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ÖZET 

 
Transplantasyon alanında, klinik belirtiler ortaya çıkmadan önce greftin 

akıbetini önceden kestirebilmek için biyobelirteç çalıĢmaları yapılmaktadır. Son 
yıllarda mikroRNA’lar çok sayıda hastalığın teĢhisi ve prognozu için biyobelirteç 
olmaya aday moleküllerdir. Bu doğrultuda immünsüpresanların miRNA 
biyogenezinde görevli komponentlerin seviyeleri üzerindeki etkilerini araĢtırdık.  

 Böbrek nakli hastalarında nakil öncesi ve nakilden 3 ay sonrasında periferik 

kandaki mononükleer hücrelerin lizatlarında Dicer, Drosha, DGCR8, Argonaute2 ve 
Exportin5 ekspresyon seviyelerini inceledik. Rejeksiyon gerçekleĢmeyen hastalarda 
Dicer, Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 ekspresyon seviyelerinde azalma görülürken 
Exportin5 ekspresyonunda bir değiĢime rastlanmadı. Ancak kronik rejeksiyon 
geliĢen olguda Dicer hariç diğer protein ekspresyonlarında değiĢimler görüldü. Akut 
rejeksiyon geliĢen olguda ise Exportin5 ekspresyonunda artıĢ gözlendi. Bu genlerin 
mRNA ekspresyon seviyeleri transplantasyon sonrası 3. ayda istatistiksel olarak 
anlamlı bir azalma gösterdi ve bu azalma kronik rejeksiyon geliĢen olguda daha 
fazlaydı. Bunlara ek olarak, Everolimus kullanan hastalarda Dicer ekspresyonu 
değiĢmezken Argonaute2 ekspresyonunda artıĢ görüldü. 

Sonuç olarak çalıĢmamız immünsüpresif ilaçların miRNA sentezini 
etkileyebileceğini ve nakledilen organın takibi için potansiyel bir biyobelirteç olarak 
kullanılabileceğini göstermektedir. 

 

 

 Anahtar Kelimeler:  Böbrek nakli, Biyobelirteç,  MikroRNA,  

     MikroRNA biyogenezi, Ġmmünsüpresan. 
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ABSTRACT 

 
In transplantation area, biomarker studies are conducted to determine the graft 

outcome before clinical symptoms. In recent years, miRNAs are considered as 

biomarkers for diagnosis and prognosis of many diseases. In this respect, we sought 

to determine the impact of immunosuppressant drugs on the levels of miRNA 

biogenesis components before and 3 months after transplantation. 

We investigated the expression levels of Dicer, Drosha, DGCR8, Argonaute2 

and Exportin5 using lysates of peripheral blood mononuclear cells of kidney 

transplantation patients before and 3 months after transplantation. Expression levels 

of Dicer, Drosha, DGCR8 and Argonaute2 decreased and that of Exportin5 did not 

change in patients who did not reject the graft. However, we have seen changes in 

expressions of above proteins except Dicer in patient who showed chronic rejection 

and we observed increase in expression of Exportin5 in patient who showed acute 

rejection. mRNA expression levels of all genes mentioned above showed statistically 

significant decrease 3 months after transplantation and this decrease was even greater 

in patient who showed chronic rejection. In addition to these, Dicer expression did 

not change while Argonaute2 expression increased in patient who received 

Everolimus. 

In conclusion, our study indicates that use of immunosuppressive drugs may 

have an impact on synthesis of miRNAs and can be used as potential biomarker to 

follow the nature of transplanted organ. 

 

 

 Key Words:   Renal transplantation, Biomarker, MicroRNA,  

     MicroRNA biogenesis, Immunosuppressant. 
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GĠRĠġ 

 

Organ nakli; baĢta böbrek olmak üzere iĢlevini yerine getiremeyen pek çok 
organ için son tedavi seçeneği olarak hastaların hayat kalitesinde olumlu 
değiĢiklikler sağlayan önemli bir tedavi yöntemidir. Organ naklinden sonra görülen 
en önemli sorunlar hayat boyu immünsüpresan kullanımı sonucu enfeksiyon 
hastalıkları ve tümör oluĢumu riskinin artması, akut ve kronik organ rejeksiyonu ve 

orijinal hastalığın tekrar etmesidir. Ġmmünsupresan tedavi seçeneklerinin geliĢmesi 
ve hasta takiplerinin daha düzenli yapılması ile akut rejeksiyon görülme sıklığı 
azalmıĢtır. Ancak günümüzde invaziv olmayan biyobelirteçlerin eksikliği erken 
teĢhisi ve optimize edilmiĢ bir tedavi olanağını zorlaĢtırmaktadır [1]. 

Son dönem çalıĢmalar hastalıkların teĢhisi ve takibinde potansiyel bir 
biyobelirteç olan mikroRNA’lar (miRNA) üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. miRNA’lar 
hücre döngüsü, immün cevap, apoptoz gibi hücresel olaylarda rol oynar. Ġmmün 
cevap için gerekli olan inflamasyon, T ve B hücre farklılaĢması ve sinyal 
mekanizmalarını düzenlerler. Dolayısıyla miRNA’lar organ rejeksiyonunda ya da 
toleransın geliĢmesinde etkili olan moleküllerdir [1, 2]. miRNA’lar yüksek oranda 
korunmuĢ DNA bölgelerinden kodlanan ve proteine translasyonu gerçekleĢmeyen 
küçük regülatör RNA molekülleridir. Bu moleküller hedefleri olan mRNA’lara 
bağlanarak translasyonel baskılama veya mRNA yıkımı sonucu gen ekspresyonunun 

kontrolünü sağlarlar [3]. 

miRNA biyogenezi çekirdekte ve sitoplazmada olmak üzere iki basamakta 
gerçekleĢir. Bu basamaklarda özelleĢmiĢ moleküller görev yapmaktadır. Bunlardan 
en spesifik olanları RNaz III ailesinden olan Drosha enzimi ve kofaktörü Pasha 
(DGCR8), taĢıma reseptörü olan Exportin5, yine RNaz III ailesine ait bir enzim olan 

Dicer endonükleazı, kararlı zincir seçilimini sağlayan Argonaute proteinidir [3]. 

Organ nakli hastalarında miRNA ekspresyon profillerini gösteren çok sayıda 
çalıĢma bulunmaktadır. Böbrek nakli hastalarında akut rejeksiyon sonrası miRNA 
ekspresyon profilleri çıkarılmıĢ ve sağlıklı bireylerin profilleriyle karĢılaĢtırıldığında 
20 adet miRNA ekspresyonunda farklılık olduğu gösterilmiĢtir [4]. Böbrek nakli 
sonrası allogreftlerden alınan biyopsi örneklerinde ekspresyon seviyeleri değiĢen 
miRNA’ların rejeksiyonun tanısı ve önceden tahmini için %90’dan fazla oranda 
sensitivite ve spesifiklik ile belirleyici moleküller olabilecekleri gösterilmiĢtir. 
Bunlardan bazılarının T ve B hücre reseptörleri olan CD3 ve CD20 mRNA 
düzeyleriyle korelasyon gösterdikleri gözlenmiĢtir [5]. Periferik kandan elde edilen 

mononükleer hücrelerdeki miRNA ekspresyon değiĢimleri incelenerek miR-142-5p 

yine böbrek nakli hastalarında rejeksiyon olayıyla iliĢkilendirilmiĢ ve biyobelirteç 

olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir [6]. miR-155’in allogreftin immünitesini 
düzenlediği ve baskılanması durumunda rejeksiyonun önlenmesi için potansiyel bir 
terapötik ajan olduğu öne sürülmüĢtür [7]. 
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miRNA biyogenezinde görevli proteinlerin ekspresyon profilleri yakın 
zamanda baĢta kanser olmak üzere pek çok hastalıkla iliĢkilendirilmiĢtir. Dicer 
proteinin immün sistemde rol oynadığı gösterilmiĢtir [8, 9]. Ancak bu 

komponentlerin organ nakliyle olan iliĢkisi henüz gösterilmemiĢtir. Günümüzde 
organ nakli sonrasında hastaların klinikleriyle iliĢkilendirilebilecek etkin biyobelirteç 
sayısı sınırlı sayıdadır, dolayısıyla klinik seyrin takibini etkili biçimde sağlayabilecek 
ve greftin akıbetiyle ilgili bilgi verebilecek biyobelirteçlere ihtiyaç vardır. Bu 
nedenle çalıĢmamızda, böbrek nakli yapılan hastaların nakil operasyonu öncesi ve 
operasyon sonrasında, periferik kan örneklerinde miRNA iĢlenmesinde görevli 
komponentlerden Dicer (NM_177438, NP_803187), Drosha (NM_013235, 

NP_037367), DGCR8 (NM_022720, NP_073557), Exportin5 (NM_020750, 

NP_065801) ve Argonaute2 (NM_012154, NP_036286)’nin mRNA ve protein 
ekspresyon düzeylerini araĢtırarak bu parametrelerin nakil sonrası klinik seyrin takibi 
ve immünsüpresan etkinliğinde seçiciliği destekleyecek yeni aday moleküler hedefler 
olabileceğini göstermeyi hedefledik. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_803187.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_037367.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_073557.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_065801.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036286.2
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GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Böbrek Yetmezliği 
1970 yılından önce son dönem böbrek yetmezliği hastaları için terapötik 

seçenekler çok sınırlıydı. Çok az sayıda hasta sınırlı sayıdaki diyaliz merkezlerinden 
yararlanabiliyordu. Böbrek nakli henüz geliĢiminin erken dönemlerindeydi. 
Transplantasyon immünolojisi ve immünsüpresif tedavi henüz emekleme 
dönemindeydi. Dolayısıyla kronik böbrek yetmezliği hastalar için bir ölüm 
fermanıydı. Sonraki yıllarda tedavi seçenekleri büyük bir hızla geliĢti.  

Günümüzde geliĢmiĢ ülkelerde renal replasman tedavileri –diyaliz ve böbrek 
nakli- aktif olarak kullanılmaktadır. Ancak geliĢmekte olan ülkeler hala bu tedavilere 
ulaĢmak konusunda yeterince ilerlemiĢ değillerdir. Güney Asya’da son dönem 
böbrek yetmezliği teĢhisi alan hastaların yaklaĢık % 90’ı teĢhisten sonraki birkaç ay 
içerisinde kaybedilmektedir. Son dönem böbrek yetmezliğine eriĢen veya renal 
replasman tedavisi gereken hastalarda uygun koĢullar sağlandığı takdirde hastanın 
yaĢam kalitesini artırmak için en uygun yöntem böbrek naklidir. Canlı donörden ve 

kadavradan yapılan böbrek nakli oranları geliĢmiĢ ülkeler arasında değiĢiklik 
göstermektedir. Ülkeler arasında görülen bu farkların baĢlıca sebepleri, beyin ölümü 
konusundaki yasal kısıtlamalar, kültürel farklılıklar ve organ bağıĢına bakıĢ açılarıdır 
[10]. 

Böbrek hastalığı veya böbrek yetmezliği ortaya çıkma zamanlarına göre akut 
böbrek yetmezliği ve kronik böbrek yetmezliği olmak üzere iki grupta incelenebilir. 

2.1.1. Akut Böbrek Yetmezliği 
Böbrek fonksiyonunda 7 gün içinde ortaya çıkan kayıptır. Çok sayıda 

sebepleri olmakla birlikte genellikle dokuda oluĢan hasardan kaynaklanmaktadır. 
Böbrekte gerçekleĢen iskemi olayı yani kan akıĢının azalması, inflamasyon, zararlı 
maddelere maruziyet veya üriner sistemin tıkanması sonucu idrar akıĢının 
engellenmesi baĢlıca sebepler arasında yer almaktadır. Serum kreatinin oranında 
minimal düzeyde bir artıĢ gözlenir. Kronik böbrek yetmezliği geliĢmesine ve diyaliz 
gereksinimine sebep olduğu düĢünülmektedir [11]. 

 

2.1.2. Kronik Böbrek Yetmezliği 
Böbrek iĢlevinin ilerleyerek kaybolması sonucu son dönem böbrek yetmezliği 

ortaya çıkar. Türk Nefroloji Derneği’nin verilerine göre ülkemizde her 6-7 eriĢkinden 
birinde çeĢitli evrelerde kronik böbrek yetmezliği (KBY) görülmektedir. ABD’de 
yaklaĢık 20 milyon yetiĢkin KBY hastası vardır [10]. KBY evresindeki hastalarda 

eĢlik eden kalp-damar hastalıklarına bağlı erken ölüm riski ortaya çıkmaktadır. Bu 
bireylerin ölüm riski genel toplumdan 10-30 kat daha fazladır. KBY hastalarının 
yaĢamlarını devam ettirebilmeleri için diyalize ihtiyaçları vardır [12].  
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2.2. Renal Replasman Tedavileri 

Renal replasman tedavileri (RRT) 1960’lardan beri tüm dünyada artan bir 
hızla uygulanmaktadır. Yeni boyutlar kazanmakta ve sürekli olarak kalitesinde artıĢ 
görülmektedir. 2012 yılından itibaren Sağlık Bakanlığı’ndan alınan hasta temelli 

verilere göre yapılan hesaplamalarda, RRT gören hastaların prevalansı milyon nüfus 
baĢına 870, insidansı ise milyon nüfus baĢına 138 olarak görülmüĢtür. ġekil 2.1’de 
RRT tedavisi gören hastalarının prevalans ve insidansının 2001’den bu yana olan 
değiĢimi görülmektedir [13].   

 

 

ġekil 2.1. Türkiye’de renal replasman tedavisi gören hastaların milyon nüfus baĢına insidans ve 
prevalansındaki seyir [13] 

1990 yılında Prof. Dr. Ekrem Erek tarafından temelleri atılan Türk Nefroloji 
Derneği kayıt sistemi, hemodiyaliz, periton diyalizi ve transplantasyon ile ilgili 
bilgileri toplamaktadır. 2013 yılında 996 ünitenin 351’i (% 35) verilerini internet 

yolu ile bildirmiĢ olup bu verilere göre toplam 66.711 hastaya RRT uygulanmıĢtır. 
Genel olarak RRT uygulanan hastaların sayısında yıllar içinde bir artıĢ görülmektedir 
(ġekil 2.2). RRT uygulanan tüm hastaların % 79’unu oluĢturan 52.675 hasta ile en 
sık uygulanan RRT tipi hemodiyalizdir. Bunu % 14’lük oran ile transplantasyon ve 
% 7’lik bir oran ile periton diyalizi takip etmektedir.  

 

 

ġekil 2.2. Türkiye’de renal replasman tedavisi uygulanan hasta sayılarının yıllar içinde değiĢimi 
[13] 
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2.2.1 Hemodiyaliz 

Dünya çapında diyaliz hastalarının sayısı 1 milyondan fazladır. Son dönem 
böbrek yetmezliği hastalarının tedavisinde en çok uygulanan yöntem hemodiyalizdir. 
Ülkemizde ilk kez 1965 yılında uygulanan hemodiyaliz yaklaĢık 350 ulusal 
merkezde bulunmaktadır [14]. Diyaliz boyunca solüt yarı-geçirgen bir zardan 
difüzyonla uzaklaĢtırılır. 2.5 ile 5 saat arasında bir uygulama süresi olmakla beraber 
haftada yaklaĢık 3 kez tekrarlanır [10]. 

2013 yılında hemodiyalize yeni baĢlayan hasta sayısı 8757 olup toplam 
hemodiyaliz hasta sayısı 52.675’tir ve yıllık artıĢ eğilimi devam etmektedir. 
Türkiye’de hemodiyaliz tedavisi gören tüm hastaların % 56,1’i erkek ve % 43,9’u 
kadın hastalardır. Hemodiyaliz hastalarının yaĢ dağılımları Tablo 2.1’de 

gösterilmiĢtir. Hastaların %80’den fazlasını orta yaĢlı ve yaĢlı hasta popülasyonu 
oluĢturmaktadır [13]. 

