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OZET

Arpali, E. Bobrek Nakli Sonrast Gelisen BK Viriis Enfeksiyonu ile Kaveolin ve Klatrin
Molekiillerinin ~ Arasindaki iligkinin Incelenmesi ve HLA Doku Tipi Dagilim.
Istanbul Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.
2019.

Saglikli insanlarda genellikle asemptomatik olarak seyreden BK viriis enfeksiyonu  bagisiklik
sistemi baskilanmig hasta grubunda farkli klinik tablolarla kendini gosterebilir. Bobrek nakli
hastalarinda BK Viriis reaktivasyonu %8 oraninda BK Viriis nefropatisine ve tedavi edilmedigi
takdirde transplante bobrek kaybina yol acabilir. BK Virlis’iin de i¢inde bulundugu
Poliyomaviriis ailesinden bir¢ok virlisiin hiicre i¢ine transportunda Klatrin veya Kaveolar
sistemin gorev aldigt ve HLA molekiillerinin yardimci reseptdr goérevi gorebilecegi
bilinmektedir. Bu c¢alismada BKYV viremisi olan bobrek nakli hastalari, alinan bdbrek
biyopsisinde BKV nefropatisi saptanmasina gore iki gruba ayrildi (Grup I: Viremi +,
Nefropati+/ Grup II: Viremi+, Nefropati-) Her iki hasta grubu HLA doku tiplerinin uyumu ve
HLA doku tipleri yoniinden degerlendirildi. Bobrek biyopsilerindeki kaveolin-1 ve klatrin
molekiillerinin dagilimi ve konsantrasyonu immiinohistokimyasal boyama ydntemiyle
incelendi. Incelenen 343 hastanin 42’sinde BKV viremisi mevcuttu. Alici ve verici arasindaki
HLA uyumu viremi i¢in dnemli bir risk faktorii olarak saptanmazken, verici veya alicidaki bazi
HLA allelerinin BKV viremisi veya virlirisinde 6nem arz ettigi saptandi. Patolojik incelemeye
alman 31 6rnegin anti-kaveolin-1 immunoglobulin ile yapilan immiinohistokimyasal analizinde
Grup-I ve Grup-II arasinda boyanma ydniinden istatiksel yonden anlamli bir fark oldugu ve
Grup-I de kaveolin-1’in boyanmasinin az oldugu goriildii. Ancak benzer immiinohistokimyasal
analiz anti-klatrin ile yapildiginda Grup-I ve Grup-II arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark izlenmedi. Bu bulgular 151831nda, BKV enfeksiyonu i¢in belli bazt HLA tiplerinin risk
faktorii olabilecegi diisiinebilir. Ayrica kaveolin-1 ekspresyonunun BKV enfeksiyonunda
bobrek tutulumu i¢in koruyucu rol oynayabilecegi diisiiniilebilir. Her iki verinin de genis ¢aph
caligmalarla dogrulanmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek Nakli, BK Viriis, Kaveolin-1, HLA Klatrin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29152
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ABSTRACT

Arpali, E. An analysis of the relationship between Caveolin and Clathrin molecules and BK
virus infection seen after kidney transplantation and HLA tissue type distribution.

Istanbul University, Institution of Health Sciences, Department of Medical Biology, Doctorate
Thesis. 2019. Istanbul.

BK virus infections which usually remains asymptomatic in healthy adults may have different
clinical manifestations in immunocompromised patient population. BK virus reactivation can
cause BK virus nephropathy in 8% of kidney transplant patients and graft loss may be seen if
not treated. Clathrin or Caveolar system are known to be required for the transport of many
viruses from Polyomaviruses family including BK viruses and HLA molecules are speculated
to have roles as co-receptors for some virus types. In this study, kidney transplant patients with
BK virus viremia were divided into two groups according to the BK virus nephropathy found
in kidney biopsy (Group I: Viremia +, Nephropathy + / Group II: Viremia+, Nephropathy -).
Both patient groups were evaluated with regard to HLA tissue typing match and HLA tissue
types. Kidney biopsies were examined with immunohistochemical staining to determine the
distribution and density of the Caveolin-1 and Clathrin molecules. Of the 343 patients, 42 had
BKYV viremia. While HLA match was not found to be a significant factor for viremia, some of
donor or recipient HLA allels was found to be significant in BKV viremia or viruria.
Immunohistochemical staining of the 31 pathologic specimens with anti-caveolin-1
immunoglobulin revealed statistically significant difference between group-I and group-II. The
number of the specimens stained with anti-caveolin-1 was less in group I. On the other hand,
we did not find any difference between the groups regarding the anti-clathrin immunochemical
analysis. According to these findings, some HLA types may be regarded as risk factors for
BKYV infection. Besides, caveolin-1 expression can be considered as a protective factor for
kidney involvement. Both results should be verified with high scale studies.

Key Words: Kidney Transplantation, BK Virus, Caveolin-1, HLA,Clathrin

This Project was the PhD thesis of EA, supported by the Istanbul University Scientific Research Unit
(Project ID: 29152).



1. GIRIiS VE AMAC

Eriskin insanlarin  %50-90°’nin  BK viriis (BKV) yoniinden seropozitif oldugu
bildirilmektedir. Saglikli insanlarda enfeksiyon asemptomatik olarak seyreder ve viriis
genitoiiriner sistemde latent halde bulunur. Bobrek nakli gibi immiin sistemin baskilandigi
durumlarda %10-70 civarinda yeniden aktivasyon goriilebildigi bildirilmistir [1, 2]. Bu
hastalarda viruri ile baglayan enfeksiyon nefropati ve neticede %50’ye varabilen oranlarda greft
kaybmma neden olabilmektedir. Son yillarda gelistirilen idrar sitolojisi ve PCR tarama
yontemleri ile izlem metotlarina ragmen greft kayb1 %20 gibi ciddi bir diizeyde olabilmektedir
[3]. On dort Poliyoma viriisten biri olan BKV, 40-44 nm ebadinda ikosahedral bir kapsidi
bulunan, ¢ift sarmal DNA igeren zarfsiz bir viriistiir [4]. BKV’niin hiicre icerisine kaveola
aracilikli yolak ile tasindig1 bildirilmistir [5, 6]. Kaveola kolesterol ve sfingolipidden zengin
50-80 nm biiyiikliigiinde kiiciik membran invajinasyonlaridir. Esas gorevlerinin bulunduklari
hiicreye gore degismekle beraber makro molekiillerin hiicre i¢ine taginmasi, kolesteroliin hiicre
ici organellerden hiicre dis1 reseptorlere aktarilmasi ve birgok sinyal molekiiliiniin taginmasinin
kontroliinde rol aldiklart bildirilmistir [7-9]. Moriyama ve ark. insan proksimal renal tiibiiler
epitel hiicreleri (HKPTEC) kullanarak yaptiklar1 kiiltiir ¢alismasinda siRNA yardimiyla
Kaveolin-1 (Cav-1) ekspresyonunu inhibe ettiklerinde, BKV ile enfeksiyonun
gerceklesmedigini gostermislerdir [4]. Ayn1 yontemi kullandiklarinda klatrin ekspresyonunun
inhibisyonunun BKYV ile HKPTEC enfeksiyonunu engellemedigi de gosterilmistir. Cav-1’in
BKYV enfeksiyonundaki onemini bdylece vurgulamislardir. Bobrek nakli sonrasi BKV
enfeksiyonuna duyarlilikta 6nemli olabilecek bir bagka faktoriin de alict ve vericideki HLA
antijenleri ve uyum sayist oldugu bildirilmistir [10]. Artan HLA uyumsuzlugunun BKV
enfeksiyonu sikligini arttirdigi gosterilmistir. Bobrek naklinde alici-verici arasindaki HLA-A2,

B44, DR7 uyumunun diistik viremi insidansiyla iligkili oldugu gosterilmistir [10].

Yukaridaki bilgilerin 15181nda bu tez ¢calismasinda amacimiz BKV viremisi, viriirisi veya
nefropatisi saptanmis bobrek nakli hastalarinda bobrek alici-verici HLA antijenlerinin
uyumunun ve HLA antijen dagiliminin karsilastirilmas: sureti ile var olmasi olasi riskli
gruplarin saptanmasidir. Buna ek olarak BKV viremisi olan ancak alinan bobrek biyopsisinde
nefropati izlenmeyen hasta grubu ile BKV viremisi olan ve nefropati izlenen hastalardaki
kaveolin-1 molekiiliiniin dagilim ve materyaldeki konsantrasyonunun immiin histokimyasal

boyama yontemiyle degerlendirilmesi ve muhtemel korelasyonun varligini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 INSAN LOKOSIT ANTIJENININ YAPISI VE GOREVi

Insan major histokompatibilite kompleksi (MHC) 6. Kromozomun kisa kolunda 3,6
milyon baz ¢ifti uzunlugundaki bir genomik segmentte bulunmaktadir [11]. MHC Insan Lokosit
Antijeni (HLA) olarak adlandirilan ve biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde mevcut olan bir

protein ailesini kodlamaktadir (Sekil 2.1).

oh DMTAP e bR TF B B A
130 kb 0 kb 200 kb 230 kb 100 kb 1270 kb
i BH—“—H—' ||44 |7’/—|—| ——
Bial B‘Eﬂﬂ
BS5
6. KROMOZOM 6p21.3

<2l

HLA Bélgesi (~4 Mb)

L |

Sinif 11 Sinif 11 Sinif |
DOA DMA DMB DOB
DPB1 TAP1 DOQB1 DRB1 DRA
TAP2 DQA1 DRB3/4/5
MICE MICAB C E A G F

Sekil 2.1 insan Major Histokompatibilite Kompleksi



Bu bolgedeki bazi genler ¢cok sayida allele sahip olmakta ve ileri diizeyde polimorfizm

gostermektedir [11]. MHC genleri ti¢ sinif molekiilii kodlamak tlizere gruplanmiglardir [11-14]:

e Sinif | MHC Genleri: Bu genler biitilin ¢ekirdekli hiicrelerin ylizeyinde bulunan ve hiicre
i¢i kaynakli peptitleri hiicre yiizeyinde CD8" T lenfositlere sunmakla gorevli olan

glikoproteinleri kodlamaktadir.

e SmifII MHC Genleri: Bu genler, antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde bulunan ve antijeni

CD4" T lenfositlere sunan glikoproteinleri kodlamaktadir.

e Smif III MHC Genleri: Kompleman sistem aktivasyonunda ve enflamasyonda rol

oynayan bazi proteinleri kodlamaktadir.

Smif I HLA molekiilleri, MHC kompleksi iizerinde kodlanan bir a zincir ile 15.
kromozomda kodlanan 12 kDa agirliginki 2 mikroglobulin molekiiliin birlesimiyle olusan
polipeptitlerdir (Sekil 2-2). Alfa zinciri, 3 adet o segmenti bulunan bir hiicre dis1 kisim (al, a2,
a3), 25 hidrofobik aminoasit ihtiva eden transmembran bir boliim ve hiicre i¢ine uzanan kisa
bir hidrofilik zincirden olusturmaktadir. > mikroglobulin ise hiicre zarina baglanmadan sadece
non-kovalent baglarla a zincirine bagli halde bulunmaktadir. Alfa-1 ve 2 segmentleri arasinda
olusan molekiiler yarik peptit baglama bolgesini olusturmakta ve 8-10 a.a. uzunlugundaki
peptitleri baglayabilmektedir. Bu kesim ileri dlgiide degiskenlik gostermektedir. Bir HLA
molekiiliiniin uygun sekilde katlanip hiicre yiizeyine taginabilmesi i¢in Siif-I a zincirinin, 32
mikroglobulinin ve peptitin birlikte bulunmasi sarttir. Insanlarda {i¢ adet sinif I HLA o- zincir

geni bulunmaktadir. Bunlar HLA-A, HLA-B ve HLA-C’dir [15, 16].

Siif II molekiilleri her ikisi de MHC kompleksi iizerinde kodlanan sirasiyla 33-kDa ve
28-kDa agirligindaki bir a zincir ve bir B zincirinden ibarettir. Her iki zincir birbirine non-
kovalent baglarla baglidir (Sekil 2-2). Sinif I molekiillerinde oldugu gibi Sinif II molekiillerinin
de bir hiicre dig1 antijen sunan kismi, bir transmembran boliimii ve bir intrasitoplazmik segmenti
bulunmaktadir [14]. MHC iizerinde 3 ¢ift Stmif I HLA geni mevcuttur. Bunlar DR, DP ve DQ
icin a ve B genleridir. Bir¢ok insanda DR gen kiimesinde fazladan bir B geni (DRB3, DRB4,
DRB5S) bulunabilmektedir.



