KARACIGER NAKLINDE TAKROLIMUS iLE
SAGLANAN IMMUNOSUPRESYONUN =
ANTIOKSIDAN ENZIMLER UZERINE ETKISi

Omer Faruk CIFTCI
inénii Universitesi ve Ankara Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dah

Ortak Doktora Program

Tez Damsmani
Dog. Dr. Songiil UNUVAR

Ortak Tez Danigmani
Prof. Dr. Tiillay COBAN

Doktora Tezi-2022



T.C
INONU UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

KARACIGER NAKLINDE TAKROLIMUS iLE SAGLANAN
IMMUNOSUPRESYONUN ANTIOKSIiDAN ENZIMLER UZERINE ETKIiSI

Omer Faruk CIFTCI

inonii Universitesi ve Ankara Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dal
Ortak Doktora Tezi

Tez Danismani
Dog. Dr. Songiil UNUVAR

Ortak Tez Damsmam
Prof. Dr. Tillay COBAN

Bu Arastirma Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
Tarafindan TDK-2019/1641 Proje numarasi ile desteklenmistir.

MALATYA
2022



ICINDEKILER

OZET ottt vii
ABSTRACT .ttt ettt b bbbt et nb e ae e viii
SIMGELER VE KISALTMALAR ..ottt iX
TABLOLAR DIZINI......coitiiitiieiiiceeeeeeeee ettt ettt Xii
SEKILLER DIZINI ....coiviiiiiiiiiieieecee et xiii
L GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER .....c..tiiiiiiiiiniiiieieciesis s 3
2.1.0rgaN NAKI.....cuiiiiiiiee bbb 3
2.2. Organ NaKInin TariiGeSiu. .. uueiieieiiiieiiiie s 3
2.3. Doku ve Organ Nakil YONtemleri.........ccovviiiviiiiiiniiiiiciisecieeseee s 3
2.4. 0rgan NaKIi SONTAST......ciuiiiiiiiiieiieie et 4
2.5. REU REAKSIYONIATT .. ciueiiiiiiiiiiesiiiie sttt bbbt 4
2.6. IMMUNOSTEPIESYOMN.......cvvevereeereretetetesetetete et etesetesste s st e tssssssstssssstatetetesssstssetstesesesaseas 5
2.6.1. ImmUNOSUPIEsif IIAGIAT .......c.cveveveveeeieieicteteete ettt 5
R =0T o (=T | ST PRPPP 9
2.8. INtErfErON GAMA ......cvcvvececeeeeeeeeeceee ettt es st en et ses e 10
2.9. Indolamin 2,3-0iOKSIJENAZ ..........ccueveviiiieeieicieieieete e 11
2.10. Antioksidan ENZIMIEE .........cccoiiiiiiiiiciiic s 13
2.10.1. Glukoz 6-Fosfat DenIdrOgenaz..........cccccveiieiiieeiieiii e 13
2.10.2. Glutatyon REAUKLAZ ........ccoviiiiiieiiiieiieie s 16
2.10.3. Glutatyon S-TranSTEIAZ.........ciiiiiiiiiieie e 18
3. MATERYAL VE METOT .ttt 20
R I B € 15 (<103 [ SRS SPRRSPRRRPIN 20
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler.............ccoovviiiiiiiiiiiiiciicceee e 20
3.1.2. Kullanilan Arag ve Geregler ........cccviiiiiiiiiiiiiie e 21
R €071 11<) o o OO TP PR PRP PP PP 21
3.2.1. Numunelerin ve Verilerin TOPlanmast ..........ccceviriiiiicniiniiiiieiiccsiene e 21
3.2.2. Serum Numunelerinin ANGHZI ... 22
3.2.3. Hemolizat Numunelerinin ANalizi.........ccoccovviviiiiiiiii e, 23
3.2.4. Istatistiksel DeZerlendirme .............ccoeevevrviecuereieiieceeee et 25

4. BULGULAR ...t 26



4.1. Calismaya dahil edilen biitiin olgularin demografik 6zellikleri...........ccoccvvervveennn. 26

4.2. Hasta ve kontrol grubunun karsilagtirtlmast ..........ccoceeriiiiienii e 27
S.TARTISMA ..ottt ettt e e ab e e s be e nb e e nbe e e nne e e 37
6. SONUC VE ONERILER ........coccoititeieieieieieeie e ettt ettt seaesens 46
KAYNAKLAR L.ttt ettt ettt enn e 47
EILER . .. e ettt be e 61
EK-1. OZGEGIMIS ...ttt ettt ettt ettt ettt en ettt s s e, 61

EK-2. EtiK KUIUI BEIGESI ..o 62



TESEKKUR

Doktora egitimi siiresince bilgi ve deneyimleri ile egitimime katkida bulunan,
kiymetli tecriibelerinden faydalandigim Ankara Universitesi ile Indnii Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali’nin tiim degerli 6gretim {iyesi hocalarima c¢ok

tesekkiir ederim.

Bitmez tiikenmez enerjileri, gayretleri ve giileryiizliiliikleri ile biitiin laboratuvar
calismalarina, biiyiik bir 6zveri ve titizlikle tezin tiim asamalarina katki saglayan ¢ok
degerli tez danismanim Dog. Dr. Songiil UNUVAR ve ortak tez danismanim Prof. Dr.

Tiilay COBAN’ a en igten duygularimla siikranlarimi sunarim.

Calismamizin klinik kisminda katkist olan Turgut Ozal Tip Merkezi Karaciger

Nakil Enstitiisii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Tevfik Tolga SAHIN’e tesekkiir ederim.

Tim calismam boyunca hi¢bir zaman desteklerini eksik etmeyen, bilgi ve
tecriibelerini emekle ve sabirla benimle paylasan degerli arkadaslarim Dr. Ogr. Uyesi

Nese BASAK TURKMEN ve Dr. Ziibeyde TANRIVERDI’ ye tesekkiir ediyorum.

Yasamim boyunca sonsuz sevgi ve desteklerini her zaman yanimda hissettigim,
beni maddi manevi her tiirlii destekleyerek bugilinlere gelmeme sebep olan, akademik
kariyer yapmami belki de benden daha c¢ok isteyen canim aileme ve esim Zeynep’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Karaciger Naklinde Takrolimus ile Saglanan Immiinosiipresyonun Antioksidan

Enzimler Uzerine EtKkisi

Amacg: Karaciger naklinin basarili olabilmesi immiinosilipresyonun istenilen
diizeyde gerceklesmesine baglidir. Akut ve kronik rejeksiyon ihtimali agisindan bu
durum ¢ok dnemlidir. Bu sebeple immiin sistemin olasi tepkilerini dlgebilmeye olanak
saglayacak biyobelirteclerin tespiti ve oksidatif stres agisindan antioksidan sistemlerin
de 6l¢timii ¢ok 6nemlidir.

Bu calismamizda karaciger nakli olan hastalarinin serum neopterin, INF-y,
indolamin  2,3-dioksijenaz, glutatyon S-transferaz diizeylerinin ve hemolizat
numunelerinde glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin
aktivite tayinleri degerlendirilmesi ve tami agisindan bu degerlerin birbirleri ile
iliskilerini arastirdik.

Materyal ve metot: indnii Universitesi’nden alinan 2018/144 nolu etik kurul
onay1 ve TDK-2019-1641 nolu BAP projesi destegi ile bu ¢alisma yiiriitilmistiir. Ocak
2019- Ocak 2020 tarihleri arasinda Turgut Ozal Tip Merkezi Karaciger Nakil Enstitiisii’
nde karaciger nakli gerceklestirilen 44 hasta ve 44 kontrol grubu ile ¢calisma yiiriitildi.

Bulgular: Hasta grubunun neopterin, indolamin 2,3-dioksijenaz, glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek,
glutatyon rediiktaz seviyesi ise diisiik bulundu (p<0,05).

Sonug: Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada Karaciger nakli olgularinin biyobelirteg
seviyelerinde 6nemli degisimler gozlendi. Bu sonuglar ile birlikte karaciger nakli
gerceklestirilen hastalarda elde edilen bu sonuglarin rejeksiyon ve immiinosiipresyon
acisindan daha basarili tan1 ve tedavilerin ger¢ceklesmesine yardimei olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon S-transferaz, indolamin 2,3-dioksijenaz, interferon gama, Kkaraciger nakli,

neopterin, takrolimus.
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ABSTRACT

The Effect of Immunosuppression Provided by Tacrolimus on Antioxidant

Enzymes in Liver Transplantation

Aim: The success of liver transplantation depends on the desired level of
immunosuppression. This is very important in terms of the possibility of acute and
chronic rejection. For this reason, it is very important to detect biomarkers that will
allow measuring possible responses of the immune system and to measure antioxidant
systems in terms of oxidative stress. In this study, we investigated serum neopterin,
interferon gamma, indolamine 2,3-dioxygenase, glutathione S-transferase levels and
activity determinations of glucose 6-phosphate dehydrogenase and glutathione
reductase enzymes in hemolysate samples of liver transplant patients, and the
relationships between these values in terms of diagnosis.

Material and method: This study was carried out with the approval of the ethics
committee numbered 2018/144 from In6nii University and the support of the BAP
project numbered TDK-2019-1641. The study was conducted with 44 patients who
underwent liver transplantation and 44 control groups at Turgut Ozal Medical Center
Liver Transplant Institute between January 2019 and January 2020.

Results:  Neopterin, indolamine 2,3-dioxygenase, glucose 6-phosphate
dehydrogenase levels of the patient group were found to be statistically significantly
higher than those of the control group, while glutathione reductase levels were found to
be lower (p<0,05).

Conclusion: In this study, we observed significant changes in the biomarker
levels of liver transplant patients. Together with these results, these results obtained in
liver transplant patients will help to realize more successful diagnosis and treatments in
terms of rejection and immunosuppression.

Keywords: Glucose 6-phosphate dehydrogenase, glutathione reductase,
glutathione S-transferase, indolamine 2,3-dioxygenase, interferon gamma, liver

transplantation, neopterin, tacrolimus.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

-SH - Stilthidril

v-GSS : Gama glutamil sistein sentetaz
ACR . Akut seliiler rejeksiyon

AMR - Antikor aracili rejeksion

ALT - Alanin aminotransferaz

AST : Aspartat aminotransferaz
BAP : Bilimsel arastirma projesi
CAT : Katalaz

CAV : Kardiyak allograft vaskiilopati
CO, : Karbondioksit

'0, : Tekli oksijen

DNA : Deoksiriboniikleikasit

DTNB : 5, 5°-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
DTROC : Tan testleri ve ROC analizi yazilimi
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
ELISA . Enzime bagli immunoassay
FAD : Flavin adenin dintikleotid
G6PD : Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
GGT : Gama glutamil transferaz
GPx - Glutatyon peroksidaz

GR - Glutatyon rediiktaz

GSH : Indirgenmis glutatyon

GS : Glutatyon sentetaz

GSSG : Okside halde glutatyon



GST
GTP
GVHD
HIV

IDO

IEN-y
IEN- @
IFN- B

kDA

IMPDH
INR
MELD
MHC
MmTOR
NADPH
NAD"
NF-xB
NFAT
NK

Oy

OH’
RNA
RO

ROC

: Glutatyon S-transferaz

: Guanozin trifosfat

: Graft versus host hastalig1

: Insan bagigiklik yetmezligi viriisii

: Indolamin 2,3-dioksijenaz

: Interldkin

: Interferon gama

: Interferon alfa

: Interferon beta

> Kilodalton

: Immiinoglobiilin

: Inosin monofosfat dehidrogenaz

: Uluslararasi diizeltme orani

: Son evre karaciger hastaligi icin model
: Major histokompatibilite kompleksi

: Rapamisinin mekanik hedefi

- Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
: Nikotinamid adenin dintikleotit

: Niikleer faktor kappa B

: Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii
: Dogal oldiirticii hiicreler

- Siiperoksit anyonu

- Hidroksil

- Riboniikleikasit

- Alkoksi

: Alici islem karakteristikleri



ROO

ROS

SOD

SH

SPSS

SS

TDO

TNF-a

UNOS

: Peroksi

. Reaktif oksijen bilesikleri

- Stiperoksit dismutaz

: Standard hata

: Sosyal bilimler i¢in istatistik programi
: Standard sapma

: Triptofan 2,3-dioksijenaz

: Timor nekroze edici faktor alfa

: Birlesik organ paylasimi agi
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1. GIRIS

Organ nakli, hastanin tedavi edilmesi imkansiz hastaliklar sebebiyle
fonksiyonlarini yerine getiremeyecek derecede zarar gormiis organlarinin yerine, 6liiden
yada canlidan alman saglikli organin yerlestirilmesi ile tedavi edilmesi durumuna
denmektedir (1).

Karaciger nakli ise Milan Kriterlerine gore, siroz, akut karaciger yetmezligi,
hepatoseliiler kanser hastalari i¢gin 6nemli bir tedavi segenegidir (2).

