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OZET

Transplantasyon alaninda, klinik belirtiler ortaya c¢ikmadan oOnce greftin
akibetini Onceden kestirebilmek i¢in biyobelirte¢ c¢aligmalar1 yapilmaktadir. Son
yillarda mikroRNA’lar ¢ok sayida hastaligin teshisi ve prognozu i¢in biyobelirteg
olmaya aday molekiillerdir. Bu dogrultuda immiinsiipresanlarin miRNA
biyogenezinde gorevli komponentlerin seviyeleri tizerindeki etkilerini arastirdik.

Bobrek nakli hastalarinda nakil oncesi ve nakilden 3 ay sonrasinda periferik
kandaki monontikleer hiicrelerin lizatlarinda Dicer, Drosha, DGCRS, Argonaute2 ve
Exportin5 ekspresyon seviyelerini inceledik. Rejeksiyon gerceklesmeyen hastalarda
Dicer, Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 ekspresyon seviyelerinde azalma goriiliirken
Exportin5 ekspresyonunda bir degisime rastlanmadi. Ancak kronik rejeksiyon
gelisen olguda Dicer hari¢ diger protein ekspresyonlarinda degisimler goriildii. Akut
rejeksiyon gelisen olguda ise Exportin5 ekspresyonunda artig gozlendi. Bu genlerin
mRNA ekspresyon seviyeleri transplantasyon sonrasi 3. ayda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gosterdi ve bu azalma kronik rejeksiyon gelisen olguda daha
fazlaydi. Bunlara ek olarak, Everolimus kullanan hastalarda Dicer ekspresyonu
degismezken Argonaute2 ekspresyonunda artis goriildii.

Sonug¢ olarak calismamiz immiinsiipresif ilaglarin miRNA sentezini
etkileyebilecegini ve nakledilen organin takibi i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek nakli, Biyobelirteg, MikroRNA,

MikroRNA biyogenezi, Immiinsiipresan.
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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, DGCRS8, 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, DGCRS8 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. mMRINA 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, Inmunosuppressant.
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GIRIS

Organ nakli; basta bobrek olmak iizere islevini yerine getiremeyen pek cok
organ i¢in son tedavi secene8i olarak hastalarin hayat kalitesinde olumlu
degisiklikler saglayan onemli bir tedavi yontemidir. Organ naklinden sonra goriilen
en Onemli sorunlar hayat boyu immiinsiipresan kullanimi1 sonucu enfeksiyon
hastaliklar1 ve tiimor olusumu riskinin artmasi, akut ve kronik organ rejeksiyonu ve
orijinal hastaligin tekrar etmesidir. Immiinsupresan tedavi seceneklerinin gelismesi
ve hasta takiplerinin daha diizenli yapilmasi ile akut rejeksiyon goriilme sikligi
azalmistir. Ancak gilinlimiizde invaziv olmayan biyobelirteclerin eksikligi erken
teshisi ve optimize edilmis bir tedavi olanagini zorlagtirmaktadir [1].

Son donem c¢aligmalar hastaliklarin teshisi ve takibinde potansiyel bir
biyobelirte¢ olan mikroRNA’lar (miRNA) iizerinde yogunlasmistir. miRNA’lar
hiicre déngiisii, immiin cevap, apoptoz gibi hiicresel olaylarda rol oynar. immiin
cevap icin gerekli olan inflamasyon, T ve B hiicre farklilasmasi ve sinyal
mekanizmalarmi diizenlerler. Dolayisiyla miRNA’lar organ rejeksiyonunda ya da
toleransin gelismesinde etkili olan molekiillerdir [1, 2]. miRNA’lar yiiksek oranda
korunmus DNA bdlgelerinden kodlanan ve proteine translasyonu gergeklesmeyen
kiigiik regiilator RNA molekiilleridir. Bu molekiiller hedefleri olan mRNA’lara
baglanarak translasyonel baskilama veya mRNA yikimi sonucu gen ekspresyonunun
kontroliinii saglarlar [3].

miRNA biyogenezi ¢ekirdekte ve sitoplazmada olmak {iizere iki basamakta
gerceklesir. Bu basamaklarda 6zellesmis molekiiller gérev yapmaktadir. Bunlardan
en spesifik olanlari RNaz III ailesinden olan Drosha enzimi ve kofaktorii Pasha
(DGCRS), tasima reseptorii olan Exportin5, yine RNaz III ailesine ait bir enzim olan
Dicer endoniikleazi, kararli zincir seg¢ilimini saglayan Argonaute proteinidir [3].

Organ nakli hastalarinda miRNA ekspresyon profillerini gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Bobrek nakli hastalarinda akut rejeksiyon sonrast miRNA
ekspresyon profilleri ¢ikarilmis ve saglikli bireylerin profilleriyle karsilastirildiginda
20 adet miRNA ekspresyonunda farklilik oldugu gosterilmistir [4]. Bobrek nakli
sonrast allogreftlerden alinan biyopsi Orneklerinde ekspresyon seviyeleri degisen
miRNA’larin rejeksiyonun tanist ve dnceden tahmini i¢in %90°dan fazla oranda
sensitivite ve spesifiklik ile belirleyici molekiiller olabilecekleri gosterilmistir.
Bunlardan bazilarmin T ve B hiicre reseptorleri olan CD3 ve CD20 mRNA
diizeyleriyle korelasyon gosterdikleri gozlenmistir [5]. Periferik kandan elde edilen
mononiikleer hiicrelerdeki miRNA ekspresyon degisimleri incelenerek miR-142-5p
yine bobrek nakli hastalarinda rejeksiyon olayiyla iligkilendirilmis ve biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [6]. miR-155’in allogreftin immiinitesini
diizenledigi ve baskilanmasi durumunda rejeksiyonun 6nlenmesi icin potansiyel bir
terapotik ajan oldugu One siiriilmiistiir [7].



miRNA biyogenezinde gorevli proteinlerin ekspresyon profilleri yakin
zamanda basta kanser olmak iizere pek c¢ok hastalikla iligkilendirilmistir. Dicer
proteinin immiin sistemde rol oynadigi gosterilmistir [8, 9]. Ancak bu
komponentlerin organ nakliyle olan iliskisi heniliz gosterilmemistir. Giinlimiizde
organ nakli sonrasinda hastalarin klinikleriyle iliskilendirilebilecek etkin biyobelirteg
sayis1 siirli sayidadir, dolayisiyla klinik seyrin takibini etkili bigimde saglayabilecek
ve greftin akibetiyle ilgili bilgi verebilecek biyobelirteclere ihtiyag vardir. Bu
nedenle ¢alismamizda, bobrek nakli yapilan hastalarin nakil operasyonu oncesi ve
operasyon sonrasinda, periferik kan Orneklerinde miRNA islenmesinde gorevli
komponentlerden Dicer (NM_177438, NP_803187), Drosha (NM_013235,
NP _037367), DGCR8 (NM_022720, NP_073557), ExportinS (NM_020750,
NP _065801) ve Argonaute2 (NM_012154, NP_036286)’nin mRNA ve protein
ekspresyon diizeylerini arastirarak bu parametrelerin nakil sonrasi klinik seyrin takibi
ve immiinsiipresan etkinliginde seciciligi destekleyecek yeni aday molekiiler hedefler
olabilecegini gostermeyi 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

GENEL BiLGILER

2.1. Bobrek Yetmezligi

1970 yilindan 6nce son donem bobrek yetmezligi hastalart igin terapotik
secenekler cok smirliydi. Cok az sayida hasta sinirli sayidaki diyaliz merkezlerinden
yararlanabiliyordu. Bobrek nakli heniiz gelisiminin erken ddnemlerindeydi.
Transplantasyon immiinolojisi ve immiinsiipresif tedavi heniiz emekleme
donemindeydi. Dolayisiyla kronik bobrek yetmezligi hastalar i¢in bir 6liim
fermaniydi. Sonraki yillarda tedavi se¢enekleri biiyiik bir hizla gelisti.

Gilinlimiizde gelismis iilkelerde renal replasman tedavileri —diyaliz ve bobrek
nakli- aktif olarak kullanilmaktadir. Ancak gelismekte olan iilkeler hala bu tedavilere
ulasmak konusunda yeterince ilerlemis degillerdir. Giiney Asya’da son donem
bobrek yetmezligi teshisi alan hastalarin yaklasik % 90’1 teshisten sonraki birkac ay
icerisinde kaybedilmektedir. Son donem bdobrek yetmezligine erigen veya renal
replasman tedavisi gereken hastalarda uygun kosullar saglandigi takdirde hastanin
yasam kalitesini artirmak i¢in en uygun yontem bdbrek naklidir. Canli donérden ve
kadavradan yapilan bdbrek nakli oranlari gelismis tlkeler arasinda degisiklik
gostermektedir. Ulkeler arasinda gériilen bu farklarin baslica sebepleri, beyin 6liimii
konusundaki yasal kisitlamalar, kiiltiirel farkliliklar ve organ bagisina bakis agilaridir
[10].

Bobrek hastaligi veya bobrek yetmezligi ortaya ¢ikma zamanlarina gore akut
bobrek yetmezligi ve kronik bobrek yetmezligi olmak tizere iki grupta incelenebilir.

2.1.1. Akut Bobrek Yetmezligi

Bobrek fonksiyonunda 7 giin i¢inde ortaya ¢ikan kayiptir. Cok sayida
sebepleri olmakla birlikte genellikle dokuda olusan hasardan kaynaklanmaktadir.
Bobrekte gerceklesen iskemi olayr yani kan akisinin azalmasi, inflamasyon, zararli
maddelere maruziyet veya iiriner sistemin tikanmast sonucu idrar akisinin
engellenmesi baglica sebepler arasinda yer almaktadir. Serum kreatinin oraninda
minimal diizeyde bir artig gézlenir. Kronik bobrek yetmezligi gelismesine ve diyaliz
gereksinimine sebep oldugu diistiniilmektedir [11].

2.1.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Bobrek islevinin ilerleyerek kaybolmasi sonucu son donem bobrek yetmezligi
ortaya cikar. Tiirk Nefroloji Dernegi’nin verilerine gore lilkemizde her 6-7 eriskinden
birinde ¢esitli evrelerde kronik bobrek yetmezligi (KBY) goriilmektedir. ABD’de
yaklasik 20 milyon yetiskin KBY hastas1 vardir [10]. KBY evresindeki hastalarda
eslik eden kalp-damar hastaliklarina bagli erken 6liim riski ortaya ¢ikmaktadir. Bu
bireylerin 6liim riski genel toplumdan 10-30 kat daha fazladir. KBY hastalarinin
yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in diyalize ihtiyaglar1 vardir [12].



2.2. Renal Replasman Tedavileri

Renal replasman tedavileri (RRT) 1960’lardan beri tiim diinyada artan bir
hizla uygulanmaktadir. Yeni boyutlar kazanmakta ve siirekli olarak kalitesinde artis
goriilmektedir. 2012 yilindan itibaren Saglik Bakanlii’ndan alinan hasta temelli
verilere gore yapilan hesaplamalarda, RRT goren hastalarin prevalansi milyon niifus
basina 870, insidansi ise milyon niifus bagina 138 olarak goriilmiistiir. Sekil 2.1°de
RRT tedavisi goren hastalarinin prevalans ve insidansinin 2001°den bu yana olan
degisimi gorilmektedir [13].
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1990 yilinda Prof. Dr. Ekrem Erek tarafindan temelleri atilan Tiirk Nefroloji
Dernegi kayit sistemi, hemodiyaliz, periton diyalizi ve transplantasyon ile ilgili
bilgileri toplamaktadir. 2013 yilinda 996 iinitenin 351’1 (% 35) verilerini internet
yolu ile bildirmis olup bu verilere gore toplam 66.711 hastaya RRT uygulanmustir.
Genel olarak RRT uygulanan hastalarin sayisinda yillar i¢inde bir artis goriilmektedir
(Sekil 2.2). RRT uygulanan tiim hastalarin % 79’unu olusturan 52.675 hasta ile en
stk uygulanan RRT tipi hemodiyalizdir. Bunu % 14°liik oran ile transplantasyon ve
% 7’lik bir oran ile periton diyalizi takip etmektedir.
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de renal replasman tedavisi uygulanan hasta sayilarinin yillar i¢inde degisimi
[13]



2.2.1 Hemodiyaliz

Diinya ¢apinda diyaliz hastalarinin sayis1 1 milyondan fazladir. Son donem
bobrek yetmezligi hastalarinin tedavisinde en ¢ok uygulanan yontem hemodiyalizdir.
Ulkemizde ilk kez 1965 yilinda uygulanan hemodiyaliz yaklasik 350 ulusal
merkezde bulunmaktadir [14]. Diyaliz boyunca soliit yari-gegirgen bir zardan
difiizyonla uzaklastirilir. 2.5 ile 5 saat arasinda bir uygulama siiresi olmakla beraber
haftada yaklasik 3 kez tekrarlanir [10].

2013 yilinda hemodiyalize yeni baglayan hasta sayist 8757 olup toplam
hemodiyaliz hasta sayis1 52.675°tir ve yillik artis egilimi devam etmektedir.
Tiirkiye’de hemodiyaliz tedavisi goren tiim hastalarin % 56,1°1 erkek ve % 43,9’u
kadin hastalardir. Hemodiyaliz hastalarinin yas dagilimlar1 Tablo 2.1°de
gosterilmistir. Hastalarin %80’den fazlasini orta yash ve yash hasta popiilasyonu
olusturmaktadir [13].

Tablo 2.1. Hemodiyaliz, periton diyalizi ve transplantasyon hastalarinin yas dagilimi [13]

Yas 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 hastalarinda baglica etiyolojik faktor %36’lik bir oran ile
diabetes mellitus’tur (Sekil 2.3). Bunu sirasiyla hipertansiyon (% 29),
glomeriilonefrit (% 6), polikistik bobrek hastaligi (% 3), piyelonefrit (% 2) ve
amiloidoz (% 1) takip etmektedir. Tablo 2.2°de hastalarin diyaliz siiresine gore
dagilimlar1 gosterilmistir. Bu hastalarin % 35’1 5 yildan fazla siiredir hemodiyalize
girmektedir. Hemodiyaliz hastalarinin baslica oliim sebepleri kardiyovaskiiler
nedenlerdir (% 53,4) ve 2013 yilinda 8260 hemodiyaliz hastas1 kaybedilmistir [13].

Tablo 2.2. Hastalarin renal replasman tedavisinde gegirdikleri siire [13]

Stire (y1l) 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 zarmin, siv1 ve soliit ge¢irgenligi 6zelligi ile endojen
bir diyaliz membrani1 olarak kullanildigi, hemodiyalize alternatif bir yontemdir.
Hastaya yerlestirilen kateter kullanilarak uygulanmaktadir. Bu yontemle karin
bosluguna yer ¢ekimi etkisi ile periton diyaliz sivisi verilir, bir siire karin boslugunda
bekletilir ve uzaklastirilir. Siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve aletli periton
diyalizi (APD) olmak {izere iki cesittir. Periton diyalizinin hemodiyalize gore baslica




avantaji1 hastalarin ev ortaminda diyalizi gergeklestirebilmeleridir. Bir diger avantaji
da kan veya serum iire, kreatinin, sodyum ve potasyum diizeylerinin goreli olarak
sabit tutulabilmesidir [10].

ABD’de hastalarin % 10’undan daha azi tedavilerine periton diyalizi ile
baslamaktadir [10]. Ulkemizde 2013 yil1 verilerine gore toplam periton diyalizi hasta
sayist 4537°dir ve son yillarda periton diyalizi hastalarinda bir azalma egilimi
goriilmektedir. Periton diyalizine 2013 yilinda yeni baslayan hasta sayis1 1150’dir.
Periton diyalizi tedavisi uygulanan mevcut tiim hastalarin % 51°1 erkek ve % 49’u
kadin hastalardir. Tablo 2.1°de periton diyalizi hastalarimin yas dagilimlar
gosterilmektedir. Yeni periton diyalizi hastalarinda % 35,4’liikk bir oran ile
hipertansiyon ilk sirada yer alan etiyolojik faktordiir (Sekil 2.3). Bunu sirasiyla
diabetes mellitus (% 31), glomeriilonefrit (% 10,4), polikistik bobrek hastalig
(% 3,3) ve amiloidoz (% 2,2) takip etmektedir [13].

