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OZET

Akbulut Z. (2017). Akciger Transplantasyonu Olgularinda Erken Immiin
Iyilesme Déneminde B hiicre Kinetiginin, KREC (Kappa Deleting Recombination
Excision Circle) Diizeyi ile izlenmesi. Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dah. Doktora Tezi. Istanbul.

Akciger transplantasyonunda immiin sistem cevabinin takibi, uygulanan tedavilere
yon vermesi, sag kalim siiresi iizerinde etkisi ve buna bagli olarak transplant
basarisinda Onemlidir. Biz c¢alismamizda post-transplant hiimoral immiin sistem
gelisimini, B hiicrelerin olusumu sirasinda hiicrede var olan Kappa deleting
Recombination Excisin Circle (KREC) gen segmentinin ger¢ek zamanli PZR
yontemiyle degerlendirerek, KREC kopya sayisini transplant Oncesi ve sonrasi
zamanlarda ve diger hasta bulgular ile incelemeyi amacladik. Calismamizda, saglikli
cocuklardan elde edilen DNA ornekleri ile validasyon yapildi. KREC kopya sayisi ile
birlikte immiin sistem mekanizmalarinda yeri olan ve transplant olgularinda etkisinin
oldugu bilinen sitokinlerin akan hiicre Olger yoOntemle degerlendirildigi bu
calismada,sitokinlerin hasta ve kontrol grubu arasinda ve KREC degerleri ile
karsilagtirilmasi yapilmistir. KREC kopya sayis1 transplant sonrasinda, 6ncesine gore
anlamli bir fark géstermemekle beraber (p=0,594; p=0,657), median degerlerinde en
fazla 7. glinde artis goriilmektedir (72642- 126849; 85-170). Hasta grubunda KREC
ile CD40L arasinda 24. saatte pozitif korelasyon (p=0,030) saptanmustir. Kisitl sayida
hasta ornegi ile gerceklestirilen bu calisma akciger transplantasyonu hastalarinda B
lenfosit sayisinda artis oldugunu gostermektedir. B hiicre kinetiginin post-transplant
donemde wuzun siireli izlenmesi ile prognostik bir algoritma saptanabilmesi

mumkundiir.

Anahtar Kelimeler : kappa deleting recombination excision circle, B
lenfositler,akciger transplantasyonu, sitokin
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ABSTRACT

Akbulut Z. (2017). Tracking B Cell Kinetics in Early Immune Recovery Stage of
Lung Transplantation Cases by Monitorizing KREC (Kappa Deleting
Recombination Excision Circle) Levels.Yeditepe University, Institute of Health

Science, Molecular Medicine, PhDThesis, Istanbul.

Tracking the immune system progression in lung transplantation is crucial for
management of the treatment, and it’s effect on survival and success of
transplantation. In this study, we aimed to evaluate humoral immune system response
by measuring KREC gene segment copy numbers in B cells by RT-PCR (Real Time
Polymerase Chain Reaction).We compared them with some clinical patient findings at
three time points before and after transplantation. Cytokines that are known to
function in immune system mechanisms and affect the transplantation success is
measured by flow cytometry with bead based array. Cytokine levels between and
control groups; and with KREC levels were compared. Although no significant
alteration is observed in KREC levels between pre- and post-operation (p=0,594;
p=0,657), median values indicate that the highest increase rate in KREC levels
(72642- 126849; 85-170) are observedon 7th day of transplantation. Positive
correlation between KREC and CD40L was shown in patient group on 24 hours post-
operation (p=0,030). Even though this study was performed with a limited number of
patients, it reveals that B lymphocyte numbers are found elevated after lung
transplantation; and it is possible to detect a prognostic algorithm by tracking B cell

kinetics after post-transplantation period for long term follow up.

Key words: kappa deleting recombination excision circle, B lymphocytes, lung
transplantation, cytokine
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger transplanti, kronik akciger hastaligi olan ve hastaligin en son
asamasina gelmis hastalar i¢in bir tedavi yontemidir. Farkli akciger hastalig1 tiplerine

sahip hastalarda akciger transplantasyonu sag kalim oranini etkilemektir (39).

Transplant bagarisinda en 6nemli engel, alici immiin sisteminin organi red
etmesidir(1). Transplantt yapilan akciger, solunum yolu ile ¢evresel antijenlere
maruz kalarak dogal immiiniteyi aktiflestirmektetir. Alveolar makrofajlar, Toll
benzeri reseptorler, solunum yollar1 enfeksiyonlar1 dogal immuniteyi tetikleyen
etkenlerdir (53). Sadece T hiicreler degil, hiimoral immiinitede B hiicreler tarafindan
iiretilen antikorlar da transplant yapilan organin reddine neden olmaktadir. Ozellikle
vericinin 16kosit hiicrelerinin nakil yolu ile alictya transfer olmasi bunda énemli bir

etkendir (53).

Kemik iliginde iiretim ve gelisim gosteren B lenfositler olgun hiicre
asamasina gelinceye kadar karakteristik 6zelliklerini farkli anatomik bolge ve farkl
gen diizeyindeki diizenlemelerle kazanmaktadirlar (1). Solunum yolu immiin sistem
savunmasinda yer alan B lenfosit hiicreleri, hava yolu parankim ve mukozal yiizey
icin immunglobulin (Ig) iretirler. Antikor adida verilen Ig’ler hiicre dist
mikroorganizma ve toksinleri yok ederler. Edinsel (kazanilmis) immiin yanitta rol
alan B lenfositlerden salgilanan antikorlar, membran reseptorleri olarak hiicre
ylzeyine taginirlar veya hiicreden salgilanirlar. Antikorlar mikrobiyal antijenve
toksinleri membrana bagli reseptorler ile taniyarak immiin yanitin baslamasina neden

olurlar (56).

Bir antikor molekiilii iki agir, iki hafif zincirden olugmaktadir. Hafif zincirde
bir V(variable) ve bir C (constant) bolgesi bulunurken, agir zincirde bir V, ii¢ ya da
dort C bolgesi bulunmaktadir. Agir zincirin V bolgesinin olusturulmasinda hafif
zincirden farkli olarak i¢ DNA segmenti yer alir. Variable High (VH), Diversity
High (DH), Joining High (JH) DNA segmentlerinden olusarak siirekli degisiklik
degistiren V bolgesi, yiiksek degisken bolge olarak isimlendirilmektedir. B
lenfositlerin gelismesi siirecinde V,D ve J genleri, rekombinasyon sinyal sekans
(RSS)’larin  bulundugu bolgelerde yer degistirerek DNA zincirinde yeniden
diizenlemeye gitmektedir. Antikorun sabit olan C bdlgesi ise 5 farkli Ig sinifi

(IgM,IgG,IgE,IgD,IgA) i¢in 5 farkli gen seti (W,y, €,0, o) farafindan kodlanirlar (5).
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Ig’lerin hafif zinciri D gen segmenti icermez. Kappa (k) ve lamda (A) olmak {izere iki
cesit olan hafif zincirlerin her biri B hiicre klonunun yasam siirecinde sabit kalir. Ig
agir zincir gen rekombinasyonlar1 tamamlandiktan sonra Ig kappa hafif zincirde Vk
ile Jk segmentleri arasinda rekombinasyon meydana gelir (17). B lenfositler bu iki
zincir tipinden ancak birini eksprese (ifade) ederler ve insan B lenfositlerin yaklasik
%60’mnda « =zinciri bulunurken %40’inda A zinciri bulunmaktadir (26). Bu
rekombinasyon sonucunda silinmeye ugrayan Kappa deleting elementi (Kde), Ig Cx
geninin 3" bolgesinde yer almaktadir. Kappa Deleting Rekombination Excision
Circle (KREC) olarak bilinen bu yapi, B lenfosit reseptorlerinin gen yeniden
diizenlenmeleri sonucunda DNA’dan ayrilan dairesel, ekstra kromozamal bir yap1
gostermektedir. B lenfositlerin V(D)J gen yeniden diizenlenmeleri sonucunda Vi —Jk
kodlama kavsagi (coding joint) olusur. Rekombinasyon sinyal sekans (RSS) intron
bolgesi ile Kde elementi arasindaki ardisik yeniden diizenlemeler 1Gkx lokusunda
baskabirlesmeleri engeller ve bir genom pargasi olarak kalir. Dairesel ¢ift iplik¢ikli
DNA vyapisinda olan KREC ise sinyal parcasini (signal joint) olusturur (27,28). Her
bir immiinoglobulin lokusu i¢in diploid genomda iki allel bulunmaktadir. Hiicrenin
farkli antijen 6zgiilliigiinde iki veya daha fazla reseptor eksprese etmemesi i¢in bu
her iki allelin {iretken katiliminin 6nlenmesi gerekmektedir. Yeniden diizenlenmeler
sonucunda iiretken bir birlesim gerceklesmesi, genellikle hiicrede mevcut fazi
durdurarak sonraki asamaya ilerlemeyi saglayacak sinyalleri meydana getirir. B
hiicrenin gelisimini tamamlamasinda bu {i¢ zincirde gergeklesen gen yeniden

diizenlenmesinin basarili olmas1 gerekmektedir (21).

B lenfositlerin ¢ok farkli c¢esitlilikte antijenlere karst 0Ozgiil yanit
olusturmalartyla agiga ¢ikan KREC gen segmenti, immiin yetmezligi olan hastalarda
erken immiin yanitin gostergesi olarak degerlendirilmektedir (30). Ozellikle kok
hiicre nakillerinden sonra hiimoral immiinitenin etkinligi B lenfositlerin gelisimi ile
takip edilmektedir. Bu hastalarda yeni iiretilen B lenfositlerin daha 6nceden mevcut
B lenfositlerden ayirt edilmesinde, KREC segmentinin molekiiler yontemlerle
calisilmas etkili olmaktadir. KREC segmenti, farklilasmis B hiicre atalarinin Ig hafif
zincir kombinasyonlarmin  %50’sini  olusturmakta ve sonraki B  hiicre

proliferasyonunda kendilerini eslememektedirler (30).

Biz ¢alismamizda, B lenfosit gelisiminde a¢iga ¢ikan ve B hiicre kinetiginin

gostergesi olarak kabul edilen KREC segmentinin, akciger transplanti yapilan
2



hastalarda Olgiilmesini amacladik. Calismamizda, akciger transplantinda erken
immiin sistemin nasil igledigini gostermek ve B lenfosit kinetigindeki degisiklikler
ile transplant hastalarinda organ reddinin iliskilendirilmesi amaglanmigtir. Transplant
oncesi ve sonrasinda kemik iliginden B lenfosit ¢ikisint KREC 6l¢iimii iizerinden,
molekiiler yontemlerle analiz etmeyi planladik. Hastalarin transplant Oncesi,
transplant sonras1 24. saat ve 7. giiniinde aliman kan Ornekleri uygun kosullarda
saklandi. Ayrica bu hastalarin ayn1 zaman dilimlerine ait Orneklerinden sitokin
Ol¢iimleri de analiz edilerek inflamasyon gostergesi olan sitokinlerin immiin sistem
isleyisi lizerine katkisinin da incelenmesi amaglandi. Hastalarin sitokin diizeylerinin
saglikli kisilerle karsilastirilmasi dogrultusunda hastalarla ayn1 yas ve cinsiyette
olmalar1 dikkate alinarak saglikli, goniillii kontrol grubundan kan 6rnekleri alinma
islemine gidildi. Farkli sitokin molekiillerinin hem hasta immiin sistem iizerinde

etkisi, hem de KREC seviyesi ile iliskisi olup olmayacagi gosterilmeye calisildi.

Baz1 Avrupa iilkelerinde yenidogan tarama testleri arasinda yer verilmeye
baslanan KREC seviyesinin, lenfopeniyi tespitte giivenilir bulunmasi ve hastaliklarin
karakterize edilmesinde kullanilmast (36,37), ayrica pek c¢ok immiin sistem
hastaliginin molekiiler analizlerinde ve tedavisinin belirlenmesi i¢in yapilan bilimsel
caligmalarda yer almasi, KREC seviyesinin 6l¢iimiiniin immiin cevap gostergesi
olarak kabuliinii giiclendirmektedir. Biz ¢alismamizda immiin cevap Olgiimiiniin
onemli oldugu organ transplantasyonu, Ozellikle akciger transplantasyonu
olgularinda immiin sistemin takibini kolaylastirici olacagimi diisiinerek, KREC
konusuna odaklandik. B lenfosit kinetiginin molekiiler yontemlerle KREC seviyesi
tizerinden gosterilmesinin, organ transplantasyonunda karsilagilan doku reddi
calismalarina olas1 katkisinin olacagi ve akciger transplantasyonu olgularinda daha
onceden bu konu ile ilgili caligmalara rastlanilmamis olmasi, ¢alismamizin degerini

arttiracagi goriisiinii gliclendirmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. immiin Sistem Nedir
2.1.1.immiinite ve immiin Sistem

Immiinite hastaliklara karsi gosterilen diren¢ anlamindadir. Enfeksiyon
hastaliklarina kars1 direng gosteren hiicre, doku ve molekiillerin tiimii immiin sistemi
olusturmaktadir. Immiin sistemdeki hiicre ve molekiillerin, enfeksiyonlara yol agan

mikroorganizmalara kars1 verdikleri tepkiye ise immiin cevap denilmektedir (1).
2.1.2. Dogal ve Edinsel immunite

Immiin sistemin mikroplara kars1 gosterdikleri ilk savunma dogal immiin

cevap, daha ge¢ gosterdikleri ise edinsel immiin cevaptir.

Dogal (dogustan) immiinite mikroplara kars1 ilk savunma hattin1 saglamakta,
mikroplara ve hasar gérmiis hiicrelerin {irtinlerine karsi hiicresel ve biyokimyasal
bazi mekanizmalardan olugsmaktadir. Dogal immiinitenin temel elemanlan fiziksel ve
kimyasal bariyerler, fagositoz yapan hiicreler, kompleman sistem gibi kan proteinleri

ve hiicreler arasi iletisimde etkin olan sitokinlerdir (1).

Edinsel ya da kazanilmis immiinite ise enfeksiyon ajanlarina maruz kalarak
aktiflesen ve belirli mikroplara kars1 ard arda maruz kalindiginda savunma
saglayabilme Ozelligi gosteren immiin sistemdir. Edinsel immiinitenin en temel
ozelligi, farkli molekiillere karst ©zgiil cevap vermesi ve aymi mikrop ile
karsilastiginda immiin cevabin hafiza hiicreleri ile daha gii¢lii olmasin1 saglamasidir.
Edinsel immiinitenin ¢ok genis yelpazede mikrobial yapt ve mikrobik olmayan
yapilar1 fark ederek ona goére yanit olusturmasi, bu sistemin &zgiil bir yapida
oldugunu gostermektedir. Lenfosit hiicreleri ve bu hiicrelerin iirlinleri (antikor gibi)
edinsel immiiniteyi olusturmaktadir. Lenfositler = mikroorganizmalarin {irettigi
maddeleri ve enfeksiyona yol agmayan molekiilleri taniyan reseptorler tasirlar.
Edinsel immiin yanit ancak, mikroorganizmalarin veya onlarin antijenlerinin dogal
immiin savunma sistemlerini asip, lenfositler tarafindan tanindiktan ve lenfoid
organlara tasindiklar1 zaman aktif hale gecer (1). Sekil 2.1°de dogal ve edinsel
immiinite hiicreleri ve enfeksiyon sonrasinda etki gosterdikleri siire sematize

edilmigtir (1).
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Sekil 2.1. Dogal ve edinsel immiinite hiicreleri ve etkin olduklar siire (1). (Cellular

and Molecular Immunology, 7.baskidindan alintilanmuistir).

Immiin cevapta ilk savunma hattin1 olusturan dogal immiinite, hastalik etkeni bir
mikroorganizma ile karsilastiginda, fagositoz yapan hiicrelerin etkinligi saatler
igerisinde goriiliir. Ik 12 saatte konak savunmasinda yer alan dogal immiinite yerini
edinsel immiiniteye birakarak immiin cevabin devami saglanir. Lenfosit hiicrelerinin

yer aldig1 bu saftha giinler siiren bir etkinlik gostermektedir (1).

2.1.2.1.Edinsel immunite Cesitleri

Edinsel immiinite, farkli tipte mikroplara  ve farkli immiin sistem
Ogelerinekars1t savunma saglamalarina gore hiimoral ve hiicresel immunite olmak

tizere ikiye ayrilmaktadir.

Hiimoral immiinitede B lenfositler, salgiladiklari antikorlar
(immiinoglobulinler) ile hiicre dis1 mikrop ve toksinleri yok ederler. Antikorlar farkl
efektdr mekanizmalarini aktive edebilirler. Ornegin, farkli tip antikorlar konak
hiicreler tarafindan mikroplarin yenilmesini (fagozitoz yapilarak) saglar, hiicrelerden
enflamatuar mediatorlerin salinimini baslatir, mukozal organlardan liimene dogru
taginarak mikroplarinilgili dokulara yerlesmesini engeller ve plasentayr yenidogan

enfeksiyonlarina kars1 korurlar (1).




Hiicresel immiinite ise, hiicre i¢i savunmada etkindir ve burada T lenfositler
yer almaktadir. T lenfositler fagositik vezikiiller tarafindan yutulan mikroplar1 yok
etmesi i¢in fagositik hiicreleri aktive eder, baz1 T lenfositler de enfeksiyona neden

olan hiicreleri sitoplazmalarinda tasiyan tiim konak hiicrelerini 6ldiriirler (1).

2.1.2.2.Edinsel Immiinitenin Ozellikleri

Ozgiilliik; immiin sistemin ¢ok fazla sayidaki farkli antijenleri veya antijen
pargasini birbirinden ayirt etme yetenegi vardir. Maruz kalinan bir antijen ile daha
sonra karsilagtiklarinda artan bir immiin cevap gostermeleri ve ilk antijene benzer
ozellik gosterse dahi bagka antijenlere benzer bir cevabin verilmeyisi, immiin

sistemin 6zgiil oldugunu gostermektedir (1)

Hafiza; immiin sistem, aym antijenle ikinci defa karsilastiginda ilk immiin
cevaba gore daha siddetli bir savunma mekanizmasi ile cevap vermektedir. Ikincil
olarak da bilinen bu immiin cevap daha hizli, daha siddetli ve antijeni ortadan
kaldirma 6zelligini gosterir. Antijenle ilk karsilasmada olusan uzun Omiirlii hafiza
(bellek) lenfositler, hiicrelerin ayni antijenle ikinci kez kargilasmasiyla efektor hiicre

konumuna gegerler (1).

Klonal secilim; Bir antijene 6zgii lenfosit hiicresi, antijenle karsilastiktan

sonra proliferasyona ugrar. Boylece daha dnceden var olan bu 6zgiil lenfosit klonu
sayisinda artig goriiliir ve bu hiicrelerde o antijene 6zgii ve o klona ait reseptorler
aciga cikar. Edinsel immiinitede, antijene 6zgii hiicrelerin artisi, enfekte patojenlere

kars1 ¢cok hizli cevap vermeyi saglamaktadir (1).

Uzmanlasma; immiin sistem farkli mikroorganizmalara, farkli ve &zel
yanitlar vererek antimikrobiyal savunma mekanizmalarmi en yiiksekte tutar.
Boylelikle hiimoral ve hiicresel immiinite farkli tip mikroplara veya enfeksiyonun

farkli evrelerindeki ayni tip mikroplara kars1 ortaya cikarak konagi korumus olurlar
(D).

Sinirlama_ve hemostaz; Tiim normal immiin sistem yaniti antijenle

uyarimdan sonra azalir ve immiin sistem dinlenme durumuna geger. Boylece immiin

sistem baska bir enfeksiyona kars1 yanit verme durumuna gelebilir (1).

Kendinden olana _tepki vermeme; Immiin sistemin en o6nemli

ozelliklerinden biri olan 6ze tolerans gosterme, immiin sistemin yabanci antijenleri



taniyarak immiin cevap verirken, konaga ait olan antijenik yapilara kargi immiin

cevap olusturmamasidir (1).
2.1.3. Edinsel Immiinitede Antijen Tanima

Edinsel immiinitede rol oynayan lenfositler, sahip olduklar1 antijen
reseptorleri ile antijenleri tanirlar. Yapt ve sinyal mekanizmalari bakimindan

benzerlik gostermelerine ragmen T ve B lenfositler farkli yapida antijenleri tanirlar.

Lenfositlerin sahip olduklar1 reseptorler, antijen tanimada goérev yapan
domainlerden (bogum) olusmaktadirlar. Bu domainler degisken (variable- V) ve
korunmus (constant- C) bdlge olmak {lizere iki farkli kisimda belirtilmiglerdir.
Variable bolgelerde, degisikliklerin daha fazla oldugu bolgeler ¢ok degisken
(hypervariable) veya antijeni baglayan reseptoriin parcalarini olusturduklari igin
tamamlayicilig1 belirleyen bolgeler seklinde kisa dizinler bulunur. Antijen reseptor
zincirlerinin antijeni tanimasi sonrasinda, aktivasyon sinyallerini hiicre igine
gonderme ile gorevli degismez (invariant) membran proteinleri ile temasa gegcilir.
Hiicrenin sitozol ve niikleosuna iletilen bu sinyaller lenfosit hiicresinin béliinmesine,
baskalagsmasi ve 6liimiine yol agar. Boylece lenfosit reseptorleri 6zgiil antijen tanima
ve sinyal iletimi islevlerini farkli polipeptidlerle gerceklestirmektedirler. Antijen
molekiilleri lenfosit reseptorlerine baglandiginda reseptér kompleksinin iligkili sinyal
proteinleri bir araya toplanir ve sinyal proteinlerin hiicre sitoplazma bdlgelerine
iliskin enzimlerle, diger proteinlerin fosforilizasyonu katalizlenir. Fosforilizasyon
durumu bir takim sinyal mekanizmalarin tetiklenmesi ve buna bagli olarak bir¢ok
genin transkripsiyonal aktivasyonuna yol agar. Bunun sonucunda da lenfosit

yanitlarina aracilik eden ¢ok sayida proteinin iiretilmesi gerceklesmis olur (2).
2.2. Hiimoral Immiinite

Edinsel immiinitenin bir c¢esidi olan hiimoral immiinite, B lenfositler
tarafindan {retilen antikorlar ile hiicre dis1 mikrop ve mikrobiyal toksinleri yok
etmektedir. Antikor cevabi tetikleyen iki tip mikrobiyal antijen vardir. Birincisi, B
lenfositleri kendi reseptdrleri iizerinden aktive eden mikrobiyal orjinli antijenlerdir.
Bu antijenler polisakkarid, lipid ve protein olmayan yapidadirlar. T lenfosit yardimi
olmadan antijenlerin B lenfositlerdeki kalip tanima reseptorleri araciligi ile taninmasi
s6z konusudur ki buna T hiicre bagimsiz antikor olusumu denilmektedir. Ikincisi ise,

protein yapisinda olan antijenlerdir ve bunlarin B lenfositler tarafindan taninmasi ve
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yanit olusturmast i¢in yardimct T lenfositlere gerek vardir. Bu da hiimoral

immiinitenin T bagimli antikor olugum seklidir (1).
2.2.1. Hiimoral Immiinitenin Genel Ozellikleri

Hiimoral immiin cevap, antijenlerin 6zgiil B lenfositler tarafindan taninmasi
ile baglar. Antijen, membranda bulunan IgM ve IgD’lere baglanir ve hiicrelerin
aktivasyonu baslar. Boylece aktif olan “naive” B lenfositler, antijene 6zgii hiicrelere
dogru cogalmaya ve farklilasarak hafiza B lenfosit ve plazma hiicrelerine doniisiirler.
Bir B hiicresinden bir hafta i¢cinde 5000 antikor salgilayan hiicre ¢ogalir. Bu durum
mikroplara kars1 hizlica boliinmeyi gerektirmektedir. Bazi aktive olmus B lenfositler
IgM ve D disinda farkli antikorlar iiretirler. Bu isleme agir zincir izotip doniistimii
denir. Ayrica hiimoral immiin cevap, antijenle tekrarlayan karsilagmalarinda afinitesi
yiiksek antikor iretimi ile gelismektedir. Agir zincir izotip doniisimii ve afinite
olgunlagsmasi, protein yapidaki antijenlere karsi T lenfosit bagimli hiimoral immiin
yanit seklinde goriilmektedir.Baz1 aktive olmus B lenfositlerden doniisen plasma
hiicreleri ve bellek hiicreleri aylar hatta yillar boyunca antikor iiretebilecek sekilde
uzun Omiirli olabilirler. Bu hiicreler, herhangi bir zamanda enfekte edici bir mikrop

ile karsilastiklarinda aninda koruma saglarlar (1).

B lenfositler farkli antijenlere, farkli alttip hiicreleri ile cevap olustururlar.
Ornegin, periferal lenfoid organlarda folikiiler B hiicreler T lenfositlerle isbirligi
yaparak immiin cevap olustururken, dalak veya diger lenfoid organlarin marginal
bolge B hiicreleri kanla bulasan polisakkarit yapidaki antijenleri fark ederek immiin
cevap olustururlar (1). Farklh tip antikor olusumunun sematize hali Sekil 2.2°de

verilmigtir.



/ A T bagmh izotip
igD Protein antigen dénisimii, yiiksek
+ helper T cell afiniteli antikorlar,
@ uzun omiirlii
. plazma hiicreler
Follicular A */9M - )
B cells ALKy . .
Dalak, VA lgG IgA IgE
diger Germinal center ‘V’
lenfoid reaction .
dokular IgM lgM T bagimsiz
Polysaccharides, lipids, etc. agirhikh IgM,
> kisa 6miirlii
Wittt SN plazma
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peritona,l Polysaccharides, lipids, efc. ag"h!-(h IgM
bosluk SEBEBEEY > kisa omiirlii
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Sekil 2.2. Farkli B lenfosit tipleri ile farkli antikor tanima (1).(Cellular and

Molecular Immunology, 7.baskisindan alintilanmustir).
2.3. B Lenfositler

Lenfositlerin kesfi, bu hiicrelerin kdkenleri ve fonksiyonlar1 iizerine
odaklanmay1 ve anlamayir amacglayan g¢alismalara neden olmustur. 1960 ve 70’li
yillarda yapilan ¢aligmalar, B ve T lenfositlerin antikor iiretiminde ve hiicre aracili
immiin cevaptan sorumlu olan hiicreler olduklarmi gostermistir. Ozellikle bu
donemlerde yapilmis hayvansal deneyler B lenfositlerin kesfini ve hiicre 6zelliklerini

aciga cikarmustir (3).
2.3.1. B Lenfosit Gelisimi

Hiimoral immiinitede hiicre dis1 mikroplara karsi antikor iiretimi yaparak
immiin cevabin olugmasii saglayan B lenfosit hiicreleri kemik iliginde {iretilir.
Gelisimi yetiskinlerde yine kemik iliginde olurken, fetiisde ise karacigerde
gerceklesmektedir. Lenfoid progenitor hiicreler, dogrudan kan hiicrelerini olusturan
pluripotent hematopoietik kok hiicrelerden (HSC) kaynaklanmaktadir (4). Dogumdan
sonra, kemik iliginde iiretimi devam eden kok hiicrelerin degisimini ve gelisimini
bulunduklar1 ¢evrede yer alan pek cok kimyasal molekiil saglamaktadir (5). B
lenfositlerin gelistigi kemik iligi ile T lenfositlerin gelistigi timus, merkezi lenfoid
organlar olarak bilinir. Pek ¢ok lenfosit, merkezi lenfoid organlarda oliirken, digerleri
olgunlasarak kan yolu ile periferal lenfoid organlar denilen lenf nodlari, dalak,

gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve deriye tasinirlar (4). Kemik iliginde
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giinde 10-20x10° kadar yeni B hiicre iiretilir ve bu saymm ancak 1/10’u olgun B
hiicre olarak perifere gecer. Bunlarin da ancak yarist fonksiyonel B hiicreye
doniigebilmektedir (6). Ancak dalaga gelen, heniiz olgunlasmamis B lenfositlerin 6z
antijenlere reaktif olanlar1 elemine edilirler. Sekil 2.3’de B hiicre iiretimi sematize
edilmistir. Ozellikle sistemik lupuz eritromatozis ve romatoid artrit hastalarinda bu
otoreaktif B hiicreler periferde bulunurlar (7). Lenfositler bu periferal lenfoid
organlarda, yabanci antijenler ile karsilasarak aktif hale gelirler (4). Antijen
tarafindan uyarilan B lenfositler morfolojik olarak farkedilebilir degisiklik
gosterirler. Elektron mikroskop goriintiisii eritrositlere gore daha biiyiik ve
sitoplazmalar1 az olan, kiiciik goriilen B lenfositler (Sekil 2.4.a) antijen ile aktive
olduktan sonra ¢ogalarak olgun efektor hiicre olan plazma hiicrelerine doniistirler (4).
Antikor lreten olgun plazma hiicrelerinde genis Olglide graniilli endoplazmik
retikulum yer almaktadir (4). Sekil 2.4.b’de plazma hiicresi elektron mikroskop

goriintilisli yer almaktadir.

hematopoeitik
doku timus .
periferal
o~ lenfoid
:‘ \. f/,. \ organlar
)
lenfoid - .
progenitor 4\\ f—\-; ~@ \ —_—
hiicre | . i 3 F
I | aY | T cell\ T hiicre
\ | ] f \ h
\_ J \ Y / \ araci
- thymocyte & ! immun
| / \ cevap
hematopoietik __,‘-. I|
kok hiicreler << ‘ antigen
@ | @\
I'. A .I Hiimoral cevap
lenfoid ‘ ! B cell ,.f';
progenitor e
hiicre W. —-/
geligsmekte olan | l
- -/
B hiicre 7~
Moo i

Sekil 2.3. B hiicre iiretimi (4). (Molecular Biology of the Cell, 5.baskisindan

alintilanmigtir)
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2.4.a. Aktive olmamis B hiicresi Sekil 2.4.b. Plazma hiicresi elektron

elektron mikroskop goriintiisii (4) mikroskop goriintiisii (4)

Hiimoral immiin cevabin temel unsuru olan B lenfositler antijenleri taniyarak,
yardimc1 T hiicre ve diger uyaranlarin da etkisiyle klonal ¢ogalma, genisleme ve
antikor salgilayan etkin hiicrelere doniigiirler. Etkin hale gelen B hiicrelerin bazilari
plazma hiicrelerine  doniisiitken bazilarinda hafiza hiicrelere = doniisiim

gerceklesmektedir (2). Sekil 2.5’de hiimoral immiinitenin gelisimi sematize

edilmistir.
Antijeni " Blenfosit . i
; i Islevsel hucreler;
tanima etkinlesmesi tor salgdayan
plazma hiicreleri laM
Yardimeir T hucreferl
diger uyaranlar . Antikor
Naif IgM*, Klonal 2! :‘ E salimmi
IgD* alma ; eyinde
B hiicre = IgG serguleyen IgG
= hiicr J{' "
?_f lzotip
- =1 "W donisiimi
&
Etklnlesen B s

Mikrop hicreleri

Afinite
— Oﬁ plguniasmasi
Yiiksek afiniteli ¥
Ig eksprese m
eden B hiicre M Yiks

afiniteli IgG
Bellek
B hilcre

Sekil 2.5. Hiimoral immiinitenin evreleri (2).