1963 yilinin Mart ayinda Starzl ve arkadaslar1 diinyada ilk karaciger naklini
gerceklestirmistir. Biliyer atrezisi olan 3 yasinda bir erkek hasta ameliyat sirasinda
pihtilasma bozuklugu ve kontrol edilemeyen kanama sebebiyle hayatini kaybetmistir
(3).

Karaciger naklinde, daha iyi immiinosiipresif ve anti-enfeksiyon ajanlarin
bulunmasi siirecine kadar enfeksiyonlar ve kronik rejeksiyon, erken ve ge¢ dliimlerin en
onemli sebepleriydi. 1997 yilina kadar diinyada yaklagik 200 transplantasyon
gerceklestirilmis ve bu siire zarfinda biliyer rekonstriiksiyon, intraoperatif koagiilopati
ve dondrler igin cerrahi teknikler tanimlanmustir (4).

1989 yilinda Starzl ve arkadaglar karaciger nakli gergeklestirilen 1179 hastada
sag kalim oraninin 1 yil sonra %73, 5 y1l sonra %64 olarak rapor etmislerdir. Bu durum
azatioprin ve kortikoidleri kullanan hastalarda sag kalim oranin 2 kat artis1 olarak
yorumlanabilir (5).

[lk karaciger naklinden itibaren 40 y1l1 gegen siirede, 10.000’den fazla karaciger
nakli gerceklestirilmis ve sag kalim oranmi %90’lara yaklasmistir. Cerrahi problemler,
rejeksiyon tedavileri, kontrol edilemeyen sepsis problemleri ¢oziilmiistiir (6).

Son yillarda kimyasal ajanlarin etkilerini Olgmede, teshis etmede, tedavi
etkinliginin incelenmesinde biyogdstergeler kullanilmaktadir. Biyogostergeler ile amag
sorunu en kisa siirede tespit edebilmektir. Ayrica ajanlar ile biyolojik yapilar arasindaki
etkilesimi nitel ve nicel olarak tespit etmek amaciyla, etkenin kendisi veya metaboliti
biyolojik sivilarda ve dokularda olgiiliirler (7, 8).

Bu calisma kapsaminda Turgut Ozal Tip Merkezi Karaciger Nakil
Enstitiisii’'nden kontrol gruplart ve hasta gruplarindan kan 6rnekleri alindi. Alinan kan
orneklerinde, ©onemli biyogostergeler olarak neopterin, INF-y, indolamin 2,3-

dioksijenaz, glutatyon-S-transferaz diizeyleri ELISA kitleri kullanilarak 6lg¢iildii.



Eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin aktivite

tayinleri spektrofotometrik yontemle incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Organ Nakli

Organ nakli, viicudun igerisinde islevini yitimis bir organin yerine hayatta olan
bir vericiden veya oliiden alinan saglikli bir doku veya organin nakledilmesidir. Bu
operasyon, bir¢cok organ i¢in uygulanan, kabul gérmiis ve giincel bir tedavi sekli olarak
uygulanmaktadir (9). Kalp, akciger, bobrek, ince barsak, kan, deri, pankreas, kornea,
kemik iligi, karaciger gibi hayati degeri olan bir¢ok organin nakli giinlimiizde miimkiin
hale gelmistir (10). Gerek canli vericiler olsun gerekse kadavra vericiler olsun, organ
nakilleri basarili bir sekilde yapilabilmekte ve olumlu sonucglar alinmaktadir. Ancak

organ bagisinin yeterli oranda olmamasi, cogu hastay1 olumsuz etkilemektedir (11, 12).

2.2. Organ Naklinin Tarihcesi

Organ nakli konusundaki en eski yayinlarda milattan 6nce 500’1l yillarda iki
askerin kalbini yer degistirmeye ¢alisan Cinli doktor Pien Chioa’dan ve islevini yitirmis
olan organlar1 saglikli olan organlarla degistiren Hua-Tu’dan bahsedilmektedir (13). Tip
tarihinde doku naklini, ilk olarak 1818 yilinda Ingiliz dogum uzmani olan James
Blundell, dogumun ardindan kanamasi olan bir kadina, kocasindan kan nakli yaparak
gerceklestirmistir (14). 1905 yilinda ilk kornea nakli, 1954 yilinda ilk bobrek nakli
gerceklestirilmistir (15). Ilk basarili karaciger nakli ise 1967 yilinda Colorado
Universitesi'nde Thomas E. Starzl ve arkadaslar1 tarafindan yapilmustir (16). Ilk
pankreas, parsiyel olarak Kelli tarafindan 1966 yilinda gergeklestirilmistir (17).

2.3. Doku ve Organ Nakil Yontemleri

1. Otogreft: Ayni canlinin doku organinin aymi canliya nakledilmesidir. Deri
nakilleri, operasyon 6ncesi kan alimi, kok hiicre nakilleri buna 6rnek olarak
gosterilebilir.

2. lIzogreft: Tek yumurta ikizleri arasinda yapilan nakillerdir.

3. Allogreft: Tiir olarak ayn1 olan canlilar arasi nakillerdir. Bir insandan baska
bir insana yapilan bobrek nakli 6rnek olarak gosterilebilir.

4. Senogreft: Farkl tiirler aras1 yapilan doku ve organ nakilleridir. Domuzdan

insana yapilan kalp kapakc¢igt nakli 6rnek olarak gosterilebilir.



5. Bolerek transplantasyonlar: Alinan organin alicilara boliinerek nakil
yapilmasidir. Bir karacigerin bir yetiskin ve bir ¢ocuga nakli 6rnek olarak
gosterilebilir.

6. Domino transplantasyonlar: Bu c¢esit nakiller iki akcigerinde aktarilmasi
gerektiginde kalp ile birlikte biitiin halinde degistirilmesi kolaylik agisindan
tercih edilir (sistik fibroz gibi durumlarda). Alic1 olan bireyin saglam olan

kalbi de baska bir aliciya nakledilir (18).

2.4. Organ Nakli Sonrasi

Organ nakli yapilan hastalarda, nakil sonrasi hayat kalitesinin ve hayatta kalma
stiresinin artirilmasi, organin fonksiyonel durumunun korunmasi ve organ reddi gibi
komplikasyonlarin 6nlenmesi énem arz etmektedir. Operasyon sonrasi iyi sartlarda
hayatin idamesi i¢in immiinosupresif tedavi gerekmektedir (19, 20). Amag, nakli
gerceklestirilen organa karsi tolerans gelistirerek ve organ reddini engelleyerek hayatta
kalma siiresini artirmaktir. Ornegin, The United Network of Organ Sharing (UNOS)
bilgilerine gore, bobrek nakli sonrasi 1.y1lda hayatta kalma oran1 %94,5, 3.yilda hayatta
kalma oram %87, 5. yilda ise bu oran %78,4" e diismektedir. Immiinosupresif

tedavideki gelismelerle birlikte basar1 orani1 daha da artmaktadir (21, 22).

2.5. Red Reaksiyonlar

Organ nakli sonrasinda, organin nakledildigi alicida naklediken dokuya karsi
akut hiicresel immiin yanit gozlenir. Bu yanit ile birlikte nakil yapilan doku veya
organin red edilmesini amaglayan hiicresel mekanizmalar gelisir. Bu mekanizmalar;
CD4 tipi (indiikleyici/yardim eden) T hiicreleri red reaksiyonun olusmasinda ve
organize olarak gelistirilmesinde ana rol oynarlar. Doku veya organdan kaynaklanan
antijenleri tanimalar1 gerekmektedir. Bu tanima iki sekilde gerceklesir;

1. T hiicreleri vericiden aliman doku veya organ hiicreleri lizerindeki, bu

hiicrelerin 6. kromozomunda bulunan major histokompatibilite kompleksi
(MHC) bolgelerinde bulunan polimorfik genler tarafindan sentezlenen
yabanct MHC molekiillerini tanirlar (dolaysiz allo-tanima).

2. T hiicreleri, yabanci MHC molekiillerinden ayrilip alicinin dolagimina girisi

sonrasi alicinin antijen olusturan hiicreleri tarafindan tutulup, bu hiicrelerin
yiizeyinde sinif II MHC molekiilleri ile kombine edilmis yabanci peptidleri

tanirlar (dolayl allo-tanima).



Dolaysiz tanima sayica daha fazla CD4 tipi T hiicresini aktive ederek akut olarak
siddeti yliksek immiin reaksiyonlara sebep olur. Dolayli tanimada ise daha az oranda T
hiicresi aktive olur. Fakat kronik olarak yavas gelisen, sinsi red reaksiyonlarina yol acar.
Buna ragmen bu iki tip antijen tanima sistemiyle de CD4 tipi T hiicrelerinin tam olarak
aktivasyonu saglanmis olmaz. Bununla birlikte ikinci bir es uyariya ihtiya¢ vardir. Bu
iki uyarmin beraber olmasi ile birlikte T hiicresi yeterince uyarilmis olur ve otokrin bir
biiylime faktorii olan interlokin-2 (IL-2) salgilar. IL-2 hem kendini salgilayan hem de
cevredeki CD4 tipi T hiicrelerinde ¢ogalmayi, klon genislemesini ve sitokin iiretilmesini
saglayan bir faktordiir. Yabanci antijen ve MHC molekiilleri ile aktive olan CD4 tipi T
hiicreleri;

1. Antikor salgilayan B hiicrelerini aktif hale getirerek yabanci antijene karsi

antikor iiretimini artirirlar.

2. Sitotoksik CDS8 tipi T hiicrelerini aktive ederek antijenin spesifik hiicre

lizisine sebep olurlar.

3. Monosit/makrofajlar1 uyararak gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarina

neden olurlar (23).

2.6. immiinosiipresyon

Immiinosiipresyonu saglamak amaciyla 1950’lerde sadece isinlanma yontemi
kullanilirken artik ¢ok c¢esitli ajanlar kullanilmaktadir. Bunlar nonspesifik ve spesifik
olarak kullanilmaktadirlar. Nonspesifik olarak kullanilan ilaglara steroidler ve
azatiopirin Ornek verilebilir. Nonspesifik immiinosiipresyonda antijene spesifik
baskilama olmadig1 i¢in immiin sistem her kademede baskilanir ve alic1 enfeksiyonlara
duyarl hale gelir. Spesifik olarak kullanilan immiinosiipresif ajanlar ise nonspesifik
ajanlara gore organ reddi durumlarini alicinin enfeksiyonlara karst duyarliligini

artirmaksizin engelleyebilmektedirler (24, 25).

2.6.1. Immiinosiipresif Tlaclar

Glukokortikoidler

Glukokortikoidler genis spektrumlu gii¢lii immiinosiipresif ajanlardir. T ve B
lenfositlerinin antijenleri tanimalarin1 6nlemezler ancak T lenfositlerinin IL-1, IL-2, IL-
6 gibi sitokinleri salgilamalarin1 6nlerler. Bu sayede de hiicresel immiin reaksiyonun

olusmasii Onlerler. Bunu spesifik reseptorler araciligi ile sitoplazmadan cekirdege



gecerek sitokin genlerinin ilgili bolgesine baglanarak transkripsiyonu ve niikleer faktor
kappa B’nin (NF-xB) aktivitesini inhibe ederek gerceklestirirler. B lenfositlerin antikor
tiretme Ozelliklerini makrofajlarin, monositlerin ve polimorfoniikleer l6kositlerin
migrasyon ve fagositoz 6zelliklerini inhibe ederler. Bu grupta genellikle prednizon ve
prednizolon kullanilir. Bunlar organ nakillerinde siklosporin ile birlikte kullanilirlar
(26).

Azatioprin

Azatioprinin metabolizmas: karacigerde gergeklesir. 6-merkaptopurine doniisiir
ve ardindan 6-tiyosinik asit olarak aktif hale gelir. 6-tiyosinik asit hiicredeki DNA ile
etkileserek piirin niikleotitinin tiretimini engeller. RNA sentezini ve metabolizasyonunu
bozar. Bunun yani sira tiyosinik asit kemik iliginde promiyelositlerin ¢ogalmasini
durdurarak monosit miktarin1 disiiriir (25). Azatiopirinin yan etki profili piirin
antimetabolitlerine benzemektedir. Kusma, ates, ciltte esmerlesme, 16kopeni (kemik
iligi baskilanmasi), trombositopeni, anemi sik goriilen yan etkiler arasinda yer
almaktadir. Pankreatit gibi karacigere toksik etkileri de rapor edilmistir. Tedaviye oral
veya intravendz giinde 3-5 mg/kg olacak sekilde baslanir ve 2-4 haftalik siireg
sonucunda diizelme gozlenirse 1-3 mg/kg doz ile tedaviye devam edilir.

Postoperasyonda kullanilmaya baslanir (23).

