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OZET

BOBREK NAKLi ONCESI VE SONRASINDA WNT SINYAL iLETIMINDEKI
BETA-KATENIN’IN EKSPRESYON DEGIiSIMLERININ INCELENMESI

Yiiksel, Onur
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Izmir, 2020

Giris ve Amag: 1990 yillarinda kesfedilen Wnt sinyal iletiminin bir¢ok biyolojik mekanizmada
etkili oldugu bilinmektedir. Sinyal yolagindaki temel mekanizma p-katenin seviyesi ile
iliskilidir. B-katenin Wnt sinyal yolaginin kaderini belirlemektedir. Bobrek gelisim ve
transplantasyon siireglerinde de rol alan Wnt sinyal iletiminin, bébrek hasarinin onarimindaki
ya da akut hasardan kronik hasara gecisteki rolii yapilan caligmalar ile gdosterilmistir.
Calismamizda ise, hastalarin nakil Oncesi ve sonrasi B-katenin ekspresyon seviyelerinin

belirlenmesi amaglanmastir.

Yontemler: Kronik Bobrek Yetmezligi tanist konulmus 25 hastanin bdbrek nakli dncesi ve
sonras1 periferik kan Orneklerinden lenfosit izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu 6rneklerde
CD4" T hiicreleri MACS yontemi kullanilarak ayrimlanmigtir. Ayrimlanan CD4" T
hiicrelerinden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz RNA o6rnekleri
cDNA’ya cevrildikten sonra kalip olarak kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu ile B-katenin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Bulgular: Caligmamizda nakil olan 23 hastanin 5’inde rejeksiyon vardir. Tiim hastalarin CD4*
T hiicrelerinde B-katenin ekspresyon diizeyleri incelendiginde hastalarin %60,8’inde -katenin
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Ekspresyonu artan hastalarin %85,7’sinde rejeksiyon ve

%78,57 sinde akut bobrek hasar1 gozlenmemistir.

Sonug: Veriler analiz edildiginde Wnt sinyal iletiminin nakil sonrast bobrek sagkalimi ve
fonksiyonu acisindan etkili olabilecegi izlenmistir. Akut bobrek hasar1 gelisen hastalarda -
katenin ifadesinin azaldig1 ayni sekilde B-katenin ifadesi artan hastalarin cogunda akut bobrek

hasarimin bulunmadig1 gozlenmistir. Bununla birlikte B-katenin ekspresyon diizeyi artan



hastalarda nakil sonrasinda bobrek fonksiyonlarmin korundugu ve rejeksiyon riskinin azalmig

olabilecegi diislintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Wnt sinyal iletimi, bobrek nakli, rejeksiyon, f-katenin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BETA-CATENIN EXPRESSION CHANGES IN WNT
SIGNALING PATHWAY BEFORE AND AFTER KIDNEY TRANSPLANTATION

Yuksel, Onur
MSc in Medical Biology and Genetic

Izmir, 2020

Introduction and purpose: Wnt signaling pathway was discovered in 1990, is known to be

effective in many biological mechanisms. The basic mechanism in the signaling pathway is
related to the level of B-catenin. B-catenin determines the fate of the pathway. The role of Wnt
signaling pathway, which is also involved in kidney development and transplantation processes,
in the repair of kidney damage or in the transition from acute damage to chronic damage, has
been shown by studies. In our study, it was aimed to examine the relationship of B-catenin
expression levels on transplantation in patients after transplantation compared to before

transplantation.

Methods: Lymphocyte isolation was performed from peripheral blood samples before and after
kidney transplantation in 25 patients diagnosed with chronic kidney failure. In these samples,
CD4" T cells were distinguished using the MACS method. Total RNA isolation was performed
from the differentiated CD4" T cells. The expression levels of B-catenin were determined by

real-time polymerase chain reaction from the RNA samples.

Results: In our study, 5 of the 23 patients who received a transplant had rejection. When (-
catenin expression levels were examined in CD4+ T cells of all patients, B-catenin expression
was shown to increase in 60,8% of patients. Rejection was observed in 85,7% of patients with

increased expression, and acute kidney damage was not observed in 78,57%.

Conclusion: When the data were analyzed, it was observed that Wnt signal transmission could
be effective in terms of kidney survival and function after transplantation. It has been observed
that there may be a relationship between acute kidney damage and Wnt signal and that Wnt

signal decreases in patients who develop acute kidney damage after transplantation. However,

Vii



in patients with increased B-catenin expression levels, it is believed that kidney function is

maintained after transplantation and the risk of rejection may be reduced.

Keywords: Wnt signaling pathway, kidney transplant, rejection, B-catenin
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1.GIRiS

Wnt sinyali; hiicre kaderi, proliferasyon, hiicre polarizasyonu, morfojenez ve bazal
membran sentezi dahil olmak {izere birgok farkli organda embriyonik ve fetal gelisimin
hiicresel etkilesimlerini diizenleyen, yiiksek oranda korunmus bir sinyal yolagidir (1).

Wnt sinyal iletimi, hiicrelerin, dokularin olusumu ve rejenerasyonu sirasinda aktif
hale gelen temel sinyal yolaklarindan birisidir. Ayrica Wnt sinyali, nakilden sonra
organlarin T hiicre aracili akut ve kronik red asamasinda da rol oynamaktadir (2).

Bobrek nakillerinde doku fonksiyonlarinin rejenerasyonu ¢ok onemlidir. Doku
onarimi ile bagisiklik yanitlari iyi koordine edilirse, konak¢1 doku ve organ homeostazi
basaril1 bir sekilde olusur. Bu iki siire¢ diizensiz hale geldiginde kronik enfeksiyonlar,
kanser, otoimmiin hastaliklar ve organ fibrozu gibi ¢oklu kronik enflamatuar hastaliklar
geligebilir. Bu nedenle Wnt ligandlarinin rolleri ve sinyal iletim yollar1 bir¢ok
immiinolojik hastalikta immiinoterapinin 6nemli hedefidir (3).

CD4" T hiicreleri, T hiicre aracili kazanilmig immiin yanitlarda 6nemli gorevleri
olan bir lenfosit tiirtidiir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin T hiicre sagkalimi, soy
kaderinin belirlenmesi ve farklilagsmasi dahil olmak iizere CD4" T hiicre biyolojisinin
kontroliinde de kritik rol oynadigi bilinmektedir. Fakat CD4" T hiicre alt kiimelerinin
fonksiyonu tizerindeki etkisi arastirilmaya devam edilmektedir (4).

Bu c¢alismada Wnt sinyali ile bobrek nakli arasindaki temel mekanizmay1
anlayabilmek i¢in Wnt sinyal iletiminin major proteini olan B-katenin ile bir ¢alisma
planm1 gerceklestirildi. Bu calisma ile bobrek nakli gerceklesmis olan hasta grubunda,
nakil dncesi ve sonrasi B-katenin ekspresyon diizeyi analiz edilerek nakil sonrasi olugan
immiin yanit ile Wnt sinyalinin iligkilendirilmesi amaglandi. Analiz 6ncesi hasta
periferik kanlarindan lenfosit izolasyonu gerceklestirilerek, lenfositlerden CD4* T
hiicreleri ayrimlandi. Ayrimlanan hiicrelerden total RNA izolasyonlar1 ve cDNA sentezi
gerceklestirildi. Sonrasinda B-katenin’in mRNA diizeyinde ekspresyonu gergek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlendi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Wnt Sinyal Tletimi

Wnt sinyal iletimi, evrim boyunca en ¢ok korunan sinyal ileti yolaklarindan biridir.
Wnt genleri memeli gelisimindeki sayisiz islevi diizenlemekte, doku homeostazi,
embriyonik gelisim, metabolizma, timérogenez ve kok hiicre yenilenmesi gibi cesitli
biyolojik siireclerde rol oynamaktadir (5). Wnt’ler hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasinin
diizenleyicilerindendir ve hem gen transkripsiyonuna hem de hiicre adezyonuna
dogrudan katilan proteinleri igermektedirler (6). Son zamanlarda Wnt sinyallerinin
fizyolojik fonksiyonlardaki rollerinin yaninda, deregiilasyonunun da hastalik ve kanser
stireglerindeki 6nemi ortaya konmaktadir (7).

Whnt terimi 1980’lerin basinda Drosophila’da Wingless (Wg) ve farelerde Int (Int-
1) olarak bilinen homolog proteinlerin birlesmesi ile ortaya ¢ikmistir. Benzersiz yapisal
ozelliklere ve farkli ifade modellerine sahip olan memeli genomlarinda toplam 19 Wnt
ligand1 tanimlanmaktadir (5). Wnt genleri tarafindan kodlanan Wnt proteinleri yaklagik
olarak 350-380 amino asit uzunlugundadir. Ayrica bu proteinler 23-24 korunmus sistein
rezidiileri icermektedir. Bu rezidiiler proteinlerin hedeflerine baglanmalar1 igin
gereklidir (8). Wnt molekiilleri palmitoillenmis olmalarindan dolayr aminoasit
sekansinin yliksek diizeyde hidrofobik oldugu belirlenmistir (9).

Wnt proteinleri diger sinyal yollarina kiyasla, karmasik bir sekilde ve kapsamli bir
kontrol mekanizmasi ile hedef hiicrelere etki etmektedir. Wnt sinyal yolagi ilk
kesfedildiginde B-katenin iizerinden tanimlanmistir. Bu yiizden temel olarak B-katenin
bagimli kanonikal yolak ve B-katenin’den bagimsiz olan non-kanonikal yolak olarak

ikiye ayrilmistir (7).

2.1.1. Kanonikal Sinyal Yolag:

Kanonikal sinyal yolaginin embriyonik gelisim sirasindaki islevi, kurbaga Xenopus
laevis ve sinek Drosophila melanogaster’deki segment kutuplarmin ve kanat
gelisiminin deneysel analizi sirasinda agiklanmistir. Kanonikal olarak da adlandirilan
klasik Wnt sinyal yolagi, ¢ekirdekteki f-katenin stabilizasyonu yolu ile hedef genleri
aktive etmektedir (10).

Whnt sinyal iletimi, baska bir hiicre tarafindan sentezlenen Wnt ligantlarinin hiicre

zarina gelmesi ile baslamaktadir. Hiicre zarina gelen Wnt proteini, bir bdlgesi ile

2



Frizzled (Fzd) proteinine bir bolgesi ile de LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-
related protein) proteinine baglanir. Bdylece sinyalin olusmasi i¢gin temel yap1 kurulmus
olur. Wnt sinyalinin aktif ve inaktif durumlar1 mevcuttur. Aktif durumunda; Wnt’ler
hiicre zarindaki Fzd ve LRP5/6 molekiillerine baglanmaktadir. Sonrasinda LRP5/6’nin
sitozol igerisindeki kismi glikojen sentaz kinaz (GSK3p) ve kazein kinaz 1 (CK1) ile
fosforillenir. Bu asamada normalde B-katenin’i yikim i¢in hedefleyen sitozol
icerisindeki yikim kompleksi, biitiinliglini kaybeder. Kompleksi olusturan
molekiillerden Axin ve GSK3p, LRP5/6’nin sitozol igerisindeki fosforillenmis
bolgesine hareket ederler. Bu asamada sitozol icerisindeki Disheveled (Dvl) proteininde
fosforillenme meydana gelmektedir. Dvl, Fzd ve Axin molekiillerine baglanir. Boylece
GSK38, Axin molekiiliinden ayrilmis olur. Skaffold proteinleri olan Axin, adenomatoz
polipozis coli (APC), GSK3 serin/treonin kinazlar1 ve CK1’1 i¢eren B-katenin yikim
kompleksi inhibe edilir. Fosforillenmemis olan B-katenin sitoplazmada birikir ve Wnt
hedef genlerini diizenlemek icin T hiicre faktorii (TCF)/Lenfoid arttirict baglama
faktorii (LEF) ailesiyle etkilesime girerek niikleusa girer. Béylece Wnt sinyallerinin

hedefledigi genlerin transkripsiyonu baglamis olur (5). (Sekil 1)

inaktif

‘B—ka!eni; ) (_p-katenin )
; | B-katenin ) { B-kateﬁin )
B-katenin SE B-katenin ) e =
_ it B = \/ _aamatn _—
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Sekll 1: Wnt Sinyal iletimi Mekanizmasi. Inaktlf ve aktif durum (11)




2.1.2. Non-Kanonikal Sinyal Yolag:
2.1.2.1. Hiicre Polaritesinin Saglanmasinda Gorev Alan Wnt/PCP Sinyal Yolag:

Wnt/PCP (planar cell polarity) sinyal yolaginin temel yapisi B-katenin’den bagimsiz
Fzd ve Wnt proteinleri ile iligkilidir. Bu sinyal yolag1 alt1 proteinden olugsmaktadir. Alt1
proteinin ii¢li transmembran Frizzled (Fzd), Vangl ve Flamingo, diger ii¢li ise
sitoplazmik Dishevelled, Prickle ve Diego proteinleridir. Tim bu molekiiller
sitoplazmik efektdr molekiillerini aktive ederler. Bunlar ise, kii¢iik Rho GTPases
(RhoA), c-jun N-terminal kinase (jNK) ve nemo-like kinase (NLK) dir (12).