Sinif I HLA Molekiilii Sinif IT HLA Molekiilii

ay

63}

oy

5

f32- Mikroglobulin

SESEEEESEEENS A0 (NI XD ’ HIHIHII, X, -8 SRS ERERS ESE

Sekil 2.2 HL A Molekiillerinin Yapisi.

2.2 LOKOSIT ANTIJENLERININ HUCRE YUZEYINE TASINMASI VE ANTIJEN
SUNUMU

Hiicre icerisindeki proteinler proteazom ismi verilen bir yikim sistemi ile oligopeptitlere
ayrilirlar. Hiicre i¢i par¢alanan proteinlere ait aminoasit zincirlerinin ¢ogu tekrar kullanilirken
bir kismai sitozolde serbest olarak kalabilir. Bu kisa aminoasit zincirleri sinif I HLA molekiilleri
ile immiin sisteme sunulmak iizere hiicre zarina tasinir. Hiicre dis1 kaynakli peptitlerin hiicre
zarinda sunulmasi, endositozla hiicre igine alinan peptitlerin simif II HLA molekiilleri ile

birlesmesi ile olur [17].

2.2.1 Hiicre I¢ci Kaynakh Peptitlerin Hiicre Zarina Tasinmasi

Smif I HLA molekiilleri ve B2 Mikroglobulin graniillii endoplazmik retikulumda (GER)
sentezlenmektedir. Bu sentez ve katlanma sirasinda sitozol kaynakli oligopeptitlerin GER
icerisine taginmasi gerekmektedir. Antijen iglenmesi ile iliskili transport proteininin (TAP) bu
oligopeptitlerin GER i¢ine tasinmasinda ve HLA-I ile birlestirilmesinde 6nemli roliiniin oldugu
gosterilmistir. Hiicre ylizeyinde HLA-I molekiiliiniin stabil bir sekilde bulunabilmesi i¢cin GER
igerisinde a zincirin, 2 Mikroglobulinin saperonlarla katlanirken, peptit zincirinin uygun
sekilde bu yapiya sitozolden tasinmasi gerekmektedir. Kalneksin, ERp57, kalretikiilin ve

tapasin gibi saperonlarin yardimiyla katlama siireci ve TAP proteini ile oligopeptitlerin



tasinmast ve HLA-I molekiiliine baglanmasi ile stabilizasyon kazanan HLA-I molekiili

GER’den ayrilir ve Golgi cisimcigine gecerek hiicre yiizeyine tasinir [18] (Sekil 2.3).

2.2.2 Hiicre Dis1 Kaynakl Proteinlerin Hiicre Zarina Tasinmasi

Antijen sunan hiicreler ile fagositoz veya reseptor aracili endositoz ile hiicre igine alinan
antijenler once erken endozomlarda sonra ge¢ endozomlarda ve son olarak da lizozomlarda
parcalanirlar. GER’de iiretilen HLA-II molekiilleri invaryant zincir isimli proteine bagli olarak
GER’den Golgi cisimcigine, oradan da endositik kompartimanlara tasinirlar. Bu sirada
invaryant zincir proteolitik aktivite ile kisaltilir. Klasik bir HLA molekiilii olan HLA-DM bu
kisa peptit zincirinin (CLIP) antijenik peptitler ile degisiminde 6nemli rol oynar. Peptit ile

baglanan HLA-II kompleksi hiicre ylizeyine taginir [17].
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Sekil 2.3 Hiicre Ici ve Hiicre Disi Kaynakh Peptitlerin Hiicre Zaria Tasinmasi



2.3 INSAN LOKOSIT ANTIJENIi VE ORGAN NAKLI

T lenfositlere HLA molekiilleri lizerinde sunulan antijenik peptitler siklikla immiin sistemde o
antijene 6zgi bir yanitin baglamasina sebep olmaktadir. HLA molekiillerinde goriilen biiyiik
cesitlilik ise immiin sistemin kendinden olmayani ayirma kabiliyetine katki saglamaktadir.
Ancak s6z konusu organ nakli oldugunda, identik olmayan bireyler arasinda yapilan organ veya
doku nakillerinde, immiin sistemin aktivasyonu ve olusan anti-HLA antikorlar nakledilen doku
veya organlarin kaybina ve sensitizasyona sebep olmaktadirlar. Allojenik anti-HLA antikorlar
hamilelik, kan transfiizyonu veya organ nakli sonrasinda ortaya ¢ikmaktadirlar. Alicida bulunan
bu antikorlarin veya titrelerinin tespiti bugiin klinik olarak bagarili bir organ nakli i¢in biiyiik

Oonem arz etmektedir [19].

Tarihsel olarak bakildiginda, insanda ilk olarak tanimlandigi 1952 yilindan giliniimiize
kadar MHC ve HLA nin organ naklindeki 6nemi giderek artmistir [20]. 1960’11 y1llarin sonuna
dogru anti-HLA antikorlarin organ ve doku kaybina sebep oldugu kesin olarak anlagilmistir
[21]. Takip eden yillarda kompleman bagimli sitotoksisite testinin yaygin olarak kullanima
girmesi ile greft sag kaliminin arttig1 goriilmiistiir. Gelisen teknoloji ile akim sitometrisi ve
enzime bagli immunosorbent tabanli testlerin kullannma girmesi, anti-HLA antikorlarin
tespitindeki duyarliligi artirmistir. Ote yandan HLA smiflamasi icin kullanilan tekniklerde
serolojik tetkiklerin yerini giderek DNA bazli metotlar almistir.

Giliniimiizde anti-HLA antikorlarin duyarli metotlarla tespiti titrelerinin takibi ve
desensitizasyon protokolleri ile bu antikorlarin giivenli sinirlara ¢ekilmesi ile duyarli hastalarda

bobrek ve diger organ nakilleri yapilabilmektedir [22].

2.4 INSAN LOKOSIT ANTIJENI (HLA) TIPLEMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

2.4.1 Serolojik Yontemler

En erken kullanima giren metottur. Kompleman aracili mikrositotoksisite prensiplerine
dayali olarak yapilan bir testtir [23]. Multipar veya ¢ok defa kan transfiizyonu yapilmis sensitize
bireylerden alinan serum Ornekleri ayirag olarak kullanilir. T ve B lenfositler siras1 ile sinif [
ve sif II HLA antijenlerinin tespiti i¢in kullanilir. Lenfotoksisite testinde izole edilen

lenfositler doku tiplemesinde kullanilan bilinen bir serumla muamele edilir. Eger lenfositlerin



iizerinde spesifik anti-HLA serumunun reaksiyona girecegi HLA molekiilii varsa antijen
antikor baglanmasi gergeklesir ve eklenen kompleman vasitasiyla membran hasar1 gerceklesir

(Sekil 2-4).

Eklenen vital boyalarin hasarlanmis hiicre zarindan girmesi ile hiicreler mikroskopta
boyanir hale gelir. Boylece doku grubunun tespiti yapilmis olunur. Ancak HLA molekiilleri
arasinda izlenen ¢apraz reaktivite, bir antikora 6zgii serumun kolay elde edilememesi, hiicre
ylizeyinde ekspresyonu diisiik olan HLA molekiillerinin zaman zaman reaksiyon vermemesi
ayrica sik izlenen yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflikler bu test yontemi i¢in 6nemli sakincalar
olarak karsimiza ¢ikmistir. Zaman igerisinde gelistirilen monoklonal antikorlar ile ¢apraz

reaktivite problemi énemli dl¢lide asilmistir [15].

Vital Boya

Sekil 2.4 Kompleman Aracili Lenfotoksisite Testi ile HLA Tipinin Saptanmasi.

2.4.2 Molekiiler Yontemler
Gelisen teknoloji ile sekansa 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu tabanli ve yeni jenerasyon

dizileme yontemleri kullanima girmis, daha detaylt HLA tiplemesi miimkiin olmustur[15].

2.5 INSAN LOKOSIT ANTIJENLERININ iSIMLENDIiRILMESI

Serolojik yontemlerden molekiiler yontemlere gegilmesi ile HLA molekiillerinin
isimlendirilmesinde degisiklikler olmustur. Giiniimiizdeki isimlendirmede basamaklarin ifade

ettigi degiskenler asagidaki sekilde 6zetlenmistir [15] (Sekil 2.5).
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2.6 POLiYOMA ViRUSLERIN YAPISI VE GENEL OZELLIKLERI

Papovaviridea ailesinden olan Poliyoma virlisler (PV) zarfsiz sirkiiler DNA’ya sahip kiiciik
virlsler olarak bilinirler. Bilinen 100 kadar Poliyoma viriisiinden 80’1 tiir olarak
siniflandirilmigtir. Biiyiik timor antijenine gore (LTAg) bu tiirler de 4 biiylik genus altinda
toplanmistir (Alfa-Delta) [24]. Poliyoma viriislere bu ismin verilmesi, 1950’11 yillarda bu
ailenin ferdi olan ilk viriis bulundugunda hayvan modellerinde ¢oklu tiimorler yapmasi
nedeniyledir [25]. Gelisen teknoloji ve tan1 yonetmeleri ile degisik konakgilara 6zgii birgok
yeni Poliyoma viriis tespit edilmistir. insan PV’leri immiin sistemi saglam olan hastalarda
genellikle zararsiz gibi goriinmekle birlikte immiin sistemleri zayiflamis olan hasta grubunda
ciddi hastaliklara yol acabilmektedirler. BK Poliyoma viriisi (BKPyV) bobrek nakli
hastalarinda renal hasara, JC Poliyoma viriisii (JCPyV) AIDS hastalarinda progresif multifokal
l6koensefalopatiye, Trikodisplasi spinulosa PV’u (TSPyV) nadir goriilen bir cilt hastalig1 olan
trikodispilazi spinulosaya yol agmaktadir [26]. PV’ler i¢erisinde sadece iki tanesinin konakgida
goriilen kanserle iligkili olabilecegi gosterilmistir. Bunlar: Merkel hiicreli Poliyoma viriis —
Merkel hiicreli kanser (bir tiir cilt kanseridir) ve Rakun Poliyoma viriisii- beyin tiimorleridir
[27]. BKPyV ve JCPyV larin prostat ve kolon kanseri ile iliskili olabilecegi de ileri siiriilmiistiir
[28].



2.6.1 Viral Genom

Viriis partikiilleri bir adet ¢ift sarmalli sirkiiler DNA’y1 igeren ikozahedral kapsid ile kapl
yapilardir. Biitiin PV’lerin 3 bolgeden olusan ve benzer bir genomik organizasyonlar1 vardir:
Erken boélge, gec bolge, kodlamayan kontrol bolgesi (NCCR). NCCR replikasyon baslangi¢

noktasini ve erken ve geg¢ transkripsiyon i¢in kontrol noktalarini igermektedir (Sekil 2.6) [29].

2.6.2 Viriis Partikiilii

Yaklasik olarak 40-45 nm capindaki virionlarin kapsidleri 72 adet pentamerik kapsomer
icermektedir. Her pentamer major kapsid proteini olan VP1’in bes adet kopyasini igermektedir.
VP1’ler birbirlerine C-terminallerinden bagliyken, N-terminalleri genomla iligkilidir [30].
Kapsomerler arasindaki kalsiyum iyonlar1 ve disiilfit baglar1 kapside daha fazla direng ve
saglamlik kazandirmaktadir [31, 32]. Olgun viral partikiiller min6r kapsid proteinleri olan VP2
ve VP3’i de igerir [33]. Kapsid icinde histonlar haricinde baska selliiller protein

bulunmamaktadir.

Agnoprotein
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Kizaltimis
TAg

Sekil 2.6 Poliyoma Viriislerin Yapisi
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2.6.3 Viral Yasam Dongiisii

Yapilan ¢aligmalarin bazilarinda MHC smif-I antijenlerinin koreseptdr olarak énemi oldugu
ancak esas reseptorlerin Ozellikle insan Poliyoma viriislerinde gangliozidler oldugu
distinilmektedir [34, 35]. BKPyV’lerin siklikla GD1v ve GT1b gangliozidlerini reseptor
olarak kullandig1 bildirilmistir [36]. VP1 proteininin iizerindeki bir kisim bolgelerin tiirler ve

dokular arasindaki reseptdr seciminde 6nemi oldugu diisiiniilmektedir.