11



Antijenle karsilagarak aktive olan B hiicreler, antikor salgilayan plazma hiicrelerini
olustururlar. Uzun Omiirli plazma hiicreleri hipermutasyon, izotip doniisiimiine
ugrayan hiicreler olup, lenf nodunun medulla kord kisminda, dalakta red pulp
bolgesinde, kemik iliginde Ig G salgilayan plazma hiicreleri olarak ve mukosal
lamina bolgede Ig A salgilayan plazma hiicreleri olarak bulunmaktadirlar (8). Plazma
hiicreleri disinda meydana gelen hafiza B hiicreler ise daha ¢ok dalakta marginal zon
bolgede, lenf nodlarin sub-kapsular siniis bolgesinde, barsak epitel altindaki Peyer

plaklarinda, tonsillerde ve ¢ok az da kanda bulunurlar (8).
2.3.1.1. Progenitor Hiicre Proliferasyonu ve B Hiicre Hatti

B Lenfosit hiicrelerin koken aldiklar1 progenitor kok hiicre hatti dogumdan
once karacigerde, dogumdan sonra kemik iliginde bulunmaktadir (1). Kemik iliginde
bulunan non-lenfoid stromal hiicreler, B hiicre gelisiminde oldukea etkilidir. Stromal
hiicrelerden salinan biiyiime faktorleri B hiicrelerin farklilasma ve proliferasyonunu
saglar. Lenfoid progenitér hiicre ve erken pro-B hiicreler kemik iligi stromal
hiicrelerdeki adezyon molekiillerine baglanir. Bu adeziv etkilesimler pro-B hiicre
yilizeyindeki reseptor tyrosine kinase (Kit)’in stromal hiicrelerdeki kok hiicre faktor
(SCF)’e baglanmasim1 kuvvetlendirir ve bdylece B hiicre progenitér hiicrelerin
proliferasyonu indiiklenmis olur. Stromal hiicrelerden salinan integrin proteinlerden
vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 (VCAM-1), lenfosit hiicredeki integrin grubu
protein olan very late antigen (VLA) ile etkilesim gostermesi de hiicre
proliferasyonunda olduk¢a Onemlidir. Ayrica stromal hiicrelerden salgilanan
inrerlokin-7 (IL-7), B hiicre ylizeyindeki reseptore baglanarak hiicrenin progenitor
(pro-B) safhasindan prekiirsor (pre-B) sathasina geg¢isini saglayan olduk¢a 6nemli bir
sitokindir (9). B hiicreleri iki hatta (lineage) ayrilirlar (1). Sekil 2.6’da B lenfosit alt
tiplerinin gelisimi yer almaktadir (1). Fetal kaynakli kok hiicreler B-1 tip B
lenfositlere yol agarken, kemik iligi kokenli hematopoietik kok hiicreler dolasimdaki
B lenfositleri meydana getirirler (4,10). Fetal karaciger kaynakli kok hiicrelerden
olusan ve farelerde total B hiicre havuzunun yaklagik %5’ini olusturan B1 tip
hiicreler epitel, akciger ve sindirim sistemi ile ilgili lenfoid dokularda bulunur ve
hayatin erken donemlerinde bu fetal kaynakli hiicreler kaybolurlar (1,8). Kemik iligi
kokenli hematopietik kok hiicrelerden ise B-2 hiicreler olusur. Bu hiicreler lenf
nodlart ve dalakta B folikiil hiicrelere organize olurlar (1,7). Deneysel calismalar

hamileligin 8. giiniinde az sayida B hiicre progenitorlerinin yolk sak’da bulundugunu
12



ancak, Ig {iretimin fetal karacigerde gebeligin 11. giinlinde basladigt ve pre-B

hiicrelerin 13. giinde tespit edildigini géstermektedir (8).

-P' 0-0-0-0 — ¢

Fetal liver ™., Pre-B Immature B B-1B cell

IgM

IgM
_ Spleen ; gD
.= ' j Follicular

> \ IgM
‘ Pre-B Immature B Téz.';sg?;l?l
Bone marrow .
CD21/
CR2 " Marginal zone

B-2 B cell

Sekil. 2.6. B lenfosit alt tiplerinin gelisimi (1).

Dalakta B hiicreler, geg¢is asamasindan marginal bdlge B hiicresi veya folikiiler B
hiicresini olusturacak sekilde gelisirler. B hiicrelerin 6z antijenlere karst olan
afiniteleri, B-2 hiicrelerin marginal bdlge veya folikiiler B hiicresine farklilagip
farklilagmayacagina katki yapar. Folikiiler B hiicre alt tip grubunda yer alan olgun
hiicreler IgD ve hatta IgM iiretirler. Bir dizi antijen reseptdr zincirlerinin
ekspresyonlarinin  olmasiyla bu sathadaki hiicrelere olgun B hiicreler de
denilmektedir. Ayrica folikiiler B hiicreler bir lenfoid organdan digerine gog ettikleri
icin daha ¢ok dolasimdaki B hiicreler olarak da bilinirler. B-1 alt tip olarak belirtilen
B hiicreleri ise en iyi kemirgen hayvanlarda tanimlanmislardir. B hiicrelerin erken
evrelerinde gelisen bu hiicreler siirli gen repartuarina sahiptirler ve marginal bolge
hiicreleri gibi IgM antikoru salgilarlar. Bu hiicreler farelerde hiicre yiizeylerinden
CDS5 belirteci bulundurmalariyla ayirt edilirken, insanda B-1 benzeri hiicreler
tamimlanirken, hiicre yiizeyinde CDS5 belirteci bulunmamaktadir. Insanlarda CDS3,
gecis B hiicrelerinde ve bazi aktive B hiicre populasyonunda bulunur (Sekil 2.6) (1).
B1 tip hiicreler de kendi aralarinda ikiye ayrilmakta; Bl-a olarak adlandirilmis B
lenfositler bakteriyel enfeksiyonlara karsi iirettikleri antikorlar ile dogal immiiniteyi
saglarken, B1-b olarak gruplandirilan hiicre tipi ise polisakkarit yapidaki molekiillere
ve T lenfosit bagimsiz uzun donemli edinsel imiiunitenin temelini olusturan

fonksiyon gdostermektedir (3,11). B hiicrelerin en erken asamasindaki pro-B
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lenfositler Ig iiretemezler, ancak hiicre ylizeylerinde eksprese ettikleri molekiillere
(CD19, CD10) gore diger olgunlasmamis hiicrelerden ayrilabilirler. Rekombinasyon
aktivasyon geni (RAG) denilen ve gen yeniden diizenleme mekanizmasinda oldukca

onemli olan genlerin eksprese edildigi hiicreler de pro-B lenfositlerdir (1).

Kok hiicre asamasindan olgun B hiicre asamasina gelinceye kadar hiicre
gelisiminde bazi karakteristik ozellikler farkli anatomik bolgelerde, farkli gen
diizeyindeki diizenlemelerle kazanilmakta ve farkli hiicre yiizey belirtegleri eksprese

ettikleri de bilinmektedir (1). Sekil 2.7°’de B hiicre olgunlagmasi evreleri yer

almaktadir.
Olgunlasma kok hiicre ro-B Pre-B olgunlasmamis olgunlasmis
Safhalari B hiicre B hiicre

Cogalma ] l I l
RAG ekspresyonu [ ] i [ l
TdT ekspresyonu I

Ig DNA, RNA germline germline H zincir geni H zincir geni VDJ- C RNA alternatif
DNA DNA (VDJ); p mRNA (VDJ);.x veya A spling ile Cpu ve C; RNA
genler (VI}; , x,
veya A mRNA
Ig ekpresyonu yok yok sitoplasmik p ve hiicre zan IgM hiicre zan Ig M ve
w iliskili pre-B reseptir { p+K veya A hafif IgD
zincir)
Yiizey belirtegler cD43* CcD43* B22Q' lgM'e lgMhi
CD19* CD43* CD43"
CD10*
A _ o Peder
Antijene yanit yok negatif secilim, gogalma,
reseptor diizenleme farklilasma

Sekil 2.7. B hiicre olgunlasma sathalar1 (1) (Cellular and Molecular Immunology,

7.baskisindan alintilanmigtir)

Kan ve lenf yolu ile viicudu dolasan B lenfositler sistemli olarak ikincil lenfoid
organlar olan dalak, lenf nodlari, bademcikler, Peyer plaklar1 ve mukozal dokular
gibi bolgeleri dolasirlar. Bu sekilde germinal merkezden diger dokulara ve oradan
tekrar dolagima gecen B lenfositlerin isleyisinde ¢esitli adezyon molekiilleri ve
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reseptorler yer almaktadir. Kemik iliginden ayrilarak dalaga gecen B lenfositler
burada marginal zon ve folikiiler B hiicre bolmelerinde yerlesirler (5). B hiicrelerin

gelisim ve farklilagma gosterdikleri organlarin neler oldugu Sekil 2.8°de yer

almaktadir.
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Sekil 2.8. B lenfositlerin gelisme ve farklilasma gosterdikleri yerler (5).

B lenfositler pro-B asamasindayken hiicrede Du segmentinden, Ju segmentine
dogru bir rekombinasyon gerceklesir. Boylece DJu segmenti meydan gelir. Bunu Vu
segmentinin DJu segmenti ile rekombinasyonu takip eder ve bdylece pro-B hiicreden
pre-B hiicreye doniisiim gerceklesir. Bu asamada agir zincir lokusundaki genler p
(mii) agir zincir proteinin olusumunu saglarlar. Olusan bu proteinlerin ¢ogu
sitoplazmada kalir. Ayrica hafif zincir onciilleri olan VpreB ve A5 zincirleri ile B
hiicre reseptor yapida yer alan transmembran proteinler Ig-a ile Ig-p yapilari, pre-B
hiicrede yer alan molekiillerdir (1). Olusan bu VDJu segmentini tasiyan hiicre islev
kazanirsa olgun B lenfosit hiicresine doniisiir ve yiizeyinde IgM salgilar. Bu hiicreler
germinal merkeze girer ve burada Vi mutasyonu ile izotip doniisiimii gerceklesirse
hafiza B lenfosit veya plazma hiicreleri olusur (Sekil 2.7) (5). Bu molekiiler safthada
gerceklesen gen rekombinasyonlart Ig molekiiliiniin sahip oldugu agir zincir
bolgesinde gerceklesmektedir (5). Agir ve hafif zincir gen yeniden diizenlenme

detaylari ilerleyen boliimlerde verilmistir.
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2.3.2. Antikorlar ve Yapilan

Edinsel immiin cevapta rol alan B lenfositlerden salgilanan antikorlar ya
membran reseptorleri olarak hiicre yiizeyinde tasinirlar ya da salgilanirlar.
Immiinoglobulinler (Ig) olarak da adlandirilan antikorlar, mikrobiyal antijen ve
toksinleri membrana bagli B lenfosit antijen reseptorleri gibi degisken bolgeleriyle
tanirlar. Bu sekilde membrana bagli antikorlar ile antijen taninmasi1 immiin cevabin
baslamasina yol acar ve salgilanan antikorlar da bu yanitin etkin fazinda antijenleri

yok ederler (2).

Bir antikor (immiinoglobulin) molekiilii, iki es agir (heavy- H) ve iki hafif
(light- L) zincir ve her bir zincir, bir degisken (variable-V), bir sabit (constant-C)
bolge igeren dort adet polipeptid zincirinden meydana gelmektedir. Bu dort zincir Y
biciminde bir molekiilii olusturacak sekilde bir araya gelir. Her hafif zincir bir agir
zincirle, her iki agir zincir ise birbirine disiilfid baglar1 ile baghdirlar. Bir hafif
zincirde bir V ve bir C bolgesi bulunurken, bir agir zincirde bir V, ii¢ ya da dort C
bolgesi bulunmaktadir (1). Antikor yapisi Sekil 2.9.a ve b’ de sematize olarak
verilmigtir (1). Tiim antikor molekiilleri benzer temel karakteristik yapida olmalarina
ragmen antijen baglanma boélgelerinde degiskenlikler bulunur. Bu degiskenlik

muazzam sayidaki antijenlere kars1 farkli antikor olusmasini saglamaktadir (1).

Heza
char‘r:y Antigen-
{ binding site

complement
binding sites

Tail piece~" ¢

Disulfide bond S

Ig domain
A y

Sekil 2.9.a. Antikor genel yapisi sematik gosterimi (1) b. [gG antikor yapis1 sematik
gosterimi (12)
16



Sekil 2.9.a’da belirtildigi gibi antikorun hem agir hem de hafif zincirinde yer
alan degisken V domaini, antijen taninma bdlgesini olusturur ve antijen baglayan
parga, Fab (fragment antigen binding) diye adlandirilir. Agir zincirde yer alan
degismeyen C bolgesi ise efektor islevine katilan ve Fe (fragment crystalline) denilen
parcayl olusturmaktadir (1). Agir zincir V domaininde ayrica Diversity (D) ve
Joining (J) gen segmentleri, hafif zincir V domaininde ise J gen segmenti
bulunmaktadir. V domaini ayrica yiliksek degiskenlik gdsteren tamamlayicilik
belirleme bolgeleri (CDR) ve framework (FR) bolgelerine ayrilmistir (Sekil 2.9.b)
(12). Antikor yapisindaki agir zincirin karboksil terminal ucu, antikorun plazma

membranina baglanmasini saglar (Sekil 2.9.a) (1).

Hiicre membranina baglanmayan hafif zincir ise iki ¢esittir. Kappa (k) ve
lambda (L) olarak adlandirilan zincirlerin C bolgeleri farkliyken, islevleri aynidir.
Agir zincirin ise, C bdlgesi farkli olan bes tipi (u, A, y, €, &) bulunur (1). Insanlarda
farkli tip Ig smnifi, agir zincirdeki C bolgesinin bes ayr1 gen seti tarafindan
kodlanmasiyla olusmaktadir. iki p (mii) geni IgM’in C bolgesinin kodlamasiyla, bir &
(delta) geni IgD’nin C bolgesinin kodlamasiyla, bir & (epsilon) geni IgE’nin C
bolgesinin kodlamasiyla, iki o (alfa) geni I[gA’ nin C bolgesinin kodlamasiyla ve dort
v (gamma) geni IgG’nin C bdlgesinin kodlamasiyla iligkisi bulunmaktadir (13). Bir
antikor molekiiliinde her iki tip hafif zincir her tip agir zincirle kompleks yapabilir.
Hiimoral immiin cevap siiresince agir zincir sabit ‘C’ bolgeleri birbirine doniisebilse
de, ‘V’ bolgelerinde herhangi bir doniisiim olmadigindan, her bir B lenfosit hiicresi
klon 6zgiilliigiinii korur. Hafif zincirin ¢esitleri (kappa ve lambda) her bir B lenfosit

hiicre klonunun yasam siiresi boyunca sabit kalir (1).
2.3.2.1. Antikorlarin Agir Zincir Simf (izotip) Doniisiimii

Hiimoral immiin cevabin degisik mikroorganizmalara karsi savunmada en
etkin hale getirilmesinde, antikorlarin yapisinda yer alan agir zincir smif (izotop)
doniistimii olduk¢a onemlidir. Agir zincir izotip donilisiimii antikorun C bolgesinde
gergeklesmekte, antijenin baglandigi bolgede yer alan V domaininde bir degisiklik
olmamaktadir. Membrana bagli ve salgilanan antikorlarda izotip doniisiim
mekanizmas1 ger¢ceklesmektedir (1). Cogu bakteri ve viriise karsi konak organizma
savunmasinda bu patojenlerin antikorlar ile kaplanmasi ve bdylece bu organizmalarin
immiin sistemin diger hiicreleri (ndtrofil, makrofaj) tarafindan taninarak yok edilmesi

saglanmaktadir. Diger yandan parazitlerin eozinofil hiicre reseptorleri tarafindan
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taninmasi i¢in farkli tip antikorlar yapilir. Sonug olarak, biitiin “naive” B lenfositler
IgM ve IgD izotipinde antijen reseptorleri eksprese etseler dahi, immiin sistemin
farklt mikroorganizmalara kars1 farkli antikor izotipleri olusturmasi gerekmektedir
(2). Sekil 2.10’da hiimoral immiin yanitta, antikor yapisinda meydana gelen

degisiklikler sematize edilmistir.

Antijen Efektor
tanima fonksiyon

Yapisal degisiklikler

Orijinal
antikor

Afinite olgunlagmasi Afinite

I (V-degisken bolgede artigi Degisim
/ somatik mutasyon) yok
’ r Membrandan Dedisi B hiicre

egisim reseptor
h\ ’ -ﬂ\ \\ Za[g.l. formuna yok fonksiyondan
egisim =
=3 | ﬁ_ gis efektér forma

degisim

w I9G Her izotip
f!\- o farkh efektor
izotip Degisim gorevi yapar
déniigim | yok
_,:}/" . ' [

Sekil 2.10. Hiimoral immiin cevap boyunca antikor yapisindaki degisiklikler (1).

(Cellular and Molecular Immunology, 7.baskisindan alintilanmigtir).

Agir zincir izotip doniisiimiinde Cluster of differentiation 40 (CD40) denilen
molekiil aracili sinyal olduk¢a 6nemlidir. Yardimct stimulan protein olan CD40 ile
baslatilan bu mekanizmada, B lenfosit hiicresinde hangi agir zincir izotip doniisiimiin
gerceklesecegi, sitokin gesitleri ile belirlenmektedir. Ig agir zincir izotip doniistimii
gerceklesmeyen B lenfositler IgM iiretirler (1). CD40 sitokin ayrica yardimci T
hiicreler tizerindeki CD40 Liganda baglanarak B hiicrenin aktive olmasinda rolii
bulundugundan olduk¢a 6nemlidir (14). CD40 ve diger sitokinler aracilig1 ile gelen
sinyaller agir zincir genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir. Bu zincir {izerinde yer
alan sabit C bolgesinin aktif hale gegmesiyle Cp’niin 3" doniistim bolgesi ile 5°
doniislim bolgesi bir araya gelerek yeniden baglanma yapar ve aradaki DNA
dizilimleri silinir. Bu olaya doniisiim rekombinasyonu (switch recombination)
denilmektedir (1). Agir zincirde her C bdlgesinin 2-3 kb yukari diziliminde yer alan

dontisiim bolgeleri (switch region) mekanizmanin meydana geldigi bolgelerdir.
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Yalmiz C6 (delta) doniisiim bolgesi daha genis olup kisa baz gruplarmin ¢oklu
tekrarindan olusmaktadir. Izotip doniisiimde yer alan rekombinazlar bu doniisiim
bolgelerini tanityarak mekanizmay1 gerceklestirirler (1). B lenfositlerin agir zincir
tiirinii  belirlemesinde yardimec1 T lenfosit hiicrelerin iirettigi sitokinler de rol
almaktadirlar (2). Ayrica B lenfositlerin irettikleri antikor tiirleri ve ozellikleri,
immiin cevabin olustugu dokuya gére de degismektedir. Ornegin mukozal dokularda
(gastrointestinal sistem, solunum yolu sistemi gibi) IgA doniisiimiinii yapabilen B
lenfositler daha fazladir. Dolayis1 ile mukozal dokularin IgA antikorunun iiretim yeri

oldugu bilinmektedir (1,2).
2.3.2.2. Antikorlarin Antijen Afinitelerinin Olgunlasmasi

Bir antikorun, belli bir antijen ile uzayan veya tekrarlayan karsilagmasinda
artts goOstermesi o antijene karsi ilginin (afinitenin) olgunlagsmasi anlamina
gelmektedir. Molekiiler mekanizmasi, protein antijene karst olusan immiin cevabin
degisik asamalarinda izole edilmis monoklonal antikorlar ile tanimlanabilmistir.
Antijene kars1 artan afinite o antikorun yapisinda yer alan V (degisken) bolgesinde
olusan nokta mutasyonlarina baglidir. Yeni V domain bdlgesi meydana gelmesi ile B
lenfositlerin bazilar1 antijene, orjinal V domaini tasiyanlardan daha ytiksek bir afinite
ile baglanirlar. Daha yliksek afiniteli antikorlar iireten bu hiicreler tercihen antijene
baglanir ve daha sonra her birinin antijene maruz kalmasiyla dominat B hiicresi
haline gelir. Ancak bu afinite olgunlagmasi sadece protein yapisinda olan antijenlere
kars1 ve T lenfosit bagimli olarak gelisen hiimoral immiin cevapta goriilmektedir (1).
Sekil 2.10°da antikor yapisinda meydan gelen degisikliklerde afinite olgunlagmasi

sematize edilmektedir (1).

Afinite olgunlagmasi lenfoid folikiillerin germinal merkezlerinde meydana
gelir. Folikiiler dendritik hiicreler aracilig1 ile sunulan antijen tarafindan secilmis
yiiksek afiniteye sahip B lenfositlerde, Ig genlerinin somatik hiper
mutasyonuger¢eklesir. Aktive olmus B lenfositlerin bazilar1 lenfoid folikiillere
gecerek, germinal merkezleri olustururlar. Burada hizlica boliinen geng B
lenfositlerin ¢ogalmalar1 esnasinda Ig genleri nokta mutasyonuna yatkin hale
gelebilir. Bu asamada deaminaz enzimi rol oynamaktadir. Ig gen mutasyon sikligi
diger genlerin mutasyon hizindan ¢ok daha fazla olmaktadir. Bu nedenle somatik

hiper mutasyon (SHM) olarak adlandirilan Ig gen mutasyonlari, immiin cevabi
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baslatan antijelere karsi, ¢ok degisik afinitelerde baglanabilen Ig molekiillerini iceren

B lenfosit hiicre klonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (2).
2.3.2.3. B Lenfosit Gelisiminde Pozitif ve Negatif Secilim

Lenfosit hiicreleri meydana geldikleri lenfoid organlarda gelisimlerini
siirdliriirken ve antijen reseptorlerin ifade edilmesi tamamlanirken tam anlamiyla
olgun hiicre halinde degildirler. Lenfosit hiicreleri kendilerine sunulan 6z antijenleri
taniyarak cok diisiik yanit verebilirler. Kendinden olana zarar vermeyen hiicrelerin
secilimi pozitif secilim olarak bilinmektedir. Potansiyel olarak yararli lenfosit
hiicrelerin hayatta kalmasini kolaylastiran bu siireg, lenfosit alt tiplerini olusturmalar1
ile de iliskilidir. T hiicre hattinda pozitif se¢ilim kendi 6z biiyiik doku uyumu
kompleksini (MHC) taniyan T lenfositlerin olgunlasmasini saglarken, B hiicre
hattinda reseptor ekspresyonunu ve farkli alt tip hiicre gruplarin birlestirilmesinin
korunmasinda yer alan bir siiregtir. Pozitif secilime ugrayan lenfositler perifer lenfoid
dokulara giderek orada yabanci antijenlere karsi immiin cevap olustururlar (1).

Oz antijenlere kars1 reaktif olan B hiicreler, ya B hiicre reseptérlerinin (BHR)
yilizey ekspresyonlarini tiimii ile yok ederek ya da 6ze reaktif BHR nii ikinci bir
BHR ekspresyonuna dogru diliie ederek apoptoza ugramaktan kacabilir. Béylece 6ze
reaktif antijen miktarlar1 B hiicre repertuarinin se¢iminde énemli bir rol oynayabilir.
Aslinda ligand konsantrasyonu, nadir 6zgiil hiicrelerle karsilasmay1 destekleyerek
pozitif secilme olasiligini arttirir. Ancak negatif secilimde durum, antijen miktari
yuksek afiniteli 6ze reaktif tliim hiicreler tarafindan karsilanacak kadar yiiksek
oldugunda basartya ulasir (15). Onceki calismalar, 6ze reaktif olan B hiicrelerin
tolerans indiiksiyonuna, eger ¢Ozlinmiis 6z antijenler belirli bir konsantrasyon
altindaysa, ulasamadiklarin1 géstermistir. Yine de B hiicre gelisimi ve segiliminde 6z
antijen miktarinin rolii tam olarak tanimlanmamistir (15).

Insan 6z antijenlerini kuvvetli taniyarak immiin cevap olusturan heniiz
olgunlasmamis lenfositlerin, olgunlagmalarini tamamlamadan hiicre hattindan
cikarilmasi veya degistirilme siireci negatif se¢ilim olarak tanimlanmaktadir. Hem T
hem B hiicreler gelisimleri sirasinda antijen reseptor ekspresyonundan sonra negatif
secilime duyarl olurlar. Olgunlasmamuis lenfositlerin negatif secilime ugramalari, var
olan 6z antijenlere tolerans gosterilmesi acisindan Onemlidir. Bu durum ayni
zamanda reseptor diizenlenmesi olarak da bilinmektedir. Eger bu diizenlenme

basarisiz olursa 6ze reaktif olan hiicreler oliirler (16). Kemik iligindeki bu yiiksek
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afinite gosteren Oze reaktif antikorlarin 6lmesi merkezi tlerans olarak bilinmektedir.
Boylece yeni olugsan immature B hiicrelerin %85’den fazlas1 kemik iliginde 6liir ve
perifere gecemez (7). Oz entijenlere giiclii yamt gdsteren olgunlasmanus B hiicreler,
daha fazla Ig gen diizenlenmesi yapmak i¢in indiiklenebilir ve bu da 6ze yonelik
afiniteden kurtulmalarima neden olabilir. Sonu¢ olarak lenfosit havuzunda 06z

antijenlere yanit vermede yoksun olgun hiicreler yer alir (1).
2.3.2.4. B Lenfosit Aktivasyonu ve Antikor Uretimi

Hiimoral immiin cevap, degisik lenfoid dokularda yer alan B lenfositlerin
antijenleri tanimasiyla baslar. Bir antijene 6zgiil B lenfositler, membranlarina baglh
Ig reseptorleri sayesinde antijeni dogal hali ile tanirlar. Antijenin taninmasi, B
hiicresinin aktivasyonunu baglatan sinyal iletim mekanizmalarin1 da tetiklemis olur.
Antijen molekiilleri, B hiicre membranindaki birbirine yakin yerlesim gosteren Ig
reseptorlerine baglandiginda, reseptor capraz baglanmasi gerceklesmis olur ve
boylece sinyaller hiicre i¢ine aktarilir. Ancak sinyal molekiillerini antijeni taniyan
reseptorler aktarmazlar. Bu reseptorler hiicre membraninda yer alan Iga ve Igf
denilen iki proteine zayif bag ile baglanarak B hiicre reseptor kompleksini (BHR)
olusturular. Bu iki proteinin sitoplazma tarafinda yer alan domainleri, immiinreseptor
tirozin bazli aktivasyon motifleri tasirlar (ITAM). Bu molekiiller immiin sistemdeki
cogu aktive edici resepdriin sinyal ileten {nitelerinde de yer almaktadir. ITAM
motiflerinde yer alan tirozin molekiilleri, BHR kompleksi ile iliskili kinazlar
tarafindan fosforilize edilirler (1). Sekil 2.11°de B hiicresi sinyal iletiminin sematize

edilmis hali yer almakatadir.

