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OZET

Bobrek Transplantasyonu yapilan hastalardaki en biiyiikk engel, nakil sonrast bdbrek
fonksiyonlarmin izlenmesi i¢in spesifik bir biyobelirtecin oOlmamasidir. Mevcut altin
standart biyopsi Orneklerinin histolojik incelenmesidir. Greft fonksiyonunu izlemek i¢in
rutin olarak serum kreatinin (Cr), tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (eGFR) ve/veya
proteiniiri gibi ilave belirtegler kullanilir. Ancak, mevcut yontemler ya etkisiz, hatali ya da
invaziftir ve sonuclarin tahmininde kisitlamalardan etkilenmektedir. Mikro RNA’lar
(miRNA) yaklasik 19-25 niikleotid uzunlugunda kodlanmayan RNA’lardir. miRNA’lar,
genleri posttranskripsiyonel seviyede diizenleyerek bir¢cok hiicresel islevde gorev
yapmalarinin yani sira DNA ve protein biyosentezi ve aktivitesinde; hiicre regiilasyonu ve
patogenezde temel bir rol oynarlar. Gilinlimiizde miRNA'lar iizerinde, bobrek naklinde,
iskemi-reperfiizyon yaralanmalarinda, hiimoral rejeksiyon ve viral enfeksiyon gibi
durumlarda tanisal, prognostik belirte¢ ve potansiyel terapotik hedef olarak ¢aligilmaktadir.
Gelecekte bobrek allogreft alicilarinin izlenmesinin, biyolojik sivilardan yapilacak genom
capinda miRNA profillemesi ile miimkiin olacag:1 diisliniilmektedir. Bu dogrultuda,
miRNA calismalarinin organ naklindeki 6nemi daha da artmaktadir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda bazt miRNA’larin bobrek nakli sonrasi olusan rejeksiyonlarda biyobelirte¢
olma potansiyeli bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alismada, 100 bobrek nakli yapilmis hastada
[%650’si rejeksiyon olan hasta (n=50) ve %50’si rejeksiyonu olmayan hasta (n=50) ] borek
rejeksiyonu ile iligkili 9 miRNA (hsa-miR-32-5p / hsa-miR-142-5p / hsa-miR-146a-5p /
hsa-miR-150-5p / hsa-miR-181a-2-3p / hsa-miR-181b-5p / hsa-miR-192-5p / hsa-miR-
210-3p and kontrol miRNA small nucleolar RNA , C/D box61) analiz edilmistir.
Calismalar serum 6rneklerinde belirleme ve kantitasyon i¢in Ger¢ek Zamanli PCR metodu
kullanilarak yapilmistir. Caligmamizin sonucunda rejeksiyonu olan hasta grubunda mir-
142-5p ve miR-192-5p ifadelerinde belirgin farkliliklar gozlemlenmistir.
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ABSTRACT

A major obstacle in the management of kidney transplant recipients is the lack of specific
biomarkers for continuous monitoring of graft function post-kidney transplantation (KT).
The current gold standard is the histological evaluation of biopsies. Additional markers
such as serum creatinine (Cr), estimated glomerular filtration rate (eGFR) and/or
proteinuria are routinely used to monitor graft function. Unfortunately, these currently
available methods are either ineffective, inaccurate or invasive and suffer from limitations
in predicting outcomes. Micro RNAs (miRNA) are non-coding RNAs that are
approximately 19 — 25 base long. miRNAs are responsible of DNA and protein
biosynthesis and function as well as cell regulation and pathogenesis via
posttranscriptional regulations of the genes. miRNAs can be used as a diagnostic,
prognostic and therapeutic tool in different medical circumstances such as kidney
transplantation, ischemia-reperfusion injuries, humoral rejection and viral infections. In the
long view, follow-up of kidney transplantation patients will be possible by genome-wide
miRNA profiling from different biological samples. Hereby miRNA studies have a greater
importance in organ transplantation. Previous studies have shown that some miRNA’s are
potential biomarker in kidney rejection of transplantation patients. In this study, we
evaluated the kidney rejection related 9 miRNAs ( hsa-miR-32-5p / hsa-miR-142-5p / hsa-
miR-146a-5p / hsa-miR-150-5p / hsa-miR-181a-2-3p / hsa-miR-181b-5p / hsa-miR-192-5p
/ hsa-miR-210-3p and control miRNA small nucleolar RNA , C/D box61) in 100
patients[%50 of 100 patients (n=50) had rejection and %50 (n=50) had no rejection] who
had kidney transplantation. We performed the assay on serum/ plasma samples with using
Real-Time PCR methods for detection and quantification. As a result of our study we
observed significant differences in miR142-5p and miR192-5p expressions in the patient
groups.
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1. GIRIS

Bobrek nakli, bobrek artik islevlerini yerine getiremediginde géniillii vericinin bobreginin,
alictya uygun oldugunda, vericiden alinan saglikli bobregin aliciya cerrahi operasyonla
nakil islemidir. Giiniimiizde bobrek yetmezligi olan hastalarin tedavisinde kullanilan en

etkili tedavi seklidir [1].

Bobrek transplantasyonu 1954 ilk kez yilinda yapilmustir. ilk nakilden baslayarak organ
nakilleriyle ilgili c¢alismalar hizla artmig ve basarili bir nakil i¢in immiinolojik
mekanizmalar 1s181inda yeni tan1 ve tedavi yontemleri eklenerek giiniimiiz transplantasyon

pratiginin olugmasi saglanmustir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 yil1 verilerine gore 126.670 organ nakli rapor edilmis olup,
bu nakillerin 84347°si bobrek naklidir. T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine gore 2015 yilinda
3204, 2016 yilinda 3423 ve 2017 yilinda 3339 bobrek nakli yapilmistir. 2015, 2016 ve
2017 yillarinda yapilan bu nakiller sirasiyla 670, 784 ve 693 kadavradan, 2534, 2639 ve

2646°s1 canli donorden yapilmistir.

Kronik Bobrek Hastalig

Kronik bobrek hastaligi (KBH) tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sik goriilen,
bobregin yapisini veya islevlerini etkileyen ve pek ¢ok hastalifi iceren genel bir terimdir.
Bu genel terim renal veya sistemik hastaliklar neticesinde ortaya ¢ikan, ii¢ ay ve daha uzun
siireli bobrek hasar1 ya da glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) 60 ml/dak/1,73 m?’nin
altina dlismesi sonucunda bobrek fonksiyonlarinin geri doniisiimsiiz kaybi olarak

tanimlanmustir (Cizelge.1) [1-2].



Cizelge 1.1. Kronik bobrek hastaligi tani kriterleri (Asagidaki kriterlerden biri varsa KBH
tanis1 konulmaktadir) [1-2]

KBH tani kriterleri

1) GFH azalma olsun ya da olmasin, bobrek hasar1 bulgularinin 3 ay ya da daha uzun
stire var olmasi (yapisal ya da fonksiyonel bobrek bozukluklarinin kanitlarinin olmasi)
a) Bobrek biyopsisinde bozukluk olmasi

b) Kan veya idrar tetkiklerinde bozukluk olmasi

c) Gorintileme yontemlerinde bobrekte bozukluk olmasi

d) Bobrek nakli

2) Bobrek hasar1 olsun ya da olmasin, altta yatan hastaliktan bagimsiz olarak GFH’nin
lic ay ya da daha uzun siire 60 ml/dk/1,73m? nin altina inmesi

2002 yilinda National Kidney Foundation (NKF) tarafindan KBY tanimi ve evrelemesine
iliskin K/DOQ1 (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) kilavuzunda GFH’nin

diizeyine gore 5 evrede siniflandirilmigtir (Cizelge.2) [4].

1- Bobrek fonksiyonlarinda azalma: GFH 50-80 ml/dk arasindadir. Klinik belirti

goriilmez.

2- Hafif derecede bobrek yetmezligim GFH 90ml/dk’nin altindadir. sekonder

hiperparatiroidizim ve hipertansiyon gortiliir.

3- Orta derecede bobrek yetmezligi: GFH 30-45/60-89 ml/dk arasindadir. Hafif derecede

bobrek yetmezligindeki belirtilere ek olarak anemi goriiliir.

4- Ciddi bobrek yetmezligi: GFH 15-29 ml/dk arasindadir. Orta derecede bdbrek
yetmezligindeki belirtilere ek olarak belirgin istahsizlik, su ve tuz tutulumu, kusma ve

mental islevlerde azalma eklenir.

5- Son doénem bobrek yetmezligi: GFH 15 ml/dk’nin altindadir. Ciddi bobrek
yetmezligindeki belirtilere ek olarak konviilziyon, pulmoner 6dem, dekompanse asidoz,

koma, hiperkalemi ve 6liim eslik edebilir [3].



Cizelge 1.2. Kronik bobrek hastaligi evreleri [4].

Evre Tanim GFH (ml/dak./1,73 m?)
1 Normal veya 1 GFH ile bobrek hasar1 >90

2 Hafif | GFH ile birlikte bobrek hasar1 60-89
3A | Orta derecede | GFH 45-60

3B Orta derecede | GFH 30-45

4 Agir derecede | GFH 15-29

5 Son dénem bobrek yetersizligi <15

Kronik bobrek hastaligi gelisimsel, genetik, immiinolojik, metabolik, travmatik veya
infeksiyon gibi bir¢cok farkli nedene bagli olarak gelismesine ragmen hepsinin sonucunda
ortak bir hasar yolagi olusur ve ortaya ¢ikan islev bozuklugu ilerleyici olur ve bu sekilde
seyreder. Bir siire sonra da bobrek yetmezliginin, klinik ve biyokimyasal bulgulart
hastalarda ortaya ¢ikar. Mevcut bobrek fonksiyonlart ile hastalarin yasamlarini uzun siire

devam edebilmesi i¢in primer olayin ilerlemesi durdurulmasi gerekir

Ancak, bircok hastada hastaligin kritik bir noktaya gelmesiyle nefronlarin sayisi iyice
azalir ve kanda iire, kreatinin, tirik asit gibi toksik maddelerin diizeyi olgularin hayatim
tehdit edecek miktarda artar. Son dénem olan ve viicud gereksinimlerini bobreklerin higbir
sekilde kargilayamadigi bu doneme terminal bobrek yetmezligi denir. Terminal donemde,
Kronik hemodiyaliz, peritoneal diyaliz veya bdbrek nakli gibi tedavi seceneklerinden

birinin, hastay1 hayatta tutmak i¢in uygulanmasi gerekir. [5].

Kronik Bébrek Hastahginin Onemi

Kronik bobrek hastaligi ve buna bagl gelisen son donem bobrek yetmezligi (hastanin
kendi bobreginin artik fonksiyon gérmedigi renal replasman yontemlerine ihtiyag duydugu
donem) iilkemizde ve diinyada giderek artmaktadir. Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2015
verilerine gore diyaliz tedavisi goren hasta sayis1 80.000-100.000’dir. Kronik bdbrek
yetmezligi diyabetes mellitus, hipertansiyon, primer glomeriilonefrit, renal arter darligi,
malignensi gibi bircok sebepten dolay1 gelisebilir. Kan {ire azotu ve kreatinin diizeyinin
yiikselmesi veya kreatinin klirensinin azalmasi ile bobrek yetmezIligi tanisi
konulabilmektedir. Bunlarin disinda ¢esitli goriintiileme ve biyopsi teknikleri de taniya

yardimci olmaktadir [6-7].



Son doénem bobrek yetmezligi ile sonuglanan, kronik bobrek hastaligi cogunlukla bobrek
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agar. Son dénem bdbrek yetmezligi ¢ok onemli tibbi,

sosyal ve ekonomik sorunlara neden olmaktadir.

1- Ekonomik sorunlar: Hemodiyaliz hastalarinin senelik tedavi masrafi iilkemizde ortalama
25.000 ABD dolardir; halen tedavisi devam eden 60.000 diyaliz hastasinin oldugu
diistiniiliir ise bu hastalar tedavisi igin 1,5 milyar ABD dolar biit¢e ayirmak gerekmektedir.

Bu biitce farkli komplikasyonlarin tedavisini icermez.

2- Sosyal sorunlar: Kronik bobrek hastalarmin biyiikk bir ¢ogunlugunda diyaliz veya
bobrek nakli gerektiren son donem bobrek yetmezligi gelisir. Bu tedavi secenegi ¢ok
pahali olup saglik giivencesi olmayan bir hastanin kargilamasi ¢ok zordur. Buna ek olarak,
bu hastalarinin siirekli olarak bir diyaliz ve saglik merkezine bagimli kalmalari, diger bir
hasta grubu olan periton diyalizi hastalarinin tibbi manipiilasyon gereksinimleri, siirekli
immunosupressif ila¢ kullanan transplant hastalari, bu hastalarin giinliik aile yasamlarinda

onemli problemlere yol acar. Maddi zorluklar sosyal problemlerin olmasina sebep olur.

3- T1bbi sorunlar: Tiim organ ve sistemlerin etkilendigi son donem bobrek yetmezligi olan
hastalarda, tibbi problemler ¢ok fazladir. Bu hastalarda genel popiilasyona gore beklenen
yasam siiresi onemli derecede azalir. Diyaliz olgularinda yillik mortalite orant %10 ile

%25 arasinda degisir [4,8].

Kronik Bobrek Hastaligi Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Kronik bobrek hastaligi glinlimiizde goriilme sikligi hizla artmakta olan bir hastaliktir ve

bu hastaliktan etkilenmeyen organ veya sistem hemen hemen yoktur (Cizelge.3).



Cizelge 1.3. Kronik bobrek yetmezliginin klinik bulgular [5]

SISTEM

BULGU

Sivi- Elektrolit Bozukluklari

Hipermagnezemi, hipopotasemi, metabolik asidoz, hipervolemi,
hipernatremi, hiponatremi, hipokalsemi, hiperpotasemi, hipovolemi,

hiperfosfatemi,

Sinir Sistemi

Uyku bozukluklari, Stupor, demans, koma, konusma bozukluklari,
sersemlik, huzursuz bacak (restless leg), irritabilite, ter
fonksiyonlarinda bozulma, konsantrasyon bozukluklari, yorgunluk,
meningism, sendromu, kramp, tik, tremor, myoklonus, ruhsal

bozukluklar

Gastrointestinal Sistem

Istahsizlik, pankreatit, higkirik, parotit, gastrit, gastrointestinal kanama,
intestinal obstriiksiyon, stomatit, bulanti, kusma, kronik hepatit,

motilite bozukluklari, 6zafajit, perforasyon, asit

Hematoloji ve Immiinoloji

Kanama, anemi, mikrositik anemi, eritrosit frajilitesinde artma,
lenfopeni, infeksiyonlara yatkinlik, immiin hastaliklarin yatigmasi,

agilanmaya cevapta azalma, kanser, tiiberkiilin testinde bozulma

Kardiyovaskiiler Sistem

Aritmi,  Perikardit, 0dem, kapak hastalifi, hipertansiyon,

kardiyomyopati, hizlanmis atheroskleroz,

Pulmoner Sistem

Pulmoner ddem, tiremik akciger, plevral sivi,

Cilt

Nekroz, tirnak atrofisi, Kasinti, solukluk, hiperpigmentasyon, gecikmis

yara iyilesmesi,

Metabolik-Endokrin Sistem

Hiperprolaktinemi, hiperiirisemi, hiperlipidemi, hipogonadizm,

hiperparatiroidi, biiylime geriligi, impotans, malnutrisyon, Glukoz

intoleransi
] Artrit, hiperparatiroidi, amiloidoz , D vitamini metabolizmasi
Kemik bozukluklari, Uremik kemik hastalig
Diger Miyopati, hipotermi, liremik agiz kokusu, akkiz renal kistik hastalik,

kilo kayb1,yumusak, doku kalsifikasyonu, karpal tunel sendromu,

KBH’ nin epidemiyolojisi ile ilgili veriler hastaligin 6zellikle erken evrelerinin bulgu
vermemesi nedeniyle sinirlidir. KBH birgok nedenle gelisebilir. Bu nedenlerin siklig1
tilkelere gore degigsmektedir. ABD’de son donem bobrek yetmezliginin %39’unu diyabetes
mellitus, %26’sin1 hipertansiyon ve %]11’ini glomerulonefrit olugturmaktadir. Tiirkiye’de
son donem bobrek yetmezligi nedenleri ile ilgili en saglikli veriler Tiirk Nefroloji Dernegi
tarafindan elde edilmistir. 2011 yili ig¢inde KBH saptanan olgularin etiyolojik dagilimi
Cizelge 4°de belirtilmektedir. Ulkemizde Tiirk Nefroloji Dernegi tarafindan yapilan
CREDIT (Tiirkiye Kronik Bobrek Hastaligi Prevalans Calismasi) ¢alisma raporuna gore




2011 yilinda KBH saptanan olgularda diabetes mellitus, hipertansiyon ve kronik glomerulo

nefrit kronik bobrek hastaligina gotiiren ilk ii¢ neden olarak bulunmustur [9,11].

Cizelge 1.4. Kronik bobrek hastaligi etyolojileri [9-10]

Hastalik Tiirkiye (%) Avrupa (%) ABD (%)
Diyabetes Mellitus 22,8 21,2 447
Hipertansiyon 18,1 11,8 28
Glomeriilonefrit 14,2 13 7,8
Otomozal Dominant Polikistik bobrek 49 57 2
Sendromu

Kronik 1nterstisyel Nefritler 45 - -
Urolojik Hastaliklar 6 2,7 -
(reflii,tas, obstriik. vb.)