Mikofenolat Mofetil

1995 yilinda kullanilmaya baslanmis olan mikofenolat mofetil bir gesit '6n-
ilag'tir. Aktif formu mikofenolik asittir. Etki mekanizmasi agisindan azatioprine
benzemektedir. Fakat azatioprine kiyasla daha selektif ve daha gii¢lii etkilidir. Organ
nakillerinde yaygm kullanimi nedeniyle azatioprinin yerini almaya baslamistir.
Azatioprine oranla firsat¢1 enfeksiyonlarin olusmasi ve lokopeni riski daha fazladir.
Kemik iligi siipresyonu ve siddetli diyare ana yan etkileri olarak sayilabilir.
Mikofenolik asit etkisini piirin sentezini inhibe ederek gdsterir. Inosinden guanozin
niikleotitlerin katalizasyonunu saglayan inosin monofosfat dehidrogenaz (IMPDH)
enziminin geri doniisimlii inhibisyonuna neden olur. Guanozin niikleotitlerin
tilkenmesiyle T ve B lenfositlerin ¢ogalmasinda azalma gerceklesir. Iki izotopu bulunan
IMPDH enziminin, tip 1 izotopu lokositlerde tespit edilirken, tip 2 izotopu da aktif
lenfositlerde ve cesitli dokularda tespit edilmistir. Mikofenolik asit daha ¢ok tip 2
izotopunu inhibe etmektedir (23, 26).



Siklosporin

Siklosporin, Tolypocladium inflatum Gams. isimli mantardan elde edilen bir
ilactir. Kullanimda olan diger ilaglara gore daha giiclii etkinligi bulunmaktadir.
Siklosporin erken donemde otoimmiin cevabi Onlemede basarili olmakla birlikte
gelismis red olaylarini tedavide etkin degildir (23). Siklosporin, CD™ tipi lenfositlerin
antijen ile uyarildiklari zaman, Ca*? bagimli siklofilin adi verilen reseptérler aracihityla
aktive olan kalsinorin enzimini inhibe eder. Bu inhibisyon i¢in siklosporinin sitoplazmik
bir reseptdr olan siklofiline baglanmasi gerekmektedir. Kalsindrin enzimi bir defosfataz
enzimidir. T hiicrelerinde bulunan T hiicreleri niikleer faktorden (NFAT) fosfat
gruplarinin ayrilmasini saglar. Bunun sonucu olarak ta NFAT hiicre ¢ekirdegine gecerek
IL-2 geninin transkripsiyonun baslamasini saglayan ilgili bdlgesine baglanarak IL-2
tretimini saglar. Bu mekanizma siklosporinin kalsindrini inhibe etmesiyle durur.
Olgunlasms T lenfositleri iizerinde yeterli etkiye sahip degildir. Bu nedenle 24 saat
icinde kullanilmaya baslanmalidir. Organ nakillerinde, nakilden 4-12 saat once
uygulanmaya baslanmaktadir. intravendz doz, oral dozun 1/3ii kadardir. 2-6 saat kadar
3-5 mg/kg uygulanmaktadir. Nakil sonrasi 2 hafta kadar devam edilir ve daha sonra oral
idame doza gegilir. Nefrotoksisite, norotoksisite, tromboemboli, hepatotoksisite ve

hipertansiyon bilinen 6nemli yan etkileridir (23).

Takrolimus

Makrolit grubu bir antibiyotik olan takrolimus Streptomyces tsukubanensis’ten
elde edilmektedir. CD*" tipi T lenfositleri iizerine olan etkileri in vitro ortamda
siklosporine oranla 50-100 kat daha fazladir. Takrolimus, siklosporin gibi kalsinorin
inhibitoriidiir. Fakat T lenfositler {izerinde inhibitor etkilerini gosterebilmeleri icin
siklosporinin baglandig1 siklofilinden farkli olarak takrolimusun FK-baglayan protein-
12 (FKBP-12) molekiilii olarak adlandirilan sitoplazmik reseptor ile kompleks yapmasi
gerekmektedir. Takrolimus genellikle karaciger nakillerinde kullanilmaktadir. Karaciger
nakillerini takiben organ fonksiyonlarinda azalma meydana gelir. Safra salgilarinda ve
ardindan da yag absorpsiyonunda azalma gozlenir. Siklosporinin, takrolimusa gore suda
daha az ¢oztinmesi, takrolimusun absorpsiyonunun siklosporin gibi safra tuzlarinin
reabsorpsiyonuna baglimli olmamasi takrolimusun siklosporinden daha fazla tercih
edilmesine neden olmaktadir. Béyle bir durumda takrolimus biyoyararlanim agisindan

siklosporinden iistiindiir. Diger bir 6nemli fonksiyonu ise bobrek nakli sonrasi, hasta



siklosporine kars1 direngli hale gelmisse ve akut red riski meydana gelmisse, kurtarici
olarak kullanilmasidir. Norotoksisite, nefrotoksisite, duygu durum bozukluklari,
gastrointestinal bozukluklar, elektrolit degisiklikleri, tromboembolik ve iskemik yan
etkilere neden olmaktadir. Cocuklarda kardiyomyopatiye sebep oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Ayrica glukoz metabolizmasini bozarak diyabete neden olabilir (23).

Sirolimus (Rapamisin)

Sirolimus, takrolimustan farkl: olarak T lenfositlerde IL-2 iiretimini durdurmaz.
Olusan IL-2lerin, diger CD* tipi lenfositlerin ve immiin sistemin diger hiicrelerinde
bulunan IL-2 reseptorlerinin uyarmasi ile olusan reaksiyonlar1 inhibe eder. Kalsindrin
inhibitorii olarak islev gostermezler. Etki gdsterebilmesi ic¢in takrolimus gibi FKBP-
12’ye baglanmalart gerekmektedir. Olusan FKBP-12+sirolimus kompleksi T
hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in 6nemli bir yere sahip olan mTOr enzimini inhibe eder.
Siklosporin ve/veya glukokokortikoidlerle kombine olarak kullanilmaktadirlar. Venoz
tromboembolizme, gastrointestinal yan etkilere, kan bozukluklarina, hiperlipidemiye ve
akciger bozukluklarma neden olur (23). Sirolimus karaciger ve ince barsaklarda

sitokrom p450 3A (CYP3A) enzim sistemi ile metabolize olur (27).

Everolimus

Everolimus, sirolimustan tiliretilen yeni bir inhibitordiir. Everolimus yap1 olarak
40 numarali karbon atomunda bulunan 2 tane hidroksietil grubuna sahip olmast ile
sirolimustan farklilik gosterir. Bu farkliik farmakokinetik ve farmakodinamik
degisikliklere neden olur. Oral yolla kullanildiginda absorpsiyon hizinin daha 1yi oldugu
ve 2 saat i¢inde kanda en yiiksek konsantrasyona ulastigi tespit edilmistir. Yarilanma
stiresi daha kisadir. Bu nedenle giinde 2 doz kullanilmaktadir. Kanda kararli durum
konsantrasyonuna 4 giinde ulasir. Bu siire sirolimusun 6 giinliik siiresinden daha kisadir.

Sirolimus gibi yiikkleme dozuna da gerek yoktur (26, 28).



2.7. Neopterin
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Sekil 2.1. Neopterin’ in kimyasal yapis1 (29).

Pirazinoprimidin yapisinda olan neopterin, hiicresel boyutta bagisiklik yanitin
gelistigi durumlarda oldukga yaygin kullanilan bir biyolojik gostergedir (30).
Neopterinin ilgi odagi olmasinin sebebi; teshis ve tedavi slireclerinde biyogdsterge
olarak kullanilabilmesi, miktar tayinlerinin zor olmamasi ve enfeksiyon hastaliklarinda,
kanserde ve ¢esitli immiinolojik hastaliklarda 6nemli yere sahip olmasi sayilabilir (31,
32). Baslangicta 1967°de Sakurai ve Goto’nun ¢alismalariyla idrarda saptanmis olup,
1979°da baz1 enfeksiyon ve viral hastaliklarda serum neopterin seviyesinde artis oldugu
gozlenmistir. Neopterin dihidroneopterin ve tetrahidroneopterin olarak bulunmaktadir.
Neopterin insan ve primatlarda bulunurken, siganlarda bulunmamaktadir (33, 34).
Neopterin sentezi GTP (guanozin trifosfat) siklohidrolaz-1 enzimi tarafindan
gergeklestirilmektedir. GTP’den  iiretimi  aktif monosit ve  makrofajlarda
gerceklesmektedir ve interferon gama (IFN-y) stimiilasyonu ile artmaktadir. Tip-1 T
lenfositler ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan iiretilen IFN-y neopterin sentezini
artiran 6nemli faktorlerden biridir. Bu sebeple bir bakima neopterin seviyesi ayni
zamanda IFN-y‘nin da belirli bir diizeyde bulundugunu ispat etmektedir (35-37). IFN-y
disinda IFN-o ve IFN-B’nin da neopterin salinimina sebep oldugu fakat IFN-y kadar
etkili olmadiklari, neopterin salinimi i¢in daha yogun miktarlarda ortamada bulunmalari
gerektigi agiklanmistir (38). Yapilan galismalarda, neopterinin demir metabolizmasi
tizerinde de etkili oldugu gosterilmistir (39). Hiicrede demir seviyesindeki azalma
neopterin seviyesindeki artigla iligkili bulunmustur. Ayrica eritrosit {iretimi lizerinde de
inhibe edici etkileri goriilmiistiir. Kronik hastalarda, neopterin seviyeleri ile ferritin
arasinda dogru orant1 bulunurken; hemoglobin, transferrin ve demir arasinda ters oranti

bulunmustur. Buna bagli olarak kronik ve otoimmiin kaynakli hastaliklarda goriilen



anemide neopterinin etkisi oldugu one siiriilmiistiir (40). Baz1 ¢alismalarda neopterinin
reaktif oksijen metabolitleriyle ve oksidatif stres ile baglantili oldugu belirtilmistir.
Neopterin seviyelerinin inflamasyon ve enfeksiyonlarda yiikselisi immiin sistemdeki
onemli roliinii gostermektedir (41, 42). Neopterin sentezinde T lenfosit {iretiminin
maksimum seviyeye yiikselmesinden {i¢ giin 6nce, 6zgiil antikor olusumundan bir hafta
once, neopterin diizeylerinde artis olmasi nedeniyle pek cok patolojide erken
biyogosterge olarak kullanilmaktadir (43). Organ ve doku nakillerinde, immiinosiipresif
tedavinin kesilmesi ile birlikte neopterin seviyelerinde artis olmaktadir. Ozellikle
bobrek nakli sonrasi red reaksiyonunun gergeklesmesinden 24 saat dnce ve graft versus
host (GVH) hastaliginda klinik semptomlar olusmadan 4 giin Once neopterin
seviyelerinin pik yaptigi gozlenmistir. Bu nedenle doku veya organ nakli siireclerinde

neopterin seviyelerinin incelenmesi 6nemlidir (44, 45).

2.8. interferon Gama

Tip-2 interferon smifindan olan IFN-y, antiviral etkinliginin yanisira, immiin
yanitin diizenlenmesinde dnemli rolii olan, makrofajlarin aktive olmasini saglayan bir
sitokindir (46). IFN-y insanda 12. kromozomda bulunur ve spesifik baglanti reseptorleri
tip-1 interferonlardan farklidir. Hemen hemen tiim hiicre tiplerinde IFN-y igin
respetorler yer almaktadir (47). 34 kilodalton (kD) agirliga sahip bir polipeptid olan
IFN-y, CD*" Th1 lenfositler ile CD®* T lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan
tiretilir (48, 49). Hem dogal hem de sonradan kazanilan immiin sistemde 6énemli rollere
sahiptir. Makrofajlar ve dogal Oldiiriicii hiicrelerin fagosite edici 6zelliklerini aktive
ederler. NADPH oksidaz iiretilmesini tetikleyerek serbest oksijan radikalleri araciligi ile
timor hiicreleri ve mikroorganizmalarin dldiiriilmelerinde rol oynarlar (50, 51). IFN-y
uyarimi ile B hiicrelerince 1gG sentezi gerceklestirilir. Bunun yani sira IL-4’{in
etkilerini 6nleyerek IgE sentezini engellerler (52, 53). Ayrica hiicrelerde sinif-1 ve sinif-
2 MHC molekiillerinin sentezini artirarak antijen iiretimini artirmakta ve immiin
cevabin artmasina sebep olmaktadir. Bazi caligmalara gore, IFN-y eksikligi ve
fonksiyon bozuklugu durumlarinda direngli ve ciddi tiiberkiiloz hastaligi
olusabilmektedir (46). IFN-y’nin disiik diizeylerde timor olusmasina zemin

hazirlarken, yiiksek seviyelerde tiimor olusumunu azalttigi goriilmistiir (54).
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2.9. indolamin 2,3-dioksijenaz
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Sekil 2.2. Triptofan metabolizmasi ve kiniirenin yolagi (55).