Wnt/PCP sinyal yolagi hiicresel polarizasyon, adezyon, embriyonik gelisim ve
hiicre migrasyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Wnt/PCP sinyal yolaginda
sinyaller Rho ve Rac aracilig1 ile aktin hiicre iskelet hareketlerine etki etmekte ve ayni
zamanda Rho ile iliskili INK bagimli transkripsiyonu aktive edebilmektedir (13). (Sekil
2)

2.1.2.2.Wnt/Ca** Sinyal Yolag:

Bir bagka non-kanonikal Wnt sinyal yolagi Wnt/Ca** yolagidir. Bu yolak, G
proteinleri yoluyla hiicre i¢i Ca?"un salimimina yol agmaktadir. G proteini aracilig ile
aktive olan Dvl, fosfolipaz C (PLC) ve protein kinaz C’nin (PKC) aktivasyonunu saglar.
Artan Ca?" diizeyi, fosfataz kalsinorini (CaN) aktive ederek, aktif T hiicre niikleer
faktorii (NFAT) niin defosforilasyonuna ve onun c¢ekirdege gecisine neden olur.
Boylece hiicre kaderinin ve migrasyonunun belirlenmesinde etkili olan hedef genlerin
transkripsiyonu gergeklesir (14).

Ca?" aracili yolak, dorsal/ventral patern, gastrulasyon ve kalp gelisiminde kritik
rollere sahiptir. Wnt/B-katenin ve Wnt/PCP sinyalinin bobrek gelisimini ve hasarini
diizenlemede onemli rolleri oldugu bilinmesine ragmen, Wnt/Ca?* yolaginin bu
stireglerdeki rolii hakkinda heniiz ¢ok az veri bulunmaktadir (5).

Wnt/Ca?" yolaginda Wnt ve Fz proteinlerinin alternatif bir yolu aktive edebilme
kabiliyetleri gosterilmistir. Wnt/Ca?" sinyalinin hiicre ve organizma diizeyindeki
mekanizmalarina iligkin belirsizliklere ragmen tiim Wnt sinyallerinin ayn1 mekanizma
ve yolu kullanmadiklar1 agiktir. Ornegin farkli Wnt’lerin agir1 ekspresyonu hem X.
Laevis hem de Zebrafish embriyolarinda farkli fenotipler ortaya ¢ikarir. Wnt5a’nin
Wnt/Ca** yolag: ile iliskili oldugu bilinmesine ragmen, mekanizmasi tam olarak

anlasilamamis olsa da B-katenin bagimli yolagi antagonize edebilecegine dair birgok

4



rapor bildirilmistir (14). Bu antagonist i¢in en etkileyici kanitlar, Zebrafish ve knock-
out farelerde yapilan Wnt5 mutasyonunun analizinden gelmektedir. f-katenin sinyalinin
bir inhibitéri olan Wnt5a’nin susturulmasinin, hem Zebrafish hem de fare
mutantlarinda B-katenin ekspresyonunu arttirdigi gdzlenmistir. Ozetle, omurgali
Wnat'ler islevsel olarak Fzd ile etkilesime girerek en az iki sinyal yolagini aktive

edebilmektedir (14). (Sekil 2)
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Sekil 2: Wnt/PCP ve Wnt/Ca®* Sinyal Yolag: (15)

2.2.Bobrek ve Bobrek Yetmezligi

Insan bébregi, fazla siviy1 ve metabolik atiklar1 gideren, asit-baz dengesini saglayan,
elektrolitleri, kan basincini ve kirmizi kan hiicresi iiretimini diizenleyen, renin ve
eritropoietin gibi hormonlar iireten oldukga vaskiiler bir organdir. Her insan bobreginde,
temel fonksiyonel birim olan 500000-2000000 aras1 nefron bulunmaktadir. Nefron, kani
filtreleyen glomerulustan ve su ile elektrolitleri modiile eden glomerulusa bagl tiibiiler
epitelden olusmaktadir. Renal tiibiil, dogrudan bdbregin korteksindeki veya dis
kismindaki glomeruluma baglanan ve proksimal tiibiil ile baglayan farkli boliimlere
sahiptir. Proksimal tiibiil Henle kulpuna, distal kivrimli tiibiile ve medulla, renal
papillaya ve sonunda iiretere beslenen toplama kanalina baglanmaktadir. Yiiksek enerji
gereksinimi nedeniyle, renal tiibiiller ve 6zellikle proksimal tiibiiller yaralanmalara kars1

asirt derecede hassastir. Tiibiiller, uzun siire kan basinci, sepsis, toksinler veya
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ilaglardan kaynaklanan akut bobrek hasarinin (ABH) hedefi olarak kabul edilmistir. Ek
olarak, bobrek tiibiillerinin diyabet gibi kronik bobrek yaralanmalarinda hedef
alinabilecegi konusunda artan bir farkindalik vardir. Yaralanmanin siddeti, siiresi ve
bobrek tiibiillerinin yaralanmaya nasil tepki gosterdigi, bobregin onarimdan gegip
gecmedigini veya tiibiilointerstisyel fibrozise ilerleyip kronik bobrek hastaliginin
(KBH) gelisip gelismeyecegini belirler. Kalici tiibiiler yaralanma ve epitel onariminin
basarisizligi, ABH'dan KBH'ye ge¢is ve bobrek fonksiyon kaybi ile daha fazla
baglantilidir. Bu nedenle, fibrozise karsi renal tiibiiler onarimi destekleyen yolaklari
anlamak, diinya popiilasyonunun %13"inii etkileyen KBH'nin ilerlemesini durdurmak
icin 6nemli terapdtik etkilere sahiptir (16).

Bobrek transplantasyonunun basarisi nakil organinin alict tarafindan kabul edilip
edilmeme seviyesine gore belirlenir. Bu asamada ¢ tip rejeksiyon goriilmektedir.
Bunlarin birincisi, hiperakut rejeksiyondur. Alicida daha Onceden olusmus olan
antikorlar nedeniyle transplantasyondan saatler hatta dakikalar sonrasinda meydana
gelen rejeksiyon tipidir. Ikincisi ise akut rejeksiyondur. Akut rejeksiyon T hiicre aracili
bagisiklik sisteminin tepkileri nedeniyle transplantasyondan sonraki alt1 ay igerisinde
meydana gelen rejeksiyon tipidir. Son olarak ise kronik rejeksiyon meydana gelebilir.
Kronik rejeksiyonda ise, immiinolojik ve diger faktorlerin kombinasyonu ile alt1 ay
sonrasinda meydana gelen rejeksiyon tipidir (17).

Bobrek naklinde, makrofajlar, lenfositler, kompleman sistemi, antikorlar gibi bir¢ok
immiin mekanizma gorev almaktadir. Banff kriterine gore, bu hiicreler veya antikorlar
akut ve kronik rejeksiyona neden olabilmektedir. Antikor aracili rejeksiyon (AMR)’un
bobrek yetmezliginin temel sebebi oldugu kabul edilmektedir. AMR, bobrek nakli
sonrasinda rejeksiyona sebep olabilecegi i¢in nakiller agisindan 6nemlidir. Kompleman
sisteminde klasik ve lektin yolaklarinda C4 proteini gorev almaktadir. C4d ise bu
proteinin yan {riiniidiir. C4d AMR i¢in bir gosterge olarak kabul edilmistir ve klinik
uygulamalarda C4d boyanmasi nakil reddinde bir kriter olarak gosterilmektedir. Akut
AMR’de veriler kabul edilip degerlendirilebilirken, kronik AMR’de boyama verileri
degiskenlik gosterebilmektedir. Kronik AMR olarak belirlenen proteiniiri ve zamanla
bobrek fonksiyon kaybi olarak karakterize edilen ve greft kaybi ile sonuglanan
transplant glomeriilopati (TG)’de AMR’siz C4d birikimi gergeklesmektedir (18).



2.3. Embriyonik Bobrek Gelisiminde Wnt Sinyal Iletimi

Bobrek gelisiminde molekiiler olaylarin anlagilmasi ile 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu durum embriyonik bdbregin ve onun progenitdrlerinin nasil
gelistigini anlamamiz1 saglamigtir. Memeli bobregi gastrulasyondan sonra orta
mezodermden (IM) tlirevlenir, sonra paraksial mezoderm ve orta mezoderm arasindaki
anteroposterior eksen boyunca uzanir. Bobrek gelisiminin ii¢ asamasi vardir. Bunlar:
pronefroz (birincil bobrek), mezonefroz (ikincil bobrek) ve metanefroz’dur. Birincil
bobrek memelilerde gecici yapilar olarak kabul edilir ve tamamen ortadan kaybolur
ancak ikincil bobrek de dahil olmak iizere yeni olusacak hiicreler ve dokular igin
gereklidir. Orta bobrek olarak da adlandirilan ikincil bobrekler, orta mezoderm'den
mezonefrik tiibiillerin olusumuyla gelisir. Fare embriyosunda E10'da mezonefrik
tibliller ve kanallarin yapist erken embriyonik evrelerde fizyolojik olarak
fonksiyoneldir (5).

Wnt sinyali, bobrek gelisiminde iireter tomurcugun gelisimi ve nefrogenez’de
onemli rollere sahiptir. Bobrek gelisiminin farkli donemlerinde Wnt/B-katenin sinyali
aktiftir. E10.5 (embriyonik giin) ve E12.5°de Wnt/B-katenin sinyali nefrik tiiplerde,
Wolffian kanallarinda ve metanefrik mezensimde aktiftir. Olgun nefronlarda bu sinyal
azalirken, postnatal bobrekte hi¢ gozlenmez (15).

Bobrekte Wnt sinyal iletimi doku homeostazinin olusmasinda aktiftir. Wnt
proteinleri Ozellikle proksimal ve distal tiibiillerde, makula densa ve toplama
kanallarindaki hiicrelerin polaritesini, proliferasyonunu ve diger siireglerini kontrol
etmektedir (2).

Farelerde yapilan genetik ¢calismalar Wnt sinyal yolaginin bobrek gelisiminde gesitli
roller aldigim1 gostermektedir. Uygun nefron gelisimi i¢in kanonikal Wnt sinyalinin
dinamik regiilasyonu gereklidir. Nefron olusumunun ilk agamalarinda kanonikal Wnt
sinyalinde bulunan Wnt9b ve Wnt4’iin ekspresyonunun arttig1 bilinmektedir. Wnt9b
aracilifi ile gerceklesen non-kanonikal Wnt sinyalinde ise, tiibiiler morfogenezde farkli
gelisim siiregleri gozlenmektedir (19). Zebra balig1 ile yapilan ¢calismalarda, yeni olugan
nefronlarda Wnt reseptorii Fzd9b ve kanonikal Wnt hedef geni LEF1 (Lymphoid
enhancer-binding factor 1)’in eksprese oldugu bilinirken, distal tiibiil ve bobrek toplar
damar1 bolgelerinin, Wnt ligandlar1 Wnt9a ve Wnt9b’yi ifade eden yeni nefron olusum

bolgeleri oldugu gosterilmistir (19).



Wnt4’lin fare embriyonik bobregi ile iliskili oldugu ve renal tiibiil gelisiminin
baslangi¢ asamalarinda rol aldigi bilinmektedir. Wntl1 dallanma morfogenezinde ve
Wnt7b ise mediiller gelisimde gorev almaktadir. Wntl1, gelisen lireterin uglarinda
eksprese edilir. Wntl1, Wnt/PCP yolaginda Rok2, Rho, GTPaz ve JNK sinyallerini
kullanarak aktin hiicre iskeletini diizenler ayrica iireter epitelinde sitoiskeletin yeniden
organizasyonunu saglayarak gelisim morfojenezini diizenleyebilir. Yeni dogan
farelerde Wntl1 genindeki mutasyon sonucu, iireter dallanma morfojenezi ve bobrek
hipoplazisinin gelistigi saptanmistir. Son yapilan ¢aligmalar, Wnt5a/Ror2 sinyalinin,
metanefrik mezensim ve iireter tomurcuk olusumundan sorumlu oldugunu gostermistir
(15). Wnt5a, Wnt7b, WntOb ve Wntll’de meydana gelen mutasyonlarin {ireter

tomurcuklarin gelisiminde anormalliklere sebebiyet verdigi de bildirilmistir (5).

2.4.Akut ve Kronik Bébrek Hasarinda Wnt Sinyal Iletimi’nin Rolii

Memelilerde bobrek hasari ve rejenerasyonu tiibiiler epitelin farklilagmas1 ve
proliferasyonu ile gerceklesmektedir. Son yillarda, bobrek hasari ile Wnt/B-katenin
sinyalinin iligkisini anlamak i¢in yapilan ¢aligmalar hizla artmaktadir. Ancak yetiskin
bobrek patolojisinde Wnt sinyalinin rolii su anda tartisilmaktadir. Bazi raporlar herhangi
bir Wnt sinyalinin rolii olmadigint gosterirken, bazilar1 kanonikal Wnt sinyalinin
yetiskin bobrek fibrozuna katkida bulundugunu ileri siirmektedir. Bununla birlikte,
kanonikal Wnt sinyalinin podosit disfonksiyonunu tetikleyerek son donem bobrek
hastaligina etki ettigi diistiniilmektedir (7).