Baglanmay1 takiben viriisiin hiicre i¢ine alinmasi agsamasinda neler olduguna dair ¢ok
fazla yayin olmamakla birlikte viral internalizasyonun biiylik boliimiiniin kaveolar/lipit
aracilikli endositozla oldugu diistiniilmektedir [37]. Hiicre igine girmeyi takiben PV partikiilleri

ER’a transfer edilirler ve buradan tam anlasilmayan bir mekanizma ile nukleusa taginirlar [38].

2.6.4 Viral Transkripsiyon

Viral genomun transkripsiyonu ve replikasyonu c¢ekirdekte gerceklesir ve NCCR tarafindan
kontrol edilir. Geg¢ transkripsiyon viral DNA replikasyonunu takiben baglar. Erken ve gec
genlerin transkripsiyonu konakgr hiicresi polimeraz II ve konakgr faktorleri yardimi ile
gerceklesir. Erken transkripsiyon icin promoter bolgeleri; TATA-box dizileri, hiicresel
transkripsiyon bdlgelerinin baglanma bolgeleri ve LTAg i¢in ¢oklu baglanma bolgeleridir.
Erken transkripsiyon tek bir oncii mRNA’dan alternatif kesilme ile regiilatér proteinlerin
sentezlenmesi ile sonuglanir. Bu regiilator proteinler LTAg ve STAg’dir. Memeli LTAg’si ¢ok
fonksiyonlu bir proteindir ve NCCR igerisindeki baglanma bolgesine baglanarak erken
transkripsiyondan geg transkripsiyona ve geg transkripsiyona gecisin kontroliinde rol oynar. Bu
regiilator proteinlere ek olarak baska bircok proteinde viriis tiiriine gore erken transkripsiyonda
sentezlenebilir. Ancak bunlarinin ¢ogunun nasil bir rol {iistlendigi bilinmemektedir. Geg
transkripsiyon, erken transkripsiyon genlerini kodlayan zincire tamamlayici olan DNA zinciri
iizerinde aksi yone transkripsiyonla sentezlenir. LTAg ve diger transkripsiyon faktorlerinin
yardimu ile geg transkripsiyon baslar. Geg transkripsiyonda VP1 ve VP2 proteinleri sentezlenir.

Bazi PV tiirlerinde bunlara ek olarak VP3 de sentezlenmektedir [39].

2.6.5 Viral Replikasyon
LTAg viral replikasyon i¢in gerekli en dnemli proteindir. LTAg replikasyon baglangi¢
noktalarina baglanarak replikasyonun baglamasi igin gerekli proteinlerin islev gdrmesine

yardime1 olur. STAg nin de viral replikasyonda yardimci bir goérevi mevcuttur [39].
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2.7 BK VIRUSLER VE KLINiK ONEMi

Ik defa 1971 yilinda bobrek nakli yapilmis bir hastanin idrarinda tespit edilmistir. Takip eden
donemde bu hastanin isminin bas harfleri verilerek adlandirilmistir [40]. BK viriisler, poliyoma
viriis ailesinin tiim tiyeleri gibi ¢ift sarmalli sirkiiler bir DNA tasiyan zarfsiz viriislerdir. Viral
kapsid proteini (VP)-1’1 kodlayan boélgedeki ve “kodlanmayan-kontrol bolgesi”ndeki
polimorfizme gore 4 genotipe ayrilmistir [41, 42]. Diinyada en sik olarak Grup-I ve takiben de
Grup-IV gelmektedir. Grup-I’in dort alt grubunun ve Grup-4’iin de 6 alt grubunun oldugu
saptanmistir [43, 44].

BK viriis (BKV) ile ilk karsilagma siklikla ¢ocukluk ¢aginda olmaktadir. Solunumsal
sekresyonlar veya idrar ile yakin temas neticesinde goriilen ilk enfeksiyon genellikle kendini
hafif bir iist solunum yolu enfeksiyonu veya ates seklinde gosterir [45]. Respiratuvar sistemde
cogalan viriis kan yoluyla diger organlara yayilir. Immun sistemi saglam bireylerde bébreklerde
(Renal tiibiiler epitel, Bowman kapsiiliiniin paryetal epiteli, transizyonel epitel) , mesanede ve
lenfoid dokuda latent bir sekilde kalan viriis, organ nakli gibi immiin sistemin baskilandig1
durumlarda reaktive olabilmektedir [46]. Bu reaktivasyonun 6zellikle hiicre aracilikli immiin
sistemin baskilanmasi sonucunda oldugu bilinmektedir. Nakledilmis bobrekte bagslayan
replikasyonu viriis partikiillerinin idrara ge¢mesi takip eder ve en son olarak da viremi
goriilmektedir. BK'V’lerin en sik hedefi tiibiilointerstisyel epitel hiicreleridir [47]. Bu hiicrelerin
tutulmas1 sonucunda gelisen tiibiilointerstisyel nefrit ilerleyerek graft fonksiyonunun kaybina
sebep olabilir. Yapilan caligmalarda toplumlara gére de§ismekle beraber insan popiilasyonunda
%60-90 oranlarinda anti-BKV antikoru saptanmaktadir [48-50]. Bu seropozitivite ilk defa
cocukluk ¢aginda ortaya cikar ve genellikle eriskin yasa kadar devam eder. Immun sistemi
saglam olan insanlarda viral partikiillerin aralikli olarak idrarda goriilme siklig1 %20’ye varan
oranlarda olabilmektedir. Iimmun sistemi baskilanmis hastalarda ise idrarda viral sagilma %10-
%60 arasindaki oranlarda bildirilmistir [S1]. BKV’ler immiin sistemi baskilanmis hastalarda

asagida belirtilen klinik durumlara neden olabilirler [52-58]:
e Asemptomatik
e Nefropati/Interstisyel nefrit
e Hemorajik sistit
e Ureter darlig

e Hidronefroz
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e Sistit

e Vaskiilopati

e Meningo-ensefalopati

e Retinit

e Pnémoni

¢ Hemofagositik Sendrom

e Multifokal 16koensefalopati

e SLE (Sistemik Lupus Eritematozus)

2.7.1 Bobrek Nakli Hastalarinda BK Viriis Enfeksiyonu

Bobrek nakli hastalarinda goriilen viruri, viremi ve BKV nefropatisi (BKVAN) insidansinin
strastyla %30, %14 ve %8 oldugu bildirilmistir [59]. Bir baska retrospektif analizde BKVAN
goriilme insidans1 bobrek nakli sonrast 1. y1l %2,3, 2. y1l 3,45 ve 5.y1l %6,6 olarak saptanmigtir
[60]. BKVAN gelisen hastalarin ise %15-50’sinde graft kayb1 goriilmektedir [46]. Bobrek nakli
oldugu ifade edilmistir [61]. Bobrek haricinde diger solid organ transplantasyonlar1 sonrasinda

viruri siklikla goriilebilse de ¢ok daha az siklikla BKVAN goriilmektedir [62].

BK Viriis nefropatisi genellikle asemptomatik olarak baslar. Ik bulgu ¢ogunlukla
laboratuvar degerlerine yansimayan viruri ve takiben viremi seklindedir. Yiiksek titrede ve
inat¢t viremi goriilmesi BKVAN saptanmasinda yiiksek duyarlilifa sahiptir. Ancak BKV,
BKVAN’nin histolojik veya laboratuvar bulgular1 olmaksizin, bobrek nakli hastalarinin %10-
40’1inda bulunabilmektedir [51]. BKVAN reaktivasyonunun transplante bobrekteki tiibiiler
epitel hiicrelerde bulunan BKV aktivasyonu ile oldugu diisliniilmektedir. BKV
reaktivasyonunun sebep oldugu interstisyel nefrit tipik olarak viremi veya viriirinin eslik ettigi
serum kreatinin degerinde yiikselme ile karsimiza ¢ikar. Piyiiri, hematiiri, tiibiiler hiicreleri ve
enflamatuvar hiicreleri iceren silindirlerin goriildiigli idrar tetkiki anomalileri non-spesifik
olmakla birlikte BKV enfeksiyonuna eslik edebilir. Idrar sitolojisinde, intraniikleer bazofilik
inkliizyonlarin bulundugu genislemis bir hiicre ¢ekirdegi olan enfekte hiicreler goriilebilir. Bu

hiicreler “Decoy Hiicreleri” olarak adlandirilir. BKVAN olan hastalarin ¢ogu asemptomatik
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kreatinin yiiksekligi ile bagvurdugu i¢in bu durumlarda BKV’niin idrarda ve kanda PCR ile
taranmas1 gereklidir. BKVAN i¢in bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Bunlar su sekilde

siralanabilir [51]:
Verici ile Iliskili Risk Faktorleri
e Kadin cinsiyet
e Kadavradan organ nakli
e Iskemi-reperfiizyon hasar
e Yiiksek titrede anti-BKV antikoru bulunmasi
e HLA uyumsuzlugu
e Afrika kdkenli olma
Alict ile Iliskili Risk Faktorleri
e Ileri yas
e Erkek cinsiyet
e BKYV 6zgii-T hiicre aracilikl aktivitenin az veya hi¢ olmamasi
e Beyaz itk
Nakil Sonrasi Déneme Ait Risk Faktorleri
e Immun supresyonun derecesi
e Ureteral travma
e Ureteral stentler
e Diyabet mellitus
e Gecikmis graft fonksiyonu
e Sitomegaloviriis enfeksiyonu
e Akut rejeksiyon tedavisi

e Yiiksek doz steroid tedavisi
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e Lenfosit-tiikketen antikorlarla tedavi
e Takrolimus iceren tedavi protokolleri

Organ veya kemik iligi nakli yapilmis hastalarda goriilebilen bir baska klinik tablo da
hemorajik sistittir. Kemik iligi nakli hastalarinda daha sik olarak goriilmekle beraber bobrek

nakli hastalarinda da goriilebilir [63].

2.7.2 BK Viriis Enfeksiyonun Tansi

BK viriis enfeksiyonu viral serolojik testler, idrar sitolojisi ve PCR gibi niikleik asit test
metotlar1 kullanilarak tespit edilmektedir. PCR ile plazma ve idrardaki viriis yiikii kalitatif
olarak belirlenebilmektedir. Test sonuglarinin miispet olmasi durumunda dogrulamak amaciyla
biyopsi yapilmast onerilmektedir [64]. PCR teknikleri arasinda standardizasyonun olmamasi
sebebi ile sonuclar arasinda varyasyon goriilmesi sasirtict degildir. Ancak 1srar eden viriirinin
goriilmesi yiiksek 6zglinliik ve duyarlilikla viriiriyi takiben vireminin de geliseceginin bir isareti
olarak kabul edilebilir [65]. BKV viremisi genellikle viriiriyi takiben 4 hafta icinde ortaya ¢ikar.
Idrar ve serumda BKV DNA i¢in esik degerler belirlense de BK'V viriirisi ve viremisi her zaman

BKVAN ile korelasyon gosteremeyebilir.

BK wviriis nefropatisinin histolojik tanis1 tiibiiloepitelyal hiicrelerde sitopatik
degisikliklerin goriilmesi, buna ek olarak enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve SV40
poliyomaviriisiiniin LT antijeni ile c¢apraz reaksiyon veren pozitif immiinohistokimyasal

boyanmasi ile konulmaktadir [66].