Triptofan  2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanoik asit seklinde adlandirilan
esansiyel amino asitlerden biridir. Triptofan hem hidrofobik hem de hidrofilik
ozellikleri sebebiyle %85-90 diizeyinde plazma albiiminine bagli durumdadir. Diger
kismu ise serbest dolasimda kalir. Triptofan, tirosin, fenilalanin, 16sin, is616sin ve valin
gibi notral aminoasitler ile yarigmali taginma sistemi yoluyla beyne ulasir. Bu sebeple
bu aminoasitlerin fizyolojik olarak degisime ugramalar triptofanin gegisini ve dolayl
olarak da serotonin sentezini etkilemektedir (56-58). Triptofan esas olarak protein
sentezi, serotonin sentezi ve kinilirenin sentezi olmak iizere {i¢ metabolik yolakta
kullanilir. En fazla kullanilan yolak ise triptofanin %99 oraninda kullanildigi1 oksidatif
kiniirenin yolagidir. Bu yolak araciligi ile kiniirenik asit, antranilik asit, kinolinik asit
gibi ara bilesikler ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") gibi énemli bir koenzim
olusur (59). Triptofanin kiniirene doniismesinde ilk basamagi N-formil-kiniirenine

oksidasyonu olusturur. Bu doniisiim karacigerde triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO) enzimi
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tarafindan, karaciger dist dokularda ise indolamin 2,3-dioksijneaz (IDO) tarafindan
kataliz edilmektedir (60). Indolamin 2,3-dioksijenaz enzimi, insanlarda kromozom 8p12
tizerinde lokalize olan INDO (IDO-1) geni tarafindan kodlanir. Enzim hem igeren ve
407 aminoasitten meydana gelen sitoplazmik bir proteindir. Mevcut IDO enzimi keseli
ve plasental memelilerde baskin olarak bulunurken, tavuk ve baliklarda diisiik aktivite
gosteren IDO  varyantlarina rastlanmistir  (61). 1950’li  yillarda triptofan
metabolizmasinin enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser gibi patolojik durumlarda
degisiklige ugradigi gézlenmistir (62). IDO iizerinde yapilan arastirmalarda bu enzimin
sadece farkli dokularda bulundugunu degil, ayn1 zamanda IDO’nun ekspresyonunun
influenza gibi enfeksiyonlar, lipopolisakkaritler ve INF-y gibi sitokinler tarafindan
indiiklenebilecegini gosterilmistir. INF-y’nin yani sira gesitli enfeksiyon durumlarinda
olusan tiimor nekroze edici faktor alfa (TNF-a), INF-a, INF-f, IL-10 tarafindan da
indiiklenebilmektedir (63-66). IDO, akciger, plasenta, karaciger, ince barsak, kalin
barsak, dalak, kolon, beyin, mide ve bobrek hiicrelerinde iiretilebilmektedir ve INF-y
gibi sitokinler tarafindan monositler, makrofajlar, dendritik hiicrelerde ve tiimor
hiicrelerinde tiretimi uyarilabilmektedir. Bu nedenle dokularda IDO {iretiminin, hiicre
ici ve hiicre dis1 organizmalarin gelisimini engelledigi in vitro olarak bulunmustur (67).
IDO indiiksiyonu ve triptofan miktarinin azalmasi ile birlikte dokularin mikro
cevrelerinde, kanser hiicreleri iizerinde ve toksoplazmozis, trypanosoma ve klamidya
gibi patojen enfeksiyonlarda antiproliferatif etki meydana gelmistir (68, 69). Immiin
cevabin diizenlenmesinde, IDO enziminin, triptofan tiiketilmesine ve triptofan
yolaginda olusan metabolitlerin dokularda olusturduklar1 etkilere bagh olarak iki farkli
etkisinden sdz edilmektedir. ilk olarak, triptofan tiiketilmesi, duyarli patojenlerin,
doniistiiriilmiis  hiicrelerin  ve aym1 zamanda timorii infiltre eden lenfositlerin
proliferasyonunu yavaslatmaktadir (70). Triptofan yolaginda meydana gelen kiniirenin,
kinolinik asit ve pikolinik asit bilesiklerinin ise CD8+, TILs ve CD* Tnl hicrelerine
karst toksik oldugu goriilmiistiir. Ancak bu bilesikler Ty2 hiicrelerine ayni etkiyi
gostermemektedir (71). Timord infiltre eden lenfositlerce tiretimi uyarilan INF-y’ya
cevap olarak olusan IDO’ nun miktarmin tiimérler tarafindan artmasi saglanir. ilerleyen
triptofan eksikligi ve triptofan metabolitleri, antijen sunan hiicreleri ve sitotoksik T
hiicrelerini tiimorlere karsi giicsiiz birakarak immiinosiipresif etki olusmasina sebep olur

(72).
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2.10. Antioksidan Enzimler

Antioksidan enzimler reaktif oksijen bilesiklerinin (ROS) olusumunu 6nlemek,
olusturdugu zararlar1 engellemek ve zararsiz hale gelmelerini saglamak amaciyla gorev
yapan enzimlerdir (69). Antioksidan enzimler endojen ve eksojen olarak iki sinifa
ayrilirlar. Endojen antioksidanlara siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR)
gibi enzimatik antioksidanlar; glutatyon (GSH), melatonin, {irik asit, selenyum,
transferrin  gibi  nonenzimatik  antioksidanlar  6rnek  gosterilebilir.  Eksojen
antioksidanlara a-tokoferol (vitamin E), B-karoten (vitamin A), C vitamini, folik asit
gibi vitaminler; ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol), NADPH oksidaz
inhibitorleri (lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokorleri, non-steroidal anti-
inflamatuar ilaglar) gibi ilaglar 6rnek verilebilir (73, 74). Baslica reaktif oksijen
bilesiklerine tekli oksijen (‘O,), siiperoksit anyonu (O), hidroksil (OH), peroksi
(ROO) ve alkoksi (RO) bilesikleri 6rnek verilebilir (75, 76). Belirli miktarlarda tiretilen
bu radikaller belirli seviyelerde hiicre iginde sinyal aktarimi, apoptoz, bakterisit etki,
immiinomodiilator gibi cesitli etkiler gosterirken, normalin tizerinde olmas: durumunda
oksidatif strese ve metabolik olarak ciddi fonksiyon hasarlarina yol agabilmektedirler
(77, 78). Baslica glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), glutatyon S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) antioksidan enzimlere Ornek gosterilebilirler. Canlilarda NADPH
seviyesindeki diislis sonucu glutatyon azalir ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu nedenle
G6PD NADPH sagladigi icin dolayli etki eden bir antioksidan enzim olarak kabul
edilebilir (79-81).

2.10.1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi, bitkilerde, boceklerde, baliklarda,
memelileri de kapsayan genis bir poplilasyonda bulunmaktadir. Hemen hemen biitiin
dokularda yer alan G6PD, es monomerlerin birlesmesi ile dimerik, tetramerik,
hekzamerik sekillerde olabilir. Daha ¢ok dimerik yapidadir. 59.256 dalton molekiil
agirligma sahiptir. Bu enzimin dimerik sekilde veya tetramerik sekilde bulunmasini
sicaklik, enzim miktar1 ve NADPH gibi etkenler belirleyebilmektedir. Ortam pH’sinin
ve iyonik kuvvetin yiiksek olmasi dimerik yapinin, diisiik olmas1 ise tetramerik yapinin

meydana gelmesine sebep olmaktadir (82).
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Sekil 2.3. Aktif G6PD dimerinin 3 boyutlu modeli (83).

Hiicrelerde enerji iiretimini gerceklestirmek amaciyla hayati 6neme sahip olan
glikoz molekiiliinden, dokularda hekzokinaz enzimi, karaciger ile pankreas dokularinda
ise glukokinaz enziminin aracilig1 ile glukoz 6-fosfat elde edilir (84).
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Sekil 2.4. Glukoz 6-fosfat metabolizmasi (85).
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Canlilarin gereksinimine gore glikozun metabolik reaksiyon zinciri farklilik
gosterir. Enerji ihtiyacini ortadan kaldirmak i¢in priivik asitin olusumuna kadar uzanan
glikoliz reaksiyon zinciri kullanilir. Glikoprotein, glikolipid, gibi biiyilik bilesiklerin
iretimi icin gerekli olan seker bilesiklerinin sentez basamaklar1 kullanilir. Bunun
yaninda DNA ile RNA iiretimi i¢in deoksiriboz ve riboz olusumu, hiicrelerde oksidatif
dejenerasyonu Onlemek amaciyla antioksidan reaksiyonlarda kullanimi 6nemli olan
NADPH iiretimi i¢in pentoz fosfat yolagi kullanilir (84). Pentoz fosfat reaksiyon zinciri
ilk defa 1931°de Otto Warburg tarafinda aciklanmis ve sonrasinda biitiinii Fritz
Lipmann, Frank Dickens, Bernard Horecker, Efraim Racker adli bilim adamlari
tarafindan agiklanmustir. Glikolizin ilk basamaginda glukozdan glukoz 6-fosfat elde
edilirken, burada glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi araciligi ile, pentoz fosfat
yolaginin oksidatif fazinin baslangicinda, bir glukoz 6-fosfattan iki mol NADPH, 1 mol
CO,, ribiiloz 5-fosfat sentezlenir. Devaminda non oksidatif faz yolu ile de ribuloz 5-
fosfat molekiilinden karbonhidrat sentezi gergeklesir. Bu sekilde, hiicre
sitoplazmasinda, graniiler endoplazmik retikulumda ve peroksizomlarda gergeklestirilen
pentoz fosfat yolagi araciligi ile, antioksidan sistemlerin hiicre hasarini 6nlemesi ve
detoksifiye edici mekanizmalarini saglikli bir sekilde yiiriitebilmesi i¢in gerekli

NADPH elde edilmis olur (85-87).

Glikoliz Pentoz fosfat yolu oksidatif fazi

glukoz

Hekzokinaz / glukokinazﬁ
G6FDH

Glukoz-6-Fosfat — 6-fosfoglukonolakton

T ;‘
=

H & -

H,0
NADP* NADPH lukonolaktonaz
\\/ Vi

H Y
Glikoliz V
6-fosfoglukonat
A NADP*
V
/ FGD
Piruvat /L /
NADPH \‘/
/ ."J \\ /
COZ "’/ \r‘/

Ribuloz-5-fosfat

Sekil 2.5. Pentoz fosfat yolaginin oksidatif faz1 (88).
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Oksidatif dejenerasyonun oOnlenmesi amaciyla, NADPH’1in sentezi, glutatyon
rediiktazin islev gormesi i¢in gereklidir. Ciinkii glutatyon rediiktaz reaksiyonlari

NADPH ile yiiriitiilmektedir (89).

2.10.2. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon, L-glutamat, L-sistein ve glisin aminoasitlerinden olusmaktadir.
Glutatyon sitoplazmada {iretilen, hiicrede cogunlukla tripeptid yapisinda olan énemli bir
tiyol grubudur (90). Glutatyon sisteine bagl siilthidril (-SH) icerdigi i¢in GSH olarak
tanimlanabilmektedir. Okside halde (GSSG) ve indirgenmis (GSH) olarak iki halde
bulunmaktadir (91). 1888 yilinda ilk defa maya hiicrelerinde tespit edilmistir. 1921
yilinda Hopkins tarafindan saflastirilmis ve glutatyon rediiktaz adin1 almistir (91, 92).
Glutatyon y-glutamil sistein sentetaz (y-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri ile
elde edilir. y-GSS enzimi ile ilk basamakta, L-glutamat ile L-sisteinden y-glutamil
sistein sentezlenir. Ikinci basamakta ise GS enzimi araciligi ile y-glutamil sistein ve

glisinden glutatyon elde edilir (93).

, (‘-00-

Glisia (Gly) ~ < C"H:
NH

0=

Sstein (Cys) < HC—CH,-SH

N

N

N

Glutamat (Glu) < CH,

H—CNHy"

Sekil 2.6. Glutatyon’ un yapisi (94).

Glutatyonun hiicrelerde GSH/GSSG oran1 oksidasyon agisindan ¢ok O6nemlidir.
Glutatyon diizeyinin ¢ok diisiikk olmasi durumunda oksidatif dejenerasyon ve devaminda

kanser, kistik fibrozis, norolojik hasarlar, yaslanma gibi olumsuz durumlarla
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karsilagilabilir (95). Glutatyon igerdigi -SH grubu ile okside bilesiklerin yikici
reaksiyonlarma kars1t hiicreleri korur. Glutatyonun serbest radikallerin zararinin
azaltilmasinda, bazi enzim gruplarinin tiyol gruplarinin muhafaza edilmesinde, DNA ve
protein sentezinde, kimyasal bilesikler, ilaglarin ve metabolik triinlerin detoksifiye
edilmesinde rol oynamasi nedeniyle canlilar igin 6nemlidir (96). Fizyolojik sartlar
igerisinde normal olarak GSH/GSSG oran1 10’dan biiyiiktiir (97). Glutatyon rediiktaz
enzimi (E.C.1.8.1.7) 1951 yilinda ilk kez agiklanmistir. Glutatyon rediiktaz distilfiir
substratlar ve indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron aligverisini

gerceklestirmektedir.

GSSG + NADPH + H' ==y 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enziminin asil onemli gorevi hiicre icerisinde GSH/GSSG
oranmi belli oranda tutmaktir. Ornegin bu oran eritrositlerde 500/1 oraninda tekabiil

eder. Diisiik diizeylerde eritrositler hemolize ugramaktadir (98).

Sekil 2.7. Glutatyon rediiktazin 3 boyutlu yapis1 (99).