B lenfositler, aktivasyonlari i¢in sinyal olusturan kompleman sisteminin bir
proteinine 6zgiil reseptor eksprese ederler. Kompleman sistemde mikroorganizma ile
karsilastiklarinda iiretilen C3d proteini o mikroorganizmay1 kaplar. B lenfositler bu
antijenleri C3d’yi taniyan iki tip kompleman reseptorii (CR2 veya CD21) eksprese
ederek tanirlar. CR2 reseptoriiniin C3d ile baglanmasi da B lenfositleri aktive eden

sinyalleri tetiklemektedir (1).
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Sekil 2.11. B hiicresinde sinyal iletiminin sematik gosterimi (1). (Cellular and

Molecular Immunology, 7.baskisindan alintilanmigtir).
2.4. B Lenfositlerde Antijen Reseptor Gen Yeniden Diizenlenmesi

B lenfosit gelisimi, Ig agir ve hafif zincir genlerinin yeniden diizenlenmesiyle
belirlenir. Ig gen yeniden diizenlenmesi pro-B lenfosit hiicrelerin agir zincir
lokusunda baglar. Eger pro-B hiicreler iiretken bir allel meydana getirirlerse, pre-B
lenfosit hiicre reseptor kompleksi bir araya gelmektedir. Pre-B hiicre reseptor
sinyalleri, Ig agir zincir olusumuyla, pre-B hiicrelerin farklilagmasini ve klonal artig
uyarimini saglar. Pre-B hiicre reseptor uyarilarinin ayn1 zamanda daha fazla Ig agir
zincir yeniden diizenlemelerini Onleyerek allelik dislamaya katkida bulunduklari
diistintilmektedir. Ig’lerin agir zincirde degiskenlik gdsteren V ekson bolgesi bir kere
olusturulunca, bir agir (H) zincir {iretilir, bu zincir gegici hafif (L) zincir ile bir araya
gelir ve pre-B hiicre reseptor kompleksini olusturmak iizere sinyal molekiilleri Ig alfa
ve beta’y1 olusturur (17). Bu dnciil B hiicre reseptorii klonal genisleme, hayatta kalim
ve pre-B hiicrelere dogru farklilasmay1 saglamaktadir. Iki IgH (agir zincir)
allelerinden sadece biri B hiicre reseptdriine katilir ki bu durum allel diglama (allelic
exclusion) olarak bilinir. Bu siire¢ V segmentinden DJ’ye rekombinasyon diizeyinde
regiile edilmekte ve her B hiicresinin tek bir klonotipik antikor iiretmesini
saglamaktadir. B hiicresinin monospesifik reseptor liretimi Onemlidir; ¢ilinkii bu

reseptorler B hiicre ontolojisi boyunca 0ze tolerans gdsteren B hiicrelerin
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tiretilmesini saglarlar. Halbuki B lenfosit gelisiminin ilerleyen safhalarinda allelik

dislama antijene 6zgii antikor yanitin etkin olmasini saglar (17).

Onceleri milyonlarca farkli sayida antijen reseptdrlerin nasil meydana geldigi
sorusu, Ig molekiillerin sinirl sayida Deoksiribontikleik Asit (DNA) kodonlarindan
gelen amino asit sekanslarinin analiziyle anlasilabilecegi seklindeydi. Yapilan
analizler, benzer izotipte antikorun g¢ok farkli polipeptid zincirinin C terminal
ucunda ayni sekansi paylastigini ama N terminal ucunda immunoglobulinlerin
degisken alanlar1 i¢in farkli sekanslar oldugunu gdstermistir. Bu durum ‘bir gen- bir
polipeptit’ hipotezinin aksine goriisler ortaya ¢ikarmis ve Ig gen yapisinin
gosterilmesiyle acikliga kavusmustur. Antikor iireten kanser hiicresinde yer alan Ig
gen yapisinin embriyonik doku veya lenfotik olmayan dokulardan farkli oldugu
gosterilmis ve bu farkliligin da DNA segmentlerinin immunoglobulin agir ve hafif
zincirini kodlayan lokus i¢inde, spesifik olarak birlikte baglanmasindan ileri geldigi
belirtilmistir. Ancak sadece B lenfositlerde goriilen bu farklilik diger doku ve
hiicrelerde yoktur. Benzer gen yeniden diizenlenmesi T lenfosit gelisiminde T hiicre

reseptoriiniin gen lokusunda ger¢eklesmektedir (1).
2.4.1. Ig Gen LokusuOrganizasyonu

Ig gen lokusu sirasiyla; Ig agir zinciri, Ig « hafif zincir ve Ig A hafif zincir
olmak fizere iice ayrilmaktadir. Her lokus farkli bir kromozom iizerindedir (1). Sekil
2.12°de Ig geninin sematize edilmis germline organizasyonu yer almaktadir. Agir
zincir genleri 14. kromozom {iizerinde, hafif zincir x genleri 2. kromozomda, hafif

zincir A genleri 22. kromozomda yer almaktadir (13).
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Sekil 2.12. Insan Ig gensoy hatti1 organizasyonu (1)
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Ig genleri tiim memelilerde esasen ayni sekilde diizenlenmesine ragmen her
gen lokusunda farkli gen segmentlerinin sekans, say1 ve kromozomlarinin konumu
degisebilir (1). Ig agir ve hafif zincir domainleri ile antijen reseptdr polipeptid
zincirleri arasindaki iligski Sekil 2.13’de gosterilmektedir. Her polipeptidin V ve C
bolgeleri farkli gen segmentleriyle kodlanmaktadir. Agir ve hafif zincirin degisken
(V) bolgelerinde yer alan yiiksek degiskenlik gdsteren bolgeler sekil iizerinde kesik
cizgilerilerle gosterilmis, Ig p zinciri lizerinde transmembran (TM) ve sitoplasmik

(CYT) domain kodlar1 eksonlar ile ayrilmistir (1).

V Bolge C Bolge

Diger H zincir
i
5

'“UH b F_'l_—hJH Cu Cuz 7 CHa Cra TM CYT

Ig adir y zincir

(membran form)

Ig hafif zincir

Sekil 2.13. Ig zincirlerinde yer alan domainlerin sematik gosterimi (1). (Cellular and

Molecular Immunology, 7.baskisindan alintilanmigtir)

Her bir Ig niikleotid zincirinin 5” ucunda, yaklasik 300 baz c¢iftinden olusan
‘V’ gen segmenti bulunmaktadir. V gen segment sayisi Ig zincirinin farkli bolgeleri
ve farkli tiirlerinde oldukca farklilik gdsterir. Ornegin insanda, k hafif zincir
lokusunda 35 V geni, A lokusunda yaklasik 30 V geni, agir zincir lokusunda ise 100
fonksiyonel V geni bulunurken, farelerde bu sayilar degisiktir. Her lokus i¢in V gen
segmenti DNA zinciri iizerinde genis araliklarla yer almaktadir. 5" ucunda yerlesmis
her V segmenti proteine ¢evrilmis 20-30 N terminal kalintilar1 kodlayan bir bas

eksondur (1).

Farkli uzakliklarda bulunan V genlerine, olduk¢a yakin asagi dizilim gosteren
J segmentleri bulunur. J segmentleri 30 ile 50 baz ¢ifti arasinda degisen uzunlukta ve
kodlanmayan sekans bdlgeleri ile ayrilmiglardir. V ve J segmentleri arasindaki Ig H
lokusunda ilave olarak D segmenti bulunur. V geninde oldugu gibi J ve D genlerinin

sayis1 farkli Ig’lerde ve farkh tiirler i¢in degisik olmaktadir. Her Ig lokusu, ayr1 gen
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yeniden diizenlenmesi ve C bdlgesi gen sayisina sahiptir. insanda Igk hafif zincir
lokusunda tek C geni (Ck), A hafif zincir lokusunda dort fonksiyonel C geni (CL)
vardir. Ck ve CA genlerinin her biri, hafif zincirin tim C domainini kodlayan tek bir
eksondan olusur. Ig agir zincir lokusunda ise dokuz farkli Ig izotipi ve alt tipi
kodlayan dokuz C geni (Cu) vardir. Her Cu geni ise bes veya alt1 eksondan olusur.
Her Ig agir zincirinin membran formunun karboksil ucu, sitoplazmik ve

transmembran domainleri dahil iki kiigiik ekson kodlar (Sekil 2.13) (1,13).

Ig hafif zincirinde (k, ), V domaini V ve J gen segmentiyle kodlanir. Ig agir
zincir proteininde V domaini ise V, D ve J gen segmentleriyle kodlanmaktadir. V ve
D segmentleri yeniden diizenlenmesi arasinda, hem V ve D segmentleri arasindaki
hem de D ile J segmenti arasindaki tiim birlegsme yeri kalintilari, Ig H domainleri
halinde, tamamlayici belirleyici bolge 3 (CDR3) olarak da bilinen iigiincii asiri

degisken bolgeyi meydana getiriler (1).
2.4.2. V(D)J Rekombinasyonu

Farkli B antijen reseptoriinii kodlayan genler, lenfositlerin degiskenlik
(Variability-V) gosteren bolgesindeki gen segmentlerinin, ¢esitlilik (Diversity-D) ve
birlestirme (Joining- J) gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesiyle olusturulurlar.
Her bir antijen reseptor gen i¢in, ayn1 kromozom iizerinde V segmentine belirli
mesafede yukar1 ve asagi bolge segmentlerin kaynastirilmasiyla yeniden
diizenlenmis ekson olusturulur. Rekombinasyon ya da rearanjman denilen bu
mekanizmaya V(D)J gen yeniden diizenlenmesi denilmekte (1) ve ¢esitli antijen
repertuarlarinin  olusturulmasi1 agisindan temel Onem tasimaktadir. Ayrica bu

mekanizma sadece lenfositlerde meydana gelen bir mekanizmadir (18).

B lenfosit antijen reseptdr fonksiyonel proteinlerin kodlandigi, Ig soy hatti
kodlart mesajc1 Riboniikleoik Asite (mRNA) aktarilmaz. Fonksiyonel antijen
reseptor genleri sadece B lenfosit gelisiminde, V, D ve J gen segmentlerini rastgele
icine alan DNA yeniden diizenlenmesinden sonra meydana gelirler. Ilk &nce D
segmenti J segmentine katilir, daha sonra V segmenti, olusan bu DJ segmentiyle
kaynagir. Her yeniden diizenlenme ardisik bir sira izleyerek gerceklesir. Ik olarak,
rekombinasyona aracilik eden enzimlere erisebilir gen segmentleri yapmak i¢in
antijen reseptor kromozomun o6zel bolgesinde kromatin agilmalidir. Daha sonra

secilmis iki gen segmenti belirli bir kromozamal mesafe boyunca yan yana getirilir.
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Cift sarmalli kiriklar daha sonra bu iki segmentin sonlanma kodlarina tanitilir,
niikleotidler eklenir veya ¢ikarilir ve son olarak klonal olarak benzersiz ama farkl
antijen reseptorleri kodlayan genler etkin olarak transkripsiyon yapabilir (1). Sekil
2.14.a ve b’ de Ig agir ve hafif zincirV(D)J gen yeniden diizenlenme mekanizmalari

sematize edilmistir.
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Sekil 2.14.a. Igp (mii) agir zincir olusumu  b. Igk (kappa) hafif zincir olusumu (1)

V(D)J gen yeniden diizenlenmesi yapilmis ekson bolgesinin asagi bolgesinde
bulunan C alani, J-C soy hatt1 intron bdlgesi ile ayrilmistir. Bu yeniden diizenlenmis
ekson birincil RNA transkript formunu olusturmak igin transkripsiyona ugrar.
Meydana gelen birincil RNA’da yeniden diizenleme ger¢eklesmis VDJ kompleksi ve
Cu ekzon bolgesi yer almaktadir (1). Cu niiklear RNA, ¢oklu adenin niikleotidlerin
bulundugu Poli A kuyrugu olarak isimlendirilen bdlgenin asag1 bolgesinden kesilir
ve 3’ uca eklenir. Daha sonra RNA intron bdlgesinin ¢ikarildigi, eksonlarin
birlestirildigi splazing isleminden gecer (1). Olgun polipeptid formunu alan Ig agir
zinciri Sekil 2.14.a’da gosterildigi gibi Ig molekiiliiniin Y goriiniimiindeki yapisinda
yerini alir (1). Ig agir zincirindeki gen rekombinasonyonlar1 tamamlandiktan sonra,
hiicre pro-B safhasindan pre-B sathasina ge¢mis olur. Daha sonra hafif zincir

olusumu i¢in Ig hafif zincirin IGK (kappa) lokusunda yer alan Vx ile Jk segmentleri
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arasinda rekombinasyon meydana gelir (Sekil 2.14.b) (9). Hafif zincir k gen yeniden
diizenlenmesi basarilt olmazsa, hafif zincirin diger tiirii olan lambda (L) zincir gen
yeniden diizenlenmesi benzer molekiiler sathalardan gecererek Igh hafif zincir
olusturulur. 22. kromozomun uzun kolunda yer alan Igh gen lokusunda meydana
gelen anomaliler 22q11.2 silinme sendromu adi altinda c¢oklu sistem hastaliklar
olarak aragtirilmaktadir (19). Bu rekombinasyonlar sonucu olusan T ve B lenfositlere
ait hiicre dist (ekstraselliiler) DNA segmentleri immiin sistemi moniterize etmesi

acisindan 6nem tagimaktadir (20).

Ig H zincir yeniden diizenlenmesi, Vu’nin DJn’ya katilmasindan oOnce
gerceklesen Du segmentinin Ju segmentine katilmasi, her iki allelde gerceklesmesi
ile diizenlenir. Daha sonrasinda Vu segmentinin DJu segmentine katilimi her iki
allelde gergeklesmez. Allelik dislama ile her iki allelde iiretken olmayan VuDJu gen
diizenlenmesi gec¢irmis B hiicreler, Ig yiizey reseptor ekprese edemezler ve hayatta
kalamazlar. Bu hiicrelerin orani yaklasik %40’dir. Hayatta kalan ve olgun forma
gelen B hiicrelerde ise Ig agir zincir yeniden diizenlenmesi tek allelde gerceklesmis
hiicrelerin oran1 yaklasik %60°dir (21,22). Sekil 2.15°de allelik dislama ile islevsel

olgun B hiicre sagkalim arasindaki iliski sematize edilerek gosterilmistir.

Pre-Pro-B Pro-B Pre-B
cell cell cells
Feedback Feedback
inhibition g |nh|bmon/:“ 5/|g
Dl
IV ~1/3 productive Lasefl
” chain expression 1 uc: y
u " prnm n Productive
N
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k 4 Nt
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DEATH

DJ
~2/3 non-
productive

Sekil 2.15. V(D)J gen yeniden diizenlenmesi ile allelik dislama ve islevsel olgun B

hiicre sag kalim arasindaki iliski (22).

Sekil 2.15°de sematize edildigi gibi, Ig gen lokuslarindaki diizenlemelerin
cogunlugu sadece bir allelden meydana gelir. Agir zincir D-J yeniden diizenlenmesi

her iki allelde gerceklesir. Daha sonra V segmentinden DJ segmentine dogru
27



gerceklesen yeniden diizenlenme ise tek allelde gerceklesir. Eger V-DJ arasinda
cerceve kaymast sonucu dizinin kodlanamamasi gibi durum olusursa, ikinci allel
rekombinasyona girer. Eger ilk allelde fonksiyonel bir yeniden diizenleme
gerceklesirse Ig agir zincir rekombinasyonu durur. Burada V-DJ’ye gegiste allellik
¢ikarma sdz konusudur (22). Uretken bir agir zincir olusumundan sonra Ig hafif
zincir olusumu icin gen yeniden diizenlenmesi gergeklesmektedir. Oncelikle hafif
zincir Vk-Jk gen segmentleri arasinda gerceklesir ve bu durum sadece bir allelde
goriiliir. Eger ilk denemede fonksiyonel Igk hafif zincir olusmazsa ayni allel tizerinde
Vi’nin {ist sirasinda yer alan diger Vk segmenti Jk segmenti ile yeniden
diizenlemeye gider. Eger tiim segmentler denenir ve fonksiyonel olmayan bir Igk
hafif zincir iretilirse, gen rekombinasyonu bu defa hafif zincirin diger ¢esidi olan
lambda (L) zincir ile gergeklesir (23). Hafif zincir gen yeniden diizenlenmesi
olusumunda da 60/40 orant bulunmaktadir. Olgun B hiicrelerin yaklasik %60’inda «
hafif zincir, %40’ 1nda A hafif zincir goriilmektedir (22, 23).

2.4.3. V(D)J Rekombinasyon Mekanizmasi

V(D)J rekombinasyon mekanizmasi birbirini takip eden farkli dort asamadan

meydana gelmektedir (1). Bu dort asama Sekil 2.16’da sematize edilmektedir.

1) Sinapsis: Ig gen lokuslarinda kodlama bélgelerinde korunmus 7 baz ¢iftinden (bp)
olugmus heptamer, 9 bp’lik nanomer sekanslar bulunur ve bunlar birbirlerine 12 veya
23bp araliklarla konumlanmiglardir. Heptamerler genellikle CACAGTG palindromik
niikleotidlerinden olugsmakta ve daima kodlama sekansinin yaninda yer almaktadirlar.
Nanomer yapilarda ise AT niikleotidleri ¢ogunluktadir. V(D)J rekombinasyon
mekanizmasi, zincir tlizerinde yer alan bu korunmus yapilarin olusturdugu
rekombinasyon sinyal sekanslar1 (RSS) iizerinden tanmarak baglar (24).
Rekombinasyona katilan gen segmentlerinin iki se¢ilmis kod segmentleri (D,J veya
V-DJ) ve bunlarin RSS bolgeleri, kromozomun ilmek halini almasiyla bir araya
gelirler ve sonraki asamalar bu adimi takip etmektedir (1). Rekombinasyon, iki gen
segmenti arasinda bir gen segmentinin yalnizca 12bp’lik ara parcasi ve diger
segmentin 23bp’lik ara parcasi ile ¢ercevelenmesi ile baslar. Bu durum 12/23 kural
olarak bilinmektedir. Rekombinasyon mekanizamasinin bu sathasinda, RSS
bolgelerin bir araya gelmesinde kodlanacak gen sekanslarinin ayni diizlem veya ayri

diizlemde olmasindan kaynakli ilmek olusumunda iki farkli durum gergeklesir.
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Genellikle Ig hafif zincir k lokusunda V ve J segmentleri aym konumdadirlar. [lmek
yap1 olusurken RSS bolgeleri bir araya inversiyon yaparak gelirler. Ancak ¢ogu Ig
gen yeniden diizenlenmesi silinme yolu ile olusur. Burada kodlanacak gen
segmentleri ayr1 konumlarda olduklar1 zaman sinapsis sathasinda RSS boélgeleri

silinerek kromozomdan ayrilirlar (1).

2) Yarilma (Cleavage): cift iplikli kirilmalar RSS kod sekansinda enzimatik olarak

olusur. Bu safhada rekombinasyonu aktifleyici gen-1 (RAG-1) ve rekombinasyonu
aktifleyici gen-2 (RAG-2) olmak iizere iki enzim ¢ok 6nemli rol oynar. Bu genler
ayn1 zamanda V(D)J rekombinaz olarak da bilinmektedir. Lenfoid sisteme 6zel olan
bu enzimler sadece B ve T lenfosit gelisiminde eksprese olurlar. RAG-1 heptamer ve
kod segmentini taniyarak onlar1 birlestikleri yerden keser. Ancak RAG-1 enziminin
aktif hale gegmesi RAG-2 ile yaptigi kompleks sonucu olur. Bu genler ayrica
sinapsis sathasinda segmentlerin bir arada tutulmasini saglarlar. Bu iki gen, ¢ift
zincirli kirilmalar1 birbirinden ayirir ve hem sag tokast ucu hem de kiit ucu bir arada
tutar (1). RAG-1 tek iplikte heptamer ve kodlama bolgesi arasinda bir ¢entik acar.
Kodlama bdlgesinin serbest kalan -OH ucu diger iplikteki fosfodiester bagina atak
yaparak kovalent bir bag olusturur. Cift iplikte meydana gelen kirilma sonunda her
iki kodlama bolgesinde kapali sag tokasi seklinde ilmek yap1 olusur. Sinyalin sonu
olan ve heptamer ile RSS’in geri kalan kismi ise kiit ucu formunda olur. RAG-1 ve
RAG-2 gen proteini lizerinde yapilmis ¢alismalarda bu iki gende meydana gelen
mutasyonlarin immiin yetmezlik 1ile ilgili hastaliklarla iligkisi gdsterilmistir.
Dolagimdaki sayis1 degismeyen ancak aktivasyonu azalmig T lenfositlerin oldugu, B
lenfositlerin ise sayica ¢ok azaldig1 veya olmadigi bir immiin yetmezlik hastalig1 olan
Omenn sendromu bu iki gende meydana gelen mutasyonlar sonucu olusmaktadir

(23).

3) Sac tokasi (hairpin) yapinin acilarak siirecin sonlanmasi: bu satha bir dizi baz

eklenip ¢ikmasi ile modifiye edilir. Hairpin yapi, Artemis denilen enzim yardimiyla
tek iplikcikte asimetrik sekilde agilir. Enzim, bu yapinin kod bdlgesinden agilmasini
saglar. Enzim yoklugunda hairpin yap1 a¢ilmaz ve lenfositlerin gelisimi olamaz.
Hairpin yapidaki bu asimetrik agilmayla meydana gelen kisa zincirin daha uzun
zincire tamamlayict niikleotidler eklenerek uzatilmasi gerekir. P (palindromik)
niikleotidler denilen bu ilave niikleotidlerden sonra terminal deoksiniikleotidil

transferaz (TdT) enzimi ile N niikleotidler denilen yaklasik 20 tane kodlanmamis
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niikleotid, kirtk DNA ucuna eklenir (1). Boylece V(D)J rekombinasyonu olusumunda

soy hattinda kodu olmayan niikleotidlerin eklenmesi ger¢eklesmis olur (1).

4) Birlesim (Joining): kirik kodlama ucu ile sinyal ucu bir araya gelerek ¢ift zincir

tamir islemiyle baglanirlar. Burada homolog olmayan bir birlesme olur. Bu homolog
olmayan birlesimde ubikutin denilen regulator proteinler yer alirlar. Ku70 ve Ku80
proteinleri kirik uglara baglanir ve ¢ift zincirli DNA tamir enzimi olan DNA bagimli

protein kinaz katalitik alt {initesini destekler. DNA ligaz IV ile kesik uglar birlestirilir
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Sekil 2.16. V(D)J rekombinasyon asamalarinin sematik gosterimi(1l). Cellular and

Molecular Immunology, 7.baskisindan alintilanmigtir)

Antijen reseptdr lokus konfirmasyonlarmin V(D)J rekombinasyonlari ile
meydana gelmesi, bu rekombinasyonda yer alan diger molekiiler mekanizmalari
aciga cikarmayr amaclayan calismalara yol agmistir. Bir arastirmada ele alinan
kromatin yapisal proteinin (CTCF), gen rekombinasyonu basamaklarindaki sinapsis

asamasinda RSS molekiillerin konumlanmasii kolaylastirdigit ve CTCF aracili
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olusan ilmek yapinin V(D)J rekombinasyonu diizenleyebildigi gosterilmistir. CTCF
proteini  aracilifiyla ~ RSS’lerin  cis-diizenleyici  elementlerin  yakinina

konumlandirilmasi sinapsisi kolaylastirabilir (25).
2.5. Kappa Deleting Recombination Excision Circle (KREC)
2.5.1. KREC Olusum Mekanizmasi

B lenfosit olgunlagmasi siirecinde hiicre reseptoriiniin agir ve hafif zincirleri
genomik yeniden diizenlenmelere ugrayarak, reseptor genlerinin fonksiyonel hale
gelmesini saglarlar. B lenfosit reseptor geninde yer alan ilk ekson bolge, fonksiyonel
ozellik gostermemektedir. Ancak bu gende yer alan V (degisken), D (gesitlilik) ve J
(birlesim) genlerinin rekombinasyonlart ile bu reseptér fonksiyonel O6zellik
kazanmaktadir (26). Ig’lerin hafif zincirin kappa (k) ve lambda (A) olmak iizere iki
tipi bulunmakla beraber, B lenfositler bu iki tip zincirden ancak birini eksprese
ederler. Insanda B lenfositlerin yaklasik %60°1 k zincirini, %40 oraninda A zincirini

eksprese etmektedir (27).

Igk hafif zincir genlerinin ekspresyonu, DNA baglanma proteinlerinin
promotor ve enhancer (Ozgiillik artirici) sekanslart ile etkilesmesiyle regule
edilmektedir (28). Kappa hafif zincir i¢in {i¢ enhancer bulunmaktadir. Biri (KE5") Jx
ile Ck genleri arasinda intronik bolgede yer alir. Diger iki enhancer ise Ck geninin 3°
ucunda proksimal (KE3'P) ve distal bolgesinde (KE3'D) konumlanmistir. Bu ii¢
enhancer spesifik transkripsiyon faktorlerine baglanabilen spesifik niikleotid motif
tasirlar. Genellikle sadece bir tip Ig hafif zincir geni ekprese edilir. Kappa genleri
fonksiyonel olmadiginda diger tip hafif zincir lambda genleri kodlanmaktadir (28). Ig
Vi« geni ile Ig Jk genleri arasinda olugan yeniden diizenlenmelerle islevsel olmayan
Vk-Jk trlni dretirlerse bu lokus, kappa deleting element (Kde)’in yeniden
diizenlenmesi ile segmentel bir silinmeye ugrar. Ig Ck genin 3" bolgesinde lokalize
olmus Kde elementi, insan ve farelerde tanimlanmistir (28). Kde aracili gen yeniden
diizenlenmesi en ¢ok Jk-Ck intron bolgede yer alan RSS bolgesi iizerinden
gergceklesmektedir. Yakin zamanda yapilan calismalar Jk geni ile komsu RSS
tizerinden de gen yeniden diizenlenmesi yapilabildigi gosterilmistir (27). Kappa
deleting recombination excision circle (KREC) ise « hafif zincir gen yeniden

diizenlenmeleri sonucunda DNA’dan ayrilarak dairesel yapida ekstra kromozomal
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DNA segmenti olarak sentez edilen bir yapidir (29). Sekil 2.17°de KREC

olusumunun sematize edilmis hali bulunmaktadir.
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Sekil 2.17. KREC olusumunun sematik gosterimi(29)

Hiicrede, pre B asamasinda IgH zincir gen yeniden diizenlenmeleri tamamlandiktan
ve bir mii (n) agir zincir liretiminden sonra, IGk lokusunda hafif zincir tiretimi igin
Vk ve Jk segmentleri arasinda yeniden gen diizenlenmesi gergeklesir. Eger hiicrede
bu gen yeniden diizenlenmeleri basarili bir sekilde tamamlanirsa hiicre germinal
merkeze girerek somatik hipermutasyona ugrar ve sonugta Igk tipi hafif zincir
bulunan hafiza veya plazma hiicreleri meydana gelir (Sekil 2.18.a.) (30). Ancak, pre-
B sathasindaki hiicrede IGK lokusunda gerceklesen gen yeniden diizenlenmeleri
fonksiyonel bir « zinciri olusturmazsa hiicre germinal merkeze girmeden 6nce her iki
Ig « allelde ilave gen yeniden diizenlenmesi gergeklesir. Bu asamada hiicrede eger ilk
5’Vx ve 3’Jk segmentlerinde basarisiz bir diizenlenme olursa ikinci bir VJk gen
diizenlenmesi olusur ve fonksiyonel yeni bir hafif zincir meydana getirilir (Sekil

2.18.b) (30).
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Sekil 2.18. B hiicre gelisimi boyunca Igk (kappa) ve Igh (lambda) zincirleri

olusumunun sematik gdsterimi (30).

Sekil 2.18.c’de goriildiigii gibi alternatif olarak Kde bolgesinin Jk-Ck intron
bolgesine yeniden diizenlenme yapmasi ile Ck ekson ve enhacer bolgelerin silinip
cikarilmasiyla IGk lokusu iglevsiz hale gelir. Bu tiir silinmelere normalde IGA
lokusunun B hiicrelerini apoptozdan kurtarmak i¢in yeniden diizenlenmesi eslik eder.
Bu sekilde hayatta kalan hiicre germinal merkeze girer ve normal B hiicre
olgunlagma siireci devem eder (30). Bu segmentel silinme sonucunda Vk-Jk kodlama
parcasi (coding joint) olarak genomda stabil kalir. KREC ise sinyal pargasi (signal
joint) olarak cift iplikli dairesel bir DNA olup, genomdan ayrilarak kararli bir yap1
gosterir. Kde gen yeniden diizenlenmesi genel bir durumdur ve Igk tipi hafif zincir
tagtyanlarin %30’unda, IgA hafif zincir tasiyan nerdeyse tiim olgun B lenfositlerde
gergeklesir.  Ayrica bu gen yeniden diizenlenmesi antijen Ozgilligini

etkilememektedir (29).

RSS intron-Kde yeniden diizenleme geg¢irmis bir B lenfosit hiicresi ikiye
boliindiigiinde olusan yavru hiicrelerin ikisinde genomdaki RSS intron- Kde kodlama
parcast bulunurken, sinyal parcasit olan epizomal KREC kendini eslemediginden,
yavru hiicrelerden ancak birinde bulunur. Bu durumda KREC, her hiicre
boliinmesinde iki kat dilue edilerek yeni hiicrelere aktarilir (29). Sekil 2.19°da sinyal

ve kodlama parcasinin yeni hiicrelere aktarimi sematize olarak gdsterilmektedir.
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Sekil 2.19. Sinyal ve kodlama pargasinin yeni hiicrelere aktariminin sematik

gosterimi (29)

Bdylece sinyal pargasi ve kodlama parcalarinin artmis baz sayisi lizerinden, B
lenfosit hiicre bdliinme sayisi elde edilebilir. Dolayis: ile olusan KREC segmenti;
gecis tipi B hiicrelerin degil, olgun B hiicrelerin hemostatik proliferasyonunu
gostermektedir (29). Kendini esleyemeyen ve yeni hiicrelere dilue olarak aktarilan bu

sinyal parcasi hiicre 61diigii zaman kaybolur (31).