2.7.3 BK Viriis Enfeksiyonunun Tedavisi

BK virlis enfeksiyonunda veya BKVAN’nin tedavisinde ilk yaklasim immiinsupresyonun
azaltilmasidir. Diger tedavi segenekleri ve ana tedaviye yardimci ajanlar asagida siralanmistir

[67].
e Sidofovir
e Leflunamid

e Kinolonlar

o IVIG
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2.8 KAVEOLA YAPISI VE FONKSIYONU

2.8.1 Kaveolalarin Yapisi

Hiicre zarinda bulunan kaveola isimli kiiciik girinti veya ¢ukurcuklar memeli hiicre zarinin en
goze carpan Ozelliklerinden biridir. Yag hiicreleri, endotel hiicreleri ve kas hiicreleri gibi bazi
Ozellesmis hiicrelerde bu kiiclik girintiler hiicre zarmin alanim1 iki katina kadar
cikartabilmektedirler. Kaveolalar elektron mikroskopisinde ampul ve kupa goriintiisiinde
invajinasyonlar seklinde goriilmektedirler (Sekil 2.7). Bu yapisal ozellikleri kaveolalarin
taninmalarinda ve Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak
kaveolarlar igerdikleri kaveolin ve kavin gibi proteinlerle de farklilik gdstermektedirler.
Kaveolalarin sekil olarak klatrin kapli hiicre zar1 girintilerine benzedikleri diistiniilebilir. Ancak
kaveola ve klatrin kapl girintiler arasinda 6nemli farkliliklar mevcuttur. Bunlardan ilki, klatrin
kapli girintiler biitiin dokularda esit yogunlukta bulunurken, kaveolalarin miktar1 ve yogunlugu
dokudan dokuya degisiklik gosterir. Kas dokusunda hiicre ylizeyinin %50’sinden fazlasini
kaplarken, hepatositlerde ve bdbrek proksimal tiibiiliinde az oranda bulunmaktadirlar. ikinci
fark, klatrin kapli g¢ukurcuklar, klatrin kapli diiz bir yiizeyden hizla hiicre yiizeyi
invajinasyonlarina doniislip hiicre igerisine tomurcuklanirken, kaveolalar genellik bir boyun
bolgesi olan ve siireklilik arz eden hiicre ylizeyi yapilaridir. Bunlara ek olarak kaveolalar
degisik sekillerde dizilimler gostererek daha karmasik yapilar olusturabilirler. Bu yapilara
kaveola kiimeleri veya rozetleri ismi verilmektedir [68]. Bu sasirtici yapilanma sadece

kaveolalara 6zgiidiir.
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Sekil 2.7 Kaveolalarin Elektron Mikroskop ile Goriintiisii

2.8.2 Kaveolalarin Yapisinda Yer Alan Proteinler

Kaveolanin yapisindaki proteinler iki baglikta ele alinabilir: Ana yapisal proteinler ve yardimcei
proteinler. Kaveolin-1, kaveolin-3, kavinl ve paksin/sindapin kaveola olusumu i¢in gerekli ana
yapisal proteinlerdir. Reseptdr tirozin kinaz-benzeri reseptor-1 (receptor tyrosine kinase—like
orphan receptor 1) (ROR1), EHD (EPS15 homoloji domain) proteinleri 1, 2 ve 4 yardimci
proteinler olarak anahtar rol oynamaktadirlar. Memelilerde CAV1, CAV2 ve CAV3 olmak
tizere Uic kaveolin geni mevcuttur. Kaveolinler kolesterol baglayan oligomerik kiiglik
proteinlerdir (17-24 kDA). Bu proteinlerin hem N hem de C terminalleri sitoplazma igerisinde
oldugundan hiicre zarinda bir sa¢ tokasi seklinde bulunduklan diisiiniilmektedir. Kaveolin
proteininin hiicre zarma giris noktalar1 tam olarak bilinmemekle beraber proteinin biiyiik
kisminin hiicre zarina bagh oldugu diisiiniilmektedir [69]. CAV-1 proteininin C terminalinin
palmitollenmis oldugu ve N terminalindeki sabit bir tirozin rezidiisiiniin fosforile edilebilecegi

gosterilmistir (Sekil-2.8).
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Sekil 2.8 Kaveolin-1 Molekiiliiniin Yapis1

Bakteriyel modellerde CAV1'in tek basina normal kaveola biiyiikliigiinde ve kaveolin
formasyonunda tomurcuklanmalar olusturabilecegi bildirilmistir [70]. Ancak In vivo
caligmalarda kaveola olusumu i¢cin CAV-1'in yansira kavin-1 proteininin de gerekli oldugu
gosterilmigtir [71]. Kavin proteinleri yag baglama ozelligine sahip periferal hiicre zarn
proteinleridir [72]. Kavinler olusturduklar1 oligomerik yapilarla kaveola olusumunun
stabilizasyonuna katkida bulunurlar. Kavin-1 fosfatidil inozitol 4, 5-bifosfat ve fosfatidilserine

baglanarak CAV-1’den zengin bolgelerin stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir [72].

Kaveolanin ampul seklindeki yapisini olusturan kaveolin ve kavinlerden farkli olarak
EHD proteinleri kaveolanin boyun kismiyla iligkilidir [73]. Kaveola ile iliskisi ilk olarak
gosterilen EHD proteini EHD2’dir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda EHD1 ve EHD4’{in de
EHD?2 seviyesi azaldig1 durumlarda kaveola olusumu ile iliskili olabilecekleri gdsterilmistir
[73]. Bu her ii¢c EHD proteininin kayb1 kaveola olusumunu engellemezken boyun
morfolojisinde degisiklige neden olmaktadir. Buna ek olarak EHD proteinlerinin kaybinda
kaveola kiimelerinin olusmadigi izlenmistir. Bu ylizden EHD’nin kaveola rozetlerinin veya
kiimelerinin stabilizasyonunda gorev iistlendikleri diisiiniilmiistiir. Yakin zamana kadar sadece

kaveolin ve kavinlerin kaveola olugsumunda gerekli oldugu disiiniilmekteydi. Ancak
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paksin/sinaptin proteinlerinin genetik ablasyonu sonucu hiicre kiiltiirlerinde kaveolalarin
morfolojik olarak izlenmemesi bu proteinlerin de kaveola olusumunda 6nemli rol oynadigini
gostermektedir [74]. Bu bulgular mevcut modellerin yenilenmesine sebep olmustur. Paksinlerin
kaveola olusumu i¢in sart olan hiicre zar1 deformasyonunda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir.
Kaveolin olusumunda gerekli bir diger protein ROR1’dir (Receptor Tyrosine Kinase—Like
Orphan Receptor 1). RORI1 kaveola olusumunda kaveolinler veya kavinlerle sabit orantili
miktarlarda bulunmayabilmektedir. ROR1, kaveolinleri ve kavinleri farkli bagimsiz baglanma
bolgeleri ile baglayarak ve CAV1’in par¢alanmasina engel olarak kaveola olusumuna yardimci
olur [75]. RORI ekspresyonu embriyonik hayatta ve fetal gelisim esnasinda mevcuttur ama

olgun dokuda genellikle goriilmemektedir.

Anahtar yardimer proteinler kaveolin-2, kavin2, kavin3 ve kavin4 proteinleridir. Bu
proteinlerin kaveola stabilizasyonunda veya sekillenmesinde ve bazi spesifik gorevlerde rol

oynadiklar1 diistiniilmektedir[76].

2.8.3 Kaveolalarin Yapisinda Yer Alan Lipitler

Kaveolalarin detayli analizi bu bélgelerin hiicre zarinin diger kesimlerine nispeten kolesterol
ve baz1 glikosfingolipidlerden zengin oldugunu ortaya koymustur [77]. Kaveolalarin ana
yapisal elemanlarinin kendisine has lipit baglama 6zelliklerinin oldugu gésterilmistir. Ornegin,
kaveolin-1 molekiilii kolesterol baglayabilmektedir [78]. Kaveolinden elde edilen peptitlerin
lipozomlara yerlestirildiginde, kolesterol, fosfatidilinositol (4,5) bifosfat ve fosfatidilserin
molekiillerine 6zel bir afinite gostererek lipit yapinin yeniden diizenlenmesine sebep olduklari

anlasilmistir [79].

2.8.4 Kaveolalarin Fonksiyonlari

e Endositozis
e Sinyal Iletimi

e Mekanokoruma
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2.9 KLATRIN MOLEKULUNUN YAPISI VE FONKSIYONU

Klatrin, ii¢ agir zincir ve bu agir zincirlere ilisik olarak bulunan 3 hafif zincirden olusmus bir
trimerdir (Sekil 2.9). Bircok hiicre tiirlinde hiicre yilizeyinde énemli 6lciide yer iggal eden ve
“kapli vezikiiller” olarak isimlendirilen olusumlarin ana yapisini klatrin molekiilii (Agir ve hafif
zincirleri) ve heterotetromerik adaptor kompleksinin 4 alt {initesi olusturur [80, 81].
Heterotetramerik adaptorler, klatrin kaplama ile hiicre zarini birbirine baglayan ve taginacak
kargonun taninmasindan esas olarak sorumlu molekiillerdir [82]. Bu molekiillere ek olarak
birgok kargonun taninmasinda gorev alan veya yardimci olan adaptdr proteinler de dnem arz
etmektedir. Klatrin molekiiliiniin agir zincirinin amino terminal kismi, “Beta-pervane” kismi
olarak adlandirilan ve 7 adet WD40 tekrarindan meydana gelmis yapiyla baglar. Bu yapiy1 her
biri 30 aminoasit rezidiisii igeren 42 alfa helikal zikzak takip eder, bunu takiben gelen kisimda
daha uzun bir alfa heliksten ibaret olan ii¢lii temas bolgesidir [83]. Molekiiliin karboksi ucunda
yapisi tam olarak belirlenememis 42 amino asit rezidiisii i¢eren bir boliim bulunmaktadir.
Karboksi terminal ucu HSP 70 tarafindan taninan kisa bir boliim i¢cermektedir. Molekiiliin 42
zikzak bolgesi klatrin triskelion’unun bacaklarin1 olusturan esas kesimdir. Bu bacak
bolgelerinin ucundaki terminal kisimlar ise beta pervane bolgeleri meydana getirmistir. Hafif
zincirler memeli hiicresinde her biri alternatif kesilme ile {iretilen 2 tiir olarak karsimiza ¢ikar.
Sahip olduklar1 uzun bir merkezi alfa heliks kismi ile {¢lii temas bolgesiyle iliski

halindedirler{83].

Klatrin ve adaptor proteinler birlikte hekzagon veya pentagon simetride orgiiler igeren
iic boyutlu kiiresel yapilara doniiserek hiicre icinde veya hiicre disinda molekiillerin ve

partikiillerin reseptor aracilikli taginmasinda hayati roller tistlenirler [84].
2.10 BK VIRUSLERIN HUCRE IiCINE TASINMASI

Poliyomaviriislerin hiicre igerisine tasinmasinda birka¢ mekanizmadan bahsedilebilir. JC viriis
hari¢ biitiin poliyomaviriisler i¢in kaveola aracilig ile hiicre i¢ine girisin s6z konusu olduguna
dair ciddi kanitlar mevcuttur [85, 86]. JC viriislerin ise klatrin aracilikli bir yolakla hiicre i¢ine
girdigi gosterilmistir. Kaveolar yapilarin eslik ettigi reseptor aracilikli endositozda hiicre
ylizeyinde reseptor vazifesi géren molekiiller viriis tiiriine gore degisiklik gosterebilmektedir.

Bunlardan en ¢ok goze ¢arpanlart MHC I molekiilleri, gangliozitler ve siyalize glikanlardir [87].
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Sekil 2.9 Klatrin Molekiiliiniin Yapis1

Poliyomaviriis hiicre yiizeyindeki kaveolar yap1 icerisindeki reseptoriine bagladiginda
kaveola i¢inde hapsolur, daha sonra aktive olan tirozin kinaz ve Dinamin II (GTPaz) vezikiiliin
yavag ama etkili bir sekilde internalizasyonunu saglayacak silsileyi baslatir (Sekil 10) [8].
Bunlara ek olarak kaveolin ve klatrinden bagimsiz yolaklarin olabilecegine dair yayinlar da
mevcuttur [88]. Ancak kaveolin ve klatrinden bagimsiz bu yolaklarin mekanizmasi ve aracilar

net olarak bilinmemektedir.
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2.11 BK VIRUSLER VE HLA ILiSKiSI

Literatiirde HLA tiirleri ve BK viriis iligkisini inceleyen ¢ok sayida yaym bulunmamakla
beraber bazt HLA gruplarinin uyumu arttik¢a viremi riskinin azaldigindan bahsedilmektedir
[10]. HLA A30 ve DRw6 tasiyicilarinin daha yiiksek titrede anti-LTAg antikoruna sahip oldugu
ve HLA Al ve DR3 tasiyicilarinin daha diisiik titrede antikor tasidiklar ifade edilmistir [89].
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Sekil 2.10 BK Viriislerin Hiicre Icine Tasinmasi
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 HASTA GRUBU

Calismaya Istanbul T1p Fakiiltesi Uroloji ve Genel Cerrahi Boliimlerinde Subat 2006 ile Subat
2017 tarihleri arasinda bdbrek nakli yapilmis ve yine Istanbul Universitesi Nefroloji Boliimii
tarafindan takip edilen 343 hasta dahil edildi. Tiim hastalarin HLA doku tipleme analizleri
Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapilmisti. Bu hasta grubuna ait
verilere retrospektif dosya tarama yontemi ile ulasildi. Hastalara ait yas, cinsiyet, bobrek
yetmezligi nedenleri, operasyon tarihleri, bobrek vericisinin tiirii, BK'V viremisi veya viriirisine
ait bilgiler, bobrek igne biyopsisi sonuglar1 ve HLA doku tipleme sonuglari istatistiksel analizde
kullanilmak iizere tasnif edildi. Bunlara ek olarak Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalina BKV nefropatisi 6n tanmis1 ile gelmis otuz bir bobrek biyopsi preparati
immiinohistokimyasal inceleme i¢in c¢alismaya alindi. BVK viremisi ve bobrek
fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile yapilan igne biyopsisinde BKV nefropatisi saptanan ve
saptanmayan hastalar olmak {izere bu drnekler iki gruba ayrilarak incelendi. Bu hastalara ek
olarak bobrek nakli yapilmamig ve herhangi bir nedenle nefrektomi yapilmis 7 6rnek de
calismaya kontrol grubu olarak dahil edildi. Hastalarin patolojik analizleri Istanbul Tip
Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dalinda yapildi. Bu ¢alisma icin Istanbul Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan Etik Kurul raporu (2017-1485) alindu.