Renal amilodizos 2,1 - -
Nedeni Bilinmeyen 22 20,2 4




2. GENEL BILGIiLER

2.1. Bébrek Nakli

Son donem bobrek yetmezliginde bobrek nakli en etkin tedavi segenegidir. Basarili bobrek
nakillerinin morbiditesi diisiiktiir. Bobrek nakli hastanin hayat kalitesinin artmasini
saglamakta ve giinimiizde sayis1 giderek artan merkezlerde basariyla yapilmaktadir.
Bobrek nakli canlidan ve kadavradan olmak iizere iki sekilde yapilabilmektedir. Canli
donorler genellikle akraba kaynaklidir. Kadavra donoérlerde ise alict hasta UKAME (T.C.
Saglik Bakanligi biinyesindeki Ulusal Koordinasyon Ag1) sistemi tarafindan verilecegi
merkez ve bu merkezde kayitli hastalar arasindan puanlama sistemiyle segilmektedir [11-
12].

2.1.1. Bobrek nakli endikasyonlar: ve kontrendikasyonlari

Basarili bir bobrek nakli uzun donem diyaliz tedavisine gore hastalarin yasam siiresi ve
hayat kalitesinde artisa yol acan, daha etkili (medikal ve ekonomik olarak) bir tedavi
yaklagimidir. Dolayisiyla bobrek nakli kontrendikasyon olusturan durumlar disinda ilk
tercih edilmesi gereken tedavi segenegidir. Bdobrek transplantasyonunun mutlak ve

goreceli kontra endikasyonlar1 vardir.

Mutlak kontraendikasyonlar arasinda;

- Yiiksek perioperatif risk

- Ciddi doniisiimsiiz bobrek dist hastaliginin olmasi

- Aktif madde bagimlilig

- Yakin zamanda veya metastatik malignitesinin olmasi
- Aktif enfeksiyon (HIV infeksiyonu dahil)

- Yasam beklentisinin 2 yildan az olmasi

- Tedaviye uyum gostermeme

- ABO uyumsuzlugu

- Yeni gegirilmis akut miyokard infarktiisti

- Terminal karaciger hastalig1

- Tedaviye uyumu ve tedavi onayin1 kabul edemeyen psikiyatrik hastaliklar



- Hali hazirda uyusturucu kullanicilari
- Agresif tekrarlayici nativ bobrek hastaligr sayilmaktadir

- T hiicre lenfosit crossmatch pozitifligi.

Bobrek naklinin goreceli kontraendikasyonlari arasinda;

- Serebrovaskiiler hastalik,

- Morbid obezite,

- Kronik aktif hepatit,

- Koroner arter hastaligi,

- Aktif peptik tlser,

- Agir periferik arter hastaligi,

- Kompliyansin diisiik oldugu mental retardasyon durumlari,
- Kontrol altina alinamayan diyabet ve hipertansiyon,

- Hastanin yetersiz sosyal destege sahip olmast,

- Alt {iriner sistem hastalig1,

- Agir amiloidoz Ve inatg1 iiriner enfeksiyonlari [13-15].

2.1.2. Bobrek naklinde doku (HLA) uyumu

Bobrek naklinde, nakledilen organin yasamlilik siiresi agisindan doku uyumu c¢ok
onemlidir [16]. Antijenlerin antijen sunan hiicreler araciligiyla hiicrelere sunulmasi
sonucunda, antijenleri taniyan hiicreler immiin yanitlar1 olusturur. Bu sunum i¢in antijenler
Ozellesmis hiicresel yapilar araciligiyla hiicrelere sunulur. “Major Doku Uyumlulugu
Kompleksi” (Major Histocompatibilite Complex= MHC) diye isimlendirilen bu 6zel
hiicresel yapi, antijen sunumunda rol alir. MHC molekiilleri ilk olarak insanlarda l6kositler
tizerinde gosterildiginden HLA (Human Leukocyte Antigen) olarak kliniklerde yaygin
kullanilmaktadir [17]. MHC molekiilleri protein kaynakli peptit antijenleri T hiicrelerinin
tanimasi i¢in sunan membran proteinleridir. Kisiler arasinda yapilan organ ve/veya doku
naklinde organ reddini veya kabuliinii belirleyen genetik lokus olarak kesfedilmistir. MHC
lokuslart es-soylu hayvanlar ya da tek yumurta ikizleri arasinda (6zdes olan bireyler)
yapilan nakillerde doku kabul edilir ve 6zdes olmayan bireyler arasinda (MHC
lokuslarinda fark olanlarda) doku reddi daha fazla goriilir. HLA uyum orani organ / doku

nakli sonucu ile iliskilendirilir. Organ / doku naklinde rejeksiyona neden olan, HLA



uyumsuzlugudur. Bu uyumsuzluk alicinin T hiicrelerinde (yardimc1 T CD4+ ve sitotoksik
T CD8+) aktivasyona ve T hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur. Bu aktivasyonula birlikte
B hiicre aktivasyonu ve alloantikor tiretimi ger¢eklesir. HLA uyumsuzlugunun bir sonucu

olarak hiimoral ve hiicresel immiin mekanizmalarla organ reddi gegeklesir.

HLA antijenleri fazla oranda polimorfizm gosterir [17-19].

Doku uygunluk antijenlerini igeren HLA sistemi 6. kromozomunda olup, bu kromozomun
kisa kolu iizerinde sentromere yakin bolgede yer alir. Baba ve anneden alinan birer
haplotipten olusan HLA sistemi sinif I ve siif II olmak iizere ikiye ayrilir. HLA sinif [
antijenleri HLA-A, HLA-B ve HLA-C’ den olusur ve tiim ¢ekirdekli hiicrelerde
bulunurken, smif II  bolgesindeki antijenler ise HLA-DR, HLA-DP ve HLA-DQ
antijenlerinden olusur ve sadece 6zel hiicrelerde ( B hiiceleri, Makrofajlar, dendritik
hiicreler) bulunurlar. (Sekil 1). Non-MHC, faktor B, C4 ve C2 kompleman proteinleri,
p450 sitokrom 21-hidroksilaz genlerini bulunduran bir diger siif ise Sinif III molekiilleri

olarak isimlendirilir ve ayr1 bir grup i¢inde degerlendirilir. [17-19].

Hiicre membraninda yerlesik yapilar olan MHC kompleksi ¢ok fazla polimorfik 6zelligi
olan genler tarafindan kodlanir. Bu genlerin kodladigi proteinler degisik hiicre
membranlarinda yer alirlar. Bu proteinlerin (doku uygunluk kopleksi antijenleri) organ /
doku naklinde rejeksiyonda onemli belirleyici rolleri bulunmaktadir [19]. MHC
molekiilleri 6zdes olan bireylerde yapilan nakillerde sorun yasanmaz iken HLA lokuslar
farkli olan bireylerde yapilan nakillerde rejeksiyon gelisme riski ¢ok yiiksektir. [19].
Hiicre yiizeyinde bulunan MHC molekiilleri salgilanmazlar ve islenmis peptid antijenleri T
lenfositlere sunarlar. T lenfositler sadece MHC ile birlesmis ve islenmis peptid antijenleri
tantyabilirler. MHC molekiiliinde bulunan iglenmis peptid antijen ile T lenfosit antijen
reseptorii, hem MHC molekiiliiliindeki amino asit yan zinciri hemde MHC ile birlesmis
peptid antijen ile temasa girer. Sonugta MHC-peptid kompleksini tasiyan tasiyan hiicreler,
antijeni T hiicrelerine sunarlar [17-19]. Aktive olacak T lenfosit belirlenmesinde; antijen
kaynagi, peptid kaynaginin endojen veya eksojen olmasi belirleyici faktérdiir. Bu
faktorlere bagl olarak eksojen kaynakli protein farkli sentez ve birlestirme siirecleri ile
MHC smif II molekiilleriyle sunulurken, endojen kaynakli peptidler MHC Smif I
molekiilleriyle birleserek sunulurlar. Sonug olarak hiicre dis1 ve hiicre igi proteinlerden

sentezlenen peptid antijenler birbirinden farkli T lenfositler tarafindan taninirlar [17-19]. T
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lenfositler yabanci peptid antijenleri taniyip bir immiin yanit olusturuken, kendi 6z
proteinlerden kaynakl1 peptid antijenlere immiin yanit olusturmazlar. Oz antijenleri tantyan
tim T lenfositler, gelisim siireclerinde Timik gelisim safhasinda elemine edilirler (negatif
seleksiyon). Bunun aksine yabanci peptid antijen-MHC kopmpleksini taniyan T lenfositler
yasamlarini  siirdiiriirler. [17-19]. Insan genlerinin haritasmi ¢ikartmak icin aile
caligmalarindan yararlanilmistir. Sadece serolojik testlerle ilk ti¢ gen HLA-A, HLA-B ve
HLA-C olarak adlandirilmistir. Fare H-2K , H-2D ve H-2L lokuslar1t MHC sinif I olarak
isimlendirilir ve insan HLA-A, HLA-B ve HLA-C’ lere benzer. Fare I-A, I-E lokuslar1
MHC sinif II olarak isimlendirilir ve insan HLA- DP, HLA-DQ ve HLA-DR' lere benzer.
[17-19].

e MHC
Insan: HLA “Sinif 111°
MHC Sinif Il lokusu —lokusu—— MHC Sinif | lokusu
DQ DR B C A

—
YA

Proteazom ;
DM © Kompleman Sitokinler: Sinif I-benzeri

_?eglerl; proteinleri: C4, |TB. TNF, LT genler ve yalanci genler
AP2 FaktorB c2

I-A |-E D L
[1 [

-{HHIIF i 1
: MHC MHC MHC
MHC Sinif Il “Sinif 11" Sinif |
Sinif | lokusu lokusu lokusu lokusu

Sekil 2.1. MHC lokusunun insan MHC (HLA kompleksi denir) ve fare MHC (H2
kompleksi bolgelerinin sematik haritasi [22].

Bobrek nakillerinde genellikle HLA-A, HLA-B ve HLA-DR 6nemli antijenlerdir. Bobrek
nakillerinde MHC antijenlerinde tam uyum oldugunda en iyi sonu¢ alinmaktadir. Alic1 ve
dondérde HLA-DR, HLA-B ve HLA-A uyumsuzlugu arttik¢a rejeksiyon gelisme olasiligi
yiikselmektedir. Bu faktorlerin disinda minér doku uygunluk antijenleri ve monosit
vaskiiler endotel hiicre de rejeksiyonu etkilemektedir. Bobrek naklinin basarisini etkileyen

diger dnemli faktorler ise, primer bobrek hastaligi, kan transflizyonu sayisi, gebelik sayisi
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ve daha onceki nakillerdir. [20-21].
2.1.3. Bobrek nakli sonrasi1 bobrek fonksiyon bozuklugu

Bobrek nakli sonrasi erken donemde transplante edilen bobregin islevine gore hastalar

baslica 3 grupta incelenebilir.

Yavaslamis greft fonksiyonu

Bobrek nakli sonrasi ilk haftada bobrek fonksiyonlarinin yavas seyretmesi ve hastanin
serum kreatinin degerlerinin 3 mg/dl veya lizerinde olmasmi tanimlar. Bu hastalarda

diyaliz ihtiyaci olmamasi tanida mutlaka olmasi gereken bir sarttir [14,23].

Gecikmis greft fonksivonu (GGF)

Bagarili bir bobreknaklinde, bobrek fonksiyon testlerinin 2-3 giinde normallesmesi
beklenir. Testlerin normale dénmemesi veya bobrek nakli sonrasi diyaliz ihtiyacinin
devam etmesi gecikmis greft fonksiyonu olarak tanimlanir. GGF’nin bir¢ok nedeni vardir.
Etyoloji degerlendirmesi yapilirken prerenal (hipotansiyon, hipovolemi vb), postrenal
(idrar yolunda obstruksiyona neden olabilecek nedenler) ve renal (akut hiimoral/hiicresel
rejeksiyon, primer hastaligin niiksii, akut tubuler nekroz, kalsinorin toksisitesi, TTP/HUS
vb) gibi nedenleri tedavinin yonlendirilmesi bakimindan gézden gecirmek faydali
olacaktir. Tiim bu nedenlere ek olarak gecikmis greft fonksiyonun diger nedenleri arasinda,
24 saatten uzun siiren soguk iskemi siiresi, hastanin PRA (panel reaktif antikor) diizeyinin
yiiksek olmasi, HLA uyumsuzlugunun fazlaligi, donér bobrek kalitesi, nakilden hemen

once yapilan diyaliz modalitesi sayilmaktadir [14,23].

Onptimal bobrek fonksiyonu

Bobrek transplantasyonu sonrasi idrar ¢ikisinin normallesmesi ile birlikte serum kreatinin

diizeyinin hizla distiigii hastalar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [15].
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2.1.4. Bobrek naklinde rejeksiyon

Rejeksiyon, bobrek nakli sonrasinda erken donemde greft fonksiyonunda gecikme ve
bozulmanin en Onemli nedenlerinden biridir. Organ nakillerinde immunolojik
mekanizmalar ve degisiklikler, transplantasyonun en oOnemli sorunu olmaya devam
etmektedir [24].

Hiper akut rejeksiyon

Alicida bobrek nakli oncesi anti- ABO kan grubu antikorlari ile anti simif I antikorlarinin
varlig1 hiper akut rejeksiyonun en 6nemli nedenleridir. Bobrek naklinden hemen sonra kisa
stirede (birka¢ dakika ile birkag saat) gelisir. Normal reperfiizyon sonrasi gozlenen
“pembelesme” yerine bobrek zayif ve benekli goriiniir. Bu antikorlar transplante edilen
bobregin arteriyollerinin endotel yiizeyine yapisir ve komplemanlari aktive ederek, nakil
edilen organin damarlarinin trombozu ve tikanmasini da igeren siddetli damar hasarina
neden olurlar. Genellikle bu reaksiyon transplante edilen organin kaybi ile sonuglanir.
Crossmatch (¢aprazlama) testlerindeki gelismeler, transplantasyondan 6nce dondére spesifik

antikorlar1 daha iyi saptadigindan bu problem biiyiik oranda asilmigtir [24-25].

Akut rejeksiyon

Transplantasyondan sonra ilk birkag hafta veya ay i¢inde baslayan akut rejeksiyonun,
vaskiiler ve hiicresel olmak tizere iki tipi bulunmaktadir. nakilden sonra ilk 1-2 hafta i¢inde
goriilen vaskiiler tip akut rejeksiyon antikor ve kompleman bagimli humoral immun
yanittir. Tromboz ve doku nekrozunun daha ge¢ gelismesi hiper akut rejeksiyondan
farkidir ve ciddi endoteliyal hasarla seyreder. Daha once fonksiyona baglamis nakil olan
organda hizli fonksiyon kaybi, oligiiri, 6dem, hematiiri, hipertansiyon, ates, sodyum ve
stvi retansiyonu, sedimentasyon — CRP — I6kosit -, B2mikroglobulin gibi akut faz
reaktanlarinda hizli artis, hizli toksik madde retansiyonu, greft bobrekte agrili biyiime ile
ortaya ¢ikar. Sik karsilagilan bir rejeksiyon sekli degildir ama biiyiik bir boliimii (%80) geri
dontiglii degildir. Bobrek naklinden sonra ilk 3-6 ay igerisinde en sik goriilen hiicresel tip
akut rejeksiyon, daha sonraki zamanlarda goriilme sikligi giderek azalmaktadir. T
aktivasyonu sonucu gelisen hiicresel tip akut rejeksiyonda, bobrekte fonksiyon kaybi ve
klinik olarak akut inflamasyon bulgular ile ortaya ¢ikar. Erken tani ve tedavi transplante

edilen organ kaybini 6nlemede ¢ok énemlidir. [24-26].
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Kronik rejeksiyon

Anti-greft lenfositlerini veya antikorlarin1 kontrol altinda tutmak amaciyla verilen
immiinsiipressif ilag tedavisinden kaynaklanan rejeksiyondur. Kronik rejeksiyon, renal
fonksiyonda diisiis, T hiicrelerinin renal parenkimaya invazyonu ve T hiicrelerin ve
makrofajlarin intersitisyuma kalict infiltrasyonunu karakterizedir. Ayrica damarlar da diiz
kas proliferasyonu ve hiperplazi goriilebilir. Neointima olusur, internal elastik laminanin
fokal yikimi ve son olarak parankimal kayip izlenir. Kronik antikor aracili rejeksiyonda,
kapiler endotel tizerinde biriken antikorlar etkilidir ve bu antikorlar 6nceden saptanamayan
donore spesifik antikorlar veya nakil sonrasinda olusan antikorlardir. Sonugta glomertiler
ve peritiibiiler kapiller endotelyal hasar, hiicresel hipertrofi, subendotelyal alanda fibriler
materyalin birikmesi, glomeruler bazal membranin genislemesi ve kalinlagsmasina sebep

olur ve bu transplant glomerulopati olarak bilinir [24-25].

2.1.5. Bobrek nakli sonrasi immiinsiipresyon, ézellikleri ve etki yerleri

Bobrek nakli sonrasinda en temel miicadele transplante edilen bdbregin reddinin
onlenmesidir. Tedavi 3 gruba ayrilir. Bunlardan birincisi bobrek naklinden hemen sonra
yogun olarak baslayan indiiksiyon tedavisidir. Ikincisi bobrek transplantasyonu sonrasi
verilen idame tedavisidir. Ugiincii tedavi ise rejeksiyon gelistiginde rejeksiyonu diizeltme
tedavisi olarak uygulanir. Son yillarda immiin rejeksiyon mekanizmalarin daha iyi
aydmnlatilmasiyla daha giivenli modern immun siipressif ilag tedavileri gelistirilmistir.
Glinlimiiz uygulamalarinda hedeflenen sagkalim 10 yillidir. Biitiin immiin baskilayici
ajanlarin doza bagli spesifik yan etkileri vardir. Bu spesifik yan etkilerin disinda immun
baskilayict ilaglarin non spesifik yan etkileri ise, yiiksek malignensi riski ve
enfeksiyonlardir. Giliniimiizde immun baskilayic1 ilag tedavi rejimleri sinerjistik etki

olusturarak dozlari diisiirmek ve yan etkileri azaltmak iizere tasarlanmistir [27-30,42].