 

Tablo 2.1. Hemodiyaliz, periton diyalizi ve transplantasyon hastalarının yaĢ dağılımı [13] 

YaĢ 0-19 20-44 45-64 65-74 75+ 

Hemodiyaliz (%) 0,9 15,8 42,6 24,3 16,5 

Periton Diyalizi (%) 8,0 31,2 43,1 13,5 4,6 

Transplantasyon (%) 9,3 51,0 36,6 2,9 0,2 

 

Yeni hemodiyaliz hastalarında baĢlıca etiyolojik faktör %36’lık bir oran ile 
diabetes mellitus’tur (ġekil 2.3). Bunu sırasıyla hipertansiyon (% 29), 
glomerülonefrit (% 6), polikistik böbrek hastalığı (% 3), piyelonefrit (% 2) ve 

amiloidoz (% 1)  takip etmektedir. Tablo 2.2’de hastaların diyaliz süresine göre 
dağılımları gösterilmiĢtir. Bu hastaların % 35’i 5 yıldan fazla süredir hemodiyalize 
girmektedir. Hemodiyaliz hastalarının baĢlıca ölüm sebepleri kardiyovasküler 
nedenlerdir (% 53,4) ve 2013 yılında 8260 hemodiyaliz hastası kaybedilmiĢtir [13]. 

 

Tablo 2.2. Hastaların renal replasman tedavisinde geçirdikleri süre [13] 

Süre (yıl) 0-5 6-10 11-15 16-20 >20 

Hemodiyaliz (%) 66,4 21,8 8,0 2,7 1,1 

Periton Diyalizi (%) 70,2 24,2 5,0 0,6 0,0 

 

 

2.2.2. Periton Diyaliz 

Periton diyalizi, periton zarının, sıvı ve solüt geçirgenliği özelliği ile endojen 
bir diyaliz membranı olarak kullanıldığı, hemodiyalize alternatif bir yöntemdir. 
Hastaya yerleĢtirilen kateter kullanılarak uygulanmaktadır. Bu yöntemle karın 
boĢluğuna yer çekimi etkisi ile periton diyaliz sıvısı verilir, bir süre karın boĢluğunda 
bekletilir ve uzaklaĢtırılır. Sürekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve aletli periton 
diyalizi (APD) olmak üzere iki çeĢittir. Periton diyalizinin hemodiyalize göre baĢlıca 
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avantajı hastaların ev ortamında diyalizi gerçekleĢtirebilmeleridir. Bir diğer avantajı 
da kan veya serum üre, kreatinin, sodyum ve potasyum düzeylerinin göreli olarak 
sabit tutulabilmesidir [10]. 

ABD’de hastaların % 10’undan daha azı tedavilerine periton diyalizi ile 
baĢlamaktadır [10]. Ülkemizde 2013 yılı verilerine göre toplam periton diyalizi hasta 
sayısı 4537’dir ve son yıllarda periton diyalizi hastalarında bir azalma eğilimi 
görülmektedir. Periton diyalizine 2013 yılında yeni baĢlayan hasta sayısı 1150’dir. 
Periton diyalizi tedavisi uygulanan mevcut tüm hastaların % 51’i erkek ve % 49’u 
kadın hastalardır. Tablo 2.1’de periton diyalizi hastalarının yaĢ dağılımları 
gösterilmektedir. Yeni periton diyalizi hastalarında % 35,4’lük bir oran ile 
hipertansiyon ilk sırada yer alan etiyolojik faktördür (ġekil 2.3). Bunu sırasıyla 
diabetes mellitus (% 31), glomerülonefrit (% 10,4), polikistik böbrek hastalığı        
(% 3,3) ve amiloidoz (% 2,2) takip etmektedir [13]. 

Hastaların diyaliz süresine göre dağılımları Tablo 2.2’de gösterilmiĢtir. Bu 
hastaların % 30’u 5 yıldan fazla süredir periton diyalizi tedavisi almaktadır. Periton 
diyalizi hastalarının baĢlıca ölüm sebepleri hemodiyaliz hastalarında olduğu gibi 
kardiyovasküler nedenlerdir (% 43,2) [13]. 

 

 

 

ġekil 2.3. Renal replasman tedavisi gören hastalarda primer etiyolojinin yıllar içindeki değiĢimi [13] 

DM: Diabetes mellitus, KGN: Kronik glomerülonefrit, HT: Hipertansiyon, PBH: 

Polikistik böbrek hastalığı, PN: Piyelonefrit. 
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2.2.3. Böbrek Nakli 
Türkiye’de ilk baĢarılı böbrek nakli 1975 yılında Hacettepe Üniversitesi 

hastanesinde Dr. Mehmet Haberal ve ekibi tarafından canlı akraba vericiden 
yapılmıĢtır [14]. GerçekleĢtirilen böbrek nakli sayısı giderek artıĢ göstermektedir 
(ġekil 2.4). Sağlık Bakanlığı verilerine göre 2013 yılında 2944 hastaya böbrek nakli 
gerçekleĢtirilmiĢtir. Tablo 2.1’de 2013’te böbrek nakli gerçekleĢen hastaların yaĢ 
dağılımları incelendiğinde hastaların çoğunun 20-44 yaĢ aralığında olduğu 
görülmektedir. Nakillerin yaklaĢık % 80’i canlı vericiden yapılmıĢtır ve kadavra 
verici oranı ise ne yazık ki yıllar içinde gerilemektedir (ġekil 2.5). Canlı vericilerin 
büyük çoğunluğunu (% 48,8) alıcıların birinci derece akrabaları oluĢturmaktadır. 
Verici olan eĢler ve ikinci derece akrabaların oranları ise hemen hemen aynıdır       
(% 19 ve % 17,3) [13]. 

 

 

 

ġekil 2.4. Yıllara göre yapılan nakil sayıları (Türk Nefroloji Derneği, 2013) 

 

 

ġekil 2.5. Türkiye’de yapılan böbrek nakillerinde kadaverik nakil oranı [13] 

 



 

 8 

Transplantasyon hastalarının % 33’ünde primer etiyoloji bilinmemekle 

birlikte hipertansiyon (% 18), glomerülonefrit (% 14), piyelonefrit (% 9) ve diabetes 
mellitus (% 8) baĢlıca sebeplerdir (ġekil 2.3). Organ nakli öncesinde hastaların        
% 66’sında hemodiyaliz, % 9,9’unda periton diyalizi uygulanmıĢ olup % 23,6’sı ise 
preemptif yani diyaliz baĢlamadan nakil olmuĢlardır [13]. 

2.3. Transplantasyon Ġmmünolojisi 
Nakil iĢlemi genetik olarak farklı, aynı türden bireyler arasında yapılıyorsa 

allojenik greft veya allogreft olarak adlandırılır. Genetik olarak identik bireyler (tek 

yumurta ikizleri) arasında ise sinjenik, bireyin kendisinden ise otolog ve farklı türler 
arasında ise zenojenik greft olarak sınıflandırılmıĢtır [15]. 

 

Nakli gerçekleĢtirilen organa gösterilen immün tepki 3 aĢamada incelenebilir;  

1) Yabancı antijenlerin tanınması 
2) Antijen-spesifik lenfositlerin aktivasyonu 

3) Greft rejeksiyonunun etkili fazı [15] 

 

Ġmmün sistem temel olarak kendinden olan ve olmayan antijenleri tanıma 
kapasitesine sahiptir. Allogrefte gösterdiği immün tepki ve nakledilen organı 
reddedebilme gibi güçlü bir kapasiteye sahip olması uzun bir süre ĢaĢırtıcı olmuĢsa 
da bu durum immün sistemin kendinden olmayana verdiği tepki dolayısıyla 
gerçekleĢmektedir. Ġnbred farelerde yapılan greft kabulü ve rejeksiyonu çalıĢmaları, 
rejeksiyonun basit Mendel kalıtım kuralları ile kontrol edildiğini göstermiĢtir. Bu 
olaydan sorumlu olan genler 6. kromozomun kısa kolu üzerinde taĢınan majör 
histokompatibilite kompleksi (MHC) genleridir (ġekil 2.6). Primer immün yanıtı 
oluĢturabilen en güçlü antijenler olan MHC hücre yüzey proteinlerini kodlarlar. 
Ġnsanlarda tek yumurta ikizleri arasındaki sinjenik greftler kabul edilir çünkü alıcı ve 
donör aynı MHC moleküllerine sahiptir. Ancak alıcı ve donör arasında MHC 
antijenlerinde fark olduğu durumda allojenik greft reddedilecektir. 1980’lerin 

sonunda ve 1990’larda immünsüpresif stratejilerin geliĢtirilmesi akut rejeksiyonun 
önemli ölçüde düĢürülebildiğini göstermiĢtir [16]. 

 

ġekil 2.6. 6. Kromozom üzerinde HLA lokusu [17] 
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T hücre antijen reseptörleri öncelikli olarak MHC moleküllerine bağlanmıĢ 
olan peptidleri tanırlar. Dolayısıyla T hücre aktivasyonu kritik olarak MHC 
moleküllerine bağlıdır. MHC molekülleri 3 sınıf altında incelenir; Sınıf I, Sınıf II ve 

Sınıf III. Ġnsanlarda MHC genleri HLA (human leukocyte antigen) genleri olarak 

adlandırılır. Sınıf I MHC genleri tüm çekirdekli hücrelerde bulunan HLA-A, HLA-B 

ve HLA-C; sınıf II MHC genleri antijen sunan hücrelerde (APC- antigen presenting 

cells); makrofajlar, dendritik hücreler ve B lenfositlerde bulunan HLA-DP, HLA-DQ 

ve HLA-DR’dir [15]. 

MHC genlerinin en önemli özelliklerinden bir tanesi polimorfik yapıda 
bulunmalarıdır. Her MHC lokusundan HLA-A1, HLA-A2 gibi yüzlerce farklı 
molekül kodlanabilir. Bu Ģekilde her bireyden farklı moleküllerin ekspresyonu 
sağlanır. MHC genlerinin bir diğer özelliği de kodominant ekspresyon özelliğidir ki 

bir MHC genotipinde toplam 12 farklı MHC molekülünün olmasını sağlamaktadır. 
Bu polimorfik yapı, evrimsel süreçte MHC moleküllerinin geniĢ bir yelpazede 
mikrobiyal peptidlere bağlanabilmelerine, bunları T hücrelerine sunmalarına ve 
baĢarılı bir Ģekilde immün tepkinin ortaya çıkmasına olanak sağlamıĢtır [15]. 

Antijenlerin küçük peptid parçalarına ayrıĢması ve bu parçaların MHC 
moleküllerine bağlanması antijen iĢlenmesi olarak adlandırılır. Sınıf I MHC 
molekülleri hücrede sentezlenen endojen peptidlere bağlanırken, sınıf II MHC 
molekülleri hücreye dıĢardan alınan proteinlerin parçalanması sonucu ortaya çıkan 
peptid parçalarına bağlanır. MHC molekülleri ile sunulan peptidler T hücreler 
üzerindeki T hücre reseptörleri tarafından tanınırlar. Antijen sunan hücrelerden 
dentritik hücreler, T hücrelerinin uyarılmasında en etkili olan hücrelerdir [18]. 

 

2.3.1. Alıcı ve Donörde Doku Uyumu ve Crossmatch (Çapraz Uyum) 
MHC moleküllerinde görülen aynı polimorfizm, baĢarılı bir organ nakli için 

bir engel teĢkil etmektedir. Allogreft donör ve alıcı arasındaki MHC uyum oranı 
organ naklinin baĢarısı konusunda önemli bir rol oynamaktadır. Organ nakli için en 
önemli MHC genleri HLA-A, HLA-B ve HLA-DR’dir. Çünkü bu lokuslarda görülen 
uyumsuzlukların rejeksiyon üzerinde daha büyük etkisi olduğu görülmüĢtür [15]. 

HLA-B ve –DR kısa süreli (1yıl), HLA-A uyumu da uzun süreli greft ömrü üzerinde 
belirleyici durumdadır. Tüm antijenlerin uyumlu olduğu durum (0 HLA mismatch) 
kısa ve uzun süreli greft ömrünün en uzun olduğu durum olarak kabul edilmektedir 
[19]. 

Panel reaktif antikor (PRA) olarak adlandırılan HLA antijenlerine karĢı 
oluĢturulan antikorlar, kan transfüzyonları, gebelik, otoimmün hastalıklar ve daha 
önce rejeksiyona uğramıĢ böbrek grefti sebebiyle görülmektedir. Alıcıda, donörün 
HLA’sına karĢı sensitizasyon artması pozitif crossmatch demektir ve hiperakut 
rejeksiyonla sonuçlanmaktadır. Sınıf I HLA antikorlar için donörden alınan 
örneklerden elde edilen T hücrelerinin, Sınıf II HLA antikorları için de B 
hücrelerinin crossmatch sonuçları önemlidir [19]. 
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2.3.2. Alıcı ve Donörde ABO Kan Grubu Uyumu 

Böbrekte Rh antijen ekspresyonu yoktur. Bu sebeple alıcı ve donör arasında 
Rh uyumu aranmaz. A ve B kan grubu antijenleri ise böbrek vasküler endoteli 
üzerinde bulunmaktadır. ABO uyumu görülmeyen nakillerde A ve B gruplarına karĢı 
geliĢtirilen antikorların vasküler endotel hücrelere bağlanmasıyla iskemik nekroz 
ortaya çıkar. Nakil öncesinde çeĢitli uygulamalarla baĢarı elde edildiği gösterilmiĢse 
de ABO uyumsuz nakillerde hiperakut rejeksiyon riski fazladır [19]. 

 

2.3.3. Organ Naklinde Tolerans 

Tolerans, spesifik antijenlere immün tepki gösterilmemesi durumudur. 
Kendinden olan antijenleri tanıyarak otoimmün hastalıkların önlenmesi sağlanır. 
Organ naklinde tolerans, grefte yıkıcı bir immün tepki gösterilmemesidir. Organ 
nakli alıcıları için temel amaç toleransın sağlanması ve hastaların immünsüpresiflerin 
uzun süreli toksik etkilerinden kurtulmalarıdır. 

 Toleransın sağlanmadığı durumlarda global bir immünsüpresyon 
uygulanmalıdır. Bu da alıcıları enfeksiyonlara ve malignansilere açık duruma 
getirmektedir. Son yıllarda toleransın sağlanması için yoğun çalıĢmalar 
yapılmaktadır. Alıcının immün sisteminin baskılanması ve sonrasında alıcı ve 
donörün kemik iliği nakilleri ile rejeksiyona sebep olmayan kimerik bir immün 
sistem oluĢturulmaktadır. Ġmmünsüpresiflerin tamamen kesildiği baĢarılı olgular 
görülmüĢtür [15]. 

2.3.4. Organ Rejeksiyonu 

Organ naklinden sonra görülen en önemli sorunlar organ rejeksiyonu yani 
alıcının nakli gerçekleĢtirilen organı reddetmesi ve orijinal hastalığın tekrar 
etmesidir. Ortaya çıktığı zamana göre hiperakut, akut ve kronik rejeksiyon olarak 
adlandırılır.  

Hiperakut rejeksiyon vericinin endotel antijenine karĢı önceden var olan 
antikorlar aracılığı ile baĢlatılır. Akut rejeksiyon CD4

+
 and CD8

+
 T hücrelerinin 

alloantijenlere karĢı verdiği tepki ile gerçekleĢir. T-helper hücreleri inflamasyonun 
baĢlamasını tetiklerken sitotoksik T hücreleri greft hücrelerinin parçalanmasını 
indükler. Kronik rejeksiyon aylar veya yıllar sürebilir. Hücre aracılı veya antikor 
aracılı olarak ortaya çıkabilir. Kronik rejeksiyonun en belirgin özelliği damar duvarı 
kalınlaĢmasıdır ve zamanla tıkanabilir [20]. 

2.4. Organ Naklinde Kullanılan Ġmmünsüpresifler 

Organ naklinin kalıcı olabilmesi için immünsüpresif tedaviye ihtiyaç vardır. 
Akut rejeksiyonun önlenmesi ve greft fonksiyonu kaybının engellenmesi için 
transplantasyon gerçekleĢtirilen hastalara immünsüpresif tedavi uygulanmaktadır. 
Ġmmünsüpresif rejimi hastaların özelliklerine göre seçilmektedir. 

 

Ġmmünsüpresif ilaç kullanımından önceki baĢarısızlıklardan sonra yeni 
immünsüpresan ilaçlar geliĢtirilmesiyle birlikte solid organ nakli son 70 yılda en iyi 
meyvelerini verdiği döneme girmiĢtir. Bu büyük geliĢme, immün sistem 
fonksiyonlarının altında yatan mekanizmaların çözülmesiyle sağlanmıĢtır ve daha az 
toksik immünsüpresanların geliĢtirilmesine fırsat tanımıĢtır [21]. 
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2.4.1. Kortikostereoidler 

Steroidler immünsüpresyonda ilk kullanılan ilaçlardır ve immünsüpresyonun 
önemli bir basamağını teĢkil ederler. Stereoidler antiinflamatuvar özelliğe sahiptir ve 
antijen sunumunu inhibe ederler. Glukokortikoidlerin T hücre aktivasyonunu bloke 
ettikleri, gen ekspresyonunu bloke ettikleri ve kalsineürin bağımlı T hücre 
aktivasyonunu inhibe ettikleri gösterilmiĢtir. Ayrıca kortikosteroidlerin IL-2 ve IL-6 

kostimülatör aktiviteyi baskıladığı bilinmektedir. Kortikosteroidlerin bilinen yan 
etkilerinden bazıları Cushingoid yüz görünümü, enfeksiyonlara yatkınlık, büyüme 
geriliği, osteoporoz, glukoz intoleransı ve hipertansiyondur [22]. 