Hastalarin diyaliz siiresine gore dagilimlar1 Tablo 2.2°de gosterilmistir. Bu
hastalarin % 30°u 5 yildan fazla siiredir periton diyalizi tedavisi almaktadir. Periton
diyalizi hastalarimin baslica 6lim sebepleri hemodiyaliz hastalarinda oldugu gibi
kardiyovaskiiler nedenlerdir (% 43,2) [13].
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Sekil 2.3. Renal replasman tedavisi goren hastalarda primer etiyolojinin yillar i¢indeki degisimi [13]

DM: Diabetes mellitus, KGN: Kronik glomeriilonefrit, HT: Hipertansiyon, PBH:
Polikistik bobrek hastaligi, PN: Piyelonefrit.



2.2.3. Bobrek Nakli

Tiirkiye’de ilk basarili bdbrek nakli 1975 yilinda Hacettepe Universitesi
hastanesinde Dr. Mehmet Haberal ve ekibi tarafindan canli akraba vericiden
yapilmustir [14]. Gergeklestirilen bobrek nakli sayist giderek artis gostermektedir
(Sekil 2.4). Saglik Bakanlig1 verilerine gére 2013 yilinda 2944 hastaya bobrek nakli
gerceklestirilmistir. Tablo 2.1’de 2013’te bobrek nakli gergeklesen hastalarin yas
dagilimlar1 incelendiginde hastalarin cogunun 20-44 yas aralifinda oldugu
goriilmektedir. Nakillerin yaklasik % 80’1 canli vericiden yapilmistir ve kadavra
verici orani ise ne yazik ki yillar i¢inde gerilemektedir (Sekil 2.5). Canli vericilerin
biiyiik ¢ogunlugunu (% 48,8) alicilarin birinci derece akrabalart olusturmaktadir.
Verici olan esler ve ikinci derece akrabalarin oranlari ise hemen hemen aynidir
(% 19 ve % 17,3) [13].
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Sekil 2.4.  Yillara gore yapilan nakil sayilar1 (Tiirk Nefroloji Dernegi, 2013)
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Sekil 2.5. Tiirkiye’de yapilan bobrek nakillerinde kadaverik nakil orani [13]



Transplantasyon hastalarinin % 33’tinde primer etiyoloji bilinmemekle
birlikte hipertansiyon (% 18), glomeriilonefrit (% 14), piyelonefrit (% 9) ve diabetes
mellitus (% 8) baslica sebeplerdir (Sekil 2.3). Organ nakli 6ncesinde hastalarin
% 66’sinda hemodiyaliz, % 9,9’unda periton diyalizi uygulanmis olup % 23,6’s1 ise
preemptif yani diyaliz baslamadan nakil olmuslardir [13].

2.3.  Transplantasyon Immiinolojisi

Nakil islemi genetik olarak farkli, ayni tiirden bireyler arasinda yapiliyorsa
allojenik greft veya allogreft olarak adlandirilir. Genetik olarak identik bireyler (tek
yumurta ikizleri) arasinda ise sinjenik, bireyin kendisinden ise otolog ve farkli tiirler
arasinda ise zenojenik greft olarak siniflandirilmistir [15].

Nakli gerceklestirilen organa gosterilen immiin tepki 3 asamada incelenebilir;

1) Yabanci antijenlerin taninmasi
2) Antijen-spesifik lenfositlerin aktivasyonu
3) Greft rejeksiyonunun etkili fazi [15]

Immiin sistem temel olarak kendinden olan ve olmayan antijenleri tanima
kapasitesine sahiptir. Allogrefte gosterdigi immiin tepki ve nakledilen orgam
reddedebilme gibi giiclii bir kapasiteye sahip olmasi uzun bir siire sasirtict olmussa
da bu durum immiin sistemin kendinden olmayana verdigi tepki dolayisiyla
gerceklesmektedir. Inbred farelerde yapilan greft kabulii ve rejeksiyonu ¢alismalari,
rejeksiyonun basit Mendel kalittim kurallar1 ile kontrol edildigini gdstermistir. Bu
olaydan sorumlu olan genler 6. kromozomun kisa kolu iizerinde tasman major
histokompatibilite kompleksi (MHC) genleridir (Sekil 2.6). Primer immiin yaniti
olusturabilen en gii¢lii antijenler olan MHC hiicre yiizey proteinlerini kodlarlar.
Insanlarda tek yumurta ikizleri arasindaki sinjenik greftler kabul edilir ¢iinkii alic1 ve
dondr aymt MHC molekiillerine sahiptir. Ancak alict ve dondr arasinda MHC
antijenlerinde fark oldugu durumda allojenik greft reddedilecektir. 1980’lerin
sonunda ve 1990’larda immiinsiipresif stratejilerin gelistirilmesi akut rejeksiyonun
onemli Olgiide distiriilebildigini gostermistir [16].
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T hiicre antijen reseptorleri oncelikli olarak MHC molekiillerine baglanmis
olan peptidleri tanirlar. Dolayisiyla T hiicre aktivasyonu kritik olarak MHC
molekiillerine baglidir. MHC molekiilleri 3 smif altinda incelenir; Siif I, Sinif II ve
Smif III. insanlarda MHC genleri HLA (human leukocyte antigen) genleri olarak
adlandirilir. Simif I MHC genleri tiim cekirdekli hiicrelerde bulunan HLA-A, HLA-B
ve HLA-C; smif II MHC genleri antijen sunan hiicrelerde (APC- antigen presenting
cells); makrofajlar, dendritik hiicreler ve B lenfositlerde bulunan HLA-DP, HLA-DQ
ve HLA-DR’dir [15].

MHC genlerinin en Onemli ozelliklerinden bir tanesi polimorfik yapida
bulunmalaridir. Her MHC lokusundan HLA-A1, HLA-A2 gibi yiizlerce farkl
molekiil kodlanabilir. Bu sekilde her bireyden farkli molekiillerin ekspresyonu
saglanir. MHC genlerinin bir diger 6zelligi de kodominant ekspresyon ozelligidir ki
bir MHC genotipinde toplam 12 farkli MHC molekiiliiniin olmasini saglamaktadir.
Bu polimorfik yapi, evrimsel siiregte MHC molekiillerinin genis bir yelpazede
mikrobiyal peptidlere baglanabilmelerine, bunlar1 T hiicrelerine sunmalarina ve
basaril1 bir sekilde immiin tepkinin ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir [15].

Antijenlerin kiiclik peptid parcalarina ayrigmasi ve bu pargalarin MHC
molekiillerine baglanmasi antijen islenmesi olarak adlandirilir. Smif I MHC
molekiilleri hiicrede sentezlenen endojen peptidlere baglanirken, smif II MHC
molekiilleri hiicreye disardan alinan proteinlerin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan
peptid parcalarina baglanir. MHC molekiilleri ile sunulan peptidler T hiicreler
tizerindeki T hiicre reseptorleri tarafindan taninirlar. Antijen sunan hiicrelerden
dentritik hiicreler, T hiicrelerinin uyarilmasinda en etkili olan hiicrelerdir [18].

2.3.1. Alci ve Donérde Doku Uyumu ve Crossmatch (Capraz Uyum)

MHC molekiillerinde goriilen ayni polimorfizm, basarili bir organ nakli i¢in
bir engel teskil etmektedir. Allogreft dondr ve alict arasindaki MHC uyum oranm
organ naklinin basaris1 konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Organ nakli i¢in en
onemli MHC genleri HLA-A, HLA-B ve HLA-DR’dir. Ciinkii bu lokuslarda goriilen
uyumsuzluklarin rejeksiyon lizerinde daha biiylik etkisi oldugu goriilmistiir [15].
HLA-B ve —DR kisa stireli (1y1l), HLA-A uyumu da uzun siireli greft dmrii tizerinde
belirleyici durumdadir. Tiim antijenlerin uyumlu oldugu durum (0 HLA mismatch)
kisa ve uzun siireli greft dmriiniin en uzun oldugu durum olarak kabul edilmektedir
[19].

Panel reaktif antikor (PRA) olarak adlandirilan HLA antijenlerine karsi
olusturulan antikorlar, kan transfiizyonlari, gebelik, otoimmiin hastaliklar ve daha
once rejeksiyona ugramis bobrek grefti sebebiyle goriilmektedir. Alicida, donoriin
HLA’sina karsi sensitizasyon artmasi pozitif crossmatch demektir ve hiperakut
rejeksiyonla sonug¢lanmaktadir. Simif I HLA antikorlar i¢in dondérden alinan
orneklerden elde edilen T hiicrelerinin, Smif II HLA antikorlar1 i¢in de B
hiicrelerinin crossmatch sonuglar1 dnemlidir [19].



2.3.2. Alci ve Donorde ABO Kan Grubu Uyumu

Bobrekte Rh antijen ekspresyonu yoktur. Bu sebeple alict ve dondr arasinda
Rh uyumu aranmaz. A ve B kan grubu antijenleri ise bobrek vaskiiler endoteli
tizerinde bulunmaktadir. ABO uyumu goriilmeyen nakillerde A ve B gruplarina kars1
gelistirilen antikorlarin vaskiiler endotel hiicrelere baglanmasiyla iskemik nekroz
ortaya ¢ikar. Nakil dncesinde ¢esitli uygulamalarla basar1 elde edildigi gosterilmisse
de ABO uyumsuz nakillerde hiperakut rejeksiyon riski fazladir [19].

2.3.3. Organ Naklinde Tolerans

Tolerans, spesifik antijenlere immiin tepki gdosterilmemesi durumudur.
Kendinden olan antijenleri taniyarak otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesi saglanir.
Organ naklinde tolerans, grefte yikici bir immiin tepki gosterilmemesidir. Organ
nakli alicilar i¢in temel amag toleransin saglanmasi ve hastalarin immiinstipresiflerin
uzun stireli toksik etkilerinden kurtulmalaridir.

Toleransin  saglanmadigi  durumlarda global bir immiinsiipresyon
uygulanmalidir. Bu da alicilart enfeksiyonlara ve malignansilere agik duruma
getirmektedir. Son yillarda toleransin saglanmasi i¢in yogun c¢aligmalar
yapilmaktadir. Alicinin immiin sisteminin baskilanmasi ve sonrasinda alict ve
dondriin kemik iligi nakilleri ile rejeksiyona sebep olmayan kimerik bir immiin
sistem olusturulmaktadir. Immiinsiipresiflerin tamamen kesildigi basarili olgular
goriilmiustir [15].

2.3.4. Organ Rejeksiyonu

Organ naklinden sonra goriilen en 6nemli sorunlar organ rejeksiyonu yani
alicinin  nakli gergeklestirilen organ1 reddetmesi ve orijinal hastaligin tekrar
etmesidir. Ortaya ¢iktig1 zamana gore hiperakut, akut ve kronik rejeksiyon olarak
adlandirilir.

Hiperakut rejeksiyon vericinin endotel antijenine karsi onceden var olan
antikorlar aracihigi ile baglatilir. Akut rejeksiyon CD4" and CD8" T hiicrelerinin
alloantijenlere kars1 verdigi tepki ile gerceklesir. T-helper hiicreleri inflamasyonun
baslamasimi tetiklerken sitotoksik T hiicreleri greft hiicrelerinin parcalanmasini
indiikler. Kronik rejeksiyon aylar veya yillar siirebilir. Hiicre aracili veya antikor
aracili olarak ortaya ¢ikabilir. Kronik rejeksiyonun en belirgin 6zelligi damar duvari
kalinlasmasidir ve zamanla tikanabilir [20].

2.4. Organ Naklinde Kullanilan immiinsiipresifler

Organ naklinin kalic1 olabilmesi i¢in immiinsiipresif tedaviye ihtiya¢ vardir.
Akut rejeksiyonun Onlenmesi ve greft fonksiyonu kaybinin engellenmesi ig¢in
transplantasyon gerceklestirilen hastalara immiinstipresif tedavi uygulanmaktadir.
Immiinsiipresif rejimi hastalarmn 6zelliklerine gore secilmektedir.

Immiinsiipresif ila¢g kullanimindan &nceki basarisizliklardan sonra yeni
immiinsiipresan ilaglar gelistirilmesiyle birlikte solid organ nakli son 70 yilda en iyi
meyvelerini verdigi doneme girmistir. Bu biiyiikk gelisme, immiin sistem
fonksiyonlarmin altinda yatan mekanizmalarin ¢éziilmesiyle saglanmistir ve daha az
toksik immiinsiipresanlarin gelistirilmesine firsat tanimigtir [21].
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2.4.1. Kortikostereoidler

Steroidler immiinsiipresyonda ilk kullanilan ilaclardir ve immiinsiipresyonun
onemli bir basamagini teskil ederler. Stereoidler antiinflamatuvar 6zellige sahiptir ve
antijen sunumunu inhibe ederler. Glukokortikoidlerin T hiicre aktivasyonunu bloke
ettikleri, gen ekspresyonunu bloke ettikleri ve kalsinelirin bagimli T hiicre
aktivasyonunu inhibe ettikleri gosterilmistir. Ayrica kortikosteroidlerin IL-2 ve IL-6
kostimiilator aktiviteyi baskiladigi bilinmektedir. Kortikosteroidlerin bilinen yan
etkilerinden bazilar1 Cushingoid yiiz goriiniimii, enfeksiyonlara yatkinlik, biiyiime
geriligi, osteoporoz, glukoz intoleransi ve hipertansiyondur [22].

2.4.2. Siklosporin A

1980’lerin basinda klinik olarak kullanim1 baglayan siklosporin fungal orijinli
lipofilik siklik bir polipeptittir. Hiicre i¢i immiinofilin reseptorii olan siklofiline
baglanmasiyla immiinosiipresif etkisi baglar ve olusan bu kompleksle fonksiyonu IL-
2 transkipsiyonunu aktive etmek olan kalsineurine baglanip fosfataz aktivitesini
inhibe eder. Siklosporin, T hiicrelerinin irettigi IL-3, IL-4, IFN-y ve TNF-a gibi
lenfokin ekspresyonlarint da inhibe etmektedir. 1990’I1 yillarin sonuna kadar
steroidler ve azatioprin ile birlikte kullanilarak immiinosiipresyonda altin standart
olarak goriilmiistii. Siklosporinin baslica yan etkisi nefrotoksisite olmak iizere
hipertansiyon, hepatotoksisite, ndrotoksisite, lenfoproliferatif hastaliklar ve
hiperiirisemi hastalarda goriilen diger komplikasyonlardir. Fazla sayidaki yan
etkilerinin yan1 sira siklosporinin, steroidlerin osteopenik etkilerini Onledigi
bilinmektedir. Hastalarda miimkiin oldugu kadar diisiik dozlarda kullaniminin devam
ettirilmesi Oonerilmektedir [22, 23].

2.4.3. Azatioprin

6-merkaptopiirinin nitroimidazol derivesidir. Hem DNA hem RNA sentezini
inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engeller. Steroidlerden sonra kullanima
girmistir ve birlikte kullanimlart ile % 65 oraninda 1 yillik greft sagkalimi
goriilmiistiir. Lenfosit proliferasyonunu Onlemesi antijen stiimiilasyonu sonrasinda
gerceklestigi i¢in ilag kullanimina transplantasyon dncesinde baslamanin bir yarari
olmadig1 diisiiniilmektedir. Ilacin yan etkileri 16kopeni, trombositopeni, hepatit,
pankreatit, ates ve seyrek olarak deri dokiintiileridir [22, 23].