Ornegin antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidaz enziminin katalize
ettigi reaksiyonlar sonucu olusan peroksit bilesiklerinin detoksifiye edilmesi ve
bilesiklerin indirgenmesi ile olusan GSSG, glutatyon rediiktaz aracilig ile glutatyona
cevrilerek GSH/GSSG orani artirilir ve -SH/-SS diizeyi korunur (100). Bunun yaninda
ilag kaynakli hemolitik anemi, aplastik anemi, trombositopeni, oligofreni gibi klinik
durumlar ile glutatyon rediiktaz aktivitesinin diisiikliigii arasinda iliskiler tespit

edilmistir (101). Glutatyon rediiktazin gergeklestirdigi reaksiyonlarda NADPH
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gereklidir. Hayvanlarda ve bitkilerde bu ihtiya¢ bazi enzim sistemleri ile saglanir.

Pentoz fosfat yolu en iyi bilinen reaksiyon zinciridir (102).

Glukoz

Glukoz

Glukoz 6-fosf at

SR / G6P
\G6P G6P NADP* 2GSH 1,0,
GR
G]lkolltlk yol
6- Fosfoglukona NADPH+H*= GS-S 2H,0
2ATP

2Laktat

Sekil 2.8. Glutatyon rediiktaz ve pentoz fosfat yolu (98).

2.10.3. Glutatyon S-Transferaz

“G" domain

“H"” domain

Sekil 2.9. GST enziminin 3 boyutlu yapis1 (103).

Glutatyon S-transferaz, 20.000-25.000 dalton arast molekiil agirligina sahip olan,
200-240 aminoasitten olusan, hiicresel boyutta makro molekiilleri, radikal bilesiklere

karst koruyan, Faz-2 detoksifiye edici enzim grubundandir. ilk defa siganlarin
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karacigerinde Boyland ve arkadaslarinca kesfedilmis ve saflastirilmigtir (104). Viicutta
olusan zararl bilesikleri ve digsaridan alinan ilag ve kimyasal maddeleri detoksifiye edici
mekanizmalar iki faz olarak incelenmektedir. faz 1, faz 2 reaksiyonlaridir. Faz 1
reaksiyonlar1 genel olarak sitokrom p450 sistemi ile gergeklestirilir ve hidroksillenme
olarak adlandirilirlar (105). Faz 2 reaksiyonlar1 ise, glukuronidasyon, siilfatasyon,
glutatyonla konjugasyon, asetilasyon gibi konjugasyon reaksiyonlarim igerir. Faz 1
reaksiyonlarinin metabolitleri ve ksenobiyotikler ile konjugasyon gerceklestirilir.
Glutatyon S-transferaz enzimi ile toksik bilesikler, ilaglar, ¢ogunlugu karaciger
sitozollerinde olmak iizere glutatyon ile konjuge edilirler. Bu 6zelligi ile ilaglara,
kanserojen maddelere kars1 ¢cok 6nemli bir goreve sahiptir (106). Genel olarak glutatyon

S-transferaz enziminin gergeklestirdigi reaksiyon asagida belirtildigi sekilde gerceklesir.

GSH + R-X =———————p GSR + HX

Enzim aktif olan kisimlarinda glutatyonun siilthidril grubunu aktive ederek
elektrofilik bilesikle konjugasyonunu saglamaktadir (107-109). Glutatyon S-
transferazin, hidrofobik substratlara baglanilabilecek bolgeye sahip olmasi ve izoenzim
sayistnin fazla olmasi, ¢ok g¢esitli bilesiklerin glutatyon ile konjuge edilmesini
saglamaktadir. Hidrofilik yapida olan ve ¢ogu elektrofilik bolge tasiyan, kanserojenler,
ilaglar, lakton bilesikleri, alkiller, kinonlar, epoksitler bu bilesiklere 6rnek gosterilebilir.
Elektrofilik o6zellikteki substratlar i¢in H kismi, glutatyon baglanmasi i¢in G kismi
bulunan iki alt birimden olusur (110-112).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler.

Ad1

Human serum GST-a ELISA kit

Human serum IFN-y ELISA kit

Human serum neopterin ELISA kit

Human serum indolamin 2,3-dioksijenaz ELISA kit

DTNB (5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)

NADPH (B-Nicotinamide adenine dinucleotide 2'-
phosphate reduced)

GSSG

Glukoz 6-fosfat

NADP (B-Nicotinamide adenine dinucleotide 2'-
phosphate oxide form)

Magnesyum kloriir susuz
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3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Tablo 3.2. Kullanilan arag ve geregler

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii, Modeli

Modeli

Buzdolab1

Arcelik

Santrifiij

YUDA 80-2A

Vorteks/Minishaker

SCILOGEX-MX-S

Derin Dondurucu/-80°C

NUVE

Derin Dondurucu/-20°C

Argelik

Orbital Calkalayici BOECO, PSU-2T
ELISA plak okuyucu Biotek ELx800
Spektrofotometre PG Instruments-T60

Deiyonize distile su cihazi

Baunstead

Enzim-immiinoassay plak okuyucu

Spectra Max M2

Enzim-immiinoassay plak yikayici

Sorin Biomedica

Manyetik karistirict

Dottingen 7801

Mikrosantrifiij

Hettich Universal 30 RF

Otomatik 6rnekleyici

G 1313 A

Otomatik pipetler

Eppendorf

Ph metre Cyberscan pH 500
Santrifiij Hettich Universal 30 RF
Terazi Mettler H54, AT201
Yazici HP laser 1310

3.2. Yontem

3.2.1. Numunelerin ve Verilerin Toplanmasi

Bu tez calismasi 2018/144 numarali etik kurul onayr ve TDK -2019-1641
numarali inénii Universitesi BAP projesi destegi ile yiiriitiilmiistiir. Etik kurul onayi
sonras1 arastirma projesi kapsaminda Turgut Ozal Tip Merkezi Karaciger Nakil
Enstitiisi'nden ¢alismada kullanilmak {izere doku nakil alict ve vericilerine
bilgilendirilmis hasta onam formu imzalatilarak kan 6rnekleri alindi. Temin edilen kan
ornekleri soguk zincir kurallarina gore Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji
Arastirma Laboratuvarina getirildi. Antikoagiilansiz biyokimya tiiplerine alinan kan
numuneleri ependorf tiiplerine konarak 3.500 rpm'de 20 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen serum numuneleri 6l¢iim yapilana kadar -20 °C'de muhafaza edildi. EDTA’l1

tiiplere alinan kanlar +4 C°de muhafaza edilip, kan numuneleri eritrositlerin ayrilmasi
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amaciyla 1 ml’lik ependorf tiiplere konuldu ve 15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi.
Deney tiiplerinin yukar1 kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakalar1 damlalikla alinds,
daha sonra eritrositler 0.16 M’lik KCI ¢ozeltisi ile ti¢ defa yikandi. Her yikamada
2500xg’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin bes
kat1 kadar buzlu su ile hemoliz edildi ve bundan sonra hiicre zarlarin1 uzaklastirmak
amaciyla +4 C*de 10.000xg’de 20-30 dakika santrifiij edildi ve damlalikla siipernatant
atildi. Boylece hemolizat hazirlanmig oldu. Biitiin hastalarin yas, cinsiyet, kan grubu,
tan1 bilgileri, rejeksiyon varligimin olup olmadigi, sag kalim ve 6liim durumlari, 6liim
tarihi, organ nakli gergeklestrilen hastanin laboratuvar sonuglari kaydedildi. Ayrica
MELD skoru hesaplandi. Serum numunelerinde neopterin, INF-y, IDO ve GST
diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edildi. Hemolizat eldesi ile G6PD ve GR

enzimlerinin aktivite tayinleri ger¢eklestirildi.
3.2.2. Serum Numunelerinin Analizi

Glutatyon S-Transferaz Analiz Prosediirii

Glutatyon S-transferaz enzimi ELISA yéntemi ile analiz edildi. insan glutatyon
S-transferaz alfa-1 antikoru ile 6nceden kaplanmis olan ELISA plakalarina numune
eklendip, GST alfa-1 antikoruna baglanmasi1 saglandi. Daha sonra biyotin ile konjuge
GST alfa-1 antikoru eklenerek numunedeki GST alfa-1’e baglanmasi saglandi.
Ardindan streptavidin-HRP eklenip biyotinlenmis GST alfa-1 antikoruna baglandi.
Inkiibasyonun ardindan serbest olan streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirildi. Substrat
soliisyonu ile birlikte GST alfa-1 miktari ile orantili olarak renklenme meydana geldi.

Reaksiyon durdurma soliisyonu ile sonlandirilarak 450 nm’ de absorbansi dl¢iildii.

Neopterin Analiz Prosediirii

Neopterin ELISA yontemi ile analiz edildi. Neopterin antikoru ile kapli olan
plakalara numune eklenmesi ile beraber numune de bulunan neopterinler antikorlara
baglandi. Daha sonra biyotin ile konjuge neopterin antikoru eklenerek numunedeki
neopterin ile baglanmasi saglandi. Ardindan streptavidin-HRP eklenerek biyotinlenmis
neopterin antikoruna baglandi. Belirli bir siire inkiibasyondan sonra baglanmamis
streptavidin-HRP yikama ile uzaklastirildi. Substrat soliisyonu eklenip neopterin miktari
ile dogru orantili olarak renklenme gozlendi. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonu ile

durdurulup 450 nm’de absorbansi dl¢iilerek veriler kaydedildi.
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interferon Gama Analiz Prosediirii

Interferon gama ELISA ydntemi ile analiz edildi. IFN-y antikoru ile kapl
plakalara numunenin eklenmesi ile birlikte numunede bulunan IFN-y, antikorlara
baglanmis olur. Ardindan biyotin ile konjude edilmis IFN-y antikoru eklenerek onun da
numunede bulunan IFN-y baglanmasi saglandi. Daha sonra streptavidin-HRP eklenip
biyotinlenmis IFN-y antikoruna baglanmasi beklendi. Belirli bir inkiibasyon siiresi
sonunda baglanmamis streptavidin-HRP yikama yapilarak uzaklastirildi. Ardindan
substrat soliisyonu eklenerek insan IFN-y miktartyla orantili olarak renklenme gozlendi.
Reaksiyon asidik durdurma soliisyonu ile sonlandirilarak 450 nm’de absorbanslari

slciildii,

Indolamin 2,3-dioksijenaz Analiz Prosediirii

Indolamin 2,3-dioksijenaz enzimi ELISA yontemi ile analiz edildi. Numuneler
insan IDO antikoru ile kapl olan ELISA plakalarinda bulunan kuyucuklara eklenip IDO
antikoruna baglandi. Ardindan biyotin ile konjuge haldeki IDO antikoru eklendi ve
numunedeki IDO’ya baglanmasi saglanir. Ardindan streptavidin-HRP eklenip
biyotinlenmis IDO antikoruna baglandi. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis olan
streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirildi. Substrat soliisyonu eklenerek IDO miktari ile
orantili olarak renklenme gergeklesti. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonu ile

sonlandirilip 450 nm’de absorbansi dl¢iildii.
3.2.3. Hemolizat Numunelerinin Analizi

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Calismalarda glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin Ol¢iimii asagidaki
sekilde yapildi. Enzim aktivitesi tayininde kullanilan spektrofotometrik yontem

asagidaki yonteme dayanmaktadir.

Glukoz 6-fosfat

Glukoz 6-fosfat+NADP" —— > 6-Fosfoglukono &-lakton+NADPH+H"
dehidrogenaz

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP+), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

tarafindan glukoz 6-fosfat varliginda indirgenir. NADPH’1in olusum orami glukoz 6-
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fosfat dehidrogenaz aktivitesine bagimli olup 340 nm’deki absorbans artig1 ile
Olgiilebilir.

Tayin islemleri i¢in su prosediir uygulandi:

1.Kiivet (Kor ) :

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA (pH=8) = 250 pl

0.1 M MgCI2 = 250 ul
2 mM NADP+ = 250 ul
1/20 Hemolizat = 50 ul
Saf su + =1700 pl

Toplam 2500 pul

2.Kivet (Numune )

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA (pH=8) = 250 pl

0,1 M MgCI2 = 250 pul
2 mM NADP+ = 250 pl
1/20 Hemolizat = 50 ul
Su = 1450 pl
6 mM Glukoz 6-fosfat + = 250 pl

Toplam 2500 pl

cozeltileri eklendikten sonra 25 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sonra kontrole karsi
numunenin absorbans artiglar1 3 dakika siireyle birer dakika arayla kaydedildi (113).

Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite Ol¢limiinde spektrofotometrik metod
kullanildi. 1 mI’lik kiivetlerle yapilan 6l¢iim i¢in; 5 mM EDTA igeren 1 M Tris-HCI
(pH 8.0), 10 uM FAD, 33 mM GSSG, 2 mM NADPH, saf su ve enzim numunesi
kullanilarak baslangi¢c ve 1 dakikalik zaman araliklarinda harcanan NADPH’tan dolay1

azalan absorbanstan faydalanilarak aktivite olgtildii (113).
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3.2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Gii¢ analizi, gruplar arasindaki en biiyilik neopterin farkinin 1.4 nmol/L (standart
sapma, 0.7 nmol/L) olmasi durumunda, tip I hatanin 0.05 ve tip II hatanin 0.20 olmas1
halinde her grupta en az 21 kisiye ihtiya¢ duyulacagini gostermistir. Calisma grubunda
yer alan bireyleri yaslari, ortalama degerler ve standart sapma (SS) ile, diger sonuglar
ortalama degerler ve standart hata (SH) ile gosterildi. Verilerin normalligini belirlemek
icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. Analiz i¢in bagimsiz iki orneklemli t testi, Mann—
Whitney U testi, Pearson x2 testi, Yates diizeltmeli 2 testi ve Fisher kesin y2 testi
uygun sekilde kullanildi. ROC analizi i¢in Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dali tarafindan gelistirilen web tabanlit DTROC
uygulamas1 kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar1 degerlendirmek igin
Spearman rank korelasyon katsayisi kullanildi. Analizler i¢in SPSS versiyon 25 (IBM
Corp., Armonk, NY, ABD) kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya dabhil edilen biitiin olgularin demografik ozellikleri

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen kontrol grubunun demografik dzellikleri®.

Karaciger doku vericileri (kontrol grubu, n = 44)

Yas, yil 32.82+8.12 32 (21 -50)
. Kadin 17 (38.6)
Cinsiyet Erkek 27 (61.4)
0 () 19 (43.2)
Kan grubu A (+) 16 (36.4)
B (+) 8 (18.2)
AB (+) 1(2.3)

#Veriler ortanca deger (minimum-maksimum), ortalama + SS, veya % olarak sunulmustur.

Kontrol grubunu olusturan 44 bireyin yas ortalamast 32.82+8.12 bulundu. Doku
vericilerinin ¢ogunlugunu erkek bireyler olusturmaktadir. Kan grubu dagilimima
bakildiginda ise; kontrol grubundakilerin en ¢ok sirasiyla O (+) ve A (+) kan grubuna

sahip olduklar1 gézlenmistir.

Tablo 4.2. Caligmaya dahil edilen hasta grubunun demografik 6zellikleri ®.

Karaciger doku ahcis1 (hasta grubu, n = 44)

Yas, yil 46.55+18.82 50.0 (3.0-72.0)
MELD skoru 23.02+5.08
o Kadin 14 (31.8)
Cinsiyet Erkek 30 (68.2)

O (+) 12 (27.3)
A(+) 22 (50.0)
Kan grubu B (+) 8 (18.2)
AB (+) 2 (4.5)
Hepatit 14 (31.8)
Teshis Siroz 14 (31.8)
Karaciger yetmezligi 16 (36.4)
o Pozitif 11 (25)
Rejeksiyon -
Negatif 33 (75)
Sag 33 (75)

Operasyon sonucu ~
Olii 11 (25)

& Veriler ortanca deger (minimum-maksimum), ortalama + SS, veya % olarak sunulmustur.
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Hasta grubunu olusturan 44 bireyin yas ortalamasi kontrol grubuna kiyasla yiiksek
(46.55+18.82) bulundu. Doku alicilarinin gogunlugunu doku vericilerine benzer olarak
erkek Dbireyler olusturmaktadir. Kan grubu dagilimina bakildiginda ise; hasta
grubundakilerin en ¢ok sirasiyla A (+) ve O (+) kan grubuna sahip olduklari

gozlenmistir. Rejeksiyon negatif hastalarin sag olduklari tespit edilmistir.

4.2. Hasta ve kontrol grubunun karsilastirilmasi

Calismaya karaciger doku alicist ve doku vericisi olmak iizere toplam 88 olgu
dahil edildi. Her iki grubun ortanca yas degerleri karsilastirildiginda, farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (p<0.001). Hasta grubunun total bilirubin, direkt
bilirubin, INR, AST, ALT, GGT, neopterin diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (tiimii, p<0.001). CRP diizeyleri doku vericilerinde daha yiiksek bulundu
(p=0.005). IDO ve G6PD enzimlerinin aktivitesinde de karaciger doku vericilerinde
anlaml1 bir artis bulundu (her ikisi, p=0.028). GR enzim aktiviteleri ise benzer bulundu
(p=0.006). Kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda diisiik hemoglobin, trombosit ve
alblimin diizeyleri tespit edilmistir (her ikisi, p<0.001). Degiskenler iizerine cinsiyet

veya kan grubu farkliliginin etkisinin omadig1 gozlendi.
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubu arasinda biyobelirteclerin karsilastirilmasi °,

Grup
Karaciger doku vericisi  Karaciger doku alicisi p-
(kontrol grubu, n = 44) (hasta grubu, n = 44)  degeri’
Ortanca (Min-Max) Ortanca (Min-Max)

Yas, yil 32 (21 - 50) 50 (3 - 72) <0.001
Total Biluribin 1.45 (0.42 - 3.6) 5.45(1.57 - 18.07)  <0.001
Direkt Biluribin 0.59 (0.15 - 1.83) 2.6 (0.77 - 11.32) <0.001
INR 1.05 (0.85 - 2.08) 1.95 (1.05 - 9.86) <0.001
Kreatinin 0.8 (0.5 - 1.23) 0.83 (0.39 - 2.05) 0.646
AST 170 (14 - 392) 461.5 (41 - 3133) <0.001
ALT 188 (15 - 522) 370 (28 - 2434) <0.001
GGT 20 (6 - 76) 54.5 (15 - 837) <0.001
ALP 61.5 (30 - 200) 70 (25 - 655) 0.317
Hemoglobin 13.9 (10 - 18.6) 10.55 (5.2 - 18.1) <0.001
Lokosit 19.3 (6.97 - 30.2) 16 (3.13 - 65.9) 0.185
Trombosit 2445 (14 - 425) 113 (25 - 1294) <0.001
CRP 0.32 (0.3 - 6.35) 0.53 (0.3 - 6.82) 0.005
GST 0.22 (0.13 - 2.99) 0.19 (0.05 - 2.89) 0.324
Neopterin 0.36 (0.27 - 2.91) 3.14 (0.31-8654)  <0.001
IFN 0.12 (0.02 - 2.81) 0.16 (0.02 - 2.78) 0.126
IDO 0.4 (0.17 - 1.76) 0.47 (0.05 - 1231) 0.028
G6PD 0.02 (0.02 - 0.03) 0.03 (0.02 - 0.03) 0.028
GR 0.05 (0.04 - 0.06) 0.05 (0.04 - 0.05) 0.006
Ortalama + SS Ortalama + SS
Sodyum 136.77 £ 1.93 135.80 £ 3.27 0.058
Albumin 3.32+042 2.41+0.65 <0.001
Sayi (Yiizde) Sayi (Yiizde)
. Erkek 17 (38.6) 14 (31.8)
Cinslyet  —din 27 (61.4) 30 (68.2) 0.656
0(+) 19 (43.2) 12 (27.3)
A (+) 16 (36.4) 22 (50.0)
Kan Grubu B (+) 8 (18.2) 8 (18.2) 0,414
AB (+) 1(2.3) 2 (4.5)

®Veriler ortanca deger (minimum-maksimum), ortalama + SS, veya % olarak sunulmustur.
Y Kalin punto p <0.05 gostermektedir.

Biyobelirteclerin nakil sonrasinda erken donemde olas1 nakil komplikasyonlarini

ongorme yetenegini degerlendirmek i¢in ROC egrisi analizi yapildi. Total bilirubin
(AUC = 0.98, %95 CI, 0.95-1.00, P < 0.001) , direkt bilirubin (AUC = 0.98, %95 ClI,
0.97-1.00, P < 0.001), INR (AUC = 0.96, %95 CI, 0.90-0.99, P < 0.001), AST (AUC =
0.88, %95 ClI, 0.79-0.94, P < 0.001), ALT (AUC =0.84, %95 ClI, 0.74-0.91, P < 0.001),
GGT (AUC = 0.81, %95 CI, 0.71-0.89, P < 0.001), albiimin (AUC = 0.88, %95 ClI,
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0.79-0.94, P < 0.001), hemoglobin (AUC = 0.81, %95 CI, 0.71-0.88, P < 0.001),
trombosit (AUC = 0.85, %95 CI, 0.76-0.92, P < 0.001), CRP (AUC = 0.67, %95 ClI,
0.56-0.77, P = 0.03), degerleri erken donem komplikasyonlarini 6ngérmede etkili
bulundu.
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Kontrol ve hasta grubunda biyobelirtegler arasindaki korelasyonlar Tablo 4.5.'te
verilmistir. Kontrol grubunda yas ile ALP arasinda (rs = -0.642, P < 0.001), GST ile
neopterin ve IFN arasinda (rs = 0.457, P=0.002; rs = 0,320, P = 0,034, sirasiyla),
neopterin ile IFN arasinda (rs = 0.332, P = 0.027), IDO ile total bilirubin, albiimin ve
16kosit diizeyleri arasinda (rs = 0.334, P=0.027; rs = 0.457, P=0.002; rs = 0.412, P =
0.005, sirasiyla),G6PD ile ALP arasinda (rs = -0.331, P= 0.028), GR ile ALT ve
trombosit diizeyleri arasinda (rs = 0.334, P=0.027; rs = -0.343, P = 0.023, sirastyla),
total bilirubin ile direkt bilirubin, AST, ALT, hemoglobin ve l6kosit arasinda (rs =
0.827, P < 0.001; rs = 0.400, P=0.007; rs = 0.4127, P = 0,005; rs = 0.357, P = 0.017; rs
= 0.379, P = 0.011, sirasiyla), direkt bilirubin ile AST ve ALT arasinda (rs = 0.441,
P=0.003; rs = 0.436, P = 0,003, sirastyla), INR ile trombosit diizeyleri arasinda (rs = -
0.459, P=0.002), sodyum ile ALP arasinda (rs = 0.388, P=0.009), kreatinin ile
hemoglobin arasinda (rs = 0.537, P < 0.001), AST ile ALT arasinda (rs = 0.888, P <
0.001), ALT ile GGT arasinda (rs = 0.362, P = 0.016), GGT ile hemoglobin arasinda (rs
=0.379, P = 0.011), ALP ile albiimin ve hemoglobin arasinda (rs = 0.323, P=0.032; rs =
0.405, P = 0.006, sirastyla), albiimin ile hemoglobin arasinda (rs = 0.478, P = 0,001),
hemoglobin ile 16kosit arasinda (rs = 0.364, P = 0.015), 16kosit ile trombosit arasinda (rs
= 0.309, P = 0.041) istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulundu.

Hasta grubunda yas ile GST, neopterin, IFN, IDO, kreatinin, ALP ve lokosit
arasinda (rs = -0.473, P = 0.001; rs = -0.367, P=0.014; rs = -0.366, P = 0.015; rs = -
0.392, P=0.009; rs = 0,519, P < 0.001; rs = -0.534, P < 0.001; rs = -0.406, P = 0.006,
sirasiyla), GST ile ve IFN, IDO, kreatinin ve ALP arasinda (rs = 0.506, P < 0.001; rs =
0.908, P < 0.001; rs = -0.374, P = 0.012; rs = 0.302, P=0.046, P = 0,006, sirasiyla),
neopterin ile GGT arasinda (rs = 0.312, P = 0.039), IFN ile IDO arasinda (rs = 0.453, P
=0.002), IDO ile kreatinin ve ALP arasinda (rs = -0.367, P=0,014; rs = 0.336, P=0.026,
sirasiyla), G6PD ile GR arasinda (rs = -0.649, P < 0,001), GR ile I6kosit ve trombosit
diizeyleri arasinda (rs = -0.361, P=0.016; rs = -0.323, P = 0.032, sirasiyla), total
bilirubin ile direkt bilirubin arasinda (rs = 0.838, P < 0.001), INR ile AST, ALT, GGT
ve ALP arasinda (rs = 0.346, P = 0.022; rs = 0.324, P = 0.032; rs = -0.331, P = 0.028; rs
= -0.400, P=0.007, sirasiyla), kreatinin ile AST arasinda (rs = -0.344, P = 0,022), AST
ile ALT, 16kosit ve CRP arasinda (rs = 0.852, P < 0.001; rs = 0.510, P < 0.001; rs = -
0,318, P = 0.036, sirasiyla), ALT ile 16kosit ve CRP arasinda (rs = 0,446, P = 0.002; rs =
-0,444, P = 0.003, sirasiyla), GGT ile ALP ve trombosit arasinda (rs = 0.540, P < 0.001;
rs = 0.308, P = 0.042, sirasiyla), ALP ile hemoglobin ve trombosit arasinda (rs = 0.399,
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P=0.007; rs = 0.591, P < 0.001, sirasiyla), 16kosit ile trombosit arasinda (rs = 0.616, P <

0.001) istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar bulundu.
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5. TARTISMA

Kemik, deri, dis, ekstremite ve kalp gibi organlarin ilk nakil calismalarina eski
tarihlere gidilerek Yunan, Hint, Roma ve Cin mitolojilerinde rastlamak miimkiindiir
(114-116).