Akut bobrek hasar1 (ABH), hemodinamik degisiklikler, enflamasyon, endotelyal ve
epitelyal hiicre hasar1 gibi bobrek fonksiyonlarinda hizli bir azalma goriilmesi seklinde
tanimlanmaktadir. ABH’nin ilerlemesi durumunda, yeterli renal iyilesme
olmayacagindan siklikla hasar kronik hale (KBH) doniismektedir (5).

KBH cogunlukla, diyabet, hipertansiyon ve diger kronik hastaliklar nedeniyle
zaman iginde bobrek fonksiyonlarinin kaybi olarak tanimlanir. KBH, 2013 yilinda
956000 oliimle sonuglanan, toplumsal miidahaleler ve tibbi uygulamalarda tedavi
zorluklar1 sunan biiytik bir kiiresel halk saglig1 sorunudur.

Wnt/B-katenin yolaginin hem ABH hem de KBH’de aktive olmasti, baz1 durumlarda
bobregi koruyucu bazi durumlarda da zarar verici bir mekanizma olarak karsimiza
cikmaktadir. Yapilan calismalarda ABH’den sonra, Wnt4 aracili B-katenin’in aktive
edildigi ve renal hasarin iyilestigi belirlenmistir (5, 20).



Bobrek hasarinda tiibiile 6zgii model farelerde yapilan ¢alismalarda ABH’den sonra
B-katenin’in Wnt4 aracili aktivasyonu hiicre dongiistinii tesvik edip bobrek hasari
sonras1 iyilesmeyi tetiklemektedir. Ayrica Wnt7b’nin farelerde iskemi reperflizyon
hasarindan sonra bobregin korunmasini ve onarimini sagladigi belirtilmistir. B-katenin
sinyalinin Bax aracili apoptozu azalttig1 ve tiibiiler epitel hiicrelerinde metabolik stresin
indiiklenmesinden sonra hiicre sagkalimini arttirdig1 belirlenmistir. Wnt agonistlerinin
iskemi perfiizyon hasarindan sonra inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttig1 ve bobrek
iskemi reperfiizyon hasarinin asilmasinda Wnt sinyalinin diizenlenerek potansiyel
farmakolojik uygulamalarda kullanilabilecegi 6ne siirtilmistiir (21).

Farkli bir calismada ise, 20 dakika iskemi reperfiizyon hasarina maruz birakilan
farelerin, gecici olarak Wnt/B-katenin aktivasyonu sergiledigi, bobrek fonksiyonunun
tamamen iyilesmesi ile orta derece ABH’ye doniistiigli gézlenmistir. Ancak 30 dakika
iskemi reperfiizyon hasar1 bu sinyalin siirekli aktivasyonuna ve siddetli ABH'ye neden
olur ve nihayetinde renal fibroz ile karakterize KBH'ye ilerler. Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin  siirekli aktivasyonu, interstisyel miyofibroblast aktivasyonunu ve
ekstraseliiler matriks birikimi ile karakterize edilen ABH'nin KBH’ye ilerlemesini
hizlandirirken, Wnt/B-katenin’in bloklanmasit ABHmin KBH’ye ilerlemesini dnler. Bu
nedenle, Wnt/B-katenin sinyal aktivasyon siiresi, ABH sonrasi siirecin belirlenmesinde
rol oynamaktadir (5).

Wnt sinyalinin siirekli olarak aktive olmasi, interstisyel miyofibroblast aktivasyonu
ve hiicre dis1 matris birikimi gozlenen akut bobrek hasarinin kronik bdbrek hasarina
ilerlemesine sebep olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, ileri KBH olan hastalarda
inflamatuar ve oksidatif sinyal yollarinin aktivasyonu ve Wntl, 2, 2b, 3, 4, 5a, 6, 7a, 7b,
8a, 8b, 9a, 9b, 10a ve 16 olmak iizere 15 Wnt geninin de belirgin sekilde yukari
regiilasyonu gdzlenmistir. Bununla birlikte Wnt10b’nin anlamli derecede asag regiile
edildigi ve ileri KBH’li hastalarda Wnt3a’nin ifadesinin saptanmadigi belirtilmistir.
Western Blot ¢aligmalar1 sonrasinda niikleer ve sitoplazmik B-katenin ve niikleer aktif
B-katenin protein ifadelerinin, KBH olan hastalarda yukari regiile oldugu gosterilmistir.
Tiim bunlar birlikte ele alindiginda, bu bulgular aktive edilmis Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin eslik ettigi nuclear factor-erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) aracili
antioksidan Faz 2 detoksifiye edici enzimlerin ve ilgili proteinlerin, pro-inflamatuar,

pro-oksidan ve asagi regiilasyonunun aktivasyonuna isaret etmektedir (22). Wnt



sinyalinin aktivasyonu durumunda, -katenin renal epitelyal hiicrelerde c-Myc, Twist,
TCF1 ve fibronektin gibi hedef genlerin yukari regiilasyonuna neden olmaktadir (5, 23).

Kanonikal Wnt sinyal yolagi inhibe edildiginde renal fibrozun ve matriks
birikiminin azaldigi, enflamasyonun inhibe edildigi ve fare bobreklerinde makrofaj
infiltrasyonunun o6nlendigi bildirilmistir. Ayrica bir endojen ekstraseliller Wnt
antagonisti olan Secreted frizzled-related protein 4 (sFRP4), B-katenin aktivasyonunu
inhibe eder ve reseptorlerine baglanmasini 6nler. sFRP4’{in ekzojen olarak uygulanmasi
sonrasinda, farelerin bobrekteki fibrotik degisikliklerden kurtarildigi gosterilmistir. Bu
nedenle aktif kanonikal Wnt sinyali bobrek fibrozuna neden olurken, kanonikal Wnt
sinyalinin terap6tik inhibisyonunun KBH ile savasmak icin etkili bir yol olabilecegi
diisiintilmektedir (7).

Klotho, yaslilarda ve KBH olan hastalarda bobregin renal tiibiiler epitelyumunda
yiiksek oranda eksprese olan antiaging proteindir. Klotho’nun hem transmembran hem
de ¢ozinlr formlari, ¢oklu Wnt ligandlar1 ile baglanabilir ve hedef gen
transkripsiyonunu baskilar. KBH sirasinda renal Klotho azalir ve bunun arkasindaki
mekanizmalar belirsizdir. Yapilan son c¢alismalar Wnt/B-katenin aktivasyonunun,
Klotho’nun ifadesini engelleyerek azalmasina bobrek fonksiyonunun bozulmasina
neden olabilecegini ileri siirmiislerdir. Asir1 fosfat yiiklenmesi Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin aktivasyonu yoluyla renal Klotho ekspresyonunu asag: regiile eder, boylece
vaskiiler kalsifikasyonun gelismesine ve mineral metabolizmasiin diizenlenmesine
neden olur. Bununla birlikte doku fibrozunun ana diizenleyicisi olan TGF-B1’in, Klotho
ekspresyonunu baskilayabilecegi ve es zamanli olarak miyofibroblast aktivasyonunu ve
bobrek fibrozisini desteklemek i¢in B-katenin’i aktive edebilecegi de bildirilmistir (5,
24).

Tedavi stratejilerini amaclayan ¢alismalarda ise Klotho’nun asir1 ekspresyonunun
G2/M kontrol noktasini atlayip fibrotik sitokin iiretimini azaltarak, hiicre dis1 matris
birikmesini azalttig1 gosterilmistir. Klotho tek tarafli iireter tikaniklik (TUT) ile
farelerde Wnt sinyalinin aktivasyonunu engeller. Ayni zamanda bdbrek epitel
hiicrelerinde doza bagimli bir sekilde RAS’in Wntl ile tetiklenen aktivasyonunu
zayiflatir. Boylece Klotho’nun, Wnt/B-katenin sinyalini antagonize ederek renal
fibrozise karst korudugu sonucuna varilmstir (5, 25).

KBH’de non-kanonikal sinyal yolaginin rolii, kanonikal sinyale gore iyi

anlagilamamistir. Bu yolaklarin es zamanli iliskilerinin anlasilmasi gelecekteki
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aragtirmalar ve terapotik gelisim i¢in Onemlidir. Ackers ve arkadaglar1 yaptiklari
calismada kanonikal sinyalinin spesifik olarak, fibrozis ve KBH’de bdbrek
fonksiyonunda azalmaya neden oldugunu ve kanonikal sinyali engellemek i¢in non-
kanonikal sinyali arttirmanin koruyucu etki olusturabilecegini ifade etmislerdir (7).
Sentetik bir pirimidin olarak Wnt agonisti kullanilan farkli bir ¢caligmada da iskemi
reperfiizyon hasarindan sonra Wnt sinyalinin, enflamasyonu ve oksidatif stresi
hafifleterek siganlarda bobrek koruyucu etkiler gosterdigi, bu nedenle bobrek hasarinin
onlenmesi i¢cin Wnt aktivitesinin manipiilasyonunun potansiyel farmakolojik
uygulamalarda kullanilabilecegi gosterilmistir (5). Bu nedenle cesitli bobrek
hastaliklarinda, bobrek hasarint ve fibrotik lezyonlar: iyilestirmek i¢cin Wnt sinyalini
maniplile etmek kabul edilebilir bir yaklagim olabilir (21). Bu nedenlerden dolayz,
Wnt/B-katenin yolagi, KBH ile iliskili komorbiditelerin prevelansini azaltmay1
amaclayan potansiyel bir terapotik hedef olarak arastirilmayr ve iizerinde calismay1

gerektirmektedir (26).

2.5. Bobrek Transplantasyonunda Wnt Sinyali

Cok sayida viriis, mantar, bakteri, alerjenler, kanserojenler ve kalitsal genetik
mutasyonlar viicuttaki g¢esitli organ ve dokularda yaralanmalara neden olmaktadir.
Yaralanmalarin sonucunda Wnt sinyal yolagi aktive olarak doku ve organ onarimi
baslatmaktadir (3).

Bobrek transplantasyonununda doku fonksiyonlarmin rejenerasyonu ¢ok énemlidir.
Wnt sinyal iletimi hiicrelerin ve dokularin rejenerasyonu sirasinda aktif hale gelen ana
yolaklardan biridir. Wnt sinyal iletiminin T lenfosit yanitlarin1 ve bununla beraber
nakilden sonra organlarin T hiicresi aracili akut ve kronik reddini 6nemli Olciide
etkileyebilecegi bilinmektedir (2).

Kanonikal ve non-kanonikal yolaklarin doku onarimi asamasinda hiicresel ve
humoral immiin yanitlar i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. Ayrica bagisiklik
hiicrelerinde Wnt sinyali, organ transplantasyonunu takiben siklikla meydana gelen
sitomegalovirlis enfeksiyonunun yeniden aktivasyonu ile dogrudan iliskilidir. Doku
onarimi ve bagisiklik yanitlari iyi koordine edilirse konak¢i doku ve organ homeostazini
basarabilir. Bu iki siire¢ diizensiz hale geldiginde kronik enfeksiyonlar, kanser,

otoimmiin hastaliklar ve organ fibrozu gibi c¢oklu kronik enflamatuar hastaliklar
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geligebilir. Bu nedenle Wnt ligandlarinin rolleri ve sinyal iletim yollar1 bir¢ok

immiinolojik hastalikta immiinoterapinin 6nemli hedefidir (3).

2.6. Bobrek Transplantasyonundaki Immiinolojik Hiicreler
2.6.1. B Hiicreleri

B hiicresi beyaz kan hiicresi olarak tanimlanmaktadir. Bir¢ok B hiicresi,
enfeksiyonlarla savagmak i¢in gerekli olan antikorlari tireten ve plazma hiicreleri olarak
adlandirilan hiicrelere olgunlagirlar. B hiicreleri memelilerde biiylik 6l¢lide kemik
iliginde olgunlagirlar, Omiirleri kisadir ve immiinoglobulinlerin {iretiminden
sorumludurlar (27).

Whnt sinyal iletiminin B hiicrelerindeki rolii heniiz tam olarak anlagilamamistir. B
hiicre gelisiminin erken asamalarinda kanonikal ve non-kanonikal Wnt sinyalinin etkin
oldugu ve sinyalin anormal aktivasyonu durumunda ise onkojenik komplikasyonlara
neden oldugu ifade edilmektedir (13, 28).