Immiinosupresif ilaclar

Giintimiizde organ transplantasyonunda kullanilan immiin baskilayici ilaglar iki ana baglik

altinda gruplandirilmaktadir.

Indiiksiyon tedavisinde kullanilan immiinsupresifler:
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a. Kortikosteroidler; metil prednisolone, prednisolone,
b. Poliklonal antikorlar; anti-timosit globulin (ATG), anti-lenfosit globulin (ALG)
c. Monoklonal antikorlar; basiliximab, daclizumab, muromonab (Anti-CD3, OKT-3)

a. Kortikosteroidler: Ilk olarak 1960'l1 yillarda rejeksiyon tedavisi i¢in kullanilmistir.
Steroidlerin etki mekanizmalar1 oldukg¢a karmasiktir ve heniiz tam olarak anlasgilamamustir.
Kortikosteroidlerin immiinsiipresif etkileri makrofajlar, T hiicre, B hiicre ve endotel
hiicrelerini etkileyerek immiinsupresif ve anti inflamuar etki olustururlar. Esas olarak
niikleer faktor araciligiyla 1L-1,2,3,6 ve interferon alfa (IFN-alfa)’nin transkripsiyonunu
inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engellerler. Ayrica makrofajlar ve diger
mononiikleer iizerinde de inhibe edici etkileri vardir. Siklikla nakil giinii veya Oncesinde
baslanarak birkac giin yiiksek dozda verildikten sonra, doz zaman ic¢inde azaltilarak idame
tedavisine devam edilir. Yiiksek doz steroidler hala sinirda, hafif veya orta derecede

hiicresel organ reddi tedavisinin temelini olustururlar [28,30].

b. Poliklonal antikorlar: Insan lenfoid hiicrelerinin hayvanlara verilmesi sonucu olusan
antikorlarin saflastirilmasiyla elde edilir. Bu antikorlar lenfoid hiicre reseptdrlerini
eksprese eden, kompleman bagimli lizise sebep olan ve retikiilo-endotelyal sisteme lenfosit
alimin1 uyaran hiicreleri maskeleyebilir, uzaklastirabilir veya o6ldiirebilir. Buna o6rnek
olarak tavsan veya attan elde edilen anti-timosit globulin (ATG) verilebilir. Bu tedavi
primer olarak T hiicrelerini hedef alir ve rejeksiyon veya greft versus host hastaligi tedavisi

i¢in ve indiiksiyon ajani olarak kullanilabilir [28,30].

c. Monoklonal antikorlar: Monoklonal antikorlar, poliklonal antikorlara benzer diger
antikorlardir. Tek bir genetik kaynaktan olusmalariyla poliklonal antikorlardan ayrilirlar.
En yaygin olarak kullanilanlar, CD25 molekiiliinii (T hiicre yilizeyindeki IL2 reseptorii)
hedef alan olan basiliximab. Muromonab-CD3 (OKT3); T lenfositler yiizeyindeki CD3
reseptoriinli hedef alir. Son zamanlarda kullanilan ve CD52 reseptoriinii ( T lenfosit, B
lenfosit ve monositlerin membraninda bulunur) hedef alan Alemtuzumab. B lenfosit
membranindaki CD20 molekiiliinii hedef alan Rituximab. [31-34].

Idame Tedavisinde Kullanilan Immunsupresifler:

a. Kortikosteroidler: metil prednisolone, prednisolone, deflazakort
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b. Kalsinérin Inhibitérleri; takrolimus ve siklosporin-A,
c. mTOR inhibitorleri; sirolimus, everolimus,
d. Anti-proliferatif ila¢lar; mikofenolat mofetil/sodyum, azatioprin

a. Kalsindrin inhibitorleri: Kalsinérin inhibitorleri solid organ (bobrek, karaciger, kalp,
akciger) naklinde kullanilan immiinsupresif ilaglardir. Kalsinorin inhibitorleri, bobrek
naklinde immiinsupresif tedavinin temel tasin1 olusturmaktadir. Bunlarin kullanima
girmesi ile akut hiicresel rejeksiyon sikliginda azalma ve greft sagkalimin da iyilesmeler
goriilmiistiir. Immiin yamiti secici olarak baskilamaktadir. Hem siklosporin A hem de
takrolimus her ikisi de nefrotoksiktir ve kronik allograft disfonksiyonuna neden olabilir.
Siklosporin “Tolypocladium inflatun” (gams) isimli mantardan elde edilen, 1200
kilodalton (kDa) agirliginda ve bir tanesi 6zgilin olmayan 11 aminoasitten olusan lipofilik
siklik bir polipeptiddir. Siklosporin A, siklofilin denilen spesifik T hiicre ylizey
reseptorlerine baglanir ve hiicre igine girerek aktive olur. Hiicre i¢i kalsiyum kullanimini
bloke ederek, niikleer faktdrlerce interlokin 2 (IL-2) yapim ve sekresyonunu inhibe eder.
Boylece diger T hiicrelerinin olgunlasmasini, aktivasyonunu ve hiicre yiizeylerinde IL-2
reseptor ekspresyonunu durdurur. Bu inhibisyon antijene cevap olarak olusan Ca**
kullanimin1 gerektiren T hiicre aktivasyonu ve kaskatin olusumunu sinirhi bir diizeyde
birakir. Tacrolimus iseSiklosporinden yaklagik 100 kat daha giiglii bir immunsupresiftir.
Molekiil, fonksiyon olarak baglanma halkasi ve efektdr bolge olarak isimlendirilen iki
kisimdan olugmaktadir. Tac baglanma domaini araciligi ile FK 506 baglanma proteini
(FKBP)’ ne baglanarak bir kompleks yapar. Bu kompleks daha sonra efektér kisim

aracilig1 ile kalsindrine baglanir. Boylece IL-2’nin gen transkripsiyonu onlenir [35-37].

b. mTOR inhibitorleri: mMTOR katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar
islevi olan bir kinazdir. Hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan ve
rapamisin tarafindan inhibe edilebildigi i¢in ‘mammalian target of rapamycin’ (mTOR)
olarak adlandirilan bu hiicre i¢i yolak, esas olarak bir serin/ treonin protein kinazdir (7).
mTOR aktivasyonu sonucunda hiicre boliinmesine onciililk eden molekiillerin zincirleme
aktivasyonu gergeklesmekte ve bdylece mTOR hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri
birlestirerek biiyiime, ¢ogalma ve hiicre metabolizmasmin diizenlenmesinde ve hayatta
kalmanin merkezi fonksiyonlarinda gorev almaktadir. mTOR inhibitor ilaglar sirolimus ve

everolimus’dur ve bunlar T hiicre proliferasyonu i¢in gerekli sitokin sinyallerini, mMTOR
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yolagindaki kalsiyum bagimli ve bagimsiz yolaklar1 inhibe ederek bloke ederler. Benzer
etkileri B hiicreler, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve tiimor hiicreleri lizerinde de

gosterirler [38-40].

c. Anti-proliferatif ilaglar: Standart immiinsiipresifler olarak kabul edilen bir diger grup
ilag anti proliferatifler olup, tamamlayici ilaglar olarak da adlandirilirlar. Bu grupta yer
alan Azotiyoprin (Imuran): Purin antimetaboliti olup, 6-merkaptopurinin nitroimidazol
tirevidir. Gili¢lii bir mitotik inhibitérdiir. Bu grubun diger iiyesi Mikofenolat mofetil
(MMF)’ dir. MMF, birkag¢ penisilyum tiirlerinin fermantasyon iirlinii olup immiinsupresif
ozellikte mikofenolik asidin (MPA) 6n ilact morfolinoetil esteridir. ilacin molekiil agirligt
433 kDa’dur. MPA, inozin monofosfat dehidrogenazin (IMPDH) geri doniisimli bir
inhibitoridir [41-42].

2.2. MikroRNA

MikroRNA’lar (miRNA), fonksiyon olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan, yaklasik olarak 18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplik¢ikli bir RNA molekiil
cesididirler. MikroRNA’lar kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef genleri baz
ciftlesme Ozelligi ile mRNA’ya baglanarak  protein translasyonunun inhibisyonuna
ve/veya mRNA’nin yikimina neden olur. miRNA’lar ile ilgili yapilan son ¢aligmalar
kanser gelisiminde anahtar rol oynadiklarini ortaya c¢ikarmigtir [43]. MiRNA’lar,
hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki o6zelligine gore onkogenik veya tii-

morsiipresor 6zellik kazanabilmektedir.

MikroRNA’lar, genom {lizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve protein
kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine
translasyonu gerceklesmeyen, RNA molekiilleridir. Olgun mikroRNA’lar hedef genlerin
ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin diizenlenmesine katilirlar. MikroRNA’lar
kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef genleri tanima 6zelligine sahiptir. miRNA,
baz c¢iftlesme Ozelligi ile mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein translasyonunun

inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin yikimina neden olur [44].

miRNA’lar gelisme, farklilasma, sagkalim, apoptozis, senesens ve metabolizma gibi cesitli

biyolojik olaylarin kontrolunde de gorev alir. MikroRNA’larin kesfinden sonra, fonksiyon-
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lar1 hakkinda yapilan birgok c¢alisma, miRNA’larin kanser gelisiminde anahtar rol

oynadiklarini ortaya ¢ikarmistir [43].

miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore onkogenik
veya tlimorsiipresor Ozellik kazanabilir. Fonksiyonlar1 bir onkogenin ekspresyonunu
kontrol etmek olan bu miRNA’lar “timor stipresér miRNA’lar olarak ifade edilmektedir.
Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA’larin  ekspresyonunun azalmasi onkogenin
ekspresyonunun artmasina ve timor olusumuna sebep olur. Bunun tersi olarak, “onko-mir”
olarak ifade edilen bazi miRNA’larin kanserin gelisimini arttirdigi goériilmektedir. Bu
miRNA’lar bir tiimor siipresoriin baskilanmasini saglarlar. MikroRNA’lar, onkogen ve
timor stipresor mRNA’larin her ikisini de potansiyel hedef olarak gorebilir. Bu ylizden,
belirli bir miRNA’nin ger¢ek fonksiyonu ya timor siipresoriin veya onko-mir’in hiicresel

icerigine baglidir [44].

miRNA molekiillerin ¢esitli tiimorlerde asir1 eksprese olduklart ya da ekspresyonlariin
azaldig1 saptanmustir [45]. Ornegin kromozom 13q31°de bulunan mir-17-92 gen grubu
ekspresyonunun akciger kanseri ve cesitli tipte lenfomalarda arttigi saptanmistir. Bu
molekiillerin hedefleri arasinda PTEN ve RB2 tiimor silipresor genlerinin bulundugu
tahmin edilmektedir [46]. Farkli kanser tiirlerinin kendilerine 6zgii miRNA ekspresyon
profilleri oldugu goriilmektedir. Genel olarak tiimér dokusunda miRNA ekspresyonunun
azaldig1 ve ekspresyon profilinin tiimoriin tipini ve farklilagmasini ile iliski gosterdigi

bulunmustur [47].

miRNAlar, mRNA’larinin 3’UTR ya da 5’UTR bolgesine baglanarak mRNAlarin
ekspresyonlarini etkilerler [48-50]. Bu miRNA- mRNA eslesmesi mRNA’nin yikimi i¢in
bir uyaricidir [49-50]. miRNA’lar hiicrelerin farklilagsma, gelisme, proliferasyon, hiicre
gogli  biyolojik ve bazi patolojik siireclerde 6nemli diizenleyicilerdir [49-50]. Son
caligmalar, timor ve normal hiicre arasindaki miRNA ifade seviyelerinin profillerinin

farkliliklarinin tiim kanser tiplerinin patogenezinde yer aldigini géstermektedir [49-50].

2.2.1. Olgun miRNA’nin olusumu

MIiRNA larin olgunlagsmasi bir ¢ok adimdan gegtikten sonra gergeklesmektedir [50].
MiRNA’lar genlerinin intronik ya da genler arasi bolgelerinden kodlanirken, bazi pri-

miRNA’lar protein kodlamayan uzun mRNA’larin ekzonlarindan ya da protein



18

kodlamayan ve kodlayan genlerin intronik bolgelerinde kodlanabilmektedir [51]. Bu
stirecte c¢esitli enzimler ve cekirdek, sitoplazma olmak tiizere fakli hiicre boliimleri
kullanilir [50]. miRNA’larin birgogunun sentezinde RNA polimeraz Il rol alir ve
mRNA’larin karakteristik 3’ucundaki poliA kuyrugu ile 5’ucundaki 7-metil-guanilat
sapkasini tasir [52].

miRNA ilk olarak olarak DNA dan kodlanir bu siire¢ ¢ekirdekte baslar [50]. ve
miRNAlarin olgunlagma siireci sitoplazmada sonlanir [53]. miRNA larin olusum siirecinde
iki temel farkli yolak bulunmaktadir: Bunlar kuralli ve kuralsiz olarak tanimlanir [54].
miRNA’larin ¢ogu kuralli yolak iizerinden sentezlendigi bilinmektedir [54]. Kurall1 yolak;
lic ana basamaktan olusmaktadir bu asamalar; kirpilma, ihrag, kesim asamalarindan
olusmaktadir (Sekil 2) [53]. miRNA’lar ¢ekirdekte oncelikle transkripte olduktan sonra,
ilk olarak RNA Pol II tarafindan pri-miRNA olarak isimlendirilen ve uzunlugi yaklagik
olarak 1kb-3kb olan RNA’lar sentezlenir (Sekil 4) [55]. Pri-miRNA’lar, RNAse IlI
Drosha ve ¢ift zincirli RNA ya baglanan [51] ve RNAse III Drosha’nin katalitik bolgesinin
10 baz ciftlik yerini taniyan protein DGCRS ile kirpilir (Sekil 4) [53]. miRNA nin
olgunlagsma siirecinde rol alan bu protein kompleksi ‘microprocessor’ olarak da
isimlendirilmektedir [51,55]. pri-miRNA’nin kirpilma sonucunda pre-miRNA olarak
bilinen ve yaklagik olarak 60-100 niikleotit uzunlugunda sag tokasi yapisinda miRNA’ lar
olusturulur [53]. Pre-miRNA zincirinin 3° ve 5’ uglarindaki fosfatin ve 2 niikleotitin
olusturdugu ¢ikint1 [51], exportin5 ve Ran-GTP denilen proteinler tarafindan taninir [53].
Exportin5- Ran-GTP bir protein kompleksidir , exportin5 ise bir mekik proteinidir{[55].
miRNA’lar GDP nin GTP ye doniisiimii siireci sayesinde ve g¢ekirdek zarindan Exportin
araciligiyla c¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir (Sekil 4) [55]. Pre-miRNA’lar g¢ekirdekten
sitoplazmaya gonderildiginde, RNAselll Dicer araciligiyla kirpilir (Sekil 4) [53]. Pre-
miRNAIlar Dicer-RNAsell ile kirpildiktan sonra yaklasik 21-23 niikleotid uzunlugunda g¢ift
zincirli miRNA/miRNA yapisini olusturur [55]. Dicer enzimi, birbiriyle iligkili iki protein
TRBP  (transactivation Response RNA-Binding Protein) ve PACT/PRKRA
(Protein ACTivator of the interferon-induced protein kinase ) ile bir kompleks olusturur
[53]. TRBP/ PACT/PRKRA protein kompleksi Dicer-RNAsell kompleksinin etkinligi igin
onemsiz olmasima ragmen miRNA etkinligine ikincil bir katki sagladigi diisiiniilmektedir
[53]. Biyokimyasal siirecin nasil isledigine dair mekanizmalar halen bilinmemektedir [53].
Dicer-RNAsell ¢ift zincirli miRNA/miRNA yapisin1 olusturduktan mMiRNA/MIRNA
kompleksi Ago (Argonaute) proteinine gonderir [51]. Cift zincirli olan MIRNA/MIRNA
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yapist Ago ile etkilesime girer ve RISC (RNA-Induced Silencing Complex) kompleks
yapisini olusturur (Sekil 6) [53]. O anda olusan bu yapi pre-RISC (6n-RISC) olarak
adlandirilir [51]. Bu yapida Ago proteininin baglandigi zincir ‘kilavuz zincir’ (guide
strand/miRNA) olarak; diger zincir ise ‘gegici zincir’ (passenger strand/miRNA) olarak
ifade edilir [53]. Cift zincirli MIRNA/MIRNA yapisindan tek zincir uzaklastirilir ve RISC
kompleksi olusturulmus olur, gegici zincir diye adlandiritlan RNA zinciri parcalanir ve bu
stirece ‘zincir se¢imi’ denilmektedir [51]. Termodinamik kanununa gore en uygun miRNA
zinciri secilir [51] ancak genel itibariyle uygun miRNA nin se¢iminde ¢ift zincirin ilk 4
niikleotidi tarafindan belirlenir [51]. Olgun RISC yapisi, sitoplazmada RISC ile yiiklenmis
miRNA’nin eslesebilecegi mRNA i¢in inceleme yapar [51].

mMIiRNA- RISC kompleksi, miRNA’larin fonksiyonlarinda ve miRNA’nin hedefledigi
mRNA’la baglanip mRNA nin proteine doniismesini yani protein translasyonunu inhibe
etmektedir [55]. Ayrica bu RISC ile yiiklenme miRNA’y1 sitoplazmada niikleaz

aktivitesinden koruyarak kararligini saglar [56].