 

2.4.2. Siklosporin A 

1980’lerin baĢında klinik olarak kullanımı baĢlayan siklosporin fungal orijinli 
lipofilik siklik bir polipeptittir. Hücre içi immünofilin reseptörü olan siklofiline 
bağlanmasıyla immünosüpresif etkisi baĢlar ve oluĢan bu kompleksle fonksiyonu IL-

2 transkipsiyonunu aktive etmek olan kalsineurine bağlanıp fosfataz aktivitesini 
inhibe eder. Siklosporin, T hücrelerinin ürettiği IL-3, IL-4, IFN- ve TNF- gibi 

lenfokin ekspresyonlarını da inhibe etmektedir. 1990’lı yılların sonuna kadar 
steroidler ve azatioprin ile birlikte kullanılarak immünosüpresyonda altın standart 
olarak görülmüĢtü. Siklosporinin baĢlıca yan etkisi nefrotoksisite olmak üzere 
hipertansiyon, hepatotoksisite, nörotoksisite, lenfoproliferatif hastalıklar ve 
hiperürisemi hastalarda görülen diğer komplikasyonlardır. Fazla sayıdaki yan 
etkilerinin yanı sıra siklosporinin, steroidlerin osteopenik etkilerini önlediği 
bilinmektedir. Hastalarda mümkün olduğu kadar düĢük dozlarda kullanımının devam 
ettirilmesi önerilmektedir [22, 23]. 

 

2.4.3. Azatioprin 

6-merkaptopürinin nitroimidazol derivesidir. Hem DNA hem RNA sentezini 
inhibe ederek hücre proliferasyonunu engeller. Steroidlerden sonra kullanıma 
girmiĢtir ve birlikte kullanımları ile % 65 oranında 1 yıllık greft sağkalımı 
görülmüĢtür. Lenfosit proliferasyonunu önlemesi antijen stümülasyonu sonrasında 
gerçekleĢtiği için ilaç kullanımına transplantasyon öncesinde baĢlamanın bir yararı 
olmadığı düĢünülmektedir. Ġlacın yan etkileri lökopeni, trombositopeni, hepatit, 
pankreatit, ateĢ ve seyrek olarak deri döküntüleridir [22, 23].  

 

2.4.4. MMF 

Mikofenolat mofetil karaciğerde mikofenolik aside dönüĢerek GTP ve dGTP 
biyosentezinde görevli olan inozin monofosfat dehidrogenaz enzimini inhibe eder. 
Bu enzim yeni pürin yapımında rol almaktadır. Enzimin inhibe edilmesiyle T ve B 
lenfositlerin proliferasyonu baskılanır. Mikofenolik asit aynı zamanda monositlerin 
proliferasyonunu da inhibe eder ve farklılaĢmalarını hızlandırır. Monositlerin IL-1 ve 

IL-6 üretimi azalır. Enzim karaciğerde metabolize edilir ve yarı ömrü yaklaĢık 18 
saattir. BaĢlıca yan etkileri iĢtahsızlık, bulantı, özofajit, diyare, gastrit ve kemik iliği 
süpresyonudur [22, 23].  
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2.4.5. TOR Ġnhibitörleri 
Son yıllarda kullanılmaya baĢlamıĢ, oldukça etkili bir ilaç olan Sirolimus ve 

Everolimus bu grupta yer almaktadır. Rapamycin olarak da bilinen Sirolimus 70-kd 

S6 kinaz aktivasyonu ile protein sentezini önler. CD28/B7 kostimülatör yolla 
etkilenir ve G0-G1 fazında T hücre aktivasyonu blokajı gerçekleĢir. Etkilenen diğer 
hücreler B hücreleri, endotel hücreler, vasküler düz kas hücreleri ve fibroblastlardır. 
Ġmmünofiline (FKBP-12) bağlanarak IL-2, IL-4, IL-7 ve IL-15’i inhibe ettikleri 
bilinmektedir. Rapamisinin yan etkileri trombositopeni, lökopeni, hiperlipidemi ve 
bazen diyaredir. Everolimus 2010 yılında FDA onayı almıĢ bir Sirolimus varyantıdır. 
[22]. 

 

2.4.6. FK-506 (Takrolimus) 

Siklosporinin yan etkilerinin görülmesinden sonra ortaya çıkarılmıĢtır ve ilk 
defa 1989 yılında kullanıma girmiĢtir. FK506 bağlayıcı proteine bağlanarak yine bir 
kalsineürin inhibitörü olan bir kompleks oluĢturur. Bu kompleks T hücre reseptör 
sinyal aktarımını inhibe ederek etki gösterir ve IL-2 üretimi baskılanır.  G0 ve G1 
fazında etkili olmaktadır. Takrolimus % 25 oranında emilir ve yarı ömrü 8-9 saat 

kadardır. Karaciğerde CYP450-3A4 enzimi ile metabolize edilir. Takrolimus 

kullanımında diabetes mellitus görülme riski daha fazladır. Siklosporine kıyasla 
nörotoksik yan etkileri daha fazladır. Buna bağlı olarak baĢ ağrısı, konfüzyon, 
epilepsi, ansefalopati, uyku bozuklukları ve parestezi görülebilir [22, 23]. 

 

2.4.7. Poliklonal Ġmmünglobulinler 

Ġnsan lenfositlerinin at veya tavĢanlara enjeksiyonu sonrası anti-human 

poliklonal antikorlar elde edilmiĢtir. 1967 yılında Starzl’ın atlardan elde ettiği 
antikorlar kullanılmıĢtır. Anti lenfosit globulinlerin (ALG) elde edilmesi için 
lenfositler, anti timosit globülinlerin (ATG) elde edilmesi için de timositler kültür 
edilir. Lenfositlerin çoğu B lenfosit olduğu için ALG, ATG’ye kıyasla bir 
dezavantaja sahiptir. Poliklonal immünoglobulinler kompleman yolu üzerinden 
toplam lenfosit sayısını düĢürerek immünsüpresif etki gösterirler [22]. 

Ġlk birkaç doz ATG uygulanmasından sonra ateĢ ve titreme, deri döküntüleri, 
hipotansiyon, akut solunum sıkıntısı ve anafilaksi geliĢimi baĢlıca yan etkileridir. 
Poliklonal antikorlar ile immünitenin ciddi olarak baskılanması sonucu fırsatçı 
enfeksiyon görülme riski ve lenfoproliferatif hastalıkların geliĢme riski artmaktadır 
[23]. 

2.4.8. Anti-CD3 Monoklonal Antikorlar 

CD3’ün  zincirine karĢı oluĢturulmuĢ mürin monoklonal antikorları 
kullanılmaktadır. Bu antikorlar CD3+ T hücrelerinin temizlenmesini sağlamaktadır. 
Kullanımda olan tek ilaç OKT3’tür ve ilk kullanımda ilk doz sendromu 
gerçekleĢebilir. Sitokin salınım sendromuna sebep olur ve baĢta TNF- aracılığıyla 
üĢüme, titreme, baĢ ağrısı, bulantı, kusma, hipertansiyon gibi belirtiler ortaya 
çıkabildiği gibi böbrek fonksiyon bozuklukları da görülebilir. Geç ortaya çıkan yan 
etkileri ise serum hastalığı, herpes virüs, aseptik menenjit, CMV enfeksiyonu ve non-

Hodgkin lenfoma’dır [22]. 
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2.4.9. Antiinterlökin-2 Reseptör Antikorları 
Bu ilaç grubu rejeksiyon profilaksisinde kullanılmaktadır. Aktif T 

hücrelerinin IL-2 reseptörlerini bloklayarak etki gösterirler. Kullanımda olan iki ilaç 
simulect ve zenapax’tır ve ATG’ye kıyasla yan etkilerinin daha az olduğu 
görülmüĢtür. Yarı ömürleri oldukça uzundur ve enfeksiyon ve lenfoproliferatif 
hastalıklar görülme riskini artırmamıĢlardır [22]. 

 

2.5. Transplantasyon Alanında Biyobelirteçler 

Son on yılda transplantasyon alanında özellikle ileri cerrahi teknikler ve daha 

etkili immünsüpresan tedavileriyle ilgili önemli geliĢmeler yaĢanmıĢtır. Ancak ne 
yazık ki kısa dönem sonuçlar, uzun dönem sağkalım sonuçları hakkında fikir 
vermemektedir. Bu durum, greftin fonksiyonunu görüntülemek için kullanılabilecek 
altın bir standardın olmayıĢından kaynaklanabilir. Ġmmünitenin baskılanması, 
immünolojik ve immünolojik olmayan yan etkilerinin yanı sıra, rejeksiyon oranı ve 
kronik allogreft disfonksiyonu arasındaki hassas dengenin korunması gerektiğinden 
zorlu bir durum ortaya çıkarmaktadır [3]. 

Günümüzde akut rejeksiyon, hastalık tekrarı ve ilaç toksisitesi gibi 
durumların teĢhisi için allogreft biyopsisi altın standardı oluĢturmaktadır. Örnekleme 

hatası veya patolog raporları arasındaki farklılıklar sebebiyle allogreft biyopsileri 
genellikle subjektif veriler sunmaktadır. Ayrıca, iyi tanımlanmıĢ uç noktaların 
yokluğu, kısa takip süreleri ve yeterince güçlü olmayan çalıĢmaların, klinik 
transplantasyon alanında biyobelirteç kullanımında görülen baĢarı eksikliği ile iliĢkili 
olduğu söylenebilir [3]. 

Organ nakli gerçekleĢtirilen hastalarda bireye özgü tedavi uygulayabilmek, 

moleküler değiĢikliklerin kliniğe yansımadan ortaya çıkarılması, erken teĢhis, tedavi 
yanıtı ve greftin akıbeti hakkında bilgi sahibi olabilmek için özellikle invaziv 
olmayan yöntemler kullanılarak biyobelirteç arayıĢları sürmektedir. Hastalıkların 
moleküler mekanizmalarının genomik ve proteomik teknolojileri sayesinde açığa 
çıkarılması sayesinde teĢhis ve tedavi amaçlı genomik temelli yeni stratejiler 
geliĢtirilmiĢtir [3]. 

Son dönemde karaciğer, akciğer, böbrek ve kalp transplantasyonları için 
yaygın olarak çalıĢılan potansiyel biyobelirteçler kemokinler ve sitokinlerdir. Bu 
moleküller akut rejeksiyon sırasında immün sistemde görevli hücrelerin 
farklılaĢması, hareketleri ve çoğalmalarını sağlar. Serum kreatinin veya proteinüri ve 
kandaki immünsüpresan düzeylerinin kullanılmasıyla indirekt alloimmün tepki 
ölçümleri, günümüzde dünya çapında böbrek nakillerinde kullanılan belirteçlerdir. 
Rejeksiyon riski olan veya nakledilen böbreği kabul etmeye uygun veya 
immünsüpresan tedavisinin güvenli bir Ģekilde minimize edilebileceği hastaların 
belirlenmesi için farklı biyolojik seviyeler gösterebilecek yeni biyobelirteçlere 
ihtiyaç olduğu aĢikardır [24]. 

Hayvan deneyleri sonucu elde edilen biyobelirteçlerin insanlarda 
kullanımının mümkün olmasına karĢın, farklı biyolojik mekanizmalara sahip 
olmaları sebebiyle çok az sayıda biyobelirteç tanımlanmıĢtır. Farelerde çok düĢük 
miktarlardaki immünsüpresan kullanımı ile bile greftin kalıcı olarak kabul 
edilmesinin sağlanması nispeten kolaydır [24].  
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Pek çok çalıĢmada; organ nakli sonrası greftin kabul edilmesi (tolerans) ya da 
rejeksiyon gerçekleĢmesi durumlarında bazı genlerin ekspresyon seviyelerindeki 
belirgin değiĢiklikler periferik kan veya doku örneklerinde gösterilmiĢtir. Tolerance 
associated gene-1, mitokondriyel protein T-hücre apoptoz (TOAG-1) ve a-1,2-

mannosidase genlerinin böbrek ve kalp transplantasyon sıçan modelinde, periferik 

kanda ve greftte akut ve kronik rejeksiyon öncesinde ve rejeksiyon boyunca 
regülasyonunun azaltıldığı (down-regüle edildiği); greft kabulünde ise yüksek oranda 
ekspresyonunun görüldüğü belirtilmiĢtir [25]. 

Hayvan modellerinde greft kabulünde Treg’lerin potansiyel biyobelirteç 
olduğu gösterilmiĢtir. Kendiliğinden uzun süreli greft kabulü gösteren böbrek nakli 
yapılmıĢ fare modelinde, greftlerde yüksek oranda FoxP3+ Treg’lere rastlanmıĢtır 
[26]. 

Tolerans veya rejeksiyon için kullanılacak olan biyobelirteçlerin arayıĢı farklı 
biyolojik seviyelere odaklanmıĢ durumdadır. Serum, periferik kandaki mononükler 
hücreler, idrar ve biyopsi materyalleri farklı teknikler kullanılarak incelenmektedir 

[24]. Ġmmün sistemde etkili olan her molekülün transplantasyon ile iliĢkisi olması 
yüksek ihtimal dahilindedir. Bu moleküller hedef ve aday moleküller olabilir. Son 

yıllarda yoğun olarak çalıĢılan mikroRNA’lar da bu aday moleküller arasındaki 
önemli yerini almıĢtır. 

2.6. mikroRNA’lar ve mikroRNA Biyogenezi 

Son dönem çalıĢmalar hastalıkların teĢhisi ve takibinde potansiyel bir belirteç 
olan mikroRNA’lar (miRNA) üzerinde odaklanmıĢtır.  

miRNA’lar 1993 yılında nematod C.elegans’ta keĢfedilmiĢtir [27, 28]. Temel 

görevleri post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonlarını düzenlemeleridir. 
miRNA’lar hücre döngüsü, hücre farklılaĢması, immün tepki, apoptoz gibi hücresel 
olaylarda genlerin ifade edilmesinde rol oynamaktadır. Ġmmün tepki için gerekli olan 
inflamasyon, T ve B hücre farklılaĢması ve sinyal mekanizmalarını düzenledikleri 
bilinmektedir. miRNA’lar yüksek oranda korunmuĢ DNA bölgelerinden kodlanan ve 
proteine translasyonu gerçekleĢmeyen (non-coding) 20-22 nükleotit uzunluğunda 
küçük regülatör RNA molekülleridir. Bu moleküller hedefleri olan mRNA’lara 
bağlanarak translasyonel baskılama veya mRNA yıkımı sonucu gen ekspresyonunun 
kontrolünü sağlarlar. Böbrek hastalıkları da dahil olmak üzere çok sayıda hastalığın 
patofizyolojisiyle iliĢkili oldukları bulunmuĢtur [2, 29]. 

miRNA biyogenezi çekirdekte ve sitoplazmada olmak üzere iki basamakta 
gerçekleĢir (ġekil 2.7). Bu basamaklarda özelleĢmiĢ moleküller görev yapmaktadır. 
miRNA’ların transkripsiyonları genomik DNA üzerinden, genellikle RNA   
polimeraz II tarafından gerçekleĢtirilir. Primer transkript olan 5’cap ve poli A 
kuyruklarına sahip pri-miRNA, RNaz III ailesinden Drosha enzimi ve kofaktörü 
Pasha (DGCR8)’dan oluĢan mikroprosesör kompleks tarafından kesilerek 60-70 

nükleotitlik stem-loop içeren öncü miRNA elde edilir (pre-miRNA). DGCR8 

(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) çift iplikli RNA bağlayıcı bir proteindir. 
Bazı miRNA’ların Drosha-DGCR8 basamağını atlayarak, çok kısa intronlardan 
splicing ile oluĢtuğu bilinmektedir. Pre-miRNA çekirdek membranında bulunan 
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Exportin5 aracılığıyla enerji bağımlı olarak çekirdekten sitoplazmaya taĢınır. Bu 
aĢamada GTP (RanGTP) kullanılmaktadır  [3, 29, 30]. 