B hiicre proliferasyonunda, Wnt sinyalinin LEF1 yolu ile diizenlendigi
bilinmektedir. LEF1 eksikligi olan farelerin pro-B hiicre proliferasyonlarinda ve bu
hiicrelerin sagkaliminda sorunlar meydana geldigi goézlenmistir. Artan c-Myc ve Fas
transkripsiyonu nedeniyle apoptoza duyarlilik artmaktadir. Benzer sekilde, timusta non-
kanonikal Wnt sinyali ve Wnt5a arasinda bir antagonizma vardir. Nedeni ise, Wnt5a
non-kanonikal sinyal yolaginda aktiftir, bdylece B hiicrelerinin g¢ogalmasi
engellenmektedir. Diger yandan, wild-type Wnt5a allelinin olmamas1 fare

caligmalarinda B hiicre lenfomalar1 ve klonal miyeloid 16semiyi indiiklemistir. (13, 29).

2.6.2. T Hiicreleri

T hiicreleri CD4" ve CD8" T hiicre aracili kazanilmig immiin yanitlarda 6nemli
gorevleri olan bir lenfosit tiirtidiir. Enfeksiyon durumunda naif T hiicreleri sitotoksisite
yoluyla patojenlere zarar veren ve ayrica gelecekte meydana gelebilecek herhangi bir
enfeksiyona daha etkin ve giiclii yanit vermek i¢in bellek T hiicrelerini olusturan T
efektor hiicrelerinin gelisimini tetiklemektedir. Bellek T hiicreleri IL-7 ve IL-15
salgilanarak efektor T hiicrelerinin aktivitesini antijenden bagimsiz olarak regiile ederler
(13).

T hiicresinin gelisimi ve diizenlenmesinde katkida bulunan yolaklar arasinda Wnt

sinyali de bulunmaktadir. Bu verinin ilk kanitlari, timustaki T hiicre gelisimi {izerine
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yapilan ¢aligmalarda ortaya konmus ve timosit gelisiminde bu sinyal yolaginin gerekli
oldugu gosterilmistir (13).

Wnt/B-katenin sinyal iletimi T hiicre farklilasmasi, efektor fonksiyonlar1 ve hiicre
gogli igin gereklidir. TCF-1/B-katenin sinyal aktivasyonu, CD8" T hiicrelerinin
olusumuna neden olabilmektedir. Naif CD8" T hiicreleri, efektér T hiicrelerine
farklilasir ve tiimor-immiinite dongiistinde tiimdr hiicrelerini oldiirebilmektedir. Ayrica
bellek T hiicrelerinin aktivasyonu anti-tiimdr bagisikligini korumak agisindan son
derece onemlidir. Farklilasmamig CD8* T ve bellek CD8" T hiicrelerinde Wnt/p-katenin
sinyal iletiminin asir1 aktivasyonunun oldugu ve TCF-1’in yiiksek derecede eksprese
edildigi gozlenirken, naif CD8" T hiicreleri efektér CD8" T hiicrelerine farklilastiginda
TCF-1in asag1 regiile oldugu belirtilmistir (30). Wnt3a’nin B-katenin ve AT’ ce zengin
dizi baglayict protein 1 (SATBI) ile Th2 hiicre farklilagmasin1 aktive ettigi
bilinmektedir. Aksine, Th17 hiicrelerinin tiimérleri elimine ettigi ve erken bellek CD8"
T hiicrelerine benzer 6zellikler gosterirken ¢cok sayida TCF7 ve B-katenin eksprese ettigi
gosterilmistir (13, 31).

CD4" T hiicreleri, Tth ve Treg hiicreleri dahil olmak tizere (Thl, Th2, Th17) bes
yardimct T hiicre tipine ayrilmaktadir. Folikiiler yardimct T hiicreleri, hiimoral
bagisiklik icin Onemlidir. Wnt sinyal iletiminin bu hiicreler {iizerindeki etkinligi
incelendiginde; insan kordon kanindan elde edilen saf CD4" T hiicrelerinde Wnt3a’nin
B-katenin’e ek olarak kromatin organizatorii SATB1 (Ozel AT agisindan zengin dizi
baglayict protein 1) araciligi ile Th2 hiicre farklilagmasini destekledigi bildirilmistir.
Spesifik olarak hem TCF-1 hem de LEF-1, naif CD4" T hiicrelerinin IL-6Ra ve
gp130’un ekspresyonu ile hiicre farklilagmasinin erken sathasinda Tth hiicrelerine
doniismesinde rol aldigi bilinmektedir (3). Kemokin ligandi CXCL’nin mikrodizi
analizi sayesinde, insan CD4" T hiicrelerinde Wnt5a ekspresyonunun T hiicre go¢ii igin
gerekli oldugu ispatlanmugtir (13).

Bununla birlikte, CD4" T hiicrelerinde Wnt sinyalinin rolii Th1 ve Th2 hiicrelerinin
olusumu ve islevinde biraz tartigmalidir. Fakat bu durum Th17 ve Treg hiicrelerinde ise
tam tersidir. Biyokimya, molekiiler biyoloji, genetik, fonksiyon kaybi ve kazanci
caligmalarini birlestiren en giivenilir derlemeler proinflamatuar Th17 hiicrelerinin Wnt
sinyali ile iligkili oldugunu ve Treg hiicrelerinin inhibe edildigini ortaya koymustur (2).
Treg hiicreleri lenf diigiimlerinde T hiicrelerine miidahale edip nakil reddinde 6nemli

rollere sahiptir. Ek olarak Treg hiicreleri efektor T hiicrelerinin antijen sunan hiicreler
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ile stabil temas olusturma kabiliyetini sinirlandirarak T hiicre aktivasyonunu
kisitlayabilir (2). Antijen aktivasyonundan sonra naif CD4" T hiicreleri farkli sitokin
tipleri salgilayan yardimecir T hiicre (Th) popiilasyonlarina polarize olurlar. Klasik
olarak, CD4" T hiicre polarizasyonu, T hiicrelerin antijen ile karsilagmasi sirasinda
sitokinler tarafindan tetiklenen cesitli bir takim transkripsiyonel faktorlerin bir sonucu
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bununla birlikte, Wnt proteinlerinin naif CD4" T
hiicrelerinin soy agacinda farkli se¢ilimleri etkileyebilecegi gosterilmistir (4).

Ana transkripsiyon faktorii GATA baglayici protein 3’lin kontrolii altinda IL-4 ve
IL-13 eksprese eden Th2 hiicrelerinin farklilagsmasinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
aktif bir rolii vardir. Yapilan c¢alismalarda Th2 polarizasyonu uygulanan CD4" T
hiicrelerinde Wnt’e bagli B-katenin birikimi gozlenmistir. Wnt antagonisti Dkklve
siRNA aracilig1 ile Wnt sinyalinin bloke edilmesi Gata3’iin ekspresyonunun azalmasina
ve diistik seviyelerdeki Th2 sitokin sekresyonuna yol agmaktadir. Tam tersine stabilize
edilmis B-katenin’in asir1 ekspresyonunun Gata3 transkripsiyonunu ve IL-4 iiretimini
arttirdigr bulunmustur. Tiim bu sonuglar Wnt sinyalinin Gata3 ekspresyonunu tesvik
ederek Th2 polarizasyonunu kritik bir sekilde diizenledigini gostermektedir (4, 32).

Yeni caligmalar Wnt/B-katenin sinyal yolaginin T hiicre sag kalimi1 ve soy kaderinin
belirlenmesi dahil olmak tizere CD4" T hiicre biyolojisinin kontroliinde kritik rolii
oldugunu gostermektedir. Wnt sinyalinin Thl’in polarizasyonu ile Th2’yi
destekleyecegi ve nTreg’in kaliciligini arttirabilecegi agiktir. Fakat diger CD4" T hiicre
alt kiimelerinin fonksiyonu ve farklilagmas1 tizerindeki etkisi daha arastirilmaya devam
edilmektedir (4).

Wnt/B-katenin sinyali ayrica CD4" T hiicre farklilasmasini diizenlemektedir. TCF-
1 ve B-katenin, Th2 ana transkripsiyon faktorii GATA baglayici protein 3’{in (GATA3)
ekspresyonunun AT zengin dizi baglayici protein (SATBI1) ile aktivasyonu sonucunda
Th2 polarizasyonunu arttirmaktadir. Bunlar T hiicre gelisiminde ¢ok dnemli roller alan
kromatin diizenleyici proteinlerdir. Yapilan bir ¢aligmada, fare timosit CD4" T
hiicrelerinde B-katenin’in siirekli aktivasyonunun Th17 polarizasyonunu yukar1 regiile
ettigi ve sonug¢ olarak tiimor olusumunu destekleyen proenflamatuar sitokinlerin
tiretimiyle sonuglandigi bildirilmistir. Genel olarak, naif CD4" T hiicrelerinde Thl ve
Th17 hiicrelerine farklilasma inhibe edilirken, Th2 ve Tfh alt gruplarina farklilasma
TCF-1 tarafindan tesvik edilir. Ayrica, TCF-1’in etkilerinin aksine her T hiicre

farklilagsmasi ve fonksiyonu B-katenin ekspresyonu ile arttirilmaktadir (30).
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Son yillarda, Wnt sinyal yolaginin hematopoietik kok hiicre (HKH) fonksiyonunun
diizenlenmesinde ve timusta olgunlagsmamais timositlere proliferasyon sinyali saglayarak
gelisiminde 6nemli rol oynadig bildirilmistir. Deneysel ¢aligsmalarda, pro-enflamatuar
Th17 hiicrelerinin islevlerinin Wnt sinyali ile desteklendigini, Treg’lerin ise kanonikal
Wnat sinyali ile engellendigini ortaya koymuslardir. Bu anlamda, baz1 Th17 hiicrelerinin
uzun 6miirlii olduklar ve kendi kendini yenilemeleri i¢in yiiksek seviyelerde TCF-1 ve
B-katenin eksprese ettikleri bildirilmistir (2, 33). Yapilan bir ¢alismada, Wnt sinyalinin
dogrudan Foxp3 aktivitesini ve dolayisiyla Treg fonksiyonunu modiile ettigi
gosterilmistir (33, 34). TCF1, Foxp3’e dogrudan baglanmaktadir ve B-katenin-TCF,
Foxp3 transkripsiyonel aktivitesini inhibe etmektedir. Boylece Treg aracili baskiy1 in
vitro ve in vivo azaltmaktadir. Tiim bu veriler kanonikal Wnt sinyalinin Th17 ile Treg
arasindaki dengeyi yonetmede muhtemelen ana diizenleyici bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir ve boylece immiin yanitlarin sonucunu etkilemektedir. Bu nedenle hem
kanonikal hem de non-kanonikal Wnt sinyali, toleransa kars1 bagisikliga aracilik etmede
cok onemli rol oynamaktadir. Wnt sinyalinin bloke edilmesi, tiimdr aracili immiin
supresyonunun iistesinden gelmek ve immiinoterapiyi iyilestirmek icin g¢ekici bir

terapotik hedef olarak goriilmektedir (33).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz deneysel ve tanimlayict bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Orneklemi

Aragtirmamizin drneklemi; Izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi Organ
nakli birimine bagvuran, Uluslararast Calisma Tan1 Kriterlerine gore Kronik Bobrek
Yetmezligi (KBY) tanisi1 konulan ve bu birimce bdbrek nakline karar verilen 25 (>18

yas) hastadan olugmaktadir.

3.3. Deney Kurgusu

Arastirmamizda 25 hastanin bobrek nakli 6ncesi ve nakil sonrasindaki 6. ayinda
alinan periferik kanlar1 kullanildi ve ¢aligmalar Aralik 2018-Agustos 2020 tarihleri
arasinda Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirildi. KBY hastalarinda nakil oncesi ve sonrasinda Wnt sinyal iletiminde
major rol alan B-katenin’in ekspresyon degisimlerinin incelenmesi amaci ile yapilan

arastirmamizda i akis semast Sekil 3’te gdsterilmistir.
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3.4. Veri Toplama Araclan
3.4.1. Kullamlan Cihazlar

Tablo 1: Aragtirmada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ismi Marka/Model Kullanim Amac1
MACS Quadro Cihazi Miltenyi Biotec CD4" T Hiicre
ayrimlama
Vorteks FinePCR & Wisemix CD4" T Hiicre
ayrimlama
Santrifiij HETTICH CD4* T Hiicre
ayrimlama
Santrifiyj Hermle Lenfosit
izolasyonu

Akim sitometri

FACS Calibur

Akim Sitometri

Analizi
Nanodrop Thermo-Scientific RNA miktar tayini
Nanodrop 2000
Termal Cycler Boeco Thermal Cycler cDNA sentezi

RT-PCR Cihaz1

ABI Applied Biosystem
Step One Plus RT-PCR

Ekspresyon analizi

3.4.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 2: Aragtirmada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Ismi

Kullanim Amaci

Fosfat tuz tamponu (PBS)

Lenfosit izolasyonu

Fikol

Lenfosit izolasyonu

50 ml’lik polipropilen tiip

Lenfosit izolasyonu

15 mI’lik polipropilen tiip

Lenfosit izolasyonu
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Pastor pipet Lenfosit izolasyonu
BSA Stok soliisyonu CD4"' T Hiicre ayrimlama
Durulama soliisyonu CD4" T Hiicre ayrimlama
LS ayrimlama kolunu CD4" T Hiicre ayrimlama
CD4" mikro boncuk CD4" T Hiicre ayrimlama

5 ml polistren tiip

Akim Sitometri Analizi

CD4" FITC antikor

Akim Sitometri Analizi

CD45" PerCP

Akim Sitometri Analizi

Izolasyon kiti
Kit icerigi(Tampon RLT,
Yikama tamponu RPE, RNaz
icermeyen su, RNeasy mini
spin kolon, Yikama tamponu
RW1, Toplama tiipleri, gDNA

eliminasyon mini spin kolon)

RNA izolasyonu
RNeasy Plus Mini Kit
Lot no: 154048034

Etil alkol (%70) RNA izolasyonu
PCR tiipti cDNA sentezi
Sentez kiti cDNA sentezi
Kit igerigi (Nuclease-free ProtoScript First Strand cDNA Synthesis
water, M-MuLV Enzyme Mix, Kit

M-MuLV Reaction Mix, Oligo
d(T)23 VN, Random Primer
Mix)

Lot no: 0041505

RT-PCR kiti
Kit igerigi (Luna Universal

qPCR Master Mix)

RT-PCR
Luna® Universal qPCR Master Mix
Lot no: 10031950
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3.5. Veri Toplama Yontemleri

3.5.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

6.