Bunun yaninda altinci yiizyilda rekonstriiktif cerrahi amaciyla deri nakli
gerceklestiren Italyan bir cerrah olan Gasparo Tagliacozzi, farkli bir kisiden yapilan
nakil sonucu meydana gelen immiinolojik reaksiyonu tanimlamistir. Bir diger 6nemli
Fransiz cerrah olan Alexis Carrel yirminci yiizyillin baslarinda vaskiiler anastomoz
alaninda yeni metodlar gelistirmis, kopeklerde basarili bobrek nakillerine imza atmigtir.
Insandan insana ilk organ nakli 1933 yilinda Sovyetler Birligi’nde U.U. Voronoy
tarafindan gergeklestirilmistir fakat basarili olamamistir (117, 118).

Cerrahi yontemlerin gelisme gostermesine ragmen organ nakil denemelerinin
basarisiz olmas1 immiinolojik agidan eksikliklerin oldugunu gésteriyordu. immiinoloji
alaninda uzmanlasnus Ingiliz Biyolog Sir Peter Brian Medawar deri nakli iizerine
aragtirmalar yapmis, doku transplantasyonunun babasi olarak kabul gérmesine sebep
olan doku reddi ve immiin tolerans lizerine 6nemli kesifler yapmustir. 1951 ve 1952
yillarinda Hume ve arkadaglar tarafindan, dokuz kez bdbrek nakli gerceklestirilmis,
immiinosiipresyon amaci ile kortizon kullanilmasina ragmen doku reddi gerceklesmistir.
Dr. Thomas Murray tarafindan ilk basarili bobrek nakli, tek yumurta ikizleri arasinda
gerceklestrilmis ve 8 yil normal fonksiyonlar: ile hayatta kalmistir. 1963 yilinda ilk
basarili akciger nakli Dr. James Hardy tarafindan gerceklestirilmis ve 18 giin boyunca
organ reddi olusmamistir. 1967 yilinda ilk basarili karaciger nakli Dr. Thomas Starzl
tarafindan yapilmistir. Ayn1 y1l igerisinde ilk kalp nakli Giiney Afrika’da Dr. Christiaan
Barnard tarafindan gerceklestirilmis hasta 18 giin yagamistir. Daha sonrasinda da 100’e
yakin nakil denemeleri gerceklestirilmis fakat immiinosiipresyon acisindan
basarisizliklar olusmustur (119, 120).

Immiinosiipresyon saglamak amaci ile ilerleyen zamanlarda 6-merkaptopiirin
kullanimi, ardindan da azatioprin ve steroidlerin kombine kullanimi organ reddi
sorunlarini biiylik 6lgiide ortadan kaldirmistir. 1976 yilinda ise siklosporinin kesfi ve
1984 yilinda klinik kullanima girmesi ile organ nakli agisindan yeni bir sayfa agilmis ve

sag kalim oranlar1 ciddi artis kaydetmistir. Gilinimiizde takrolimus, sirolimus,
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mikofenolik asit, everolimus gibi giincel ilaglar ise sag kalim agisindan daha iyi
sonuglar saglamistir (118).

Immiin sistem tarafindan olusturulan yanitin Olciilebilmesi icin sitokin
diizeylerinden faydalanilmaktadir. Fakat sitokinlerin onemli bir kismi otokrin ve
parakrin etki ederek kisa bir siirede ortamdan atilirlar. Bu sebeple meydana gelen
immiin tepkinin Ol¢iilebilmesi i¢in daha stabil biyogdstergelere ihtiya¢ duyulmaktadir
(121).

Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda karaciger nakli yapilan hastalarda, neopterin, INF-
v, IDO, GR, GST ve G6PD diizeyleri degerlendirilmistir. Calismamiza karaciger doku
alicilar1 ve vericileri olarak toplam 88 olgu katilmistir. Yas a¢isindan karsilastirilma
yapildiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.001).

En onemli gostergelerden biri neopterindir. Ciinkii neopterin hem daha stabil
hem de idrar yolu ile atildigindan dolay1 kolay bir sekilde biyogdsterge olarak
kullanilabilir (122).

Neopterin miktarmin, T hiicrelerinin ¢ogalmasindan ii¢ giin Oncesinden
maksimum diizeye ulasmasi ve enfeksiyon zamanlarinda spesifik antikorlarin
tretilmesinden 1 hafta Oncesinden yiiksek seviyelerde bulunmasi neopterini farkl
kilmakta ve hiicresel immiin yanitta biyogdsterge olarak ¢ok Onemli oldugu
belirtilmektedir. Bobrek, karaciger, kalp, akciger gibi solid organ nakillerinde de organ
reddi ile neopterin seviyeleri arasinda anlamli bir iliskinin bulunmasi, neopterini organ
nakli agisindan ¢ok dnemli bir noktaya yerlestirmektedir (123, 124).

Schifer ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada bobrek nakli yapilan hastalardan
geri doniligiimsiiz olarak organ reddi gelisenlerde neopterin seviyeleri yiikselmis ve
ozellikle alt1 hastada red siireci boyunca diger hastalarda goriilmemis diizeylere 500-
1000 nmol/L gibi yiiksek seviyelere ulasmstir (125).

Bunun yaninda Miiller ve ark. tarafindan yapilan 6nemli bir ¢alismada kalp nakli
yapilan hastalarda serum neopterin seviyeleri incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucu
stabil organ fonksiyonlar1 go6zlenen durumlarda diisik neopterin seviyeleri
incelenmesine karsin organ reddi olgular sirasinda neopterin seviyelerinde ciddi artiglar
kaydedilmistir (126).

Dokuz karaciger nakli alicisinda safra neopterin konsantrasyonlari, nakil sonrasi
erken donemde (ortalama 25 giin) giinliikk olarak oOlgiilmiistiir. Konsantrasyonlarin,
reddedilme epizodlar1 sirasinda giiclii bir sekilde arttigi ve basarili antirejeksiyon

tedavisinden sonra hizla azaldig1 gozlenmistir. Uriner neopterin degisikliklerinin aksine,
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sitomegaloviriis enfeksiyonu ve hepatit, biliyer neopterin konsantrasyonlarinda bir artisa
neden olmamistir. Neopterinin safrada ve idrarda bulunmasi, karaciger allogreft
alicilarinda reddin enfeksiy6z komplikasyonlardan ayirt edilmesine yardimci olabilir
(127).

Karaciger nakli alicilarinda ameliyat sonrasi erken donem serum neopterin
diizeylerinin nakil sonras1 bakteriyemi ve mortalite ile iliskili olup olmadigini arastiran
bir ¢alismada; transplantasyonu takip eden 10. glinde serum neopterin diizeyleri
bakteriyemik hastalarda bakteriyemisi olmayan hastalara gdre anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur (128).

Kalp nakli alicilarinda nakil sonrasi erken donemde neopterinin plazma
diizeylerinin kisa ve uzun vadeli sonuglar {izerindeki iliskisini analiz etmek icin
tasarlanan bir ¢alismaya; immiinosupresif tedavi olarak steroidler, siklosporin A veya
takrolimus ve mikofenolat mofetil alan hastalar dahil edilmistir. Neopterin seviyelerinin,
transplantasyon sonrasi erken makrofaj aktivasyonu, kisa vadede akut seliiler rejeksiyon
(ACR) ve antikor-aracili rejeksiyon (AMR) gelisimi i¢in olduk¢a dngdriilebilir ve kalp
transplantasyonu sonrast uzun vadede kardiyak allogreft vaskiilopati (CAV) gelisimi ile
iligkilidir (129).

Calismamizda karaciger nakli gergeklestirilen hastalarda, kontrol grubuna
kiyasla alicilarda neopterin seviyeleri anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir (p<0.001).
Calisma sonuglarimiz 6nceden yapilmis ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.

Interferon gama, monosit ve makrofajlarca neopterin salinimini ve kiniirenin
yolag: aracilig ile triptofan katabolizmasini gergeklestiren IDO enziminin olusumunu
tetikler. Hiicresel diizeyde immiin yanitin arttig1 boyle durumlarda neopterinin artis1 ve
triptofanin tiiketilmesi INF-y ve IDO’1 da 6nemli kilmaktadir (130).

Interferon gama neopterin olusumunda Onemli bir yere sahip olan GTP
siklohidrolaz I enziminin aktivasyonunda 6nemli bir yere sahiptir (131).

T lenfosit ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan indiiklenen INF-y’nin interferon
alfa ve interferon beta kadar antiviral aktivitesi bulunmamaktadir. Fakat bunun yaninda
diger tip interferonlardan 1000 kata kadar daha fazla immiinomodiilator etkiye sahiptir
(132).

Makrofaj aktive edici olarak da tanimlanan INF-y antijenler, alloantijenler ve
mitojenler araciligi ile tretilirler. INF-y yardimer T hiicreleri, sitoktoksik T hiicreleri ve
dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan iiretilebilir. Makrofajlarin intraseliiler aktivitelerinin

artmasina sebep olur ve reaktif oksijen bilesiklerinin ve NADPH oksidaz olusumunun
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artisina sebep olurlar. Ayrica major histokompabilite proteinlerinin tiretimini de
artirarak antijen miktarini artirirlar (133, 134).

Greft infiltre eden dogal 6ldiiriicii hiicrelerin (NK), IFN-y'nin ana kaynagi oldugu
gosterilmis ve serumdaki IFN-y seviyelerinin, 06zellikle allogreft alicilarinda,
transplantasyondan sonraki {i¢iincli giinde belirgin sekilde arttig tespit edilmistir. Buna
gore, NK hiicrelerinin yoklugunda IFN-y seviyeleri 6nemli dl¢lide azalmaktadir. Ayrica,
greft sagkalimi 6nemli Ol¢lide uzamistir. Bu nedenle, IFN-y iireten NK hiicrelerinin,
transplantasyondan hemen sonra dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik tepkileri
arasinda Onemli bir baglanti oldugu disinilmektedir. IFN-y, transplantasyondan
sonraki ti¢iincii giinde en yiiksek serum seviyeleri ile transplantasyondan sonra erken
uiretilir. Konakgida iiretilen NK hiicrelerinin ve ¢ok daha az Olgiide dondor NK
hiicrelerinin, transplantasyon sonrasi erken donemde {iretilen IFN-y'nin c¢ogunun
kaynag1 oldugu gosterilmistir. Onemli olarak, NK hiicrelerinin yoklugunda IFN-y'nin
serum seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 ve greft sagkaliminin 6nemli 6lglide uzadigi
gosterilmistir (135).

Karahanova ve ark. tarafindan yapilan arastirmada karaciger transplantasyonu
olan hastalarda INF-y diizeyleri incelenmis ve en yakin preoperatif donem INF-y
diizeylerinin erken organ disfonksiyonu i¢in Onemli bir parametre olarak
kullanilabilecegini gosterdiklerini belirtmislerdir (136).

Bunun yaninda Nazari ve ark. bobrek nakli agisindan stabil organ fonksiyonu
olan ve olmayan hastalarda INF-y salgilayan hiicrelerin miktar1 {izerinde ¢aligmalar
yapmistir. Bu c¢alismanin neticesinde rejeksiyon gelisen hastalarda, stabil organ
fonksiyonu olan hastalara nazaran yiiksek seviyede INF-y salgilayan hiicre sayisi tespit
edilmistir (137).

Calismamizda karaciger nakli gerceklestirilen hastalar ile kontrol grubu arasinda
INF-y seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Triptofan esansiyel bir aminoasittir. Diyetlerle birlikte alinan triptofanin yiizde
3’4 viicutta yiizde 1’i ise beyinde kullanilarak hidroksilasyon yolagi ile birlikte
serotonine dontstiiriiliir. Triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi ile 5-OH triptofana
hidroksillenir, L-aminoasit dekarboksilaz enzimi aracilig1 ile de dekarboksilayona ugrar
ve serotonin olusur. Serotonin gastrointestinal sistemde, trombositlerde ve beyinde
olusur (138).

Triptofan metabolizmasinin yiizde 90’1min gergeklestigi oksidasyon yolagi bir

diger adiyla kiniirenin yolaginda ise triptofandan triptofan 2,3-dioksijenaz ve indolamin
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2,3 dioksijenaz enzimleri araciligi ile N-formil kiniirenin olusur. Devaminda ise farkli
enzimler ile gesitli fizyolojik etkilere sahip 3-hidroksiantranilik asit, Kinolinik asit,
kiniirenik asit gibi ara bilesikler meydana gelir (139).

Sekizinci kromozomda lokalize halde INDO geni tarafindan kodlanan IDO
enzimi normalde saglikli bireylerde diisiik seviyelerdedir. Fakat enfeksiyon,
inflamasyon ve immiin cevabin artisina baglh olarak indiiklenir ve triptofan katabolik
tirtinleri artmaya baslar.

Indolamin 2,3 dioksijeneaz enzimi immiin yanitin diizenlenmesinde énemli yere
sahiptir (140).