Sitoplazmaya geçen pre-miRNA, Dicer-TRBP (transaktivasyon-sorumlu 

(TAR) RNA bağlayıcı protein) ile katalizlenir ve yine RNaz III ailesinden bir enzim 
olan Dicer tarafından yaklaĢık 22 nükletoitlik bir dupleks oluĢturacak Ģekilde kesilir. 
OluĢan bu dupleks molekül hem olgun miRNA’yı hem de antisens miRNA’yı 
içermektedir. Kılavuz miRNA olarak adlandırılan bir zincir RISC (RNA-induced 

silencing complex)’e yüklenir ve miRISC veya miRNPs (miRibonükleoprotein) 
olarak adlandırılır. RISC, 5’ ucu daha kararlı olan zincir seçilimini sağlayan katalitik 
komponent olan Argonaute (Ago) proteinini de içermektedir. Anti-kılavuz veya 
antisens miRNA ipliği ise serbest kaldıktan sonra sindirilir. miRNA RISC’i, baz 
eĢleĢmesi sayesinde tanıdığı, hedefi olan mRNA’nın 3’ UTR bölgesine yönlendirir. 
miRNA ve mRNA arasındaki bu tanıma olayı miRNA’nın 5’ ucundaki 6-8 

nükleotitlik seed bölgesi ile kurulan mükemmel eĢleĢme sayesinde gerçekleĢir. 
miRNA-mRNA etkileĢimi sonrasında hedef mRNA’nın protein ekspresyonu 
translasyonel baskılama, mRNA degradasyonu veya uncapping ve deadenilasyon ile 
hızlandırılan mRNA decay’i sonucu gerçekleĢebilir [3, 29, 30]. 

miRNA ve mRNA arasında mükemmel veya mükemmele yakın bir dizi 
komplementasyonu olması durumunda RISC kompleksinde bulunan Ago proteini 
hedef mRNA’nın degradasyonunu sağlar. Mükemmel bir eĢlenme olmadığı 
durumlarda ise yine Ago’nun etkisi ile ribozom mRNA’ya bağlanamaz ve hedef 

molekülün translasyonu baskılanmıĢ olur. miRNA’nın maturasyonu sırasında görev 
yapan bu moleküller etkin miRNA aktivasyonu için hatasız iĢ görmek zorundadır [3, 

29]. 

 

ġekil 2.7.  miRNA biyogenezi [3] 
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2.7. Böbrek Naklinde miRNA’lar 

miRNA’ların varlığı kan, serum ve idrar gibi sıvılarda tespit edilmiĢtir. 
DolaĢımda bulunan bu miRNA’lar hasta bireylerde ve sağlıklı bireylerde farklılık 
göstermektedir. DolaĢımdaki miRNA’ların invaziv olmayan yollarla elde 
edilebilmeleri, hastalıklara özgün olmaları ve incelenmeleri için uygun tekniklerin 

varlığı, bu moleküllerin transplantasyon alanı için uygun biyobelirteçler olmasını 
sağlamaktadır. miRNA’lar bu alanda çeĢitli uygulamalarda kullanılmak üzere uygun 
hedef moleküller olarak karĢımıza çıkar. Allogreft hasarı ve fonksiyon tespiti için 
mükemmel biyobelirteçler olarak kullanılabilirler. Hücresel ve immünolojik 
olaylarda rol aldıkları temel görevler sebebiyle miRNA’lar organ rejeksiyonunda ya 
da toleransın geliĢmesinde de etkili olan moleküllerdir [3]. 

Organ nakli hastalarında miRNA ekspresyon profillerini gösteren çok sayıda 
çalıĢma bulunmaktadır. Böbrek nakli hastalarında akut rejeksiyon sonrası miRNA 
ekspresyon profilleri çıkarılmıĢtır. Sağlıklı bireylerin profilleriyle karĢılaĢtırıldığında 
20 adet miRNA ekspresyonunda farklılık olduğunu ve bu moleküllerin akut 
rejeksiyonun önceden tahmininde veya tedavisinde kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir 
[4]. Böbrek nakli sonrası allogreftlerden alınan biyopsi örneklerinde ekspresyon 
seviyeleri değiĢen miRNA’ların rejeksiyonun tanısı ve önceden tahmini için 
belirleyici moleküller olabilecekleri gösterilmiĢtir. Bunlardan bazılarının T ve B 

hücre reseptörleri olan CD3 ve CD20 mRNA düzeyleriyle korelasyon gösterdikleri 
gözlenmiĢtir [5]. Periferik kandan elde edilen mononükleer hücrelerdeki miRNA 

ekspresyon değiĢimleri incelenerek miR-142-5p yine böbrek nakli hastalarında 
rejeksiyon olayıyla iliĢkilendirilmiĢ ve biyobelirteç olarak kullanılabileceği 
belirtilmiĢtir [6]. miR-155’in allogreftin immünitesini düzenlediği ve baskılanması 
durumunda rejeksiyonun önlenmesi için potansiyel bir terapötik ajan olduğu öne 
sürülmüĢtür [7]. Wilflingseder ve diğerleri farklı rejeksiyon türlerinde farklı miRNA 
profilleri olduğunu göstermiĢlerdir. Dolayısıyla rejeksiyon çeĢitlerinin ayırt 
edilebilmesi için de miRNA’ların potansiyel terapötik moleküller olduğunu öne 
sürmüĢlerdir [31]. 

2.8. miRNA ve miRNA Biyogenez Komponentlerinin Ġmmün Sistemle 

ĠliĢkileri 
miRNA’ların immünolojik fonksiyon regülasyonunda ve otoimmünitenin 

önlenmesinde önemli etkileri olduğu bilinmektedir. Yakın bir zamanda miRNA’ların 
primer immün trombositopenideki (ITP) rollerini göstermek üzere periferik kandaki 

mononükleer hücrelerdeki miRNA ekspresyon düzeyleri incelenmiĢ ve miR-409-3p 

ekspresyonun düĢük olduğu ve azalmanın miRNA biyogenezinde görevli DGCR8 
ekspresyonunun azalmasıyla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Biyoinformatik 
incelemelerle ĢaĢırtıcı bir Ģekilde miR-409-3p’nin hedef molekülünün INF- olduğu 
tespit edilmiĢtir [32]. 2008 yılında regülatör T hücre aracılı toleransın Dicer 
tarafından kontrol edilen miRNA yolağına bağlı olduğu, miRNA’ların inflamatuvar 
Ģartlarda Treg hücrelerinin fonksiyonelliklerini korudukları [9] ve 2009 yılında 
invaryant NK (natural killer) T hücrelerinin Dicer olmadan effektör farklılaĢmalarını 
tamamlayamadıkları ve artan hücre ölümüyle beraber homeostazinin bozulduğu 
gösterilmiĢtir [8]. 2010 yılında ise CD8+ T hücrelerinin aktivasyon, migrasyon ve 
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sağkalımlarının Dicer bağımlı olduğu Dicer yoksun hücrelerde ortaya koyulmuĢtur 
[33]. Görüldüğü gibi bu moleküller immün sistemin hemen her basamağında rol 
oynayan ve ekspresyonlarındaki ufak bir değiĢimle bile immün sisteme dayalı 
hastalıklarda etkili olan moleküllerdir. 

miRNA ve miRNA biyogenez komponentlerinin ekspresyon değiĢimleri 
incelenerek özellikle kanserde olmak üzere çok yoğun çalıĢmalar yapılmıĢtır. Over 

kanserinde Dicer ve Drosha’nın mRNA ve protein düzeyinde ekspresyonlarında 
azalma görülmüĢtür. Dicer ve Drosha’daki düĢük ekspresyon düzeyleri kanser 
aĢamaları ile ekspresyonlardaki artıĢ ise sağkalım süresinin artıĢı ile iliĢkili 
bulunmuĢtur. Bunların yanı sıra Dicer ve Drosha genlerinde yanlıĢ anlamlı  
mutasyonlara rastlanmıĢ ancak bu mutasyonlar ile ekspresyon seviyeleri arasında bir 
korelasyon bulunamamıĢtır [34]. Kanser hücrelerinde Exportin5’teki genetik bir 

bozukluğun, öncü miRNA’ların hücre çekirdeğinde birikmesiyle sonuçlandığı 
bildirilmiĢtir. Exportin5’te insersiyon sonucu ortaya çıkan çerçeve kayması 
mutasyonu, C-terminal bölgenin eksikliğine sebep olmaktadır. Pre-

miRNA/Exportin5/RanGTP kompleksinin oluĢmasını önleyen bu durum pre-

miRNA’ların birikimine sebep olur. Bu hücrelerde normal Exportin5 ekspresyonu 
sağlandığında ise taĢıma iĢlemi gerçekleĢmiĢ ve tümör süpresör etkisinin olduğu 
ortaya çıkarılmıĢtır [35]. 

miRNA biyogenez komponentlerinin organ nakliyle olan iliĢkisi henüz 
gösterilmemiĢtir. Ġmmün sistemdeki etkileri dolayısıyla miRNA’lar ve miRNA 
biyogenezinde iĢ gören komponentler transplantasyon alanında biyobelirteç olmaya 
aday moleküllerdir.  
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BĠREYLER VE YÖNTEMLER 

 

3.1.      Böbrek Nakli Hastalarının Seçimi 
 ÇalıĢmamızda Akdeniz Üniversitesi Organ Nakli Merkezi’ne böbrek nakli 
için baĢvuran, canlı vericiden ilk kez böbrek nakli olan 18-60 yaĢ arası 16 hasta 
seçildi. Hastalardan rutin olarak nakil öncesinde ve sonrasında takipleri için kan 
örnekleri alınmaktadır. Hastaların nakil öncesinde, herhangi bir ilaç uygulanmadan 
alınan pre-op kanları kontrol grubunu, 3. ay örnekleri de immünsüpresan uygulanan 

post-op grubunu oluĢturdu. ÇalıĢmanın baĢında 23 hastanın pre-op kontrol kan 

örnekleri çalıĢılmıĢ ve lizat kaliteleri iyi olmayan hastaların ve rutin kontrollerine 
baĢka merkezlerde devam eden hastaların 3. ay takip kan örnekleri alınmadı.  
 

3.2. Periferik Kandan Mononükleer Hücre (PKMH) Ġzolasyonu 

PKMH izolasyonu için heparinli tüpte alınan kan örnekleri kullanılmıĢtır. 1X 
steril PBS (phosphate buffered saline) (mM; 137 NaCl (Merck), 2,7 KCl (Sigma), 10 

Na2HPO4.2H2O (Merck), 1,8 KH2PO4 (Merck)) ile 1:1 oranında seyreltilen yaklaĢık 
5 ml kan, 3 ml Biocoll (Biocoll Separating Solution, 1077, Biochrom AG) üzerine 
cam pastör pipet ile yavaĢça bırakıldı. 1600 rpm’de 25oC’de 30 dakika 
(accelaration/decelaration:3/3) santrifüj edildi. Dansite gradienti oluĢturan Biocoll 
sayesinde kandaki hücreler katmanlar halinde ayrıldılar. Bulutsu kısımda bulunan 
mononükleer hücreler cam pastör pipetle alındı ve yeni tüpe aktarıldı. Steril 1X PBS 
ile 10 ml’ye tamamlandı ve alt-üst ederek karıĢtırıldı. 2000 rpm’de 25oC’de 10 
dakika (accel/decel:7/3) santrifüj edildi. Supernatant uzaklaĢtırılarak pellet 1X PBS 
ile çözüldü ve 10 ml’ye tamamlanarak tekrar santrifüj edildi. Supernatant 

uzaklaĢtırılarak 1X PBS’le yıkama iĢlemi tekrarlandı. Supernatant uzaklaĢtırıldıktan 
sonra PKMH’lerden oluĢan pellet elde edildi ve doğrudan protein eldesi için 
kullanıldı. 

  

3.3.      PKMH’lerden Protein Eldesi 

200 l TRX-100 tampon (mM; 50 Hepes, 100 NaF, 150 NaCl, 1 MgCl2, 1 

EGTA, 1 NaOVan, %10 (v/v) gliserol, %1,2 (v/v) Triton X-100, proteaz inhibitörü 
(Roche) pH:7.0) ile PKMH’lerden oluĢan pellet pipetaj yaparak çözüldü, santrifüj 
tüpüne alındı ve vortexlenerek hücreler iyice parçalandı. Hücrelerin daha iyi 
parçalanmasını sağlamak için -80

oC’de donduruldu ve buz üzerinde çözdürüldü. 
Hücre membran parçalarını uzaklaĢtırmak amacıyla lizat 10.000 rpm’de 1 dakika 
santrifüj edildi. Hücre içindeki proteinlerin bulunduğu supernatant kısmı yeni bir 

tüpe alındı ve -80
oC’de saklandı. 
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3.4. Bradford Protein Miktar Tayini 

Lizatlar -80
oC’den çıkarılarak buz üzerinde yavaĢ yavaĢ çözdürüldü. 96-well 

plate içinde 3 tekrarlı olarak 0, 1, 3, 5, 7, 9 ve 11 l 1 mg/ml BSA (bovine serum 

albümin) üzerine 100’er l 1/5 oranında distile su ile seyreltilmiĢ Bradford Reagent 
(Biorad Protein Assay) hava kabarcığı oluĢturmadan eklendi. Tüm örneklerin 545 
nm’deki absorbans değerleri ölçüldü (Multiskan Spectrum, Thermo). Değerlerin 
ortalamaları alındıktan sonra BSA’sız kuyunun absorbans değeri diğer değerlerden 
çıkarıldı ve hesaplanan değerlerle bir kalibrasyon eğrisi elde edildi. 3 tekrarlı olarak 
1’er l PKMH lizatları koyulan kuyulara 100’er l seyreltilmiĢ Bradford Reagent 
eklendi. 545 nm’de okunan değerlerin ortalaması, kalibrasyon eğrisi denklemindeki x 
yerine yazıldığında bulunan y değerleri protein konsantrasyonlarını vermektedir. 
Elde edilen lizatlar kullanılacağı zamana kadar -80

oC’de saklandı. 
 

3.5. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

 Cam düzenekler alkolle temizlendikten sonra hazırlandı. Alt jel (resolving) ve 

üst jel (stacking) Tablo 3.1’de belirtilen Ģekilde hazırlandı. %10 APS (amonyum 
persülfat, AppliChem) her elektroforezden önce taze olarak hazırlandı. TEMED 
(Tetramethylethylenediamine, Sigma-Aldrich) çeker ocak içinde eklendi. APS ve 
TEMED eklendikten sonra polimerizasyon baĢladığı için hızlı bir Ģekilde hava 
kabarcığı oluĢturmadan alt jel döküldü. Üst yüzeyi havayla temasını önlemek ve düz 
bir yüzey elde etmek için %1 SDS (w/v) (Sigma) ile kaplandı. Alt jel 
polimerleĢtikten sonra üst yüzeyde bulunan SDS uzaklaĢtırıldı. Alt jel üzerine üst jel 
döküldü ve kuyuları oluĢturmak üzere jel içine 15 kuyuluk tarak yerleĢtirildi. Üst jel 
polimerleĢtikten sonra hemen kullanılmayacaksa su ile nemlendirip poĢetlenerek 
+4

oC’de bir gün süreyle saklandı. 

 Lizatlar yükleneceği zaman jel oda sıcaklığına getirildi, tarak çıkarıldı ve tank 
içine yerleĢtirildi. Tank yürütme tamponu (mM; 12 Tris-base (Fisher Scientific), 125 

glisin (Vivantis), % 0,05 (w/v) SDS) ile dolduruldu. -80
oC’den çıkarılıp buzda 

eritilen lizat örnekleri vortexlenerek karıĢtırıldı ve kısa bir santrifüjle cidarlarındaki 
örneklerin dibe inmesi sağlandı. Yeni bir tüp içine istenen miktarda lizat ile aynı 
hacimde 2X yükleme boyası (Sample Buffer, Laemmli, Sigma) karıĢtırıldı ve iyice 
vortexlendi. Kaynayan su içinde 5 dakika inkübe edildi ve buza alındı. Jel içindeki 
ilk kuyulara 7 l protein büyüklük belirteci (10-250 kDa, Precision Plus Protein Dual 

Color Standards, Biorad) yüklenirken diğer kuyulara hazırlanan lizat örnekleri 
yüklendi. 1 saat 120 voltta, yaklaĢık 5 saat 150 voltta örnekler yürütüldü. 
Elektroforez sonunda lizat örneklerinin protein kalitesini ve ayrıĢmalarını 
gözlemlemek üzere jel boyandı veya Western Blot yöntemi ile iĢaretlemek üzere 
kullanıldı. 