Igk" B hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismada Kde segmentin her iki allelde soy
hattinda bulundugu, ancak RSS intron-Kde’nin tek allelde tasindig1 gosterilerek, IGK
gen allelin her ikisinde de Jk-Vk gen diizenlenmesinin oldugu ancak birinin ¢erceve
dis1 okuma ile RSS intron-Kde yapist tasidigi anlasilmistir (29). RSS intron-Kde
yeniden diizenlenmesi, pre-B hiicrelerde kemik iligindeyken baslamasi, periferdeki B
lenfositlerde RAG geni transkripsiyon seviyesinin ve Jk gen segmentinde c¢ift
iplik¢ikli kirilmalarin diisiik olmasi, reseptor revizyonun kemik iliginde indiiklendigi
goriisiinii desteklemektedir. Eger RSS intron-Kde yeniden diizenlenmeleri, periferal
B lenfositlerdeki reseptor diizenlenmesinden kaynakliysa, hiicre bdliinme sayisi ile
hesaplanan KREC ol¢limlerinin ¢ok az olmasi gerekmektedir. RAG ekspresyonu B
hiicre reseptor sinyali ile inhibe edildiginden ve RAG geni mRNA diizeyi ve cift
iplikli DNA kiariklar1 periferdeki B lenfosit alt gruplarinda kemik iligine gore daha az
oldugundan, KREC kullanarak proliferasyon olglimiinde reseptdr revizyon etkisi

sinirlt olacaktir (29).
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Gelisimi kemik iliginde baslayan B lenfositlerin sadece %10’u olgunlagsma
potansiyeli gostererek kemik iliginden ayrilir. Perifere cikan hiicreler antijenle
karsilarak veya T lenfosit aracilif ile aktive olmazlarsa bir siire sonra dliirler. Ancak
bir kez aktiflesen B lenfositler proliferasyon gostererek,plazma hiicrelerine kadar
farklilagirlar (32). B lenfositlerin gelisim evrelerinin ve KREC meydana gelmesinin

sematize edilmis hali Sekil 2.20°de yer almaktadir.
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Sekil 2.20. B hiicre farklilasma basamaklarinda KREC olusumunun sematik
gosterimi (32)

2.5.2. KREC Diizeyinin Belirlenmesinin Onemi

B lenfositlerin ¢ok farkli cesitlilikteki antijenlere karsi immiin sistemi
korumada gostermis olduklar1 6zgiil yanit sonucunda meydana gelen KREC diizeyi,
Ozellikle immiin yetmezligi olan hastalarda erken immiin cevap gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (33). Tedavi i¢in basvurulan kemik iligi kok hiicre
transplantasyonu sonrasinda, wuzunca bir siire immiin sistemin etkinligi
goriilmemekte, hiimoral immiinitenin etkinligi B lenfositlerin gelisimi ile takip

edilmektedir (33). Nakledilen dokunun yeni konaga uyumunu saglayacak
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uygulamalara basvulmasi otolog (nakil yapilan hastanin kendi hiicreleri) B
lenfositlerin uzun siire baskilanmasina neden olmakta ve bu durum uzun siireli Ig
replasman tedavisini gerekli kilmaktadir. Kok hiicre transplantasyonundan sonra
nakledilen dokunun olgun B hiicreleri, artik alicinin olgun B hiicrelerinden kdken
alarak devam etmektedir. Nitekim transplant hastalarinda farkli B lenfosit kaynagi
bulunmasi, hiimoral immiinitenin takibini zorlastirmaktadir. B lenfositlerin yeniden
tiretilmesinin izlenebilirligi ve yeni iiretilen B lenfositlerin mevcut B lenfositlerden
ayirt edilebilmesi, kok hiicre transplanti yapilmis hastalarda gerekmektedir (34).
KREC’ler farklilasmis B hiicre atalarmin Ig hafif zincir rekombinasyonlarinin
%350’sini  olusturmakta ve sonraki B hiicre proliferasyonunda kendilerini
eslememektedirler (33,34). Kemik iliginden B hiicre ¢ikisini géstermede KREC
Olgiimii molekiiler analizlerle yapilabilmektedir. KREC’ler periferdeki olgun ve
prolifere olmus B hiirelere seri diliisyon ile gegerler. B hiicre yenilenmesi ile KREC
seviyesindeki artis arasinda orant1 vardir (34). Oldukga kararli bir yap1 gosteren
KREC’ler periferal kanda tesbit edilebilir bir siirede kalir ve bu kararliligini
korumaya devam ederler. Genomik kodlama pargasi ile sinyal parcasi arasindaki
oran B lenfosit alt tiplerinin replikasyon durumunu ve B hiicre neogenezini yansitir.

(35).

Bazi Avrupa iilkelerinde yenidogan tarama testleri arasinda yer almasi igin
yapilan pilot ¢caligmalarda KREC sayisinin belirlenmesi (36,37), immiin yetmezligi
bulunan yeni doganlarda lenfopeniyi belirleyerek hastaliklarin karakterize
edilmesinde kullanilmaktadir (37). Immiin yetmezligin bir tipi olan adenosine
deaminase eksikligi olan ¢ocuk hastalarda (38) ve HIV pozitif olup anti retroviral
tedavi goren yetiskenlerde, immiin sistemin gelisiminde KREC diizeyi belirleyici
olmaktadir. Tedavi dncesi ve sonrasinda tespit edilen KREC miktar1 immiin sistemin

yerlesmesinde gostergedir (39).
2.5.3. T Cell Receptor Alpha Constant (TCRAC)

KREC diizeyinin 06lgiildiigii calismalarin hemen hepsinde kantitatif PZR
metodunda kontrol gen olarak T Cell Receptor Alpha Constant (TCRAC)
kullanilmaktadir (33, 34, 35, 36, 39). T hiicre reseptorleri (TCR), Ig sentezinde ve B
hiicre araciligiyla MHC bagimli antijen taninmasinda oldukca 6nemlidirler. T hiicre
reseptorlerinin biiyiik bir kismi alfa (o) ve beta () dimerlerinden olusurken bir kisim

T hiicreleri gama (y) ve delta (8) zinciri igermektedir (40). T hiicre reseptdr y zinciri
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o gen lokusunda yer almaktadir. Her TCR gen lokusu V ve J gen segmenti
icermektedir. Ayrica Ig gen lokusunda oldugu gibi B ve 6 bolgelerinde D segmenti
bulunur. TCR’in a ve y zincirindeki V domaini, V ve J eksonlar ile kodlanirken,
ve d proteinlerindeki V domaini, V, D ve J gen segmentleri aracilidi ile kodlanirlar. T
hiicrenin reseptdr olusumu da Ig genlerindeki V(D)J gen yeniden diizenlenmesindeki
gibi meydana gelmektedir (1). T reseptor o lokusunun gen yeniden
diizenlenmesinden once & lokusu DNA rekombinasyonu ile cikartilir. Bu
rekombinasyonlar arasinda yer alan ve T hiicrelerin %70’inde gerceklesen 6Rec-ylJa
rekombinasyonu, kodlama ve sinyal pargalarinin olusmasina yol agar. T hiicre
boliinmesinde sinyal pargasini tasiyyan gen segmenti (TREC) kendini eslemezken,
kodlama pargast kendini esleyerek yeni olusan hiicrelere aktarilir (26). T hiicrelerde
gerceklesen gen yeniden diizenlenme mekanizmast Ig olusumu ile benzerlik
gostermektedir. TCRAC her hiicrede iki kopyasi bulundugundan yapilan molekiiler
calismalarda elde edilen kantitatif sonuclar ikiye boliinerek degerlendirilmektedir

(33, 34, 25, 38).
2.6. Akciger Transplantasyonu

Ilk kez 1963 yilinda Amerika’da gerceklestirilen akciger transplantasyonu
(41) yarim vylizyilla yaklasan bir siiredir uygulanmaktadir. Transplantasyon,
fonksiyonunu yerine getirecek sekilde organ nakletmek anlaminda olup, akciger
transplantasyonu diinya ¢apinda 32 binden fazla yapilmis gergeklestirilmis ve akciger
hastaliklarin tedavisi i¢in standart bir yontem olmaya baslamistir (42). Uluslararasi
kalp ve akciger transplantasyon dernegi (ISHLT) verilerine gore, y1lda yaklasik 3700
akciger transplant1 gergeklesmektedir (43). Akciger transplantasyonu, kronik akciger
hastalig1 olan ve akciger hastaliginin en son asamasina gelmis kisiler i¢in dikkate
alinmasi gereken bir uygulamadir. ISHLT tarafindan yayimmlanmis rehberlerde,
akciger nakli olmak i¢in degerlendirilmeye alinacak hasta kriterleri ve nakil listesine

girmesi gereken hastalara ait 6zellikler belirtilmektedir (44).

Solid organ transplantasyonunun yillar 6nce yapilmaya baslandig: iilkemizde
akciger transplantasyonu daha ge¢ uygulanmaya baglanmistir. Yasal diizenlemeler ve
verici sikintist bu gecikmeye neden olan etkenler arasindadir. Ilk pediatrik kalp ve
akciger nakli 1998 yilinda izmir’de, yetiskinde iki tarafli akciger nakli girisimi ise
2004 yilinda yapilmistir. Ancak ilk basarili akciger nakli 2009 yilinda Istanbul’da

gerceklestirilmistir (45,46). 2009 ile 2014 yillar1 arasinda, 4’ii Istanbul, 2’si
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Ankara’da bulunan transplant merkezlerinde toplam 105 akciger transplanti

gerceklestirildigi bildirilmektedir (47).
2.6.1. Akciger Transplantasyonu Endikasyonlari
2.6.1.1. Kronik Obstriiktif Akciger Hastahg (KOAH)

Akciger hastaliklar1 arasinda en fazla goriilen, maksimum medikal ve cerrahi
midahalelere ragmen ilerleyici oOzellik gosteren KOAH hastalarinda akciger
transplantasyonu gerekli olmaktadir. Hastalarin nakil olmalarina karar verilirken,
rehberlerde yer aldig1 gibi; Body-mass index, airflow Obstruction, Dyspnea, Exercise
(BODE-kiitle viicut indeksi, hava yolu tikanma derecesi, solunum giicliigii, egzersiz
kapasitesi) skor sistemi goz oniinde bulundurulur (48). al-antitripsin eksikligi olan
ve olmayan KOAH hastalar1 diinya ¢apinda akciger transplanti olanlarin %40’ 1n1
olusturmaktadir. Klinik seyri genellikle ¢ok uzun olan KOAH’1n ilerlemis evresinde
olanlarinda bile, transplant sonrast kisa ve orta vadede sagkalim durumu diger
hastalik tiplerine gore daha iyi sonu¢ vermektedir. KOAH hastalarinin en 6nemli
ozelligi yasam kalitesinde 6nemli bir azalma goriilmesidir. Hastalarin 1 yil igerisinde
3 veya daha fazla alevlenme donemi gegirmeleri bu hastalarda sag kalim durumunu
etkilemektedir. KOAH ve hiperkapnik solunum yetmezIligi olan hastalar, hastane
Olimlerinin  %10’dan fazlasina sahiptir (44). KOAH hastalarinin  akciger
transplantasyon listesine dahil olma kriterleri rehberlerde belirtildigi gibi Tablo
2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1 KOAH hastalarinin transplant listesine alinmalari i¢in gerekli kriterler (42)

Kronik obstruktif akciger hastahiginda; BODE indeksi 7-10 arasinda olmak
veya asagidakilerden birini gosteriyor olmak

-Akut hiperkapni nedeni ile hastaneye yatis Oykiisii olanlar (Pcoz 50 mmHg’yi
asanlar)
-Oksijen terapisine ragmen pulmoner hipertansiyonu veya kérpulmonari veya her
ikisi

birden olanlar

- *FEV1< %20 ve **Drco< %20 veya amfizem dagilimi homojen olanlar

*FEV,= Zorlu ekspirasyonun birinci saniyesinde atilan volum

**Dyco= Karbonmonoksit difiizyon kapasitesi
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2.6.1.2. idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF)

Akciger transplantasyonu olan hastalarda sik goriilen bir baska akciger
hastaligi da idiyopatik pulmoner fibrozisdir (42). Genellikle orta yas ve distii
yetigkinlerde goriiliir. Patogenezinde akciger alveol epitel hasarina karsi cevapta,
fibroproliferatif tamirin diizensizligi yer almaktadir. Fibrotik mimari yapinin
bozulmasinda miyofibroblast ve fibrosis progenitdr hiicreleri dahil akcigerdeki
hiicreler sorumludur. Hastaligin mekanizmasinda hiicrelerin patolojik proliferasyonu
yaninda sitokin, kemokin, fibrojenik faktorler, koagiilasyon faktorler gibi genis
kapsamli mediatorler de bulunmaktadir. IPF hastalarin pek c¢ogunda genellikle
kotiilesen nefes darligl ve kuru 6ksiiriik bulunur. Bazi hastalarda anormal radyolojik
bulgular veya solunum fonksiyon bozuklular1 goriilebilir. IPF hastalarinda akciger
transplantasyonu ile 5 yillik sag kalim iliskisi %40-%50 oranindadir. Nakil bekleyen
diger tip akciger hastalig1 olanlar ile karsilastirildiginda IPF’1i hastalarda 6liim orani
daha fazladir (49). Tablo 2.2’ de IPF hastalarinin transplant listesine alinmasi i¢in

gerekli klinik kriterler rehberlerdebelirtildigi sekli ile yer almaktadir.

Tablo 2.2. IPF hastalarinin transplant listesine alinmalari i¢in gerekli kriterler (42)

Idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarinda interstisyel pnémoniye ait histolojik

ve radyolojik bulgulara sahip olmak ve asagidakilerden birini gostermek

-DrLco<%39
-FCV’ de 6 aylik takip boyunca %10 veya daha fazla eksilme
-6 dakika ytirtime testinde oksijen saturasyonunda %88’in altinda azalma

-Yiiksek ¢oziiniirlii BT de bal petegi goriintimii (fibrozis skoru >2)

FCV= Zorlu vital kapasite

2.6.1.3. Kistik Fibrozis (KF)

Kistik fibozis, akciger fonksiyon kaybi ile karakterize edilen otozomal resesif
gecisli bir hastaliktir (50). Bu akciger hastaliginda kronik enfeksiyon ve inflamasyon
etkindir. Kistik fibrozisli hastalarin  solunum yollarinda biriken hiicre
populasyonunda, notrofil hiicreleri genis yer tutmaktadir (51). Zorlu soluk verme

volum (Forced Expiratory Volume, FEV1) degerinin kriter oldugu kistik fibrozis
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hastalarinda, bu degerin ylizdesindeki diisiis biiyiikk Ol¢iide kronik bakteriyel
enfeksiyonlar ve inflamatuar arasindaki ektilesim nedeniyle immiin cevabin
uyarilmasini  gostermektedir. Pek ¢ok bakteri tiirii, kistik fibrozisli akcigeri
etkilemektedir. Bu bakteriler arasinda o6zellikle Pseudomonas aeruginosa,
Methicilin’e duyarlt Staphylococcus aureus-MSSA ve Burkholderia 6nemli kabul
edilmistir (50). Bu hastalarin akciger nakli olmalar1 i¢in gerekli kriterler Tablo 2.3’de
belirtilmektedir.

Tablo 2.3.Kistik fibrozisli hastalarin nakil olma kritleri (42)

- FEV1 < %30 olmas1 veya FEV1 > %30 olanlarin akciger fonksiyonlarinda hizlica
diisiis

- Oksijen ihtiyac1 artigi

- Hiperkapni (kanda karbondioksit artis1)

- Pulmoner hipertansiyon

2.6.1.4. Silikozis

Silikozis hastalig1 akciger hastaliklar1 arasinda daha ¢ok is yeri hastalig
olarak goriilen, silika partikiillerinin solunum yolu ile akcigerlere gitmesi sonucu
meydana gelen bir hastaliktir. Graniilom olusumu ile kalici bir inflamasyon, akciger
fonksiyon kaybina ve dokunun yeniden diizenlenmesine yol agmaktadir. Tiiberkiiloz,
KOAH, romatoid artrit, silikozla iligkili sik goriilen komplikasyonlardir. Ayrica uzun
donem silikaya maruz kalmak akciger kanserine de neden olmaktadir. Calisma
alanlarinda silika tozu solunmasini 6nlemek i¢in ge¢mis yillarda pek ¢ok caligmalar
yapilmasma ragmen, silikozis diinya capinda gelismekte olan {ilkelerde yiiksek

prevalansi ile halen halk saglig1 sorunu olarak devam etmektedir (52).

Silikozis  patogenezini, silika partikiillerinin akciger havayollarinda
mukosiliyer savunmay1 ge¢meleri ve distal boliimlere ulagsmalart baglatmaktadir.
Insan i¢in patojenik partiikiiller 10um altinda olup, bunlarda bronglara ve alveollere
ulagsmak icin gerekli aerodinamik bulunmaktadir. Silikozis fagositik bir dongii ile
yonetilmekte ve silika partikiillerin salinmasi ise epitel hasara, akciger yeniden
diizenlenmesi ve gaz degis-dokus alaninda azalmaya yol agmaktadir. Silika

tarafindan indiikklenmis akciger hasar1 bes temel mekanizma ile meydana
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gelmektedir. Bunlar direkt sitotoksite, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi,

sitokin ve kemokinlerin {iretimi, fibrozis ve hiicrelerin apoptoz ile 6liimiidiir (52).
2.6.1.5. Bronsiektazi

Bronsiektazi, bronglarin pek cok nedene bagli olarak, geri doniisiimsiiz
geniglemesi sonucu ortaya g¢ikan bir hastaliktir. Alt solunum yolu enfeksiyonlari,
kistik fibrozis, sag orta lob sendromu, immiin yetmezlik, silyer disgenezi sendromu,
romatoid artrit, inflamatuar barsak hastalif1 gibi hastaliklar bronsiektaziye yol
acmaktadir (53). Bronsiektazi genellikle balgamli Oksiiriige neden olur ve bu
semptomlar balgamda potansiyel patojenik organizmalarin kiiltiire edildigi pulmoner
alevlenme atagi ile noktalanmaktadir. Prognozu tam olarak tanimlanmamis olan
bronsektazi, solunum tibbinda en ¢ok ihmal edilen hastalik olarak belirtilmistir (54).
Bronsiektazide cerrahi islem uygulanmasindaki amacin timor veya viicuda yabanci
cisimlerin, fazla hasar gérmiis segmentlerin veya loblarin ¢ikarilmasi gibi durumlar
oldugu belirtilmistir (53). Akcigerde bronsiektazinin dagilimi etyopatogenezine gore
degismektedir. Alerjik bronkopulmoner asperjillozis hastaliginda klasik olarak
santral bronsiektazi goriiliirken, diffiiz bronsiektazilerde genellikle alt loblar tutulur.
Bu durum enfekte sekresyonlarin yer ¢ekimine bagh olarak alt loblarda birikmesi ile
aciklanmis, sag orta lob bronsun uzun ve dar olmasi nedeniyle lenf nodunu biiyiiten

tiiberkiiloz gibi durumlarda liimenin kolayca tikanacagi belirtilmistir (55).
2.6.2. Transplant immiinolojisi ve Solid Organ Transplantasyonu

Teknik anlamda transplantasyon, bir bireyden graft olarak adlandirilan hiicre,
doku veya organlarin alinarak genellikle bir bireye nakledilmesidir (1). Ayrica
transplantasyon, bobrek, karaciger, kalp, akciger hastaliklarinin son asamasinda
uygulanan bir tedavidir. Tibbi bakimdaki ilerlemeler ve immiin baskilayici
ilaglardaki gelismeler sayesinde akut redde baghh oOliim riskinde azalma
saglanmaktadir. Ancak uzun dénem sag kalimda gerekli stratejilerin gelistirilmesi,
transplant hasarmma neden olan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasini gerektirir.
Pratik acidan bakildiginda ise hasta sonuglarmin iyilestirilmesi, yeni risk
degerlendirme ve tedavi stratejilerindeki degisiklikleri yonlendirmek i¢in transplant

immunolojisinin anlasilmasi 6nemlidir (56).

Transplantasyon basarisinda en 6nemli engel, nakil yapilmis organin alici

tarafindan reddidir. Bu problem ilk kez deri nakli yapilan bir hastada
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degerlendirilmis ve transplantasyondan sonraki 1-2 haftalik siiregte hastaya
nakledilen deride nekroz gelismis ve nakil basarisiz olmustur. Transplant kliniginde
immiinolojik red en 6dnemli sorunlardan biridir. Lenfosit aktivasyon mekanizmasi ile
ilgili ¢aligmalar i¢in allojenik molekiillere karsi gelisen immiin cevap, yararli bir
model olusturmaktadir. Immiinolojik ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
kullanilan immiin baskilayici ilaglarin organ reddi tedavisinde de uygulanmasi test
edilmekte ve etkin sonuglar alinmaktadir. Bahsedilen bu sebepler transplant

immiinolojisinin dnemini arttirmaktadir (1).

Solid organ transplantasyonu viicut agisindan travmatik bir olaydir. Organin
cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve kan damarlarinin tahrip olmasi dogal immiin cevabi
baslatir. Graft i¢cinde hasar goren endotelyum adezyon molekiilleri upregule olarak,
aktive olmus alict makrofaj hiicrelerin gegisini arttirirlar. Ayrica sitokin {ireten
hiicrelerde de aktivasyon olmaktadir. Bu durumlar spesifik olmadig1 ve genellikle
doku kaybina neden olmadig: i¢in doku reddi nedeni olarak kabul edilmezler ancak

yine de graft reddi asamasinda muhtemelen énemli rol oynamaktadirlar (57).
2.6.2.1. Akciger Transplantinda Dogal ve Hiimoral Immiinite

Transplant yapilan akciger, solunum yolu ile ¢evresel antijenlere maruz
kalarak dogal immiiniteyi muhtemelen aktiflestirmektedir. Akciger nakli sonrasi
olumsuz sonuglarin etkisi ve alloimmiin cevabin diizenlenmesi dogal immiin cevabin
oldugunu gostermektedir. Siddetli iskemi ve reperfiizyon hasart kendini hipoksemi
ve radyografik akciger infiltrede gelisme seklinde gostermektedir. Akciger
transplantasyon sonrasi kisa ve uzun siireli hayatta kalimda iskemi ve reperfiizyon
etkisi bulunmaktadir. Dogal ve edinsel immiinitede yer alan hiicrelerden eksprese
edilen reseptorlerden biri olan Toll benzeri reseptorler (TLR), o6zellikle akciger
transplantasyonunda akciger endotelyal hiicrelerinde, hiicre iskeleti yeniden
diizenlenmesi ve ©6demde rol oynamaktadir. Yapilan caligmalar TLR ligand
seviyelerinin insan akcigerinde reperfiizyonda arttigini1 dogrulamaktadir. TLR ligand
seviyesi nakil olmus hastalarda doku reddinde 6nemli olan bronsiolitis obliteran ile
korelasyon gostermektedir (58). Dogal immiinitede rol oynayan makrofaj hiicreleri
de akciger alveolar makrofajlar olarak transplanttaki immiin cevabin
sekillenmesinde rol oynamaktadir. Akciger, dig ortama maruz kalan bir organ
oldugundan, graft parankim doku, immiin ve stromal hiicreler bakteri ve viriis gibi

solunum yolu patojenleri tarafindan etkilenebilir. Solunum yollar1 enfeksiyonlari
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kronik doku reddine yol agarak dogal ve edinsel immiinite arasindaki yakin

baglantinin 6nemini igaret etmektedir (58,59).

Edinsel immiin cevabin bir tipi olan hiimoral immiin cevabin solid organ
transplantasyonunda rolii 6nemlidir. Hiimoral immiinitede iiretilen antikorlar graftin
reddine neden olmaktadir (58). Akciger transplantinda vericinin dnemli miktarda
16kosit hiicresi graft ile beraber aliciya transfer olmaktadir. Bronkoalveolar bolgede
olduk¢a fazla sayida bulunan l6kositlerin nakil 6ncesi ekstrakorporeal perfiizyon
yapilmasina ragmen, akciger dokusundan uzaklastirmak miimkiin degildir.
Transplant sonrasi erken donemlerde verici kaynakli T ve B lenfosit hiicreler
dolagimda bulunmaktadir (60). Hiimoral otoimmiinite, transplant sonrast doku
reddinde goriilen bronsiolitis obliteran sendromdaki (BOS) artis ve sag kalim
stiresindeki azalma sonucunda MHC antikorlarin da gosterilmesiyle klinik bulgular
desteklenmektedir. Allojenik antikor hedefleri, MHC ve minor doku uyum
molekiilleridir. Transplantasyonu takiben, T lenfosit bagimli, vericiye 6zgii B
lenfositlerden plazma hiicrelerine  doniisen hiicreler  tarafindan anti-verici
antikorlarin iretimiyle gelisirler. Bu antikorlar verici antijenik hedeflerine
baglanarak kompleman sistemini aktiflestirirler. Antikorlarin doku reddine
katilmalari, vericiye 6zgii antikorlarin BOS onciilleri oldugunu gosteren bulgularla
ileri siiriilmektedir. Ayrica solunum yolu epitel hiicrelerinde fibrojenik biiyiime
faktorlerin iretimine, proliferatif degisikliklere ve apoptotik hiicre Sliimiine neden
olan anti-human lenfosit antikorlar (HLA) olarak da bilinen MCH molekiillerinin

gosterildigi ¢alismalar, antikorlarin doku reddine katildigini géstermektedir (59).

HLA antikorlar1 akut redde neden olurlar ki, bu hiperakut redden farkli olarak
dogrudan graft damarlarina karsi sitotoksik bir reaksiyondur. Antikor seviyesi
koagulapatiyi baslatacak kadar yiiksek olmadiginda, antikorlar damar endotelyum
tizerinde dogrudan etki ederler. Hastalar transplant oncesi ve sonrasinda HLA
antikorlar1 olup olmamasina gore ayrilirlar. Antikorlar, intimal hiperplazi ve nihai
damar daralmasina giden kademeli mekanizmayi tetikler. Buna cevap olarak da
yaralanmanin kronik yavas siireci ve diiz kas hiicreleri tarafindan tamir soz
konusudur ve endotelyum konake1 hiicreler tarafindan kaplanmis hale geldiginde bir
reaksiyon olugmaktadir. Endotelyal hiicreler in vitro kosullarda antikorun optimal
konsantrasyonu ile muamele edildiginde antikora ve allografta karsi direngli hale

gelirler. Bununla birlikte graft antijenlerinin, onlara kars1 olusan antikorlarin
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varliginda endotelyumdan yeniden eksprese edilmesi yeni bir hasar dongiisiine neden

olmaktadir (61).

Akciger transplantasyonunda 6z antijene hiimoral cevabin olusmasi da s6z
konusudur. Bronsiolitis obliteran sendromun gelismesinde kollejen ve tubiline kars1
olusan otoantikorlarin yer aldigi klinik 6ncesi modeller gosterilmistir. Normal hiicre
fonksiyonunda rol alan ve hiicre iskelet yapisini saglayan kollajen tipi K-al tubilin,
kronik solunum yolu epiteli yaralanmasi veya belirli kosullarda hiicre yiizeyi
ekspresyonu sonucunda agiga ¢ikabilir. Bu proteine karsi olusan antikor anti-K-ol1T
ise havayolu epitel hiicrelerine baglanarak baz1 transkripsiyon faktorlerin
ekpresyonuna neden olur. Klinikte bu otoantikorlarin transplantasyonu takiben

olugmasi sag kalimi etkileyen BOS’un gelisimi ile korelasyon gostermektedir (59).
2.6.2.2. Alloantijenlerin Taninmasi

Transplant immiinolojisinde ayni tiire mensup genetigi farkli iki birey
arasinda nakli yapilan organa allojenik graft (allograft), bu graftin yabanci olarak
taninmasina neden olan molekiillere de alloantijen denilmektedir. Alloantijenlere

kars1 tepki veren lenfosit ve antikorlar ise alloreaktif olarak tanimlanmaktadir (1).

Transplant1 yapilmig bir hiicrenin 6z veya yabanci olarak taninmasi, bir tiiriin
farkli bireyleri arasinda farklilik gdsteren ve doku uygunluk genleri olarak
isimlendirilmis polimorfik genler araciligi ile olmaktadir. Biiyiikk doku uygunluk
(MHC) molekiilleri hemen hemen tiim dokularda ifade edilir ve tek yumurta ikizleri
harig, bireyler arasi1 doku transplantinda graft reddinin hedefidir. Transplant1 yapilan
dokunun MHC molekiilleri, alic1 bireyin immiin sistem hiicresi olan T lenfositleri
tarafindan taninir. T lenfositler, vericinin antijen sunan hiicreleri (APC) tarafindan
sunulan allojenik MHC molekiiliine baglanarak (direkt tanima) veya alicinin kendi
APC’leri tarafindan islenen allojenik MHC molekiillerini tanir (indirekt tanima) (1).

Sekil 2.19°da direk ve indirekt allojen tanima sematize edilmistir.

Indirekt tanmimada CD4" T hiicreler MHC II grubu alloantijenlere yanit
verirken, CD8" T hiicreler MHC 1 grubu alloantijenlere yamit vermektedir. Alicinin
antijen sunan hiicreleri zamanla vericinin organindan disar1 ¢ikarak verici antijen
sunan hiicrelerin yerine gecerler ve bu sebeple indirek alloantijen tanima, transplanti

yapilmis organ i¢inde baskin bir efektdr yol olabilir (56).
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Sekil 2.21. Alloantijenlerin direkt ve indirekt taninmasmin sematik gosterimi (1).