24.4. MMF

Mikofenolat mofetil karacigerde mikofenolik aside dontiserek GTP ve dGTP
biyosentezinde gorevli olan inozin monofosfat dehidrogenaz enzimini inhibe eder.
Bu enzim yeni piirin yapiminda rol almaktadir. Enzimin inhibe edilmesiyle T ve B
lenfositlerin proliferasyonu baskilanir. Mikofenolik asit ayn1 zamanda monositlerin
proliferasyonunu da inhibe eder ve farklilasmalarini hizlandirir. Monositlerin IL-1 ve
IL-6 iiretimi azalir. Enzim karacigerde metabolize edilir ve yar1 dmri yaklasik 18
saattir. Baslica yan etkileri istahsizlik, bulanti, 6zofajit, diyare, gastrit ve kemik iligi
stipresyonudur [22, 23].
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2.4.5. TOR Inhibitorleri

Son yillarda kullanilmaya baslamis, oldukga etkili bir ilag olan Sirolimus ve
Everolimus bu grupta yer almaktadir. Rapamycin olarak da bilinen Sirolimus 70-kd
S6 kinaz aktivasyonu ile protein sentezini Onler. CD28/B7 kostimiilator yolla
etkilenir ve GO-G1 fazinda T hiicre aktivasyonu blokaj1 gergeklesir. Etkilenen diger
hiicreler B hiicreleri, endotel hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve fibroblastlardir.
Immiinofiline (FKBP-12) baglanarak IL-2, IL-4, IL-7 ve IL-15’1 inhibe ettikleri
bilinmektedir. Rapamisinin yan etkileri trombositopeni, 16kopeni, hiperlipidemi ve

bazen diyaredir. Everolimus 2010 yilinda FDA onay1 almis bir Sirolimus varyantidir.
[22].

2.4.6. FK-506 (Takrolimus)

Siklosporinin yan etkilerinin gériilmesinden sonra ortaya ¢ikarilmistir ve ilk
defa 1989 yilinda kullanima girmistir. FK506 baglayici proteine baglanarak yine bir
kalsineiirin inhibitorii olan bir kompleks olusturur. Bu kompleks T hiicre reseptor
sinyal aktarimini inhibe ederek etki gosterir ve IL-2 {iretimi baskilanir. GO ve Gl
fazinda etkili olmaktadir. Takrolimus % 25 oraninda emilir ve yari omrii 8-9 saat
kadardir. Karacigerde CYP450-3A4 enzimi ile metabolize edilir. Takrolimus
kullaniminda diabetes mellitus goriilme riski daha fazladir. Siklosporine kiyasla
norotoksik yan etkileri daha fazladir. Buna bagli olarak bas agrisi, konfiizyon,
epilepsi, ansefalopati, uyku bozukluklar1 ve parestezi goriilebilir [22, 23].

2.4.7. Poliklonal immiinglobulinler

Insan lenfositlerinin at veya tavsanlara enjeksiyonu sonrasi anti-human
poliklonal antikorlar elde edilmistir. 1967 yilinda StarzI’m atlardan elde ettigi
antikorlar kullanilmistir. Anti lenfosit globulinlerin (ALG) elde edilmesi igin
lenfositler, anti timosit globiilinlerin (ATG) elde edilmesi icin de timositler kiiltiir
edilir. Lenfositlerin ¢ogu B lenfosit oldugu i¢in ALG, ATG’ye kiyasla bir
dezavantaja sahiptir. Poliklonal immiinoglobulinler kompleman yolu iizerinden
toplam lenfosit sayisini diislirerek immiinsiipresif etki gosterirler [22].

[k birkag doz ATG uygulanmasindan sonra ates ve titreme, deri dokiintiileri,
hipotansiyon, akut solunum sikintis1 ve anafilaksi gelisimi baslica yan etkileridir.
Poliklonal antikorlar ile immiinitenin ciddi olarak baskilanmasi sonucu firsatgi
enfeksiyon goriilme riski ve lenfoproliferatif hastaliklarin gelisme riski artmaktadir
[23].

2.4.8. Anti-CD3 Monoklonal Antikorlar

CD3’lin ¢ zincirine karst olusturulmus miirin monoklonal antikorlar
kullanilmaktadir. Bu antikorlar CD3+ T hiicrelerinin temizlenmesini saglamaktadir.
Kullanimda olan tek ilag OKT3’tir ve ilk kullannrmda ilk doz sendromu
gerceklesebilir. Sitokin salinim sendromuna sebep olur ve basta TNF-a araciligiyla
lislime, titreme, bas agrisi, bulanti, kusma, hipertansiyon gibi belirtiler ortaya
cikabildigi gibi bobrek fonksiyon bozukluklar1 da goriilebilir. Geg ortaya ¢ikan yan
etkileri ise serum hastalig1, herpes virtis, aseptik menenjit, CMV enfeksiyonu ve non-
Hodgkin lenfoma’dir [22].
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2.4.9. Antiinterlokin-2 Reseptor Antikorlar

Bu ilag grubu rejeksiyon profilaksisinde kullanilmaktadir. Aktif T
hiicrelerinin IL-2 reseptorlerini bloklayarak etki gosterirler. Kullanimda olan iki ilag
simulect ve zenapax’tir ve ATG’ye kiyasla yan etkilerinin daha az oldugu
gorilmistlir. Yar1 Omiirleri olduk¢a uzundur ve enfeksiyon ve lenfoproliferatif
hastaliklar goriilme riskini artirmamislardir [22].

2.5. Transplantasyon Alaninda Biyobelirtecler

Son on yilda transplantasyon alaninda 6zellikle ileri cerrahi teknikler ve daha
etkili immiinsiipresan tedavileriyle ilgili 6nemli gelismeler yasanmistir. Ancak ne
yazik ki kisa donem sonuglar, uzun donem sagkalim sonuglar1 hakkinda fikir
vermemektedir. Bu durum, greftin fonksiyonunu goriintiilemek i¢in kullanilabilecek
altin bir standardin olmayisindan kaynaklanabilir. Immiinitenin baskilanmasi,
immiinolojik ve immiinolojik olmayan yan etkilerinin yani sira, rejeksiyon orani ve
kronik allogreft disfonksiyonu arasindaki hassas dengenin korunmasi gerektiginden
zorlu bir durum ortaya ¢ikarmaktadir [3].

Giliniimiizde akut rejeksiyon, hastalik tekrar1 ve ilag toksisitesi gibi
durumlarin teshisi icin allogreft biyopsisi altin standardi olusturmaktadir. Ornekleme
hatas1 veya patolog raporlar1 arasindaki farkliliklar sebebiyle allogreft biyopsileri
genellikle subjektif veriler sunmaktadir. Ayrica, iyi tanimlanmis ug¢ noktalarin
yoklugu, kisa takip siireleri ve yeterince gii¢lii olmayan c¢alismalarin, klinik
transplantasyon alaninda biyobelirte¢ kullaniminda goriilen basar1 eksikligi ile iligkili
oldugu sodylenebilir [3].

Organ nakli gergeklestirilen hastalarda bireye 6zgii tedavi uygulayabilmek,
molekiiler degisikliklerin klinige yansimadan ortaya ¢ikarilmasi, erken teshis, tedavi
yanit1 ve greftin akibeti hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in 6zellikle invaziv
olmayan yontemler kullanilarak biyobelirte¢ arayislar1 siirmektedir. Hastaliklarin
molekiiler mekanizmalarinin genomik ve proteomik teknolojileri sayesinde agiga
cikarilmast sayesinde teshis ve tedavi amacli genomik temelli yeni stratejiler
gelistirilmistir [3].

Son doénemde karaciger, akciger, bobrek ve kalp transplantasyonlari igin
yaygin olarak calisilan potansiyel biyobelirtecler kemokinler ve sitokinlerdir. Bu
molekiiller akut rejeksiyon sirasinda immiin sistemde gorevli hiicrelerin
farklilagsmasi, hareketleri ve cogalmalarini saglar. Serum kreatinin veya proteiniiri ve
kandaki immiinsiipresan diizeylerinin kullanilmasiyla indirekt alloimmiin tepki
Olclimleri, giinlimiizde diinya ¢apinda bobrek nakillerinde kullanilan belirteglerdir.
Rejeksiyon riski olan veya nakledilen bobregi kabul etmeye uygun veya
immiinsilipresan tedavisinin giivenli bir sekilde minimize edilebilecegi hastalarin
belirlenmesi igin farkli biyolojik seviyeler gosterebilecek yeni biyobelirteglere
ihtiya¢ oldugu asikardir [24].

Hayvan deneyleri sonucu elde edilen biyobelirteglerin insanlarda
kullanimimin miimkiin olmasma karsin, farkli biyolojik mekanizmalara sahip
olmalar1 sebebiyle ¢cok az sayida biyobelirte¢ tanimlanmistir. Farelerde c¢ok diisiik
miktarlardaki immiinsiipresan kullanimi1 ile bile greftin kalict olarak kabul
edilmesinin saglanmas1 nispeten kolaydir [24].
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Pek ¢ok ¢alismada; organ nakli sonras1 greftin kabul edilmesi (tolerans) ya da
rejeksiyon gerceklesmesi durumlarinda bazi genlerin ekspresyon seviyelerindeki
belirgin degisiklikler periferik kan veya doku orneklerinde gosterilmistir. Tolerance
associated gene-1, mitokondriyel protein T-hiicre apoptoz (TOAG-1) ve a-1,2-
mannosidase genlerinin bobrek ve kalp transplantasyon sigan modelinde, periferik
kanda ve greftte akut ve kronik rejeksiyon oncesinde ve rejeksiyon boyunca
regiilasyonunun azaltildig1 (down-regiile edildigi); greft kabuliinde ise yiiksek oranda
ekspresyonunun goriildiigii belirtilmistir [25].

Hayvan modellerinde greft kabuliinde Treg’lerin potansiyel biyobelirteg
oldugu gosterilmistir. Kendiliginden uzun siireli greft kabulii gosteren bobrek nakli
yapilmis fare modelinde, greftlerde yiiksek oranda FoxP3+ Treg’lere rastlanmistir
[26].

Tolerans veya rejeksiyon i¢in kullanilacak olan biyobelirteglerin arayisi farkl
biyolojik seviyelere odaklanmis durumdadir. Serum, periferik kandaki mononiikler
hiicreler, idrar ve biyopsi materyalleri farkli teknikler kullanilarak incelenmektedir
[24]. immiin sistemde etkili olan her molekiiliin transplantasyon ile iliskisi olmas1
yiiksek ihtimal dahilindedir. Bu molekiiller hedef ve aday molekiiller olabilir. Son
yillarda yogun olarak calisilan mikroRNA’lar da bu aday molekiiller arasindaki
onemli yerini almistir.

2.6. mikroRNA’lar ve mikroRNA Biyogenezi
Son donem ¢alismalar hastaliklarin teshisi ve takibinde potansiyel bir belirteg
olan mikroRNA’lar (miRNA) iizerinde odaklanmistir.

miRNA’lar 1993 yilinda nematod C.elegans’ta kesfedilmistir [27, 28]. Temel
gorevleri post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonlarint diizenlemeleridir.
miRNA’lar hiicre dongiisii, hiicre farklilasmasi, immiin tepki, apoptoz gibi hiicresel
olaylarda genlerin ifade edilmesinde rol oynamaktadir. Immiin tepki i¢in gerekli olan
inflamasyon, T ve B hiicre farklilagsmasi ve sinyal mekanizmalarin1 diizenledikleri
bilinmektedir. miRNA’lar yliksek oranda korunmus DNA bdlgelerinden kodlanan ve
proteine translasyonu gerceklesmeyen (non-coding) 20-22 niikleotit uzunlugunda
kiiciik regiilator RNA molekiilleridir. Bu molekiiller hedefleri olan mRNA’lara
baglanarak translasyonel baskilama veya mRNA yikimi sonucu gen ekspresyonunun
kontroliinii saglarlar. Bobrek hastaliklart da dahil olmak {izere ¢ok sayida hastaligin
patofizyolojisiyle iligkili olduklar1 bulunmustur [2, 29].

miRNA biyogenezi ¢ekirdekte ve sitoplazmada olmak {iizere iki basamakta
gerceklesir (Sekil 2.7). Bu basamaklarda 6zellesmis molekiiller gérev yapmaktadir.
miRNA’larin  transkripsiyonlar1 genomik DNA iizerinden, genellikle RNA
polimeraz Il tarafindan gerceklestirilir. Primer transkript olan 5’cap ve poli A
kuyruklarina sahip pri-miRNA, RNaz III ailesinden Drosha enzimi ve kofaktorii
Pasha (DGCR&8)’dan olusan mikroprosesor kompleks tarafindan kesilerek 60-70
niikleotitlik stem-loop iceren Oncii miRNA elde edilir (pre-miRNA). DGCRS
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8) cift iplikli RNA baglayici bir proteindir.
Bazi miRNA’larin Drosha-DGCR8 basamagini atlayarak, ¢ok kisa intronlardan
splicing ile olustugu bilinmektedir. Pre-miRNA c¢ekirdek membraninda bulunan
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ExportinS araciligiyla enerji bagimli olarak c¢ekirdekten sitoplazmaya tasimir. Bu
asamada GTP (RanGTP) kullanilmaktadir [3, 29, 30].

Sitoplazmaya gecen pre-miRNA, Dicer-TRBP (transaktivasyon-sorumlu
(TAR) RNA baglayici protein) ile katalizlenir ve yine RNaz III ailesinden bir enzim
olan Dicer tarafindan yaklasik 22 niikletoitlik bir dupleks olusturacak sekilde kesilir.
Olusan bu dupleks molekiil hem olgun miRNA’y1r hem de antisens miRNA’y1
icermektedir. Kilavuz miRNA olarak adlandirilan bir zincir RISC (RNA-induced
silencing complex)’e yliklenir ve miRISC veya miRNPs (miRiboniikleoprotein)
olarak adlandirilir. RISC, 5’ ucu daha kararli olan zincir se¢ilimini saglayan katalitik
komponent olan Argonaute (Ago) proteinini de icermektedir. Anti-kilavuz veya
antisens miRNA ipligi ise serbest kaldiktan sonra sindirilir. miRNA RISC’i, baz
eslesmesi sayesinde tanidigi, hedefi olan mRNA’nin 3 UTR bolgesine yonlendirir.
miRNA ve mRNA arasindaki bu tanima olayt miRNA’nin 5’ ucundaki 6-8
niikleotitlik seed bolgesi ile kurulan miikemmel eslesme sayesinde gerceklesir.
miRNA-mRNA etkilesimi sonrasinda hedef mRNA’nin protein ekspresyonu
translasyonel baskilama, mRNA degradasyonu veya uncapping ve deadenilasyon ile
hizlandirilan mRNA decay’i sonucu gergeklesebilir [3, 29, 30].

miRNA ve mRNA arasinda miilkemmel veya miikemmele yakin bir dizi
komplementasyonu olmasit durumunda RISC kompleksinde bulunan Ago proteini
hedef mRNA’nin degradasyonunu saglar. Miikkemmel bir eslenme olmadig
durumlarda ise yine Ago’nun etkisi ile ribozom mRNA’ya baglanamaz ve hedef
molekiiliin translasyonu baskilanmis olur. miRNA’nin maturasyonu sirasinda gorev
yapan bu molekiiller etkin miRNA aktivasyonu i¢in hatasiz is gormek zorundadir [3,
29].
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2.7. Bobrek Naklinde miRNA’lar

miRNA’larin varligi kan, serum ve idrar gibi sivilarda tespit edilmistir.
Dolasimda bulunan bu miRNA’lar hasta bireylerde ve saglikli bireylerde farklilik
gostermektedir. Dolasimdaki miRNA’larin  invaziv olmayan yollarla elde
edilebilmeleri, hastaliklara 6zgiin olmalar1 ve incelenmeleri i¢in uygun tekniklerin
varligi, bu molekiillerin transplantasyon alani i¢in uygun biyobelirte¢ler olmasini
saglamaktadir. miRNA’lar bu alanda ¢esitli uygulamalarda kullanilmak {izere uygun
hedef molekiiller olarak karsimiza ¢ikar. Allogreft hasari ve fonksiyon tespiti igin
milkemmel biyobelirtecler olarak kullanilabilirler. Hiicresel ve immiinolojik
olaylarda rol aldiklar1 temel gorevler sebebiyle miRNA’lar organ rejeksiyonunda ya
da toleransin gelismesinde de etkili olan molekiillerdir [3].