Boyanacak olan jelin üst kısmı kesilerek uzaklaĢtırıldıktan sonra coomassie 

blue boyama tamponu (% 0,1 (w/v) Coomassie Brilliant blue (Merck), % 20 (v/v) 

metanol (Merck), % 10 glasiyel asetik asit (Merck)) ile gece boyu muamele edildi. 

Boyama tamponu uzaklaĢtırıldı ve boya yıkama solüsyonu (% 50 (v/v) metanol,      

% 10 (v/v) glasiyel asetik asit) ile yaklaĢık 3 saat 4-5 kez yıkandıktan sonra 
büyüklüklerine göre ayrılan proteinler görünür hale geldi. 
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Tablo 3.1. SDS-Poliakrilamid Jel Ġçerikleri 
 

Alt (Resolving) Jel % 10 % 7 

Steril ddH2O 11,55 ml 15 ml 

Resolving Tamponu 7,5 ml 7,5 ml 

Akrilamid/ Bisakrilamid (29:08) 10,5 ml 7,05 ml 

% 10 SDS 300 l 300 l 

APS 300 l 300 l 

TEMED 30 l 30 l 

Üst (Stacking) Jel 
Steril ddH2O 3 ml 

Stacking Tamponu 1,25 ml 

Akrilamid/ Bisakrilamid (29:08) 625 l 

% 10 SDS 50 l 

APS 50 l 

TEMED 5 l 
 

 

3.6. Western Blot Yöntemi 
 Jelin büyüklüğüne uygun olarak PVDF membran (0,45 m, Immobilon 

Millipore) kesildi ve 1 dakika metanolle muamele edildi. Süngerler, kağıtlar ve jel 
taze hazırlanan transfer tamponu (mM; 100 glisin, 120 tris-base, %10 metanol) 

içinde ıslatıldı. Büyük proteinlerle çalıĢıldığı için transfer tamponu geleneksel 
tampon solüsyonlarından farklı olarak hazırlandı. Metanol proteinlerden SDS’i 
uzaklaĢtırma özelliğine sahip olduğundan proteinlerin çökelti oluĢturmasını 
artırabilir. Transfer etkinliğini artırmak amacıyla tampon içindeki metanol yoğunluğu 
% 10’a düĢürüldü.  

Transfer cihazının katot ucundan baĢlayarak sırasıyla sünger, 2 kağıt 
(Whatman), jel, membran, 2 kağıt ve sünger aralarında hava kabarcığı kalmaması 
için her seferinde cam silindir çubukla üstünden geçilerek yerleĢtirildi.  

% 7’lik jel çok yumuĢak ve hassas olduğu için transfer tamponu ile 
ıslatılmadan dikkatli bir Ģekilde doğrudan kağıtların üzerine alındı. Transfer cihazı 
transfer tamponu ile dolduruldu ve buz içinde 70 voltta yaklaĢık 16 saat boyunca 
transfer iĢlemi gerçekleĢtirildi. Bu sayede gece boyu transferden daha etkin bir 
transfer sağlandı. 

 Transfer sonrası transfer iĢleminin gerçekleĢtiğini doğrulamak üzere jel 

coomassie blue solüsyonu ile boyandı. Membran ise Ponceau boyası (Sigma) ile 
yaklaĢık 10 dakika boyunca inkübe edilerek protein bantları görünür hale getirildi. 
Transferin gerçekleĢtiği görüldükten sonra membran 1X PBS-T (1X PBS, % 0,1 

(v/v) Tween-20 (Merck)) solüsyonu ile yaklaĢık 15 dakika yıkanarak Ponceau boyası 
uzaklaĢtırıldı. Membran 1 dakika metanolde bekletildi ve % 1 BSA’lı (w/v) (1X 
PBS-T içinde) bloklama çözeltisi ile oda sıcaklığında 2 saat bloklandı. Bloklama 
çözeltisi uzaklaĢtırıldı. % 1 BSA (w/v) çözeltisi içinde 1/1000 oranında hazırlanan 
primer antikor (rabbit, Cell Signaling) ile +4

oC’de gece boyu inkübe edildi. Antikor 
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uzaklaĢtırıldı ve % 1 PBS-T ile 3 kez 15’er dakika yıkama yapıldı. % 1 BSA çözeltisi 
içinde 1/2000 oranında hazırlanan sekonder anti-rabbit antikor (KPL) ile oda 

sıcaklığında 2 saat inkübe edildi. Antikor uzaklaĢtırıldı ve 3 kez 15’er dakika % 1 

PBS-T ile yıkama yapıldı. ECL (Clarity Western ECL Substrate, Biorad) 

solüsyonları 1:1 oranında karıĢtırıldı. Membran 5 dakika ECL ile muamele edildi ve 
karanlık odada membran üzerine film (Kodak) yerleĢtirildi. Kaset içinde yaklaĢık 
yarım saat bekletildikten sonra film banyo cihazında (Konica Minolta) banyo 
edilerek görüntüleme gerçekleĢtirildi. 

 GAPDH iĢaretlemeleri için 1/10.000 GAPDH primer antikoru (mouse, Santa 
Cruz) ile 1 saat inkübasyon gerçekleĢtirildi. 3 kez 15’er dakika yıkama sonrası 
membran 1/7500 sekonder antikor (anti-mouse, KPL) ile 1 saat inkübe edildi. Aynı 
sürede yıkama iĢlemi sonrasında 1 dakika ECL inkübasyonu yapıldı ve görüntüleme 
iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

3.7. Periferik Kandan RNA Ġzolasyonu 

 RNA izolasyonu, RT-PCR (reverse transkripsiyon-PCR) ve Real-time PCR 

aĢamaları dahil olmak üzere RNA ile yapılan tüm çalıĢmalarda filtreli ve steril pipet 
uçları ve her zaman RNaz içermeyen su kullanıldı (RNase-free H2O).  

RNA izolasyonu için K2 EDTA’lı tüp içindeki kan örneği alındıktan sonra 
birkaç saat içinde kullanıldı. Kandan RNA izolasyon kiti kullanılarak iĢlem 
gerçekleĢtirildi (QIAamp RNA Blood Mini Kit, Qiagen). 3 ml kan 15 ml’lik bir tüpe 
alındı ve eritrosit lizis (EL) tampon çözeltisi ile 15 ml’ye tamamlandı. Oda 
sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi ve yaklaĢık 5 dakikada bir alt üst ederek 
karıĢması sağlandı. 4000 rpm’de 4oC’de 10 dakika (accel/decel:7/3) santrifüj edildi. 
Supernatant döküldü ve 750 l EL ile pellet çözüldü ve santrifüj tüpüne alındı.          
5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 4000 rpm’de 5 dakika santrijüf edildi. 
Supernatant uzaklaĢtırıldı ve pellet 1ml steril 1X PBS ile çözüldü. 4000 rpm’de        
5 dakika santrifüj edildi. PBS’le yıkama basamağı bir kez daha tekrarlandı. Tüp ters 
çevrilerek supernatant döküldü. Tüpün dibinde kalan yaklaĢık 50 l PBS ile 

lenfositlerin bulunduğu pellet iyice çözüldü ve % 1 -mercaptaethanol (v/v) ilave 

edilmiĢ 350 l RLT tampon çözeltisi ile pipetaj yaparak iyice karıĢtırıldı. Tüm lizat 
ilk kolona (QIAshredder) yüklendi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Kolon 
atıldı ve alta geçen filtrat üzerine 400 l %70 etanol ilave edildi. Pipetaj yaparak 

karıĢtırıldı. KarıĢımın 400 l’si diğer kolona (QIAamp) yüklendi ve 12.000 rpm’de  
2 dakika santrifüj edildi. Alta geçen kısım uzaklaĢtırıldıktan sonra kalan karıĢım da 
kolona yüklendi ve 12.000 rpm’de 2 dakika santrüfüj edildi. Kolon yeni toplama 
tüpüne alındı ve kolona 700 l RW1 (yıkama tamponu) yüklendi. 12.000 rpm’de      
1 dakika döndürüldükten sonra kolon tekrar yeni toplama tüpüne alındı. 500 l RPE 

(yıkama tamponu) yüklendi ve 12.000 rpm’de 1 dakika döndürüldü. Toplama tüpü 
yenilendi ve tekrar 500 ul RPE yüklendi. 13.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildikten 
sonra yeni bir tüp içine alınan kolon bir kez de boĢken 13.000 rpm’de 2 dakika 
döndürüldü. Kolon kapaklı toplama tüpüne alındı ve kolon üzerine 50 l su eklendi 

ve oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildikten sonra 11.000 rpm’de 3 dakika 
santrijüj edildi. Kolon atıldı ve tüp içindeki RNA örneği hemen buz üzerine alındı.  
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3.8. RNA Miktar ve Kalite Tayini 

 2 l RNA örneği ile RNA kosantrasyon değerleri ölçüldü (MaestroNano, 
Maestrogen). 260 ve 280 nm’deki absorbans değerleri ile A260/A280 hesaplandı. 
Konsantrasyon ölçümleri yapılan RNA örnekleri kullanılacağı zamana kadar             
-80

oC’de saklandı. 
 

3.9. RT-PCR (Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

 Tüm çalıĢmalar RNazsız bir ortam sağlanması amacıyla UV ile sterilizasyonu 
sağlanmıĢ çeker ocakta gerçekleĢtirildi. Real-time PCR sonuçlarının karĢılaĢtırılabilir 
olması için tüm RNA örnekleri için baĢlangıç miktarları eĢit olarak ayarlandı.  

cDNA sentez kiti (RT
2
 HT First Strand Kit, Qiagen) içerikleri olan GE2 ve 

BC4 (GE2, genomik DNA eliminasyon tamponu, BC4, Reverse transkriptaz enzim 

karıĢımı) -20
oC’den çıkarılarak buz üzerinde eritildi. PCR tüpü içinde her bir örnek 

için 200 ng RNA PCR tüplerinde RNazsız su ile 8 l’ye tamamlandı. Üzerlerine 6 l 

GE2 eklendi ve pipetaj yaparak karıĢtırıldı. PCR cihazında (Corbett Research) 
37

oC’de 5 dakika inkübe edildi. Tüpe 6 l BC4 eklendi ve pipetajla karıĢtırıldı. 
Çeperlerde kalan sıvıların inmesi için tüpler yaklaĢık 10 saniye santrifüj edildi. PCR 
cihazında Ģu program takip edildi:  

42
o
C 15 dakika 

95
o
C 5 dakika  

4
oC ∞ 

Cihazdan çıkarılan cDNA örnekleri derhal buza alındı. Kontrol etmek 
amacıyla 2 l örnek ile konsantrasyon değerleri ve saflıkları ölçüldü (Tablo 3.4). 

cDNA örnekleri 90 l RNazsız su ile seyreltildi ve bir sonraki aĢamaya kadar            
-20

oC’de saklandı. 

 

3.10. Real-Time PCR (Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 
Real-time PCR kiti (RT

2
 qPCR Primer Assay, Qiagen) içerikleri SYBR 

Green mastermix ve primerler -20
oC’den çıkarılarak buz üzerinde eritildi. -20

oC’den 
çıkarılan cDNA örnekleri buz üzerinde eritildi ve kullanılana kadar buz üzerinde 
tutuldu. Eriyen örnekler ve kit içerikleri alt-üst ederek karıĢtırıldı ve kısa bir 

santrifüjle kenarda kalan örnekler indirildi. SYBR Green mastermix’in içinde 
çökeltiler görüldüğü durumlarda 42oC’de 1 dakika inkübe edildi ve çökeltilerin 
parçalanması sağlandı. 1 örnek için toplam 25 l’lik reaksiyon PCR tüpleri içinde Ģu 
Ģekilde kuruldu: 

12,5 l SYBR Green mastermix 

10,5 l RNazsız su 

1 l cDNA 

1l primer 
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Her primer (Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5, Argonaute2 ve -actin) için 
cDNA içermeyen miksler hazırlandı. Bu miksler 24’er l olarak kuyulara dağıtıldı. 
Her primer için ikili olarak kontrol kuyusuna 1 l pre-op cDNA örneği, örnek 
kuyusuna 1 l post-op cDNA örneği koyuldu. Her primer için hazırlanan NTC 
(negative template control) kuyularına ise 1’er l RNazsız su pipetaj yaparak 
eklendi. NTC kuyuları, hazırlanan mikslerde veya çalıĢılan ortamda DNA 
kontaminasyonu varlığını kontrol etmek için kullanıldı. Plate üzerine yapıĢkan folyo 
(LightCycler 480 Sealing Foil, Roche) yapıĢtırıldı ve plate Real-time PCR cihazına 
(LightCycler 480 II, Roche) yerleĢtirildi. Tablo 3.2’deki program uygulandı. Bu 
programın hemen arkasından hedef genlerden baĢka bir bölgede çoğalma olmadığını 
doğrulamak ve primer dimerlerinin oluĢmadığını göstermek için erime eğrisi analizi 
(melting curve analysis) basamağı eklendi. Erime eğrisi analizinde örnekler             

40
 oC’den 95 oC’ye, sıcaklık saniyede 0,06 oC artacak Ģekilde ısıtılırlar. Elde edilen 

PCR ürününün içeriğine göre tepe noktaları 75-80
 oC arasında olacak Ģekilde erime 

eğrileri beklenmektedir.  

 
Tablo 3.2. Real-time PCR koĢulları 

 

 Döngü Sayısı Sıcaklık Süre 

1 95
o
C 10 dakika 

45 
95

o
C 15 saniye 

60
o
C 1 dakika 

 

RNA ekspresyon düzeylerinin hesaplanması ve istatistiksel analizleri için     
2

-ΔΔCt metodu kullanılmıĢtır. PCR veriminin % 100 olduğunu yani her döngüde ürün 
sayısının 2 katına çıktığını varsayan bir metottur. Hedef gen için elde edilen CT 
(cycle threshold) değerlerinden referans genin CT değerleri çıkarılarak 
normalizasyon yapılır (ΔCT). ΔCT değeri test edilen durum ve kontrol için ayrı ayrı 
hesaplanır. Bizim çalıĢmamızda test edilen durum post-op, kontrol grubu ise pre-op 

değerleridir. Normalize gen ekspresyonu 2-ΔCT formülü ile hesaplanır. Post-op ve  

pre-op grupların normalize gen ekspresyonlarının birbirlerine oranları (2-ΔΔCT
) kat 

değiĢimini (fold change) vermektedir. 
 

ΔCT = CT (hedef gen) – CT (referans gen) 

2
-ΔΔCT 

= 2
-ΔCT

 (post-op) / 2
-ΔCT

 (pre-op) 

 

3.11. Ġstatistiksel Analiz 

 Ġstatistiksel analizler için SPSS 18.0 programı kullanılmıĢtır. Ġstatistiksel 
analizleri yapılacak olan gruplardan normal dağılıma uyan bağımlı gruplar için 
paired-samples t test ve normal dağılıma uymayan bağımlı gruplar için Wilcoxon 
signed ranks test uygulanmıĢtır. p değeri 0,05’ten küçük olanlar anlamlı kabul 
edilmiĢtir. 
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BULGULAR 

 

4.1.      Hastalar 

  ÇalıĢmaya dahil edilen 16 hastanın pre-op ve post-op 3. ay örnekleri 
çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢma grubunda yer alan alıcıların ve bu alıcılara organ nakli yapılan 
vericilerin doku uyumları ve akrabalık dereceleri, demografik özellikleri ile birlikte 
alıcının nakil öncesi aldığı tanı ve idame döneminde uygulanan ilaç grubu detayları 
Tablo 4.1’de verilmiĢtir.  

