL-10E8GCC/ACC(Intermediate)a
IL-605/CHHigh)2
IFN-XET/AQIntermediate)d

SGLEIORTNF-0fG/GHLow)R
TGF-B1ET/TEG/GAHigh)@
IL-10BGCC/ATA(Intermediate)&l
IL-665/GEHigh)B
IFN-XET/ARIntermediate)?

SGLB8RATNF-aGG/GHLow)E
TGF-B1ET/TEG/GHHigh)E
IL-10@CC/ACC(Intermediate)a
IL-605/CHHigh)2
IFN-XET/ARIntermediate)a

SGLE1ETNF-0fG/GHLow)E
TGF-B1EC/CHG/CHLow)El
IL-10BACC/ATA(Low)R
IL-66G/GHHigh)a
IFN-XET/ARIntermediate)@

SGLBIETNF-0EG/AfHigh)2
TGF-B1ET/CHG/GAHigh)B
IL-10ECC/ACC(Intermediate)d
IL-60G/CHHigh)®
IFN-XET/AQIntermediate)a

SGLBI2ETNF-0iG/GELow)

TGF-B1ET/CG/GAHigh)2
IL-10BATA/ATA(Low)E
IL-605/CHHigh)2
IFN-YE\/AFLow)
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