3.2 LUMINEX YONTEMI iLE HLA TIPLEMESI

Calismaya alinan hastalarin HLA doku tipleme sonuglar1 retrospektif olarak dosya
taramasiyla incelenmistir. Laboratuvarimizda doku tipleme asagida belirtildigi sekilde rutin

olarak her hasta i¢in ayn1 sekilde yapilmaktadir.

Test PCR ile amplifiye edilmis HLA dizilerinin SSO problarmin bagli oldugu floresan
isaretli mikro kiireler ile melezlenmesi esasina dayanir. HLA sinif II genlerinin ekson 2’si, HLA
siif [ genlerinin intronlu ve intronsuz ekson 2 ve 3’1 amplifiye edilir. Hedef DNA diziye 6zgii
primerler kullanilarak amplifiye edilir. Amplifikasyon sirasinda DNA materyali Biotin ile
isaretlenir. Bu durum R-fikoeritrin bagl Streptavidin (SAPE) ile goriintiilenmesini saglar. PCR
iirlinii denatiire edilir ve floresan mikro kiirelere bagli DNA problari ile melezlenir. LABScan,

mikrokiireler {izerinde bulunan PE (fikoeritrin) yogunlugunu 6l¢mektedir.
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3.2.1 Kit yardimi ile DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrollerden periferik vendz kan, Scc’lik EDTA’I1
tiipe alindi. Genomik DNA, kullanilan kitin protokoliine gore periferik kan 16kositlerinden spin
kolon yontemi ile elde edildi (Roche High pure PCR Template Preparation Kit-100 reak).

Genomik DNA'’larin, safligt ve konsantrasyonu Spektrofotometre'de 260 ve 280 dalga

boylarinda okunarak saptandi. 1,4-1,8 arasinda olan 6rnekler calismaya dahil edildi. Olgiimler

sonucunda ¢alismaya dahil edilen genomik DNA degerlerinin pl’de 15-75 ng arasinda degistigi
tespit edildi. Elde edilen DNA -20 °C’de saklandi.

3.2.2 Manuel yontem ile DNA izolasyonu
Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrollerden periferik vendz kan, Scc’lik EDTA’I1

tiipe alindi. EDTA’l tiipe alinmis periferik kandan DTAB/CTAB tuzlar1 kullanilarak DNA

izole edildi.
Soliisyonlar:

. 12% DTAB (12gr DTAB + 45ml 5M NaCl + 15ml 1M Tris-HCL* + 15ml 0,5M
EDTA** + 100ml'ye dH20 ile tamamlandi)

. 0.5% CTAB (80ml dH20 i¢inde 5gr CTAB ¢oziiliir + 8ml 5M NaCl + 100ml'ye dH20

ile tamamlandi)
. Kloroform

. 1.2 M NaCl (5M NaCl [ 29,22gr NaCl + 80ml dH20 ¢6ziiliir + 100ml’ye tamamlanip,
otoklav yapildi. 1,2M NaCl [ 24ml 5M NaCl + 76ml dH20)

. 99,9% Etanol
. 70% Etanol (70ml %99.9 etanol + 30ml dH20)

* 1M Tris HC1 — 12,1gr Tris base + 80ml dH2O i¢inde ¢oziiliir. pH 8,3-8,6 olarak ayarlanip +

100ml’ye tamamland1 ve otoklav yapildi.

**0,5M EDTA — 18,61gr EDTA + 80ml dH20 iginde ¢oziildi. pH, NaOH ile 8 olarak
ayarlandi + 100ml’ye tamamlandi. Otoklav yapildi.

Prosediir:
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1. EDTA’l1 tiipe alinan kan, 2500rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan buffy coat’dan
450ul alimip 2 ml’lik ependorfa konuldu.

2. 450 pl buffy coat lizerine 450 pl DTAB soliisyonu eklendi.
3. 5 dakika 68 oC’deki 1sitict blokta bekletildi.

4. Buffy coat ve DTAB karisimi {izerine 900 pl Kloroform ilave edilir. Karigana kadar

vortekslendi.
5. 10 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

6. 1,5ml’lik ependorf i¢cine 100 ul CTAB+900 pl dH2O soliisyonu hazirlandi. 2 ml’lik
ependorfda olusan siipernatant hazirlanan CTAB soliisyonu iizerine dokiildii. El ile sallanarak

DNA gozlendi.
7. 10 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

8. Ustte olusan siipernatant dokiildii. DNA-CTAB peleti iizerine 1.2 M NaCl

soliisyonundan 300 pl ilave edildi.
9.Ependorfun dibinden pelet kalkana kadar vortekslendi.

10.750 pl. %99,9 etanol iizerine ilave edildi. Ependorf 1-2 dakika asag: yukari ¢evrilerek DNA

gozlendi.
11.13 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

12.Ustte olusan siipernatant dokiilerek 1ml %70 etanol ilave edildi. Ependorf vortekslendi ve

DNA gozlendi.

13.13 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

14.Ethanol dokiilerek ependorf steril aplikatdr ile 1yice kurutuldu.
15.500- 750pl steril dH20O i¢inde ¢oziildii.

16.Spektrofotometre’de DNA konsantrasyonu 6l¢iildii.

Genomik DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iimleri:
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Genomik DNA’larin, safligt ve konsantrasyonu Spektrofotometre'de 260 ve 280 dalga

boylarinda okunarak saptandi. 1,4-1,8 arasinda olan &rnekler calismaya dahil edildi. Olgiimler

P

sonucunda ¢alismaya dahil edilen genomik DNA degerlerinin pl’de 15-75 ng arasinda degistigi
tespit edildi. Elde edilen DNA -20 0C’de sakland: edildi.

3.2.3 Amplifikasyon
1. Biitiin amplifikasyon ¢ozeltilerinin ¢dziilmesi beklendi ve kullanilmadan 6nce vortekslendi.

2. DNA orneklerinden 4 pl (DNA konsantrasyonu 15-20 nanogram olarak) PCR plagina
eklendi.

3. Gereken miktarlarda distile su (10 ul), lokusa 6zgii primer igeren master mix (6 ul) ve Taq

polimeraz (0,2 ul) karistirilarak vortekslendi.

4. SSO-amplifikasyon programi kullanilarak termalcycler da amplifiye edildi.

3.2.4 Amplifikasyon siklus parametreleri

95 °C 3 dk.

95°C 15 sn.

60 °C 30 sn. 12 siklus

72°C 30 sn.

95°C 10 sn.

63 °C 30 sn. 28 siklus

72°C 30 sn.

72°C 2 dk.

4°C o

3.2.5 Hibridizasyon

1.Boncuklar 1s1 blogunda 56 derecede 7 dakika bekletildi.
2.Amplifiye olmus iirtinden 5 pl alinip costar plate’e aktarildi.
3.Boncuklar vortekslendi.

4.Uriin iizerine 15 ul boncuk eklendi.
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5.PCR cihazinda hibridizasyon protokoliine alind1. Islem 20 dakika siirdii.

6.Hibridizasyon programinda 56 derecede iken kuyu basi 170 pl streptavidin soliisyonu eklendi.
(dilusyon solusyonu:170 pl+streptavidin: 0,85 pl)

7. LabScan 100 cihazinda okutuldu. HLA-Fusion ile degerlendirdi.
3.2.6 Hibridizasyon siklus parametreleri

97°C 2 dk.

47°C 10 dk.

56°C 8 dk.

56°C o

3.3 IMMUNHISTOKIMYASAL BOYAMA iLE PREPARATLARIN
DEGERLENDIRILMESI

Immiinohistokimyasal analizin calisma prensibi genellikle dért asamay1 kapsamaktadir [90].

Bunlar sirasiyla:
1-Doku Fiksasyonu
2-Antijen Geri Kazanimi
3-Endojen Enzim Blokaji
4-Antikor etiketleme ve goriintiileme

Bu genel prensiplerin 1s18inda Ornekler belirtilen asamalardan gegerek asagida

anlatildig1 sekilde hazirlandi.

Bobrek transplant biyopsilerine ait olgular arasindan belirlenen parafin bloklarin her
birinden 3-5 pm kalinliginda kesitler hazirlanarak hazir temin edilen pozitif sarjli lamlara alind1.
Bu preparatlar 56 C etiivde bir gece boyunca bekletilerek kurutulup, kesitlerin bu sekilde lama

yapismasi saglandi.
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Bir gece etiivde bekletilen lamlar “Ventana Medical System-Benchmark XT/ISH
Staining” modiile yerlestirilerek “Ultraview Universal DAB Detection Kit” kullanilarak

sirastyla su islemler uygulanda:
1- 15 dakika deparafinizasyon
2- Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) ile pH:8’de (CC1) antijen geri kazanimi
3- Her bir antikorun 37 derecede inkiibasyonu (Tablo 3.1)

4- iki kez 8 dakika boyunca amplifikator A ve B uygulanmasi (Biyotinli sekonder

antikor, streptavidin-biyotin-peroksidaz)
5-Dort dakika boyunca asetat tampon i¢inde bakir siilfat ¢ozeltisinde bekletme

6- Mayer hematoksilen boyasi (Merck Corporate Headquarters, New Jersey, USA) ile

z1t boyama

Tablo 3-1: Kullamlan Antikorlarin Ozellikleri

Antikor/Klon Uretici Diliisyon Orani | Antijen Geri Kazanim inkiibasyon Siiresi ve Sicakhk
Caveolin 1 (4D6) Novacastra 1/100 EDTA 120 dakika, 37 °C

Fare, monoklonal

Clathrin (TD.1) Santa Cruz 1/100 EDTA 120 dakika, 37 °C

Fare, monoklonal

Makineden c¢ikarilan lamlar deterjanli suyla ¢alkalanip saf alkolde 3 kez 3 dakika

boyunca bekletilip ardindan 3 kez 3 dakika boyunca ksilende bekletildikten sonra ‘DPX mount’
kapatma maddesi ile kapatildi. Her immiinohistokimyasal boyama asamasinda her antikor i¢in

pozitif ve negatif kontroller dahil edildi.

Tiim mikroskobik degerlendirmeler Olympus BX40 151k mikroskopu ile gerceklestirildi.
Uygulanan iki antikorun viral sitopatik etki gdsteren ve gostermeyen tubuluslar basta olmak
iizere bobrek parenkimindeki ekspresyonu semi kantitatif yontemle siddet, yayginlik ve

boyanma sekli (sitoplazmik) dikkate alinarak degerlendirildi.
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Her iki antikor icin bobrek parenkimindeki vaskiiler endotel internal pozitif kontrol
olarak kabul edildi. Endotelin boyanma siddetinden daha zayif boyanma hafif siddette
boyanma, endotel boyanma siddetine esit boyanmalar orta siddette boyanma ve endotel

boyanma siddetinden daha kuvvetli boyanmalar siddetli boyanma olarak degerlendirildi.