 

Tablo 4.1. Hastaların demografik özellikleri 

ALICI DONÖR 

  

Hasta YaĢ C Tanı YaĢ C 

Akrabalık 
Derecesi Doku Uyumu 

Ġmmünsüpresan 
Grubu 

H2 51 E T2D, HT 25 K Kızı 1 A, 1 B, 1 DR  Tac+MFA 

H3 35 E Amiloidozis 34 K EĢi 1 DR  Tac+MFA 

H4 36 E TIN 55 E Babası 1 A, 1 B, 1 DR  Tac+MFA 

H5 53 E HT 49 K EĢi 2 DR  Tac+MFA 

H10 30 E KBY 68 E Babası 1 A, 1 B, 1 DR  Tac+Eve+MFA 

H11 19 E KBY 64 E Babası 1 A, 1 B, 1 DR  Tac+Eve+MFA 

H12 45 E IG A GN, KBH 70 K Annesi 1 A, 1 B, 2 DR  Tac+MFA 

H13 42 K KBY 31 K KardeĢi 2 A, 2 B, 2 DR  Tac+MFA 

H14 30 E KBY 28 K EĢi 1 A, 1B, 1 DR  Tac+MFA 

H15 58 E HT 36 E Oğlu 1 A, 1B, 1 DR  Tac+MFA 

H17 28 K KBH 59 K Annesi 1 A, 1B, 1 DR  Tac+MFA 

H18 32 K KBH 50 K Kuzeni 2 B  Tac+MFA 

H19 18 K SLE 44 E Babası 1 A, 1B, 1 DR  Tac+MFA 

H21 20 E NM, EB 40 K Annesi 1 A, 1B, 1 DR  Tac+MFA 

H22 24 K KBY 59 K Annesi 2 A, 2 B, 2 DR  Tac+MFA 

H23 32 E AN 61 K LURD 0 Tac+MFA 

 

C, cinsiyet; E, erkek; K, kadın; T2D, tip 2 diyabet; HT, hipertansiyon; TIN, tübüler 

interstisyel nefrit; KBY, kronik böbrek yetmezliği; Ig A GN, Ig A glomerulonefrit; SLE, sistemik 
lupus eritematozus; NM, nörojenik mesane; EB, ektopik böbrek; AN, analjezik nefropati; LURD 
(living-unrelated donor), canlı akraba olmayan verici; Tac, tacrolimus; MFA, mikofenolik asit; Eve, 

Everolimus. 
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4.2. PKMH Lizatlarının Protein Kaliteleri 
Bireyler ve Yöntemler bölümünde detaylı olarak açıklanan Bradford protein 

miktar tayini yöntemi ile hesaplanan kontrol ve post-op hasta lizatlarının protein 
konsantrasyon değerleri Tablo 4.2’de gösterilmiĢtir. 

 
Tablo 4.2. PKMH lizatlarının protein konsantrasyon değerleri ve yüklenecek lizat miktarları 

 

Pre-op Konsantrasyon (g/l) 50 g (l) 100 g (l) 

H2 5,22 9,6 19,2 

H3 6,40 7,8 15,6 

H4 5,30 9,45 18,9 

H5 5,91 8,45 16,9 

H10 7,12 7 14,0 

H11 6,30 7,95 15,9 

H12 5,02 9,95 19,9 

H13 6,31 7,9 15,8 

H14 6,06 8,25 16,5 

H15 4,88 10,25 20,5 

H17 6,05 8,25 16,5 

H18 6,70 7,45 14,9 

H19 4,42 11,3 22,6 

H21 6,61 7,55 15,1 

H22 4,26 11,75 23,5 

H23 6,11 8,2 16,4 

Post-op (3.ay) Konsantrasyon (g/l) 50 g (l) 100 g (l) 

H2-3 5,12 9,75 19,5 

H3-3 7,66 6,55 13,1 

H4-4 5,90 8,45 16,9 

H5-5 5,96 8,4 16,8 

H10-3 6,08 8,2 16,4 

H11-3 4,78 10,45 20,9 

H12-3 4,35 11,5 23,0 

H13-3 5,21 9,6 19,2 

H14-3 7,14 7 14,0 

H15-3 7,32 6,85 13,7 

H17-3 6,14 8,15 16,3 

H18-3 5,97 8,4 16,8 

H19-3 3,84 13 26,0 

H21-3 6,99 7,15 14,3 

H22-3 5,59 8,95 17,9 

H23-3 6,94 7,2 14,4 
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PKMH lizatlarının protein kalitelerini tespit etmek amacıyla lizat örnekleri   
% 10’luk jel hazırlanarak SDS-PAGE ile görüntülendi. Tablo 4.2’de belirtilen 50 g 

örnek için gerekli miktarlar ile aynı hacimde yükleme boyası karıĢtırıldı ve 
Yöntemler bölümünde belirtildiği Ģekilde örnekler yüklemeye hazırlandı. Örnek 
hazırlama aĢamasında, yükleme boyası içinde bulunan -merkaptaetanol ve 

örneklerin kaynatılması iĢlemi sayesinde proteinlerin 3 boyutlu yapılarının bozulması 
sağlanır. Yükleme boyası içindeki bulunan negatif yüklü bir deterjan olan SDS ise 
proteinlere bağlanarak negatif yükle yüklenmelerini sağlar. Daha büyük proteinlere 

daha fazla SDS molekülü bağlanacağından, proteinler birim kütle baĢına eĢit negatif 
yüke sahip olurlar. Bu iĢlemler tüm proteinlerin 3 boyutlu yapılarından ve kendi 
yüklerinden bağımsız olarak eĢit koĢullarda yalnızca büyüklüklerine göre yürümesini 
ve ayrılmasını sağlamaktadır.  

Örnekler jelin sonuna kadar yürütüldü ve jel coomassie blue boyama tamponu 
ile gece boyu inkübe edildi. Yıkama solüsyonu ile yıkanan jelde bandlar görünür hale 
geldi. ġekil 4.1’de hasta lizatlarında bulunan proteinler büyüklüklerine göre ayrılmıĢ 
halde görülmektedir. Bandların yoğunluklarının az olması sebebiyle Western blot 
yöntemi ile görüntülemek için 100 g lizat örneği ile devam edildi.  

 

a) 
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b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.1.   SDS-PAGE sonrası coomassie blue boyama tamponu ile boyanmıĢ 50 g lizat örneklerinin 
bulunduğu jel görüntüleri (M, marker- protein büyüklük belirteci) 

 

4.3. Hastalarda Protein Ekspresyon DeğiĢimleri 
Western Blot ile iĢaretlenecek olan proteinlerin yaklaĢık büyüklükleri 

Ģöyledir; Dicer 220 kDa, Drosha 160 kDa, Exportin5 136 kDa, DGCR8 120 kDa, 

Argonaute2 97 kDa ve GAPDH 37 kDa. YaklaĢık 120 kDa’dan büyük proteinler için 
daha büyük porlara sahip olan düĢük yoğunlukta jeller kullanılmaktadır. Bu jeller 
hem proteinlerin daha iyi ayrılmasını sağlar hem de proteinlerin jelden daha kolay 

çıkmalarını sağlayarak transfer etkinliğini artırır. % 10 ve % 7’lik alt jeller 
hazırlanarak uygun koĢullar denenmiĢtir. Büyük proteinlerin daha düĢük yoğunlukta 
olan daha büyük porlara sahip % 7’lik jelden membrana geçiĢlerinin daha etkin 

gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir. 

Büyük proteinlerin transferlerinin geleneksel transfer iĢleminden farklı 
yapılması gerekmektedir. Büyük proteinler transfer esnasında jelde çökeltiler 
oluĢturma eğilimindedirler ve porlardan membrana geçmeleri göreli olarak daha 
zordur. Yarı kuru (semi-dry) transfer sistemi jelde aĢırı ısınma ve yanmaya sebep 
olacağından büyük proteinler için uygun değildir. Bu nedenle transfer iĢlemi ıslak 
transfer sistemi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Yöntemler bölümünde bahsedildiği gibi 
transfer tamponu içindeki metanol konsantrasyonu proteinlerin membrana geçiĢini 
kolaylaĢtırmak için azaltılmıĢtır.  
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ġekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve 
Argonaute2 proteinlerinin hastalardaki ekspresyon miktarlarının GAPDH 
ekspresyonuna oranları verilmiĢtir. Grafiklerde pre-op ve post-op sırasıyla görülen 
değerler, hastaların 3. aylarında bu proteinlerin ekspresyonlarındaki artıĢ veya 
azalmaları göstermektedir. H2 hastasında pre-op ve post-op dönemde Dicer 
ekspresyonu görülmezken H3, H11, H15 ve H19 olgularında 3. ayda ekspresyon 

seviyesinde artıĢ, diğer hastalarda ise azalmaya rastlanmıĢtır (ġekil 4.2). ġekil 4.3’te 
hastalardaki Drosha protein ekspresyon değiĢimleri görülmektedir. Yine hastaların 
çoğunda ekspresyonda azalma göze çarpmaktadır. ArtıĢ görülen hastalar H3, H4, H5, 
H15 ve H19’dur. H13’te ise neredeyse hiç ekspresyon değiĢimi gözlenmemiĢtir. 
ġekil 4.4 ve 4.5’te DGCR8 ve Exportin5 protein ekspresyonlarının hasta 
popülasyonunun hemen hemen yarısında arttığı ve diğer yarısında ise azaldığı 
görülmektedir. Argonaute2 protein ekspresyon değiĢimleri incelendiğinde H3, H13 
ve H15 hastaları dıĢında belirgin bir azalma olduğu göze çarpmaktadır. H3 ve H15’te 
artıĢ gözlenirken H13 hastasında hemen hemen hiç değiĢme olmamıĢtır (ġekil 4.6). 

 

 

ġekil 4.2. Hastalardaki Dicer ekspresyonları. Sırasıyla hastaların pre-op ve post-op 3. ay 

ekspresyonları görülmektedir. Grafikte Dicer ekspresyonlarının house-keeping gen olan 

GAPDH ekspresyonuna oranları verilmiĢtir.  
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ġekil 4.3. Hastalardaki Drosha ekspresyonları. Sırasıyla hastaların pre-op ve post-op 3. ay 

ekspresyonları görülmektedir. Grafikte Drosha ekspresyonlarının house-keeping gen olan 

GAPDH ekspresyonuna oranları verilmiĢtir.  

 

 



 

 30 

 

 

 

 

 

ġekil 4.4. Hastalardaki DGCR8 ekspresyonları. Sırasıyla hastaların pre-op ve post-op 3. ay 

ekspresyonları görülmektedir. Grafikte DGCR8 ekspresyonlarının house-keeping gen 

olan GAPDH ekspresyonuna oranları verilmiĢtir. 
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ġekil 4.5. Hastalardaki Exportin5 ekspresyonları. Sırasıyla hastaların pre-op ve post-op 3. ay 

ekspresyonları görülmektedir. Grafikte Exportin5 ekspresyonlarının house-keeping gen 

olan GAPDH ekspresyonuna oranları verilmiĢtir. (Xpo5-Exportin5) 
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ġekil 4.6. Hastalardaki Argonaute2 ekspresyonları. Sırasıyla hastaların pre-op ve post-op 3. ay 

ekspresyonları görülmektedir. Grafikte Argonaute2 ekspresyonlarının house-keeping gen 

olan GAPDH ekspresyonuna oranları verilmiĢtir. (Ago2-Argonaute2) 

 

ġekil 4.7.’de tüm hastaların protein ekspresyon ortalamaları verilmiĢtir. 
Dicer, Drosha ve DGCR8 için azalma görülürken (n=15, p>0,05) Exportin5 için 
değiĢme görülmemiĢtir (p>0,05). Ġmmünsüpresan kullanan hastaların post-op 

3.aylarında Argonaute2 protein ekspresyonunda anlamlı bir azalma ortaya çıkmıĢtır 
(p<0,001).  
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ġekil 4.7. Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 protein ekspresyon değiĢimleri. 
Değerler ortalama±SEM olarak verilmiĢtir. (Dicer, Drosha, DGCR8 ve Exportin5, n=15; 
Argonaute2, n=16, *p<0,001)  

 

4.4. Ġlaç Gruplarına Göre Protein Ekspresyon DeğiĢimleri 

ÇalıĢmamızdaki hastaların idame döneminde kullandığı immünsüpresan 
grupları Tac+MFA ve Tac+Eve+MFA’dır (Tablo 4.1). Hastaların protein ekspresyon 
değiĢimleri ilaç gruplarına göre incelendiğinde ġekil 4.8’deki sonuçlar elde 
edilmiĢtir. Tac+MFA grubu ilaç kullanan hastalarda Argonaute2’de görülen protein 
ekpresyon azalmaları istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p<0,01, n=13). 

Tac+Eve+MFA kullanan hastalarda ise Dicer ve Exportin5 ekspresyonlarında 
değiĢme görülmemiĢtir. Bu protein ekspresyonları incelendiğinde H10 olgusunda 

azalma, H11 olgusunda ise artma olduğu görülmüĢ, dolayısıyla protein ekspresyon 
değiĢimi ile Everolimus kullanımı arasında bir iliĢki tespit edilememiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.8. Ġmmünsüpresan gruplarına göre protein ekspresyon değiĢimleri. * p<0,01 (Tac+MFA, 

n=13, Tac+Eve+MFA, n=2, Tac-Tacrolimus; MFA- mikofenolik asit; Eve-Everolimus) 
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4.5. Rejeksiyon Görülen ve Görülmeyen Hastaların Protein Ekspresyon 
DeğiĢimleri 
Hastaların nakil sonrası klinik seyirleri incelendiğinde H13 hastasında kronik 

rejeksiyon ve greft kaybı gerçekleĢtiği öğrenilmiĢtir. H22’de post-op 2. ayda ve H23 

olgusunda ise yaklaĢık 5 gün içinde akut rejeksiyon görülmüĢtür. ġekil 4.9’da 

rejeksiyon gerçekleĢen 3 hastanın protein ekspresyon değiĢimleri görülmektedir.  
 

 

 

ġekil 4.9. Rejeksiyon görülen hastaların protein ekspresyon değiĢimleri. (H13-kronik rejeksiyon, 

H22 ve H23-akut rejeksiyon) 
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Rejeksiyon gerçekleĢmiĢ 3 olgunda görülen ekspresyon değiĢimleri 
istatistiksel olarak incelendiğinde anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (p>0,05). H13 

hastasının Dicer dıĢındaki proteinlerinin ekspresyon değiĢimlerinin, rejeksiyon 
görülmeyen hastalarda görülen profilden farklı olduğu dikkat çekmektedir. H22’de 
Xpo5 ekspresyonu elde edilememiĢ, ancak diğer protein ekspresyonlarında genel 
profile benzer olarak azalma görülmektedir. H23’te ise Dicer’da değiĢim 
görülmezken, Xpo5’te artıĢ görülmüĢtür. 

 

Rejeksiyon görülmeyen hastalardaki protein ekspresyon değiĢimleri 
incelendiğinde Exportin5’te belirgin bir değiĢme yokken, diğer protein 
ekspresyonlarında azalma olmuĢ ve Argonaute2’nin protein ekspresyonunda görülen 
azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p<0,05) (ġekil 4.10). 

 

 

ġekil 4.10. Rejeksiyon görülmeyen hastaların protein ekspresyon değiĢimleri (Dicer, n=12; Drosha, 

DGCR8, Exportin5, Argonaute2, n=13; * p<0,05)  

 

4.6. RNA Örneklerinin Kalitesi ve Konsantrasyonları 
RNA izolasyon kiti ile elde edilmiĢ RNA örneklerinin konsantrasyon ve 

saflık ölçüm değerleri Tablo 4.3’te görülmektedir. A260/A280 değerinin yaklaĢık 2 

olması RNA örneğinin saflığını göstermektedir. 
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Tablo 4.3. RNA örneklerinin konsantrasyonları, saflık değerleri ve 200 ng için gerekli miktarlar 

Pre-op 

Konsantrasyon 

(ng/l) A260/A280 200 ng 

H2 117,22 1,97 1,7 

H3 147,64 1,96 1,4 

H4 160,82 2,11 1,2 

H5 27,67 2,04 7,2 

H10 105,90 2,20 1,9 

H11 47,28 2,20 4,2 

H12 58,83 2,60 3,4 

H13 111,63 2,40 1,8 

H14 51,30 2,05 3,9 

H15 80,84 2,33 2,5 

H17 26,97 2,15 7,4 

H18 100,74 2,13 2,0 

H19 40,34 2,28 5,0 

H21 42,92 2,43 4,7 

H22 42,36 2,12 4,7 

H23 35,61 2,18 5,6 

Post-op 

(3. ay) 

Konsantrasyon 

(ng/l) A260/A280 200 ng 

H2-3 110,23 2,08 1,8 

H3-3 266,61 2,08 0,8 

H4-3 92,88 2,16 2,2 

H5-3 62,46 2,10 3,2 

H10-3 134,91 2,17 1,5 

H11-3 39,23 2,17 5,1 

H12-3 71,29 2,15 2,8 

H13-3 97,91 2,11 2,0 

H14-3 60,51 2,13 3,3 

H15-3 87,04 2,03 2,3 

H17-3 40,50 2,34 4,9 

H18-3 139,94 2,18 1,4 

H19-3 55,88 2,07 3,6 

H21-3 180,49 2,16 1,1 

H22-3 34,29 2,09 5,8 

H23-3 52,77 2,22 3,8 
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4.7. Real-time RT-PCR Optimizasyonunun Sağlanması  

4.7.1. 500 ng RNA ile Real-time RT-PCR 
Kullanılan kitin tavsiye ettiği miktar olan 500 ng RNA kullanılarak bir 

hastanın pre-op ve post-op örnekleri ile primerlerin aktiviteleri denendi. Tablo 4.4’te 
RNA örneklerinden cDNA sentezi için kullanılan kimyasalların miktarları 
verilmiĢtir. 