(Cellular and Molecular Immunology,7. baskisindan alintilanmustir)

Organlarin ¢ogunda dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler
bulunmaktadir. Bu organlarin allojenik alictya nakli, vericic MHC molekiiliinii
bulunduran APC’lerin yani sira es uyaranlarini da saglar. Vericiye ait APC’ler
bolgesel lenf nodlarma go¢ ederek isleme ugramamis MHC molekiillerini, alicinin T
hiicrelerine sunarlar. Aliciya ait dendritik hiicreler de graft icine goc ederek graft
alloantijenlerini algilar ve bunlar1 drene lenf nodlarina geri tasiyabilirler. “Naive”
lenfositler normalde lenf diiglimii yolu ile bu alloantijenlerle karsilagirlarsa prolifere
olarak efektor hiicrelere farklilasirlar. Bu duruma alloantijenlere karsi duyarlasma
denmektedir. Efektor T hiicreler graft icine geri doner ve doku reddine aracilik

ederler (1).
2.6.3. Transplant ve B Lenfositler

Solunum yolu, antijenlerle hava araciligi ile ilk temas eden bdlgedir.
Solunum yolu epitel hiicreleri, patojen antijenler ve partikiil maddeler de dahil olmak
lizere potansiyel zararli alerjenlere karst ilk savunma hattin1 saglarlar. Bu savunma
hatt1 igerisinde yer alan B lenfositler hava yolunun hem parankim hem de mukozal
ylizeyi i¢in immiinoglobiilin iretirler. Hava yolu B hiicreleri, IgA ve IgM polimerik
formlarim iretirler. Bu polimerik Ig’ler hava yolu liimeninde salgisal bir bilesen
ihtiva ederler. Mukozal bazal ylizeyde veya glandular epitelde IgA ve IgM’nin
baglandig1 polimerik Ig reseptoriiniin aktivasyonu ile bu salgisal bilesen ilave edilmis
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olur ve epitel hiicreler arasinda Ig tasinir. IgA eksikligi olan kisilerde, solunum
yollart bagisikligi, IgM iiretiminden dolay1r nispeten bulunmaktadir. Polimerik Ig
reseptor yoklugu bu hastalarda mukozal ylizeylerde antikorlarin salgilanmasinin
azlig1 ile solunum yolu enfeksiyonlarinda ¢ok biiyiik artisa sebep olur. IgA’nin
saglikli solunum yollarinda en bol bulunan ve akciger savunmasinda en 6nemli
immiinoglobiilin oldugu diisiiniilmektedir. Diger immiinoglobulinler de (IgM, IgE,
IgG, IgD) akciger saghigi ve hastaligina katilirlar. Immiinoglobiilinlerin iireticileri
olan B ve plazma hiicreleri edinsel immiinitenin 6nemli bir kisminit olustururlar. Bu
hiicrelerin salgiladiklar1 antikorlar, makrofaj, notrofil, eozinofil, bazofil ve mast
hiicrelerinin de dahil oldugu diger hiicre yiizeylerinde bulunan reseptorlere
baglanirlar (62). Akciger transplantasyonu sonrasi ilk yil iginde enfeksiyon goriilen
hastalarda periferik “naive” B hiicrelerde artig goriilmektedir. Mutlak B hiicre alt
grup sayilarinda bir farklilik bulunmazken, IgD*CD38"" aktif “naive” B hiicrelerde
nakil sonrasi ilk ay ic¢inde belirgin bir artis goriiliirken, bununla beraber diisiik

seviyede CD271gD" (¢ift negatif) B hiicre populasyonu da goriilmektedir (63).

Organ transplantlarinda allografta karst immiin cevap hiicresel ve hiimoral
olarak ikiye ayrilir. Antikor liretimi ve komplemen aktivasyonu ile karakterize edilen
hiimoral cevapta doku reddi gelisebilir. Tiim solid organ transplantlarinda ve
hematopoitik kok hiicre transplantlarinda zayif hayatta kalim ile transplant oncesi
vericiye 0zgii antikorlar veya de-novo transplant sonrasi antikor {liretiminin varligi
korelasyon gostermistir. Transplant yapilan alicitda HLA antikorlarinin varhigi sadece
kisa donemli degil, kronik doku reddinde de etkilidir. Olgun B lenfositlerin sadece
antikor salgilayan hiicreler olarak degil, 6nceden somatik hiper mutasyon gegiren ve
daha yiiksek afinite ile antikor saglayan, T lenfositler ile etkilesime giren antijen
sunan hiicreler olarak da rolleri bulunmaktadir. Bu antikorlar direk akut hiimoral
reddi etkinlestirebilir ve alloreaktif T lenfosit aktivasyonunu gelistirerek akut
hiicresel reddi de wuyandirabilir. Ayrica alloreaktif bellek B hiicrelerin ve
alloantikorlarin tdleranslarinin kirilmasi anti-CD154 (CD40L) uygulanan modellerde
basarili olmustur. Bununla birlikte tolerans gosteren modellerde B lenfositlerin zit
islevleri de gosterilmistir. Alloantijen varliginda vericiye 6zgili hiimoral tdleransi
tesvik etmek i¢in, monoklonal antikor ile B lenfositlerin tiiketilmesi 6nerilmektedir

(64).
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Transplantasyona cevapta iiretilen allospesifik antikorlar B lenfositler
tarafindan tiretilmekte ve bu antikorlar alloimmiinite ve doku uygunlugu i¢in de en
iyi gosterge olmaktadir. Antikorlarin transplanttaki etkisi, organi besleyen kan
damarlarin kokenlerine bliyiik 6l¢iide baglidir. Organ transplantinda vericiye ait kan
damarlar1, vericiye 0zgii antikorlar tarafindan direk hedef alinir. Yabanci kan
damarlarina antikorlarin baglanmas1 hiperakut, akut, antikor aracili akut ve kronik
reddi meydana getirir. Ancak transfer edilen hiicre veya dokular, alicinin kan
damarlar1 ile beslenir. Inflamasyon olmaksizin, kan damarlar1 vericiye Ozgii
antikorlarin hedefi olmayip, antikorlarin grafta erisimini engeller. Bobrek, kalp gibi
biiylik organlarin transplantasyonunda biiyiik miktarlarda anti-verici antikorlar
absorbe edilir ve bu yolla hemen hemen biitiin antikorlar perfiizyon siiresince
temizlenebilir ve graft zarar gormemis olur. Boylece organ ¢ikarilmasini veya ciddi
graft yaralanmasini takiben antikorlarin kandaki seviyesi dramatik olarak artar (65).
Organ transplantindan sonra, en yliksek afiniteye sahip antikorlar daha diisiik afinite
gosteren antikorlara gore daha fazla absorbe edilecektir. Ayrica graftta MHC sinif [
molekiiller MHC sinif II” ye gore daha fazla ifade edilir. Bundan dolayt MHC sinif I
antikorlart MHC smif II’ye gore daha fazla absorbe edilir (65).

Antikorlar T lenfositlere antijen sunumunu arttirirlar. Antikor baglanmasi
antijeni konsantre edebilir ve antijen sunum sitelerine direk yonlendirebilir. IgM,
antijeni kanda yakalar, dalaga tagir ve marginal bolgelerinde tutar. Marginal bolge B
hiicre reseptorleri, antijeni yakalar ve lenfoid folikiillerde yerlesik folikiiler dendritik
hiicrelere gotiirlirler. Antijen sunumunun kolaylastirilmasi ic¢in ayrica Ig dogrudan
hiicresel immuniteyi uyarabilir. Vericiye 6zgii antikor bulunan, transplant yapilmis
hastalarda hiicresel red, antikor aracili hiimoral redde gore daha fazla goriillmektedir

(65).
2.7. Akciger Transplantasyonuve Sitokinler

2.7.1. Sitokin Nedir?

Sitokinler, immiin hiicrelerden salgilanan, hiicreler arasi iletisimde yer alan
glikoprotein veya ¢dziinmiis proteinlerdir. Immiin cevabin olusmasi sirasinda
iiretilirler ve depolanmazlar. Uretildikleri ve etkiledikleri hiicre tipine gore pleotropik
(bir sitokinin birden fazla etki gdstermesi) ya da redundant (bir¢ok sitokinin ayni etki
gostermesi) karakterde olabilirler. Hiicrede pek c¢ok gorevi bulunan sitokinlerin en
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onemli gorevi, konak hiicreyi patojenlere karsi savunmak ve inflamasyon cevabin
diizenlenmesidir. Sitokinler hiicreler arasi sinyal iletimi ve etkilerini, hedef hiicre
yilizeyinde bulunan spesifik reseptorlere baglanarak gerceklestirirler (66). Biyolojik
etki olusturabilmek icin ¢ok kiigiik miktarlarda sitokin yeterlidir. Bir¢cok sitokin
reseptOriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan gergeklesir. Sitokinlere verilen

hiicresel yanitlarin cogu yeni mRNA ve protein sentezini gerektirmektedir (67).
2.7.2. Sitokinlerin Immiin Cevapta Rolii ve Onemi

Sitokinlerin, immiin hiicrelerin aktivitesi, farklilagma, ¢ogalma ve hayatta
kalmalarma etkileri bulunmaktadir. Sitokinler ayrica, immiin cevapta rol oynayan
inflamasyonu baglatan ve inflamasyonu durdurucu 6zelliklerdeki sitokinlerin tiretimi
ve regulasyonunda da etkilidirler (68). Sitokinler, konak sistemin bir savunma
mekanizmasi olan ates, viral enfeksiyonlara karsi direng, beyaz kan hiicrelerin artisi,
akut faz proteinlerin sentezi, inflamasyon hiicrelerin gogii ve kanser hiicrelerin 6liimii
gibi pek cok bagisiklik sistem mekanizmalarinda etkilidirler. Hastalik siirecinde
¢Oziinmiis protein yapidaki sitokinlerin immiin hiicrelerden iiretimi ve bunlarin
tiretilmelerinin hastalik gostergesi olmasi bir paradigma olarak kabul edilir (69).
Salgilanan sitokinler, hedef hiicrelerin ylizeylerinde bulunan reseptorlere baglanir ve
daha sonra kendilerine 6zgii etkilerini gdsterirler. Hedef hiicrenin sitokine cevabi,
protein sentezine kadar devam eden molekiiler mekanizmalarin meydana gelmesi ve

sonuc¢ta immiin yanitin olusmasina neden olur (70).

Lokositlerden salgilanan ve bu hiicrelerin fonksiyonlarinda etkili bir sitokin
grubu olan interlokinler oldukca onemlidir. Interlokinler (IL) de kendi aralarinda
numaralandirilarak siiflandirilmistir. Sitokinler koken aldiklari hiicre ve biyolojik
fonksiyonlarina gore genel olarak dort grupta yer almaktadirlar. Viral enfeksiyonlara
kars1 sentezlenen interferonlar (IFN), Tiimor Nekroz Faktor (TNF), l6kositlerin gogii
ile ilgili olan kemokinler ve biiyiime faktorleri bu dort grup icerisinde yer almaktadir

(68).

Immiin sistemde pek ¢ok fonksiyona sahip olan sitokinlerden c¢aligma iginde

analiz edilmis olanlar hakkinda kisaca bilgi verecek olursak:
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Interlokin 6 (IL-6): IL-6, monosit, makrofaj, eosinofil, hepatosit, glial gibi pek ¢ok

hiicreden sentez edilen bir sitokindir (68). Ayrica travma, yanik, doku hasari,
inflamasyona karst immiin cevapta yer alan hiicrelerden de salgilanmaktadir.
Patojenle iliskili molekiiler paternlerin (PAMPs) makrofajlar yiizeyinde bulunan Toll
benzeri reseptorlere (TLR) baglanmasi sonucunda da IL-6 salgilanmaktadir. Bu
sitokin bazi aktive olmus T lenfositler araciligtyla sentezlendigi gibi,akut faz immiin
cevabin ve atesin olugsmasinda da rolii bulunmaktadir. Ayrica B hiicrelerin
farklilagmasini etkileyerek noétrofillerin hareketine neden olur (70). IL-6, hedef
hiicreyi membrana bagli reseptor araciligr ile stimule eder. Ligandin reseptore
baglanmas1 sonrasinda meydana gelen bir dizi sinyal iletimi, hedef genlerin
aktiflesmesine neden olan transkripsiyon faktorlerin  harekete ge¢mesini
saglamaktadir. Immiin hiicrelerden salgilanan IL-6, hedef hiicrede bulunan reseptor
proteine baglanma disinda, reseptdr kompleksinin ¢dziinmiis formuna da baglanir.
Sinyal transferi (trans-signaling) olarak isimlendirilen bu siire¢ IL-6’nin pro-
inflamasyon etki gostermesinden sorumludur. Klasik sinyal denilen, ligandin
membran reseptoriine baglanma siireci ise, IL-6’nin anti-inflamasyon etki
gostermesiyle iligkilendirilir. IL-6’nin dogal immiiniteden edinsel immiiniteye gegis
sliresince esas role sahip oldugunu gosteren pek cok gosterge bulunmaktadir. Akut
inflamasyonun karakteristik 6zelligi olan nétrofil hiicrelerin inflamasyon bdlgesine
gecisi, endotelyal hiicrelerin mikrobik ajanlarla aktif hale gelisi, IL-6 ile diger

kemokin molekiillerin iiretimi sonucunda olusmaktadir (71).

Interlokin 8 (IL.-8): IL-8, kemokin olarak gruplandirilmis, 16kosit hiicrelerin go¢

etmesi potansiyelindeki diisiik molekiiler agirliktaki sitokindir. IL-8, monosit,
lenfosit, granulosit, fibroblast, endotel hiicre, bronsial epitel hiicre gibi pek ¢ok
hiicreden salgilanir (66). Proinflamatuar sitokin grubunda yer alan IL-8, sinyali
hiicreye iki reseptdr iizerinden iletmektedir (CXCR1, CXCR2). Temel biyolojik
islevi notrofil gogii ve degranulasyonudur. Lokosit gogiinde yeri olan bu sitokinin

anjiyogenezi stimule ettigi de bilinmektedir (72).

“Monocyte _ChemoattractantProtein” 1(MCP-1): MCP-1, monosit, bazofil, T

hiicreler, olgunlasmamis dendritik hiicreler i¢in aktiflestirici faktordir. MCP-1
dokularin pek c¢ogunda ve in vitro ortamlardaki hiicrelerden {iretilir ve bazi

proinflamatuar molekiiller tarafindan {iretiminin artirici etkisi olur (66). Kemokin

49



grubunda yer alan MCP-1 CCL2 olarak da isimlendirilmektedir. Bu molekiil
monositlerin kandan dokuya geg¢isini saglayarak makrofaja farklilagmasina neden
olmaktadir (70). Insanda pek ¢ok doku ve organda eksprese edilen MCP-1, akcigerde
makrofajlarin bulundugu endotel, bronsial epitel ve diiz kas hiicrelerde de eksprese
edilmektedir. Makrofaj infiltrasyonu ile karakterize olan pulmoner fibrosiz,

sarcodiosis gibi hastaliklarda MCP-1 ekspresyonunda artis olmaktadir (73).

“Tissue Plasminogen Activator” (t-PA): Serin proteinaz ailesinin bir iiyesi olan t-

PA vaskiiler endotel hiicreler araciligi ile eksprese olur ve  pihtilasma
mekanizmasinda yeri olan, aktif formda olmayan plasminojenin, aktif formdaki
plasmine doniismesinde fonksiyonu vardir. Bu molekiil ayrica hem fetal hem de

yetigkin akcigerinde oldukg¢a yliksek oranda eksprese edilir (74).

“Soluble Cluster of Differentiation 40 Ligand” (sCD40L): Tumor Nekrozis Faktor

(TNF) ailesinin bir {iyesi olan, glikoprotein yapidaki CD40L ekspresyonu, T hiicre
aktivasyonundan sonra indiiklenir ve erken T lenfositlerin bir gdstergesi olarak yer
almaktadir. CD40 ise makrofaj, B hiicreler ve dendritik hiicrelerden eksprese olur.
CD40-CDA40L arasindaki etkilesim saglikli immiin sistemde c¢ok fonksiyonlu bir rol
oynamaktadir. Ornegin, endotel hiicrelerde aktive olmus T hiicreler araciligi ile
CD40 baglanmasi CD40L ekspreyonuna neden olur ki bu da Idkosit
marjinasyonundaki  adesyon  molekiillerin  ekspresyonunun  artisina  yol
acmaktadir.Antijen sunan hiicrelerin CD40-CD40L etkilesimiyle aktive olmasi,

inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve nitrik oksitin {iretimini indiikler (75).

“Soluble P-selektin” (sP-selektin): Bir adezyon molekiilii olan selektin ailesine

dahil molekiil olup, aktive olmus trombosit ve endotel hiicrelerden eksprese
edilmektedir. Bu sitokin vaskiiler yaralanmada, inflamasyonda, 16kosit hiicrelerin bu
bolgede toplanmasini saglamaktadir. P-selektin molekiiliin ¢6ziinmiis formu olan sP-
selektin hastaliklarda artis gdstermekte ve vaskiiler hastalik riski i¢in potansiyel
olarak klinik bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (76). Trombosit ve endotelial
hiicrelerin aktivasyonu altinda hiicre ylizeyinden hizlica salgilanan P-selektin,
l6kositlerin endotelyum iizerinde yuvarlanarak birikmesine aracilik eder. P-selektin’i
aciga c¢ikaran dolasimdaki degraniile olmus trombositler, ¢oziinmiis plazma proteini

olan sP-selektini tiretirler. P-selektin molekiiliiniin tromboz olusumunda 6nemli rolii
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oldugu, anti P-selektin antikorunun tromboz mekanizmasin1i bozdugunun

gosterilmesiyle belirtilmektedir (77).
2.7.3. Akciger Transplantinda Sitokinlerin Onemi

Sitokinler etkilerini hiicre yiizeyinde zaten mevcut olan diisiik yogunluktaki
reseptorler ile ya da yeni olusturulan reseptorlerle etkilesime girerek gosterirler.
Pulmonar hemostazin korunmasinda reseptér ekspresyonun diizenlenmesi, sitokin
tiretimi kadar onemlidir. Bu sitokin ag1 akcigerin normal fizyolojik aktivitesi ve
hastaliklara bagli tehtitleri kontrol etmede bir denge saglayacak sekilde hareket
etmektedir. Akciger ¢ok cesitli enfeksiyon ajanlarina ve solunum gazlari degisimi
boyunca, zehirli gaz ve partiikiillere maruz kalmasindan dolay1, iyi regule olan ya da
sik1 denetlenen immiinolojik ve inflamatuar siireglere 6zellikle bagimlidir.Akciger
bu zararli ajanlara karsi kendini, sitokin diizenlenmesiyle olusan konak savunma
mekanizmasi ile korumaktadir. Sitokinler akcigerde bagisiklik ve inflamatuar yanitin

her ikisinin de basglamasini diizenlenmektedirler (78).

Akciger transplanti sonras1 goriilen allograft fonksiyon bozuklugu
patogenezinde, reseptdr-kemokin rolii bulunmaktadir. Bu patogenezde en belirleyici
olan nakil yapilmis akciger dokusuna l6kositlerin sizmis olmasidir. Gii¢lii immiin
baskilayici tedbirlere ragmen, akciger doku fonksiyon kaybinin erken evresinden, en
son asamasina kadarki siirecte, immiin cevap olusmasindan akciger fibroz dokunun
bozulmasina dogru gegiste 16kositlerin hiicum etme yetenegi olduk¢a dnemlidir. Bu
mononiikleer hiicrelerin siirekli olarak ortaya ¢ikmasinda, hiicre dist matriks
elemanlart ile parankimal hiicreler, endotelyum, infiltre olmus lokositler arasindaki
hiicreler arasi iletisim gerekmekte ve biitiin bu olaylar da adezyon molekiilleri,
sitokin ve kemokinlerin tiretimi aracilig1 ile ger¢eklesmektedir. Kemokinler spesifik
hiicre ylizey reseptdr ekspresyonu sayesinde, secici farkli Idkositlerin lokal
aktivasyonuna, endotelyum boyunca go¢ etmesine ve vaskiiler bélmelerin dtesinde
kemotaktik gecisine aracilik edebilmektedir. Allograft infeksiyonlari, sitokin-
kemokin ekspresyonunun artisiyla, anormal allo-otoimmun cevabi1 uyarmaktadir ki
bu da BOS gelisimine katki yapmaktadir. Akciger transplantinda,enfeksiyonlarin
etkisi yaninda, allograftta alloantijen T hiicrelerin ve diger efektor lokositlerin
yonlendirilmesi gibi 6nemli rol oynayan sitokinler de doku reddine neden

olmaktadirlar (79).
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Biitiin bu bilgiler 15181nda calismamiz; akciger transplant1 yapilan hastalarda dokunun
kabiil edilmesi siirecinde rolii olan B lenfositlerin kinetiginin izlenmesine yardimci
bir yontemin, standardize edilmesi ve validasyonunu yapmak ve boylece uygulanan

tedavi rejimlerinin takibine katki saglamasi amaci ile gerceklestirildi.

AMAC: KREC ve sitokin 6l¢iimii ile akciger transplantasyonu sonrasi iyilesimin

takibi.
HEDEF:

- Giivenilir ve dogru bir sekilde KREC kantifikasyonu i¢in ydntemin

validasyonu ve verifikasyonu,
- Tekrarlanabilir hasta sonuglarinin elde edilmesi,

- Ulasilan sonuglar ile hastalara ait diger verilerin karsilastirilmasi, istatistiksel

analiz,

- Calismanin rapor haline getirilmesi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Tiim ¢aligma drnekleri, Kartal Kosuyolu Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Gogiis Cerrahisi Birimi’ne bagvuran ve akciger nakli olmus bireylerden
olusturulmustur. Hasta grubumuzda, akciger transplantasyonu endikasyonlarina
sahip, primer akciger hastaliklar1 farkli olantoplam 11 kisi yer almaktadir. Transplant
sonrast erken immiin diizeylerini ii¢ farkli zaman dilimine ait Ol¢limii yapilmis
KREC (Kappa Deleting Recombination Excision Circle) seviyesi ile belirlemek i¢in;
bu hastalarin transplant dncesinde, nakil sonrasi 24. saatte ve transplant sonrasi 7.
giinde 2 adet steril EDTA’l1 tiiplere alinan toplam 33 tane hasta 0rnegi caligmaya
alinmistir. Hastalara ait KREC kinetiginin karsilastirilmasi i¢in gercek zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyon yonteminde standart kor hazirlamak icin 6 ay- 3 yas
arast saglikli cocuklarin rutin laboratuvar tetkikleri i¢in vermis olduklar
(ebeveynlerden rutin test ¢aligmasi i¢in onam formlar1 alinmig) ve standart numune
saklama siiresi (3 giin) dolduktan sonra imhaya ayrilan ve bu siire zarfinda +4°C’ de

bekletilmis EDTA’]1 kan 6rnekleri ¢alismaya alinmistir.

Ayrica caligma grubundaki hastalarin, ii¢ farkli zaman dilimine ait kan
orneklerinden sitokin ¢aligmasi yapilmistir. Sitokin sonuglarini karsilagtirmak amaglh
kontrol grubu ise; saghkli gonilli 10 kisiden alman 2 adet EDTA’ln kan
orneklerinden olusturulmustur. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundaki
her bireyden, calisma ile ilgili bilgilendirme yapildiktan sonra onam formlari

alimmustir.

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Agaroz (Amresco Life Science-N605-500G), Amonyum asetat (Merck-
1011161000), Amonyum kloriir (Merck-1011450500),Betaine PCR  solusyon
(Sigma-B0300-1VL), Dodecyltrimethylammonium bromide (DTAB) (Sigma-
WXBB7595V),Dimetil siilfoksit (DMSO) (Thermo Scientific-PI85190), DNA Marker
(Invitrogen-1786311), DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific-K1071),
Etidium Bromide (Fisher Scientific-BP1302-10), Etilendiamintetraasetat (EDTA)
(Sigma-03609), Etil alkol (%099,Alkomed), Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco-
123456), Ficoll (Sigma-10771), Hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)
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(Sigma- SLBN6919V), Isopropanol (Sigma Aldrich-24216), Jel Yiikleme Tamponu
(Blue Juice Buffer) (Invitrogen Life Technologies-1551155),Kloroform (Sigma
Aldrich-24216), Penisilin-streptomisin (Capricon Scientific-CP15-1395), Potasyum
bikarbonat (Merck K-126223552), Proteinaz K (Stratagene 300-141), RNA Later
(Ambion-Am7021), Roswell Park Memorial Institute medyumu (RPMI1640) (Gibco-
11-875-119), Sodyum bikarbonat (Sigma-55761), Sodyum kloriir (NaCl) (Merck-
1064040500), Sodyum dodesil siilfat (Sigma L-5750), Sodyum sitrat (Sigma,6132-
04-3), TagMan polimeraz Master mix (Applied Biosystems-1603257), 5X Tris-
Borate-Etilendiamintetraasetat (TBE) Tampon (5 Prime-151027697), TE Tampon
(Qiagen), Tris (MERCK-1.08219.0100), Trizol (Ambion-5596-026), Voluven
(Fresenius-900c007),

3.3. Kullanmilan Gerecler

Air flow laminar kabin (ESCO class Il Type A2), akan hiicre Olcer (Beckman
Coulter-FC 500), Buzdolab1 (+4°C)(Ar¢elik), Derin dondurucu (-80°C) (ESCO,
Lexicon), Elektroforez giic kaynagt  (BioRAD), Elektroforez  sistemi
(BioRADPowerPac Basic, BioRad mini sub cell GT), Hassas terazi (Denver
Instrument), Isiticilh manyetik karistirict (IKA RH basic-2), Kuru 1sitic1 (Bioer
HB2(2), Masa st santrifiij (Hitachi himac CTGEL), Mikrodalga firin (Argelik),
Mikrosantrifiij (Spectrafuge Labnet 24D), pHmetre (inolab terminal 740), Pipet
takim1 (Thermo), PZR cihaz1 (Aplied Biosystems Life Technology, Thermal cycler),
Qubit 2.0 Fluorometer (/nvitrogen life technologies), Gergek zamanli PZR cihazi
(Applied Biosystems Step One Plus), Sogutucu dolap (-20°C) (Argelik),
Spektrofotometre (Epoc Biotek), Su banyosu (Memmert), UV Goriintiileme cihazi
(Benchtop UV Trans illuminator UVP), Vorteks karistiric1 (IKA MS 3basic)

3.4. Kullanilan Cozeltiler
3.4.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

3.4.1.1. Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M
Etilen diaminetetraasetat (EDTA)’1n tartimi yapilarak erlen i¢ine konuldu. 900 mL
distile su eklendi ve ¢dzeltinin pH’s1 7.4°e ayarlandi. Daha sonra balon joje icine

alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1siya dayanikli cam siselerde 120°C’de 15
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dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi. RNA Later ile saklanmis tam kan

orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla kullanildi.

3.4.1.2. Lokosit Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer- WBL)

25 mL 4M NaCl ve 50 mL 0.5M Etilendiaminasetat (EDTA) balon jojeye
konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
Oda 1sisinda saklandi. RNA Later ile saklanmig tam kan oOrneklerinden DNA

izolasyonu amaciyla kullanildi.

3.4.1.3. 4 M Sodyum Kiloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartildi ve erlene alindi. Uzerine 800 mL steril distile su
ilave edildi ve manyetik karistirict ile iyici ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilan
cozelti 1 litreye tamamlandi. 120 °C’ de 15 dakika otoklav edilerek steril edildi.
RNA Later ile saklanmis tam kan Orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla

kullanildi.

3.4.1.4. 9M Amonyum Asetat (C;H7NO3)

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mL
distile su eklenerek manyetik karigtiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve
distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek steril edildi
ve +4°C’de saklandi. DNA Later ile saklanmis tam kan Orneklerinden DNA

izolasyonu amaciyla kullanildu.

3.4.1.5. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher icine alinarak iizerine 80
mLsteril distile su eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1
7.2’ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek steril edildi ve oda 1sisinda
saklandi. RNA Later ile saklanmig tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu amaciyla

kullanildi.

3.4.1.6. %8’lik Dodecyltrimethylammonium bromide (DTAB) buffer

8 gram Dodecyltrimethylammonium bromide, 100nM Tris i¢in 1.21 gram
Tris tartildi, 1.2 M Sodyum kloriir i¢in 7.01gram sodyum kloriir tartildi ve 50mM
EDTA igin 1.86 gram EDTA tartild1 ve tiim bu kimyasallar bir behere alind1. Uzerine
100 mL steril distile su ilave edildi. Manyetik karistiric1 yardimi ile ¢oziindiirtildii.pH

8’e ayarlandi. Oda 1sisinda saklandi. RNA Later ile saklanmig tam kan 6rneklerinden
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ve lize edilerek dondurulmus 16kosit hiicre 6rneklerinden DNA izolasyonu amaciyla

kullanildi.