Elde edilen immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglar1 hastanin klinik, laboratuvar

ve histomorfolojik bulgular ile karsilagtirildi.
3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Viremi ve viriiri ayr1 ayr1 bagimsiz degiskenler olmak {izere, tiim test parametreleri ile viremi
ve viruri lizerinde siirekli degiskenler i¢in Student T test, kesikli degiskenler i¢in Ki-kare testi
uygulanmistir. Ayrica, bu iki parametreyi ¢ok boyutlu olarak tahmin edebilmek i¢in, exhuastive

CHALID algoritmasi ile karar agaglari tiretilmistir.

Aleller arasi iliskiyi ortaya koyabilmek i¢in, alellerin ikili kombinasyonlarinda Ki-kare
testleri yapilmistir. P degeri 0,05 ten kiiciik sonuglar i¢in anlamli fark, 0,1’den kiiciik degerler
icin anlaml1 farka yakin fark ¢ikarimi yapilmis ve sonuglar sunulmustur. Analizler bilgisayar

ortaminda MS Excel ve SPSS versiyon 25 tlizerinde yiiriitiilmiistiir.
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4. BULGULAR

Calismaya bobrek nakli yapilan ve takip verilerine ulasilan 343 hasta dahil edildi. Bu hastalara
ait yas, cinsiyet, bobrek vericisinin tiirii (canli/kadavra) ve kronik bobrek yetmezligi (KBY)
nedenleri yapilan retrospektif dosya taramasi ile elde edildi. Hastalarin 141°1 erkek ve 202’1
kadindi. Hastalarin 141°ine (%39) bobrek nakli kadavradan geri kalan 202’isine (%61) ise canli
vericiden yapilmisti. KBY sebebi olarak 166 hastada nefrolojik nedenler 6n planda iken 82
hasta KBY nedeni olarak altta yatan sebep olarak iirolojik etiyoloji saptanmisti. Doksan bes
hasta da ise herhangi bir tan1 KBY nedeni olarak belirtilmemistir. Bu hastalara ait demografik
veriler (yas, cinsiyet, verici tiirii, KBY nedeni) Tablo 4-1’de 6zetlenmektedir. Plazmada PCR
ile saptanan viriis miktar1 mililitrede 10000 kopyanin iizerinde oldugunda viremi olarak kabul
edildi. Aymi esik diizeyi viriiri i¢in 107 kopya olarak kabul edildiginde, takip siireleri boyunca
77 hastada BKV viriirisi (%22,5), 42 hastada (%12,2) ise BKV viremisi saptandi.

Viremi ve viruri i¢in HLA-A, HLA-B, HLA-DR uyumsuzluklari, HLA uyum oranlari,
yas, cinsiyet, immiinsupresyon protokolleri, indiiksiyon ajanlari, KBY nedenleri, idrar yolu

enfeksiyonu (IYE), DJ stent siireleri, verici tipi risk faktorleri olarak degerlendirildi.

Tablo 4-1: Hastalara ait demografik veriler

YAS (YIL£SD) 41,8+129
CINSIYET

Kadin 141
Erkek 202
VERICI TURU

Kadavra 132
Canl 211
KBY NEDENI

Nefrolojik Nedenler 166
Urolojik Nedenler 82

Sebebi Bilinmeyenler 95
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4.1 BKV VIREMISI RISK FAKTORLERI

BKYV viremisi olan ve olmayan grup arasinda yapilan istatistiksel karsilastirma ile risk faktorleri
tespit edilmeye caligildi. HLA uyumu, HLA uyumsuzlugu, nakil tiiri ve nakil sayisi,
indiiksiyon ajani, yas, cinsiyet ve IYE &ykiisii her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gostermedi. Yalnizca yapilan istatistik analizde veriler immiinosupresyon

protokolii ve KBY nedeninin viremi agisindan 6nemli degiskenler olduklar1 goriildii (Tablo 4-

2).

Tablo 4-2: BKV Viremisi icin Risk Faktorleri

p degeri

HLA-A Uyumsuzlugu 0,831
HLA-B Uyumsuzlugu 0,354
HLA-DR Uyumsuzlugu 0,578
HLA Uyumu (A, B, DR) 0,668
Nakil tiirii-Canli/Kadavra 0,461
Ikinci Bobrek Nakli 0,628
KBY Nedeni 0,027
Indiiksiyon 0,622
Transplantasyon sonrasi immiinosiipresif protokolii 0,005
Operasyon sonras1 IYE dykiisii 0,398
Cinsiyet 0,868
Yas 0,8

KBY nedeni ve immiinosiipresif protokoldeki farkliliklari incelemek i¢in ¢apraz tablo

metodu kullanildi.

KBY nedenleri i¢in yapilan capraz karsilastirmada hastalarin etiyolojik nedenleri;
iirolojik, nefrolojik ve bilinmeyenler olmak ii¢ gruba ayrilarak incelendi. Viremi yoniinden
nefrolojik ve iirolojik etiyolojiye bagli KBY gelisen gruplar arasinda ¢apraz karsilagtirmada
fark goriilmedi (p=0,29). Ancak nedeni bilinmeyen grup ile diger her iki grup arasinda yapilan
ikili kargilagtirmalarda, vireminin nedeni bilinmeyen grupta 6nemli derecede az oldugu goriildii

(p<0,05).
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Tablo 4-3: Etiyolojik nedenlere gore gruplandiginda BKV viremisi oranlari

KBY Nedeni TOPLAM
BILINMEYEN NEFROLOJIK UROLOJIK

VIREMI YOK SAYI 90 144 67 301
YUZDE 29,9% 47,8% 22,3% 100,0%

VAR SAYI 5 22 15 42
YUZDE 11,9% 52,4% 35,7% 100,0%

TOPLAM SAYI 95 166 82 343
YUZDE 27,7% 48,4% 23,9% 100,0%

P=0,29

Diger 6nemli bir degisken olan immiinosupresyon protokolil incelendiginde herhangi
bir kalsindrin inhibitdriinlin azatiopiirinle kombinasyonunun digerlerine oranla daha yiiksek

risk ihtiva ettigi sonucuna varildi (p=0,005) (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Immunsiipresif ilaclara gore BKV viremisi dagilimi

TEDAVI PROTOKOLU o VIREMI + TOPLAM
VIREMIi-

KALSINORIN+AZA 11 (%65) 6 (%35) 17
SIKLOSPORIN+MMF 56 (%95) 3 (%5) 59
TAKROLIMUS+MMF 229 (%88) 31 (%12) 260

MTOR iINH+AZA 5 (%71) 2 (%29) 7
TOPLAM 301 42 343

Calismaya dahil edilen biitiin bobrek nakil hastalarinda, operasyon sirasinda rutin olarak
transplante bobrege ait iiretere DJ stent yerlestirildigi i¢in, calismamizda DJ stent

yerlestirilmesinin BKV enfeksiyonu iizerine olan etkisini incelemek miimkiin olmadi. Ancak



32

viremi ile DJ stent kalim siiresi arasindaki iligki incelendiginde kalim siiresi uzadikga BKV
viremisi goriilme sikliginin giderek anlam kazandig1 goriildii. Buna gére operasyon sonrasi 44

giinden fazla stent kalanlarda viremi sikliginin anlamli 6l¢iide daha fazla oldugu gortildi

(p=0,036) (Sekil 4-1).

Node 0 :
| _Categony % n E
I®ooo0  a7s 301
| = 1,000 12,2 42|,
| Total 1000 343 |
R 5 :
| Bo0a0 | ' .
: = 1,000 : : :
L Stent Kalmas= Siiresi
Adj. P-value=0,036, Chi-square=11,
532, di=1
|
Maode 1 Mode 2
Category % n Category % n
= g,000 az.1 209 B g,000 9.3 49z
N 1,000 78 18 W 1,000 20,7 24
Total 55,2 227 Total 22,8 116

Sekil 4-1: DJ Stent kalim siireleri ve BKV viremisi iliskisi
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4.2 BKV VIRURISI RiSK FAKTORLERI
BKYV wviriirisi i¢in risk faktorleri incelendiginde ise sadece HLA-A uyumunun istatistiksel
olarak 6nem arz eden bir degisken oldugu goriildii (Tablo 4-5). Artan HLA-A uyumu ile

viriirinin azaldig1 gorildi.

Tablo 4-5: BKYV Viriirisi i¢in risk faktorleri

P degeri

HLA-A Uyumsuzlugu 0,024
HLA-B Uyumsuzlugu 0,473
HLA-DR Uyumsuzlugu 0,535
HLA Uyumu (A, B, DR) 0,76
Nakil tiirii-Canli/Kadavra 0,56
Kaginci Bb. Nakli 0,122
KBY Nedeni 0,167
Indiiksiyon 0,577
Transplantasyon sonrasi immiinosiipresif 0,051
protokolii

Postop. IYE 6ykiisii 0,645
Cinsiyet 0,118
Yas 0,838
Stent kalma siiresi 0,081

4.3 HLA ALELLERI iLE BKV VIREMI VE VIRURI ARASINDAKI iLISKi

Yapilan ¢aligsmada alic1 ve vericilerde sik goriillen HLA alelleri ve bunlarla BKV viremisi ve
virlrisi arasindaki olasi iligkilerin varligi1 da arastirildi. Sonug olarak belli bazi HLA alellerinin
alicida veya vericide bulunmasi ya da bulunmamasi ile viremi ve viriiri arasinda anlaml iligki
bulundu. Alicida, HLA-A*01 ve HLA-B*15 bulunanlarda ve vericide ise HLA-DRB1*12
bulunanlarda bulunmayanlara gére vireminin daha sik goriildiigii tespit edildi (Tablo 4-6 ve
Tablo 4-7). Ancak alictda HLA-A*29 alelinin bulunmasi durumunda BKV viremisinin énemli

oOl¢iide az goriildiigi saptandi (p=0,028).
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Tablo 4-6: BKV viremisi ile iligkili alict HLA alelleri

Alict HLA Antijeni
HLA-A*01 (n=48)
HLA-B*15 (n=8)
HLA-A*29 (n=18)
HLA-A*02 (n=160)
HLA-A*03 (n=88)
HLA-A*11 (n=56)
HLA-B*35 (n=141)

p ODDS ORANI
0,015 2,53
0,027 4,56
0,028 0,37
0,13 0,59
0,29 1,53
0,86 0,98
0,92 1,08

Tablo 4-7: BKV viremisi ile iliskili verici HLA alelleri

Verici HLA Antijeni
HLA-A*68 (n=32)
HLA-B*38 (n=22)
HLA-B*40 (n=15)
HLA-B*44 (n=55)
HLA-DRB1*04 (n=108)
HLA-DRB1%12 (n=12)

p
0,081
0,07
0,081
0,056
0,064
0,023

ODDS ORANI

2,20
0,30
1,58
2,08
0,47
3,85

Bobrek alict ve vericisindeki HLA gruplart ile BKV viriirisi arasindaki iliski

incelendiginde, baz1 belli HLA alelleri tasiyan hastalarda viriirinin daha sik goriildiigii saptandi.

Alic1 igin istatistiksel anlam tasiyan bir HLA alelleri belirlenemezken, vericide HLA-DRB1*01

bulunmasinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde viriiri riskini arttirdig1 goriildii (Tablo 4-8).

Vericide HLA-B*39 bulunmasinin BKV viriirisi olmayan grupta sik goriildiigii yani koyucu

etkisinin olabilecegi tespit edildi (P=0,04).

Tablo 4-8 BKYV viriirisi ile iliskili verici HLA alelleri

HLA Antijeni p

HLA-A*11 (n=39) 0,084 1,87
HLA-B*13 (n=21) 0,076 2,27
HLA-B*39 (n=14) 0,04 0,23

HLA-DRB1#01 (n=58) 0,019 2,1

ODDS ORANI
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Yukarida yapilan istatistiksel analizlere ek olarak, alic1 ve verici arasinda toplumda yaygin
bulunan ve istatistiksel olarak yeterli sayida tespit edilen bazi HLA allellerinin uyumunun
viremi {iizerine olan etkisi de calismamizda ele alinmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
degerlendirilen HLA alel uyumu/uyumsuzlugu ile viremi arasinda iligki bulunmamistir. HLA
alelleri, sikliklar1 ve p degerleri Tablo 4-9’da gdsterilmistir. Buna gore istatistiksel anlam
kazanmaya en yakin HLA uyumu alici-verici arasindaki HLA-A*01 uyumudur ancak p degeri

0,05 olarak sinir degerde kalmistir.