Organ nakli hastalarinda miRNA ekspresyon profillerini gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Bobrek nakli hastalarinda akut rejeksiyon sonrast miRNA
ekspresyon profilleri ¢ikarilmistir. Saglikli bireylerin profilleriyle karsilastirildiginda
20 adet miRNA ekspresyonunda farklilik oldugunu ve bu molekiillerin akut
rejeksiyonun 6dnceden tahmininde veya tedavisinde kullanilabilecegini belirtmislerdir
[4]. Bobrek nakli sonrasi allogreftlerden alinan biyopsi orneklerinde ekspresyon
seviyeleri degisen miRNA’larin rejeksiyonun tanist ve Onceden tahmini igin
belirleyici molekiiller olabilecekleri gosterilmistir. Bunlardan bazilarinin T ve B
hiicre reseptorleri olan CD3 ve CD20 mRNA diizeyleriyle korelasyon gosterdikleri
gozlenmigtir [5]. Periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicrelerdeki miRNA
ekspresyon degisimleri incelenerek miR-142-5p yine bobrek nakli hastalarinda
rejeksiyon olayiyla iligkilendirilmis ve biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir [6]. miR-155’in allogreftin immiinitesini diizenledigi ve baskilanmasi
durumunda rejeksiyonun Onlenmesi i¢in potansiyel bir terapdtik ajan oldugu one
striilmustiir [7]. Wilflingseder ve digerleri farkli rejeksiyon tiirlerinde farkli miRNA
profilleri oldugunu gostermislerdir. Dolayisiyla rejeksiyon ¢esitlerinin  ayirt
edilebilmesi i¢cin de miRNA’larin potansiyel terapdtik molekiiller oldugunu 6ne
siirmiislerdir [31].

2.8. miRNA ve miRNA Biyogenez Komponentlerinin immiin Sistemle

Niskileri

miRNA’larin immiinolojik fonksiyon regiilasyonunda ve otoimmiinitenin
onlenmesinde onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Yakin bir zamanda miRNA’larin
primer immiin trombositopenideki (ITP) rollerini gostermek iizere periferik kandaki
mononiikleer hiicrelerdeki miRNA ekspresyon diizeyleri incelenmis ve miR-409-3p
ekspresyonun diisiik oldugu ve azalmanin miRNA biyogenezinde gorevli DGCRS
ekspresyonunun azalmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir.  Biyoinformatik
incelemelerle sasirtict bir sekilde miR-409-3p’nin hedef molekiiliiniin INF-y oldugu
tespit edilmistir [32]. 2008 yilinda regiilator T hiicre aracili toleransin Dicer
tarafindan kontrol edilen miRNA yolagina bagli oldugu, miRNA’larin inflamatuvar
sartlarda Treg hiicrelerinin fonksiyonelliklerini koruduklar1 [9] ve 2009 yilinda
invaryant NK (natural killer) T hiicrelerinin Dicer olmadan effektor farklilasmalarini
tamamlayamadiklar1 ve artan hiicre Oliimiiyle beraber homeostazinin bozuldugu
gosterilmistir [8]. 2010 yilinda ise CD8+ T hiicrelerinin aktivasyon, migrasyon ve
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sagkalimlarinin Dicer bagimli oldugu Dicer yoksun hiicrelerde ortaya koyulmustur
[33]. Goriildiigii gibi bu molekiiller immiin sistemin hemen her basamaginda rol
oynayan ve ekspresyonlarindaki ufak bir degisimle bile immiin sisteme dayali
hastaliklarda etkili olan molekiillerdir.

miRNA ve miRNA biyogenez komponentlerinin ekspresyon degisimleri
incelenerek Ozellikle kanserde olmak {izere ¢ok yogun ¢alismalar yapilmistir. Over
kanserinde Dicer ve Drosha’nin mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonlarinda
azalma gorilmiistiir. Dicer ve Drosha’daki diisiikk ekspresyon diizeyleri kanser
asamalar1 ile ekspresyonlardaki artis ise sagkalim siiresinin artis1 ile iligkili
bulunmustur. Bunlarin yani1 sira Dicer ve Drosha genlerinde yanlis anlaml
mutasyonlara rastlanmis ancak bu mutasyonlar ile ekspresyon seviyeleri arasinda bir
korelasyon bulunamamistir [34]. Kanser hiicrelerinde Exportin5’teki genetik bir
bozuklugun, oOncii miRNA’larin hiicre c¢ekirdeginde birikmesiyle sonuglandigi
bildirilmigtir. Exportin5’te insersiyon sonucu ortaya c¢ikan g¢erceve kaymasi
mutasyonu, C-terminal  bodlgenin  eksikligine  sebep  olmaktadir.  Pre-
miRNA/Exportin5/RanGTP kompleksinin olusmasint onleyen bu durum pre-
miRNA’larin birikimine sebep olur. Bu hiicrelerde normal Exportin5 ekspresyonu
saglandiginda ise tasima islemi gerceklesmis ve timor siipresor etkisinin oldugu
ortaya ¢ikarilmistir [35].

miRNA biyogenez komponentlerinin organ nakliyle olan iligkisi heniiz
gosterilmemistir. Immiin sistemdeki etkileri dolayisiyla miRNA’lar ve miRNA
biyogenezinde is goren komponentler transplantasyon alaninda biyobelirte¢ olmaya
aday molekiillerdir.
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BIREYLER VE YONTEMLER

3.1. Bobrek Nakli Hastalarimin Sec¢imi

Calismamizda Akdeniz Universitesi Organ Nakli Merkezi’ne bébrek nakli
icin basvuran, canli vericiden ilk kez bobrek nakli olan 18-60 yas arasi 16 hasta
secildi. Hastalardan rutin olarak nakil dncesinde ve sonrasinda takipleri icin kan
ornekleri alinmaktadir. Hastalarin nakil 6ncesinde, herhangi bir ila¢ uygulanmadan
alian pre-op kanlar1 kontrol grubunu, 3. ay drnekleri de immiinsiipresan uygulanan
post-op grubunu olusturdu. Calismanin basinda 23 hastanin pre-op kontrol kan
ornekleri calisilmis ve lizat kaliteleri iyi olmayan hastalarin ve rutin kontrollerine
baska merkezlerde devam eden hastalarin 3. ay takip kan 6rnekleri alinmadi.

3.2.  Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

PKMH izolasyonu i¢in heparinli tiipte alinan kan 6rnekleri kullanilmistir. 1X
steril PBS (phosphate buffered saline) (mM; 137 NaCl (Merck), 2,7 KCI (Sigma), 10
Na,HPO4.2H,0 (Merck), 1,8 KH,PO4 (Merck)) ile 1:1 oraninda seyreltilen yaklasik
5 ml kan, 3 ml Biocoll (Biocoll Separating Solution, 1077, Biochrom AG) iizerine
cam pastor pipet ile yavas¢a birakildi. 1600 rpm’de 25°C’de 30 dakika
(accelaration/decelaration:3/3) santrifiij edildi. Dansite gradienti olusturan Biocoll
sayesinde kandaki hiicreler katmanlar halinde ayrildilar. Bulutsu kisimda bulunan
mononiikleer hiicreler cam pastor pipetle alindi ve yeni tiipe aktarildi. Steril 1X PBS
ile 10 ml’ye tamamlandi ve alt-ist ederek karistirildi. 2000 rpm’de 25°C’de 10
dakika (accel/decel:7/3) santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirilarak pellet 1X PBS
ile ¢ozildi ve 10 ml’ye tamamlanarak tekrar santrifiij edildi. Supernatant
uzaklastirilarak 1X PBS’le yikama islemi tekrarlandi. Supernatant uzaklastirildiktan
sonra PKMH’lerden olusan pellet elde edildi ve dogrudan protein eldesi i¢in
kullanildi.

3.3. PKMH’lerden Protein Eldesi

200 pl TRX-100 tampon (mM; 50 Hepes, 100 NaF, 150 NaCl, 1 MgCl,, 1
EGTA, 1 NaOVan, %10 (v/v) gliserol, %1,2 (v/v) Triton X-100, proteaz inhibitorii
(Roche) pH:7.0) ile PKMH’lerden olusan pellet pipetaj yaparak ¢oziildii, santrifiij
tipline alind1 ve vortexlenerek hiicreler iyice pargalandi. Hiicrelerin daha iyi
pargalanmasini saglamak igin -80°C’de donduruldu ve buz iizerinde ¢ozdirildii.
Hiicre membran parcalarin1 uzaklastirmak amaciyla lizat 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Hiicre igindeki proteinlerin bulundugu supernatant kismi yeni bir
tiipe alind1 ve -80°C’de saklandh.
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3.4. Bradford Protein Miktar Tayini

Lizatlar -80°C’den ¢ikarilarak buz tizerinde yavas yavas ¢ozdiiriildii. 96-well
plate icinde 3 tekrarli olarak 0, 1, 3, 5, 7, 9 ve 11 pl 1 mg/ml BSA (bovine serum
alblimin) iizerine 100’er ul 1/5 oraninda distile su ile seyreltilmis Bradford Reagent
(Biorad Protein Assay) hava kabarcigi olusturmadan eklendi. Tiim Orneklerin 545
nm’deki absorbans degerleri Olclildii (Multiskan Spectrum, Thermo). Degerlerin
ortalamalar1 alindiktan sonra BSA’siz kuyunun absorbans degeri diger degerlerden
cikarildi ve hesaplanan degerlerle bir kalibrasyon egrisi elde edildi. 3 tekrarli olarak
I’er ul PKMH lizatlar1 koyulan kuyulara 100°er pl seyreltilmis Bradford Reagent
eklendi. 545 nm’de okunan degerlerin ortalamasi, kalibrasyon egrisi denklemindeki x
yerine yazildiginda bulunan y degerleri protein konsantrasyonlarin1 vermektedir.
Elde edilen lizatlar kullanilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi.

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

Cam diizenekler alkolle temizlendikten sonra hazirlandi. Alt jel (resolving) ve
tist jel (stacking) Tablo 3.1°de belirtilen sekilde hazirlandi. %10 APS (amonyum
persiilfat, AppliChem) her elektroforezden once taze olarak hazirlandi. TEMED
(Tetramethylethylenediamine, Sigma-Aldrich) ¢eker ocak icinde eklendi. APS ve
TEMED eklendikten sonra polimerizasyon basladigi i¢in hizli bir sekilde hava
kabarcig1 olusturmadan alt jel dokiildii. Ust yiizeyi havayla temasini dnlemek ve diiz
bir yiizey elde etmek icin %1 SDS (w/v) (Sigma) ile kaplandi. Alt jel
polimerlestikten sonra iist yiizeyde bulunan SDS uzaklastirildi. Alt jel {izerine st jel
dokiildii ve kuyular1 olusturmak {izere jel i¢ine 15 kuyuluk tarak yerlestirildi. Ust jel
polimerlestikten sonra hemen kullanilmayacaksa su ile nemlendirip posetlenerek
+4°C’de bir giin siireyle saklandi.

Lizatlar yliklenecegi zaman jel oda sicakligina getirildi, tarak ¢ikarildi ve tank
icine yerlestirildi. Tank yiiriitme tamponu (mM; 12 Tris-base (Fisher Scientific), 125
glisin (Vivantis), % 0,05 (w/v) SDS) ile dolduruldu. -80°C’den ¢ikarilip buzda
eritilen lizat 6rnekleri vortexlenerek karistirildi ve kisa bir santrifiijle cidarlarindaki
orneklerin dibe inmesi saglandi. Yeni bir tiip i¢ine istenen miktarda lizat ile ayni
hacimde 2X yiikleme boyas:1 (Sample Buffer, Laemmli, Sigma) karistirild1 ve iyice
vortexlendi. Kaynayan su i¢inde 5 dakika inkiibe edildi ve buza alindi. Jel i¢indeki
ilk kuyulara 7 ul protein biiyiikliik belirteci (10-250 kDa, Precision Plus Protein Dual
Color Standards, Biorad) yiiklenirken diger kuyulara hazirlanan lizat 6rnekleri
yiklendi. 1 saat 120 voltta, yaklasik 5 saat 150 voltta Ornekler yiiriitiildi.
Elektroforez sonunda lizat Orneklerinin protein Kkalitesini ve ayrismalarini
gbozlemlemek iizere jel boyandi veya Western Blot yontemi ile isaretlemek iizere
kullanildi.

Boyanacak olan jelin tist kismi kesilerek uzaklastirildiktan 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 uzaklastirildi ve boya yikama soliisyonu (% 50 (v/v) metanol,
% 10 (v/v) glasiyel asetik asit) ile yaklasik 3 saat 4-5 kez yikandiktan sonra
biiyiikliiklerine gore ayrilan proteinler goriiniir hale geldi.
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Tablo 3.1. SDS-Poliakrilamid Jel igerikleri

Alt (Resolving) Jel % 10 % 7
Steril ddH20 11,55ml |15 ml
Resolving Tamponu 7.5 ml 7,5 ml
Akrilamid/ Bisakrilamid (29:08) | 10,5 ml | 7,05 ml
% 10 SDS 300 pl 300 pl
APS 300 wl 300 ul
TEMED 30 ul 30 ul
Ust (Stacking) Jel

Steril ddH20 3 ml

Stacking Tamponu 1,25 ml
Akrilamid/ Bisakrilamid (29:08) | 625 ul

% 10 SDS 50 ul

APS 50 ul

TEMED 5ul

3.6. Western Blot Yontemi

Jelin biyiikliigiine uygun olarak PVDF membran (0,45 pm, Immobilon
Millipore) kesildi ve 1 dakika metanolle muamele edildi. Stingerler, kagitlar ve jel
taze hazirlanan transfer tamponu (mM; 100 glisin, 120 tris-base, %10 metanol)
icinde 1slatildi. Biiyiik proteinlerle calisildigl igin transfer tamponu geleneksel
tampon soliisyonlarindan farkli olarak hazirlandi. Metanol proteinlerden SDS’i
uzaklagtirma oOzelligine sahip oldugundan proteinlerin ¢okelti olusturmasini
artirabilir. Transfer etkinligini artirmak amaciyla tampon i¢indeki metanol yogunlugu
% 10’a dusiirildi.

Transfer cihazinin katot ucundan baglayarak sirasiyla siinger, 2 kagit
(Whatman), jel, membran, 2 kagit ve slinger aralarinda hava kabarcigi kalmamasi
icin her seferinde cam silindir ¢gubukla iistiinden gecilerek yerlestirildi.

% T’lik jel ¢ok yumusak ve hassas oldugu icin transfer tamponu ile
slatilmadan dikkatli bir sekilde dogrudan kagitlarin iizerine alindi. Transfer cihazi
transfer tamponu ile dolduruldu ve buz iginde 70 voltta yaklasik 16 saat boyunca
transfer islemi gerceklestirildi. Bu sayede gece boyu transferden daha etkin bir
transfer saglandi.

Transfer sonrasi transfer isleminin gergeklestigini dogrulamak iizere jel
coomassie blue soliisyonu ile boyandi. Membran ise Ponceau boyasi (Sigma) ile
yaklasik 10 dakika boyunca inkiibe edilerek protein bantlar1 goriiniir hale getirildi.
Transferin gergeklestigi goriildiikten sonra membran 1X PBS-T (1X PBS, % 0,1
(v/v) Tween-20 (Merck)) soliisyonu ile yaklagik 15 dakika yikanarak Ponceau boyasi
uzaklastirildi. Membran 1 dakika metanolde bekletildi ve % 1 BSA’I (w/v) (1X
PBS-T i¢inde) bloklama ¢dzeltisi ile oda sicakliginda 2 saat bloklandi. Bloklama
coOzeltisi uzaklastirildi. % 1 BSA (w/v) ¢ozeltisi iginde 1/1000 oraninda hazirlanan
primer antikor (rabbit, Cell Signaling) ile +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Antikor
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uzaklastirildi ve % 1 PBS-T ile 3 kez 15’er dakika yikama yapildi. % 1 BSA ¢ozeltisi
icinde 1/2000 oraninda hazirlanan sekonder anti-rabbit antikor (KPL) ile oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Antikor uzaklastirildi ve 3 kez 15’er dakika % 1
PBS-T ile yikama yapildi. ECL (Clarity Western ECL Substrate, Biorad)
soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi. Membran 5 dakika ECL ile muamele edildi ve
karanlik odada membran iizerine film (Kodak) yerlestirildi. Kaset i¢inde yaklasik
yarim saat bekletildikten sonra film banyo cihazinda (Konica Minolta) banyo
edilerek goriintiilleme gerceklestirildi.