Ago proteini miRNA’nin mRNA’ya baglamasinda onemli bir rol oynamaktadir [53].
miRNA:mRNA eslesmesi mRNA’nin 3’UTR’si ile miRNA’nin ‘eslesme dizisi’ (seed
sequence) olarak bilinen bolgesi arasinda Watson-Crick etkilesimi ile saglanir [51].
miRNA’larin mRNA ya baglanmasinda 6-8 niikleotidlik kiigiik pargasi dnemlidir [57].
mMIRNA ile mRNA ya baglanamasinda etkin rol alan korunmus olan niikleotid dizileri
hedef mRNA arasindaki eslesme derecesi, gen ifadesi diizenlenme mekanizmasini biiyiik
oranda belirler [57]. mMIRNA: mRNA nin tam bir eslesmesi mRNA’nin pargalanmasina ve
yikimina yol acarken; eksik eslesme mRNA’nin translasyonunu baglama ya da uzama

asamasinda inhibe eder [57].

MiRNA’nin olusum siireglerinden bir digerinde ise kuralli yolaktan farkli olarak, mirtron
yolagi da denilen kuralsiz yolakta; pre-miRNA nin ¢ekirdekte olusmasi i¢in Drosha/Dger8
kompleksi kullanilmamaktadir [54]. Olusan miRNA ise kisa intron boyutlu pre-miRNA
olarak adlandirilir [54]. Cekirdekte, bu intronlardan ug¢ birlestirme (spliceosome) ve
gruplagsmay1 bozucu (debranching) enzimler ile sa¢ tokasi seklindeki miRNA olusturulur
(Sekil 3) [54]. Kurall1 yolakta olugan Mirtron sa¢ tokasi, kuralli yolaktaki pri-miRNA’dan
yaklasik 10 baz c¢ifti kisadir [58]. Intronlarin enzimi tarafindan uclar1 birlestirilince
kementi ¢6zmek igin gruplagsmayi bozucu (debranching/Ldbr) enzime ihtiya¢ duyar [58].

Bu enzim sayesinde ikincil sag¢ tokasi yapisina doniisiir [58]. Exportin5 ile ¢ekirdekten
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gonderilir hale gelen olgunlasmamis olan miRNA ¢ekirdekten gonderilir ve kuralli yolakla

ayn1 sekilde islem goriir [58].

mMiRNA’lar olusturulduklar1 (koken aldiklar1) uca gore isimlendirilir [59]. Ornegin miRNA
5’ucundan olusturulmus ise miR-XXX-5p olarak veya 3’ucundan olusturulmus ise ise
mMiR-XXX-3p olarak adlandirilir (Sekil 5) [59].
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Sekil 2.3. Kurall1 ve kuralsiz yolak arasindaki fark nelerdir. Kuralli yolakta pri-miRNA nin
olusmasi i¢in Drosha-Dgcr8 kompleksi gereklidir bu kompleksle kesilip pre-
miRNA olusurken(A); Kuralsiz yolakta ise intronlardan kesim/ug birlestirme
(spliceosome) ile sag tokasi seklindeki pre-miRNA olusturulur(B) [60].
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Sekil 2.4. miRNA olusum yolagi. Oncelikli olarak RNA polimeraz IV/III yardimiyla pri-
miRNA sentezlenir(A). Ardindan, Drosha-DGCR8 kompleksi araciligiyla
kesilerek pre-miRNA sag tokasi yapisi olusur(B). Exportin-5-Ran-GTP ile pre-
miRNA sitoplazmaya gonderilir(C). Sitoplazmada Dicer-TRBP kompleksiyle
kesilir ve ¢ift zincirli miRNA eslenigi olusur(D). Cift zincirli yapinin olgun
miRNA’y1 olusturacak zincir, RISC yapis1 i¢cinde Ago2 ile yiiklenip olgun
miRNA’y1 olustururken diger zincir yikima ugrar(E) [61].
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miR-XXX-5p: CGOGGUGGAUCACGAUGCAAUUL
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miR-XXX-3p: AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA

Sekil 2.5. miIRNA isimlendirilmesi. Sa¢ tokasi yapisinda bir pre-miRNA 0Ornegi(A).
miRNA’lar 5’ ve 3° ucun hangisinden kdken alirsa o uca gore isimlendirilir(B)
[59].

2.2.2. miRNA biyosentezi yolaginda gorev alan molekiiller

Argonaute protein ailesi: C-terminallerinde ise PIWI domaini ve N- termimallerinde PAZ
domaini bulunmaktadir. Argonaute proteini (Sekil 2) mRNA kesimi i¢in temel katalitik
bolge olup bu proteinin N-terminal ucundaki PAZ domaini rehber zincirin 3” ucuna
baglanmasini saglarken, yapisal olarak RNAaz H’in aktif bolgesine benzeyen C-terminal
uctaki PIWI domaini hedef mRNA’nin kesiminde gorev almaktadir. Argonaute proteinler

Arabidopsis’in argaunate] mutantinin adini almustr.

Drosha protein kompleksi: Niikleusta bulunan RNAz III tipi enzimdir. Kofaktér olarak
Pasha ya da insandaki Pasha proteinin homlogu olan DGCRS proteinine ihtiyag
duymaktadir. Drosha homologlari, tiim metazoalarda tek kopya halinde bulunurken,

artropodlarda iki tanedir.

Dicer protein kompleksi: N-terminal ucunda DExD/H-box helikaz ve bir de PAZ
(Piwi/Argonaute/Zwille) bolgesine sahip bir diger RNAz III tipi enzimdir. Uzun olan
dsRNA’y1 kesime ugratirak 3’ ucunda 2 niikleotidlik kuyrugu buluna yaklasik 17-24

niikleotid uzunlugunda dsRNA (¢ift zincirli) zincirini olusturur.
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Polimerazlar: miRNA’lar da proteinler gibi transkribe edilirler. miRNA’lar (intronlarda
bulunan) RNA polimeraz II tarafindan genellikle transkribe edilirler. Bunun disinda
genomda tekrar dizilerinin i¢ginde bulunan miRNA’lar ise RNA polimeraz III tarafindan
pri-miRNA’ya transkribe edilirler [57, 62].

2.2.3. miRNA islevleri

Bu giine kadar miRNA’larin sadece kii¢iik bir kismmin biyolojik islevleri aydinlatilmig
olup, genel olarak miRNA'nin goérevinin gen diizenlemesi oldugu anlasilmaktadir. Bu
amacla bir miRNA bir veya daha ¢ok mRNA'y1 tamamlayicidir ve olgun mikroRNA’lar
hedef genlerin ifadesini azaltarak protein sentezinin diizenlenmesine katki saglarlar.
MikroRNA’lar kendi niikleotid dizilerine tamamlayici hedef genleri tanima 6zelligine sa-
hiptir. miRNA, RISC ile kompleks olusturur, baz giftlesme 6zelligi ile mRNA’ya baglanur,
sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin yikimina neden olur

[62-63].

Ribozom
<~ \3UTR
5 -AAA-3°

mRNA ; | @}3@@ " miRNA

RISC Kompleks

Sekil 2.6. miRNA- RISC kompleksi [66].

MikroRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye hedef mRNA'nin ORF
(open reading frame-acik okuma gergevesi) bolgesine veya hedef mRNA’nin 3'UTR bdlgesine
baglanir ve baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil komplementer olduguna
bagli olarak degiskenlik gosterir (Sekil 7). 3'UTR bdlgesine tam olarak baglanmayan, kusurlu,
eksik komplementerlik gosterir ve translasyonun baskilanmasi ile sona ererken ORF bolgesi i¢ine
baglanmas1 kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA’nin Argonautel tarafindan

yikimi ile sonuglanir ve RISC mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina
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neden olur. Ayrica, her bir miRNA’nin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi
ve her bir mRNA’nin da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goriillmektedir [63-65].

ORF

S ‘NN B 3" mRNA

(1111}
3 NNNNNNNNNNNN N 5 microRNA

21:» »» + 765432 1
-

Sekil 2.7. Mikro RNA hedef tanima mekanizmasi [67].

2.2.4. Mitokondrideki miRNA’lar

Ana islevi hiicrelerin fizyolojik ihtiyaclar1 igin gerekli enerjiyi oksidatif fosforilasyonla
gerceklestirmek olan mitokondri kendi genomuna sahiptir. Mitokondrial genom sadece 13 protein
kodlamasina ragmen, mitokondride 2000’den fazla protein bulunur. Mitokondrial proteinlerin
biiyiik ¢ogunlugu niiklear genler tarafindan kodlanir ve sitozolde sentezlenir, daha sonra
mitokondriye gecerler. Son zamanlarda bir¢ok patofizyolojik durumlarda kisa kodlanmayan
RNA’larla mitokondrilerin gittikge artan islevlerinin ortaya c¢ikisi ve mitokondiler ile kisa
kodlanmayan RNA’lar arasinda olast bir iligkinin varligi bilim insanlarinin dikkatini gekmistir.
Farkli hiicre hatlarindan kaynakli piRNA, snRNA, snoRNA, srpRNA ve miRNA gibi
mitokondriyal transkriptomda kodlanmayan RNA’larin varligi gosterilmistir. Simdiye kadar
yapilan arastirmalarda mitokondri kaynaklt miRNA’larin (mitomiRs) bazi tipleri fare, rat, ve

insanlarin farkli hiicre hatlarindan izole edilmistir [68].
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Cizelge 2.1. Mitokondride Bulunan miRNA Tipleri [68].

Mitokondri Kaynag MiRNA Tipi

mmu-miR-202-5p, mmu-miR-122, mmu-miR-223, mmu-miR-
134,

rno-miR-130a, rno-miR-130b, rno-miR-140, rno-miR-320,
rno-miR-494, rno-miR-671

hsa-miR-720, hsa-miR-133Db, hsa-miR-1974, hsa-miR-24, hsa-
miR-133a, hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-1979, hsa-miR-103,
hsa-miR-125b, hsamiR- 103, hsa-miR-221, hsa-miR-23a, hsa-
let-7b, hsa-miR-423-3p, hsa-miR- 106a, hsa-miR-23b, hsa-
miR-92a, hsa-miR-193b, hsa-miR-365, hsa-miR- 93, hsa-miR-
532-3p, hsa-miR-20a, hsa-miR-149, hsa-miR-181a, hsamiR-
503, hsa-miR-210, hsa-miR-107, hsa-miR-574-3p, hsamiR-
34a, hsalet-7g, hsa-miRPlus-D1033, hsa-miR-19b, hsa-miR-
197, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-
miR-484, hsamiR-151-5p, hsamiR-486-5p, hsa-miR-542-5p,
hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-501-3p, hsamiR-675, hsa-miR-
134, hsa-miR-490-3p, hsa-miR-598

hsa-mir-1973, hsa-mir-1275, hsa-mir-494let-7b, let7g, hsa-

Fare Karacigeri

Rat Karacigeri

Insan miyotiibiilii

Insan HeLa _ _ _ _
miR-107, hsa-miR-181a, hsa-miR-221, hsa-miR-320a
insan 143-B hsa-mir-146a, hsa-mir-103, hsa-mir-16
. let-7b, let7g, hsa-miR-107, hsa-miR-181a, hsa-miR-221, hsa-
Insan HEK293

miR-320a

2.2.5. miRNA’lar da kelebek etkisi

Kelebek etkisi, bir sistemin bagslangi¢ verilerindeki kiigiik degisikliklerin biiyiik ve
ongoriillemez sonuglar dogurabilmesine verilen addir. Edward Lorenz 1979 yilinda bir
toplantida “Brezilya’da kanat ¢irpan bir kelebek Teksas’ta firtinaya sebep olur mu?”
sorusuyla iinlii kaos teorisini One siirmiistiir. Bu teoriye gore kiiciik bir olaym biiyiik
sonuclara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayn1 soru miRNA’lar i¢in de kurgulanabilir.
Acaba miRNA'’lardaki en ufak degisiklik tim gen ekspresyonunu etkiler mi? miRNA
dizilerinde meydana gelen degisimler ve tek nokta mutasyonu, organizmanin gen
ekspresyonunun degisiminde dnemli degisikliklere sebep olur ve bu olay ‘kelebek etkisi’ne
sebep olabilmektedir. miRNA dizisinin promotor bdlgesinde meydana gelen nokta
mutasyonlar1 downstream gen ekspresyonlarina sebep olabilir. Bir gen lizerinde meydana

gelen anlamli veya anlamsiz mutasyonlar proteinin fonksiyonel degisikliklerine neden
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olabilirler. Bu mutasyonlar evrim siirecinde 6nemli rol oynarlar. Ancak, bir pre-miRNA
dizisi iizerinde meydana gelen mutasyon miRNA biyogenezinde bir degisiklige yol acabilir
ve miRNA’nin mRNA hedefi veya zincir se¢imi degisikligi gerceklesebilir. Bu olaylarin
sonucu olarak genlerin genis spektrumu i¢in ince ayarli bir baskilama veya degisiklik

meydana getirebilir.

Sonug olarak miRNA’larin etkilerine bakildiginda 1000’den fazla molekiiliin birincil,
ikincil ve Tlgiinciil yapilariyla etkilesime girerek bircok biyokimyasal yolaklarin

diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir [68].

2.2.6. miRNA’larin kullanim alanlar1 ve hastaliklar ile iliskileri

Memelilerin transkriptinin %60’indan fazlast miRNA’larin kontrolii altindadir. Canlilarin
farkl1 hiicre tiplerinde farkli miRNA tipleri eksprese olmaktadir. miRNA’lar gen
ekspresyonunun regiilasyonu fonksiyonlarmin yani sira bir¢ok hiicresel yolakta da gorev
almaktadirlar. Bu gorevlerinden biri de bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak patojen ve
viral enfeksiyonlarin kontroliinii saglamaktir. Viral enfeksiyona karsi immiin yanit
olusturmak amaciyla konak¢i tarafindan kodlanan spesifik miRNA profilleri
olusturulabilmektedir. Boylelikle kodlanan miRNA’lar viral transkriptlerde hedef bolgeler
ile etkilesime girerek viral replikasyonu degistirebilmektedirler. Canlilarda miRNA’lar
farkl1 dokularin fonksiyonlarini diizenleme gorevlerine sahiptirler. Enfeksiyon sonucu
olusan hastaliklar, kalp, akciger, karaciger, bobrek hastaliklar1 ve kanser gesitleri gibi farkli
hastaliklarda miRNA’nin hiicre ve doku homeostazisinin ayarlanmasi arasinda ¢esitli
iliskiler bulunmaktadir. Kisacasi; giinlimiizde birgok hastaligin tanisinda, prognozunda ve
tedavisinde miRNA’larin kullanimiyla ilgili caligmalar yapilmaktadir. miRNA’larla
hastaliklarin tanisi igin; serum, beyin-omurilik sivisi, goz sivisi, siit, safra, karin zar1 sivisi,
folikiil sivisi, idrar, tam kan, nazal sekresyon, tiikiiriikk, plevral eflizyon ve feges gibi
biyolojik sivi ve dokular kullanilmaktadir. Biyobelirteg olarak kullanilmasi planlanan
miRNA’larin ilk kez serumdaki varligi Lawrie ve arkadaglari tarafindan 2008 yilinda
gosterilmistir. Dolasimdaki miRNA’lar lipid veya lipoprotein kompleksini igeren
mikrovezikiil (1um ve istii) veya ekzosom (10-100nm) adi verilen endositik kaynakli
kiiciik membran kiiclik vezikiillerin icinde yer aldigindan c¢ok kararli olup kimyasal
modifikasyonlardan ve RNAaz aktivitesinden etkilenmedigi bildirilmistir Gilinlimiizde

cesitli hastalik tiplerinde ve asamalarinda hastalikli dokularla saglikli dokular arasinda
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miRNA’larin ekspresyonlarinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu da hastaliklarin tanisinda

ve prognozunda miRNA’larin kullanilabilecegini gostermektedir [68-72].

miRNA’larin immiin sistem hiicrelerinin gelisiminde, farklilagmasinda, aktivasyonunda ,
immiin yanitlarda ve immiin yanitlarin regiilasyonu gibi bir ¢ok farkl: siiregte rol oynadigi
diistintilmektedir. [75] miRNA’lar bir ¢ok immiin sistem hiicrelerinin farklilagmasini,
olgunlasmasini ve islevini etkileyerek inflamasyonda 6nemli rol oynamaktadir [75].

miRNA ve immiin sistemdeki gorevleri Cizelge 2.2 de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. miRNA ve Immiin sistem [73-83]

miRNA’lar Rol Aldig1 Immiin Sistem Hiicreleri

miR-32 T ve B hiicreleri

miR-142 T ve B hiicreleri

miR-146a Dendritic Hiicreler, T Hiicreleri

miR-150 Dendritic Hiicreler, T ve B hiicreleri,
Monositler, NK Hiicreleri

miR-181a NK Hiicreleri, T hiicreleri ve B hiicreleri
miR-181b NK Hiicreleri, T hiicreleri ve B hiicreleri
miR-192 T ve B hiicreleri

miR-210 Th17, Germinal Merkez B Hiicreleri

mir-146a-5p: mir-146a-5p immiin sistemde T hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve
farklilagmasinda rol oynadig: diisliniilmektedir. CD4+ T hiicre aktivasyonunda negatif,
Treg hiicreleri i¢in ise pozitif diizenleyici olarak gorev yaptigi diigiiniilmektedir [84].
Ayrica TLR aracili sinyal yolaklarinda rol oynadigi bildirilmis (negatif regiilasyon) ve
dogal immiin yanitlarin diizenlenmesinde de etkin olabilecegi bildirilmistir. TLR/IL-1
yologinda anahtar rolii olan 2 6nemli molekiil (TRAF6 ve IRAK1) mir-146’nin direk

hedefleri olarak tanimlanmustir [80].

mir-150-5p: immiin hiicrelerin farklilasmasinda, CD4+ , CD8+ T hiicre ve B hiicre

aktivasyonunda negatif diizenleyici bir rol oynadigi diisiinilmektedir. Ayrica mir-150,



30

pro-fibrotik molekiillerin {iretimini arttirarak renal fibrozis ile iliskili extraseliiler matriks

birikiminde rol aldig1 diisiiniilmektedir [85].

mir-181a-3p: T ve B hiicre gelisiminde ve CD4 pozitif aktive T hiicrelerinde negatif
regiilasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ozellikle akut rejeksiyonda T ve B

hiicrelerinin migrasyonunda 6nemli rol oynadiklar diigiiniilmektedir [80].

mir-181b-5p: T ve B hiicre gelisiminde diizenleyici bir rol oynadigi diistiniilmektedir.

importin-a3 hedefliyerek NF-kB aracili vaskiiler inflamasyonu inhibe etmektedir. [86].

mir-210-5p: Yardimer T Hiicre 17 (Th17) farklilasmasinda diizenleyici bir rol oynadig
diisiiniilmektedir. Ozellikle Th17 hiicrelerinin farklilasmasinda negatif diizelleyiciler
olduklari, hipoksik kosullar altinda mir-210’un susturulmasimnin Th17 farklilasmasini
arttirdigr ~ diistiniilmektedir. mir-210, Th17 farklilagmasinda anahtar rol alan

transkripsiyonel regiilator HIF-1alfa’y1 negatif olarak regiile eder. [87].

mir-142-5p: immiin sistemde CD8+ Sitotoksik T Lenfosit aktivasyonunda negatif

regiilasyonda rol oynadigi diistinilmektedir [73-83]

mir-192-5p: Bobrekte diger organlardan daha fazla ifade edilir. Hiicre fenotipine bagl
olarak pro ve anti fibrotik 6zellikler gosterebildigi disiiniilmektedir. Renal fibroziste en
onemli mekanizmalardan biri Tiibiiller Epitelyal Mezenkimal doniisimdir. TGF-beta
sinyallemesi, mezenkimal transkripsiyon faktorlerinin (ZEB1/2) aktivasyonu ile giiglii bir
EMT indiikleyicisidir. Ozellikle mir-192 renal tiibiiler hiicrelerde EMT nin

indiiksiyonunda 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir [94].
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Calismamizda bobrek nakli olan hastalarda miRNA etkilerinin arastirlimasi amaglanmustir.