Tablo 4-9: Alic1 ve vericinin her ikisinde ortak bulunan HLA alelleri ve viremi iizerine etKisi

HLA BKV Viremi (-) BKV Viremi (+)  p DEGERI

A*01 14 5 0,05
A*02 79 7 0,054
A*03 37 3 0,5
A*24 38 5 0,9
B*35 72 11 0,74
B*44 22 4 0,61
DRB1%01 25 3 0,8
DRB1*04 54 3 0,08
DRB1*11 62 8 0,81
DRB1*13 37 4 0,6
DRB1*15 19 3 0,83

4.4 KAVEOLIN VE KLATRIN MOLEKULLERININ IMMUNOHISTOKIMYASAL
YONTEMLE INCELENMESI VE BKV ENFEKSIYONU

BKYV ve HLA iliskisinin incelenmesine ek olarak calismamizda BKV viremisi saptanan
ve transplant bobrek biyopsisi yapilan hastalarin immiinohistokimyasal incelenmesi de dahil
edildi. Bu kapsamda bobrek nakli yapilmis ve kanda PCR yontemi ile BKV saptanan hastalara
ait toplam 31 patoloji 6rnegi incelendi. Bobrek nakli hastalarina ait patolojik drnekler, orijinal
patoloji raporlarinda belirtildigine goére SV 40 boyasi ile immiin reaktivite saptanan (Grup 1) ve
saptanmayan (Grup II) olmak iizere iki gruba ayrilarak incelendi. Biitiin patoloji 6rneklerinde

en az yedi glomertiiliin oldugu goriildii. Yapilan immiinohistokimyasal boyamada transplante
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bobregin korteks ve medulla kisimlari anti-kaveolin ve anti-klatrin antikorlar1 ile ayr1 olarak

degerlendirildi (Sekil 4-2).

Boyanma 6zelligi agisindan viral sitopati bulgular1 bulunan ve bulunmayan tubuluslar arasinda
her iki antikor agisindan da bir farklilik belirlenmedi. Bazi biyopsi 6rneklerinde sadece korteks
veya medulla mevcuttu. Bu durumda toplu degerlendirmeye biyopsi materyalinde hem korteks
hem de medulla bulunan 6rnekler dahil edildi (Sekil 4-3). Patolojik materyalde korteks ve
medulla bulunan 6rneklerin anti-kaveolin-1 ile yapilan immiinohistokimyasal analizinde Grup-
I ve Grup-II arasinda kortikal ve/veya medullar boyanma yoniinden istatiksel yonden anlamli
bir fark oldugu goriildii (p=0,00024). SV immiin reaktivitesi olan grupta (Grup-I) anti-kaveolin-
I ile herhangi bir derecede tutulum gosteren 6rnek sayist diger gruba kiyasla 6nemli derecede
azdi (Tablo 4-10). On ornekte ise hastalarda BKV viremisi mevcutken SV40 boyast ile
kortekste herhangi bir immiin reaktivite s6z konusu degildi (Tablo 4-11). Kontrol grubunda
higbir 6rnekte medullar tutulum izlenmezken, 7 6rnegin 3’linde anti-kaveolin-1 ile immiin
reaktivite saptandi (Tablo 4-11). Boyanmalar tiim vakalarda tubulus epitel hiicrelerinde ve
sitoplazmik karakterdeydi. Boyanma yaygmligi agisindan bakildiginda boyanma izlenen

vakalarda boyanmanin diffiiz karakterde oldugu dikkati ¢cekti. Fokal boyanma goriilmedi.

Tablo 4-10: SV40 immiin reaktif olan (Grup I) ve olmayan (Grup II) gruplarin anti-kaveolin-1

antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal analiz sonuclari

Anti-kaveolin-1 (+) Anti-kaveolin-1 (-) Toplam
Grup 1 2 10 12
Grup 2 15 4 19
Toplam 17 14 31

P=0,00024

Benzer immiinohistokimyasal analiz anti-klatrin ile yapildiginda toplam 20 ornekte
uygun boyanma saglanabildi. Grup-I ve Grup-II arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

izlenmedi (p=0,29). Gruplar aras1 dagilim Tablo 4-12° de gosterilmektedir.
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Bobrek korteksinin Anti-kaveolin-I ile immiin reaktivitesinin derecesi semi-kantitatif
olarak hafif, orta ve siddetli olarak siniflandirildiginda dagilim gruplara gére Tablo 4-11°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4-11: Anti-kaveolin ile immiin reaktivite gosteren 6rneklerde boyanma diizeyine gore

dagilim
Yok Hafif Orta Siddetli
Grup 1 10 1 0 1
Grup 2 4 9 2 4
Kontrol 4 3 0 0

Tablo 4-12: SV40 immiin reaktif olan (Grup I) ve olmayan (Grup II) gruplarin anti-klatrin

antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal analiz sonuclari

Anti-KLATRIN  Anti-KLATRIN (-) Toplam
)
Grup 1 5 3 8
Grup 2 10 2 12
Toplam 15 5 20

P=0,29
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Sekil 4-2 BKYV nefropatisi bulunan iki farkl renal transplant biyopsisinde, hem viral sitopatik
etki gosteren ve tubulit bulunan tubuluslarda, hem de viral etkilenme gostermeyen tubuluslarda
anti-Caveolin 1 antikoru ile negatif immiinreaktivite. Kapiller damarlarda goriilen pozitif

immiin reaktivite internal kontrolii temsil etmektedir. (A, medulla; B, korteks).

Sekil 4-3 BKV nefropatisi bulunmayan iki farkh renal transplant biyopsisinde, tubulus epitel
hiicre sitoplazmalarinda anti-Caveolin 1 antikoru ile pozitif immiin reaktivite (A, korteks-

medulla; B, korteks)
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5. TARTISMA

Ik defa tanimladig1 giinden bugiine kadar gegen 20 y1l1 askin siire igerisinde patogenezi dnemli
Olciide acikliga kavusturulan BKV, 6nemi anlasildik¢a bobrek nakli takibinde klinik pratikte
onemli degisikliklere sebep olmustur. Bir¢ok transplantasyon iinitesinde BKV nefropatisinin
tanisim1 erken koymak ve graft kayiplarimi azaltmak amaciyla tarama semalar1 yiiriirliige
konulmustur. Biitiin bunlara ragmen, BKV nefropatisi sikliginda azalma goriilmekle birlikte,
graft kayb1 yoniinden 6nemini korumaktadir. Bobrek nakli alicilarinin yaklasik olarak %10 ile
%30 kadarinda viremi izlenebilirken hastalarin %1-%10 kadarinda nefropati geligebilmektedir.
Maalesef bu hastalarda BKV nefropatisi ile iligkili graft kayiplar1 %50’ye varan oranlarda
olabilmektedir [91]. Bu veriler géz oniinde bulunduruldugunda BKV tanisi ve takibi i¢in riskli
gruplarin belirlenmesi gerekmekte, yeni takip ve tedavi algoritmalarinin gelistirilmesi graft sag
kalimi yoniinden 6nem arz etmektedir. Bizim ¢alismamizda viremi goriilme sikligi %12,2

olarak saptanmistir.

BKYV enfeksiyonu ile alict ve verici HLA antijenleri arasindaki iligki daha 6nce yapilan
caligmalarda ele alinmistir. Bu calismalarin ¢ogunda HLA uyumlarinin BKV enfeksiyonu
iizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Awadalla ve ark.’lar1 [92], bobrek alic1 ve vericisi
arasindaki HLA uyumsuz alel sayisinin artmasina paralel olarak bobrek nakli hastalarinda BK'V
nefropatisi sikliginin arttigini yaptiklari retrospektif ¢aligmada gostermislerdir. Caligmada ayni
zamanda artan HLA uyumsuz alel sayist1 ile rejeksiyon sikliginda da artisin oldugu gozlenmistir.
Benzer sonuglar Hirsch ve ark.’lar1 [93] tarafindan da elde edilmistir. Calismalarda rejeksiyon
olaymnin siklikla BKV enfeksiyonu oncesinde oldugu ve dolayisiyla rejeksiyon neticesinde
ortaya ¢ikan enflamatuvar hadiselerin BKV enfeksiyonu icin gerekli zemini hazirlayabilecegi
diistiniilmiistiir. Buna ek olarak rejeksiyonu tedavi etmek amaciyla immun sistemin daha giiclii
bir sekilde baskilanmasi da diger bir reaktivasyon sebebi olabilir. Bunlara ek olarak HLA’ya
Ozgii etkin antiviral immiinitenin gelisimine HLA uyumsuzluklarinin engel olabilecegi de
tartisgilmistir. Bu verilere karsin, daha yeni ¢alismalarda HLA uyumsuzluklarinin benzer etkisi
gosterilememistir [10, 94]. Bizim ¢alismamizda BKV viremisi i¢in HLA alel uyum ya da

uyumsuzluklarinin 6nemli bir risk faktorii teskil etmedigi goriildii (Tablo 4-2). Ancak HLA-A

ve viremi olmadan hastalarin tedavilerinin diizenlenmesi olabilir. Bir diger etken ise gelisen
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teknoloji ile anti-HLA antikorlarin erken tespiti ve takibi ile rejeksiyonlara klinik bulgu

vermeden miuidahale imkani olabilir.

Literatiirde belli bazi HLA alellerinin BKV enfeksiyonu ile iligkisini gosteren ¢ok
saylda calisma bulunmamakla beraber bu amacla yapilan ilk ¢alismalardan birinde HLA- A30
ve HLA-DRw6 tasiyicilarinda viriisiin T antijenine karsi yiiksek titrede antikor bulundugu
ancak HLA-A1 ve HLA-DR3 tasiyan hastalarda ise daha diisiik titrelerde anti T antijeni
antikorunun bulundugu bildirilmistir [89]. Bir baska ¢alismada ise alicida veya vericide HLA-
C7 molekiiliiniin bulunmamasimmin BKV enfeksiyonu ile ciddi 6l¢iide iliskisi oldugu ifade
edilmistir [94]. Calismada HLA-C7 bulunmayisinin inat¢1 viremi ile 6zellikle birlikte oldugu
vurgulanmigtir. Titre ve BKV seropozitivitesi ile iliski saptanmamistir [94]. Ancak HLA-
C7’nin etkisini inceleyen takip eden ikinci bir ¢alisjmada HLA-C7’nin koruyucu etkisi
gosterilememistir  [95]. BKV enfeksiyonundan korumada hiicresel immiinitenin yeri
tartisiimazdir. MHC restriksiyonunun burada altta yatan koruyucu mekanizma oldugu birgok
arastirici tarafindan tartisilmistir [10, 96]. Belli bazi1 HLA alellerinin VP1 antijeninin ve BKV’e
ait T Antijeni kaynakli kisa peptit zincirlerini daha yiiksek afinite ile baglayabildigi
gosterilmigtir [96-98]. HLA-A*01, HLA-A*03, HLA-A*24, HLA-B*07, HLA-B*08, HLA-
DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-DR*01, HLA-DR*07, HLA-DR*10 ve HLA-DR*15 bu
caligmalarda saptanan HLA tipleri olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar [96-98]. Ancak bu verilere
gore hangi HLA antijeninin bobrek nakli hastalarinda koruyucu 6zellikte oldugu tartismalidir.
Masutani ve ark.’lar1 [10] alic1 ve vericide HLA-A2, B44, C6, DR7, DR15 ve DR5 uyumu olan
bobrek nakli hastalarinda viremi sikliginin 6nemli dl¢giide az oldugunu ifade etmislerdir. Bizim
calisgmamizda ¢aligma grubunun igerisinde alic1 ve verici arasinda uyum olan herhangi bir HLA
aleli ile boyle bir koruyucu etki gosterilememistir (Tablo 4-9). HLA antijenlerinin
popiilasyonlardaki dagilimi, BKV enfeksiyonu sikligindaki farkliliklar ve c¢alisma
popiilasyonun ¢ok biiyiilk olmamasit bu sonucun sebeplerinden birkagi olabilir. Dogan ve
ark.’lar1 tarafindan yapilan daha yeni bir ¢alismada, alic1 ve vericideki HLA-A24 uyumu viremi
icin risk faktorii olarak saptanmistir [99]. Yine ayni ¢calismada alic1 ve vericide HLA-A3 uyumu
olan hastalarda ise vireminin daha az siklikta goriildiigii bildirilmistir [99]. Ulkemiz hasta
popiilasyonunu igeren bu ¢alisma g6z oniinde bulunduruldugunda kendi hasta grubumuzda,

bahsedilen HLA alelleri i¢in istatistiksel anlam ifade eden herhangi bir sonug elde edilmemistir.