3.4.1.7. %5’lik Hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) buffer

5 gram Hexadecyltrimethylammonium bromide, 7.01 gram sodyum kloriir
(400mM) tartildi. Beher i¢ine alinarak tizerine 100 mL steril distile su ilave edildi.
Manyetik karistiric1 yardimi ile ¢oziindiiriildii. Oda 1sisinda saklandi. RNA Later ile
saklanmig tam kan Orneklerinden ve lize edilerek dondurulmus lokosit hiicre

orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla kullanildi.
3.4.1.8. 0,1M Sodyum sitrat (%10 Etanol icinde)

2.941 gram sodyum sitrat tartildi. Uzerine 90 mL steril distile su ilave edildi ve
10 mL %100’lik etil alkol ilave edilerek ¢oziindiiriildii. Oda 1si1sinda saklandi. Lize
edilerek dondurulmus 16kosit hiicre orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla

kullanildi.
3.4.1.9. %75’lik Etanol

37.5 mL etanol iizerine 12.5 mL steril distile su ilave edilerek toplamda
50mL olacak sekilde %75’lik etanol hazirlandi. Agz1 sikica kapatilarak oda 1sisinda

saklandi. DNA izolasyonu amaciyla kullanildi.
3.4.1.10. 1,2M Sodyum Kloriir

7.01 gram NaCl tartildi ve erlene alindi. Uzerine 100 mL steril distile su
konuldu. RNA Later ile saklanmig tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu amaciyla

kullanildi.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Cozeltiler
3.4.2.1. %4’liik Agaroz

Calismada ilgili genlerin baz ¢ifti (bp) sayilarina gore 10-400bp arasindaki
ornekleri ayirt etmek igin gerekli olan %4’liikk agaroz hazirlanmasina gidildi. Bunun
i¢in 2 gram agaroz tartildi. Uzerine 50 mL 1X TBE buffer ilave edildi. Mikrodalga

firinda agaroz ¢ozdiiriildii. Jel elektroforez isleminde kullanildi.
3.4.2.2. 1X Tris-Borat-Etilendiamintetraasetat (TBE)

5X olarak hazir ticari TBE tampon 5 defa seyreltilmek i¢in meziir i¢ine

10mLalind1 ve iizerine 40 mL steril distile su ilave edilerek toplamda 50 mL hacim
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olacak sekilde hazirlandi. Oda 1sisinda saklandi. Jel elektroforez islemi i¢in agaroz

¢Ozilindiirmede kullanildi.
3.4.3. Orneklerin Dondurularak Saklanmasimda Kullanilan Cozeltiler
3.4.3.1. %10 FBS’li Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) Medyumu

10 mL Fetal Bovine Serum (56°C’lik su banyosunda 60 dakika bekletilerek
inaktive edilmis), 1 mL penisilin-streptomisin behere alindi. Uzerine 89 mL RPMI
1640 ilave edildi. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 mikronluk filtreden geg¢irilerek steril edildi

ve +4°C° de saklandi. Orneklerin dondurulmasinda besiyeri amagl kullanildi.
3.4.3.2. Lizat Soliisyonu

4.13 gram Amonyum kloriir tartildi. 0.42 gram Sodyum bikarbonat tartildi.
0.0185 gram Etilendiamintetraasetat tartildi. Bu ii¢ kimyasal madde beher igine
konuldu. Uzerine 500 mL distile su ilave edildi. Manyetik karistirici yardimi ile
¢Oziindiiriildii ve pH’s1 7.2° ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek steril
edildi ve her kullanimdan 6nce pH kontrolii yapilmak kayd: ile +4°C’de saklandi.
Orneklerin dondurulmas: isleminde, eritrosit hiicrelerinin uzaklastirilmasi igin

kullanilda.
3.4.3.3. %10 Voluven ve %5 Dimetil siilfoksit (DMSO)’li RPMI Medyumu

10 mL Voluven, 5 mL DMSO behere alindi. Uzerine 85 mL RPMI 1640
medyum ilave edildi. +4°C* de saklandi. Orneklerin dondurulmas: isleminde

kullanildi.

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Hasta Orneklerinin Saklanmasi

Hasta grubuna ait yukarida belirtilen zaman dilimlerinde almman 2 adet
EDTA’1 kan tiiplerinden bir tanesi homojenize edildikten sonra 500 pL’lik kriyo
tiiplerine konuldu. Uzerine 1500 pL RNA Later ilave edilerek pipetaj yapilds, 1 gece
+4°C’de bekletildikten sonra, -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi. Tkinci kan tiipii
2000 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve {istteki plazma kismi kriyo tiiplerine konularak
-80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi. Tiipte kalan hiicre kismi 50cc’lik steril
falkonlara alindi ve tlizerine 1/20 oraninda lizateklendi. 10 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 100g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi {istte kalan

stipernatant uzaklastirildi. Pellet kismi 2 mL tampon s1visi ile karistirilarak 300g’de 5
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dakika santrifiij edildi. Siipernatant kistm uzaklastirildiktan sonra kalan hiicre
kismma 3 mL %10 FBS’li RPMI medyum ilave edilerek pipetlendi. Daha sonra
tizerine 3 mL %10 Voluven, %5 DMSO’lu RPMI medyumdan ilave edilerek hizli bir
sekilde kriyo tiiplere dagitilarak -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.5.2. Dondurulmus Hiicrelerin Coziindiiriilmesi

Yukarida belirtildigi sekilde dondurularak saklanmis lize edilen 16kosit
hiicreleri, DNA izolasyon yonteminde kullanilmasi i¢in, dondurma isleminde
kullanilan solusyonlardan uzaklastirilmasi islemine gidildi. Derin dondurucudan
c¢ikarilan 6rnekleroda 1sisinda ¢oziindiikten sonra, 15 cc’lik steril falkonlara alindi ve
tizerine 1:5 oraninda olacak sekilde RPMI medyum eklendi. 1000g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant kisim dikkatlice uzaklastirildiktan sonra geriye kalan

pellet, mililitrede 1x10° hiicre olacak sekilde tampon s1vis1 ile resiispanse edildi.

3.5.3. RNA Later ile Saklanmis Tam Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

3.5.3.1. Tuz Coktiirme Yontemi ile DNA Izolasyonu

500 pL kan ile 1500 uL RNA Later karistirilarak -80°C’de saklanmig sadece
bir hastanin tek zaman dilimine ait kan Orneginin ¢Oziindiiriilmiis bir alikodu
ilegergek zamanli-PZR’da standart olarak kullanilacak EDTA’l1 tiipe alinmis perifer
kan orneklerin2mL’si ayr1 ayr1 falkon tiiplere alindi. Uzerine 1:3 oraninda (6mL)
eritrosit pargalama soliisyonu eklenip karistirilarak, +4°C’de hemoliz olmasi icin 15
dakika bekletildi. Siire sonunda 6rnekler 300g’de santrifiij edilerek siipernatant kismi
uzaklagtirildi ve pellet homojenize edilerek iizerine tekrar ilk kan hacminin 2 kati
olacak sekilde (4 mL) eritrosit parcalama soliisyonu eklendi. +4°C’ de 15 dakika
bekletildikten sonra300g’de 10 dakika santrifiij edildi. Stispanse olan pellet {izerine
10 mL I6kosit par¢alama soliisyonu, 75 pL proteinaz K ve 50 pL%10’luk Sodyum
dodesil siilfat eklenerek 56°C’lik su banyosunda bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda her ImL 6rnek basina 0.37 mL olacak sekilde 9 M’lik amonyum asetat
cozeltisi eklendi ve yavasca kanstirildi. +4°C’de, 3000g’de 25 dakika santrifiij
edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonras1t DNA igeren {ist faz steril bir falkona
alindi. Uzerine iki kati hacminde %99’luk etanol eklendi. Iplik¢ik gériiniimiinii alan
DNA pipet yardimi ile steril ependorf icine alindi. Uzerine 500uL %70’lik etanol
eklenerek karistirildi ve 20.000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alkol

dikkatlice dokiilerek ortamdan tamamen alkoliin uzaklagmasi i¢in 56°C* de ependorf
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tiiplerin kapaklar1 agik sekilde 25 dakika bekletildi. Daha sonra elde edilen DNA

orneklerin tizerlerine, diizey ve miktar tayini i¢in 100 pL. TE tamponu (ticari) eklendi.

3.5.3.2 Ticari Kitler ile DNA izolasyonu

RNA Later ile dondurularak saklanmis kan orneklerinden uygun kalitede
DNA izolayonu Qiagen QIAamp DNA mini kit ticari kiti ile yapildi. Coziindiiriilmiis
hasta kan orneklerinden kit prosediiriine uygun bir sekilde DNA izolasyonu yapildi.
Bunun i¢in 200 pL kan oOrneginden yaklasik 6 pg DNA eldesi beklenerek
izolasyongerceklestirildi. Bu marka kit ile elde edilen ancak uygun diizey ve
miktarda DNA belirlenemeyen hasta ornekleri farkli markalarda (GeneAll Exgene
Blood SV Blood DNA izolasyon kiti, 5 Prime ArchivePure DNA Blood) ticari kitler
ile test prosediirlerine uygun sekilde izolasyon yapildi. RNA Later ile dondurulmusg
tam kan ornekleri ile yapilan DNA izolasyonunda en uygun diizey ve miktarda DNA

eldesi ticari kitler ile yapilan ¢alismalarda elde edildi (Tablo 3.1).
3.5.3.3. DTAB-CTAB Buffer ile DNA izolasyonu

Calismada, RNA Later ile dondurularak saklanmis kan ornekleri ve lize edilerek
ayrilarak saklanmis 16kosit hiicre Orneklerinden uygun saflik diizeyi ve miktarda
DNA belirlenemeyenler, DTAB-CTAB solusyonlar1 kullanilarak yeniden izolasyon
islemi yapildi. Bu yontemde kullanilan DTAB-CTAB soliisyonlar1 yukarida

tanimlandig1 sekilde hazirlandu.

Bu yontem igin gerekli olan 300 pL kan 6rnegi lizerine 400 uL DTAB sollisyonu
eklendi ve 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tiipe 500 pL kloroform
eklenerek tiipiin kapagi hemen kapatilarak 5 dakika elde kuvvetlice calkalandi.
25.000g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistteki faz yeni bir tiipe
aktarild1 ve tizerine 100uL CTAB soliisyonu ile 900 pL steril distile su eklenerek
hafifce karistirildi ve -20°C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra 15.000g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi Uist faz uzaklagtirildi. Pellet kismi 200 pL 1.2M
sodyum kloriir ile resiispanse edildi. Daha sonra 300 pL %100’liik soguk etanol (-
20°C’de muhafaza edilen) eklenerek hafifce calkalandi. 10.000g’de 5 dakika
santrifiij edildi ve sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirildi. Pellet 700 pL %70’lik
etanol ile karigtirllarak 15.000g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
DNA’dan etanoliin uzaklastirilmas: icin tiiplin kapagi acgik sekilde 20 dakika

59



bekletildi. Elde edilen DNA ornekleri tizerine 100 uL TE tampon eklenerek saflik ve
miktar tayini yapildu.

3.5.3.4. Robot ile DNA izolasyonu

Dondurularak saklanmis kan Orneklerinden DNA izolasyonu yukarida
belirtilmis yOntemlerle basarili olunmayan ornekler, Zinexts MagPurix cihazinda
hazir kit (MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200) kullanilarak DNA izolasyonu
yapildi. Bu islem i¢in 400 pL kan ornegi ile eliisyon tamponundan 150 pL
kullanilarak kite o6zel tiipler i¢inde cihaza yiiklendi. 40 dakikalik cihaz faaliyeti
sonucunda 50 pL izole DNA elde edildi.

3.54. Tam Kandan Lize Edilerek Aynristirilan Dondurulmus Lokosit

Hiicrelerinden DNA izolasyonu

RNA Later soliisyonu ile muamele edilerek saklanmis tam kan 6rneklerinden
yukarida belirtilen yontemler denenerek yeterli kalite ve miktarda DNA elde
edilmeyen hastalar i¢in tam kan o6rnegi disinda lize edilerek dondurulmus I6kosit

hiicrelerinden DNA izolasyonu yapildi.

3.5.4.1. DTAB-CTAB Buffer ile DNA izolasyonu

Hastalara ait %10 voluven ve %5 DMSO’lu RPMI 1460 igerisinde
dondurularak saklanmis lize edilmis lokosit hiicre Ornekleri yukarida belirtilen
yonteme gore ¢ozlindiirtildi. Coziinmiis 6rneklerden DNA izolasyonu DTAB-CTAB

soliisyonlari ile yukarida belirtilen metod basamaklar1 takip edilerek yapildi.

3.5.4.2. Trizol ile DNA izolasyonu
%10 voluven ve %5 DMSO’lu RPMI 1460 icerisinde dondurularak saklanmig
lize edilmis hiicreler, yukarida belirtildigi ¢6ziindiirme prosediiriine gore

coziindiiriilerek DNA izolasyonu yapildi.

Hiicrelerin {izerine 1 mL Trizol eklenerek oda isisinda ve karanlikta 5 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere 200 pL kloroform eklenerek 15 saniye vorteks ile
karistirildi. Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda drnekler
24.000g’de 15 dakika soguk odada (+4°C) santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte
iistte yer alan ve RNA iceren faz uzaklastirildi. Daha sonra 6rnek iizerine 300 uL
%100 etanol pipetlendi ve ¢ok diisiik devirde vortekslendi, oda 1sisinda 3 dakika

bekletildi. Daha sonra 24.000g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
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ortamdaki etanol uzaklastirildi ve pellet kistm 1 mL 0.1M sodyum sitrat ile siispanse
edildi ve oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince tiipler periyodik
zamanlarda (3 dakika ara ile) diisiik devirde vortekslendi. Inkiibasyon sonrasinda
24.000g’de 5 dakika santrifiij yapildi. Ust faz uzaklastirilarak 1 mL 0.1M sodyum
sitrat ile 6rnek ikinci defa slispanse edildi ve bir 6nceki adimda belirtilen islemlerden
gecirildi. Ikinci santrifiij sonrast iist faz uzaklastirilarak 6rnek iizerine 1 mL %75’lik
etanol ilave edildi. Oda 1sisinda 15 dakika periyodik olarak vortekslenmek siiretiyle
inkiibe edildi. Daha sonra 24.000g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
ortamdaki etanoliin ugurulmasi i¢in 6rnekler kapagi agik bir sekilde 20 dakika oda
1s1sinda bekletildi. Daha sonra 100 pL steril distile su ilave edilerek izole edilen
DNA’larin diizey ve miktar tayini yapildi. Dondurulmus 16kosit hiicre 6rneklerinden

en uygun kalitede DNA, Trizol yontemi ile elde edildi (Tablo3.1).

Tablo 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan 6rnek tiirleri ve uygulanan metodlar

Ornek tiirleri
RNA Later ile . -
. Lize edilmis ve
muamele edilmis ve dondurulmus I6kosit
Uygulanan yontemler dondurulmus tam oncuruimus
hiicresi
kan
Tuz ¢oktiirme yontemi ile DNA izolasyonu \/
(manuel) -
DTAB-CTAB ile DNA izolasyonu N N
(manuel)
Ticari kitler ile DNA izolasyonu (manuel) \/ _
Trizol ile DNA izolasyonu (manuel) _ \/
Robot ile DNA izolasyonu (yar1 otomatik) \/ _

() yéntem uygulandi (—) yéntem uygulanmadi
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3.5.5. Elde Edilen DNA’nin Diizey ve Kalitesinin Tayini

Farkli yontemler ile elde edilen hasta DNA orneklerinin diizey ve kalitesinin
tayini i¢in 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda optik yogunluk (OD) o6l¢iimleri
yapildi. Ornekler hangi sulandirma tamponu ile hazirlandi ise spektrofotometrede
kor olarak ayni tampon kullanildi. DNA oOrneklerinin safligt Epoc BioTek
spektrofotometrede Ol¢iildii. D260/ODa2so orani cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplanmis sekilde belirlendi. DNA’nin  OD260/OD2sodegeri yaklasik 1.8°dir.
Calismamizda, bu oran 1.7 ile 1.9 araliginda ¢ikmis olan DNA 6rnekleri secilmistir.

Elde edilen DNA’larin ortalama konsantrasyonu 31,9 ng/uL olarak bulunmustur.

3.5.6. Validasyon Yontemi

Bu calismada, dogrudan DNA kantifikasyonu ile ilgili degiskenligin ortadan
kaldirilmas: i¢in bir standart egri olusturmak ve bilinen bir deger iizerinden
bilinmeyeni bulmak amaci ile standart DNA hazirlanmas1 gerekti. Calismamizda
plasmid DNA kullanilmadigindan standart kor hazirlamak i¢in 6 ay-3 yas arasi
saglikli ¢ocuklarin laboratuvar tetkikleri icin vermis olduklar1 ve standart numune
saklama siiresi (3 giin) dolduktan sonra imhaya ayrilan ve bu siire zarfinda +4°C’ de
bekletilmis EDTA’l1 kan oOrnekleri calismaya alinmistir (rutin test galismasi igin
ebeveynlerden alinmis onam formlar1 bulunmaktadir). Bu DNA 6rnekleri QIAamp
DNA mini kit ticari kiti ile izole edildi. Ger¢gek zamanli PZR asamasina gegmeden
once hasta orneklerinin kantifikasyonunun degerlendirilmesinde gerekli olan bu
standart DNA’larin validasyon planlamasina gidilerek optimum sartlar belirlendi. Bu

stirecte izlenen basamaklar Sekil 3.1 de gosterilmektedir.
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Standart DNA Orneklerin Hazirlanmasinda
Validasyon Yontemi

KREC- TCRAC gen primer
konsantrasyon ve PZR sicaklik
optimizasyonu

Optimum PZR karisimin
hazirlanmasi

§ 1

Optime edilmis PZR sartlari ile standart
gen amplikonlarin elde edilmesi

&

Dogru amplikonlarin teyidi igin jel
elektroforezde yuritiilmesi

™

( )

Standart genlerin jelden purifikasyonu
ve dilusyon i¢in kopya sayilarinin
hesaplanmasi

&

Belirlenen optimum sartlarda standart
ve hasta 6rneklerin gergek zamanlh PZR
ile calisiimasi

\ J

Sekil 3.1. Validasyon yontemi is akis semast

3.6. KREC Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Yo6ntemi ile
Cogaltilmasi

3.6.1. PZR Yontemi

PZR yontemi, molekiiler biyolojide tek veya ¢ok az sayidaki DNA’nin belirli
bolgelerini binlerce, milyonlarca kopya ¢ogaltan bilimsel bir tekniktir. Bu yontemde
DNA kaynagi nispeten kalitesiz olsa bile, istenilen belirli bolgeler dakikalar i¢inde
cogaltilabilir. PZR hizli, basit ve ucuz olma Ozellikleri nedeniyle molekiiler

biyolojide en yaygin kullanilan tekniklerden biri haline gelmistir. Denatiirasyon
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(¢cozlilme), annealing (baglanma) ve extension (uzama) seklindeki {i¢ temel
basamaktan olusan bu yontemde Oncelikle ¢ift sarmal yapidaki kaynak DNA’nin
acilarak, hedeflenen bolgenin ulasilir hale gelmesi gerekmektedir. Denatiirasyon
denilen bu basamakta yiiksek 1s1 (90- 97°C) ile ¢ift sarmal yap1 acilmaktadir. Daha
sonra sicakligin daha diisiik (50- 60°C) oldugu annealing basamaginda, ortamdaki
primerler tek zincirli iplik ile yeniden birlesirler ve sonugta orjinal DNA
kopyalanmaya baslamis olur. Bu asamada polimeraz enzimi rol almaktadir. Ugiincii
asama olan extension basamaginda ise 1siya dayanikli polimeraz enzimi (Taq
polimeraz) ile primerler hedef zincir boyunca uzatilarak, hedef materyal iki katina
cikarilmis olur. Bu adim enzimin ¢aligma sicakligi olan 72 °C’de gerceklesmektedir.
Bu ii¢ basamagin ard arda tekrarlanmasiyla PZR yonteminde 1 dongii tamamlanmis
olur. Dongili say1 arttikca hedef DNA bolgesinin sayist da katlanarak artis
gostermektedir (80).

3.6.2. KREC Gen Bolgesinin Cogaltilmasi icin Kullanilan Primer Dizileri

KREC gen bolgesinin ¢ogaltilmast icin kullanilan primerlerin niikleotid
dizileri asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslar arasi yayinlarda
dogrulanmis primerlerdir (33,34,39).
Forward primer: 5-TCC CTT AGT GGC ATT ATT TGT ATC ACT-3'
Reverse primer: 5'-AGG AGC CAG CTC TTA CCC TAG AGT-3',
Liyofilize 10.000 pmol igeren primerler 500 pL. 1xTE veya steril su ile sulandirilarak
20uM stok soliisyonu olarak saklandi.

3.6.3. KREC Gen Bolgesinin Cogaltilmas: icin Hazirlanan PZR Karisiminin
Optimizasyonu

Calismamizda ilk asama olarak; KREC gen bélgesinin ¢ogaltilmasi igin
hazirlanan PZR karisimi i¢in uluslararasi yayinlarda yer alan oneriler dikkate alindu.
Buna gore hastalara ait Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)
sonuclarinin karsilagtirilacagi standart egri hazirlamada kullanilmak tizere, yukarida
bahsedildigi gibi ¢ocuk kanlarindan izole edilmis DNA o6rneklerinin geleneksel PZR
ile cogaltilma islemine gidildi. Optimizasyon c¢aligmasinda, KREC geninin jel
elektroforezde dogru yerde bant goriinlimiine ulasmak i¢in; primer konsantrasyonu
0,5 uL ve 0,9 uL olacak sekilde iki ayr1 hacimde PZR karigimi ile deneme yapildi ve
KREC gen primer hacmi 0,9 pL ile optimize edildi. Validasyon siirecinde, jel
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elektroforezde olusan primer dimerleri gidermek, PZR 6zgiilliigiinii arttirmak icin bir

enhancer olan Betain kullanimina gittik. Ayrica PZR tamponu olarak Dream Taq

master mix kullanildi. PZR karisiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz iizerinde

sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi. Toplam reaksiyon hacimi 25 pLve tek

reaksiyon lizerinden olacak sekilde, Tablo 3.2’deki bilesenler hazirlandi.

Tablo 3.2.KREC gen bolgesinin ¢ogaltilmast i¢cin PZR’da yapilan denemeler

I.deneme [I.deneme
Reverse primer 0,5 uL 0,9 uL
Forward primer 0,5 L 0,9 L
Dream Taq Master Mix 12,5 uL 12,5 uL
Betaine 3uL 3uL
Steril su 3,5ulL 2,7ul
DNA 5uL 5uL

3.6.4. KREC Gen Bolgesinin Cogaltilmasi icin PZR Kosullarinin Optimizasyonu

KREC gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan ileri ve geri primerler i¢in
annealing derecesi optimizasyonu i¢in 58, 60, 61 ve 62°C olmak iizere dort fakli PZR
termal sicaklig1 denendi. Bu farkli sicakliklarda ¢ogaltilan KREC geni PZR iiriinii jel
elektroforezde yiiriitiildiigliinde dogru yerde bant gériiniimii gosteren en iyi annealing
sicaklig1 58 °C olarak optimize edildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. KREC gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in PZR reaksiyonu termal profil
sartlar1

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Predenatiirasyon 95°C 2 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C 10 saniye

Primer baglanmasi 58 °C 30 saniye 45 dongii
Uzama 72 °C 1 dakika

Final uzama 72 °C 10 dakika 1 dongii
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3.6.5. KREC PZR Uriinlerinin Kontrolii

KREC gen boélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kurulan PZR sartlarinda {iriinlerin
olusup olugmadigini kontrol etmek amaci ile PZR tiipiinden alinan 8 pL 6rnek, 2 uL
yiikleme tamponu ile karigtirilarak 100 volt, 400 Amper ve 60 dakika sartlarinda
elektroforez sisteminde ylriitiildii. Yiriitme isleminden sonra jel, UV i1sik altina

konularak PZR iiriinleri incelendi ve fotografi ¢ekildi.

PZR reaksiyonu sonucunda KREC geni i¢in ¢ogalma bolgesinde 90bp’lik bir
iiriin elde edilmesi beklendi ve jele yiiklenen DNA marker ile {irlinlerin dogru yerde
olup olmadig: kontrol edildi. 58°C’lik annealing sicakligi ve 0,9 pL primer hacimde
cogaltilan standart KREC geni jel elektroforezde yiiriitiilmiis ve genin uygun yerde
ciktigi belirlenmistir. Optimizasyon c¢alismalarina ait jel goriintiileri Sekil 3.2.a-¢

arasinda gosterildigi gibidir.

Sekil 3.2.a. 58°C annealing sicakliginda ve 0,9 puL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
KREC geni jel elektroforez goriintiisii

KREC geni (90bp) jelde uygun bant goriiniimiinii 58°C sicakligi ve 0,9 pL primer
hacminde vermistir.
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Sekil 3.2.b. 58°C annealing sicakliginda ve 0,5 pL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
KREC geni jel elektroforez goriintiisii

KREC geni (90bp), 0,5 pL primer hacminde ve 58°C sicakliginda jelde dogru yerde
tespit edilmemistir.

Sekil 3.2.c. 60°C annealing sicakliginda ve 0,9 pL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
KREC geni jel elektroforez goriintiisii

KREC geni (90bp), 60°C sicakliginda ve 0,9 pL primer hacimde jelde uygun yerde
tespit edilmemistir.
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Sekil 3.2.d. 61°C annealing sicakliginda ve 0,5 pL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
KREC geni jel elektroforez goriintiisii

KREC geni (90bp), 61°C sicakliginda ve 0,5 pL primer hacminde jelde uygun yerde
tespit edilmemis ayrica primer dimer gorilintiisii bulunmaktadir.

Sekil 3.2.e. 62°C annealing sicakliginda ve 0,5 pL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
KREC geni jelelektroforez goriintiisii

KREC geni (90bp), 62°C sicakliginda ve 0,5 pL primer hacminde jelde uygun yerde
tespit edilmemistir.
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3.6.6. PZR’da Cogaltilan KREC DNA’sinin Jelden Piirifikasyonu

KREC geni primerleri i¢in optimum konsantrasyon ve optimum PZR sicaklik
sartlar1 belirlendikten sonra ger¢cek zamanli PZR’da standart egri olusturmak ve hasta
sonuclart ile karsilastirmada kullanilacak standart DNA’larin, elektroforez sistemde
dogru yerde tespit edilenleri jelden kesilerek purifikasyon islemine gidildi.Bu
asamada DNA oOrnekleri, QIAquick Gel Extraction (Qiagen) ticari kiti kullanilarak

iirtin protokoliinde belirtilen asamalara uygun sekilde jelden purifiye edildi.

3.6.7. Jelden Piirifiye Edilen KREC Geninin Kopya Sayisinin Hesaplanmasi
Ger¢ek zamanli PZR (GZ-PZR)’da kullanilacak standart DNA’nin
elektroforezden sonra jelden piirifikasyonu yapildi ve elde edilen bu DNA’nin diizey
miktar1 ve konsantrasyonu daha hassas olmasi nedeni ile Qubit florometrik cihaz ile
yapildi. Bunun i¢in ticari olarak Qubit dsDNA BR Assay Kit (molecular probes life
technologies-Q32850) kit kullanildi. Kit prosediiriine uygun olarak yapilan islemler
sonucunda DNA konsantrasyonu (ng/puL) bulundu. PZR’da standart KREC geni
olarak kullanilacak 6rnegin DNA kopya sayisi hesaplamasi referans makalelerde
belirtilmis formiil lizerinden yapilmistir.Bu hesaplama islemi

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.htmladresiiizerinden yapilmaistir.

DNA Kopya Sayisi: DNA miktar1 (ng) X 6,022x10%
Baz ¢ifti sayis1 X 1x10°x 650

Yukarida belirtilen formiilde KREC baz ¢ifti 90 olarak ve Qubit 6l¢iim
sonucu ¢ikan DNA konsantrasyon miktar1 formiilde yerine konularak standart DNA
kopya sayist bulundu. DNA kopya sayis1 lizerinden GZ-PZR asamasinda seri

diliisyonlar yapilarak standart egri olusturuldu.

3.7. TCRAC Gen Bolgesinin PZR Yontemii le Cogaltilmas:

3.7.1. TCRAC Gen Boélgesinin Cogaltilmasi icin Kullamilan Primer Dizileri
TCRAC gen boélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerlerin niikleotid

dizileri asagida verildigi sekildedir. Bu primerler uluslar arasi yayinlarda

dogrulanmis primerlerdir (33,34,39).
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Forward primer: 5-TGG CCT AAC CCT GAT CCT CTT-3'
Reverse primer: 5'-GGA TTT AGA GTC TCT CAG CTG GTA CAC-3',

Liyofilize 10.000 pmol igeren primerler 500 uL I1xTE veya steril su ile

sulandirilarak 20uM stok soliisyonu olarak saklandi.

3.7.2. TCRAC Gen Bolgesinin Cogaltilmasi icin Hazirlanan PZR Karisimimin
Optimizasayonu

GZ-PZR sonuglarimin karsilastirilacag: standart egri hazirlamada kullanilmak
izere, yukarida bahsedildigi gibi cocuk kanlarindan izole edilmis DNA o&rnekleri
TCRAC gen primerleri ile geleneksel PZR’da ¢ogaltildi. Optimizasyon ¢aligmasinda
TCRAC geninin jel elektroforezde en dogru yerde bant gdstermesi i¢in bu gen
primerleri 0.5 pL ve 0.9 puL olacak sekilde iki ayr1 hacimde deneme yapildi. TCRAC
gen primer hacmi 0.9 pL ile optimize edilerek diger ¢alismalar bu konsantrasyon ile
devam edildi. PZR karisiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz {izerinde sogukta

ve streril kabin igerisinde yapildi.