Lenfosit izolasyonu i¢in 25 hastanin bobrek nakli 6ncesi ve nakil sonrasindaki

aymmda alman 40 ml periferik kanlar1 kullanildi. Asagida siralanan yontem

basamaklari ile periferik kandan lenfosit izolasyonu yapildi.

1.
2.

Hastalardan alinan 40 ml periferik kan 1/1 oraninda PBS ile seyreltildi.

Faz ayrimi saglayan fikol en az 5 ml olmak iizere 8 adet 15 ml’lik falkon tiiplere
konuldu ve iizerlerine seyreltmis oldugumuz PBS-periferik kan karigtmindan 10 ml,
faz ayrimin1 bozmayacak sekilde yavas yavas eklendi.

20 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda orta kisimda bir faz ayrimi gerceklesti. Bulut (buffy coat) diye
tabir edilen kisim diger fazlar ile etkilesime girmeden ve ayrim tabakasini bozmadan
titiz bir sekilde yine 15 ml’lik falkon tiiplere toplanda.

Elde ettigimiz bulut kisminda beyaz kan hiicrelerini diger kan hiicreleri ve hiicre
kalintilarindan ayirmak i¢in yikama iglemi gerceklestirildi. Yikama islemi PBS ile
yapildi. 1800 rpm’de 5 dakikada santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda sivi kisim atildi1 ve pellet iizerine 5 ml PBS eklendi, boylece
biiyiik boliimii lenfosit olan beyaz kan hiicreleri elde edilmis oldu.

Beyaz kan hiicreleri elde edildikten sonra yogunluklarini belirlemek i¢cin Thoma
laminda lenfosit sayimi gergeklestirildi.

Beyaz kan hiicre siispansiyonundan 5-10 ul alindi ve Thoma lamina aktarilarak
sayim gergeklestirildi.

Hiicre sayisini belirlemek i¢in kullanilan formiil:

Hiicre sayisi/ml= Hiicre sayisi x 4 (lam tizerindeki 4 biiyiik kare) x 10* seklindedir.

10. Arastirmamizda ortalama 107 hiicre/ml bulunan hiicre soliisyonu kullanild.

3.5.2. CD4" T Hiicrelerinin Manyetik Hiicre Ayrimlama Metodu (MACS) ile

Ayrimlanmasi

Elde ettigimiz lenfositlerden manyetik hiicre ayrimlama metodu (MACS) ile

hiicrelerin antijenik Ozelliklerine gore CD4" T hiicreleri ayrimlandi. Bu metodu

uygularken asagida siralanan yontem basamaklari takip edildi.
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1. Lenfosit soliisyonu 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi atildi
ve pellet ile devam edildi. Kontrol amaci ile tekrar hiicre sayimi gerceklestirildi.
Ortalama 107 hiicre/ml olarak teyit edildi.

2. BSA stok soliisyonu (1/20) ve durulama soliisyonlar1 birlestirilerek yikama
sollisyonu elde edildi ve 80 pl hiicre siispansiyonundan bu yikama soliisyonuna
eklendi.

3. 30 pl CD4" mikro boncuklar1 bu siispansiyona eklendi ve homojenizasyon igin
pipetleme yapildi. 15 dakika +4°C’de inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda 2 ml yikama soliisyonu hiicrelerimizin ve CD4" mikro
boncuklarimizin bulundugu karsima eklenerek 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

5. Daha 6nceki basamaklarda oldugu gibi siipernatant kismi atildi ve pellet iistiine 500
pl yikama soliisyonu eklendi, karistirildi ve homojenize edildi.

6. LS kolonunu kullanmadan 6nce 3 ml yikama soliisyonu kolona uygulandi ve
sonrasinda 500 pl’lik hiicrelerimizin bulundugu soliisyon kolondan geg¢irildi. Akis
icin kolona 3 kere 3 ml yikama soliisyonu beslemesi yapildi.

7. Son olarak kolona 5 ml yikama soliisyonu eklenerek CD4" hiicrelerimiz steril falkon
tiiplere alindu.

8. Siispansiyonumuz 1800 rpm’de 5 dakika ve 1200 rpm’de 5 dakika olmak iizere
santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Elde ettigimiz pelletin {lizerine 650 ul PBS
eklendi. 200 pul RNA izolasyonu i¢in 50 pl de MACS ile ayrimlanan CD4" T

hiicrelerinin akim sitometri analizi ile karakterizasyonunu yapmak i¢in ayrildi.

3.5.3. Akim Sitometri Analizi
CD4" T hiicrelerinin karakterlerini ve safligini kontrol etmek igin akim sitometri

analizleri asagida siralanan basamaklara gore gerceklestirildi.

1. MACS yontemi ile ayrimlanarak elde edilen hiicre siispansiyonu 5 ml’lik tiipe
aktarildu.

2. Siispansiyon iizerine 5 pul CD4" FITC ve 5 pl CD45" PerCP antijenlere spesifik
antikor boyalar1 eklendi. Homojenizasyon i¢in vortekslendi ve 30 dakika karanlikta

inkiibasyona alind.
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3. Istenmeyen hiicre artiklarini uzaklastirmak adina tiipe 1000 ul PBS eklenerek 1900
rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek yikama yapildi.
4. Uzerindeki yikama sivist atilarak 500 ul PBS eklenip akim sitometri cihazinda

okutularak analizi gerceklestirildi.

3.5.4. RNA Izolasyonu
Ayrimlanan CD4" T hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi. Bu agamada Qiagen
RNA izolasyon kiti (RNeasy Plus Mini Kit Lot: 154048034) kullanildi. Qiagen

firmasinin 6nerdigi sekilde asagida verilen islem basamaklar1 uygulandi.

1. RNA izolasyonu i¢in ayirdigimiz 200 ul CD4" T hiicre siispansiyonu 1800 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kism1 atildi. Kalan pellet tizerine 350 ul RTL
tamponu eklendi ve 30 saniye siireyle vorteks uygulandi.

2. Elde edilen lizat gDNA eliminasyon spin kolona alind1 ve 30 saniye 8500 rpm’de
santrifiij edildi. Sonrasinda dipte kalan siviya 350 pl %70’lik etanol eklenerek
homojenizasyon saglandi.

3. Olusan 700 ul soliisyon RNeasy mini spin kolona eklendi. 15 saniye 8500 rpm’de
santrifiij uygulandi ve sivi kisim uzaklagtirildi.

4. 700 ul RW1 tamponu eklenerek 15 saniye 8500 rpm’de santrifiij edildi ve s1v1 kisim
uzaklagtirildu.

5. 500 ul RPE tamponu eklenerek 15 saniye 8500 rpm’de santrifiij edildi ve sivi kisim
uzaklagtirildu.

6. 500 pl PRE tamponu eklenerek 2 dakika 8500 rpm’de santrifiij edildi ve sivi kisim
uzaklagtirildu.

7. Tampon eklenmeden tekrar 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandi.

8. Filtreli kisim yeni 1.5 ml ependorf tiip icerisine alinarak 50 ul RNaz igermeyen su
eklendi. 1 dakika 8500 rpm’de santrifiij edildi.

9. Alt tabakada bulunan sivi, RNA’nin bulundugu sividir. Nanodropta konsantrasyon

ve saflig1 dl¢iildii. Ihtiya¢ dahilinde kullanilmak igin -80 °C’ye kaldirild.
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3.5.5. RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA miktar tayini i¢in nanodrop cihazi kullanilds. izolasyonu yapilan RNA’dan
1.5 pl alinip 260-280 nanometrede absorbans ol¢iildii. RNA konsantrasyonu ve safligi
tayin edildi. RNA i¢in saflik derecesi 1.8-2 arasinda olmasi gerektiginden ¢ikan degerler
bu aralikta degerlendirildi.

3.5.6. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Uygun saflikta izole edilen RNA’lar komplementer DNA (complementer
DNA=cDNA) eldesi reaksiyonlar1 i¢in kalip olarak kullanildi. Bu asamada BioLabs
cDNA sentez kiti (ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit Lot: 0041505)
kullanild1. Kit protokoliine uygun olarak asagidaki basamaklar uygulandi.

Tablo 3: Kit icerigi ve reaksiyon miktarlari

Icerik Miktar
Total RNA 6 ul
Oligo d(T)23 VN 2ul
M-MuLV Reaction Mix 10 pl
M-MuLV Enzyme Mix 2 ul

1. Elde edilen RNA’lar 6 pl olmak tizere kit igerigindeki Oligo d(T)23 VN ile 70°C’de
5 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda 6rnekler buz iizerinde minimum 2-3 dakika bekletildi.

3. Bu karisimin tizerine 10 pl “M-MuLV Reaction Mix” ve 2 ul “M-MuLV Enzyme
Mix” ilave edildi ve pipetaj yapildu.

4. FElde ettigimiz 20 pl karisim, 42°C’de 1 saat ve 80°C’de 5 dakika olmak iizere
Termal Cycler cihazina koyuldu.

5. Reaksiyon sonunda elde ettigimiz cDNA’lar etiketlenip Ger¢ek Zamanli Polimeraz

Zincir Reaksiyonu’nda (RT-PCR) kullanilmak iizere -20°C’de saklandu.

3.5.7. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Elde edilen cDNA’lar ilgilenilen mRNA’larin goreceli kantitasyonunu

belirlemek i¢in kalip olarak kullanildi. mRNA ekspresyon primerleri araciligi ile Gergek
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Zamanli Polimeraz Zincir cihazinda 3 tekrarli reaksiyon kuruldu. Bu asamada
muamelelerden bagimsiz ve biitiin hiicrelerde esit eksprese oldugu kabul edilen (3-aktin
kontrol referans gen olarak kullamldi. islemler Gergek Zamanli PCR, ABI Applied
Biosystems Step One Plus RT-PCR cihazi ve Luna® Universal qPCR Master Mix
SYBR Green kiti kullanilarak yapildi. B-Aktin ve B-Katenin ekspresyon primerleri
kullanildu.

Tablo 4: B-Aktin primerleri
B-Aktin F: 5'-CTTCCTGGGCATGGAGTCCTG-3'
B-Aktin R: 5'-GGAGCAATGATCTTGATCTTC-3'

Tablo 5: B-Katenin primerleri
B-Katenin F: 5'-TCTGAGGACAAGCCACAAGATTACA-3'
B-Katenin R: 5'-TGGGCACCAATATCAAGTCCAA-3'

Reaksiyon i¢in kit protokoliine uygun olarak asagidaki basamaklar uygulandi.

1. Kit igeriginden ¢ikan Luna Universal qPCR Master Mix, dH>O ve primerler ile
Tablo 4’te gosterilen oranlarda karisim olusturuldu.

2. Elde edilen karisim ¢oklu pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plate’e dagitildi.

3. Sirastyla nakil oncesi ve nakil sonrasit ornekleri f-Aktin bulunan ve B-Katenin
bulunun kuyulara eklendi.

4. Plate’in lizeri seal ile kapatilarak Tablo 5’te belirtilen 1s1 profilleri ile reaksiyon

gerceklestirildi.

Tablo 6: RT-PCR Reaksiyon Igerikleri

cDNA 2 ul

Primerler (F/R) 0.5/0.5 pl
Luna Universal gPCR Master Mix 10 pl
dH.0 7 ul
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Tablo 7: RT-PCR Is1 Dongiileri

Sicaklik Stire Dongii
[k Denatiirasyon 95 °C 60 s 1
Denatiirasyon 95 °C I5s
Uzama 60 °C 30s 0
Erime Egrisi 60 °C 60 s 1

Floresan Oolgiimleri Light Cycler Software 4.0.0.23 (Roche Diagnostic)
tarafindan yapildi.