Yapilan bir ¢alismada belataseptinin transplant alicilarinda IDO'yu yukari regiile
edip etmedigi arastirilmistir. Her protokolde ve tedavi amagh analizlerde belatasept ve
takrolimus ile tedavi edilen hastalar arasinda kiniirenin/triptofan oraninda ve IDO
aktivitesinde anlamli bir fark bulunamamistir. Ayrica, belataseptin insan dendritik
hiicrelerinde (DC) in vitro olarak IDO'yu etkiledigine dair hi¢bir kanit bulunamadi. Bu
veriler, takrolimus ile tedavi edilen hastalarla karsilastirildiginda klinik transplant
ortaminda belataseptinin saptanabilir IDO indiiksiyonu ile iligkili olmadigim
gostermistir (141).

Uzun yillardir, IDO'mun viriislerin, bakterilerin, hiicre i¢i patojenlerin veya kotii
huylu hiicrelerin biiyiimesini yerel mikrogevreden triptofani ¢ekerek sinirlayan dogustan
gelen bir savunma mekanizmasi oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda, ¢ok sayida
deneysel c¢alisma, immiin yanitlarin  diizenlenmesinde, 1immiin toleransin
olusturulmasinda veya T-hiicre yanitsizliginin indiiklenmesinde IDO’nun 6nemli bir
rolii oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, kupfer hiicrelerinin IDO geninin
immiinolojik rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir ¢alismada sican karaciger
allogreft modellerinde hepatik morfolojik degisiklikler ve IDO'nun akut red
epizodlarinda tolerans indiiksiyonuna karsi immiinolojik rolii ele alinmustir. Kupfer
hiicrelerinde IDO ekspresyonunda, hem akut rejeksiyonda hem de karaciger greftlerinin
immiin toleransindaki patofizyolojik degisikliklerle korele olan dinamik degisiklikleri,
immiinosupresyon kullanmadan ameliyattan 1, 3, 5 ve 7 giin sonra gozlenmistir. Son
calismalar, alerji, timér immiinolojisi, otoimmiinite, HIV enfeksiyonu ve transplant
bagisiklig1 dahil olmak {izere bir¢ok yanitta IDO'nun derin bir immiin diizenleyici rolii
oldugunu 6ne slirmiistiir. IDO'nun immiin yanit1 nasil diizenledigini agiklamak i¢in iki
teori ele almmustir: (1) yerel triptofan tiikenmesi, ¢linkii triptofan bircok hiicresel

organizmanin hayatta kalmasi ve bolinmesi i¢in gereklidir ve (2) triptofan
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metabolitlerinin birikmesi, dongiisel allo-yanit veren T hiicrelerini durdurarak onlari
apoptoza duyarli hale getirir. Mevcut veriler 1g1ginda, IDO aracili immiin modiilasyon,
transplant tolerans indiiksiyonu caligmalarinda kullanim igin g¢ekici bir indeks gibi
goriinmektedir (142).

Suarez-Fuentetaja ve ark. IDO’1n kalp transplantasyonunda rejeksiyon agisindan
etkilerini arastirmak amaciyla bir calisma yapmustir. Bu c¢alismada kalp
transplantasyonu olan hastalarda 1 ay sonra serum IDO aktivitesi Ol¢lilmiis ve akut
rejeksiyon olan hasta gubunda, akut rejeksiyon olmayan gruba kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulundugu belirtilmistir (143).

Yilmaz ve ark. yaptigi bir calismada kontrol grubuna kiyasla bdbrek
transplantasyonu gerceklestirilen hastalarda anlamli bir sekilde IDO seviyelerinin arttig1
gozlenmistir (144).

Kaden ve ark.’nin gerceklestirdigi baska bir c¢alismada ise bobrek
transplantasyonu sonras1 IDO aktivitesine bagli olarak olusan kiniirenin seviyeleri
aragtiritlmis, akut rejeksiyon olan hastalarda kiniirenin seviyesinin yiikseldigi tespit
edilmistir. Erken asamada giivenilir bir tan1 araci olabilecegini belirtmislerdir (145).

Calismamizda karaciger nakli gerceklestirilen hastalar ile kontrol grubu arasinda
IDO seviyeleri incelendiginde, IDO seviyelerinin alicilarda kontrol grubuna gore daha
yiiksek seviyelere ulasabildigi goriilmiistiir (p<0.05). Bu sonug¢ Suarez-Fuentetaja ve
arkadagslarinin, Yilmaz ve arkadaslarinin ve Kaden ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismalari
desteklemektedir.

Antioksidan enzimler reaktif oksijen bilesiklerinin meydana gelmelerini
engellemek, sebep olduklari zararlar1 onlemek ve viicuttan atilmalarini saglamak
amaciyla ¢alisirlar. Bu enzim sistemlerine antioksidan savunma sistemleri de denebilir
(146).

Faz Il detoksifiye edici bir enzim olan GST, oksidatif stres iriinleri gibi
elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunda islev goriir ve karaciger dokusunda yiiksek
oranda eksprese edilir. GST, hiicreleri ROS hasarina karst korumak i¢in glutatyon
kullanimini diizenleyebilir. GST'in asir1 ekspresyonu, kanser hiicrelerini kemoterapdtik
ilaglardan apoptoza kars1 korur. Bir calismada, karaciger transplantasyonundan sonra
tekrarlayan hepatoseliiler karsinoma tiimorleri gelistiren hepatoseliiler karsinoma
alicilarinin erken faz karaciger dokularinda GST-a geninin en fazla regiile edilen gen

oldugu bulunmustur (147).
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GST enzimleri, hiicre i¢i sitozolik enzimlerdir. Bu nedenle, protein
ekspresyonundan ziyade GST serum seviyeleri, hiicre hasarini veya hiicre doniistimiinii
yansitir. GST'nin yar1 émrii kisadir (<90 dakika), bu nedenle GST diizeylerindeki
degisiklikler devam eden karaciger hiicresi 6liimiiyle yakindan iliskilidir. Ozellikle akut
karaciger yetmezliginde GST-a oldukca yiikselir ve daha kotii sonuglarla iliskilidir.
GST-a seviyeleri, karaciger transplantasyonundan sonra orta veya siddetli rejeksiyon
gelisen karaciger transplant alicilarinda, hafif rejeksiyonu olan veya olmayan alicilara
kiyasla onemli olgiide yiikselir. Ayrica, GST-o’nin ALT, AST ve bilirubin ile pozitif
korelasyon gosterdigi ve genel olarak karaciger hasari ile seruma GST-a salinimi
arasinda bir baglanti anlamina gelebilir. In vitro veriler, farkli ilaglara yanit olarak GST-
o ekspresyonunun arttifini gostermistir. Ancak immiinosupresif ajanlarin GST-a
ekspresyonu iizerindeki etkisi simdiye kadar test edilmemistir. Jochum ve ark.’nin
yaptig1 ¢alismada iyi sonu¢ alinan alicilarin GST-a seviyeleri, bagisikligi baskilayici
ilag almayan dondrlerinkine benzer bulunmustur. Birlikte ele alindiginda, sonuglar kétii
olan alicilardaki yiliksek GST-a degerleri, bozulmus karaciger fonksiyonu ile daha
yiiksek hiicre 6liimiinii yansitiyor gibi goriinmektedir (148). Bu nedenle ¢alismamizda
GST izoenzimleri arasinda GST-a diizeylerini 6l¢tiik.

Glutatyon S-transferaz ailesi dimerik ve biiyiik oranda sitozolik olan bir enzim
grubudur. Bu enzim grubunun hem detoksifiye edici hemde hiicre iginde baglayict ve
tasiyict Ozelligi vardir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ¢ok onemli yere
sahiptirler ve detoksifikasyon isleminde glutatyonun bir¢ok elektrofilik bilesik ile
konjuge olmasini saglarlar. Konjugasyon yolu ile bilesikler atilir ya da merkaptiirik
asitlere doniistliriiliirler. Ayrica GST enzimleri kanserojen ve mutajenik bilesiklerin
detoksifikasyonunda da yer alirlar (149, 150).

Nagral ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada GST-o enziminin akut hiicresel reddin
hassas bir belirteci oldugu ve karaciger hasariin hassas bir gostergesi oldugu fakat
reddi teshis ve tedavi etmek amaciyla etkin ve spesifik olmadigi agiklanmigtir (151).

Dickson ve ark GST-a ve pi-GST enzimleri ile karaciger transplantasyonundan
sonra erken allogreft izerinde ¢alismis ve GST-a seviyelerini siddetli red durumlarinda
daha vyiiksek seviyelerde tespit etmis, pi-GST agisindan anlamhi bir tespit
yapamamiglardir (152).

Calismamizda kontrol grubu ile alic1 hastalar arasinda GST-o enzimi agisindan

anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).
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En 6nemli antioksidan enzimlerden biri olan GR ise 1951 yilinda bulunmustur.
GR disiilfiir substratlar1 ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron
transferini gergeklestirir. GR enziminin en Onemli gorevlerinden biri de hiicre
icerisindeki indirgenmis glutatyonun yiikseltgenmis glutatyona oranini stabil tutmaktir.
Bu oran eritrosit hiicrelerinde 500/1°dir. Oran bozuldugunda eritrosit hemoliz
olmaktadir. Hidroperoksitlerin detoksifikasyonu ve diger bazi reaktif bilesiklerin
indirgenmesi sonucu olusan GSSG formunun indirgenmesi énemlidir. GR hiicre i¢inde
GSSG/GSH oranini yiikselterek —SH/-SS oranint muhafaza eder (153, 154).

Villegas ve ark. hepatit C viriisii sirozu olan karaciger nakilli hastalarda nakil
sonras1 oksidatif stese bagli olarak GR seviyelerinin arttig1 ve {i¢ giin sonra maksimuma
ulagtigint kaydetmislerdir (155).

Karaciger nakli alicilarinda antioksidan enzim aktivitelerinin zamansal
varyasyonlarini degerlendirmek amaciyla yapilan bir calismada; GR diizeylerinin
transplantasyondan 1 saat sonra biraz arttig1 ancak daha sonra ¢alisma sirasinda azaldigi
bulunmustur. Azalan GR aktivitesi, daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda belirtildigi gibi, bazi
hastalarin pentoz fosfat yolunda bir blokaj sergiledigi hipotezini desteklemektedir.
GR'nin etkisi, NADPH'y1 gerektirir ve GSH'yi yeniden {iretir. Pentoz fosfat yolundaki
ilk adimi katalize eden ve aktivitesi NADP konsantrasyonu tarafindan diizenlenen bir
enzim olan G6PD’1n bu durumda bloke edilmesi miimkiin olabilir (156).

Yapilan incelemelerde c¢alismamizda karaciger organ alicilarint ve kontrol
grubunu kiyasladigimizda GR seviyelerinde 6nemli diisiis tespit edilmistir (p<0.05).

Onemli bir antioksidan enzim de G6PD’dir. Bu enzim tiim hiicrelerde bulunur
fakat eksikliginde en ¢ok eritrositler etkilenir. G6PD eksikligi en ¢ok goriilen kalitsal
hastaliklardandir ve X’e bagli kalitimsal gegis 6zelligi tasir. Bu sebeple erkekler daha
fazla risk altindadir (156, 157).

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi glutatyonun hiicre iginde belirli bir
seviyede tutulabilmesi icin gerekli olan NADPH’in yapiminda Onemli bir goreve
sahiptir. G6PD eksikliginde meydana gelen oksidasyon sonucu yeterli indirgenmis
glutatyon bulunamadigindan eritrositlerde hemoliz gelisir. Bu sebeple G6PD hayati
Oneme sahiptir. Asetanilid, doksorubisin, niridazol, nitrofurantoin, furazolidon,
fenazopiridin, metilen mavisi, primakin, siilfametoksazol gibi kimyasal bilesiklerin

G6PD eksikliginde hemolize yol agtiklar1 kesin olarak agiklanmistir (158).
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Milman N. tarafindan yapilan bir ¢alismada, bobrek fonksiyonu normal olan 10
adet bobrek nakilli hastada G6PD seviyelerine bakilmig ve kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 6nemli Glglide farkli olmayan degerler bulunmustur (152).

Bu caligmada elde edilen sonuglara gore alict hasta grubu ile kontrol grubunu

karsilastirdigimizda G6PD enzim seviyelerinde anlamli bir artis gériilmiistiir (p<0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, karaciger nakli olan hastalarin serum neopterin, INF-y,
IDO, GST diizeylerinin ve hemolizat numunelerinde G6PD ve GR enzimlerinin aktivite
tayinleri degerlendirilmesi ve teshis agisindan bu degerlerin birbirleri ile iliskilerini

degerlendirmeyi amagladik.

Kiiciik orneklem biiyiikliigii ve tek merkezli hasta grubunun calismaya dahil
edilmesi ¢alismamizi siirlandirmistir. Ancak yeni ve rutin protein biyobelirteclerini
birlikte degerlendiren ilk calisma olmasi ¢alismamizin gii¢lii yonlerindendir. Diger bir
giiclii yonii ise ileriye doniik bir kohort ¢alismadir. Alicilarda anlamli olarak daha
yuksek serum neopterin, IDO ve G6PD seviyeleri bulundu; bu bulgular, canlidan
canliya karaciger nakil operasyonlari i¢in yeni tanisal belirteglerin tanimlanmasini

kolaylastirabilir.
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