Toplam reaksiyon hacimi 25 pL ve tek reaksiyon lizerinden olacak sekilde, Tablo

3.4’deki bilesenler hazirlandi.

Tablo 3.4. TCRAC gen bolgesinin ¢cogaltilmasi i¢cin PZR’da yapilan denemeler

I.deneme II.deneme
forward primer 0,5 uL 0,9 uL
reverse primer 0,5 uL 0,9 uL
Dream Taq Master Mix 12,5 uL 12,5 uL
Betaine 3 ul 3 ul
Steril su 3,5ulL 2,7 uL
DNA 5uL 5uL

3.7.3. TCRAC Gen Bolgesinin Cogaltilmas1 icin PZR Kosullarimin
Optimizasyonu

TCRAC gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan reverse ve forward

primerler i¢in annealing derecesi 60 ve 62 °C olmak lizere iki fakli PZR termal
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sicaklig1 denendi. Jel elektroforezde en dogru yerde bant goriiniimii verdigi igin

TCRAC geni annealing sicaklig1 62 °C’de optimize edildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. TCRAC gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in PZR reaksiyonu termal profil
sartlari

Asama Sicakhik Siire Dongii sayis1
Predenatiirasyon 95 °C 2 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C 10 saniye

Primer baglanmasi 62 °C 30 saniye | 45 dongii
Uzama 72 °C 1 dakika

Final uzama 72 °C 10 dakika 1 dongii

3.7.4. TCRAC PCR Uriinlerinin Kontrolii

TCRAC gen boélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kurulan PZR sartlarinda {irtinlerin
olusup olugmadigini kontrol etmek amaci ile PZR tiipiinden alinan 8 pL 6rnek, 2 uL
yiikleme tamponu ile karistirilarak 100 volt, 400 Amper ve 60 dakikalik sartlarda
olacak sekilde elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra jel UV

151k altinda konularak PZR {iriinleri incelendi ve fotografi ¢ekildi.

PZR reaksiyonu sonucunda TCRAC geni i¢in ¢ogalma bolgesinde 80bp’lik
bir iiriin elde edilmesi beklendi ve jele yiiklenen DNA marker ile iiriinlerin dogru
yerde olup olmadigi kontrol edildi. Sekil 3.3.a ve Sekil 3.3.b’de TCRAC geni

optimizasyon ¢alismalarina ait jel elektroforez goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 3.3.a. 60°C annealing sicakliginda ve 0,9 uL primer ile PZR’da ¢ogaltilan
TCRAC geni jel elektroforez goriintiisii

TCRAC geni (80bp), 60 °C sicakliginda ve 0,9 pL primer hacimde jelde uygun yerde
tespit edilmemistir.

Sekil 3.3.b. 62°C annealing sicakliginda, 0,5 pL ve 0,9 pL primer ile PZR’ da
cogaltilan TCRAC geni jel elektroforez goriintiisii

TCRAC geni (80bp), 62 °C sicakliginda 0,5 pL primer hacimde jelde uygun yerde
tespit edilmemis, 0,9 uL primer hacimde uygun yerde tespit edilmistir.

3.7.5. PZR’da Cogaltilan TCRAC DNA’smn Jelden Piirifikasyonu
TCRAC geni primerleri i¢in optimum konsantrasyon ve optimum PZR

sicaklik sartlar1 belirlendikten sonra gercek zamanli PZR’da standart egri
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olusturmada ve hasta sonuglar ile karsilastirmada kullanilacak standart DNA’larin
elektroforez sistemde dogru yerde tespit edilenlerin jelden kesilerek purifikasyonu
islemine gidildi. Bu asamada DNA oOrnekleri QIAquick Gel Extraction (Qiagen)
ticari kiti kullanilarak, {iriin protokoliinde belirtilen asamalara uygun sekilde jelden

purifiye edildi.

3.7.6. Jelden Piirifiye Edilen KREC Geninin Kopya Sayisinin Hesaplanmasi
Standart TCRAC geni olarak GZ-PZR’ da kullanilacak DNA’nin
elektroforezden sonra jelden piirifikasyonu yapildi ve elde edilen bu DNA’nin diizey
miktar1 ve konsantrasyonu daha hassas olmasi nedeni ile Qubit florometrik cihaz ile
yapildi. Bunun i¢in ticari olarakQubit dsSDNA BR Assay Kit (Molecular Probes Life
Technologies-Q32850) kit kullanildi. Kit prosediiriine uygun sekilde DNA
konsantrasyonu (ng/uL) bulundu. GZ-PZR’da standart TCRAC geni olarak
kullanilacak 6rnegin DNA kopya sayist hesaplanmasi, referans makalelerde
belirtilmis formiil izerinden yapilmustir. Bu hesaplama islemi

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.htmladresi lizerinden yapilmistir.

DNA Kopya Sayisi: DNA miktar1 (ng) X 6,022x10%
Baz ¢ifti say1s1 X 1x10°x 650

Yukarida belirtilen formiilde TCRAC baz cifti 80 olarak ve Qubit 6l¢iim
sonucu ¢ikan DNA konsantrasyonu miktar1 formiilde yerine konularak standart DNA
kopya sayist bulundu. DNA kopya sayis1 lizerinden GZ-PZR asamasinda seri

diliisyonlar yapilarak standart egri olusturuldu.

3.8. Standart DNA Orneklerinin Diliisyonu
Gergek zamanli PZR’da KREC ve TCRAC genleri i¢in absolut kantifikasyon
yapabilmek i¢in ayni plakta standartlarinin kopya sayisina bagh olarak farkli sayida
diliisyon ile reaksiyon kuruldu ve standart egri olusturuldu. Standart egri kullanilarak
hastalardaki KREC, TCRAC kopya sayilar1 belirlendi.
Jel elektroforez sonrast Qubit sistemle konsantrasyon olc¢limleri yapilan ve
yukarida belirtilen formiilde yerine konularak DNA kopya sayis1 hesaplanan standart

DNA’lar GZ-PZR o&ncesi seri diliisyon yapildi. Bu asamada kopya sayisi 10!
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cikanlar 1/10.000, kopya sayist 100 ¢ikan ornekler ise 1/1.000 oraninda dilue
edilerek 107seklinde baslangig standardi hazirlandi. Daha sonra bu standart tiipten
1/10 seklinde seri dilusyon yapilarak 10! konsantrasyona kadar seyreltildi. GZ-PZR
asamasinda 107, 10°, 10310' e kadar olan 4 farkli konsantrasyondaki DNA 6rnegi

calismaya alindi.

3.9. KREC ve TCRAC i¢in Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-
PZR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile geleneksel PZR ile
cogaltilmig KREC ve TCRAC genlerinin hasta DNA’larinda da ayni gen bolgelerinin
cogaltilmasi ve es zamanli olarak moniterize edilmesi amaglanmistir. Bu islem igin
hem KREC hem de TCRAC gen bolgelerine 6zel primer dizileri ve problar
kullanildi. Applied BiosystemsStepOne Plus Instrument cihazinda TagMan master
kit (Applied Biosystems) kullanilarak islem gerceklestirildi. Projede kullanilan

primer ve problarin dizayn1t BLAST analizi ile http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

yazilimi {izerinden dogrulandi.

3.9.1. KREC Geni icin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Primerler

forward primer: 5'-TCC CTT AGT GGC ATT ATT TGT ATC ACT-3'
reverse primer: 5'-AGG AGC CAG CTC TTA CCC TAG AGT-3'

Prob dizisi

Tagman probe: 5'-VIC-TCT GCA CGG GCA GCA GGT TGG-TAMRA-3'
3.9.2. TCRAC Geni i¢in Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Primer dizileri

forward primer: 5'-TGG CCT AAC CCT GAT CCT CTT-3'
reverse primer: 5-GGA TTT AGA GTC TCT CAG CTG GTA CAC-3'

Prob dizisi

Tagman probe: 5'-FAM-TCC CAC AGA TAT CCA GAA CCC TGA CCC-
TAMRA-3'
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3.9.3. KREC icin GZ-PZR Protokolii

PZR plagy, ilk iki kuyucukta negatif kontrol, daha sonra sira ile dilue edilerek
seyreltilmis (107, 10°, 10> ve 10') standart DNA &rnekleri ve hastalara ait DNA
ornekleri olacak sekilde dizayn edildi. Plakta her kuyucuga hazirlanan PZR karigimi
18 uL pipetlendi ve daha sonra sirayla 2 pL DNA Ornekleri (negatif kuyucuklara
steril su) pipetlendi. Hazirlanan PZR karigimin hacmi toplamda her kuyucukta 18 pL
olacak sekilde; calisilacak Ornekler paralel kuyucuklara pipetlenmek tizere, iki
negatif kuyucugu ve pipetleme hatasina karsilik bir fazla olacak sekilde toplam
reaksiyon sayisi belirlenerek asagida belirtilen bilesenlerin her biri, bulunan bu
toplam reaksiyon sayisi ile carpilarak karisim hazirlandi. Final konsantrasyonda
reaksiyon hacmi hesaplart 900nM primer ve 250nM prob olacak sekilde
hesaplanarak hazirland1 (26,33). PZR karisiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz

izerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

GZ-PZR karisimi tek reaksiyon iizerinden;

Forward primer (20 pM)
Reverse primer (20 uM)
Prob (5 uM)

Betaine

Steril su

TagMan Master Mix

0.9 uL

0.9 uL

I pL

3uL

2,2 uL

10 uL

Kuyucuklara pipetlenmis 18 pL karisim iizerine 2 pL DNA 6rnekleri pipetlendikten

sonraApplied Biosystem cihazinda amplifikasyon gerceklestirildi.

GZ-PZR Kosullari

Predenatiirasyon 95 °C
Denatiirasyon 95 °C
Primer baglanmas1 58 °C
Uzama 2°C

Final uzama 72 °C

2 dakika 1 dongii
10 saniye
30 saniye | 45 dongii
1 dakika

10 dakika 1 dongii
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3.9.4. TCRAC i¢in GZ-PZR Protokolii

TCRAC primerleri de yukarida belirtildigi gibi ¢ogaltilarak kopya sayist

hesaplanan standart DNA Orneklerinin seri dilusyonlar1 ve hastalara ait DNA

ornekleri ile birlikte GZ-PZR’da calisildi. Calisilacak toplam reaksiyon sayisi

(yukarida belirtildigi gibi) hesaplandi ve reaksiyon hacmi hesaplart 900nM primer ve

250nM prob olacak sekilde hazirlandi (26,33).

GZ-PZR karisimi tek reaksiyon iizerinden

Forward primer (20 uM)
Reverse primer (20 uM)
Prob (5 uM)

Betaine

Steril su

TagMan Master Mix

0,9 uL
0,9 uL
I pL
3uL
2,2 uL

10 uL

Kuyucuklara pipetlenmis 18 pl. mix tizerine 2 uL DNA ornekleri pipetlenerek

Applied Biosystem cihazinda amplifikasyon gergeklestirildi. Negatif kuyucuklara

steril su konuldu.

GZ-PZR Kosullari

Predenatiirasyon 95 °C
Denatiirasyon 95 °C
Primer baglanmasi 62 °C
Uzama 72 °C
Final uzama 72 °C

Yapilan tiim bu optimizasyon ¢aligsmalar1 Tablo 3.6° de gosterilmektedir.

2 dakika 1 dongii
10 saniye
30 saniye | 45 dongii
1 dakika

10 dakika 1 dongii
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Tablo 3.6. KREC ve TCRAC genleri i¢in PZR’da yapilan optimizasyon
caligmalarinin bir arada gosterilmesi

KREC TCRAC
Primer hacmi PCR annealing Primer hacmi PCR annealing
sicaklig1 sicaklig1
Denenen 0,5-0,9 L 58C°, 60C°,61C°, 62C° 0,5- 0,9 L 61C°, 62C°
Kabul Edilen 0,9 pLL 58C° 0,9 uLL 62C°

3.10. Sonuclarin Sayisal Degerlendirmesi

GZ-PZR sonuglar1 absolut kantitatif olarak analiz edilmistir. TCRAC ve
KREC standart DNA’larin 4 farkli diliisyonu ile reaksiyon kurularak olusturulan
standart egri ile hastalarin kopya sayilar1 belirlendi. 10° periferal kan mononiikleer
hiicre (PBMC) basmma diisen KREC sayis1 asagidaki formiile gore hesaplandi
(33,34,39).

KREC sayis1 = mean of KREC guantity X 10°
mean of TCRAC quantity/2

Bu formiilde yer aldig1 gibi TCRAC quantity mean degeri ikiye boliiniir ¢iinkii her
hiicrede TCRAC gen kopyasindan 2 tane vardir. KREC geni ise 1 kopya olarak
bulunmaktadir. Bulunan bu deger asagidaki formiilde kullanilarak 1 mL kanda

kombine lenfosit ve monosit sayilari ile KREC kopya sayis1 hesap edildi (33,34,39).

KREC kopya sayis1 = Kandaki KREC sayis1 x (1ml kandaki lenfosit mutlak deger

+ monosit mutlak deger)

Uluslar arasi ¢alismalarda GZ-PZR sonuglarinin yorumlanmasinda; standart

egri hazirlamada kullandiklar1 plasmid DNA {iizerinden gidilerek kantitatif PZR igin
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10 ng plasmid DNA’ya karsihk KREC kopya sayis1 10 olarak sinirlandirilmistir
(33). KREC kopya sayis1 yukarida bahsedildigi gibi hesaplanan standart 6rnek, 10’-
10! arasinda seri dilusyon ile seyreltildi. Hasta sonuglar1 degerlendirilirken standart
egri oramt -3.55 ile -3.30 arasinda ¢ikanlar, %91-%100 arasinda PZR etkinligine
karsihk geldigi kabul edilerek, korelasyon katsayisi (R?) 0.998’den biiyiik ¢ikan

sonuclar degerlendirilmeye alind1 (33).

3.11. Sitokin Analizi

Calismamizda akciger transplantasyonu olan hasta grubunda, erken immiin
yanitin gdstergesi olan sitokin dlgiimleri, saglikli kontrol grubu ile birlikte ¢alisildi.
Bu calismada hasta grubunun; transplant dncesi, transplant sonrasi 24. saat ve 7. giin
plazma Ornekleri ile kontrol grubunun tek zamanli plazma drnekleri ayn1 anda akan
hiicre 6lcer (Beckman Coulter, FC500) floresan mikroboncuk temelli yontem ile
calisildi. Sitokin analizinde hasta grubunda yer alan 11 hastanin {ic zaman dilimine
ait plazma ornekleri saglikli bir sekilde elde edilemediginden hasta sayisi 9 olarak

belirlenerek calismaya devam edildi.

Akan hiicre Olcer yontemi floresan isaretli hiicrelerin sivi sistem iginde
analizini gergeklestiren bir tekniktir. Bu yontemde sitokinlerin analizi boncukla kapl
antikor tayinine dayanir. Coklu boncuk populasyonlar1 farkli seviyede ve boyutta
floresans yogunlugu ile ayrilabilir. Calistigimiz 6rnekte mevcut analit, floresan
boncuga bagl primer antikorla baglanir. O analite 6zgli sekonder (biyotinle isaretli)
antikor ise primer antikora bagli analitle baglanir. Ortama eklenen Streptovidin PE,
biyotin ile konjuge sekonder antikora baglanarak floresan i1gima verir (81). Sekil

3.4’de akan hiicre dlger ile sitokin 6l¢iimii asamalari gosterilmektedir.
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B e 3

analiz edilen

9. 9.9 3'3/
o

primer « ornekteki hedef analit
antikor kanh drnekler her boncuk setteki konjuge biotin
spesifik antikor

tarafindan yakalanir

(sekonder antikor)

-

-

|

Streptovidin-PE
Biyotin  analite  baglanan Streptovidin PE biyotin
konjuge antikora
baglanir ve 1g1ma verir

_) Akan hiicre dlger ile boncuk
. \ populasyonu ayirt edilir

Sekil 3.4. Akan hiicre 6lger ile sitokin 6l¢iimii prosediirii sematik gosterimi (82)

primer antikora baglanir

Sitokin analizinde eBioscience BMSFFS/1.0 (Bender
MedSystems,USA)ticari kit kullanilarak; soluble CD40 ligand (sCD40L), soluble
platelet selectin (sP-selectin), monocyte chemoattractant protein (MCP-1), tissue-
type plasminogene activator (t-PA), interleukin 6 (IL-6) ve interlukin 8 (IL-8)
sitokinleri analiz edildi. Sonuglarin analizinde Flow Cytomix Prol.0 software sistem

kullanildi.

3.11.1. Sitokin Kiti Cozeltilerinin Hazirlanmasi

A-Assay Buffer: Stok assay buffer soliisyonu kristalize ise 1sinmasi1 beklendi. 50 ml
(10x) Assay buffer distile su ile 450 ml’ye tamamlandi, 1x Assay buffer haline
getirildi, hafifce karistirildi. 2-8 °C’de saklandi.

B- Standart Proteinin Hazirlanmasi (Top Standart): Liyofilize standartlar (her bir
sitokin i¢in ayr1 ve kit icerisinde hazir bulunan) kit prosediiriinde belirtildigi sekilde

distile su ile c¢oziindiiriildii. Girdap olusturacak sekilde vorteks ile karistirildi.
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Pipetlemeden 6nce 10-30 dakika bekletildi ve kullanimdan 6nce mikrosantrifiij ile

birka¢ dakika santrifiij edildi.

C- Standart Karisimin Hazirlanmasi: Yukarida belirtildigi gibi ¢ézlindiiriilmiis her
bir standart (6 adet) tiipten 10 pL alinarak temiz bir tiipe konuldu. Uzerine yukarida
belirtilen assay buffer ile 200 pL’ye tamamland.

D- Standartlarin Seri Diliisyonu: 6 temiz tiip alinarak her birine 100 pL assay
buffer pipetlendi. Birinci tiipe yukarida belirtildigi gibi hazirlanan standart
karisimdan 50 pL pipetlendi. Birinci tiipteki bu karigimdan 50 pL alinarak ikinci
tiipe pipetlendi ve bu sekilde son tiipe kadar seri dilusyon yapildi.

E- Boncuk Karisiminin Hazirlanmasi: Her 6rnek sayisi i¢in 25 pL gerekmektedir.
Calisilacak ornek sayisi, standartlar ve kor tiipii de ilave edilerek toplam test sayisi
hesaplanarak, toplam hacim 96 test sayisi lizerinden totalde yaklasik 3000 ul olacak
sekilde hesaplandi. Kit igeriginde hazir bulunan boncuklar pipetlenmeden Once
vortekslendi. Her bir boncuk sisesinden 150 pL alinarak temiz bir tiipe konuldu.
Uzerine Reagent Dilution Buffer (kit igerisinde yer alan) ilave edilerek toplam hacim
3000 puL’ye tamamlandi. 300 g’de 5 dakika santrifiij edilerek tiipte 50 uL kalacak
sekilde tstteki faz atildi. Daha sonra tiipe 2950 uL Reagent Dilution Buffer (kit

icerisinde yer alan) ilave edilerek boncuk karisimi hazirlandi.

F- Konjuge Karisimin Hazirlanmasi: Her test tiipii icin 50 pL gerektiginden
toplam test tiipi sayisi kadar hesap yapilarak toplam hacim 6000 pL olarak
belirlendi. Her spesifik konjugattan 300 pL alinarak bir tiipe konuldu ve {izerine

Reagent Diluent Buffer ile toplam hacim 6000 pL’ ye kadar tamamlandi.

G- Streptovidin PE Soliisyonu Hazirlanmasi: Toplam test sayisi iizerinden 176 pL
Streptovidin PE (kit iceriginde yer alan) iizerine 5324 pL assay buffer ilave edilerek
toplam hacim 5500 pL olacak sekilde soliisyon hazirlandi. Bu soliisyon kullanima

yakin bir siirede taze hazirlandi.
3.11.2. Sitokin Analizi Test Protokolii ve Sonu¢larin Degerlendirilmesi

Yukarida belirtildigi izere hazirlanan soliisyonlar ile sitokin test protokolii kit
prosediiriine uygun sekilde akan hiicre Olcer cihazda (Beckman Coulter-FC500)
calisildi. Analiz 6ncesi yukarida bahsedilen set up boncuklar ile standardizasyon

yapildi. Standart dilusyon tiipleri calisildiktan sonra ulasilan X Mean degerler ile
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standart egri olusturuldu. Hasta ve kontrol 6rneklerindeki sitokin sonuglari, ulagilan

bu standart degerlere gore orant1 kurularak hesaplandi.

3.12. Arastirmada Kullanilan istatistiksel Yontemler

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri i¢gin IBM SPSS
Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik
siirt p<0.05 olarak alinmigtir. Veriler degerlendirilirken parametrelerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi ile, tanimlayici istatistiksel metodlarin
(Ortalama, Standart sapma, Frekans) yanisira niceliksel verilerin karsilagtirilmasinda
normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi1 karsilagtirmalarinda
Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Normal dagilim gostermeyen parametrelerin iki
grup arasi karsilagtirmalarinda Mann Whitney U test kullanilmigtir. Normal dagilim
gostermeyen parametrelerin grup ici karsilastirmalarinda Wilcoxon Signed Ranks
test, parametreler arasindaki iliskilerin incelenmesinde Spearman’s Rho korelasyon

analizi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma grubumuzda akciger transplanti yapilan 11 hasta bulunmaktadir.

Sitokin c¢aligmasinda kontrol grubu 9 saglikli bireyden olusmaktadir. Tablo 4.1°de

hasta grubu ve kontrol grubuna ait bilgiler gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait bilgiler

Ornek sayisi

Kadin(%)/ Erkek(%)

Yas ortalamalari (yil)

(x+SD)
Sigara

Icen
Icmeyen

Diabetik

Olan
Olmayan

Primer Tamlari

KOAH

IPF

KF
Bronsieaktazi
Slikozis

FEV1 %
50<
50>

n: ornek sayisi

HASTA

n=11

3 (%27,3) /8 (%72,7)

42,36 £ 12,36

3 (%27,27)
8 (%72,73)

4 (%36,36)
7 (%63,64)

—_ N = WA

KONTROL

n=10

3 (%33,33) /7 (%66,67)

42,22 10,81

6 (%60)
4 (%40)

Yok
10

Saglikli donor

Sagliklt donor

Tablo 4.2°’de hastalarin transplant yapilmadan o6nce (pre-op), transplant

yapildiktan sonraki 24.saatte ve 7. giindeki kan parametrelerinin ortalama degerleri

ve bunlarin zamanlar arasindaki karsilagtirmalar1 bir arada goriilmektedir. Buna gore

hastalarin 24. saatteki 16kosit (WBC) degerleri ortalamasi transplant oncesi degerine

gore anlamli bir artig gostermektedir (p< 0.05). 24. saatteki WBC ortalamas1 7. giine

gore anlamli olarak yiiksek bulunmaktadir (p<0.05). Eritrosit (RBC) degerlerinin

zamanlara gore degerlendirilmesinde; transplant oncesi degerlerine gore 24. saat

ortalamalarinda anlamli bir diisiis goriilmektedir (p<0.05). Transplant Oncesi

82



degerlere gore 7. giin eritrosit ortalamalarinda da anlaml bir diisiis goriilmekte
(p<0.05), ancak 24. saate gore 7. giin eritrosit ortalamalarinda anlamli bir degisim
goriilmemektedir. Hemoglobin (Hgb) ortalamalarinda ise transplant 6ncesi degerine
gore 24. saat ve 7. saatteki hemoglobin ortalamalarinda anlamli olarak diisiis
goriilmektedir (p<0.05). 24. saatteki hemoglobin ortalamasina gore 7. giinde anlamli

bir degisiklik bulunmamaktadir (p>0.05).

Notrofil yilizde (%) deger ortalamalari ve zaman dilimleri arasindaki
karsilagtirmada; transplant 6ncesi notrofil yilizde ortalama degerine gore 24. saatte
anlaml olarak artmaktadir (p<0.005). Aym sekilde 7. giin degerlerinde transplant
oncesi degerlerine gore anlamli bir artis bulunmakta (p<0.05), 24. saate gbre 7.giin
notrofil ylizde degerlerinde ise anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
Notrofil mutlak deger ortalamalari ise; transplant 6ncesi degerine gore 24.saat ve 7.
glinde anlamli olarak artmistir (p<<0.05). 24. saat ile 7. giin notrofil mutlak deger
ortalamalarinda anlaml bir fark goriilmemektedir (p>0.05). Notrofil mutlak deger
sonuglari ile ndtrofil yiizde degerleri, zaman dilimleri arasindaki farkliliklarin aym

yonli oldugu goriilmektedir.

Monosit yiizde (%) deger ortalamalar1 ve zamanlar arasindaki degisimlerinde;
transplant 6ncesi degerlerine gore 24. saat monosit yiizde degerlerinde anlamli bir
diisiis goriilmektedir (p<0.05). 7. glin monosit yiizde degerleri ile transplant 6ncesi
degerleri arasinda ve 24. saat ile 7. glin monosit yiizde degerleri arasinda anlamli bir
degisim goriilmemektedir (p>0.05). Monosit mutlak deger ortalamalarinda ise her ti¢

zaman dilimi agisindan anlamli bir degisim goriilmemektedir (p>0.05).

Lenfosit  ylizde (%) deger ortalamalarinin  zamanlar arasinda
karsilagtirmasinda; transplant oncesi lenfosit yilizdelerine gore 24. saatteki degerlerde
anlamli bir dislis goriilmektedir (p<0.05). 24. saate gore 7. giinde lenfosit
yilizdelerinde anlamli bir artis goriilmektedir (p<0.05). Lenfosit mutlak degerlerinde
ise, transplant Oncesi sonuclarina goére 24.saat lenfosit mutlak degerlerinde anlaml
bir diislis goriilmektedir (p<0.05). Transplant dncesi lenfosit mutlak degerleri ile 7.
giin lenfosit mutlak degerleri arasinda ve 24. saat ile 7. giin lenfosit mutlak degerleri

arasinda anlamli bir degisim goriilmemektedir (p>0.05).

Trombosit (PLT) degerlerinin ortalamalarinda ise transplant 6ncesi degerlere

gore 24.saat trombosit ortalamasinda anlamli bir diislis bulunmaktadir (p<0.05). 24.
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saat trombosit degerlerine gore 7. giin trombosit degerlerinde de anlamli bir diisiis

bulunmaktadir (p<0.05).
Kan parametrelerinin tiimii genel olarak degerlendirilecek oldugunda, hasta grubunda

16kosit, eritrosit, hemoglobin, notrofil (ylizde ve mutlak deger), monosit (ylizde),

lenfosit ve trombosit degerlerinde istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulagilmistir.
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Tablo 4.2. Hasta grubunda {i¢ zaman dilimine ait kan parametrelerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Lékosit (10°/uL)

[Ort+SS (medyan)]

Preop 10,1443,74 (9,4)

24.saat  22,15+11,89 (21,9)

7.giin 12,55+4,84 (13,1)

Preop-24.saat 0,008%*

Preop- 7.giin 0,100

24.saat-7.giin 0,026*

Wilcoxon Sign test

Hemoglobin Notrofil (%)

4,85+1,05 (4,8) 70,29+10,67 (69) 6,67£3,33 (5,8)

3,77+£0,99 (3,3)  10,57+1,67 (9,8) 94,92+2,71 (95.,9) 17,67+11,75 (14.4)

3,54+0,59 (3.4) 94,68+3,7 (94,6) 12,49+7,03 (10,4)

Monosit (%)

6,78+2,46 (7,1)

2,75+1,67 (1,8)

4,27+3,08 (3.4)

0,004*
0,075

0,230

0,49+0,28 (0,5)

Lenfosit (%)

19,8148,62 (18,7)

2,21£1,65 (1,5)

13,21422,46 (3,3)

0,003*
0,248

0,041*

Lenfosit Trombosit
(#-10%/uL) (10%/uL)

2,05+1,11 (1,6)  233,45+87,44 (239)

0,41+0,19 (0,5)  176,27+89.,4 (173)

1,08+1,55 (0,5) 89438 (78)
0,004* 0,049*
0,154 0,003*
0,233 0,004*
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Hasta grubunda GZ-PZR yéntem ile elde edilen 10° PBMC bagina diisen
KREC sayis1 ve 1 mL kandaki KREC kopya sayilarinin degerlendirilmesi yapilmistir.
Tablo 4.3’de preop, 24. saat ve 7. giinlerdeki KREC degerlerinin ortalamalar1 ve ii¢
zaman dilimindeki karsilastirma sonuclari goriilmektedir. Bu sonuglara gore, hasta
grubunda 10° hiicre bagina diisen KREC diizey ortalamalarinda 24. saat transplant
Oncesine gore, 7. giin ortalamasi da 24. saate gore artis gostermektedir. Ancak {i¢
zaman dilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05)
(Sekil 4.1). 1ml kandaki KREC degerlerinin ortalamasinda ise transplant oncesi ve 24.
saat arasinda bir fark goriilmemekle beraber 7. giin sonuglar1 transplant 6ncesi ve 24.
saate gOre sayisal olarak artis gdstermektedir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir

degisim goriilmemistir (p>0.05).