Ornekler Baskent Universitesi Adana Turgut Noyan Egitim Arastirma Merkezinde 2000-

2016 yillar1 arasinda bobrek nakli olmus g¢ocuk ve eriskin hastalardan segilmistir.

Hastalarin riitin testler i¢in alinan kan orneklerinden ayrilan ve kullanilmayan serum

ornekleri kullanilmigtir. Bu serum 6rneklerinde miRNA etkilerinin arastirilmasi amaciyla

gerekli tiim kit ve sarflar QIAGEN firmasindan temin edilmistir.

3.1.1. Kitler

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

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kitler

Kitin ad1

Kullanim amaci

Markasi ve iiretim yeri

miRNeasy Serum/Plasma Kit

miRNA izolasyonu

Qiagen, Hilden, Almanya

miscript Il RT Kit

cDNA sentezi

Qiagen, Hilden, Almanya

miScript Primer Assay

mMiRNA Real-Time

caligmasi

Qiagen, Hilden, Almanya

miScript SYBR Green PCR Kit

mMiRNA Real-Time

calismasi

Qiagen, Hilden, Almanya

3.1.2. Cihazlar

Tiim calismalar Baskent Universitesi Adana Turgut Noyan Egitim Arastirma Merkezi

HLA/Immiinoloji laboratuvarinda yapilmustir. Calisma sirasinda kullanilan cihazlar gizelge

3.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Kullanim Amaci Cihazin markasi, modeli SERi NO
(-80) derin fond“rucu - Orneklerin saklanmas Wisecryo / WUF400 | 4089260995001.
(-20) derin dondurucu 2 Kitlerin saklanmasi Beko / D7215SMF 09-103434-11

Mini Santrifiij/

Ornek hazirlanmasi

Biosan / FVL2400N

010202-1203-

Vorteks-1 0155
VORTEX-3 Ornek hazirlanmasi Biosan/ V1 580705114
Spektrofotometre RNA/CDN..A Eon“santrasyon Maestrogen Nano / MN- 436020166118
olgtimii 913

PCR Kabin Ornek ¢alisiimasi Scanlaf / Titan 1090188
PCR Cihazi cDNA sentezi Sensquest / Labcycler 1123280171

Real-Time PCR Cihazt MIRNA expresyon RGQ 5Plex HRM R012567

calismasi

Otomatik Pipet Seti Ornek hazirlanmasi HTL 340562884

3.2. Calisma Grubu

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:KA16/199) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.Etik kurul onay1 Ek-1" de sunulmustur

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

ornegi Ek-2 ve Ek-3’de sunulmustur.

3.2.2. Calisma grubunun 6zellikleri ve verileri

Calismaya dahil edilen denek sayisi, cinsiyet dagilimi, prognoz, nakil i¢in dondr

degiskenlerive rejeksiyon tipleri gizelge 8, 9,10,11,12 ve 13’de verilmistir.
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Calisma 50 rejeksiyon (hasta grubu) ve 50 rejeksiyonu olmayan (kontrol grubu) olmak
tizere bobrek nakli yapilan toplam 100 hasta [27 kadin (%27,0), 73 Erkek (%73,0)] ile
yapilmstir (Cizelge 8). Hasta grubu Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Genel Cerrahi AD’de 2010-2016 yillar1 arasinda bobrek nakli olmus olgulardan
secilmistir. Caligmaya dahil edilen bobrek nakli yapilan 50 rejeksiyon hastasinin 43 tanesi
(%86) eriskin,7 tanesi (%14) pediatrik olgulardan olusmaktadir. Calismaya dahil edilen
bobrek nakli yapilmig kontrol grubunun 34 tanesi (%68) eriskin, 16 tanesi (%32) pediatrik

olgulardan olugsmaktadir.

Cizelge 3.3. Calisma grubunun dagilim 6zellikleri

Erkek Kadin Eriskin Cocuk
Hasta 42 8 43 7
Kontrol 31 19 34 16

Calismaya dahil edilen bobrek nakli yapilan 50 rejeksiyon hastasina 16 kadavra (%32), 34
canli (%68) dondrden nakil yapilmistir (Cizelge 9). Canli dondrlerden yapilan nakillerin
15’1 anneden (%44), 13’{i babadan (%38) ve 6’s1 kardesten (%18) yapilmistir (Cizelge 10).
Bobrek nakli yapilan 50 kontrol grubuna 17 kadavra (%34),33canli donérden (%66) nakil
yapilmistir (Cizelge 9). Canli donérlerden yapilan nakillerin 10’u anneden (%30,3) , 9’u
babadan (%27,2) ve 14’1 kardesten (%42,4) yapilmistir (Cizelge 10).

Cizelge 3.4. Dondr dagilim ozellikleri

Hasta (Donor) Kontrol (Donor)

Kadavra Canli Kadavra Canli
16 34 17 33

Cizelge 3.5. Donor dagilim 6zellikleri

Hasta (Donor Canl) Kontrol (Donor Canl)

Anne Baba Kardes Anne Baba Kardes
15 13 6 10 9 14
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Calismaya dahil edilen bobrek nakli yapilan 50 rejeksiyon hastasinda HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP uyumu sirasiyla 6 HLA uyumu (0), 5 HLA uyumu
(7), 4 HLA uyumu (1), 3 HLA uyumu (23), 2 HLA uyumu (8) ve 1 HLA uyumu (11)
olarak sonu¢lanmistir (Cizelge 11). Calismaya dahil edilen bobrek nakli yapilan 50 kontrol
grubunda HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP uyumu sirasiyla 6
HLA uyumu (0), 5 HLA uyumu (10), 4 HLA uyumu (1), 3 HLA uyumu (22), 2 HLA
uyumu (12) ve 1 HLA uyumu (5) olarak sonuglanmistir (¢izelgel2).

Cizelge 3.6. HLA uyumu

Hasta (Donor HLA Uyumu olan A/B/C/DR/DQ/DP)

6 UYUM 5 UYUM 4 UYUM 3 UYUM 2 UYUM 1UYUM
0 7 1 23 8 11

Cizelge 3.7. HLA uyumu

Kontrol (Donor HLA Uyumu olan A/B/C/DR/DQ/DP)

6 UYUM SUYUM 4 UYUM 3UYUM 2UYUM 1UYUM
0 10 1 22 12 5

Bobrek nakli yapilan 50 rejeksiyon hastasinda rejeksiyon tipleri 32 hiimoral ve hiicresel
rejeksiyon (%64) , 10 yanliz hiimoral rejeksiyon (%20) ve 8 (%16) yanliz hiicresel

rejeksiyon olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.8. Rejeksiyon tipi

Hasta Rejeksiyon Tipi (Akut + Kronik)

Hiimoral Hiicresel Hiimoral + Hiicresel
10 8 32

3.2.3. Hastalarin ¢calismaya dahil edilme kosullar:

Nakil sonrasi takiplerinin merkezimizde yapilmasi, nakil sonrasi herhangi bir malignite

saptanmamis olmasi ve zihinsel ve kognitif bozukluk olmamasi olarak belirlenmistir.
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3.2.4. Hastalarin calismadan dislanma kosullari
Hastalarin tedaviyi hekimin bilgisi olmadan kesmesi, aksatmasi veya degistirmesi,
malignite saptanmasi hastalarin ¢alismadan dislanma kosullar1 olarak kabul edilmistir.
3.2.5. Saghkh kontrol grubunun calismaya dahil edilme kosullari

Herhangi bir tedavi gerektiren hastaliginin olmamasi ve zihinsel ve kognitif bozuklugun
olmamasi kontrol grubu se¢ciminde ¢alismaya dahil edilme kosullar1 olarak belirlenmistir.
Yukarida belirtilmis olan kosullara gore calismaya dahil edilen kisilerde yeni bir dislama

kosulu ortaya ¢iktig1 zaman ¢alismadan ¢ikarilmistir.

3.2.6. 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 Erigkin Nefroloji BD’ de takip edilmistir.

3.3. Cahsma Metodu
3.3.1 Serum drnegi toplanmasi

Bobrek nakli yapilmis olgulardan rutin tetkikleri i¢in alinmis olan kan 6rneginden ayrilan 1

ml serum 6rnegi kullanildi.

3.3.2. Serum orneklerinin saklanmasi ve ¢calisma o6ncesi hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen tiim olgulardan riitin testler icin alinmis kan 6rneklerinden elde
edilen 1ml serum &rnekleri Bagkent Universitesi Turgut Noyan Egitim Arastirma Merkezi

HLA/immiinoloji Laboratuvarinda -80°C de saklanmustir.

3.3.3. Serum érneklerinden miRNA izolasyonu

-80°C de saklanan serum oOrnekleri +4 °C de ¢dziildiikten sonra oda sicakligina gelmesi
saglandi. Serum Orneklerinden miRNA izolasyonu i¢in miRNeasy Serum/Plazma
izolasyon kiti (QIAGEN,Hilden) kullanildi. 200 pl serum 6rnegi alinarak 2 ml tiipe

konuldu ve tizerine 5 volim ( 1000 pl) Qiazol lysis reagent eklenerek vortekslendi
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(karistir1ldr). Ornekler 5 dk oda sicakliginda (15-25°C) bekletildi. Siire sonunda baslangig
materyali kadar (200 ul) kloroform eklendi. 15 saniye boyunca iyice vortekslendi
(Calkalama isleminin iyi yapilmis olmasi faz ayrimina avantaj saglar). 2-3 dakika oda
sicakliginda hafif alt-iist edilerek beklenir. Sonrasinda +4 °C’de 12000 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. Olusan {i¢ fazdan {istte olanindan 600 pl alinarak yeni bir toplama tiipiine
transfer edilir. Ara fazdan alinmamasi gerekir. 900 pl %100 liik saf etanol eklenir. Alt {ist
edilerek iyice karismasi saglanir. Bu karisimdan 700 pl 6rnek alinarak RNaz Mini kolonun
icine konuldu. Kapag1 kapatildi ve 15 sn oda sicaklifinda 10000 rpm’desantrifiij edildi.
Toplama tiipiinde kalan kisim atildi. Ornekten geriye kalan kisim tekrar RNaz Mini
kolonun igine konup 15 sn oda sicakliginda 10000 rpm’desentrifiij edildi. 700 pl RWT
tampondan RNaz mini kolona eklendi ve 15 sn oda sicakliginda 8000 rpm’desentrifiij
edildi. Toplama tiipiinde kalan kisim atildi. 500 ul RPE tamponundan RNaz Mini kolonun
iistiine eklendi ve 15 sn oda sicakliginda 8000 rpm’desentrifiij edildi. Toplama tiipiinde
kalan kisim atildi. 500 pl RPE tamponundan RNaz Mini kolona eklendi ve 2 dk 8000
rpm’desentrifiij edildi. Yeni bir 2 ml koleksiyon tiipline RNaz Mini kolon yerlestirildi.
Membran kuruyana kadar 1 dk en yiiksek hizda santrifiijedildi. RNaz Mini kolon, yeni bir
1,5 ml toplama tiipe transfer edildi. Kolon 1.5 ml lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. 14
ul RNase igermeyen su spin kolonunun merkezine direkt olarak eklendi. 5 dakika oda
sicakliginda beklenir. Maksimum hizda 1 dakika santrifij edildi. Elde edilen RNA’lar -80

°C’de saklamak tizere kaldirildi.

3.3.4. miRNA’dan komplementar DNA (cDNA) eldesi

cDNA (kalip, complementary DNA)’lar, Qiagen miScript Reverse Transcription (RT) Kit
II (Hilden, Almanya) kullanilarak sentezlenmistir. Tablo 14’e gore RT toplam karigimi buz
iizerinde hazirlandi. RNA miktar1 12 pl kullanildi. RNA, RT karisimi igeren her bir tiipe

eklendi. Kisa bir santrifiij edildi ve buz lizerine tekrar konuldu.
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Cizelge 3.9. RT-PCR i¢in bilesenler ve miktarlari

5x miScriptHiSpec tamponu 4 ul
10x miScript Niikleik asit karisimi 2 ul
miScriptReverseTranscriptaseMix 2 ul
Kalip RNA 12 ul
Toplam Hacim 20 pl

37°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk olan tepkime kosullarina gore RT-PCR yapildi. Sonrasinda
cDNA miktarlar1 20 pl’de 50 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. qRT-PCR (gercek zamanli-
Real Time PCR) tepkimesi i¢in 10 ng/ul cDNA kullanildi.

3.3.5. Q-PCR (Real Time-PCR, Ger¢ek Zamanh-PCR)

gRT-PCR i¢in tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti kullanilarak

hazirlandi. Cizelge 15°de bilesenlerin tepkime hacimleri verilmistir.

Cizelge 3.10. qRT-PCR igin kullanilan bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim
2x QuantiTect SYBR Green PCR Toplam 10 pul

Karisim

10x miScript Universal Primer 2 ul

10x miScriptPrimerAssay (Related miRNA 2 ul

primer)

RNaz icermeyen su 1 pl
Kalip ¢cDNA (50ng/ul’den alindi) 5 pul
Toplam hacim 20 pl

Buz tizerinde tepkime bilesenleri hazirlanip mir-32-1, mir-142-5p, mir-146a-1, mir 150-1,
mir-181a-2, mir-181b-1, mir-192-1, mir-210-1 mikro RNA primerleriyle beraber referans
olarak SNORDG61 ifade seviyelerine tespit etmek igin qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen)
kullanilmistir. Cizelge 16’da Q-PCR tepkime kosullar1 verilmistir.
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Cizelge 3.11. gRT-PCR Tepkime Kosullar

Sicaklik (0C) Zaman(dk) ‘

95 15
94 15 o
5 % ill,f 40 dongii
70 30

3.3.6. Verianalizi (2-*A*CtAnalizi ile kat degsimlerinin hesaplanmasi)

Bobrek nakli yapilan 100 olguda, rejeksiyon gelisen (50 olgu) grup ile rejeksiyon
gelismeyen (50 olgu) gruptaki miRNA gen ekspresyonlarinda meydana gelecek
degisiklikler hesaplandi. Real Time analizinde verilen Ct degerleri formiile edilerek Excel
programi yardimiyla tiim miRNA’larin 224%%nalizleri yapildi. SNORD referans miRNA
kabul edilerek oncelikle delta Ct degerleri hesaplandi. Sonrasinda normal olgulara gore
normalizasyonu yapilarak kat degisimleri hesaplandi. Bu hesaplamalar i¢in kat degisim
esik oran1 2 olarak kabul edildi. Analizlerin sonrasinda miRNA’larin R programi
kullanilarak Heatmap grafikleri cizilmistir. Analizler sonucu anlamli degisiklik gdsteren
mMiRNA’lardan hsa-miR-142 ifadesinin arttigi, hsa-miR-192 ’nin ise azaldigi
gozlemlenmigtir. Tiim analizler °QIAGEN GeneGlobe Data Analysis Center’” web sitesi

iizerinden yapilmustir.