GAPDH isaretlemeleri i¢in 1/10.000 GAPDH primer antikoru (mouse, Santa
Cruz) ile 1 saat inkiibasyon gerceklestirildi. 3 kez 15’er dakika yikama sonrasi
membran 1/7500 sekonder antikor (anti-mouse, KPL) ile 1 saat inkiibe edildi. Ayni
stirede yikama islemi sonrasinda 1 dakika ECL inkiibasyonu yapild1 ve goriintiileme
islemi gergeklestirildi.

3.7. Periferik Kandan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, RT-PCR (reverse transkripsiyon-PCR) ve Real-time PCR
asamalar1 dahil olmak iizere RNA ile yapilan tiim ¢alismalarda filtreli ve steril pipet
uclar1 ve her zaman RNaz i¢germeyen su kullanildi (RNase-free H,O).

RNA izolasyonu i¢in K; EDTA’l tiip i¢indeki kan 6rnegi alindiktan sonra
birka¢ saat icinde kullanildi. Kandan RNA izolasyon kiti kullanilarak islem
gerceklestirildi (QIAamp RNA Blood Mini Kit, Qiagen). 3 ml kan 15 ml’lik bir tiipe
alindi ve eritrosit lizis (EL) tampon c¢ozeltisi ile 15 ml’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi ve yaklasik 5 dakikada bir alt st ederek
karigmasi saglandi. 4000 rpm’de 4°C’de 10 dakika (accel/decel:7/3) santrifiij edildi.
Supernatant dokiildii ve 750 pl EL ile pellet ¢oziildii ve santrifiij tiipiine alindu.
5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 4000 rpm’de 5 dakika santrijiif edildi.
Supernatant uzaklastirildi ve pellet 1ml steril 1X PBS ile ¢oziildi. 4000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. PBS’le yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi. Tiip ters
cevrilerek supernatant dokiildii. Tiipin dibinde kalan yaklagik 50 pl PBS ile
lenfositlerin bulundugu pellet iyice ¢oziildii ve % 1 P-mercaptaethanol (v/v) ilave
edilmis 350 ul RLT tampon ¢ozeltisi ile pipetaj yaparak iyice karistirildi. Tiim lizat
ilk kolona (QIAshredder) yiiklendi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon
atild1r ve alta gecen filtrat lizerine 400 pl %70 etanol ilave edildi. Pipetaj yaparak
karistirildi. Karigimin 400 pl’si diger kolona (QIAamp) yiiklendi ve 12.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi. Alta gecen kisim uzaklastirildiktan sonra kalan karisim da
kolona yiiklendi ve 12.000 rpm’de 2 dakika santriifiij edildi. Kolon yeni toplama
tiipline alind1 ve kolona 700 pul RW1 (yikama tamponu) yiiklendi. 12.000 rpm’de
1 dakika dondiiriildiikten sonra kolon tekrar yeni toplama tiipiine alindi. 500 pul RPE
(yikama tamponu) yiiklendi ve 12.000 rpm’de 1 dakika dondiiriildii. Toplama tiipti
yenilendi ve tekrar 500 ul RPE yiiklendi. 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten
sonra yeni bir tiip i¢ine alinan kolon bir kez de bosken 13.000 rpm’de 2 dakika
dondiiriildii. Kolon kapakli toplama tiipiine alindi ve kolon iizerine 50 pl su eklendi
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 11.000 rpm’de 3 dakika
santrijiij edildi. Kolon atild1 ve tiip i¢indeki RNA 6rnegi hemen buz tizerine alindi.
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3.8. RNA Miktar ve Kalite Tayini
2 pul RNA ornegi ile RNA kosantrasyon degerleri dl¢lildii (MaestroNano,
Maestrogen). 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri ile A260/A280 hesaplandi.

Konsantrasyon Olgiimleri yapilan RNA oOrnekleri kullanilacagi zamana kadar
-80°C’de saklandi.

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

Tiim ¢alismalar RNazs1z bir ortam saglanmasi amaciyla UV ile sterilizasyonu
saglanmis ¢eker ocakta gerceklestirildi. Real-time PCR sonuglarinin karsilastirilabilir
olmasi i¢in tim RNA oOrnekleri i¢in baslangi¢c miktarlar1 esit olarak ayarlandi.

cDNA sentez kiti (RT? HT First Strand Kit, Qiagen) icerikleri olan GE2 ve
BC4 (GE2, genomik DNA eliminasyon tamponu, BC4, Reverse transkriptaz enzim
karigimi) -20°C’den ¢ikarilarak buz iizerinde eritildi. PCR tiipii iginde her bir 6rnek
icin 200 ng RNA PCR tiiplerinde RNazs1z su ile 8 pl’ye tamamlandi. Uzerlerine 6 pl
GE2 eklendi ve pipetaj yaparak karistirildi. PCR cihazinda (Corbett Research)
37°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Tiipe 6 pul BC4 eklendi ve pipetajla karistirildi.
Ceperlerde kalan sivilarin inmesi i¢in tiipler yaklagik 10 saniye santrifiij edildi. PCR
cihazinda su program takip edildi:

42°C 15 dakika
95°C 5 dakika
4°C oo

Cihazdan c¢ikarilan ¢cDNA ornekleri derhal buza alindi. Kontrol etmek
amactyla 2 pl ornek ile konsantrasyon degerleri ve safliklar1 6l¢iildii (Tablo 3.4).

cDNA o6rnekleri 90 pul RNazsiz su ile seyreltildi ve bir sonraki asamaya kadar
-20°C’de sakland.

3.10. Real-Time PCR (Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Real-time PCR kiti (RT> gPCR Primer Assay, Qiagen) icerikleri SYBR
Green mastermix ve primerler -20°C’den ¢ikarilarak buz tizerinde eritildi. -20°C’den
cikarilan cDNA oOrnekleri buz iizerinde eritildi ve kullanilana kadar buz iizerinde
tutuldu. Eriyen Ornekler ve kit igerikleri alt-list ederek karistirildi ve kisa bir
santrifiijle kenarda kalan Ornekler indirildi. SYBR Green mastermix’in iginde
cokeltiler goriildiigii durumlarda 42°C’de 1 dakika inkiibe edildi ve ¢okeltilerin
parcalanmasi saglandi. 1 6rnek i¢in toplam 25 pl’lik reaksiyon PCR tiipleri i¢inde su

sekilde kuruldu:
12,5 pl SYBR Green mastermix
10,5 pl RNazs1z su

1 ul cDNA

1ul primer

22



Her primer (Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5, Argonaute2 ve [B-actin) i¢in
cDNA i¢ermeyen miksler hazirlandi. Bu miksler 24’er ul olarak kuyulara dagitildi.
Her primer i¢in ikili olarak kontrol kuyusuna 1 pl pre-op cDNA o6rnegi, 6rnek
kuyusuna 1 pl post-op ¢cDNA 6rnegi koyuldu. Her primer i¢in hazirlanan NTC
(negative template control) kuyularina ise 1’er pul RNazsiz su pipetaj yaparak
eklendi. NTC kuyulari, hazirlanan mikslerde veya ¢alisilan ortamda DNA
kontaminasyonu varligini kontrol etmek icin kullanildi. Plate {izerine yapiskan folyo
(LightCycler 480 Sealing Foil, Roche) yapistirildi ve plate Real-time PCR cihazina
(LightCycler 480 II, Roche) yerlestirildi. Tablo 3.2°deki program uygulandi. Bu
programin hemen arkasindan hedef genlerden baska bir bolgede ¢ogalma olmadigini
dogrulamak ve primer dimerlerinin olusmadigint gostermek icin erime egrisi analizi
(melting curve analysis) basamagi eklendi. Erime egrisi analizinde Ornekler
40 °C’den 95 °C’ye, sicaklik saniyede 0,06 °C artacak sekilde isitilirlar. Elde edilen
PCR iiriiniiniin igerigine gore tepe noktalar1 75-80 °C arasinda olacak sekilde erime
egrileri beklenmektedir.

Tablo 3.2. Real-time PCR kosullari

Dongii Sayisi | Sicaklik | Siire

1 95°C 10 dakika

95°C 15 saniye

o 60°C 1 dakika

RNA ekspresyon diizeylerinin hesaplanmasi ve istatistiksel analizleri i¢in
metodu kullanilmistir. PCR veriminin % 100 oldugunu yani her dongiide tirtin
sayisinin 2 katina ¢iktigini varsayan bir metottur. Hedef gen icin elde edilen CT
(cycle threshold) degerlerinden referans genin CT degerleri ¢ikarilarak
normalizasyon yapilir (ACT). ACT degeri test edilen durum ve kontrol i¢in ayr1 ayri
hesaplanir. Bizim ¢aligmamizda test edilen durum post-op, kontrol grubu ise pre-op
degerleridir. Normalize gen ekspresyonu 2" formiilii ile hesaplanir. Post-op ve
pre-op gruplarin normalize gen ekspresyonlarinin birbirlerine oranlari (2**“") kat
degisimini (fold change) vermektedir.

-AACt
2

ACT = CT (hedef gen) — CT (referans gen)

-AACT -ACT -ACT
QAACT _ -AC 2AC

(post-op) / (pre-op)

3.11. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler igin SPSS 18.0 programi kullanilmistir. Istatistiksel
analizleri yapilacak olan gruplardan normal dagilima uyan bagimli gruplar i¢in
paired-samples t test ve normal dagilima uymayan bagimli gruplar i¢in Wilcoxon
signed ranks test uygulanmistir. p degeri 0,05’ten kiiciik olanlar anlamli kabul
edilmistir.
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4.1.

Hastalar

Calismaya dahil edilen 16 hastanin pre-op ve post-op 3. ay Ornekleri
calisilmistir. Calisma grubunda yer alan alicilarin ve bu alicilara organ nakli yapilan
vericilerin doku uyumlar1 ve akrabalik dereceleri, demografik 6zellikleri ile birlikte
alicinin nakil oncesi aldigi tan1 ve idame doneminde uygulanan ilag grubu detaylar

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik 6zellikleri

BULGULAR

ALICI DONOR _
Akrabahk Immiinsiipresan

Hasta | Yas | C | Tam Yas | C | Derecesi | Doku Uyumu | Grubu

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

H3 35 | E | Amiloidozis 34 |K Esi 1 DR Tac+MFA

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

H5 | 53 | E |HT 49 |K Esi 2 DR Tac+MFA

H10 | 30 | E | KBY 68 |E| Babasi 1 A,1B,1DR | Tac+Eve+MFA
HIl | 19 | E |KBY 64 |E| Babasi |1A,1B,1DR|Tac+Eve+MFA
HI2 | 45 | E|IGAGN,KBH |70 |K| Annesi |1A,1B,2DR|Tac+MFA

HI13 | 42 | K |KBY 31 |K| Kardesi |2 A,2B,2DR |Tac+MFA

HI14 | 30 | E |KBY 28 |K Esi 1 A, 1B, 1 DR | Tac+MFA

HI15 | 58 | E |HT 36 |E Oglu 1 A, 1B, 1 DR | Tac+MFA

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

HI18 | 32 | K |KBH 50 |K| Kuzeni |2B Tac+MFA

H19 | 18 | K |SLE 44 |E| Babasi |1A, 1B, 1DR | Tac+tMFA

H21 | 20 | E |NM, EB 40 |K| Annesi |1A,1B,1DR |Tac+tMFA
H22 | 24 | K |KBY 59 |K| Annesi |2A,2B,2DR|Tac+MFA

H23 | 32 | E | AN 61 |[K| LURD |0 Tac+MFA

C, cinsiyet; E, erkek; K, kadin; T2D, tip 2 diyabet; HT, hipertansiyon; TIN, tiibiiler
interstisyel nefrit; KBY, kronik bobrek yetmezligi; Ig A GN, Ig A glomerulonefrit; SLE, sistemik
lupus eritematozus; NM, norojenik mesane; EB, ektopik bobrek; AN, analjezik nefropati; LURD
(living-unrelated donor), canli akraba olmayan verici; Tac, tacrolimus; MFA, mikofenolik asit; Eve,

Everolimus.
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4.2. PKMH Lizatlarimin Protein Kaliteleri

Bireyler ve Yontemler boliimiinde detayli olarak agiklanan Bradford protein
miktar tayini yontemi ile hesaplanan kontrol ve post-op hasta lizatlarinin protein
konsantrasyon degerleri Tablo 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.2. PKMH lizatlarinin protein konsantrasyon degerleri ve yiiklenecek lizat miktarlari

Pre-op Konsantrasyon (pg/ul) | S0 B& (MWD | 100 pg (u)
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 (ug/pl) |30 B8 (BD | 100 pg (u1)
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 lizatlarinin protein kalitelerini tespit etmek amaciyla lizat 6rnekleri
% 10’luk jel hazirlanarak SDS-PAGE ile goriintiilendi. Tablo 4.2°de belirtilen 50 pg
ornek icin gerekli miktarlar ile ayni1 hacimde yilikleme boyas:1 karistirildi ve
Yontemler boliimiinde belirtildigi sekilde ornekler yiiklemeye hazirlandi. Ornek
hazirlama asamasinda, yiikleme boyasi i¢inde bulunan [-merkaptaetanol ve
orneklerin kaynatilmasi islemi sayesinde proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin bozulmasi
saglanir. Yiikleme boyasi i¢indeki bulunan negatif yiiklii bir deterjan olan SDS ise
proteinlere baglanarak negatif yiikle yiiklenmelerini saglar. Daha biiyiik proteinlere
daha fazla SDS molekiilii baglanacagindan, proteinler birim kiitle basina esit negatif
yiike sahip olurlar. Bu islemler tiim proteinlerin 3 boyutlu yapilarindan ve kendi
yiiklerinden bagimsiz olarak esit kosullarda yalnizca biiyiikliiklerine gore ytirtimesini
ve ayrilmasini saglamaktadir.

Ornekler jelin sonuna kadar vyiiriitiildii ve jel coomassie blue boyama tamponu
ile gece boyu inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile yikanan jelde bandlar goriiniir hale
geldi. Sekil 4.1°de hasta lizatlarinda bulunan proteinler biiytikliiklerine gore ayrilmis
halde goriilmektedir. Bandlarin yogunluklarinin az olmasi sebebiyle Western blot
yontemi ile goriintiilemek i¢in 100 pg lizat 6rnegi ile devam edildi.

a)

M 2 23 3 33 4 43 5 5-31010-3 11 11-3 12 12-3
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b) M 13 13-3 14 14-3 15 15-317 17-318 18-3 21 21-3 2323-3
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Sekil 4.1. SDS-PAGE sonras1 coomassie blue boyama tamponu ile boyanmis 50 pg lizat drneklerinin
bulundugu jel goriintiileri (M, marker- protein biiyiikliik belirteci)

4.3. Hastalarda Protein Ekspresyon Degisimleri

Western Blot ile isaretlenecek olan proteinlerin yaklasik biiytiklikleri
sOyledir; Dicer 220 kDa, Drosha 160 kDa, Exportin5 136 kDa, DGCRS8 120 kDa,
Argonaute2 97 kDa ve GAPDH 37 kDa. Yaklagik 120 kDa’dan biiyiik proteinler i¢in
daha biiyiik porlara sahip olan diisiikk yogunlukta jeller kullanilmaktadir. Bu jeller
hem proteinlerin daha iyi ayrilmasini saglar hem de proteinlerin jelden daha kolay
cikmalarimi saglayarak transfer etkinligini artirir. % 10 ve % 7’°lik alt jeller
hazirlanarak uygun kosullar denenmistir. Biiyiik proteinlerin daha diisiik yogunlukta
olan daha biiylik porlara sahip % 7’lik jelden membrana gegislerinin daha etkin
gerceklestigi gozlenmistir.