3.6. Verilerin Analizi
Hastalarin klinik verileri IBM SPSS Statistics 22.0.0.0 programi kullanilarak
analiz edildi. Hasta Orneklerinde nakil Oncesi ve nakil sonrast 6. ay P-katenin

ekspresyon  diizeyleri  https://www.qgiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-

analysis-center-overview-page/rt2 -primer-assay-data-analysis-center/?instrument=R

web sayfasinda bulunan “Geneglobe Data Analysis Center- RT2 Primer Assay”

software programi kullanilarak analiz edildi.

3.7. Etik Izinler

Arastirmamizda calisilan 25 hastanin bobrek nakli 6ncesi ve nakil sonrasi 6. ay
kan ornekleri Izmir Katip Celebi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
08.06.2016 tarihli ve 55 karar numarali iznine ek olarak Izmir Katip Celebi Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 10.10.2018 tarihli ve 335 karar

numarali izni ile etik ve bilimsel ag¢idan sakinca bulunmadigina karar verilmistir (EK1).
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4. BULGULAR

4.1. Arastirmada Kullanilan Hastalarin ve Donorlerin Demografik Bilgileri

Tablo 8: Kullanilan hasta ve dondrlerin demografik bilgileri

Arastirmamizda kullanilan 25 tane hasta ve donoriin demografik bilgileri Tablo

8’de verildi.

Hqsta . Dor}ér . Hasta Donoér Kan Donér Tipi
Cinsiyeti Cinsiyeti Yasi Yasi Grubu

1 Erkek Erkek 30 58 0 Rh- Canhi

2 Kadm Erkek 51 57 A Rht+ Kadavra
3 Kadm Erkek 41 48 - Canhi

4 Kadm Erkek 37 57 A Rh+ Kadavra
5 Erkek Kadm 55 54 - Canhi

6 Erkek Kadm 49 29 - Canhi
7 Erkek Erkek 65 37 - Canhi

8 Erkek Erkek 42 27 0 Rh+ Kadavra
9 Erkek Erkek 51 58 0 Rh+ Kadavra
10 Kadm Kadm 40 58 A Rh+ Kadavra
11 Erkek Kadm 61 33 - Canhi
12 Erkek Erkek 47 21 B Rh+ Kadavra
13 Erkek Erkek 49 18 A Rh+ Kadavra
14 Erkek Erkek 50 58 A Rh+ Kadavra
15 Kadm Erkek 52 25 A Rh+ Kadavra
16 Kadm Erkek 52 64 0 Rh+ Kadavra
17 Kadm Erkek 43 28 0 Rh+ Kadavra
18 Erkek Kadm 35 60 - Canhi
19 Erkek Erkek 47 28 0 Rh+ Kadavra
20 Erkek Erkek 25 29 0 Rh+ Canhi
21 Erkek Kadm 21 48 - Canhi
22 Erkek Kadm 22 30 - Canhi
23 Erkek Kadm 50 46 - Canhi
24 Erkek Kadm 52 32 - Canhi
25 Kadm Kadm 34 25 - Canhi
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Arastirmamizda dondr tiplerine gore canli ve kadavra olmak iizere iki tip nakil
islemi uygulandi. Calismada kadavradan nakil olan 12 hasta, canli nakil olan 13 hasta
bulunmaktadir. Calismaya dahil edilen hastalarin 8’1 kadin, 17’si erkektir. Hastalarin
yas ortalamasi aralif1 21-65, yas ortalamasi 44.04’tiir. Hasta erkeklerin yas ortalamasi
44.17, hasta kadinlarin yas ortalamasi 43.75’tir. Bunun yaninda kadavradan nakil olan
hastalarin yas ortalamasi 46.75, canli nakil hastalarinin yas ortalamasi ise 41.53’tiir.
Donor verilerinde ise, dondr yas ortalamasi 41.12°dir, dondrlerin yas ortalama araligt

1se 18-64’tir.

4.2. Arastirmamizda Kullanilan Hastalarin p-Katenin Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

Arastirmamizda hastalarin nakil dncesinde ve nakil sonrasinda -katenin geninin
ekspresyon degerindeki degisimleri gozlemlemek igin ekspresyon analizi yapildi.
Arastirmamiza konu olan B-katenin gen dizisinin verileri NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’dan alindi. B-katenin geninin baglica bilgileri: Homo

sapiens, CTNNB1, Chromosome 3-NC _000003.12°dir.

4.2.1. Kullamilan Hastalardan CD4" T Hiicrelerinin Eldesi ve Saflig1

Kullanilan hastalardan nakil 6ncesi ve nakil sonrasi olmak {izere kan alindi.
Alinan bu kan 6rneklerinden lenfosit izolasyonu gercgeklestirildi. Bu asamada kullanilan
MACS yontemi sayesinde CD4" T Hiicreleri ayrimlandi. Elde edilen T hiicrelerinin

safligin1 kontrol etmek amaci ile akim sitometri cihazinda analiz edildi.
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Sample 1D: GOA4 boyall Gate: Mo Gate Rimple | GRE boyall SAmioy e
Total Evants: 10000 Cuad  Events o Gated
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G2 2838 28.38 LA 0251 98 .30

Sekil 4: CD4" T Hiicrelerinin Akim Sitometrisi’nde analizi (35)
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Burada ayrimlanan tiim hiicrelerin %95-98 saflik araliginda bulundugu
gozlemlendi (Sekil 4). Hiicreler ayrimlandiktan sonra RNA izolasyonu yapildi. Tiim
RNA’larin Thermo-Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile spektrofotometrik analizleri
yapildi. Saflik degerlerinin 1.8-2.0 araliginda oldugu gdosterildi.

4.2.2. Hastalarin p-Katenin Gen Ekspresyon Degisimleri

Hasta ornekleri, ABI Applied Biosystem Step One Plus RT-PCR kullanilarak
reaksiyonlar 3 tekrar olarak gergeklestirildi. Reaksiyonlar sonucunda RT-PCR cihazi
bize 6rneklerin Ct degerlerini verdi. Bu degerler kullanilarak hastalarin nakil 6ncesi ve
nakil sonras1 [-Katenin ekspresyon degisimleri hesaplandi. Bu asamada

https://geneglobe.qiagen.com/tr/analyze/ web sayfasindaki “RT? Profiler PCR Arrays

& Assays” alt sekmesi kullanildi. Kullanilan arayiizde verilerimiz aritmetik ortalamaya
gore diizenlendi ve Ct cut-off degeri 35 alindi. Kontrol amaci ile veriler manuel olarak,

-delta delta Ct

nakil oncesi ve nakil sonrasi Ct degerleri ile 2f I metodu kullanilarak da

hesaplandi. Normalize edilmis deger 1 olarak kabul edildi. 2-24¢

sonucu 1’den biiyiik
ise ekspresyonun arttigin1 gostermektedir. 1’den kii¢iik oldugu durumda ekspresyonun
azaldigi, 1’e esit oldugu durumda ise ekspresyon degisiminin olmadigin
gostermektedir. Tablo 9°da B-Katenin geninin nakil Oncesi ve sonrasina kiyasla

ekspresyon degerleri, ekspresyon kat artiglar1 ve Ct degerleri verildi.

Tablo 9: B-Katenin RT-PCR Sonuglar1

NO B-Katenin Ct NS B-Katenin Ct NS hastalarin NO’ne NS hastalarin
degeri degeri gore NO’ye gore f3-
B-Katenin ekspresyon Katenin
degisim degeri ekspresyon kat
artisi
1 27,25 29,26 2,26 2,26
2 27,71 32,08 1,24 1,24
3 27,54 30,65 0,47 -2,15
4 28,03 31,61 2,73 2,73
5 26,99 28,85 2,79 2,79
6 26,61 31,38 1,95 1,95
7 27,81 26,26 0,38 -2,64
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8 27,74 29,15 1,17 1,17
9 25,04 33,00 6,36 6,36
10 26,68 32,86 3,50 3,50
11 27,73 36,23 1,67 1,67
12 27,10 27,55 1,07 1,07
13 24,71 28,20 0,40 -2,5
14 25,92 28,92 1,49 1,49
15 29,20 34,55 1,58 1,58
16 29,87 30,07 0,69 -1,44
17 31,73 28,23 0,76 -1,32
18 27,61 28,51 0,22 -4,5
19 31,17 32,17 1,08 1,08
20 27,00 29,97 4,07 4,07
21 28,78 28,88 0,64 -1,56
22 27,29 28,23 0,59 -1,69
23 29,27 36,25 12,48 12,48
24 34,48 27,19 0,17 -5,93
25 33,62 34,18 1,48 1,48

NO: Nakil Oncesi NS: Nakil Sonrasi

8 numarali hastada 5. giin renal ven trombozuna bagl greft nefrektomi meydana
geldigi, 19 numarali hastada ise 1. ay greft nefroktomi sonucu greft kaybr meydana
geldigi i¢in 6. ayda alinan verilerin saglikli olmayacagina, bu nedenle bu hastalarin
degerlendirme  disinda  tutulmasina  karar verildi. 23 hasta {izerinden
degerlendirildiginde nakil sonrasi hastalarimizin, nakil 6ncesine gore %60,8’inde B-
katenin ekspresyon diizeyinin arttig1 kalan hastalarda ise azaldig1 goriildii. En yiiksek
ekspresyon artis1 23. ornekte iken (12,48), en diisiik ekspresyon degeri 24. 6rnektedir (-
5,93). Bu veriler Sekil 5’te gosterildi.
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Ekspresyon Kat Artisi

15
12,48
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Sekil 5: f-Katenin geninin nakil dncesine oranla nakil sonrasi ekspresyon kat artist

*: Degerlendirme dis1 birakilan 6rnekler

Hastalarimizin  13’iine canli nakil yapilirken, 10’una kadavradan nakil
yapilmistir. Nakil tipinin ekspresyon degisimleri ile olan iligkisi incelendiginde B-
katenin ekspresyonu artan hastalarin %50’si canli nakil yapilirken, %50’si kadavradan
nakil olmustur. B-Katenin ekspresyonu azalan hastalarin ise %67’si canli nakil olurken
%33 liniin kadavradan nakil oldugu gozlendi. Ekspresyon artisi ile nakil tipi arasinda
herhangi bir korelasyon saptanmadi. Bu veriler 1s1iginda degerlere Ki-Kare Testi

yapildiginda p degeri 0.270948 olarak bulundu (Tablo 10).

Tablo 10: Nakil tipi ile ekspresyon iligkisi

Ekspresyon Artan (%n) Ekspresyon Azalan (%n)
Canli 7 (50) 6 (67)
Kadavra 7 (50) 3(33)

23 hasta igerisinde rejeksiyon goriilen hasta sayisi 5°tir. Rejeksiyon ile
ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski degerlendirilerek Tablo 11°de sunuldu. Tablo
11°de goriildiigii gibi rejeksiyon gergeklesen hastalarin %40’imnda ekspresyon artisi

30



gozlendi. Rejeksiyon meydana gelmeyen hastalarin ise yaklasik olarak %66,66’1inda
ekspresyon artisi tespit edildi. Bu veriler 1s181nda degerlere Ki-Kare Testi yapildiginda
p degeri 0.781867 olarak bulundu.