Cizelge 3.12. miRNA Listesi (miRNA dizinleri ile birlikte)

hsa-miR-
32-5p

hsa-miR-
142-5p

hsa-miR-
146a-5p

hsa-miR-
150-5p

hsa-miR-
181a-2-3p

hsa-miR-
181b-5p

hsa-miR-
192-5p

hsa-miR-
210-3p

GGAGAUAUUGCACAUUACUAAGUUGCAUGUUGU
CACGGCCUCAAUGCAAUUUAGUGUGUGUGAUAU
UuucC
GACAGUGCAGUCACCCAUAAAGUAGAAAGCACUA
CUAACAGCACUGGAGGGUGUAGUGUUUCCUACU
UUAUGGAUGAGUGUACUGUG
CCGAUGUGUAUCCUCAGCUUUGAGAACUGAAUUC
CAUGGGUUGUGUCAGUGUCAGACCUCUGAAAUU
CAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCGU
CUCCCCAUGGCCCUGUCUCCCAACCCUUGUACCA
GUGCUGGGCUCAGACCCUGGUACAGGCCUGGGGG
ACAGGGACCUGGGGAC
AGAAGGGCUAUCAGGCCAGCCUUCAGAGGACUCC
AAGGAACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUUUGGGA
UUUGAAAAAACCACUGACCGUUGACUGUACCUUG
GGGUCCUUA
CCUGUGCAGAGAUUAUUUUUUAAAAGGUCACAA
UCAACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGUUGAACUGU
GUGGACAAGCUCACUGAACAAUGAAUGCAACUG
UGGCCCCGCUU
GCCGAGACCGAGUGCACAGGGCUCUGACCUAUGA
AUUGACAGCCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCU
GCCAAUUCCAUAGGUCACAGGUAUGUUCGCCUCA
AUGCCAGC
ACCCGGCAGUGCCUCCAGGCGCAGGGCAGCCcccU
GCCCACCGCACACUGCGCUGCCCCAGACCCACUG
UGCGUGUGACAGCGGCUGAUCUGUGCCUGGGCAG
CGCGACCC

39

UAUUGCAC
AUUACUAA
GUUGCA
CAUAAAGU
AGAAAGCA
CUACU
UGAGAACU
GAAUUCCA
UGGGUU
UCUCCCAA
CCCUUGUA
CCAGUG
ACCACUGA
CCGUUGAC
UGUACC

AACAUUCA
UUGCUGUC
GGUGGGU

CUGACCUA
UGAAUUGA
CAGCC

CUGUGCGU
GUGACAGC
GGCUGA
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4. BULGULAR

Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-32 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 14’{inde (%28) anlamli kat degisimi saptanirken 36 hastada (%72)
anlamli kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 14 olgudan

11’inde (%78) artis, 3 olguda (%22) azalis analiz edilmistir (Sekil 8).

miR-32

10,00

1,00 “‘fI'FFH_r.mImFHIJH.H.mLITIﬁLLLHIJTIﬁL—Hﬂ—FWIA

i ] L] e ] | T i i i
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0,01 -

Sekil 4.1. Bobrek nakli olan hastalarda miR32 nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-142 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 33’linde (%66) anlamli kat degisimi saptanirken 17 hastada (%34)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 33 olgudan

30’unda (%91) ciddi artis, 3 olguda (%9) azalis analiz edilmistir (Sekil 9).

miR-142-5p

100,00 -

10,00 -+

1,00 “M‘MLM

|
1 3 57 9IlllSlSl?192123252?2931'33353?39&'143-15-‘-1?-‘19

0,10 o

0,01 -

Sekil 4.2. Bobrek nakli olan hastalarda miR142-5p nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-146 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 19’unda (%38) anlamli kat degisimi saptanirken 31 hastada (%62)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 19 olgudan

9’unda (%47) artis, 10 olguda (%53) azalis analiz edilmistir (Sekil 10).

miR-146a

10,00

1.00 -WHMM
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Sekil 4.3. Bobrek nakli olan hastalarda miR146a nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-150 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 14’tinde (%28) anlamli kat degisimi saptanirken 36 hastada (%72)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 14 olgudan

9’unda (%64) artis, 5 olguda (%36) azalis analiz edilmistir (Sekil 11).

miR-150

10,00
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Sekil 4.4. Bobrek nakli olan hastalarda miR150 nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-181a miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 13’tinde (%26) anlamli kat degisimi saptanirken 37 hastada (%74)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 13 olgudan

9’unda (%69) artis, 4 olguda (%31) azalis analiz edilmistir (Sekil 12).

miR-181a

10,00

1,00 '“JMLJW
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Sekil 4.5. Bobrek nakli olan hastalarda miR181a nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-181b miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 11’inde (%22) anlamli kat degisimi saptanirken 39 hastada (%78)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 11 olgudan

4’linde (%36) artis, 7 olguda (%64) azalis analiz edilmistir (Sekil 13).

miR-181b
10,00 -
1,00 T I-I.I THTRT I.I TNTRTET"TRTRTRTRETRT I-I TRTRT IIIII.I-I_I-I.I.I T TRT I.III-III III TRT I-I-III 1
3 507094118 1517419 21925 25 27 29 31 3303537 39 41 4345 47 49
LA 1= FIY " i '
0,10 -
0,01 -

Sekil 4.6. Bobrek nakli olan hastalarda miR181bnin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-192 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 31’inde (%62) anlamli kat degisimi saptanirken 19 hastada (%38)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 31 olgudan

I’inde (%3) artis, 30 olguda (%97) azalis analiz edilmistir (Sekil 14).

miR-192
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Sekil 4.7. Bobrek nakli olan hastalarda miR192 nin ekspresyon dagilimi
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Bobrek nakli yapilan ve bobrek rejeksiyonu gelisen hastalarin (n=50) mir-210 miRNA’s1
bobrek rejeksiyonu olamayan hastalarla (n=50) karsilastirildiginda , bobrek rejeksiyonu
gelisen hastalarin 11°inde (%22) anlamli kat degisimi saptanirken 39 hastada (%78)
anlaml kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 11 olgudan

4’iinde (%36) artis, 7 olguda (%64) azalis analiz edilmistir (Sekil 15).

miR-210
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Sekil 4.8. Bobrek nakli olan hastalarda miR210 nin ekspresyon dagilimi
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5.  TARTISMA

Bobrek nakli, son donem bobrek yetersizligi hastalarinin hem yasam siiresini uzatan hem
de yasam kalitesini artiran en seckin tedavi yontemidir. Basarili ile sonus¢lanan ilk bobrek
nakli, 1954 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin Boston sehrinde Peter Bent Brigham
Hastanesi’'nde Dr. Joseph Murray ve ekibi tarafindan HLA’lar1 (Human leucocyte
antigens- insan 16kosit antijen) ayni olan tek yumurta ikizleri arasinda gergeklestirilmistir.
Immiinsupresif ilaglarm kesfiyle HLA’lar1 uyumlu olmayan bireyler arasinda da basarili
nakiller yapilmaya baslanmistir. Giiglii bagisiklik sistemi baskilayicilerin kullanima
girmesiyle akut rejeksiyon oranlar1 giderek azalmis ve giiniimiizde ¢ogu merkezde 1 yillik
graft sagkalim orani1 %90°1 gegmistir. Ancak bagisiklik sistemi baskilayicilarin kullanimina
bagl olarak infeksiyonlarda ve malignite sikliginda artis, ilaglarin kardiyovaskiiler risk
artisina yol agan yan etkileri ortaya ¢ikmistir. Bagisik sistemini baskilayici ilaglar kisa

donem graft sagkalim oranlarindaki basarinin uzun déneme yansimasini 6nlemektedir.

Yeni ilaglar gelistirmenin yaninda uzun dénem graft sagkalimini artirmak i¢in basvurulan

yollardan biri de, grafta karg1 immiinolojik tolerans gelisimini saglamaktir.

Ulkemizde bobrek yetersizligi gelisen hasta sayisi giin gegtikge artmaktadir. Bu
hastalarigin donor bulmakta sikintilarin yasandigindan dolayi, uygun organ bulmakveya
organ bagisinin tesviki 6nemli bir ihtiyagtir. Bunu saglamanin yollarindan biri, grafta karsi
immunolojik tolerans gelisiminin saglanarak idame immunsupresif tedavinin azaltilmasi
veya kesilmesinin saglanmasi ve bdylece ila¢ yan etkilerine bagli problemlerin de
azaltilmasidir. Regulatuar T hiicrelerinin ve miRNAlarin kesfi ve hem 6z antijenlere hem
alloantijenlere tolerans gelisiminde oOnemli rol oynadiklarinin gosterilmesiyle,
transplantasyon toleranst olusturmak i¢in regulatuar T hiicrelerini artirmanin yollar

aranmaktadir.

Mikro RNA’lar (miRNA) immiin regiilasyonda rol alan, kii¢iik, kodlama yapmayan RNA
molekiilleridir. Esas olarak protein kodlayan mRNA’larin 3’ bdlgelerine baglanarak
protein translasyonunun inhibisyonu takibinde mRNA’nin degredasyonuna neden olurlar
ve stresle indiiklenen ligandlar1 hedef alirlar. miRNA’larin immiin sistem hiicrelerinin
gelisiminde, farklilasmasinda, aktivasyonunda, immiin yanitlarda ve immiin yanitlarin

regiilasyonu gibi bir ¢ok farkl siiregte rol oynadigi diistiniilmektedir. [75] miRNA’lar bir
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cok immiin sistem hiicrelerinin farklilasmasini, olgunlasmasini ve islevini etkileyerek
inflamasyonda onemli rol oynamaktadir [75]. miRNA ve immiin sistemdeki gorevleri
Cizelge 18 de gosterilmistir. miRNA’larin immiin sistemdeki kritik rolleri baz alinarak

bobrek nakli yapilan olgularda serumdaki miRNA’larin ekspresyonu analiz edilmistir.

Bu caligmada bobrek nakli olan hastalar rejeksiyon gelisenler ve rejeksiyon gelismemis
olanlar olarak gruplandirilip kendi arasinda degerlendirilmistir. Rejeksiyon gelismeyen
hasta gurubu kontrol olarak kabul edilmis ve rejeksiyonu gelismis olan hasta gurubunda

miRNA larin ekspresyon degerlerine bakilmistir.

mir-32 immiin sistemde T hiicre farklilasmasinda ve B hiicre regiilasyonunda gorevli
oldugunu gosteren ¢alismalar vardir [73,77,79]. Hem immiin sistem ve yanitlarinda gorevli
genleri hem de transplant rejeksiyonunda gorevli bazi genleri hedeflemesi agisindan miR-
32 calismamiza dahil edilmis olup, rejeksiyonu olan ve olmayan toplam 100 olgunun
serum Orneklerinde mMiR-32 expresyonuna bakilmistir. Anglicheau ve arkadaslarinin
bobrek nakli yapilan olgularda miRNA ekspresyon profillemesi ¢alismasinda, olgulardan
alinan biyopsi orneklerinde miR-32 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi gosterilmistir
[88]. Scian ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢aligmada 27 olguya ait biyopsi
orneklerinde miR-32 expresyonunun anlamli olarak artigi gosterilmistir [89].
Calismamizda bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve gelismeyen
hastalar miR-32 miRNA ekspresyonu agisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon gelisen
hastalar (n=50) rejeksiyon gelismeyen hastalara gore degerlendirildiginde, rejeksiyon
gelisenlerin 14’ilinde (%28) anlamli kat degisimi saptanirken 36 hastada (%72) anlaml kat
degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 14 olgudan 11’inde (%78)
artis, 3 olguda (%22) azalis analiz edilmistir.

mir-142-5p immiin sistemde T hiicre aktivasyonunda ve CDS8 Sitotoksik T Lenfosit
fonksiyonlarinda anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir. Immiin sistemde CD8+ Sitotoksik
T Lenfosit aktivasyonunda negatif regiilasyonda rol oynadigi diistiniilmektedir [73-83].
Hem immiin sistem ve yanitlarinda gorevli genleri hemde transplant rejeksiyonunda
gorevli bazi genleri hedeflemesi agisindan miR-142-5p caligmamiza dahil edilmis olup,
rejeksiyonu olan ve olmayan toplam 100 olgunun serum Orneklerinde miR-142-5p
expresyonuna bakilmistir. Ben-Dov ve arkadaslarinin 18 olguya ait biyopsi 6rneklerinden

yaptiklar1 derin sekanlama sonuglarinda miR-142-5p ekspresyonunu anlamli diizeyde
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arttigin1 tespit etmislerdir [90]. Anglicheau ve arkadaslarinin bobrek nakli yapilan
olgularda miRNA ekspresyon profillemesi c¢alismasinda, olgulardan alinan biyopsi
orneklerinde miR-142-5p ekspresyonunun anlamli olarak arttigi gosterilmistir [92].
Soltaninejad ve arkadaslarinin intersitiyal fibrozis ve tiibiiler atrofi ile karakterize kronik
allograft disfonksiyonu olan 16 olgunun biyopsi drneklerinden yapmis olduklart miRNA
ekspresyon ¢alismasinda miR-142-5p ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 gosterilmistir
[91]. Calismamizda bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve
gelismeyen hastalar miR-142-5p ekspresyonu agisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon
gelisen hastalar (n=50) rejeksiyon gelismeyen hastalara (n=50) gore degerlendirildiginde,
rejeksiyon gelisenlerin 33’linde (%66) anlamli kat degisimi saptanirken 17 hastada (%34)
anlamli kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 33 olgudan
30’unda (%91) ciddi artis, 3 olguda (%9) azalis analiz edilmistir. miR-142-5p
bulgularimiz daha 6nce yapilan ¢alismalar ile uyumlu olup, diger ¢alismalardan en énemli

farki serumda ilk olarak gdsterilmis olmasidir.

mir-146a-5p immiin sistemde T hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve farklilagmasinda rol
oynadig1 diisiniilmektedir. CD4+ T hiicre aktivasyonunda negatif, Treg hiicreleri icin ise
pozitif diizenleyici olarak gorev yaptigi diistiniilmektedir [84]. Ayrica TLR aracili sinyal
yolaklarinda rol oynadigi bildirilmis (negatif regiilasyon) ve dogal immiin yanitlarin
diizenlenmesinde de etkin olabilecegi bildirilmistir. TLR/IL-1 yologinda anahtar rolii olan
2 onemli molekiil (TRAF6 ve IRAK1) mir-146’nin direk hedefleri olarak tanimlanmistir
[80]. Hem immiin sistem ve yanitlarinda gorevli genleri hemde transplant rejeksiyonunda
gorevli bazi genleri hedeflemesi agisindan miR-146a-5p calismamiza dahil edilmis olup,
rejeksiyonu olan ve olmayan toplam 100 olgunun serum Orneklerinde miR-146-5p
expresyonuna bakilmigtir. Anglicheau ve arkadaglarinin bobrek nakli yapilan olgularda
miRNA ekspresyon profillemesi ¢aligmasinda, olgulardan alinan biyopsi orneklerinde
miR-146a-5p ekspresyonunun anlamli olarak arttigi gosterilmistir [88]. Calismamizda
bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve gelismeyen hastalar miR-
146a ekspresyonu agisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar (n=50)
rejeksiyon gelismeyen hastalara (n=50) gore degerlendirildiginde, rejeksiyon gelisenlerin
19’unda (%38) anlamli kat degisimi saptanirken 31 hastada (%62) anlamli kat degisimi
tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 19 olgudan 9’unda (%47) artis, 10
olguda (%53) azalis analiz edilmistir.
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mir-150-5p immiin hiicrelerin farklilagmasinda ve aktivasyonunda (NK hiicre gelisimi ve
olgunlagsmasinda, olgun T ve B hiicre gelisiminde) negatif diizenleyici bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Ayrica mir-150, pro-fibrotik molekiillerin {iretimini arttirarak renal
fibrozis ile iligkili extraseliiler matriks birikiminde rol aldig1 diisiiniilmektedir [85, 92-93] .
Calismamizda rejeksiyonu olan ve olmayan toplam 100 olgunun serum 6rneklerinde miR-
150-5p expresyonuna bakilmistir. Vahed ve arkadaslarinin bobrek nakli yapilan olgularin
(27 normal bobrek fonksiyonu olan olgu, 26 intersitial fibrozis ve tiibiiler atrofisi olan
olgu) serum orneklerinden miRNA ekspresyon profillemesi galismasinda miR-150-5p
ekspresyonunun anlamli olarak arttigi gosterilmistir [92-93]. Calismamizda bobrek nakli
yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve gelismeyen hastalar miR-150
ekspresyonu acisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar (n=50) rejeksiyon
gelismeyen hastalara (n=50) gore degerlendirildiginde, rejeksiyon gelisenlerin 14’{inde
(%28) anlamli kat degisimi saptanirken 36 hastada (%72) anlamli kat degisimi tespit
edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 14 olgudan 9’unda (%64) artis, 5 olguda

(%36) azalis analiz edilmistir.

mir-181a-3p immiin sistem hiicrelerinin gelisiminde ve immiin sistem yanitlarinda (T ve B
hiicre gelisiminde) diizenleyici bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle akut
rejeksiyonda T ve B hiicrelerinin migrasyonunda onemli rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir
[80, 94]. Vitalone ve arkadaslarinin bobrek nakli yapilan olgularda miRNA ekspresyon
profillemesi  caligmasinda, olgulardan alman biyopsi Orneklerinde miR-181a
ekspresyonunun anlamli olarak azaildigi gosterilmistir [94]. Ayrica Wilflingseder
arkadaglarmin  bobrek nakli yapilan olgularda miRNA ekspresyon profillemesi
caligmasinda, olgulardan alinan biyopsi 6rneklerinde miR-181a ekspresyonunun anlaml
olarak azaldigi gosterilmistir [95]. Calismamizda bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100),
rejeksiyon gelisen ve gelismeyen hastalar miR-181-a ekspresyonu agisindan analiz
edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar (n=50) rejeksiyon gelismeyen hastalara (n=50) gore
degerlendirildiginde, rejeksiyon gelisenlerin 13’linde (%26) anlamli kat degisimi
saptanirken 37 hastada (%74) anlamli kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat
degisimi tespit edilen 13 olgudan 9’unda (%69) artis, 4 olguda (%31) azalis analiz

edilmistir.