 

 
Tablo 4.4. 500 ng RNA ile RT-PCR optimizasyon protokolü 

 
H16 H16-3 

Konsantrasyon (ng/µl) 176,86 151,13 

500 ng RNA (µl) 3 3,5 

RNAzsız su (µl) 5 4,5 

GE2 (µl) 6 6 

BC4 (µl) 6 6 

 

Yöntemler bölümünde belirtildiği gibi RT-PCR gerçekleĢtirilmiĢ ve cDNA  
90 l RNazsız su ile dilüe edilmiĢtir. H16 ve H16-3’ün konsantrasyon ve saflık 
değerleri Tablo 4.5’te görülmektedir. cDNA saflığı için A260/A280 değerinin 1,8, 
A260/A230 değerinin ise 2 civarında olması beklenmektedir.  

 

Tablo 4.5. H16 pre-op ve post-op cDNA örneklerinin konsantrasyonları ve saflık değerleri (500 ng 

RNA) 

 

Konsantrasyon 

(ng/l) A260/A280 A260/A230 

Dilüe 5oo ng H16 cDNA 13,28 1,74 2,20 

Dilüe 5oo ng H16-3 cDNA 9,83 1,74 2,22 

 

 

H16 ve H16-3 cDNA örnekleri için Real-time PCR reaksiyonu Yöntemler 
bölümünde anlatıldığı Ģekilde her gen için gerçekleĢtirilmiĢtir. Örneklerin her gen 
için amplifikasyon eğrileri ġekil 4.11’de görülmektedir.  
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ġekil 4.11. 500 ng H16 ve H16-3 RNA örnekleri ile gerçekleĢtirilen Real-time PCR amplifikasyon 

eğrileri 

4.7.2. 200 ng RNA ile Real-time RT-PCR 
Primer aktivitelerinden emin olduktan sonra örnekler arasında düĢük 

konsantrasyona sahip örnekler olması sebebiyle bir hesaplama ile kullanılabilecek 
maksimum RNA miktarı bulundu. Kullandığımız cDNA sentez kitinin 1 reaksiyon 
için vermiĢ olduğu maksimum RNA hacmi 8 l’dir. En düĢük konsantrasyona sahip 
örnekten (H17=26,97 g/ml) 8 l aldığımız durumda 215,76 ng RNA elde 
edilmektedir. Bu durumda 500 ng RNA ile denemesi gerçekleĢtirilen hastanın pre-op 

ve post-op örneklerinde 200 ng RNA ile deneme yapıldı. Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’de 
RT-PCR protokolü ve cDNA ölçüm sonuçları görülmektedir. cDNA dilüsyonları    
90 l RNAzsız su ile yapılmıĢ ve Real-time PCR reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir 
(ġekil 4.12). 

 

 
Tablo 4.6. 200 ng RNA ile RT-PCR optimizasyon protokolü 

 

H16 H16-3 

Konsantrasyon (ng/ l) 176,86 151,13 

200 ng RNA (l) 1,2 1,4 

RNAzsız su (l) 6,8 6,4 

GE2 (l) 6 6 

BC4 (l) 6 6 
 

Tablo 4.7. H16 pre-op ve post-op cDNA örneklerinin konsantrasyonları ve saflık değerleri (200 ng 

RNA) 

 

Konsantrasyon(ng/l) A260/A280 A260/A230 

200 ng H16 cDNA 57,69 1,695444 2,14293 

200 ng H16-3 cDNA 52,29 1,67207 2,12888 
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ġekil 4.12. 200 ng H16 ve H16-3 RNA örnekleri ile gerçekleĢtirilen Real-time PCR amplifikasyon 

eğrileri 

500 ng ve 200 ng RNA kullanılarak Real-time RT-PCR ile elde edilen CT 

değerleri Tablo 4.8’de verilmiĢtir. Her iki durum için de yakın CT değerleri elde 
edildiği görülmüĢtür. Primerlerin 200 ng RNA kullanılarak da etkin bir Ģekilde 
çalıĢtığı gösterildikten sonra tüm hastalar için 200 ng RNA ile çalıĢmaya devam 

edilmiĢtir. 

Tablo 4.8. 500 ng ve 200 ng RNA örnekleri ile gerçekleĢtirilen Real-time PCR sonucu                       

CT (Threshold Cycle) değerleri  

 

CT 

 

CT 

500 ng H16 H16-3 200 ng H16 H16-3 

Dicer 24,26 25,49 Dicer 22,82 25,20 

Drosha 26,28 26,90 Drosha 25,22 27,48 

DGCR8 26,14 27,59 DGCR8 24,94 27,33 

Exportin5 26,65 27,93 Exportin5 25,23 27,66 

Argonaute2 24,75 25,76 Argonaute2 24,97 25,51 

-actin 15,45 16,59 -actin 14,75 16,43 

 

4.8. Hastalarda Gen Ekspresyon DeğiĢimleri  
Tablo 4.3’te verilen 200 ng için gerekli RNA miktarları su ile 8 l’ye 

tamamlanmıĢ ve Yöntemler bölümünde belirtilen Ģekilde cDNA sentezi 
gerçekleĢtirilmiĢtir. Hastaların cDNA konsantrasyon ve saflık değerleri Tablo 4.9’da 
görülmektedir. Tüm örneklerin değerlerinin birbirine yakın olduğu görüldükten sonra 
2 tekrarlı olacak Ģekilde 5 gen (Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5, Argonaute2) ve   
1 house-keeping gen (β-actin) için Real-time PCR reaksiyonları kurulmuĢtur (ġekil 
4.13). Negatif kontrol olarak hazırlanmıĢ olan NTC kuyularında amplifikasyon 

görülmemiĢtir. Her reaksiyon sonunda elde edilen erime eğrileri primerlerin hedef 
gene spesifik olarak çalıĢtığını göstermiĢtir (ġekil 4.14). 
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Tablo 4.9. cDNA konsantrasyonları ve saflık değerleri 

Pre-op 

Konsantrasyon  

(ng/l) A260/A280 A260/A230 

H2 60,67 1,68 2,15 

H3 56,00 1,68 2,16 

H4 59,19 1,68 2,15 

H5 55,33 1,68 1,99 

H10 54,72 1,69 2,14 

H11 60,87 1,68 2,12 

H12 50,94 1,70 2,13 

H13 53,86 1,63 2,14 

H14 53,03 1,69 2,13 

H15 55,71 1,68 2,15 

H17 66,00 1,67 2,13 

H18 51,23 1,68 2,13 

H19 65,35 1,67 2,15 

H21 51,34 1,67 2,11 

H22 62,01 1,67 2,16 

H23 54,34 1,68 2,15 

Post-op 

(3.ay) 

Konsantrasyon  

(ng/l) A260/A280 A260/A230 

H2-3 54,48 1,67 2,13 

H3-3 53,09 1,68 2,15 

H4-4 50,55 1,68 2,13 

H5-5 56,80 1,69 2,13 

H10-3 62,44 1,68 2,12 

H11-3 58,96 1,62 2,10 

H12-3 63,04 1,68 2,15 

H13-3 58,20 1,64 2,08 

H14-3 50,84 1,68 2,10 

H15-3 54,62 1,68 2,13 

H17-3 65,40 1,67 1,98 

H18-3 66,12 1,68 2,15 

H19-3 56,67 1,68 1,98 

H21-3 52,53 1,68 2,15 

H22-3 53,26 1,68 2,15 

H23-3 76,26 1,66 2,15 
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a) 
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b) 
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c) 

 

 

ġekil 4.13. Tüm hastalar için 200 ng RNA örneği ile gerçekleĢtirilen Real-time PCR sonucu elde 

edilen amplifikasyon eğrileri. Sırasıyla Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5, Argonaute2 ve 
β-actin genleri. 
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a) 
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b) 
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c) 

 

 

ġekil 4.14. Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5, Argonaute2 ve β-actin moleküllerinin erime eğrileri 
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Tüm örnekler için iki kez gerçekleĢtirilen Real-time PCR sonuçları olan CT 
değerlerinin ortalaması alındı. Bu değerler referans gen olarak kullanılan β-actin ile 

normalize edildi. Yöntemler bölümünde anlatıldığı Ģekilde 2-ΔΔCt metodu kullanılarak 
normalize gen ekspresyonları ve ekspresyon değiĢimleri hesaplandı. Ġstatistiksel 
analizlerde normalize edilmiĢ gen ekspresyon değerleri kullanıldı. Tüm hastaların 
post-op 3. ay dönemde, incelenen 5 genin de ekspresyonunda istatistiksel olarak 
anlamlı bir azalma görülmüĢtür (ġekil 4.15.). Nakil sonrası 3. ayda Dicer gen 
ekspresyonu 1,5 kat (p<0,001), DGCR8 gen ekspresyonu 1,4 kat (p<0,01), Drosha ve 

Exportin5 gen ekspresyonları 1,3 kat (p<0,01), Argonaute2 gen ekspresyonu 1,3 kat 
(p<0,05) azalmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.15. Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 genlerinin β-actin ile normalize edilmiĢ 
ekspresyon düzeyleri. Değerler ortalama±SEM olarak verilmiĢtir. (* p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, n=16)  
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4.9. Ġlaç Gruplarına Göre Gen Ekspresyon DeğiĢimleri 
Kullanılan ilaç gruplarına göre gen ekspresyon değiĢimleri ġekil 4.16’da 

görülmektedir. Tac+MFA kullanan hasta grubunda incelenen tüm gen 
ekspresyonlarında anlamlı azalma görülmüĢtür. Diğer ilaç grubunda ise Dicer 

ekspresyonunda değiĢme olmazken Argonaute2 ekspresyonunda ise ilginç bir Ģekilde 
artıĢ gözlenmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.16. Ġmmünsüpresan gruplarına göre gen ekspresyon değiĢimleri. * p<0,001 (Tac+MFA, n=14, 

Tac+Eve+MFA, n=2) 

 

 

 

4.10. Rejeksiyon Görülen ve Görülmeyen Hastalardaki Gen Ekspresyon 
DeğiĢimleri 
Rejeksiyon gerçekleĢmiĢ hastaların gen ekspresyonlarında görülen değiĢim 

oranları grafik olarak ġekil 4.17’de verilmiĢtir. Grafikte gösterilen azalmaların 
sayısal verilerinin gösterildiği Tablo 4.10’a göre kronik rejeksiyon gerçekleĢmiĢ olan 
H13’te görülen azalma katsayılarının diğer hastalardan fazla olduğu dikkat 
çekmektedir. 

 

Tablo 4.10. Rejeksiyon görülen hastalarda Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 gen 

ekspresyonlarında görülen azalma katsayıları (H13-kronik rejeksiyon, H22, H23-akut 

rejeksiyon) 

 

Dicer Drosha DGCR8 Exportin5 Argonaute2 

H13 3,01 2,48 3,41 2,89 1,81 

H22 1,98 1,97 2,71 2,39 2,52 

H23 1,22 1,13 1,36 1,25 1,66 
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ġekil 4.17. Rejeksiyon görülen hastalarda Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 gen 

ekspresyonlarındaki değiĢim oranları (fold regulation) (H13-kronik rejeksiyon, H22, H23-

akut rejeksiyon) 

Rejeksiyon görülen hastalardaki gen ekspresyon değiĢimleri istatistiksel 
olarak incelendiğinde anamlı bir fark bulunamamıĢtır (ġekil 4.18) (p=0,11). Bu 

hastalarda nakil sonrası 3. ayda Dicer gen ekspresyonu 1,8 kat, Drosha gen 

ekspresyonu 1,7 kat, DGCR8 gen ekspresyonu 2,1 kat, Exportin5 ve Argonaute2 gen 

ekspresyonları 1,9 kat azalmıĢtır.  

 

ġekil 4.18. Rejeksiyon görülen hastalarda Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 

genlerinin β-actin ile normalize edilmiĢ ekspresyon düzeyleri. Değerler ortalama±SEM 
olarak verilmiĢtir. (p=0,11, n=3) 



 

 50 

Rejeksiyon görülmeyen hastalar için yapılan istatistiksel analizler sonucu 

Dicer, Drosha, DGCR8 ve Exportin5 için anlamlı bir azalma görülmüĢ ancak 
Argonaute2 gen ekspresyonunda görülen azalma anlamlı bulunamamıĢtır (p=0,10) 
(n=13) (ġekil 4.19). 

 

 

ġekil 4.19. Rejeksiyon görülmeyen hastalarda Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 

genlerinin β-actin ile normalize edilmiĢ ekspresyon düzeyleri. Değerler ortalama±SEM 
olarak verilmiĢtir. (* p<0,05, ** p<0,01, Argonaute2 p=0,10, n=13) 
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TARTIġMA 
 

Günümüzde tespit edilmiĢ yaklaĢık 1200 adet miRNA’nın, primer 
miRNA’dan olgun miRNA’ya gidiĢ sürecinde görev alan proteinlerden herhangi 
birindeki eksiklik veya farklılık, gen ekspresyon düzeyinde anlamlı etkiler göstererek 
miRNA’lardan bir ya da birkaçının ve hatta bazı durumlarda tüm miRNA profilinin 
sentezine etki etmektedir. Bu komponentlerdeki ekpresyon artıĢı veya azalıĢı hem tek 
baĢlarına hem de miRNA biyogenezini etkilemeleri sebebiyle önem taĢımaktadır. 
Organ nakli yapılacak hasta seçimi, immünsüpresan seçimi, nakil sonrası greftin 
sağkalım sürecinin takibi için miRNA biyogenez komponentlerinin önemli yeri 
olabilir. Bu özellikleriyle miRNA’lar ve olgun miRNA oluĢumunda görevli 
moleküller, organ nakli için biyobelirteç olabilmeleri yanı sıra önemli farmakolojik 
hedefler olarak da karĢımıza çıkmaktadır. 

Böbrek naklinde klinik özellilklerin ve biyopsi sonuçlarının ortaya koyduğu 
fenotiplerin yani greftin akıbetinin biyobelirteçler aracılığıyla önceden tahmini ve 
doğru bir Ģekilde sınıflandırmasının sağlanması transplantasyon alanındaki hedeflerin 
baĢında gelmektedir. Biyobelirteçler sayesinde hastanın durumunun belirlenmesi, 

uzun dönem immünsüpresif tedavinin önlenmesi veya kiĢiselleĢtirilmiĢ 
immünsüpresif tedavi uygulanması sağlanabilir. Bu da hastaların immünsüpresiflerin 
toksik etkilerine uzun dönem maruz kalmalarını engelleyebilecektir.  

miRNA’lar immün sistem, homeostazi, immün hastalıklar, fizyolojik 
olayların düzenlenmesi gibi pek çok önemli role sahip küçük RNA molekülleridir. 
Otoimmün hastalıklar ve kanser gibi immün sistemle iliĢkili hastalıklarda, miRNA 

ekspresyonlarında görülen değiĢimin etkisi olduğu ancak mekanizmasının henüz 
çözülemediği bilinmektedir. Yapılan sınırlı sayıdaki miRNA ekspresyon profilleme 
çalıĢmaları, miRNA’ların organ nakli hastalarının klinik evrelendirilmesi ve greft 

akıbetinin öngörülmesi amacıyla kullanılabileceğini göstermektedir. 

Böbrek nakli hastalarında yapılan bir gen ekspresyon çalıĢmasında 
PKMH’lerde ekspresyon değiĢikliği görülen genlerin çoğunlukla immün sistemde 
görevli genler olduğu, biyopsilerde ve PKMH’lerdeki ekspresyon değiĢimlerinin 
örtüĢmediği rapor edilmiĢtir. PKMH’lerdeki gen ekspresyon profillerinin normal 
böbrekte ve fonksiyonu normal seyreden böbrek greftlerinde farklı olmasının 
transplantasyonu, immüniteyi ve immünsüpresanların etki mekanizmalarını 
tanımlamaya yardımcı olabileceği belirtilmiĢtir [36].  