Biiyiik proteinlerin transferlerinin geleneksel transfer isleminden farkh
yapilmasi gerekmektedir. Biiylik proteinler transfer esnasinda jelde ¢okeltiler
olusturma egilimindedirler ve porlardan membrana geg¢meleri goreli olarak daha
zordur. Yart kuru (semi-dry) transfer sistemi jelde asir1 1sinma ve yanmaya sebep
olacagindan biiyiik proteinler i¢cin uygun degildir. Bu nedenle transfer islemi 1slak
transfer sistemi ile gerceklestirilmistir. Yontemler bdoliimiinde bahsedildigi gibi
transfer tamponu icindeki metanol konsantrasyonu proteinlerin membrana gegisini
kolaylastirmak i¢in azaltilmistir.
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Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve
Argonaute2 proteinlerinin  hastalardaki  ekspresyon miktarlarinin  GAPDH
ekspresyonuna oranlart verilmistir. Grafiklerde pre-op ve post-op sirasiyla goriilen
degerler, hastalarin 3. aylarinda bu proteinlerin ekspresyonlarindaki artis veya
azalmalar1 gostermektedir. H2 hastasinda pre-op ve post-op donemde Dicer
ekspresyonu goriilmezken H3, H11, H15 ve H19 olgularinda 3. ayda ekspresyon
seviyesinde artis, diger hastalarda ise azalmaya rastlanmistir (Sekil 4.2). Sekil 4.3°te
hastalardaki Drosha protein ekspresyon degisimleri goriilmektedir. Yine hastalarin
cogunda ekspresyonda azalma goze carpmaktadir. Artis goriilen hastalar H3, H4, HS,
HI15 ve H19’dur. H13’te ise neredeyse hi¢ ekspresyon degisimi gozlenmemistir.
Sekil 44 ve 4.5'te DGCR8 ve Exportin5 protein ekspresyonlarinin hasta
popiilasyonunun hemen hemen yarisinda arttifi ve diger yarisinda ise azaldigi
goriilmektedir. Argonaute2 protein ekspresyon degisimleri incelendiginde H3, H13
ve H15 hastalar1 disinda belirgin bir azalma oldugu goze ¢carpmaktadir. H3 ve H15’te
artis gozlenirken H13 hastasinda hemen hemen hi¢ degisme olmamistir (Sekil 4.6).

H2 H2-3  H3 H3-3 H4 H4-3 H5 H5-3 H10 H10-3 H11 H11-3 H12 H12-3 H13 H13-3

Dicer--------
GAPDH | N e e S . S

Dicer/ GAPDH orani

1,2

0,8

0,6

0,4 SE—

0,2

H2 H3 H4 H5 H10 H11 H12 H13

H14 H14-3 H15 H15-3 H17 H17-3 H18 H18-3 H19 H19-3 H21 H21-3 H22 H22-3 H23 H23-3

oicer | N NNEN NN e EE N S
carc | [ N e A S N -

Dicer/ GAPDH orani

2,5

2
1,5
1
. J: |
0 - L
Hl4 H15 H17

H18 H19 H21 H22 H23

Sekil 4.2. Hastalardaki Dicer ekspresyonlari. Sirasiyla hastalarin pre-op ve post-op 3. ay
ekspresyonlart goriilmektedir. Grafikte Dicer ekspresyonlarinin house-keeping gen olan
GAPDH ekspresyonuna oranlar1 verilmistir.
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Sekil 4.3. Hastalardaki Drosha ekspresyonlari. Sirasiyla hastalarin pre-op ve post-op 3. ay
ekspresyonlar1 goriilmektedir. Grafikte Drosha ekspresyonlarinin house-keeping gen olan
GAPDH ekspresyonuna oranlari verilmistir.
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Sekil 4.4. Hastalardaki DGCRS ekspresyonlari. Sirasiyla hastalarin pre-op ve post-op 3. ay
ekspresyonlar1 goriilmektedir. Grafikte DGCR8 ekspresyonlarmin house-keeping gen
olan GAPDH ekspresyonuna oranlar verilmistir.
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Sekil 4.5.
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Hastalardaki Exportin5 ekspresyonlari. Sirasiyla hastalarin pre-op ve post-op 3. ay
ekspresyonlar1 goriilmektedir. Grafikte Exportin5 ekspresyonlarinin house-keeping gen
olan GAPDH ekspresyonuna oranlari verilmistir. (Xpo5-Exportin5)
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Sekil 4.6. Hastalardaki Argonaute2 ekspresyonlari. Sirasiyla hastalarin pre-op ve post-op 3. ay
ekspresyonlar1 goriilmektedir. Grafikte Argonaute2 ekspresyonlarinin house-keeping gen
olan GAPDH ekspresyonuna oranlari verilmistir. (Ago2-Argonaute2)

Sekil 4.7.°de tiim hastalarin protein ekspresyon ortalamalari verilmistir.
Dicer, Drosha ve DGCRS i¢in azalma goriiliitken (n=15, p>0,05) Exportin5 i¢in
degisme goriilmemistir (p>0,05). Immiinsiipresan kullanan hastalarin post-op
3.aylarinda Argonaute2 protein ekspresyonunda anlamli bir azalma ortaya ¢ikmistir
(p<0,001).
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Protein/GAPDH

1,2

¥

H Fre-op

i Post-op

Dicer Drosha DG CRE Exportind Argonaute2

Sekil 4.7. Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5 ve Argonaute2 protein ekspresyon degisimleri.
Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. (Dicer, Drosha, DGCR8 ve Exportin5, n=15;
Argonaute2, n=16, *p<0,001)

4.4. Ila¢ Gruplarina Gore Protein Ekspresyon Degisimleri

Calismamizdaki hastalarin idame doneminde kullandigr immiinsiipresan
gruplar1 TactMFA ve Tac+Eve+MFA’dir (Tablo 4.1). Hastalarin protein ekspresyon
degisimleri ila¢ gruplarmma gore incelendiginde Sekil 4.8’deki sonuglar elde
edilmigtir. Tac+tMFA grubu ila¢ kullanan hastalarda Argonaute2’de goriilen protein
ekpresyon azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01, n=13).
TactEve+tMFA kullanan hastalarda ise Dicer ve Exportin5 ekspresyonlarinda
degisme goriilmemistir. Bu protein ekspresyonlar1 incelendiginde H10 olgusunda
azalma, H11 olgusunda ise artma oldugu goriilmiis, dolayisiyla protein ekspresyon
degisimi ile Everolimus kullanimi arasinda bir iliski tespit edilememistir.

Tac+MFA Tac+Eve+MFA

1,2 1,2

M Pre-op 06 HPre-op

 Post-op  Post-op

Dicer Drosha DGCRE Exportins  Argonaute2 Dicer Drosha DGCR3 Exportins  Argonaute2

Sekil 4.8. Immiinsiipresan gruplarina gore protein ekspresyon degisimleri. * 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 Goriilen ve Gorillmeyen Hastalarin Protein Ekspresyon
Degisimleri
Hastalarin nakil sonras1 klinik seyirleri incelendiginde H13 hastasinda kronik
rejeksiyon ve greft kaybi gerceklestigi 6grenilmistir. H22’de post-op 2. ayda ve H23
olgusunda ise yaklasik 5 giin icinde akut rejeksiyon goriilmistiir. Sekil 4.9’da
rejeksiyon gergeklesen 3 hastanin protein ekspresyon degisimleri goriilmektedir.

H13 H13-3 H13 H13-3 H13 H13-3 H13 H133 H13 H13-3
Dicer | j | orosha | MMM | DGCRs || XpoS | NN ( Ago2 ||
caroH | [N | GAPoH | NN | GapoH | W | GaeoH | I | GaroH —

H13 protein/ GAPDH oranlari

o5 EPre-op
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0.3
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o
Dicer Drosha DGCRE Exporting Argonaute
H22 H22:3 H22 H22-3 H22 H22-3 H22 H22-3
vicer | I | orosha | BN | ococes | NI | Acoz | WO
GAPDH - Gapon | I | GaPDH [ GAPDH -
H22 protein/ GAPDH oranlari
0.3
0,8
0,7
0,6
0,5
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04 # Post-op
0.3
0,2
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Dicer Drosha DGCR8 Argonaute2
H23 H23-3 H23 H23-3 H23 H23-3
picer | I | oGcrs | N XpoS | [
GaroH | S | capon | NN | GapoH| NS

H23 protein/ GAPDH oranlari

™ Pre-op
® Post-op

Dicer DGCR8 Exportin5

Sekil 4.9. Rejeksiyon goriilen hastalarin protein ekspresyon degisimleri. (H13-kronik rejeksiyon,
H22 ve H23-akut rejeksiyon)
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Rejeksiyon gerceklesmis 3 olgunda goriilen ekspresyon degisimleri
istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). H13
hastasinin Dicer disindaki proteinlerinin ekspresyon degisimlerinin, rejeksiyon
goriilmeyen hastalarda goriilen profilden farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. H22’de
XpoS5 ekspresyonu elde edilememis, ancak diger protein ekspresyonlarinda genel
profile benzer olarak azalma goriilmektedir. H23’te ise Dicer’da degisim
goriilmezken, Xpo5’te artis goriilmiistiir.

Rejeksiyon goriilmeyen hastalardaki protein ekspresyon degisimleri
incelendiginde Exportin5’te  belirgin  bir degisme yokken, diger protein
ekspresyonlarinda azalma olmus ve Argonaute2’nin protein ekspresyonunda goriilen
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.10).

Protein/GAPDH

1,2 -

H Pre-op

il Post-op

Dicer Drosha DGCRE Exportind  Argonaute?

Sekil 4.10. Rejeksiyon goriilmeyen hastalarin protein ekspresyon degisimleri (Dicer, n=12; Drosha,
DGCRS, Exportin5, Argonaute2, n=13; * p<0,05)

4.6. RNA Orneklerinin Kalitesi ve Konsantrasyonlar

RNA izolasyon kiti ile elde edilmis RNA oOrneklerinin konsantrasyon ve
saflik 6l¢tim degerleri Tablo 4.3’te gorlilmektedir. A260/A280 degerinin yaklasik 2
olmast RNA 6rneginin safligin1 géstermektedir.
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Tablo 4.3. RNA orneklerinin konsantrasyonlari, saflik degerleri ve 200 ng igin gerekli miktarlar

Konsantrasyon
Pre-op (ng/ul) 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
HS 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 |Konsantrasyon

3. ay) (ng/ul) 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
HS-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 Saglanmasi

4.7.1. 500 ng RNA ile Real-time RT-PCR

Kullanilan kitin tavsiye ettigi miktar olan 500 ng RNA kullanilarak bir
hastanin pre-op ve post-op ornekleri ile primerlerin aktiviteleri denendi. Tablo 4.4’te
RNA orneklerinden c¢DNA sentezi i¢in kullanilan kimyasallarin miktarlar
verilmisgtir.

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

H16 |H16-3
Konsantrasyon (ng/ul) 176,86 151,13
500 ng RNA (ul) 3 3,5
RNAzs1z su (ul) 5 4,5
GE2 (ul) 6 6
BC4 (ul) 6 6

Yontemler boliimiinde belirtildigi gibi RT-PCR gergeklestirilmis ve cDNA
90 ul RNazsiz su ile diliie edilmistir. H16 ve H16-3’{in konsantrasyon ve saflik
degerleri Tablo 4.5’te goriilmektedir. cDNA saflig1 i¢cin A260/A280 degerinin 1,8,
A260/A230 degerinin ise 2 civarinda olmasi beklenmektedir.

Tablo 4.5. H16 pre-op ve post-op cDNA orneklerinin konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri (500 ng

RNA)
Konsantrasyon
(ng/ul) A260/A280 | A260/A230
Diliie 500 ng H16 cDNA 13,28 1,74 2,20
Diliie 500 ng H16-3 cDNA | 9,83 1,74 2,22

H16 ve H16-3 cDNA ornekleri i¢in Real-time PCR reaksiyonu Yontemler
béliimiinde anlatildig1 sekilde her gen i¢in gerceklestirilmistir. Orneklerin her gen
icin amplifikasyon egrileri Sekil 4.11°de gortilmektedir.
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Sekil 4.11. 500 ng H16 ve H16-3 RNA o6rnekleri ile gergeklestirilen Real-time PCR amplifikasyon

egrileri

4.7.2. 200 ng RNA ile Real-time RT-PCR

Primer aktivitelerinden emin olduktan sonra Ornekler arasinda diisiik
konsantrasyona sahip ornekler olmasi sebebiyle bir hesaplama ile kullanilabilecek
maksimum RNA miktar1 bulundu. Kullandigimiz ¢cDNA sentez kitinin 1 reaksiyon
icin vermis oldugu maksimum RNA hacmi 8 pl’dir. En diisiik konsantrasyona sahip
ornekten (H17=26,97 pg/ml) 8 ul aldigimiz durumda 215,76 ng RNA elde
edilmektedir. Bu durumda 500 ng RNA ile denemesi ger¢eklestirilen hastanin pre-op
ve post-op Orneklerinde 200 ng RNA ile deneme yapildi. Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de
RT-PCR protokolii ve ¢cDNA 6l¢iim sonuglar1 goriilmektedir. cDNA diliisyonlari
90 ul RNAzsiz su ile yapilmis ve Real-time PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir
(Sekil 4.12).

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

H16 |H16-3
Konsantrasyon (ng/ ul) |176,86|151,13
200 ng RNA (ul) 1,2 1,4
RNAZzsi1z su (ul) 6,8 6,4
GE2 (ul) 6 6
BC4 (ul) 6 6

Tablo 4.7. H16 pre-op ve post-op cDNA orneklerinin konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri (200 ng

RNA)
Konsantrasyon(ng/ul) | 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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Sekil 4.12. 200 ng H16 ve H16-3 RNA o6rnekleri ile gergeklestirilen Real-time PCR amplifikasyon
egrileri

500 ng ve 200 ng RNA kullanilarak Real-time RT-PCR ile elde edilen CT
degerleri Tablo 4.8’de verilmistir. Her iki durum i¢in de yakin CT degerleri elde
edildigi goriilmistiir. Primerlerin 200 ng RNA kullanilarak da etkin bir sekilde
calistig1 gosterildikten sonra tiim hastalar icin 200 ng RNA ile ¢aligmaya devam
edilmistir.

Tablo 4.8. 500 ng ve 200 ng RNA o&rnekleri ile gergeklestirilen Real-time PCR sonucu
CT (Threshold Cycle) degerleri

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
DGCRS8 26,14 27,59 DGCRS8 24,94 27,33

Exportin5 26,65 27,93 Exportin5 25,23 27,66
Argonaute2 | 24,75 25,76 Argonaute2 | 24,97 25,51
B-actin 15,45 16,59 B-actin 14,75 16,43

4.8. Hastalarda Gen Ekspresyon Degisimleri

Tablo 4.3’te verilen 200 ng icin gerekli RNA miktarlar1 su ile 8 pl’ye
tamamlanmis ve Yontemler boliimiinde belirtilen sekilde cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Hastalarin cDNA konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 4.9°da
goriilmektedir. Tiim 6rneklerin degerlerinin birbirine yakin oldugu goriildiikten sonra
2 tekrarli olacak sekilde 5 gen (Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5, Argonaute2) ve
1 house-keeping gen (B-actin) i¢cin Real-time PCR reaksiyonlar1 kurulmustur (Sekil
4.13). Negatif kontrol olarak hazirlanmis olan NTC kuyularinda amplifikasyon
goriilmemistir. Her reaksiyon sonunda elde edilen erime egrileri primerlerin hedef
gene spesifik olarak ¢alistigini gostermistir (Sekil 4.14).