mir-181b-5p T ve B hiicre gelisiminde diizenleyici bir rol oynadigi diistiniilmektedir.
importin-a3 hedefliyerek NF-kB aracili vaskiiler inflamasyonu inhibe etmektedir. [86].
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Wilflingseder arkadaslarinin bobrek nakli yapilan olgularda miRNA ekspresyon
profillemesi  ¢aligmasinda, olgulardan almman biyopsi Orneklerinde miR-181b
ekspresyonunun anlamli olarak azaildigi gosterilmistir [95]. Calismamizda bobrek nakli
yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve gelismeyen hastalar miR-181-b
ekspresyonu acisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar (n=50) rejeksiyon
gelismeyen hastalara (n=50) gore degerlendirildiginde, rejeksiyon gelisenlerin 11’inde
(%22) anlamli kat degisimi saptanirken 39 hastada (%78) anlamli kat degisimi tespit
edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 11 olgudan 4’{inde (%36) artis, 7 olguda

(%64) azalis analiz edilmistir.

mir-192 diger organlarla karsilastirildiginda bobrekte daha yiiksek diizeyde eksprese
oldugu bildirilmistir. Bobrek fibrozisinde farkli ekspresyon diizeyleri rapor edilmistir.
Hiicre fenotipine bagli olarak pro ve anti fibrotik 6zellikler gosterebildigi diisiiniilmektedir.
Renal fibroziste en Onemli mekanizmalardan biri Tibiiler Epitelyal Mezenkimal
doniisiimdiir. TGF-beta sinyallemesi, mezenkimal transkripsiyon faktorlerinin (ZEB1/2)
aktivasyonu ile giiglii bir EMT indiikleyicisidir. Ozellikle mir-192 renal tiibiiler hiicrelerde
EMT’nin indiiksiyonunda Onemli rol oynadigi disiiniilmektedir [94]. Glowackive
arkadaglarinin bobrek fibrozisi olan hayvan modellerinde yapmis olduklart miRNA
ekspresyon profillemesi ¢alismasinda aliman  biyopsi  Orneklerinde  miR-192
ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi gosterilmistir [96]. Bir baska ¢alismada Vahed ve
arkadaslarinin bobrek nakli yapilan olgularin (27 normal bdbrek fonksiyonu olan olgu, 26
intersitial fibrozis ve tiibiiler atrofisi olan olgu) serum 6rneklerinden miRNA ekspresyon
profillemesi ¢alismasinda miR-192’nin 6zellikle evre 4 intersitial fibrozis ve tiibiiler
atrofisi olan olgularda ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi gosterilmistir [92-98].
Calismamizda bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100), rejeksiyon gelisen ve gelismeyen
hastalar miR-192 ekspresyonu agisindan analiz edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar
(n=50) rejeksiyon gelismeyen hastalara (n=50) gore degerlendirildiginde, rejeksiyon
gelisenlerin 31’inde (%62) anlamli kat degisimi saptanirken 19 hastada (%38) anlamli kat
degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat degisimi tespit edilen 31 olgudan 1’inde (%3)
artis, 30 olguda (%97) azalis analiz edilmistir.

mir-210-5p immiin sistem hiicrelerinin farklilasmasinda ve immiin sistem yanitlarinda
(Th17 hiicre farklilasmasinda) diizenleyici bir rol oynadigi disiinilmektedir. 6zellikle

Th17 hiicrelerinin farklilasmasinda negatif diizelleyiciler olduklari, hipoksik kosullar
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altinda mir-210’un susturulmasinin Th17 farklilagsmasini arttirdig1 diisiiniilmektedir [87].
Lorenzen ve arkadaslarinin akut bobrek hasar1 olan 77 olgunun serum Orneklerinden
yapmis oldugu miRNA ekspresyon ¢alismasinda miR-210 ekspresyonunun anlamli olarak
arttign gosterilmistir [97-99]. Calismamizda bobrek nakli yapilan hastalarda (n=100),
rejeksiyon gelisen ve gelismeyen hastalar miR-210 ekspresyonu agisindan analiz
edilmistir. Rejeksiyon gelisen hastalar (n=50) rejeksiyon gelismeyen hastalara (n=50) gore
degerlendirildiginde, rejeksiyon gelisenlerin 11’inde (%22) anlamli kat degisimi
saptanirken 39 hastada (%78) anlamli kat degisimi tespit edilmemistir. Anlamli kat
degisimi tespit edilen 11 olgudan 4’tiinde (%36) artis, 7 olguda (%64) azalis analiz

edilmisgtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bobrek nakli, bobrek yetersizligi olan hastalar i¢in en 6nemli tedavi segcenegidir. Bobrek
nakli olan hastalarda graft kaybii etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bobrek nakli
olan hastalarda graft kaybinin onlenmesinin en 6nemli yolu grafta karst immiinolojik
toleransin gelismesidir. miRNA’lar kiiclik, kodlama yapmayan RNA molekiilleri olup
protein kodlayan mRNA’larin 3’ bdlgelerine baglanarak protein translasyonunun
inhibisyonu takibinde mRNA’nin degredasyonuna neden olan kii¢iik RNA molekiilleridir.
miRNA’larin immiin sistem hiicrelerinin gelisiminde, farklilagmasinda, aktivasyonunda ,
immiin yanitlarda ve immiin yanitlarin regiilasyonu gibi bir ¢ok farkl: siiregte rol oynadigi
distiniilmektedir. miRNA’lar bir c¢ok immiin sistem hiicrelerinin farklilasmasini,
olgunlasmasini ve islevini etkileyerek inflamasyonda &nemli rol oynamaktadir. Immiin
sistemde bu 6nemli rolleri nedeni ile son yillarda bobrek nakli yapilan hastalarda 6nemli
aragtirma konularindan biri olmustur. Calismamizda miRNA’larin immiin sistemdeki
onemli etkileri baz alinarak bobrek nakli yapilmig 100 hasta serumunda miRNA
ekspresyonuna gergek zamanli PCR ile bakilmistir. miRNA’lardan hsa-miR-142-5p ve
has-miR-192-5p’nin rejeksiyon gelisen grupta gelismeyen gruba gore anlamli diizeydi
ekspresyonunun degistigi tespit edilmistir. Literatiirde bobrek nakli yapilmis ve rejeksiyon
gelisen olgularin  biyopsi Orneklerinde c¢alismamizi destekleyen benzer bulgular
bulunmaktadir. Bobrek nakli yapilmis ve rejeksiyon gelismis olgularda daha 6nce hsa-
mMiR-142-5p ve has-miR-192-5p’nin anlamli diizeyde ekspresyonunun degistigi gosterilmis
olsa da bu ¢alismalar c¢ogunlukla hayvan modellerinde veya rejeksiyon gelisen hastalarin
biyopsi 6rneklerinde yapilan ¢aligmalardir. Tez ¢calismamzin literature en 6nemli katkisinin
girisimsel olamayan ve ¢ok kolay Ornek teminine olanak saglayan hastalarin serum

orneklerinden yapilmis olmasidir.

Bobrek nakli yapilan olgularda graft fonksiyonlarmmin takibi icin grisimsel olmayan,
uygulama kolaylig1 olan yontem ve/veya bir belirte¢ bulmak en énemli hedeflerden biridir.
Bu konuda serum miRNA ekspresyon diizeyleri onemli adaylardan biri olarak bilim
insanlariin en onemli arastirma konularindan biri haline gelmistir. Tez ¢alismamizin bu
anlamda literature 6nemli bir bilimsel veri olarak katki saglayacag diislincesindeyiz.

Serum miRNA’larin bobrek nakli yapilan olgularda graft fonksiyonlarina olan etkilerinin
daha genis miRNA igerigi ile arastirilmasi ve bunlarin diger parametrelerle (miRNA’larin

hedef genleri) birlikte graft fonksiyonu iizerine olan etkilerinin arastirilmasi, bobrek nakli
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olan olgularda graft fonksiyonu takibi agisindan ¢ok Onemli bilimsel verilerin elde

edilmesine olanak sagliyacag: diisiincesindeyiz.

Serum miRNA’larin hedefledigi genlerle birlikte arastrilmasi ve bu verilerin graft
fonksiyonlari etkileyen diger immiinolojik mekanizmalarla birlikte degerlendirlmesinin,
sadece graft fonksiyonlarinin takibine 6nemli katki yapmasinin disinda, ayn1 zamanda yeni
tedavi hedeflerinin arastirmalarma onemli katki yapacagi diisiincesindeyiz. Ozellikle
hedefe yonelik tedavilerin, gen ve miRNA tedavilerinin gelismekte oldugu giiniimiizde,
graft sagkalimina pozitif katki yapan ve immiinolojik toleransi hedefleyen immiin terapiler

acisindan ¢ok 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.
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Ek-2. Cocuk goniilli onam formu

BASKENT UNIiVERSITESI KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

COCUKLARDA YAPILACAK BILIMSEL ARASTIRMALAR iCIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

SEVGILI KARDESIM

Yapmayi planladigimiz bilimsel bir arastirmaya katilman konusunda izin almak igin sizi buraya
davet ettik. Bu konuda bir karar vermeden énce, yapilacak arastirmayi ayrintili olarak tanitan bu
belge sizin igin hazirlanmigtir. Bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Arastirmaya
katihm géniilliiliik esasina dayalidir. Bu belgeyi okuyup anlamanizda bir sorun ile
karsilasirsaniz, gerekli goérdigiiniiz her zaman bizden, anne-babanizdan veya yasal bir
temsilcinizden yardim alabilirsiniz. Karar asamasina gelmeden énce bu konu ile ilgili her tiirlii
yardim ve slireyi bizden isteyebilirsiniz.

1. ARASTIRMANIN ADI

Bobrek Nakli Yapilan Olgularda Allograft Reddinde miRNA Etkilerinin Arastirilmasi
2. KATILIMCI SAYISI
Bu arastirmada yer almasi dngdriilen toplam bobrek nakli olmusg goniillii sayis1 100 kisidir.
3. ARASTIRMAYA KATILIM SURESI

Bu aragtirmaya hastanin katilim siiresi; nakil yapildiktan sonra 7. giinde, nakil sonrasi 1. ay
kontroliinde ve eger hekiminiz gerek goriirse nakil sonrasi viicudun bobregi kabul etmedigi
diisiiniilen durumda toplam 3 kez olacak sekilde ¢ocugunuzdan tetkikleri icin zaten alinacak

kan 6rneginden ayrilan 1 ml serum/plazma 6rnegi ile tamamlanacaktir
BU ARASTIRMAYI NEDEN COCUKLAR USTUNDE YAPIYORUZ?

Bu arastirma konusu, yetigkin kisiler iizerinde yapilmis aragtirmalar sonucu elde edilmis
verilerin ¢ocuklarda da gegerliliginin kanitlanmasini gerektirmektedir

Bu arastirma goniillii gocuk sagligi agisindan 6ngortiilebilir ciddi bir risk tasimamaktadir
ve ¢ocuklara dogrudan bir fayda saglayacagi umulmaktadir

4. ARASTIRMANIN AMACI
Bu ¢aligmanin amaci, dogal ve edinsel immune sistemde etkileri olan miRNA’larin

organ reddine etkisinin arastirilmasidir.

5. ARASTIRMAYA KATILMA KOSULLARI

Bu aragtirmaya dahil edilebilmek i¢in ¢ocugunuzun sahip olmasi gereken kosullar su sekildedir;
1. Nakil sonrasi takiplerinin merkezimizde yapilmasi
2. Nakil sonras1 herhangi bir kanser hastaliginin belirlenmemis olmasi,

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik 1
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3. Zihinsel bozuklugunun olmamasi.

6. ARASTIRMANIN YONTEMI
Bu arastirmada c¢ocugunuzdan rutin testleri i¢in alinacak olan kan 6rneginden alinan 1 ml
serum/plazma 6rnegi ile belirlenenen miRNA parametreleri galisilacaktir.

7. ARASTIRMA SURECINDE UYMAM GEREKEN SARTLAR, ARASTIRMA
DISINDA BIRAKILACAGIM DURUMLAR
I. Kan alma sirasinda hastada herhangi bir sekilde rahatsizlik hissetmeniz durumunda
ilgili doktora danismalisiniz,
2. Kan alindiktan sonra uyulmasi gereken bir program bulunmamaktadir.
3. Nakil swrasinda ve sonrasinda doktorunuzun uygulamakta oldugu tedaviyi
doktorunuzun haberi olmadan birakmamaniz, degistirmemeniz ve aksatmamaniz

calismanin dogru sonug vermesi agisindan 6nemlidir.
8. ARASTIRMADAN BEKLENEN OLASI YARARLAR

Bu arastirma, neden bazi nakillerde organ reddi olurken bazilarinda olmadig1 konusuna 151k
tutacaktir. Arastirmamiz yalnizca bilimsel amagli olup sizin dogrudan yarar gérmeniz ya da
tedavinizin seyrini degistirmesi beklenmemektedir. Ancak, bu arastirmadan elde edilen
sonuglar sizin gibi tan1 almis diger hastalarin tedavisinin ileriye yonelik planlanmasina katki
saglayacaktir.

9. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK OLASI RiSKLER

Arastirma amaciyla ayrica kan alinmayacagi igin, olasi riskler, rutin kan alma islemi ile ilgili
riskler arasinda bulunan; aci-agri duyma, nadiren bayilma, morarma, nadiren ignenin giris
yerinde enfeksiyon, pihtilasma veya kanamanin uzamasi gibi ¢ok nadiren de olsa goriilebilen
risklerden olugmaktadir Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler ilgili birim tarafindan
alinacaktir

10. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK HERHANGiI BiR ZARARLANMA
DURUMUNDA YUKUMLULUK / SORUMLULUK DURUMU

Baskent Universitesine aittir.
11. ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLARDA ARANACAK KiSi

Uygulama siiresince, zorunlu olarak arastirma dis1 ilag almak durumunda kaldiginizda
Sorumlu Arastirictyr dnceden bilgilendirmek i¢in, aragtirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya
da arastirma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki veya diger rahatsizliklarmiz igin
herhangi bir saatte adresi ve telefonu asagida belirtilen ilgili hekime ulasabilirsiniz.

istediginizde Giiniin 24 Saati Ulasilabilecek Hekimin Adres ve Telefonlari:
Prof.Dr. Aytiil Noyan

Adres: Baskent Hastanesi Cocuk Nefroloji BD Seyhan Adana

is: 0 322 3272727 (2025) Cep: (0542 3273998)

12. GIDERLERIN KARSILANMASI VE ODEMELER
Bu aragtirmaya ¢ocugunuzun/ vasisi oldugunuz ¢ocugun katilmasi igin veya aragtirmadan

kaynaklanabilecek giderler igin sizden herhangi bir ilicret istenmeyecektir. Hastaliginizin
gerektirdigi tetkiklere ilave olarak yapilacak her tiirlii tetkik, fizik muayene ve diger arastirma

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact Tanik 2

68



Ek-2. (devam) Cocuk goniillii onam formu

giderleri size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kuruma
Odetilmeyecektir.

13. ARASTIRMAYI DESTEKLEYEN KURUM
Arastirmayi destekleyen kurum Baskent Universitesidir

14. KATILIMCIYA HERHANGI BiR ODEME YAPILIP YAPILMAYACAGI

Bu aragtirmaya katilmanizla, aragtirma ile ilgili ¢ikabilecek zorunlu masraflar tarafimizdan
karsilanacaktir. Bunun disinda size veya yasal temsilcilerinize herhangi bir maddi katki
saglanmayacaktir.

15. BILGILERIN GIZLILiGi

Arastirma siiresince elde edilen ¢ocugunuz/ vasisi oldugunuz gocuk ilgili tibbi bilgiler 6zel bir kod
numarasi ile kaydedilecektir. Cocugunuz/ vasisi oldugunuz gocuga ait her tiirlii tibbi bilgi gizli
tutulacaktir. Arastirmanin sonuglari yalniza bilimsel amagla kullanilacaktir. Arastirma
yaymlansa bile kimlik bilgileri verilmeyecektir. Ancak, gerektiginde arastirmanin izleyicileri,

yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar tibbi bilgilere ulasabilecektir. Siz de istediginizde
¢ocugunuz/ vasisi oldugunuz ¢ocuga ait tibbi bilgilere ulasabileceksiniz

16. ARASTIRMA DISI BIRAKILMA KOSULLARI

Uygulanan tedavinin hekimin bilgisi olmadan kesilmesi, aksatilmasi veya degistirilmesi,
yeni ve uzun siireli tedavi gerektiren bir hastaligin tespit edilmesi durumunda hekiminiz sizin
izniniz olmadan ¢ocugunuzu arastirmadan ¢ikarabilir. Bu durum ¢ocugunuz/ vasisi oldugunuz
cocuga uygulanan tedavide herhangi bir degisiklige neden olmayacaktir.

Ancak arastirma dis1 birakilmaniz durumunda da, ¢ocugunuz/ vasisi oldugunuz g¢ocuk ilgili
tibbi veriler bilimsel amagla kullanabilir.

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

Bu arastirma icin karar vermeden Once anne ve babanizla konusup onlara danisabilirsiniz.
Karar vermek igin kisithi bir siiren yok, karar vermek i¢in bir diislinme siirecine ihtiyag
duydugunda, bu siireyi bekleyebiliriz. Biz, anne baban veya yasal temsilcine bu arastirmayi
aciklayacagiz ve onlarin izinlerini isteyecegiz. Anne, baban veya yasal temsilcin bu
arastirmaya katilmanizi kabul etseler bile, son karar1 sen vereceksin. Bu aragtirmaya katilmak
konusu biitiiniiyle senin isteginize baglidir.

Aragtirma siirerken de aragtirmadan istediginiz zaman ayrilabilirsiniz. Bu konuda herhangi bir
neden gostermeniz gerekmez.

Arastirmaya katilmayi istememeniz ve arastirmadan ayrilmaniz durumunda hastaliginiz ile

ilgili her tiirlii tedavi ve girisim eksiksiz yapilmaya devam edecek, size yaklagimimizda higbir
degisiklik olmayacaktir.
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Ancak aragtirmadan ayrilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler bilimsel amacla
kullanilabilecektir.