Yukarida bahsedilen ¢alismalarin 1s1ginda bizim ¢alismamizda BKV enfeksiyon riski

ile iliskili HLA antijenleri aragtirilmistir. Alicida HLA-A*01 ve HLA-B*15, vericide HLA-
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DRB1*12 bulunmasinin viremi ile iliskili oldugu, yine vericide HLA-DRB1*01 bulunmasinin
ise virdiiri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Bunun aksine alicitda HLA-A*29 viremi igin,
vericide HLA- B*39 bulunmasinin viriiri i¢in koruyucu etkisinin olabilecegi ¢alismamizda
saptanmigtir. Poliyomaviriis ailesinden bir viriis olan Simian Viriis 40’1n hiicre i¢ine giriste
HLA molekiillerinden faydalandiklarimi  bildiren yayinlar oldugu g6z Oniinden
bulunduruldugunda benzer bir durumun BKV i¢in de s6z konusu olabilecegi diisiiniilebilir [34,
35]. Ancak literatiirde BKV ve HLA molekiilleri arasinda boyle bir iliskinin olduguna dair daha
once yapilmig bir ¢aligmaya rastlanilmamaktadir. Belli HLA alellerinin BKV partikiillerini
sunmada yliksek afinite gostermesi hastaliktan korunmada altta yatan mekanizma olabilir.
Biitiin bu sonuglar g6z 6nilinde bulunduruldugunda daha fazla hasta sayisi igeren ve diger HLA
lokuslarmin da analiz edildigi genis seriler ile HLA ve BKV enfeksiyonu iligkisini ortaya koyan

onemli verilerin elde edilebilecegi diisliniilmektedir.

Bobrek nakli sirasinda {iretere stent yerlestirilmesinin postoperatif donemde {ireter
kaynakli komplikasyonlar1 azaltmakla beraber bobrek nakli hastalarinda BKV viremisi sikligini
arttirdig1 bir¢ok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir [100-102]. Hashim ve ark. stent kullanilan
grupla kullanilmayan hasta grubunu karsilastirdiklarinda, stentli grupta viremi oraninin %22
oldugu, stentsiz grupta ise % 16 oldugunu ve aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
bildirmisglerdir [102]. Giinlimiizde {ireteral stent kullanimi1 bir¢ok merkezde standart hale geldigi
icin stent kalim siiresinin 6nemi giindeme gelmistir [103]. Wingate ve ark.’lan iireteral stent
kalim siiresinin 3 haftanin altinda oldugu vakalarda BK'V viremisinin stentsiz hastalara benzer
oranda oldugunu ve stentin 3 haftadan daha fazla kaldig1 hastalarda riskin goreceli olarak
arttigin bildirmislerdir. Bizim kendi serimizden elde ettigimiz sonuglar da stent kalim siiresinin
onemini dogrular niteliktedir. Sonuglarimiza goére stent kalim siiresinin 44 giiniin altinda oldugu
hastalarda BK'V viremisi goriilme siklig1 %7,9 iken, 44 giinden daha uzun stent kalan hastada

BKYV viremisi goriilme siklig1 %20,7 e yiikselmektedir (p=0,036).

Bazi hastalarda BK'V viremisi saptanmasi ve sebat etmesine ragmen uzun siire nefropati
gelismedigi, bir kisim hastada ise kisa siire igerisinde hastaligin ilerledigi viremi nedeni ile
yapilan biyopsilerde goriilmektedir. Bu bireysel farkliliklar i¢in altta yatan sebebin ne oldugu
bilinmemektedir. Poliyomaviriislerin hiicre icerisine taginmasinda bir¢ok molekiiliin reseptor
gorevi yaptig1 ve kaveolar endositozis veya klatrin aracili taginma ile viral partikiillerin hiicre
icine girdigi yapilan birgok ¢alismada gosterilmistir [4-6, 37, 88, 104]. Poliyomaviriislerin
tiirtine gore degismekle birlikte, BKV i¢in GD1b ve GT1b gangliozitlerinin reseptor vazifesi
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gordiigi ve BKV’lerin hiicre icine tasinmasiin kaveolar sistem iizerinden oldugu ileri
siiriilmiistiir [4, 6]. Ancak Zhao ve ark.’lar1 [88], BKV’lerin kaveolin ve klatrinden bagimsiz

olarak hiicre i¢ine girebilecegini gdstermislerdir.

Kaveolalar hiicre zarinda yer alan kolesterol, fosfolipid ve sfingolipidlerden zengin 50-
100 nm. capinda kiiclik invajinasyonlardir. Degisik hiicre tiplerinde farkli yogunlukta
bulunabilirler. Kompartmanlara ayrilmis hiicresel islevlerde iskele vazifesi yaptiklar1 ve
endositoz, transitozis, kolesterol transportu, hiicresel doniisiimiin baskilanmasi, sinyal
iletiminde ve viral enfeksiyonlarda rol aldiklarin bilinmektedir [105-107]. Kaveola ve
kaveolalarin yapisinda yer alan kaveolinlerdeki degisikliklerin koroner arter hastaligi, sinir
sistemi hastaliklar1 ve malign hastaliklarda 6nem arz ettikleri gosterilmistir [108, 109]. Ayrica
hiicre c¢ogalmasi, farklilasmasi, migrasyonu ve apopitozda Onemli roller oynadiklar
distiniilmektedir [110]. Kaveolin-1’in anormal ekspresyonunun tiimorlerin ilerlemesiyle ve

metastazla iliskili oldugu goézlenmistir [110-112].

Bazi viriislerin hiicreyi enfekte etmesinde veya hastaligin ilerlemesinde kaveolin-1
molekiiliiniin engelleyici etkisi olabilecegi bildirilmistir. Bohm ve ark.’lar1 [113], fare embriyo
fibroblast hiicre kiiltiiriinde, kaveolin-1 ekspresyonunun engellediginde insan influenza A
(HINT) viriisiiniin hiicrelerden 250 kat daha fazla salindigini gostermislerdir. Arastirmada
hiicrelerdeki stres/toksisite yanitinin abartili olmas1 sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin asir1
miktarda tiretilmesi ve interferon-I yanitinin yetersiz olmasinin viriis iiretimine énemli katkida
bulundugu vurgulanmistir [113]. Bu yonden kaveolin-1 molekiiliiniin hiicre yiizeyindeki

ekspresyonunun viral enfeksiyondan korunmada 6nemli olabileceginin alt1 ¢izilmistir [113].

Kaveolin-1 ile wviral enfeksiyonlar arasindaki iliski bagka arastirmalarda da
gosterilmistir. Bunlarin en ¢arpict ornekleri Kaveolin-1’in HIV replikasyonunu inhibe ettigi
caligmalardir [114-116]. Wang ve ark.’lar1 [114] insan embriyonik bdbrek hiicre kiiltiirii
kullanarak yaptiklar1 arastirmada kaveolin-1’in NF-kB yolag1 iizerinden HIV’nin gen

ekspresyonunu engelleyebildigini bildirmislerdir.

Kaveolin-1 geninde tek niikleotid polimorfizmleri (TNP) tanimlanmistir [117]. Bu
polimorfizmlere bagli olarak farkli kanser tiirleri ile kaveolin-1 geninin ekspresyon profilleri
arasinda iligki olabilecegi bildirilmistir [118, 119]. Zhang ve ark.’lar1 [119] kaveolin-1’in
normal mide dokusundaki ekspresyonunun mide kanserli dokuya goére onemli dlglide fazla
oldugunu gostermislerdir. Buna ek olarak, bagka bir arastirmada hepatit B viriisii ile iliskili

hepatoseliiler karsinomda CAV1 rs1049334 polimorfiziminin sik gorildiigii ve hastaligin
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ilerleyisinde bu TNP’in kaveolin-1 molekiiliinlin ekspresyon seviyesindeki etkisinin sorumlu

olabilecegi ifade edilmistir [120].

Yukaridaki bilgiler 1s181nda kaveolin-1 ve kaveolalarin viral enfeksiyonlardaki 6nemi
g0z onilinde bulunduruldugunda benzer etkinin BKV’ler i¢in gecerli olup olmadigi merak
uyandirmaktadir. Ote yandan kaveolar sistemin BKV’lerin hiicre igine tasinmasindaki roliiniin
insanlarda bobrek nakli sonrasinda ne kadar 6nem arz ettigi diger 6nemli bir soru olarak
kargimiza ¢ikmaktadir. Yaptigimiz immiinohistokimyasal boyamada viremisi olan bobrek nakli
hastalar1 transplante bobrek tutulumuna gore iki gruba ayrilarak incelenmistir. Grup I (BKV
nefropatisi/SV 40 boyasi ile immiin reaktivite saptanan grup) ve Grup II (BKV nefropatisi/SV
40 boyast ile immiin reaktivite saptanmayan grup) arasindaki anti-kaveolin-1 immiin
boyamanin istatistiksel olarak farkli olmasi, kaveolin-1’in viral enfeksiyona direncte 6nemini
gosteren dolayli bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Ancak immiinolojik hadiseler dahil bir¢cok
faktoriin kaveolin-1 ekspresyonunu etkileyebilmesi, immiin histokimyasal boyamanin dinamik
olan bir siiregten ziyade sadece statik bir kesiti yansitmasi, ¢alismanin prospektif ve kontrollii
olmayis1 ve nispeten az 0rnek sayisinin bulunmasi nedeniyle elde edilen verilere dikkatle

yaklagilmalidir.

Biitlin bu ¢ekincelere ragmen hiicre kiiltiirii tabanli ve kaveolin-1 gen ekspresyonunun
kontroliinlin yapilabilecegi prospektif ¢aligmalara zemin hazirlamasi ve daha dnce literatiirde
benzer bir caligmanin bulunmayisi yoniinden elde edilen sonuglarin 6nem arz ettigi

kanaatindeyiz.

Bir takim virtis tiirlerinin klatrin aracili endositozla hiicre i¢ine taginmasinin séz konusu
olabilecegi yapilan caligmalarla gdsterilmistir [121, 122]. Biyopsi orneklerinde SV 40 boyasi
ile immiin reaktivite saptanan (Grup I) ve saptanmayan (Grup II), BKV viremili hastalara ait
orneklere yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmede her iki grup arasinda klatrin
ekspresyonlar1 yoniinden istatistiksel farklilik goriillmemesi, bobrek dokusunun BKYV ile
enfeksiyonunda klatrinin éneminin goz ardi edilebilir nitelikte oldugu diisiindiirmektedir.
Ancak kaveolin-1 igin tartisilan bazi endiselerin klatrin i¢cinde gecerli olabilecegi de akilda

bulundurulmalidir.
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Kaveolin-1 ve SV-40’1n immiinhistokimyasal analizine gore 6rneklerin gruplar

58

Ornek No SV-40 Cav-1(-) Cav-1 (+) Cav-1 (++) Cav-1 (+++)

1 + + YOK YOK YOK
2 + + YOK YOK YOK
3 + + YOK YOK YOK
4 + + YOK YOK YOK
5 + + YOK YOK YOK
6 + + YOK YOK YOK
7 + + YOK YOK YOK
8 + + YOK YOK YOK
9 + + YOK YOK YOK
10 + + YOK YOK YOK
11 + YOK + YOK YOK
12 + YOK YOK YOK +

13 - YOK + YOK YOK
14 - YOK + YOK YOK
15 - YOK + YOK YOK
16 - YOK + YOK YOK
17 - YOK + YOK YOK
18 - YOK + YOK YOK
19 - YOK + YOK YOK
20 - YOK + YOK YOK
21 - YOK + YOK YOK
22 - YOK YOK + YOK
23 - YOK YOK + YOK
24 - YOK YOK YOK +

25 - YOK YOK YOK +

26 - YOK YOK YOK +

27 - YOK YOK YOK +

28 - + YOK YOK YOK
29 - + YOK YOK YOK
30 - + YOK YOK YOK
31 - + YOK YOK YOK
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Klatrinin yiizey ekspresyonu ve SV-40’1n immiinohistokimyasal analize gore o6rneklerin

listelenmesi

Ornek No

SV-40

Anti-Klatrin (+)

Anti-Klatrin (-)
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