39



Tablo 4.9. cDNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri
Konsantrasyon
Pre-op (ng/ul) 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
HS 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 Konsantrasyon
(3.ay) (ng/ul) 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
HS-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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DGCRS8 Amplifikasyon Egrileri
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Exportin5 Amplifikasyon Egrileri
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c)

Argonaute2 Amplifikasyon Egriler
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B-actin Amplifikasyon Egrileri
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Sekil 4.13. Tiim hastalar i¢in 200 ng RNA 6rnegi ile gergeklestirilen Real-time PCR sonucu elde
edilen amplifikasyon egrileri. Sirastyla Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5, Argonaute2 ve
B-actin genleri.
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b)

DGCRS8 Erime Egrileri
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c)

Argonaute2 Erime Egrileri
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Sekil 4.14. Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5, Argonaute2 ve B-actin molekiillerinin erime egrileri
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Tiim ornekler icin iki kez gerceklestirilen Real-time PCR sonuglar1 olan CT
degerlerinin ortalamasi alindi. Bu degerler referans gen olarak kullanilan -actin ile
normalize edildi. Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde 2*“' metodu kullanilarak
normalize gen ekspresyonlari ve ekspresyon degisimleri hesapland. Istatistiksel
analizlerde normalize edilmis gen ekspresyon degerleri kullanildi. Tiim hastalarin
post-op 3. ay donemde, incelenen 5 genin de ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmistiir (Sekil 4.15.). Nakil sonrasi 3. ayda Dicer gen
ekspresyonu 1,5 kat (p<0,001), DGCRS gen ekspresyonu 1,4 kat (p<0,01), Drosha ve
Exportin5 gen ekspresyonlar1 1,3 kat (p<0,01), Argonaute2 gen ekspresyonu 1,3 kat
(p<0,05) azalmustir.

Normalize Gen Ekspresyon Diizeyleri

0,0045 EEE

0,004 T

0,0035

0,003

0,0025
l — M Pre-op

0,002 il Post-op

0,0015

—

0,001

O & &

_ - E
- i .
K
[}

Dicer Drosha DGCRE Exportins Argonaute2

Sekil 4.15. Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve Argonaute2 genlerinin f-actin ile normalize edilmis
ekspresyon diizeyleri. Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. (* p<0,05, ** p<0,01,
**%p<0,001, n=16)
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4.9. Ila¢ Gruplarina Gore Gen Ekspresyon Degisimleri

Kullanilan ila¢ gruplarina gore gen ekspresyon degisimleri Sekil 4.16’da
gorilmektedir. Tac+tMFA kullanan hasta grubunda incelenen tiim gen
ekspresyonlarinda anlamli azalma goriilmiistiir. Diger ilag grubunda ise Dicer
ekspresyonunda degisme olmazken Argonaute2 ekspresyonunda ise ilging bir sekilde

artis gézlenmistir.

Tac+Eve+MFA

0,0045
0,004
0,0035
0,003
0,0025
0,002
0,0015
0,001
0,0005

Tac+MFA

HPre-op
i Post-op

0,0035

0,003

0,0025

0,002

0,0015

0,001

0,0005

Dicer

Drosha

DGCR8 ExportinS Argonaute2

Dicer

Drosha

DGCR8 ExportinS Argonaute2

H Pre-op
b Post-op

Sekil 4.16. Immiinsiipresan gruplarina gore gen ekspresyon degisimleri. * p<0,001 (Tac+MFA, n=14,
Tac+Eve+MFA, n=2)

4.10. Rejeksiyon Goriilen ve Goriilmeyen Hastalardaki Gen Ekspresyon
Degisimleri
Rejeksiyon gergeklesmis hastalarin gen ekspresyonlarinda goriilen degisim
oranlar1 grafik olarak Sekil 4.17°de verilmistir. Grafikte gosterilen azalmalarin
sayisal verilerinin gosterildigi Tablo 4.10’a gore kronik rejeksiyon gergeklesmis olan
H13’te goriilen azalma katsayillarmin diger hastalardan fazla oldugu dikkat
¢ekmektedir.

Tablo 4.10. Rejeksiyon goriilen hastalarda Dicer, Drosha, DGCRS, ExportinS ve Argonaute2 gen
ekspresyonlarinda goriilen azalma katsayilart (H13-kronik rejeksiyon, H22, H23-akut

rejeksiyon)

Dicer Drosha DGCRS8 | ExportinS | 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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0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

-2,50

3,00

Gen Ekspresyonlarindaki Degisim Oranlari

EH13

MH22
MH23

Sekil 4.17. Rejeksiyon goriilen hastalarda Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve Argonaute2 gen
ekspresyonlarindaki degisim oranlari (fold regulation) (H13-kronik rejeksiyon, H22, H23-

akut rejeksiyon)

Rejeksiyon goriilen hastalardaki gen ekspresyon degisimleri istatistiksel
olarak incelendiginde anamli bir fark bulunamamustir (Sekil 4.18) (p=0,11). Bu
hastalarda nakil sonrast 3. ayda Dicer gen ekspresyonu 1,8 kat, Drosha gen
ekspresyonu 1,7 kat, DGCRS gen ekspresyonu 2,1 kat, Exportin5 ve Argonaute2 gen

ekspresyonlari 1,9 kat azalmistir.

0,0045

0,004

0,0035

0,003

0,0025

0,002

0,0015

0,001

0,0005

Normalize Gen Ekspresyon Diizeyleri

M Pre-op

Dicer

i Post-ap

L

Drosha DGCR8 Exportins Argonaute?2

Sekil 4.18. Rejeksiyon goriilen hastalarda Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve Argonaute2
genlerinin B-actin ile normalize edilmis ekspresyon diizeyleri. Degerler ortalama+SEM

olarak verilmistir. (p=0,11, n=3)
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Rejeksiyon goriilmeyen hastalar ig¢in yapilan istatistiksel analizler sonucu
Dicer, Drosha, DGCR8 ve Exportin5 i¢in anlamli bir azalma goriilmiis ancak
Argonaute2 gen ekspresyonunda goriilen azalma anlamli bulunamamistir (p=0,10)
(n=13) (Sekil 4.19).

Normalize Gen Ekspresyon Diizeyleri

00,0045

0,004

00,0035

0,003

0,0025
 Pre-op

0,002 M Post-op

0,0015

0,001

0,0005

Dicer Drosha DG CREB Exportins Argonaute?

Sekil 4.19. Rejeksiyon goriilmeyen hastalarda Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve Argonaute2
genlerinin B-actin ile normalize edilmis ekspresyon diizeyleri. Degerler ortalama+SEM
olarak verilmistir. (* p<0,05, ** p<0,01, Argonaute2 p=0,10, n=13)
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TARTISMA

Glinlimiizde tespit edilmis yaklagik 1200 adet miRNA’nin, primer
miRNA’dan olgun miRNA’ya gidis siirecinde gorev alan proteinlerden herhangi
birindeki eksiklik veya farklilik, gen ekspresyon diizeyinde anlamli etkiler gostererek
miRNA’lardan bir ya da birkaginin ve hatta bazi1 durumlarda tiim miRNA profilinin
sentezine etki etmektedir. Bu komponentlerdeki ekpresyon artigi veya azaligi hem tek
baslarina hem de miRNA biyogenezini etkilemeleri sebebiyle 6nem tasimaktadir.
Organ nakli yapilacak hasta se¢imi, immiinsiipresan se¢imi, nakil sonrasi greftin
sagkalim siirecinin takibi i¢gin miRNA biyogenez komponentlerinin 6nemli yeri
olabilir. Bu 0zellikleriyle miRNA’lar ve olgun miRNA olusumunda gorevli
molekiiller, organ nakli i¢in biyobelirte¢ olabilmeleri yan1 sira énemli farmakolojik
hedefler olarak da karsimiza ¢ikmaktadir.

Bobrek naklinde klinik 6zellilklerin ve biyopsi sonuglarinin ortaya koydugu
fenotiplerin yani greftin akibetinin biyobelirtecler aracilifiyla dnceden tahmini ve
dogru bir sekilde siniflandirmasinin saglanmasi transplantasyon alanindaki hedeflerin
basinda gelmektedir. Biyobelirteg¢ler sayesinde hastanin durumunun belirlenmesi,
uzun donem immiinsiipresif tedavinin Onlenmesi veya kisisellestirilmis
immiinstipresif tedavi uygulanmasi saglanabilir. Bu da hastalarin immiinsiipresiflerin
toksik etkilerine uzun donem maruz kalmalarin1 engelleyebilecektir.

miRNA’lar immiin sistem, homeostazi, immiin hastaliklar, fizyolojik
olaylarin diizenlenmesi gibi pek ¢ok 6nemli role sahip kiigiik RNA molekiilleridir.
Otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi immiin sistemle iligkili hastaliklarda, miRNA
ekspresyonlarinda goriilen degisimin etkisi oldugu ancak mekanizmasinin heniiz
coziilemedigi bilinmektedir. Yapilan sinirli sayidaki miRNA ekspresyon profilleme
caligmalari, miRNA’larin organ nakli hastalarinin klinik evrelendirilmesi ve greft
akibetinin ongodriilmesi amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir.

Bobrek nakli hastalarinda yapilan bir gen ekspresyon calismasinda
PKMH’lerde ekspresyon degisikligi goriilen genlerin ¢ogunlukla immiin sistemde
gorevli genler oldugu, biyopsilerde ve PKMH’lerdeki ekspresyon degisimlerinin
ortlismedigi rapor edilmistir. PKMH’lerdeki gen ekspresyon profillerinin normal
bobrekte ve fonksiyonu normal seyreden bobrek greftlerinde farkli olmasinin
transplantasyonu, immiiniteyi ve immiinsiipresanlarin etki mekanizmalarini
tanimlamaya yardimci olabilecegi belirtilmistir [36].

Tim bu bilgiler 1s181Inda c¢aligmamizda organ nakli hastalarinda miRNA
biyogenezinde goérevli komponentlerin ekspresyon profilleri ilk kez gosterilmistir.
18-60 yas aras1 16 bobrek nakli alicisinin nakil 6ncesi higbir immiinsiipresan tedavi
almadan ve nakil sonras1 3. ay donemlerindeki, miRNA biyogenez komponentlerinin
ekspresyon degisimlerinin mRNA ve protein diizeyinde gosterilmesi hedeflenmistir.
Literatiir ¢alismalart PKMH’lerdeki ekspresyon degisimlerinin invaziv bir girisime
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gerek kalmadan bobrek fonksiyonu, immiinsiipresanlarin etkisi, greftin akibeti ile
ilgili fikir verebilecegini gostermektedir. Biz de c¢alismamizda, segilen
komponentlerin ekspresyonlarini PKMH’lerde inceledik.

Pri-miRNA’nin kesilerek pre-miRNA’ya donilisiimiinii saglayan RNaz III
ailesinden bir enzim olan Drosha ve kofaktorii DGCRS, pre-miRNA’nin ¢ekirdek
disina ¢ikmasini saglayan Exportin5, pre-miRNA nin sitoplazmada kesilerek dupleks
yap1 olusturmasini saglayan, yine RNaz III ailesinden bir enzim olan Dicer ve kararl
miRNA zincir secilimini saglayan Argonaute2 komponentlerinin ekpresyon
diizeylerinin degisimleri arastirilmistir.

Ekspresyon diizeylerini mRNA diizeyinde gdstermek i¢in real-time (gercek
zamanli) RT-PCR ve protein diizeyinde gostermek i¢in de Western Blot teknikleri
kullanilmistir.  Bu teknikler halen ekspresyon caligmalarindaki altin standart
yontemler olarak kabul gormektedir. Real-time RT-PCR, uygun primer kullanimai ile
cok spesifik sonuclar vermektedir. Son yillarda tiim ekspresyon profilini géstermek
icin kullanilan mikrodizin (microarray) sonuglarinin validasyonu i¢in de siklikla
kullanilmaktadir. Bu yontemler sayesinde secilen komponentlerin hem mRNA hem
de protein ekspresyon seviyeleri gosterilmis ve birbirleriyle kiyaslama firsati
yakalanmustir.

Bobrek nakli alicilarinda immiinsiipresanlarin etkisiyle goriilen degisimin
gosterilmesi hedeflenmis ancak 3 hastada rejeksiyon goriilmesiyle, rejeksiyon
durumundaki ekspresyon degisimlerinin gozlenmesi de miimkiin olmustur. Iki
olguda akut rejeksiyon, bir olguda ise kronik rejeksiyon seyretmis ve greft kaybiyla
sonuclanmistir.

Tez c¢alismamizda yer alan tiim hastalarin PKMH’lerindeki protein
ekspresyon diizeyleri gosterilmis ve ExportinS igin degisim goriilmemis, diger
komponentler i¢in azalma gergeklesmistir. Exportin5 protein ekspresyonunun
degismemesi, hastalarin bir kisminda azalma goriiliirtken bir kisminda artis
goriilmesine bagli olabilir. Argonaute2’de seyreden azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Argonaute proteinin miRNA biyogenezindeki dnemli rolleri
g6z Oniline alindiginda bu proteinin azalmasinin, miRNA’larin hedefleri olan mRNA
molekiillerinin post-transkripsiyonel regiilasyonlarin1 gergeklestirmede aksakliga
sebep olacagini tahmin etmek zor degildir.

Western blot sonuglari her hasta icin tek tek incelendiginde protein
ekspresyonlarindaki degisimin tiim hastalarda ayni seyretmedigi goriilmiistiir. Genel
ekspresyon profilinde azalma goriilmesine ragmen belirgin ekspresyon artisi
gbzlenen olgular olmustur. Bunlar Dicer i¢in H3, H11, H15, H19; Drosha i¢in H3,
H4, H5, H15, H19; DGCRS i¢in H3, H4, HS, H13, H15, H17, H19; Exportin5 igin
H4, H11, H14, H17, H21, H23 ve Argonaute?2 i¢in H3, H13, H15’tir. Goriildigl gibi
Dicer, Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 protein ekspresyon artislari i¢in ortak olgular
bulunmaktadir. H3, H13, H15 ve H19 olgularinda rastladigimiz ekspresyon artiglari,
bu hastalarin diger hastlardan farkli o6zellikleri oldugunu diisiindiirmektedir.
Hastalarin elimizde olan bilgileri karsilastirilmis ancak bir benzerlik goriillememistir.
Bu durum hastalarin demografik farkliliklarindan, HLA uyumlarindan, dondrlerin
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akrabalik derecesinden, tani farklarindan kaynaklaniyor olabilir. Bu olgularin daha
uzun zaman dilimi i¢inde takip edilmesi, daha iyi bir sonuc¢ elde edilmesini
saglayabilir.

Bobrek nakli hastalarindaki gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde tiim
hastalarda her gende istatistiksel olarak anlamli azalmaya rastlanmistir. Bu sonug
immiinsiipresanlarin miRNA biyogenezindeki global etkisini gostermesi agisindan
bliylilk Onem tasimaktadir. Greftin akibetiyle iligkili olarak degisen miRNA
ekspresyon profilleri géz oniine alindiginda bu durum beklenen bir sonugtur [4, 5,
31, 37].