19. YENI BILGILERIN PAYLASILMASI VE ARASTIRMANIN DURDURULMASI

Arastirma siirerken, aragtirmayla ilgili olumlu veya olumsuz yeni tibbi bilgi ve sonuglar en
kisa siirede size veya yasal temsilcinize iletilecektir. Bu sonuglar sizin arasgtirmaya devam
etme isteginizi etkileyebilir. Bu durumda karar verene kadar aragtirmanin durdurulmasini
isteyebilirsiniz.

(Katilimcimin/Hastanin/Anne-Baba/Yasal Temsilcinin Beyant)

Sayin Dr. ......cocoveveniienni. tarafindan Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Adana Uygulama
Arastirma Merkezi Immiinoloji-Doku Tipleme Laboratuvarinda tibbi bir arastirma yapilacag:
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

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

Aragtirmanin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim (Ancak
arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun
olacagimin bilincindeyim). Ayrica, tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

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

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

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranisla karsilagmis degilim. Eger katilmay:r reddedersem, bu durumun tibbi bakimima
ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI
Yukarida belirtilen aragtirmaya baslanmadan 6nce; bana, anne-babama veya yasal temsilcime verilmesi gereken
bilgileri igeren 7 sayfalik yazili belgeyi okudum. Konu ile ilgili agiklamalar1 dinledim. Aklima gelen her tiir
soruyu sordum ve yanitlarini aldim. Yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalari anladim. Bu siiregten
anne-babam veya yasal temsilcimin bilgisi vardir ve en az birisi bana eslik etmistir. Karar vermem i¢in bana
yeterli zaman taninmuistir.

Belirtilen aragtirmaya katilma kararimi higbir zorlama ve baski olmaksizin verdim. Bu arastirmaya katilmay1
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu belgenin imzalanmas: ile mevcut yasalarin bana sagladigi haklarin
sakl1 kalacagini biliyorum. Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmaci Tanik 4
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Ek-2. (devam) Cocuk goniillii onam formu

ADRES

TELEFON

TARIH

ANNE BABA VEYA VASI (Varsa)

iMZASI

ISIM SOYISIM

ADRES

TELEFON

TARIH

ARASTIRMACI

IMZASI

ISIM SOYISIM ve GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

COCUK ILE BIRLIKTE ONAM ALMA ISINE BASINDAN SONUNA KADAR
TANIKLIK EDEN KURULUS GOREVLISI

IMZASI

ISIM SOYISIM ve GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmact

Tanik
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Ek-3. Hasta goniillii onam formu

BASKENT UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK
KURULU
BIiLIMSEL ARASTIRMALAR iCiN BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DiKKATLiICE OKUYUNUZ !!!

Bilimsel aragtirma amagli klinik bir ¢aligmaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz.
Bu galigmada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢aligmanin ne amagla yapilmak istendigini tam
olarak anlamaniz ve kararinizi, aragtirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra 6zgiirce
vermeniz gerekmektedir. Bu bilgilendirme formu séz konusu arastirmayi ayrintili olarak
tanitmak amaciyla size Ozel olarak hazirlanmistir. Liitfen bu formu dikkatlice okuyunuz.
Arastirma ile ilgili olarak bu formda belirtildigi halde anlayamadigimz ya da belirtilemedigini
fark ettiginiz noktalar olursa hekiminize sorunuz ve sorularmniza agik yamitlar isteyiniz. Bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir.
Arastirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra, kararmizi 6zgiirce verebilmeniz ve
diistinmeniz i¢in formu imzalamadan once hekiminiz size zaman taniyacaktir. Karariniz ne
olursa olsun, hekimleriniz sizin tam saglik halinizin saglanmasma ve korunmasima yonelik
gorevlerini bundan sonra da eksiksiz yapacaklardir. Arastirmaya katilmayi kabul ettiginiz
taktirde formu imzalayiniz.

1. ARASTIRMANIN ADI
Bobrek Nakli Yapilan Olgularda Allograft Reddinde miRNA Etkilerinin Arastirilmasi
2. GONULLU SAYISI
Bu aragtirmada yer almasi1 6ngoriilen toplam bobrek nakli olmus goniillii sayis1 100 kisidir.
3. ARASTIRMAYA KATILIM SURESI
Bu arastirmaya hastanin katilim siiresi; nakil yapildiktan sonra 7. giinde, nakil sonrasi 1. ay

kontroliinde ve eger hekiminiz gerek goriirse nakil sonrasi viicudun bobregi kabul etmedigi
diisiiniilen durumda toplam 3 kez olacak sekilde ¢cocugunuzdan tetkikleri i¢in zaten alinacak

kan 6rneginden ayrilan 1 ml serum/plazma 6rnegi ile tamamlanacaktir

4. ARASTIRMANIN AMACI
Bu ¢alismanin amaci, dogal ve edinsel immune sistemde etkileri olan miRNA’larin
organ reddine etkisinin arastirilmasidir.

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

1. Nakil sonrasi takiplerinizin merkezimizde yapilmasi
2. Nakil sonrasi herhangi bir kanser hastaliginizin belirlenmemis olmasi,

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

3. Zihinsel bozuklugunuzun olmamasi.
6. ARASTIRMANIN YONTEMI

Bu arastirmada ¢ocugunuzdan rutin testleri i¢in alinacak olan kan 6rneginden aliman 1 ml
serum/plazma 6rnegi ile belirlenenen miRNA parametreleri ¢alisilacaktir.

7. GONULLUNUN SORUMLULUKLARI

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

2. Kan alindiktan sonra uyulmasi gereken bir program bulunmamaktadir.

3. Nakil swasinda ve sonrasinda doktorunuzun uygulamakta oldugu tedaviyi
doktorunuzun haberi olmadan birakmamaniz, degistirmemeniz ve aksatmamaniz
calismanin dogru sonug vermesi agisindan onemlidir.

8. ARASTIRMADAN BEKLENEN OLASI YARARLAR

Bu arastirma, neden bazi nakillerde organ reddi olurken bazilarinda olmadigi konusuna 151k
tutacaktir. Arastrmamiz yalnizca bilimsel amagli olup sizin dogrudan yarar gérmeniz ya da
tedavinizin seyrini degistirmesi beklenmemektedir. Ancak, bu arastirmadan elde edilen
sonuglar sizin gibi tan1 almis diger hastalarmn tedavisinin ileriye yonelik planlanmasina katki
saglayacaktir.

9. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK OLASI RISKLER

Arastirma amaciyla ayrica kan alinmayacagi igin, olasi riskler, rutin kan alma islemi ile ilgili
riskler arasinda bulunan; aci-agr1 duyma, nadiren bayilma, morarma, nadiren ignenin girig
yerinde enfeksiyon, pihtilagsma veya kanamanin uzamasi gibi cok nadiren de olsa goriilebilen
risklerden olugsmaktadir Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler ilgili birim tarafindan
alinacaktir

10. ARASTIRMADAN KAYNAKLANABILECEK HERHANGI BiR ZARARLANMA
DURUMUNDA YUKUMLULUK / SORUMLULUK DURUMU

Baskent Universitesi

11. ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLARDA ARANACAK KiSi

Uygulama siiresince, zorunlu olarak arastirma dis1 ila¢ almak durumunda kaldigimizda
Sorumlu Arastiriciyr 6nceden 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 Telefonlari:
Doc¢.Dr. Dilek Torun

Adres: Baskent Hastanesi Erisin Nefroloji BD Kisla Yerleskesi Adana

Is: 0 322 3272727 (2025)

IMZALAR: Goniillii (varsa) Vasi Arastirmaci Tanik 2
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

Aragtirma stirerken, arastirmayla ilgili olumlu veya olumsuz yeni tibbi bilgi ve sonuglar en
kisa siirede size veya yasal temsilcinize iletilecektir. Bu sonuglar sizin aragtirmaya devam
etme isteginizi etkileyebilir. Bu durumda karar verene kadar arastirmanin durdurulmasini
isteyebilirsiniz.

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

Saymn Dr tarafindan Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Adana Uygulama
Arastirma Merkezi immiinoloji-Doku Tipleme Laboratuvarinda tibbi bir arastirma yapilacag:
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle
bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastrmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma swrasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
0zenle korunacagi konusunda bana gerekli giivence verildi.

Aragtirmanin  ylriitiilmesi swasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak aragtirmacilar1 zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica, tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

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

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

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katimam
konusunda zorlayic1 bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan ilisgkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniillilye verilmesi gereken bilgileri gosteren 6 sayfalik
metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak
bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Arastrmaya katilmayr isteyip
istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiclisiine yetki veriyor ve séz konusu
aragtirmaya iligkin bana yapilan katilm davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik
icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi
biliyorum.

Bu formun imzal ve tarihli bir kopvasi bana verildi.

GONULLU IMZASI

ISiM SOYISiM

ADRES

TELEFON

IMZALAR: Géniillii (varsa) Vasi Arastirmaci Tanik 4
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Ek-3. (devam) Hasta goniillii onam formu

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 GOREVLISI

IMZASI

ISIM SOYISIM ve
GOREVI

ADRES

TELEFON

TARIH

IMZALAR: Goéniillii (varsa) Vasi Arastirmaci

Tanik
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Ek-4. (devam) Uluslararas1 Kongrede Tez S6zel Sunumu

Oral

o1

KAPOSI SARCOMA IN THE ERA

OF RAPAMYCIN: STILL CAN BE A
THERAPEUTIC CHALLENGE IN
ORGAN TRANSPLANT RECIPIENTS

Ayye Tunger Vural, Arzu Karatey Togral,
A Tillin Gllleg

Depurtwient of Devinatology aml Venerdology, Buykent
Uiversity Factlty of Medictie, Ankard, Tigkey

Inttoductiont Kaposl sarcoma (K5) Iv o multicentric
neoplasm of lymphatic endothelium-derived cells Infected
with human hetpes virus 8 Transplant reciplents are
at higher rlsk for K8, which affects 0.2:11% of them,
Reduction of Immunosuppressive drugs and o switch
from calelneurin inhibitors to mTOR Inhibitor rapamyein
suggent an effective first-line treatment modality In most
of the cuses.

Cuse Reportt A bd-year-old female patient was referred
to vur clinfe for the presence of two painless leslons on
her arm and foot that had been present for a month, She
had undergone rendl transplantation 3 months ago (April
2013 and was on maintenance immunosuppression with
prednisolone (20 mgday), tacrolimus (2 mgday), and
mvcophenolate mofetil (720 mgday). Dermatologlcal
examination disclosed violaceous indurated plaques of 2
cm in diameter lucated on the left forearm and left ankle,
while her physical examination was untemarkable, The
diagnosis uf KS was based on histologic examination and
HHV-# immunohistochemistry, Endoscople examination
of the gastrointestingl system revealed involvement of
sigmold colon and gastric mucoss, while lymph node
ultrusonography, chest X-ray, chest and abdomen
computed tomography showed no abnormal findings, The
divease extent corresponded to stage 3, Although reduction
of immunosuppressive drugs and switch from tacrolimus
to rapamyein were performed immediately, new cutaneous
lentotte utlved 1h clusters on lower legs accompanied
by edema within the following 4 months, Therefore,
propaolol (1 mgtlay) was added to her treatment, Yet,
lenion counts inereased; sutellite lke papules and exophytic
nodules arose ane enlirged within time causing difficulty
in walking. Howevet; since wsymptomatic lesions of
pustrolntestingl tract were found to be stable on endoscopy
at Y-month follow=up, systemlc chemotherapy was not
planned: Finally, regression of the lesions has been started
after the 11th month, and now at d=year follow=up 90% of
the cutaneous lesione got cleared leaving postinflammatory
hyperplgmentation

Conclusions: Post-transplant K8 can still be a therapeutic
challenge in some of the patients, as tapering down

immunusuppressive drugs to the lowest possible leve:
in conjunction with a switch to rapamyein does not
ulways lead to stable usymptomatic disease or It can take
o long time, Ctyotherapy, laser, surgery, intralesional
chemotherapy, and imiguimod are not good options when
the lesions are numerous and widespread as in our patient
Furthermore, radiotherapy is not recommended in this
patient populstion us it Increases the tisk of cutaneous
neoplasms,

INVESTIGATION OF MIRNA
EFFECTS ON ALLOGRAFT SURVIVAL
IN PATIENTS WITH KIDNEY
TRANSPLANT

Oktay Stzer', Bircan Kantaroglu?, Bilkay Bastiirk,
Vedat Bulut!, Cemalettin Aybay'

'Department of Immunology, Gazl University, Ankara; and
“Transplantation and Tissue Typing Luboratory, Baskent
University Faculty of Medicine, Dy, Turgut Noyan Teaching
and Medical Research Center, Adana, Turkey

Introductiont A major obstacle In the management ot
kidney transplant reciplents is the lack of specific blomarkers
for continuous monitoring of graft function post-kidney
transplantation (KT), The current gold standard I8 the
histological evaluation of blopsies, Additional markers such
s serum creatinine (Cr), estimated glomerular filtration rate
(¢GFR) and/or proteinuria are routinely used to monitor
graft function, Unfortunately, these currently available
methods are either ineffective, inaccurate, or invasive and
suffer from limitations in predicting outcomes, Micro RNAs
(miRNA) are non-coding RNAs that are approximately
19 ~ 25 base long, miRNAs are responsible for DNA and
protein biosynthesis and function as well as cell regulation
and pathogenesis via posttranscriptional regulations of the
genes, mIRNAs can be used as a diagnostic, prognostic and
therapeutic tool In different medical cireumstances such
us kidney transplantation, fschemia-reperfusion Injuries,
humoral rejection and vital infections, In the long view,
follow-up of kidney transplantation patients will be poxsible
by genome-wide miRNA profiling from different blological
sumples, Hereby miRNA studies have a greater importance
in vrgan transplantation, Previous studies have shown that
miR142 {s u potential blomarker In kidney rejection of
transplantation patients,

Materials and Methods: In this study, we evaluated the
kidney rejection related 9 miIRNAs (hsa-miR-16-3p / hsa-
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- miR-32-5p / hsa-miR-142-5p / hsa-miR-146a-5p / hsa-
MiR-150-5p / hsa-miR-181a-2-3p / hsa-miR-181b-5p /
Asa-miR-192-5p / hsa-miR-210-3p and control miRNA
small nucleolar RNA , C/D box61) in 100 patients[%50 of
100 patients (n=50) had rejection and %50 (n=50) had no
reiection] who had kidney transplantation, We performed
the assay on serum/ plasma samples with using Real-Time
PCR methods for detection and quantification, This study
was approved by Baskent University Institutional Review
Board (Project no: KA16/199) and supported by Baskent
University Research Fund,

Results: We observed significant differences in miR142-
5p and miR192-5p (in rejection group) expressions in the
patient groups,

Conclusions: Anglicheau et al, determined the over-
expressions of three miRNAs (miR-142-5p, -155 and -223)
in the cases with T-cell acute rejection, Ben-Dov IZ et al,
detected the upregulation of four miRNAs (miR-21, miR-
142-5p, miR-142-3p and miR-506) and the downregulation
of two miRNAs (miR-30 b and miR-30c) in the assay
performed from allograft biopsies and urine samples, It has
shown that specific genes have roles In kidney rejections,
[t is hypothetically thought that RUNX3 gene Is targeted
by miR145-5p, Increasing the miR145-5p expression has
a possible effect on RUNX3 regulation, Therefore it is
considered that miR145-5p expression serves a function
in kidney refection, Furthermore, miR192 targeting CD44,
PRKCBI, PSMB9 and SERPINGI genes are also under
consideration. Thus, the decreasing of miR192-5p gene
expression is related to kidney rejection via affecting the
associated genes and pathways,

Ek-4. (devam) Uluslararas1 Kongrede Tez S6zel Sunumu

03

PSYCHOSOCIAL EXPERIENCES
OF KIDNEY TRANSPLANT
PATIENTS BEFORE AND AFTER
TRANSPLANTATION

Emine Selda Glindiiz

Vocational School of Health Services, Akdeniz University.
Antalya, Turkey

Introduction: Physical, emotional and economic aspecis
of transplantation are an important life experience for
the patient and family, Good organizational success in
transplantation, surgery preparation and post-operative
care Is extremely Important as well as biopsychosocial care
and rehabilitation, Care interventions should be based on
the Individuality of the patient and should be undertaken
in line with requirements,

Materials and Methods: In this research, in order to
identify the peychosocial problems of the patients and to
collect comprehensive information on their experiences
in the transport process, phenomenological type of design
among qualitative research types was used, The research
population was consisted of 15 patients from the province
of Antalya, Akdenlz University Hospital, Organ Tranaplant
Center which were planned to have organ transplantation.
The Sample was determined with the techniques like
“purposive sampling” and “quota sampling’, which were
used in the qualitative research, Data were collected by
semi-structured form, in -depth individual interview. A
week In the hospital before and after surgery, Including two
Interviews were done after 6 months, Content analysis data
were analyzed with SP§S§17 and N- Vivo7 program.

Results: The average age of participants was 38, 53.3 %
were male, 33,3 % were primary school graduates, 13.3 %
were unable to work, 73.3 % were married, renal failure
period of the patients waa 7.3 years, 60% were hemodialysis
patients, average transplant waiting period was 4.5 years,
66.7% of them had a live donor transplants, the donor of
20% were their mothers and the donor of 20,0% were their
wives or husbands. Pre-transplant themes; Experiences
and Perceptions of Coping (illness perception, anxiety,
interpersonal  relationships, individual coping), the
Emotlons Regarding to transplantation (the meaning of
organ transplantation for individuals), Posttransplant
themes; Early Experiences (being happy or living strain);
Long-Term Experlence (mood changes, changes in self-
perception, the meaning of organ transplantation for
the Individual, Interpersonal relationships, productivity,
individual coping studies, perception of the body, feelings
towards organ donor) as thus categorized reached a large
number of sub-themes,
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