Tüm bu bilgiler ıĢığında çalıĢmamızda organ nakli hastalarında miRNA 
biyogenezinde görevli komponentlerin ekspresyon profilleri ilk kez gösterilmiĢtir. 
18-60 yaĢ arası 16 böbrek nakli alıcısının nakil öncesi hiçbir immünsüpresan tedavi 
almadan ve nakil sonrası 3. ay dönemlerindeki, miRNA biyogenez komponentlerinin 
ekspresyon değiĢimlerinin mRNA ve protein düzeyinde gösterilmesi hedeflenmiĢtir. 
Literatür çalıĢmaları PKMH’lerdeki ekspresyon değiĢimlerinin invaziv bir giriĢime 
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gerek kalmadan böbrek fonksiyonu, immünsüpresanların etkisi, greftin akıbeti ile 
ilgili fikir verebileceğini göstermektedir. Biz de çalıĢmamızda, seçilen 
komponentlerin ekspresyonlarını  PKMH’lerde inceledik.  

Pri-miRNA’nın kesilerek pre-miRNA’ya dönüĢümünü sağlayan RNaz III 
ailesinden bir enzim olan Drosha ve kofaktörü DGCR8, pre-miRNA’nın çekirdek 
dıĢına çıkmasını sağlayan Exportin5, pre-miRNA’nın sitoplazmada kesilerek dupleks 
yapı oluĢturmasını sağlayan, yine RNaz III ailesinden bir enzim olan Dicer ve kararlı 
miRNA zincir seçilimini sağlayan Argonaute2 komponentlerinin ekpresyon 
düzeylerinin değiĢimleri araĢtırılmıĢtır.  

Ekspresyon düzeylerini mRNA düzeyinde göstermek için real-time (gerçek 
zamanlı) RT-PCR ve protein düzeyinde göstermek için de Western Blot teknikleri 
kullanılmıĢtır. Bu teknikler halen ekspresyon çalıĢmalarındaki altın standart 
yöntemler olarak kabul görmektedir. Real-time RT-PCR, uygun primer kullanımı ile 
çok spesifik sonuçlar vermektedir. Son yıllarda tüm ekspresyon profilini göstermek 
için kullanılan mikrodizin (microarray) sonuçlarının validasyonu için de sıklıkla 
kullanılmaktadır. Bu yöntemler sayesinde seçilen komponentlerin hem mRNA hem 

de protein ekspresyon seviyeleri gösterilmiĢ ve birbirleriyle kıyaslama fırsatı 
yakalanmıĢtır. 

Böbrek nakli alıcılarında immünsüpresanların etkisiyle görülen değiĢimin 
gösterilmesi hedeflenmiĢ ancak 3 hastada rejeksiyon görülmesiyle, rejeksiyon 

durumundaki ekspresyon değiĢimlerinin gözlenmesi de mümkün olmuĢtur. Ġki 
olguda akut rejeksiyon, bir olguda ise kronik rejeksiyon seyretmiĢ ve greft kaybıyla 
sonuçlanmıĢtır.  

Tez çalıĢmamızda yer alan tüm hastaların PKMH’lerindeki protein 
ekspresyon düzeyleri gösterilmiĢ ve Exportin5 için değiĢim görülmemiĢ, diğer 
komponentler için azalma gerçekleĢmiĢtir. Exportin5 protein ekspresyonunun 

değiĢmemesi, hastaların bir kısmında azalma görülürken bir kısmında artıĢ 
görülmesine bağlı olabilir. Argonaute2’de seyreden azalma istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur. Argonaute proteinin miRNA biyogenezindeki önemli rolleri 
göz önüne alındığında bu proteinin azalmasının, miRNA’ların hedefleri olan mRNA 
moleküllerinin post-transkripsiyonel regülasyonlarını gerçekleĢtirmede aksaklığa 
sebep olacağını tahmin etmek zor değildir.  

Western blot sonuçları her hasta için tek tek incelendiğinde protein 
ekspresyonlarındaki değiĢimin tüm hastalarda aynı seyretmediği görülmüĢtür. Genel 

ekspresyon profilinde azalma görülmesine rağmen belirgin ekspresyon artıĢı 
gözlenen olgular olmuĢtur. Bunlar Dicer için H3, H11, H15, H19; Drosha için H3, 
H4, H5, H15, H19; DGCR8 için H3, H4, H5, H13, H15, H17, H19; Exportin5 için 
H4, H11, H14, H17, H21, H23 ve Argonaute2 için H3, H13, H15’tir. Görüldüğü gibi 
Dicer, Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 protein ekspresyon artıĢları için ortak olgular 
bulunmaktadır. H3, H13, H15 ve H19 olgularında rastladığımız ekspresyon artıĢları, 
bu hastaların diğer hastlardan farklı özellikleri olduğunu düĢündürmektedir. 

Hastaların elimizde olan bilgileri karĢılaĢtırılmıĢ ancak bir benzerlik görülememiĢtir. 
Bu durum hastaların demografik farklılıklarından, HLA uyumlarından, donörlerin 
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akrabalık derecesinden, tanı farklarından kaynaklanıyor olabilir. Bu olguların daha 

uzun zaman dilimi içinde takip edilmesi, daha iyi bir sonuç elde edilmesini 
sağlayabilir. 

Böbrek nakli hastalarındaki gen ekspresyon düzeyleri incelendiğinde tüm 
hastalarda her gende istatistiksel olarak anlamlı azalmaya rastlanmıĢtır. Bu sonuç 
immünsüpresanların miRNA biyogenezindeki global etkisini göstermesi açısından 
büyük önem taĢımaktadır. Greftin akıbetiyle iliĢkili olarak değiĢen miRNA 
ekspresyon profilleri göz önüne alındığında bu durum beklenen bir sonuçtur [4, 5, 

31, 37].  

ÇalıĢmamızdaki hastalara uygulanan immünsüpresan grupları rejeksiyon 
gerçekleĢen hastalar da dahil olmak üzere 14 hastada Tac+MFA ve iki hastada 
Tac+Eve+MFA’dır. Ġlk basamak olarak ilaç gruplarının protein ekspresyon 

değiĢimleri ile iliĢkisi olup olmadığı incelenmiĢtir. Tac+MFA grubu ilaç kullanan 
hastalarda Drosha ve Exportin5’te değiĢim görülmemiĢ, diğer komponentlerin 
ekspresyonlarında ise azalma görülmüĢtür. Argonaute2’nin protein düzeyindeki 
ekspresyonunda karĢımıza çıkan azalma anlamlı bulunmuĢtur. Tac+Eve+MFA 
kullanan hastalarda ise Dicer ve Exportin5 ekspresyonlarında değiĢme görülmemiĢ 
diğer protein ekspresyonları ise azalmıĢtır. Bu ilaç grubunu kullanan iki olgunun 
Dicer ve Exportin5 ekspresyonları incelendiğinde bir olguda artıĢ, diğerinde ise 
azalma görülmüĢtür. Dolayısıyla bu farklılıklar ile Everolimus kullanımı arasında bir 

iliĢki kurulamamıĢtır. Bu değiĢikliğin hastaların demografik özelliklerinden 

kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

Bu iki gruptaki gen ekspresyon değiĢimleri incelendiğinde, Tac+MFA grubu 

ilaç kullanımının tüm gen ekspresyonlarında anlamlı azalmaya sebep olduğu 
görülmüĢtür. Bu immünsüpresanların miRNA biyogenezi üzerindeki global etkisini 
göstermektedir. Tac+Eve+MFA grubunda ilgi çekici sonuçlar elde edilmiĢtir. Dicer 

ekspresyonu değiĢmemiĢ, Argonaute2 ekspresyonunda ise artıĢ görülmüĢtür. Bu 

durum Everolimus’un bu genlerin ekspresyonu üzerinde diğer ilaçlardan farklı bir 
etkisi olabileceğini düĢündürmektedir. Yine de bu kadar az sayıda hasta için ilacın bu 
komponentler üzerindeki etkisi ile ilgili bir çıkarım yapmak Ģu aĢamada mümkün 
değildir. 

Ġkinci basamak olarak rejeksiyon görülmeyen hastaların ekspresyon profilleri 
karĢılaĢtırıldı. Tüm hastalar için bulunan tablo ile karĢılaĢıldı. Exportin5’in protein 
ekspresyonunda değiĢim görülmezken, diğer komponentlerin ekspresyonlarında 
azalma, Argonaute2 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü. 
Gen ekspresyon düzeyleri de her gen için azalma gösterdi.  

Rejeksiyon görülen hastaların ekspresyon değiĢimlerinde anlamlı bir fark 
bulunamamıĢtır. Bu durum hem akut ve kronik rejeksiyon görülen hastaların bir 
arada incelenmesinden hem de sayının çok küçük olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

Protein ekspresyon değiĢimlerini rejeksiyon görülen hastalarda tek tek incelemek 
daha doğru bir yaklaĢım olacaktır.  Kronik rejeksiyon gerçekleĢmiĢ olan H13’te 
Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 protein ekspresyonlarındaki değiĢim hem normal 
seyreden hastalardan hem de akut rejeksiyon görülen hastalardan farklıdır. DGCR8 
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protein ekspresyonunda diğer hastalarda karĢılaĢtığımız azalma yerine bir artıĢ söz 
konusudur. Drosha ve Argonaute2 ekspresyonunda ise yine bir azalma beklenirken 

değiĢim olmadığı görülmüĢtür. Bu durumda nakil sonrası immünsüpresanların 
etkisiyle miRNA biyogenezinde olması gereken regülasyonun, kronik rejeksiyon 

geliĢen olguda gerçekleĢemediği yorumu yapılabilir. Exportin5 protein ekspresyonu 

artan ve azalan hastalar bulunduğundan, rejeksiyon görülen hastalarda bu protein için 
yorum yapılamamaktadır.  

Protein ekspresyonunda azalma beklenen Argonaute2’nin kronik rejeksiyon 

gerçekleĢmiĢ olan H13’te değiĢim göstermemesi ve DGCR8’in artıĢ göstermesi, 
Argonaute2’nin ve DGCR8’in kronik rejeksiyon için biyobelirteç olarak 
kullanılabileceğini, kronik rejeksiyon gerçekleĢmiĢ hasta sayısının artması ile anlamlı 
bir sonuç bulunabileceğini düĢündürmektedir. 

Akut rejeksiyon görülen hastalarda rejeksiyon görülmeyen profile benzer bir 
tablo ortaya çıkmasının yanında akut rejeksiyon geliĢen olgu H23’te Exportin5’te 
görülen artıĢ, Exportin5’in akut rejeksiyon için hedef bir biyobelirteç olabileceğini 
düĢündürmektedir. 

Rejeksiyon gerçekleĢmiĢ hastaların gen ekspresyonları post-op 3. ayda 

yaklaĢık 2 kat azalma göstermiĢtir. Kronik rejeksiyon gerçekleĢmiĢ olan H13’te 
görülen azalma katsayılarının diğer hastalarda görülenlerden daha fazla olduğu göze 
çarpmıĢtır. miRNA biyogenez komponentlerinde mRNA düzeyinde gerçekleĢmiĢ 
olan daha büyük orandaki bu azalma kronik rejeksiyon geliĢmesiyle iliĢkili olabilir. 

miRNA biyogenez komponentlerindeki ekpresyon değiĢimlerinin kanserin 
seyri ile iliĢkilendirilebileceğini gösteren çalıĢmalarda hasta sayılarının 1oo’den fazla 
olduğu görülmüĢtür [34, 38]. Biz de daha geniĢ kapsamlı bir çalıĢma ile ekspresyon 
değiĢimlerini etkileyen faktörleri tanımlama Ģansına eriĢebiliriz.  

Böbrek nakli hastalarının miRNA profilini gösteren çalıĢmalar, spesifik 
miRNA’ların ekspresyon değiĢimlerinin akut rejeksiyonun önceden tahmininde veya 
tedavisinde kullanılabileceğini, farklı rejeksiyon türlerinde farklı miRNA profilleri 
olduğunu göstermiĢtir [4, 5, 31]. 2012 yılında yapılan bir çalıĢmada tolerans 
sağlanmıĢ hastalarda PKMH’lerde immünsüpresan kullanan hastalara kıyasla miR-

142-3p’nin ekspresyonunda artıĢ bildirilmiĢtir [37]. Dolayısıyla greftin akıbetini 
belirleyebilmek ve rejeksiyon çeĢitlerinin ayırt edilebilmesi için miRNA’ların 
potensiyel terapötik moleküller olduğu öne sürülmektedirler. Ancak bazı çalıĢmaların 
sonuçlarının örtüĢmemesi henüz bu moleküllerin rutinde kullanılamayacağını ve 
daha geniĢ kapsamlı çalıĢmaların yapılması gerektiğini ortaya koymaktadır. 

Organ nakli hastalarında miRNA biyogenezinde görevli komponentlerin 

ekspresyon profili çalıĢmaları yapılmamıĢtır.  Ancak bu komponentlerdeki 
mutasyonları veya ekspresyon farklılıklarını baĢta kanser olmak üzere belirli 
patolojik durumlarla iliĢkilendirilen yayınlar karĢımıza çıkmaktadır. Kanser 
hücrelerinde Exportin5’teki genetik bir bozukluğun, öncü miRNA’ların hücre 
çekirdeğinde biriktiğini ve normal Exportin5’in ise tümör süpresör etkisinin olduğu 
gösterilmiĢtir [35]. Over kanserinde Dicer ve Drosha’nın mRNA ve protein 
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düzeyinde ekspresyonlarında azalma kanser aĢamaları ile, ekspresyonlardaki artıĢ ise 
sağkalım süresinin artıĢı ile iliĢkili bulunmuĢtur. Bunların yanı sıra Dicer ve Drosha 
genlerinde yanlıĢ anlamlı mutasyonlar olduğu gösterilmiĢtir [34]. Küçük hücreli dıĢı 
akciğer kanserlerinde yine Dicer ve Drosha’nın ekspresyon değiĢimlerinin histolojik 
derecelendirme ve sağkalımla iliĢkili olabileceği belirtilmiĢtir [38].  
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SONUÇLAR 

 

Yukarıdaki bilgiler ıĢığında greftin seyri ile iliĢkilendirilecek miRNA 
ekspresyon çalıĢmalarının literatürde anlamlı bir yere sahip olduğu görülmüĢ ancak 
organ nakli alanında miRNA biyogenez komponentlerinin ekspresyon profilleri 
çalıĢmalarının eksikliği farkedilmiĢtir.  miRNA biyogenez komponentleri olgun 

miRNA oluĢmasını sağladıkları için greftin akıbetini göstermek açısından anlamlı 
olabilir. Bu yüzden olgu sayısı açısından tek baĢına yeterli olmamakla beraber, 
çalıĢmamız böbrek nakli hastalarında miRNA biyogenez komponentlerinin 
ekspresyon profillerinin ve bu ekspresyonların kullanılan immunsüpresan ilaçlarla 
etkileĢiminin gösterildiği ilk çalıĢma olması bakımından önem taĢımaktadır.  

ÇalıĢmamıza dahil edilen böbrek nakli olgularında greft fonksiyonları normal 
seyreden hastalarda, miRNA biyogenezinde görevli baĢlıca komponentlerden olan 
Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 ekspresyonlarında görülen 
azalmalar, rejeksiyonun gerçekleĢmeyeceğinin veya belki de toleransın 
sağlanacağının göstergesi olarak klinikte kullanılabilir. Rejeksiyon geliĢmiĢ 
olgularda, greft fonksiyonları normal seyreden olgulardan farklı olduğu gözlenen 
DGCR8, Exportin5 ve Argonaute2 molekülleri, rejeksiyon geliĢimini öngören 
potansiyel biyobelirteçler olabilir. 

Sonuç olarak, literatürden elde edilen bilgiler doğrultusunda çalıĢmamızda 
hedef olarak belirlediğimiz ve istatistiksel olarak anlamlı bulgular ile tartıĢtığımız 
miRNA biyogenez komponentleri olan Dicer, Drosha, DGCR8, Exportin5 ve 

Argonaute2 moleküllerinin böbrek nakli vakalarında ekspresyon değiĢimlerini 
etkileyen faktörleri tanımlamak, bu değiĢiklikleri greftin akıbeti ile 
iliĢkilendirebilmek ve bu moleküllerin immünsüpresan seçiminde yardımını anlamlı 
olarak gösterebilmek için vaka sayısı açısından daha geniĢ kapsamlı ve vakaların 
daha uzun süre takip edildiği çalıĢmalara gerek olduğunu düĢünmekteyiz. 
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