Calismamizdaki hastalara uygulanan immiinsiipresan gruplar1 rejeksiyon
gerceklesen hastalar da dahil olmak iizere 14 hastada Tac+tMFA ve iki hastada
Tact+Eve+MFA’dir. Ilk basamak olarak ilag gruplarinin protein ekspresyon
degisimleri ile iligkisi olup olmadigi incelenmistir. TactMFA grubu ila¢ kullanan
hastalarda Drosha ve Exportin5’te degisim goriilmemis, diger komponentlerin
ekspresyonlarinda ise azalma goriilmiistiir. Argonaute2’nin protein diizeyindeki
ekspresyonunda karsimiza ¢ikan azalma anlamli bulunmustur. Tac+Eve+tMFA
kullanan hastalarda ise Dicer ve ExportinS ekspresyonlarinda degisme goriilmemis
diger protein ekspresyonlar1 ise azalmistir. Bu ila¢ grubunu kullanan iki olgunun
Dicer ve Exportin5 ekspresyonlart incelendiginde bir olguda artis, digerinde ise
azalma goriilmiistiir. Dolayisiyla bu farkliliklar ile Everolimus kullanimi arasinda bir
iligki kurulamamistir. Bu degisikligin hastalarin demografik 6zelliklerinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Bu iki gruptaki gen ekspresyon degisimleri incelendiginde, Tac+MFA grubu
ilag kullaniminin tiim gen ekspresyonlarinda anlamli azalmaya sebep oldugu
goriilmiistiir. Bu immiinsiipresanlarin miRNA biyogenezi lizerindeki global etkisini
gostermektedir. Tac+Eve+MFA grubunda ilgi ¢ekici sonuclar elde edilmistir. Dicer
ekspresyonu degismemis, Argonaute2 ekspresyonunda ise artig goriilmiistiir. Bu
durum Everolimus’un bu genlerin ekspresyonu iizerinde diger ilaglardan farkli bir
etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine de bu kadar az sayida hasta i¢in ilacin bu
komponentler iizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢ikarim yapmak su asamada miimkiin
degildir.

Ikinci basamak olarak rejeksiyon goriilmeyen hastalarin ekspresyon profilleri
karsilastirildi. Tiim hastalar icin bulunan tablo ile karsilasildi. Exportin5’in protein
ekspresyonunda degisim goriilmezken, diger komponentlerin ekspresyonlarinda
azalma, Argonaute2 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii.
Gen ekspresyon diizeyleri de her gen i¢in azalma gosterdi.

Rejeksiyon goriilen hastalarin ekspresyon degisimlerinde anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu durum hem akut ve kronik rejeksiyon goriilen hastalarin bir
arada incelenmesinden hem de saymin ¢ok kii¢iik olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Protein ekspresyon degisimlerini rejeksiyon goriilen hastalarda tek tek incelemek
daha dogru bir yaklasim olacaktir. Kronik rejeksiyon gerceklesmis olan H13’te
Drosha, DGCR8 ve Argonaute2 protein ekspresyonlarindaki degisim hem normal
seyreden hastalardan hem de akut rejeksiyon goriilen hastalardan farklidir. DGCRS
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protein ekspresyonunda diger hastalarda karsilastigimiz azalma yerine bir artis séz
konusudur. Drosha ve Argonaute2 ekspresyonunda ise yine bir azalma beklenirken
degisim olmadigi goriilmistiir. Bu durumda nakil sonrasi immiinslipresanlarin
etkisiyle miRNA biyogenezinde olmasi gereken regiilasyonun, kronik rejeksiyon
gelisen olguda gergeklesemedigi yorumu yapilabilir. Exportin5 protein ekspresyonu
artan ve azalan hastalar bulundugundan, rejeksiyon goriilen hastalarda bu protein i¢in
yorum yapilamamaktadir.

Protein ekspresyonunda azalma beklenen Argonaute2’nin kronik rejeksiyon
gerceklesmis olan H13’te degisim gostermemesi ve DGCRS8’in artis gdstermesi,
Argonaute2’nin ve DGCRS8’in  kronik rejeksiyon i¢in biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini, kronik rejeksiyon gerceklesmis hasta sayisinin artmasi ile anlamli
bir sonug bulunabilecegini diisiindliirmektedir.

Akut rejeksiyon goriilen hastalarda rejeksiyon goriilmeyen profile benzer bir
tablo ortaya ¢ikmasiin yaninda akut rejeksiyon gelisen olgu H23’te Exportin5’te
goriilen artis, Exportin5’in akut rejeksiyon icin hedef bir biyobelirte¢ olabilecegini
diistindiirmektedir.

Rejeksiyon gerceklesmis hastalarin gen ekspresyonlart post-op 3. ayda
yaklagik 2 kat azalma gostermistir. Kronik rejeksiyon gergeklesmis olan H13’te
goriilen azalma katsayilarinin diger hastalarda goriilenlerden daha fazla oldugu goze
carpmistir. miRNA biyogenez komponentlerinde mRNA diizeyinde gerceklesmis
olan daha biiyiik orandaki bu azalma kronik rejeksiyon gelismesiyle iligkili olabilir.

miRNA biyogenez komponentlerindeki ekpresyon degisimlerinin kanserin
seyri ile iliskilendirilebilecegini gosteren ¢aligmalarda hasta sayilarinin 1oo’den fazla
oldugu goriilmiistiir [34, 38]. Biz de daha genis kapsamli bir ¢aligma ile ekspresyon
degisimlerini etkileyen faktorleri tanimlama sansina erisebiliriz.

Bobrek nakli hastalarinin miRNA profilini gosteren calismalar, spesifik
miRNA’larin ekspresyon degisimlerinin akut rejeksiyonun 6nceden tahmininde veya
tedavisinde kullanilabilecegini, farkli rejeksiyon tiirlerinde farkli miRNA profilleri
oldugunu gostermistir [4, 5, 31]. 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada tolerans
saglanmis hastalarda PKMH’lerde immiinsiipresan kullanan hastalara kiyasla miR-
142-3p’nin ekspresyonunda artis bildirilmistir [37]. Dolayisiyla greftin akibetini
belirleyebilmek ve rejeksiyon cesitlerinin ayirt edilebilmesi i¢in miRNA’larin
potensiyel terapotik molekiiller oldugu one siiriilmektedirler. Ancak bazi ¢alismalarin
sonuglarinin Ortlisgmemesi henliz bu molekiillerin rutinde kullanilamayacagini ve
daha genis kapsamli calismalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Organ nakli hastalarinda miRNA biyogenezinde gorevli komponentlerin
ekspresyon profili c¢alismalar1 yapilmamistir. Ancak bu komponentlerdeki
mutasyonlart veya ekspresyon farkliliklarini basta kanser olmak iizere belirli
patolojik durumlarla iligkilendirilen yayinlar karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser
hiicrelerinde Exportin5’teki genetik bir bozuklugun, 6ncii miRNA’larin hiicre
cekirdeginde biriktigini ve normal Exportin5’in ise tiimor siipresor etkisinin oldugu
gosterilmistir [35]. Over kanserinde Dicer ve Drosha’nin mRNA ve protein
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diizeyinde ekspresyonlarinda azalma kanser asamalari ile, ekspresyonlardaki artis ise
sagkalim siiresinin artigi ile iligkili bulunmustur. Bunlarin yani sira Dicer ve Drosha
genlerinde yanlis anlamli mutasyonlar oldugu gosterilmistir [34]. Kii¢lik hiicreli dist
akciger kanserlerinde yine Dicer ve Drosha’nin ekspresyon degisimlerinin histolojik
derecelendirme ve sagkalimla iliskili olabilecegi belirtilmistir [38].
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SONUCLAR

Yukaridaki bilgiler 1s18inda greftin seyri ile iliskilendirilecek miRNA
ekspresyon caligmalarinin literatiirde anlamli bir yere sahip oldugu goriilmiis ancak
organ nakli alaninda miRNA biyogenez komponentlerinin ekspresyon profilleri
calismalarinin eksikligi farkedilmistir. miRNA biyogenez komponentleri olgun
miRNA olusmasini sagladiklar1 i¢in greftin akibetini gdstermek agisindan anlaml
olabilir. Bu yiizden olgu sayisi acisindan tek basina yeterli olmamakla beraber,
calismamiz bdbrek nakli hastalarinda miRNA biyogenez komponentlerinin
ekspresyon profillerinin ve bu ekspresyonlarin kullanilan immunsiipresan ilaclarla
etkilesiminin gosterildigi ilk ¢alisma olmasi1 bakimindan 6nem tagimaktadir.

Calismamiza dahil edilen bobrek nakli olgularinda greft fonksiyonlar: normal
seyreden hastalarda, miRNA biyogenezinde gorevli baslica komponentlerden olan
Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5 ve Argonaute2 ekspresyonlarinda goriilen
azalmalar, rejeksiyonun ger¢eklesmeyeceginin veya belki de toleransin
saglanacaginin gostergesi olarak klinikte kullanilabilir. Rejeksiyon gelismis
olgularda, greft fonksiyonlar1 normal seyreden olgulardan farkli oldugu gozlenen
DGCRS, Exportin5 ve Argonaute2 molekiilleri, rejeksiyon gelisimini Ongdren
potansiyel biyobelirtecler olabilir.

Sonug olarak, literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda
hedef olarak belirledigimiz ve istatistiksel olarak anlamli bulgular ile tartistigimiz
miRNA biyogenez komponentleri olan Dicer, Drosha, DGCRS, ExportinS ve
Argonaute2 molekiillerinin bdbrek nakli vakalarinda ekspresyon degisimlerini
etkileyen faktorleri tanimlamak, bu degisiklikleri greftin  akibeti ile
iligskilendirebilmek ve bu molekiillerin immiinsiipresan se¢iminde yardimini anlaml
olarak gosterebilmek i¢in vaka sayist agisindan daha genis kapsamli ve vakalarin
daha uzun siire takip edildigi caligmalara gerek oldugunu diistinmekteyiz.

56



10.

11.

12.

13.

14.

KAYNAKLAR

Roedder, S., et al., Biomarkers in solid organ transplantation: establishing
personalized transplantation medicine. Genome Med, 2011. 3(6): p. 37.

Sarma, N.J., et al., Modulation of immune responses following solid organ
transplantation by microRNA. Exp Mol Pathol, 2012. 93(3): p. 378-85.

Mas, V.R,, et al., MicroRNAs as biomarkers in solid organ transplantation.
Am J Transplant, 2013. 13(1): p. 11-9.

Sui, W., et al.,, Microarray analysis of MicroRNA expression in acute
rejection after renal transplantation. Transpl Immunol, 2008. 19(1): p. 81-5.

Anglicheau, D., et al., MicroRNA expression profiles predictive of human
renal allograft status. Proc Natl Acad Sci U S A, 2009. 106(13): p. 5330-5.

Danger, R., et al.,, Expression of miR-142-5p in peripheral blood
mononuclear cells from renal transplant patients with chronic antibody-
mediated rejection. PLoS One, 2013. 8(4): p. e60702.

Zhang, M., et al., MicroRNA-155 may affect allograft survival by regulating
the expression of suppressor of cytokine signaling 1. Med Hypotheses, 2011.
77(4): p. 682-4.

Fedeli, M., et al., Dicer-dependent microRNA pathway controls invariant
NKT cell development. J Immunol, 2009. 183(4): p. 2506-12.

Liston, A., et al., Dicer-dependent microRNA pathway safeguards regulatory
T cell function. J Exp Med, 2008. 205(9): p. 1993-2004.

Danovitch, G.M., Handbook of Kidney Transplantation. 2010.

Mehta, R.L., et al., Acute Kidney Injury Network: report of an initiative to
improve outcomes in acute kidney injury. Crit Care, 2007. 11(2): p. R31.

www.thsk.saglik.gov.tr

Seyahi, N., et al., Tiirkiye’de Renal Replasman T edqvilerinin Giincel
Durumu: Tiirk Nefroloji Dernegi Kayit Sistemi 2014 Yili Ozet Raporu. Tiirk
Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi, 2015. 24(1): p. 10-16.

Erek, E., G. Suleymanlar, and K. Serdengecti, Nephrology, dialysis and
transplantation in Turkey. Nephrol Dial Transplant, 2002. 17(12): p. 2087-93.

57


http://www.thsk.saglik.gov.tr/

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

A., M.D. and M.H. Sayegh, Transplantation Immunology, in Handbook of
Kidney Transplantation, G.M. Danovitch, Editor. 2010.

Morath, C., et al., Clinical relevance of HLA antibody monitoring after
kidney transplantation. J Immunol Res, 2014. 2014: p. 845040.

Warren, E.H., et al., Effect of MHC and non-MHC donor/recipient genetic
disparity on the outcome of allogeneic HCT. Blood, 2012. 120(14): p. 2796-
806.

Male, D., et al., fmmiinoloji. 2008: Elsevier Limited.

Duranay, M., et al., Renal Transplantasyon Oncesi Alici Adayinin
Degerlendirilmesi, in Bobrek Transplantasyonu El Kitabt, S. Sert, Editor.
2001, Bilimsel Tip Yayinevi: Ankara.

Khan, F.H., The Elements of Immunology. 2009: Pearson.

Ravindra, K.V., et al., Composite tissue transplantation: a rapidly advancing
field. Transplant Proc, 2008. 40(5): p. 1237-48.

Duranay, M., et al., Renal Transplantasyonda Immunsupresif Ilaclar, in
Bobrek Transplantasyonu El Kitabi, S. Sert, Editor. 2001.

Yenicesu, M., Bobrek Transplantasyonu, in Nefroloji, N. Arik, Editor. 2001.

Bestard, O., et al., Biomarkers in renal transplantation. Curr Opin Organ
Transplant, 2010. 15(4): p. 467-73.

Sawitzki, B., et al., Identification of gene markers for the prediction of
allograft rejection or permanent acceptance. American Journal of
Transplantation, 2007. 7(5): p. 1091-1102.

Brown, K., et al., Ultra-localization of Foxp3(+) T cells within renal
Allografts shows infiltration of tubules mimicking rejection. American
Journal of Pathology, 2007. 171(6): p. 1915-1922.

Lee, R.C., R.L. Feinbaum, and V. Ambros, The C. elegans heterochronic

gene lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell,
1993. 75(5): p. 843-54.

Wightman, B., I. Ha, and G. Ruvkun, Posttranscriptional regulation of the
heterochronic gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation in C.

elegans. Cell, 1993. 75(5): p. 855-62.

Zhu, S., W. Pan, and Y. Qian, MicroRNA in immunity and autoimmunity. J
Mol Med (Berl), 2013. 91(9): p. 1039-50.

58



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Kanserin Erken Tanisinda Molekiiler Altyapi Laboratuvarinin Olusturulmasi
Projesi. 2012, Mersin.

Wilflingseder, J., et al., miRNA profiling discriminates types of rejection and
injury in human renal allografts. Transplantation, 2013. 95(6): p. 835-41.

Li, H., et al., Reduced expression of MIR409-3p in primary immune
thrombocytopenia. Br ] Haematol, 2013. 161(1): p. 128-35.

Zhang, N. and M.J. Bevan, Dicer controls CDS8(+) T-cell activation,
migration, and survival. Proceedings of the National Academy of Sciences of

the United States of America, 2010. 107(50): p. 21629-21634.

Merritt, W.M., et al., Dicer, Drosha, and outcomes in patients with ovarian
cancer. N Engl J Med, 2008. 359(25): p. 2641-50.

Melo, S.A., et al., A genetic defect in exportin-5 traps precursor microRNAs
in the nucleus of cancer cells. Cancer Cell, 2010. 18(4): p. 303-15.

Flechner, S.M., et al., Kidney transplant rejection and tissue injury by gene
profiling of biopsies and peripheral blood lymphocytes. Am J Transplant,
2004. 4(9): p. 1475-89.

Danger, R., et al., Upregulation of miR-142-3p in peripheral blood
mononuclear cells of operationally tolerant patients with a renal transplant. J

Am Soc Nephrol, 2012. 23(4): p. 597-606.
Diaz-Garcia, C.V., et al., DICERI, DROSHA and miRNAs in patients with

non-small cell lung cancer: implications for outcomes and histologic
classification. Carcinogenesis, 2013. 34(5): p. 1031-8.

59



OZGECMIS

Esra CELEN 1988 yilinda Ankara’da dogdu. ilk ve orta &grenimini
Alanya’da tamamladi. 2006 yilinda Alanya Ayse Melahat Erkin Anadolu Lisesi’nden
mezun oldu. izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik
boliimiinii 2011 yilinda tamamladi. Budapeste Semmelweis Universitesi Tip
Okulu’nda Biyokimya béliimiinde stajin1 gergeklestirdi. Akdeniz Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisii Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim dalinda yiiksek lisans
egitimine bagladi. Halen Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’'nde
arastirma gorevlisi olarak ¢alismaktadir. Yabanci dili Ingilizce’dir.

60