Tablo 11: Rejeksiyon ile ekspresyon iligkisi

Ekspresyon Artan (%n) Ekspresyon Azalan (%n)
Rejeksiyon Var 2 (14,28) 3(33,3)
Rejeksiyon Yok 12 (85.71) 6 (66,6)

Hastalarin doku uyumu, rejeksiyon, akut bobrek hasar1 ve ekspresyon kat artigi
verileri Tablo 12’de verildi. Doku uyumu i¢in Sinif I ve Simif II allelleri kullanildi.
HLA-A, B, C ve HLA-DR, DQ, DP. Alleller ikiser adet oldugu i¢in uyumlar alt1 lokus
iizerinden gosterildi. Ornek vermek gerekirse, A03, A11’e sahip olan bir hasta ile A03,
A30’a sahip olan bir donériin doku uyumu bu allel i¢in 1A olarak gdsterilir. Hasta ile
donor arasindaki doku uyumu ile ekspresyon kat artislari incelendiginde %100 uyumlu

olan iki hastanin birinde ekspresyon artarken digerinde azalmistir.
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Tablo 12: Hastalarin doku uyumu, rejeksiyon, akut bobrek hasar1 ve ekspresyon kat artigi iliskisi

Hasta Ekspresyon Rejeksiyon Doku Kreatin tGFH Akut Ek Bilgi
No Uyumu (mg/dL) (mg/dL) Bobrek
Ref. Ara.= Ref. Ara. =>= Hasar
0,84-1,25 0-
Eskpresyon Kat NO NS NO NS
Artist
(Artan)
1 2,26 Yok 1A, 1B, 6 1,73 11,4 51 Yok Sorunsuz
1DR,
1DQBI,
1DQA1
2 1,24 Yok 1A, 3,8 1,25 13,02 42 Yok Sorunsuz
1DR
4 2,73 Yok 1DR 2,3 1,28 26,36 52 Yok Sorunsuz
5 2,79 Yok 1A, 1B, | 5,98 1,66 5,9 45 Yok Sorunsuz
1DR,
1DQBI,
1DQA1
6 1,95 Yok 1B, 43 1,04 6,7 88 Yok Sorunsuz
1DQBI,
1DQA1
9 6,36 Yok 1B, 10,7 2,7 49 26 Var ABH+Obstriiksiyon,
IDR Urosepsis
10 3,50 Yok 1B, 6,1 1,22 7,94 56 Yok Sorunsuz
1DR
11* 1,67 Var 1DQBI, 4.5 1,7 13,12 59 Var Ex, erken donem rejeksiyon,
1DQA1 Pulse steroid
12 1,07 Yok 1A, 2B, 7,1 1,51 8,34 54 Yok Sorunsuz
1DR
14 1,49 Yok 1B, 7.11 1,89 10.1 51 Yok Sorunsuz
1DR
15 1,58 Yok 1DR 5,8 1,13 7,8 56 Yok Sorunsuz
20 4,07 Yok 1A, 1B, 9,7 1,21 6,7 83 Yok Sorunsuz
2DR
2% 12,48 Var 1DR, 7.1 1,0 11,3 48 Var Erken dénem akut antikor
1DQBI, rejeksiyonu, Mitkemmel greft
1DQA1
25 1,48 Yok 2A, 2B, 7.9 1,85 12,1 52 Yok Sorunsuz full uyum
2C,
2DR,2D
QBl1,
2DQA1
Ekspresyon Kat
Artis1 (Azalan)
3* -2,15 Var 2A, 2B, 5,3 1,65 9,3 38 Var Erken donem greft
2C, disfonksiyonu
2DR,
2DQBI,
2DQA1
7 -2,64 Yok 1A, 1B, 6,16 1,32 77,3 56 Var Erken donem greft
1C, disfonksiyonu,
1DR,1D Graft enfeksiyonu,
QAl, Obstiiksiyon
1DQBI
13* -2,5 Var 1A, 8,3 2,29 6,8 32 Var Ex, erken donem greft
1DR disfonksiyonu,
Sepsis enfeksiyonu
16 -1,44 Yok 1A, 1B, 10,9 1,14 3,6 55 Yok Soriunsuz
2DR
17 -1,32 Yok 2DR 8,5 1,03 5,24 67 Yok Sorunsuz
18%* -4,5 Var 1A, 1B, 8,8 1,94 7 43 Var Erken donem greft
1C, disfonksiyonu,
1DR,1D kotii donor
QAL
1DQBI
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21 -1,56 Yok 1A, 1B, 8,4 1,71 8,1 55 Yok Kotii greft, bazal kreatin yiiksek
1C,
1DR,1D
QAL
1DQBI
22 -1,69 Yok 1A, 1B, 7.09 1,82 9,81 49 Yok Kot greft, bazal kreatin yiiksek,
1DR greft enfeksiyon
24 -5,93 Yok 1A, 1B, 7.4 1,71 7,7 45 Var Erken donem greft
1C, disfonksiyonu,
1DR,1D ilag toksisitesi
QAL
1DQBI

*Rejeksiyon olan hastalar

Caligmaya dahil edilen 23 hastanin nakil sonrasinda 8’inde akut bobrek hasari

gelisirken, 15 hastada ise herhangi bir akut bobrek hasar1 bildirilmemistir. Hastalarin

%751 immunsiipresif olarak Siklosporin A, digerleri ise Tacrolimus kullanmislardir.

Akut bobrek hasart olusan 8 hastamizin, 5’inin nakil sonrasi [B-katenin

ekspresyonu azaldi (%62,5). Nakil sonrast B-katenin ifadesi artan hastalar, Akut bobrek

hasar1 agisindan degerlendirildiginde sadece %37,5’inde bobrek hasarinin gelistigi

gozlendi.

Tablo 13: Akut Bébrek Hasar1 ve Ekspresyon iliskisi

Akut Bobrek Hasar1 Var (%n)

Akut Bobrek Hasar1 Yok (%n)

Ekspresyon Artmis

3(37.,5)

11 (74)

Ekspresyon Azalmis

5(62,5)

4(26)
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5.TARTISMA

Wnt sinyal iletimi hiicre farklilasmasi, boliinmesi ve proliferasyonu olmak iizere
embriyonik biiyiime, kok hiicre gelisimi, doku rejenerasyonu ve temel immiin sistem
mekanizmalarinda 6nemli roller almaktadir. Bu sinyal iletiminin asir1 ekspresyonu
immiinolojik bozukluklara ve kanserlere neden olabilmektedir. Wnt sinyalinin immiin
sistem hiicrelerinin hayatta kalmasi, rejenerasyonu ve gelisiminin diginda, immiin
sistemi diizenleyici gorevler listlenmesi aktif bir arastirma alani haline gelmistir (13).

Wnt sinyal iletimi bir¢ok biyolojik islevi diizenleyen oldukca karmagsik bir
yolaktir. Bu sinyal iletiminde ligand reseptor etkilesimi ¢ok farkli kombinasyonlara
sahiptir. Bu kombinasyonlarin heniiz ¢oziilememis olmasi, yapisal hastaliklarin ve
sistemsel bozukluklarin mekanizmalarinin anlasilmasini zorlastirmaktadir (21). Wnt
sinyal iletimindeki bu kompleks durumu ¢ozebilecek her yeni ¢aligma, Wnt sinyal
iletimi ile bdbrek transplantasyonu arasindaki iliskiyi de anlamamiza yardimci
olabilecek bir parametredir. Wnt sinyal iletimindeki regiilasyon ile bagisiklik
yanitlarinin iyi koordine edilmesi, konak¢i dokudaki organ homeostazi agisindan son
derece onemlidir.

Tez ¢alismamizda hastalarin nakil 6ncesi ve sonrast CD4" T hiicrelerinde Wnt
sinyalinin temel proteini olan -katenin’in ekspresyonu ile immiinolojik durum, bobrek
temel fonksiyonlari, bobrek hasar1 ve rejeksiyon durumu iligkilendirildi. mRNA
diizeyinde B-katenin geninin ekspresyon degisimleri gercek zamanli PCR reaksiyonu
ile belirlendi. Calisma grubunda 5 hastada rejeksiyon gozlenirken, kalan hastalarda
herhangi bir rejeksiyon gelismedi. Rejeksiyon goriilen hastalarin {igiinde, nakil 6ncesine
gore nakil sonrasindaki B-katenin ekspresyon diizeyinin azaldigi ve hastalarin erken
donem greft disfonksiyonu ve ABH gecirdikleri gézlendi. f-katenin ekspresyonu artan
2 rejeksiyon hastasinin cinsiyetlerinin erkek oldugu ve kendilerinden daha geng¢ kadin
donorlerden canli nakil olduklar1 ve her ikisinde de ABH gelistigi bilinmektedir. 11
numarali hasta, yliksek steroid verilmesine ragmen (Kreatinin 1.7) ex olurken, 23
numarali hastanin B-katenin diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu, erken donem akut antikor
rejeksiyonu gegirdikten sonra canli nakil ile miikemmel bir grefte sahip oldugu ve serum
kreatinin diizeyinin de 1 oldugu gozlendi. Ekspresyonu azalan ve rejeksiyon geciren
kisilerin ikisinin de canli nakil ancak yiiksek dondr yasina sahip oldugu, bir hastanin 18

yasinda kadavradan nakil oldugu gézlenmistir. Bu verilerden rejeksiyon ve ekspreyon
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artis ve azalisinin hasta ve donor cinsiyetinden etkilenmedigi gézlenmektedir. Bobrek
nakli gergeklestiginde, endotel hiicrelerinde antikor ve T hiicre aracili hasar yani
glomeriilit ve peritiibiiler kapillerinin mikrovaskiiler hasar lezyonlar1 olusmaktadir.
Mikrovaskiiler hasar histolojik olarak tespit edildiginde, immiinosiipresif tedavilere
direncli ve bobrek transplantasyonunun basarisi ile ters bir iliskisi mevcuttur (36).
Seifert ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Wnt’in bobrek gibi bircok dokuda
yaralanmaya kars1 lokal olarak yeniden aktiflestirilebilir oldugunu ve bu reaktivasyonun
dokuyu yaralanma Oncesi haline g¢evirebilen rejeneratif onarimi sagladigin
gostermislerdir (37). Rejeksiyon gegiren grupta viicutta meydana gelen immiinolojik
yanit sonucunda nakil gergeklestirilen organda lezyonlarmin arttigr bilinmektedir.
Seifert ve arkadaslarinin da 6ngérdiigii yaklagimlarindan yola ¢ikarak, nakil sonrasinda
nakil oncesine oranla B-katenin ekspresyon diizeyinin artiginin, viicudun rejeneratif
onarima yonelik aktivasyonundan kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiirmektedir.
Donér tipleri incelendiginde, c¢alisma grubunda 10 kadavra dondr
bulunmaktadir. Kadavradan nakil olmus 10 hastanin 7’sinde B-katenin ekspresyon
degerlerinde artis g6zlenmistir. Canli nakil olmus 13 hastanin 7’sinde B-katenin
ekspresyon degerlerinde artis gozlenmistir. Bu hastalarin 6’sinda nakil sonrasinda
herhangi bir sorun olusmamis ve ABH gelismemistir. Sadece 1 hastada iirosepsis
gelismis, obstriikksiyon olusmus ve ABH goézlenmistir. Bu hastada B-katenin artisi
gozlenmesine ragmen enfeksiyon gecirmis olmasindan dolayr ABH’nin
engellenemedigi diisiiniilmektedir. Kadaverik nakillerde iskemi siiresi canli dondrden
gerceklestirilen nakillere gore fazla oldugu i¢in dokularda olusan iskemi hasarinin daha
fazla oldugu bilinmektedir (38). Farelerde yapilan bir calismada iskemi siiresi ile Wnt
sinyal aktivasyonunun iligkili oldugu, iskemi siiresi artttkca Wnt sinyalinin arttig1
belirtilmistir (5). Calismamizda da kadaverik nakilli hasta grubunun %70’inde, B-
katenin ekspresyon artiginin goriilmesi ve bu oranin canli nakillere (%53,8) gore fazla
olmasi, elimizde net iskemi siiresi olmasa dahi kadavra naklinin canli nakile oranla daha
fazla iskemiye maruz kalacagi goz Oniline alinarak iskemi siiresi ile Wnt sinyali
arasindaki iliskiyi destekler niteliktedir. Fakat bu kategorideki hastalarin immiinolojik
takibinin siirdiiriilmesi iskemi, Wnt sinyal iletimi ve bagisiklik yanit1 arasindaki iliskiyi
netlestirmek agisindan 6nemlidir. B-katenin ekspresyonu azalan 3 kadaverik nakil
hastasinin 2’sinin de sorunsuz oldugu digerinin ise enflamasyon sonrast ABH gelistigi

bilinmektedir. Bu nedenle kadaverik nakillerde B-katenin ekspresyonu ve greft
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sagkalimi arasindaki iligkinin netlestirilmesi i¢in daha fazla hasta grubunda ¢aligmak
gerekmektedir.

Wnt sinyal yolagmin Treg hiicrelerinin fonksiyonlarmi modiile ettigi
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar proinflamatuar T hiicrelerinin Wnt sinyali ile iliskili
olduklarin1 ve Treg hiicrelerini inhibe ettiklerini gdstermistir. Ayrica Treg hiicreleri
antijen sunumunda stabil temas olusmasini kismi olarak sinirlandirabilecegi i¢in T
hiicre aktivasyonunu kisitlayabilmektedir (39). Mederacke ve arkadaslar1 canli bébrek
transplantasyonundan sonra dondre 6zgii Treg aktivasyonunu spesifik olarak analiz edip
sayilarinda belirgin bir artig tespit etmislerdir. Genel bilimsel goriis ise, Treg’lerin
immiinosiipresif bir bagisiklik yaniti tesvik etmekteki Onemini sorgulamasa da
Treg’lerin bobrek transplantasyonu sonuclar1 iizerindeki etkisi giiniimiize kadar
tartisilmaktadir (40). Calismamizda canli dondrden nakil olan 13 hasta bulunmaktadir,
bu hastalardan 7 tanesinde PB-katenin ekspresyon seviyesinde artis gozlenmistir. -
katenin ekspresyon artisi olan bu hastalarda, rejeksiyon olan 11 ve 23 numarali hasta
hari¢ digerlerinde nakil sonrast herhangi bir sorun olmadig1 ve akut bobrek hasarinin
gelismedigi gozlenmistir. Canli nakil olup p-katenin ekspresyonu diisiik olan
hastalardan 4’{iniin erken donem greft disfonksiyonu, akut bobrek hasari gelistigi ve
bunlardan 3’iiniin rejeksiyon gecirdigi, diger ikisinin ise ABH gozlenmemesine ragmen
kotii greft’e sahip olduklar1 bilinmektedir. Dolasimda aktiflestirilmis Treg’lerin
aktivasyonu ve greft sag kalimi arasinda korelasyon bulunamamis olsa da Treg’lerin
klinik sonucglara baglanabilecegine dair kanitlarin da olmasit ve p-katenin
ekspresyonunun Treg regiilasyonunda gorev almasi verilerimizin greft sag kalimi ile
iliskili olabilecegini diislindiirmektedir.

Chae ve Bothwell yaptiklar1 arastirmalar sonucunda immiin sistem hiicreleri ve
Wnht sinyal iletimi iliskisini agiklamaya ¢alismis Wnt proteinlerinin, T hiicre seciliminde
rollerinin oldugunu ortaya koymuslardir. CD4" T hiicrelerinin polarizasyonu sirasinda
Wnt sinyaline bagl B-katenin birikimi meydana geldigini ve Wnt sinyalinin T hiicre
polarizasyonu ve se¢ilimini pozitif yonde etkiledigine deginmislerdir. Bununla birlikte
B-katenin ekspresyonunun her tiirlii T hiicre farklilagmasini ve fonksiyonunu arttirdigin
literatiire kazandirmislardir (3). Calismamizda nakil olan tim hastalarin CD4" T
hiicrelerinde B-katenin ekspresyon diizeyleri incelendiginde hastalarin %60,8’inde B-
katenin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (14 hastada artig). Artis goriilen

hastalardan %14,2’sinde rejeksiyon goriilmiistiir. Rejeksiyon atagi ile olusan immiin
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yanitla birlikte T hiicre farklilasmasinin ve fonksiyonun arttig1 bilinmektedir. Chae ve
Bothwell’in  literatiire  kazandirdigit bu  bilgi ile ¢alisgmamizin  verileri
degerlendirildiginde T hiicre organizasyonunda [-katenin aktivasyonun iligkili
oldugunu 6ngérmekteyiz. Ancak bu iliskinin mekanizmasinin anlasilabilmesi icin artis
goriilen diger hastalarin immiinolojik agidan takibinin yapilmasi ve greft fonksiyonu
acisindan degerlendirilmesi 6nemli olacaktir.

Inflamatuar ve fibrotik hastaliklarda Wnt sinyalinin rolii, Wnt proteinlerinin
doku hasar1 ve onarimindaki bilinen rolleri ile tutarlidir. Qiao ve arkadaslari, TGF-
B’nin en dnemli anti-enflamatuar molekiillerden biri oldugundan yola ¢ikarak, TGF-f,
B-katenin ve Foxo (Forkhead box) arasinda iliski oldugunu 6ne siirmiislerdir. Foxo;
apoptoz, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ve hiicre farklilagsmasinda gorev alan
transkripsiyon faktoriidiir (41). Yang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, p-
katenin/Foxol ve B-katenin/TCF-1’1 bobrek nakilli hastalarin biyopsilerinde bdbrek
inflamasyonu, fibrozis ve bobrek islev bozuklugu agisindan incelemislerdir. Bu
caligmada 33 adet bobrek nakli hastasinin nakil dncesi ve nakil sonrasi 1-3-12. aylar
takip edilerek inflamasyon, fibrozis, histoloji ve fonksiyonellik agisindan
degerlendirilmigtir. Nakil sonrasi erken donemde alinan biyopsi Orneklerinde f-
katenin/Foxol’in, B-katenin/TCF'ye oraninin, bobrek fonksiyonu ile pozitif korelasyon
gosterdigini, ancak bobrek transplantasyonundan bir yil sonra alinan 6rneklerde ise
histolojik hasar, fibroz ve inflamasyon ile negatif iliskili oldugunu gostermislerdir. Bu
oranin, bobrek naklinde inflamasyon ve fibrozisin ilerlemesinin biyolojik bir gostergesi
olabilirligine deginilmektedir (42). Yaptigimiz bu c¢alismada B-katenin geninin
ifadesinin bobrek sag kalimi ile iligkili olabilecegi diisliniilmekte ayrica Yang ve
arkadaslarinin calismast g6z Oniine alindiginda, Foxol ve TCF ile iliskisinin
degerlendirilmesinin faydali olabilecegi diistiniilmektedir.

Bobrek transplantasyonu dncesi ve sonrasinda hastalarin kreatin diizeyleri dikkat
edilmesi gereken bir parametredir. Rejeksiyon olan hastalarda dahil olmak iizere hasta
grubunun kreatin diizeylerinde nakil sonrasi azalma goriilmektedir. Ancak bu
beklenilen bir durumdur. Burada deginmemiz gereken nokta rejeksiyon meydana gelen
grup ile meydana gelmeyen grup arasindaki kreatin diizeylerinin degerlendirilmesidir.
Tablo 12°de goriildiigii gibi tiim hastalarda kreatin diistlis egilimindedir fakat rejeksiyon

meydana gelen hastalarda kreatin degerleri istenilen ideal seviyelere inmemistir. -
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katenin ekspresyon degisim diizeyleri ile kreatin seviyeleri degerlendirildiginde
aralarinda anlaml bir iliski kurulamamustir.

Tiim nakillerde ne kadar uyumlu olsa da temel olarak o sistem ile yabanct bir
doku veya organ etkilesime girmekte ve olumlu-olumsuz bir immiinolojik reaksiyon
gerceklesmektedir. Wnt/B-katenin’in, bobrek hasar1 {iizerindeki biyolojik etkisini
anlamak olduk¢a zordur. Bu noktada bobrek hasarinda etkili bir sekilde tedavi
saglanmasi, terapdtik yaklasimlarin dogru sekilde kullanilmasi i¢in bu sinyal iletiminin
etkilerinin tam olarak tanimlanmasi gerekmektedir (43). Munoz-Castaneda ve ark.,
sicanlarda yaptiklari ¢aligmalarda renal Klotho ekspresyonunun azalmasi ile ilgili
faktorleri arastirmiglardir. Rekombinant FBF23 (rFBF23) uygulamas:t saglikli
sicanlarda fosfaturi ve azalmis renal Klotho ekspresyonu iiretmistir. Nefrektomize
edilmis sicanlarda, dolasimdaki FBF23 seviyeleri 6nemli 6l¢iide artmis ve Klotho’nun
azaldigr bulunmustur. Bu sicanlarda anti FBF23 antikorlarinin uygulanmasi renal
Klotho ekspresyonunu daha da azaltmistir. Tiim bu sonuglar artan tiibiiler fosfat
yiikiiniin Klotho ekspresyonunda bir azalmaya neden oldugunu géstermektedir (26, 43).
Klotho eksikligi diyabetik nefropatinin fare modellerinde ve diyabetli hastalarda
podosit hasar1 ile iliskili olan Wnt aktivasyonunu indiiklemektedir. B-katenin’in
ortamdan uzaklastirilmasindan sonra podosit hasar1 azalmaktadir. Tam anlamiyla
kanitlanmamasma ragmen, Wnt tarafindan GSK3p yoluyla indiiklenen bir
transkripsiyon faktorii olan Snail-1, podosit hasarinda onemli bir rol alan nefrin
ekspresyonunu azaltir. Olgun bobrekte Wnt baskilanir ve podositin fizyolojik islevini
yerine getirmesi saglanir. (44). Yaptigimiz ¢aligmada da B-katenin ekspresyonundaki
azalma 9 ornekte mevcuttur. Bu 9 6rnegin 7’sinde kotii graft, enfeksiyon, bazal kreatin
yiiksekligi gozlenmektedir. Bu 7 ornegin 3’ilinde rejeksiyon gdzlenmistir. Ancak iki
hasta nakil sonrast sorunsuz devam etmektedir. Bu agamada -katenin ifadesi azalan iki
hasta, Wnt sinyal aktivasyonunun baskilanmasinin podosit hiicrelerinin fizyolojik
islevini yerine getirmesini saglayarak bobregi korumus olabilecegi yorumunu destekler
niteliktedir. Ancak hasta sayisinin az olmasi bu yorumu net olarak yapmamizi
engellemektedir. Bunun diginda B-katenin bagimsiz Wnt yolaklarinin da aktivasyonu
sozkonusu olabileceginden daha fazla aragtirma yapmak gerekmektedir (26). Ancak
verilerimizden elde edilen genel goriis, P-katenin artisinin nakil sonrasi bobregi

korudugu yoniindedir.
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Bobreklerde akut hasar tilibililer epitel hiicrelerinin  6liimiine ve doku
yaralanmalarmma neden olmaktadir. Yaralanan bu hiicreler hem Wnt hem de
proinflamatuar sitokinler salgilamakta ve makrofajlarin toplanmasina neden olmaktadir.
Bu durum Wnt yolaginin aktivasyonuna katkida bulunur (45, 46). Bu doku ve
hiicrelerdeki apoptoz ise AKT nin B-katenin’e bagli fosforilasyonu ile aracilik ettigi
pro-apoptotik Bax’in veya p53’iin inhibisyonu ile dnlenmektedir (47). Wnt/B-katenin
yolagi ayrica Survivin ekspresyonunun artmasiyla hiicre sagkalimini desteklemektedir.
Wnt/B-katenin yolag: ile aktive edilen hedef genler, siklin D ve cMyc gibi proliferatif
proteinler icermektedir. Proliferasyon, yaralanma sirasinda o&len hiicrelerin
degistirilmesine yardimci olur ve bu yenilenen hiicrelerin farklilagmasina yol acar (48).
Caligmamizda erken donem akut bobrek hasari olusan 8 hasta vardir. Bunlarin yaklagik
olarak %62,5’inde B-katenin ekspresyon diizeyleri azalmistir. Bu 5 hastada erken
donem greft disfonksiyonu go6zlenmis ve 3’ii rejeksiyon gecirmistir. B-katenin
ekspresyonu artan 14 hastadan 3’iinde ABH gelismis ancak bu hastalarin biri tirosepsis
gecirmis, digeri ex olmus ve ekspresyon artisi en yliksek olan hastamiz (12.48) erken
donemde akut antikor rejeksiyonu geg¢irmis olmasina ragmen miikemmel graft ve 1.0
kreatin diizeyi ile takip edilmektedir.Bu baglamda akut bobrek hasari gelisiminde aktif
olarak gorev alan B-katenin ifadesinin artig ve azalisinin bobrek fonksiyonuna etkisinin

oldugunu s6ylemek miimkiindiir (46).
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6.SONUC VE ONERILER

Ekspresyonu artan 14 hastanin 7’si kadavra, azalan 9 hastanin 3’1 kadavra donére
sahiptir. Bu baglamda donér tipi ile Wnt sinyali iligkisi bazi hastalar diginda literatiirle
paralellik gostermektedir. Dondr tipinin rejeksiyon ve iskemi hasarinda etkili oldugu
bilindiginden bu verilerin B-katenin ekspresyon diizeyleri ile iliskili ¢ikmasi bulgularimizi

desteklemektedir.

Rejeksiyon goriilen 5 hastanin 3’linde B-katenin ekspresyonunun nakil sonrasinda
azaldig1r goriilmiistiir. Tahmin edildigi gibi rejeksiyon mekanizmasiyla indiiklenen immiin
yanitta T hiicre farklilasmasi ve fonksiyonunun artiginin, B-katenin ifadesi ile diizenlenmis
olabilecegi diisiiniilebilir. Rejeksiyonla ilgili ¢aligmalarin arttirilmasi daha olasi yorumlar

yapilabilmesine olanak saglayabilir.

Calismamizda erken donem akut bobrek hasari ile Wnt sinyali arasinda iligki olabilecegi
gozlenmistir. Nakil gergeklestirilen 8 hastada erken donem akut bobrek hasari meydana gelmis
ve bu hastalarin %62,5’inde B-katenin ekspresyon degerleri azalmistir. Akut bobrek hasarinin
onarimin1 gerceklestirmek icin gerekli olan Wnt sinyalinin bu hastalarda azalmasinin ABH
gelisiminde rolii oldugu diistiniilmektedir. Ekspresyonu degisen hastalarin akut bobrek hasari
gelisme durumlarmin  ve klinik takipleri yapilarak hasar ile Wnt mekanizmasi

iligkilendirilmesine devam edilmelidir.

Wnt/B-katenin’nin transplantasyon immiinolojosindeki yerinin daha iyi anlasilabilmesi
icin veri havuzunun genigletilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismaya dahil edilen 6rnek
sayisinin arttiritlmasi 6nemlidir. Calismamizda mRNA diizeyinde bir degerlendirme yapilmaistir.
Verilerin dogrulanmast i¢in protein diizeyinde de incelenmesi gerekmektedir. Calismamizda B-
katenin diizeyi CD4" T hiicre popiilasyonunda incelenmistir. Immiin yanitta rol alan diger hiicre
popiilasyonlarinda B-katenin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi transplantasyon immiinoloji
mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in ¢ok yonlii bakis acis1 saglayabilir. Calismada sadece Wnt
sinyalinde gorevli major protein olan P-katenin incelenmistir, fakat yolaktaki diger
molekiillerin de incelenmesi bu karmasik sinyal yolaginin daha iyi anlasilmasina katki

saglayacaktir.
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