Tablo 4.3. Hasta grubunda ii¢ farkli zaman dilimindeki KREC seviyelerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

KREC (10° PBMC) KREC (1ml kandaki)

Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
Preop 183494,55 + 253084,42 (72642,9) 551,63 + 867,63 (182)
24.saat 550152,39 + 1168919,86 (41050,1) 523,28 +1078,72 (85,4)
7.giin 4578884,38 + 13504003,09 (126849,8) 5932,6 +12170,7 (170.2)
Preop-24.saat p 0,594 0,657
Preop-7.giin p 0,374 0.424
24.saat-7.giin p 0,286 0,075

Wilcoxon Sign test
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Sekil 4.1.U¢ zaman diliminde KREC diizeyleri ortalamalarindaki degisimi gdsteren
grafik

Calismamizda hasta grubunda elde edilen {i¢ zaman dilimine ait KREC
diizeyleri yine bu zaman dilimlerindeki kan sayim sonuglar1 ile birlikte
degerlendirilerek aralarindaki korelasyon analiz edildi. Tablo 4.4’de hasta grubunda
transplant 6ncesi KREC diizeyleri ile kan parametreleri arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesi gosterilmektedir. Bu sonuclara gére transplant dncesi 10° hiicre
basina hesaplanan KREC diizeyi ve Iml kandaki KREC diizeyi ile ayn1 zamandaki kan

parametreleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4.4. Hasta grubunda transplant dncesi KREC diizeyleri ve KREC kopya sayis1

ile kan parametreleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

pre-op KREC diizeyi KREC kopya sayis1
pre-op (10° hiicre basina) (1ml kanda)
Lokosit r -0,050 -0,023
p 0,884 0,947
Eritrosit r -0,118 -0,018
p 0,729 0,958
Hemoglobin r -0,264 -0,173
p 0,433 0,612
Notrofil (%) r -0,4 -0,445
p 0,22 0,17
Notrofil #) r 0,109 0,082
p 0,75 0,811
Monosit (%) r 0,273 0,309
p 0,417 0,355
Monosit #) r 0,028 0,079
p 0,935 0,817
Lenfosit (%) r 0,309 0,364
p 0,355 0,272
Lenfosit #) r 0,275 0,349
p 0,413 0,293
Trombosit r 0,223 0,182
p 0,509 0,592

Spearman’s Rho korelasyon analizi

Hasta grubunda 24.saatteki KREC diizeyi ve KREC kopya sayisinin kan
parametreleri ile arasindaki korelasyon sonucu Tablo 4.5’de goriilmektedir. Buna gore
KREC diizeyi ile Hemoglobin degerleri arasinda pozitif yonlii, %61.2 oraninda
anlaml bir iligki bulunmaktadir (p<0.05). KREC kopya sayisi1 ile 16kosit diizeyleri
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arasinda pozitif yonlii, %61.8 oraninda anlamli bir iligki bulunmaktadir (p<0.05).

Ancak 24. saat KREC diizeyi ve KREC kopya sayilar ile diger kan parametreleri

arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir.

Tablo 4.5. Hasta grubunda 24. saat zaman dilimine ait KREC diizeyleri ve KREC

kopya sayist ile kan parametreleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

24.saat

24.saat

Lokosit

Eritrosit

Hemoglobin

Notrofil (%)

Notrofil #)

Monosit (%)

Monosit (#)

Lenfosit (%)

Lenfosit (#)

Trombosit

Spearman’s Rho korelasyon analizi

T

p

KREC diizeyi
(10° hiicre basina)

0,582
0,060

0,391
0,235

0,612
0,045*

0,096
0,780

0,382
0,247

-0,005
0,989

0,124
0,717

0,055
0,873

0,265
0,431

-0,418
0,201

KREC kopya sayisi

(1ml kanda)

0,618
0,043*

0,273
0,417

0,475
0,140

-0,082
0,811

0,491
0,125

0,178
0,601

0,297
0,374

0,227
0,502

0,456
0,159

-0,255
0,450
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Hasta grubunda 7. giindeki KREC diizeyi ve KREC kopya sayisi ile kan
parametreleri arasindaki korelasyon analizi Tablo 4.6’da goriilmektedir. Buna gore
KREC diizeyi ve KREC kopya sayist ile kan parametreleri arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 4.6. Hasta grubunda 7. giin zaman dilimine ait KREC diizeyleri ve KREC

kopya sayist ile kan parametreleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

7. giin KREC diizeyi KREC kopya sayisi
7. giin (109 hiicre basina) (1ml kanda)
Lokosit r 0,064 -0,345
p 0,853 0,298
Eritrosit r 0,373 0,6
p 0,259 0,051
Hemoglobin r 0,327 0,518
p 0,326 0,102
Notrofil (%) r -0,023 -0,096
p 0,947 0,78
Notrofil #) r 0,018 -0,3
p 0,958 0,37
Monosit (%) r -0,132 0,141
p 0,699 0,679
Monosit #) r -0,064 -0,009
p 0,852 0,979
Lenfosit (%) r -0,196 0,15
p 0,564 0,659
Lenfosit #) r -0,144 -0,209
p 0,673 0,538
Trombosit r 0,182 0,382
p 0,593 0,247

Spearman’s Rho korelasyon analizi
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Hasta grubunda yer alan toplam 11 hastanin yaslarina gore {ic zaman dilimine
ait KREC diizeyi arasinda bir iligki olup olmadig1 analiz edilmis olup, sonuglar Tablo
4.7°de goriilmektedir. Hastalar yas limitine gore 45 yas alt1 ve 45 yas tistii olarak iki
gruba ayrilarak analiz edilmistir. Bu sonuglara gore, yasi 45 alt1 ve istii olan olgular
arasinda transplant oncesi KREC diizeyi ortalamalar1 acisindan anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). 24. saat diliminde KREC diizeyi ortalamalar1 ile 45 yas
altt ve Ustli olgular arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Hasta
grubunda 7.glindeki KREC diizeyi ortalamalar1 45 yas alti olgularda, 45 istii olan
olgulara gore anlaml bir yiikseklik gostermektedir (p<0.05). Ayrica yas limitlerine
gore li¢ zaman dilimi kendi arasinda analiz edildiginde, KREC diizey ortalamalar1 45
yas alt1 ve 45 yas iistii olgularda zamanlar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir

(p>0.05).

Tablo 4.7. Hasta grubunda yas limitine gore li¢ zaman dilimine ait KREC diizeylerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

KREC diizeyi <45 yas >45 yas

(109 hiicre basina) Ort£SS (medyan) Ort+SS (medyan) 1p
Pre-op 226567,33+322615,94 (43633,7) 131807,23+54614,49 (78848,2) 1,000
24.saat 966045,1£1508302,51(216447,1) 51081,13+37726,13 (41050,1) 0,584
7.giin 8363637,25+18080315,21 (1124960) 37180,94+51304,93 (11934,8) 0,011%

Pre-op-24.saat ’p 0,345 0,500

Pre-op-7.giin  Zp 0,116 0,345

24.saat-7.giin  ’p 0,249 0,500
'Mann Whitney U test ~ *Wilcoxon Sign test *<0.05

Tablo 4.8’de ise hasta grubunda 45 yas alti ve istii olgularda {i¢ zaman
dilimine ait KREC kopya sayis1 ortalamalar1 arasindaki korelasyon analizi
goriilmektedir. Buna gore 45 yas alt1 ve 45 yas lstli olgularda hem transplant dncesi

hem de 24. saat dilimindeki KREC kopya sayis1 ortalamalar1 agisindan anlamli bir
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farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). Ancak 7. giin KREC kopya sayist ortalamasi 45
yas alt1 olgularda, 45 yas lstli olgulara gore anlamli olarak yiikseklik gostermektedir
(p<0.05) (Sekil 4.2). Ayrica yas limitlerine gore li¢ zaman dilimi kendi arasinda analiz
edildiginde, KREC kopya sayis1 ortalamalar1 45 yas alt1 ve 45 yas {istii olgularda, 24.

saate gore 7. glin sonuclar1 anlamli olarak artis gdstermektedir(p<0.05).

Tablo 4.8. Hasta grubunda yas limitine gore li¢ zaman dilimine ait KREC kopya

sayilarinin istatistiksel degerlendirilmesi

KREC kopya sayisi <45 yas >45 yas
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) 'p
Pre-op 67,61+1141,46 (137,1) 292,46+315,18 (205) 0,855
24.saat 888,44-403,25 (100,7) 85,09+87,69 (85,4) 0,715
7.giin 10844,37+15249,91 (5186,1) 38,47+34,24 (32,9) 0,006*
Pre-op-24.saat ’p 0,753 0,345
Pre-op-7.giin  ’p 0,116 0,138
24.saat-7.giin  p 0,028* 0,138
'Mann Whitney U test ~ *Wilcoxon Sign test *<0.05
30020
W <45 yas
25020 -+
W >45 yas
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Sekil 4.2. Yasa gore KREC kopya sayilar1 (ml) korelasyonunu gosteren grafik
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Hasta grubunda KREC diizeyleri ve kopya sayisinda cinsiyete gore bir faklilik
olup olmadig1r analiz edildi. Buna goére KREC diizeyleri ortalamalar1 agisindan
kadinlar ve erkekler arasinda ii¢ zaman diliminde anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Tablo 4.9°da cinsiyete gore iic zaman dilimi acisindan
KREC diizeyleri ortalamalari korelasyon analizi goriilmektedir. Ug zaman dilimi kendi
arasinda analiz edildiginde ise cinsiyete gore KREC diizeyleri ortalamalarinda anlaml

bir degisim goriilmemektedir (p>0.05).

Tablo 4.9. Cinsiyete gore hasta grubunun iic zaman diliminde KREC diizeyleri

ortalamalarinin istatistiksel degerlendirilmesi

KREC diizeyi Kadin Erkek
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) 'p

Pre-op 307851,5+254607,23 (381290) 136860,7 £252721,16 (43633,7) 0,221
24.saat 551682,8+851749,79 (102088,2) 549578,48+1320863,97 (31362,5) 0,414
7.giin 864000,58+1384813,11 (126849,8) 5971965,81£15869193,37 (123279,8) 0,838
Pre-op-24.saat ’p 0,593 0,389

Pre-op-7.giin  %p 0,593 0,573

24.saat-7.giin  ’p 0,245 0,484

'Mann Whitney U test 2Wilcoxon Sign test *<0.05

Tablo 4.10’da cinsiyete gore KREC kopya sayilar1 ortalamalart ve {i¢ zaman
dilimi arasinda karsilastirma sonuglar1 goriilmektedir. Buna gore, kadinlar ve erkekler
arasinda transplant oncesi, 24. saat ve 7. giin KREC kopya sayisi ortalamalari
acisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Her ii¢ zaman dilimine ait
sonuclar kadinlarda kendi aralarinda karsilagtirlldiginda, KREC kopya sayisi
ortalamalarinda anlamli bir degisim bulunmamaktadir. Erkeklerde her ii¢ zaman
diliminde KREC kopya sayis1 ortalamalar1 degerlendirildiginde anlamli bir degisim
bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4.10. Cinsiyete gore hasta grubunun ili¢ zaman diliminde KREC kopya

sayilarinin istatistiksel degerlendirilmesi

KREC kopya sayis1 Kadin Erkek
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) 'p

Pre-op 814,91+731,1 (800,7) 452,91+939,06 (137,1) 0,307
24.saat 638,6+£914,99 (224,6) 480,04+1189,67 (61,1) 0,540
7.giin 850,58+1395,75 (88,8) 7838,35+£13994,02 (469,5) 0,414
Pre-op-24.saat %p 1,000 0,575

Pre-op-7.giin % 1,000 0,401

24.saat-7.giin  *p 1,000 0,069

'Mann Whitney U test 2Wilcoxon Sign test *<0.05

Hasta grubumuz akciger transplanti olmus farkli primer tanisi almis olgulardan
meydana gelmektedir. Olgular IPF, KOAH ve diger olacak sekilde 3 grupta
toplanmustir. Sekil 4.3’de primer taniya gére KREC diizeyi ve KREC kopya sayilari
arasinda iliski olup olmadig1 grafik ile gosterilmistir. Buna gore, tan1 gruplar1 arasinda
transplant dncesinde, transplant sonrasi 24. saat ve 7.giinde KREC diizeyleri a¢isindan
anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). IPF primer tanis1 almis olgularda KREC
diizeylerinde {i¢ zaman diliminde anlamli bir degisim bulunmamaktadir (p>0.05).
KOAH tanis1 almis olgu grubunda her {ic zaman dilimi arasinda KREC diizeyleri
ortalamalarinda anlamli bir degisim bulunmamaktadir (p>0.05). Diger primer tanilara
sahip olgularin yer aldig1 grupta da her li¢ zaman dilimi arasinda KREC diizeyleri

ortalamalarinda anlamli bir degisim bulunmamaktadir (p>0.05).
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Sekil 4.3. Primer tam1 gruplarina gore ii¢ zaman dilimindeki KREC diizeylerinin

grafigi

Sekil 4.4’de primer tantya gore olgularin iic zaman dilimine ait KREC kopya
sayis1 ortalamalarinin degerlendirilmesi grafik ile belirtilmektedir. Buna gore,
olgularin aldiklar1 primer tani gruplar arasinda transplant dncesi, transplant sonrasi
24. saat ve 7. giin KREC kopya sayis1 ortalamalar1 agisindan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir. Ug¢ zaman dilimine ait sonuclar kendi aralarinda
degerlendirildiginde hastalik gruplar1 arasinda KREC kopya sayisi ortalamalar

acisindan anlamli bir degisim bulunmamaktadir (p>0.05).
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Sekil 4.4.Primer tan1 gruplarina gore {i¢ zaman dilimindeki KREC kopya say1s1 grafigi
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Akciger transplanti olan hastalarda primer hastaliklarin seyrinde klinik takip
icin kullanilan ve transplant listesine alinma kriterleri arasinda yer alan FEV1 yiizde
degeri ¢alisma grubumuzda degerlendirmeye alindi. FEV1 yiizde degerleri 50 alt1 ve
50 istii seklinde iki grupta toplandi. Tablo 4.11°de FEV1 limitine gore olgularin iig¢
zaman dilimindeki KREC diizeyleri ortalamalar1 ve zaman dilimleri arasindaki
karsilagtirmalar1 goriilmektedir. Buna goére FEV1 yiizde degeri 50’nin altinda ve
iistinde olan olgular arasinda iic zaman diliminde KREC diizeyleri ortalamalari
acisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). FEV1 degeri 50’nin altinda
olan olgularda ii¢ zaman diliminin kendi arasinda karsilastirilmasi sonucunda anlamli
bir degisim bulunmamaktadir (p>0.05). FEV1 degeri 50’nin iistiinde olan olgularda da
lic zaman diliminin kendi aralarindaki karsilagtirilmasinda anlamli bir degisim

bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 4.11. Hasta grubunda FEV1 degerleri ile {i¢ zaman dilimine ait KREC

diizeylerinin istatisiksel degerlendirilmesi

FEV1 Limiti (%)

KREC diizeyi <50 >50
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) p

Pre-op 31860,28+200202,52 (46736,4)  226966,46+218246,49 (226966,5) 0,505
24.saat 349739,81+599456,96 (59343,4) 20304,4 + 1938,15 (20304.,4) 0,505
7.giin 7988309,62+18267001,66 (111031,2) 30550,32+37988,06 (30550,3) 0,317
Pre-op-24.saat p 0,345 0,180

Pre-op-7.giin  2p 0,249 0,180

24.saat-7.giin  ’p 0,249 0,655

'Mann Whitney U test 2Wilcoxon Sign test *0<0.05

Tablo 4.12°de hasta olgularda FEVI1 limiti ile KREC kopya sayisi
ortalamalarinin ve ii¢ zaman diliminin kendi arasindaki karsilastirilmasi

goriilmektedir. Bu sonucglara goére, FEV1 limiti 50’nin altinda ve iistiinde olan
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olgularda her ii¢ zaman diliminde KREC kopya sayis1 ortalamalar1 agisindan anlaml
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). FEV1 degeri 50’nin altinda olan olgularda
KREC kopya sayisi ortalamalari {i¢ zaman diliminde karsilastirildiginda anlamli bir
degisiklik bulunmamaktadir (p>0.05). FEV1 degeri 50 nin iistiinde olan olgularda da
KREC kopya sayisi ortalamalari {i¢ zaman diliminde karsilastirildiginda anlamli bir

degisim bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 4.12. Hasta grubunda FEV1 degerleri ile ii¢ zaman dilimine ait KREC kopya

sayilariin istatistiksel degerlendirilmesi

FEV1 Limiti (%)

KREC kopya sayilari <50 >50

Ort£SS (medyan) Ort+SS (medyan) p
Pre-op 371,09+4594,94 (148,6)  491,362437,49 (491,4) 0,505
24.saat 344,32+660,29 (89,9) 20,32+23,38 (20,3) 0,182
7.giin 2716,82+5401,36 (111,9) 20094,74+28416,16 (200094,7) 1,000
Pre-op-24.saat  Zp 0,917 0,180
Pre-op-7.giin  2p 0,463 0,655
24.saat-7.giin  ’p 0,249 0,655

'Mann Whitney U test ’Wilcoxon Sign test *0<0.05

Hasta grubunda yer alan {i¢ zamanl plazma 6rnekleri ile kontrol grubunda tek
zamanli alinmig plazma Orneklerinden sitokin analiz sonucunda; kontrol grubu
sonuclari, hasta grubu transplant dncesine ait sonuglar ile degerlendirmeye alinmistir.
Tablo 4.13’de hasta grubu preop ve kontrol grubu arasinda sitokin parametrelerin
istatistiksel ~ degerlendirilmesi goriilmektedir. Buna gore hasta grubunda IL-6
ortalamas1 kontrol grubuna goére anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0.027). IL-8
ortalamasi hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur
(p=0.011). Yine hasta grubunda MCP-1 ortalamasi1 (p=0.006) ve sP-selektin
ortalamast (p=0.018) kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Diger sitokin diizeylerinde her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.5).
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Tablo 4.13.Hasta ve kontrol gruplar arasinda sitokin parametrelerinin istatistiksel

degerlendirilmesi
HASTA KONTROL
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
Sitokinler P
IL-6 278,69+262,44 (135,4) 73,48+54,46 (89,4) 0,027+
IL-8 287,36+182 (179,3) 118,99+36,75 (115,6) 0,011*
MCP-1 409,74+383,2 (384,7) 105,62+30,83 (100,4) 0,006*
t-PA 8429,39+6643,53 (5917,5)  4618,16+1703,96 (4081,5) 0,094
CD40L 5476,4+3813,38 (5352,5)  3396,68+2143,76 (3034,5) 0,191
sP-selektin 1114,77+3097,25 (87,5) 67,41+£12,81 (68,7) 0,018+
Mann Whitney U test *n<0.05
16000 - = Hasta sP-selektin
14000 - # Kontrol 1200 -
g 12000 - 1000 -
o -
£ 10000 - 2
< > 800 -
> 8000 - e
£ S 600 -
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sitokinler

Sekil 4.5.Sitokin ortalamalarinin hasta ve kontrol gruplarinda karsilastirma grafigi

Hasta grubunda sitokin parametreleri transplant dncesi kan ornekleri disinda
24. saat ve 7. giin 6rneklerinden de analiz edildiginden elde edilen sonuglar bu zaman
dilimlerine ait KREC diizeyi ve KREC kopya sayisi ortalamalar1 ile birlikte
degerlendirilmistir. Tablo 4.14’de hasta grubunda preop KREC diizeyi ve KREC
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kopya sayisinin sitokin parametreleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi
goriilmektedir. Buna gore hasta grubunda transplant dncesindeki sitokin parametreleri
ile KREC diizeyi ve KREC kopya sayis1 arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir
(p>0.05).

Tablo 4.14. Hasta grubunda preop zaman diliminde KREC diizey ve KREC kopya

say1si ile sitokin parametreleri arasindaki korelasyonun istatistiksel degerlendirilmesi

Pre-op KREC diizeyi KREC kopya sayisi
Pre-op (109 hiicre basina) (1ml kanda)
IL-6 r 0.033 0,267

p 0,932 0,488
IL-8 r 0,600 0,183
p 0,088 0,637
MCP-1 r 0,083 0,500
p 0,831 0,170
tPA r 0,117 0,467
p 0,765 0,205
CD40L r -0,383 -0,017
p 0,308 0,966
sP-selektin r -0,183 0,033
p 0,637 0,932

Spearman’s Rho korelasyon analizi  p>0.05

Tablo 4.15°de hasta grubunda 24. saatteki KREC diizeyi ve KREC kopya
sayist ile sitokin parametreleri arasindaki iligki degerlendirilmektedir. Buna gore 24.
saatteki KREC diizeyi ile CD40L arasinda pozitif yonlii anlamli bir korelasyon vardir
(p=0.030). 24. saatteki diger sitokin parametreleri ile KREC diizeyi ve KREC kopya

sayist arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir (p>0.05).
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Tablo 4.15. Hasta grubunda 24. saatte KREC diizey ve KREC kopya sayist ile sitokin

parametreleri arasindaki korelasyonun istatistiksel degerlendirilmesi

24.saat KREC diizeyi KREC kopya sayisi
24.saat (10° hiicre basina) (1ml kanda)
IL-6 r -0,100 -0,117
p 0,798 0,765
IL-8 r 0,183 0,017
p 0,637 0,966
MCP-1 r 0 -0,200
p 1,000 0,606
tPA r 0,200 0,167
p 0,606 0,668
CD40L r 0,717 0,567
p 0,030* 0,112
sP-selektin r -0,150 -0,283
p 0,700 0,460

Spearman’s Rho korelasyon analizi  *p<0.05

Tablo 4.16’da hasta grubunda 7.glindeki KREC diizeyi ve KREC kopya sayis1
ile sitokin parametreleri arasindaki korelasyon analizi goriilmektedir. Bu sonuglara
gore 7. giindeki KREC diizeyleri ve KREC kopya sayilan ile sitokin parametreler

arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4.16. Hasta grubunda 7.giinde KREC diizey ve KREC kopya sayist ile sitokin

parametreleri arasindaki korelasyonun istatistiksel degerlendirilmesi

7.giin KREC diizeyi KREC kopya sayis1
7.giin (10° hiicre basina) (1ml kanda)
IL-6 r 0,100 0,383
p 0,798 0,308
IL-8 r 0,483 0,533
p 0,187 0,139
MCP-1 r 0 0,333
p 1,000 0,381
tPA r -0,117 -0,217
p 0,765 0,576
CD40L r 0,233 0,050
p 0,546 0,398
sP-selektin r -0,033 -0,050
p 0,932 0,898

Spearman’s Rho korelasyon analizi  p>0.05

Sitokin analizlerinin sonucunda 6zet olarak; sadece CD40L 24. saat degerleri
ile KREC diizeyi 24. saat degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye

ulasilmustir.

Sitokinlerin her biri, li¢ zaman dilimi arasinda gosterdikleri degisimler
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Tablo 4.17°de IL-8 ve MCP-1 ortalamalarinin ii¢
zaman dilimindeki degerlendirilmesi goriilmektedir. Buna gore, IL-8 transplant 6ncesi
ortalama degerine gore 24. saatte istatistiksel olarak anlamli bir diisiis (p:0.049), 24.
saate gore 7. giin IL-8 ortalamalarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir artig
goriilmektedir (p:0.021). MCP-1 ortalmasinda ise 24. saate gore 7. giin
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmektedir (p:0.008). MCP-1
ortalamalarinda transplant Oncesi ve 7. giin arasinda anlamli bir degisim

goriilmemektedir (p>0.05)
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Tablo 4.17. Hasta grubunda IL-8 ve MCP-1 ortalamalarin {i¢ zaman dilimine gore

istatistiksel degerlendirilmesi

Pre-op
24.saatl
7.giin

Pre-op-24.saat
Pre-op-7.giin
24.saat-7.giin

Wilcoxon Sign test

IL-8
Ort+SS (medyan)
287,36+182(179.3)

36,01493,83 (121,6)
242,1+157,3 (156,3)

0,049+
0,441
0,021*

*9<0.05

MCP-1
Ort+SS (medyan)

409,74+383,2 (384,7)
314,64+224,28 (194,1)
457,1+284,09 (468)

0,214
0,515
0,008+

Tablo 4.18’de CD40L ve sP-selektin ortalamalarmin {i¢c zaman dilimindeki sonuglari
gosterilmektedir. Buna gore, hasta grubunda CD40L parametresi 24. saate gore 7. giin
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermektir (p:0.008), diger
zaman dilimlerinde anlamli bir degisim gorilmemektedir (p>0.05). sP-selektin
ortalamalarinda 24. saate gore 7. giin sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
(p:0.021).
goriilmemektedir (p>0.05).

goriilmektedir Diger zaman dilimlerinde anlamli bir degisim

Tablo 4.18. Hasta grubunda CD40L ve sP-selektin ortalamalarinin {i¢ zaman dilimine

gore istatistiksel degerlendirilmesi

Pre-op
24.saat
7.gun

Pre-op-24.saat
Pre-op-7.giin
24.saat-7.giin

Wilcoxon Sign test

CD40L
Ort£SS (medyan)

5476,4 + 3813,38 (5352,5)
3441,9542563,22 (2248,3)
7059,87+3086,43 (7406,6)

0,173
0,260
0,008*

9<0.05

sP-selektin
Ort+£SS (medyan)

1114,77+3097,25 (87.5)
67,83+10,52 (64,3)
83,87+13,06 (82,1)

0,066

0,594
0,021*
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Tablo 4.19°da IL-6 ve t-PA sitokinlerinin {ic zaman dilimindeki sonuglari

gosterilmektedir. Buna gore IL-6 sitokin {i¢ zaman dilimindeki ortalamalarinda

zamanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriillmemektedir (p>0.05). t-

PA sitokinin ii¢ zaman dilimlerindeki ortalamlarinda zamanlar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir degisim goériillmemektedir (p>0.05).

Sitokinlerin {i¢ zaman diliminde gosterdikleri degisim Sekil 4.6’da goriilmektedir.

Tablo 4.19. Hasta grubunda IL-6 ve t-PA ortalamalarinin {i¢ zaman dilimine gore

istatistiksel degerlendirilmesi

IL-6 t-PA
Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)
Pre-op 278,69+262,44 (135,4) 8429,39+6643,53 (5917,5)
24.saat 406,2 £402,14 (189,6) 9662,78+6808,88 (6782,9)
7.giin 302,344+291,85 (147,8) 10075,95+£7160,44 (6970,1)
Pre-op-24.saat p 0,441 0,767
Pre-op-7.giin p 0,767 0,594
24.saat-7.giin p 0,953 0,515
Wilcoxon Sign test p<0.05
20000
4500 -
18000 - M Preop
16000 - 24 saat 4000 1 sP-selektin
3500 -
14000 - 7 giin
12000 3000 1
10000 , 2500 1
£ 8000 £ 2000 1
> 4
2 6000 1500 -
4000 1000
2000 500 -
0 0
IL-6 IL-8 MCP-1 t-PA CD40OL Preop 24 .saat 7.gun
sitokinler zaman

Sekil 4.6. Sitokinlerin zamanlara gore degisim grafigi
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Tablo 4.20. Hasta grubu ve farkli diliisyonlardaki standart DNA’larin KREC gen

bolgesine yonelik GZ-PZR rapor 6rnegi

Results Table

well
At
A2
A3
A4
AE
AE
A7
AB
AG
A0
A1
A2

EBE9RBREBR®

=8

1"

s8R 23

Sampie

H1G-1
H1G-1
H1G-2
H10-2
H10-3
H1G-3
H11-1
H11-1
H11-2
H11-2
H11-3
H11-3
H12-1
Hi2-1

Tarpet
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC

KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC

KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC
KREC

Task

STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

10000000
10000000
100000
100000
1000
1000
10
10
23004
3a.1708
B6.2T79
714226
28.0024
79.1691
85.3182
1767226
1232279
97777
390645
179.8519
412334
34328
41778
286731
420249
50.3326
747285
6888719

35.6689
aBs.mm
223637
22 6281
293628
289448
349649
34043

34,9036
352624
36.1346
35,6879
35.3207
35.0053
35.061

34 9631
34.0224
34243
5T
34,7087
35.6008
342218
B
as57em
35.5606
350686
355N
35,4263
329712
329616
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Experiment Results Report Applied Biosystems
StepOnePlus™ Instrument

Results Summary

Sample Target Quantity Quantity Cr Cr
(Mean) (Std Dev) (Mean) (Std Dev)
H10-1 KREC 135.52 56.85 34.53 0.41
H10-2 KREC 110.48 18.03 34.69 0.16
H10-3 KREC 108.95 100.27 34.96 1.04
H11-1 KREC 37.78 4.88 35.70 0.12
H11-2 KREC 36.41 10.94 35.75 0.29
H11-3 KREC 46.58 5.31 35.50 0.11
H12-1 KREC 681.81 9.99 32.96 0.01
H12-2 KREC 204.43 57.41 34.12 0.27
H12-3 KREC 177.62 98.77 34.31 0.56
H13-1 KREC 53.78 24.29 35.41 0.44
H13-2 KREC 85.24 7.64 34.93 0.08
H13-3 KREC 1176.43 203.68 32.45 0.16
H15-1 KREC 44.59 5.67 35.54 0.12
H15-2 KREC 43.87 23.14 35.63 0.52
H15-3 KREC 65.98 23.50 35.20 0.34
H16-1 KREC 83.06 4.69 34.95 0.05
H16-2 KREC 238.16 179.25 34.11 0.79
H16-3 KREC 106.55 43.94 34.76 0.40
H17-1 KREC 32.74 8.54 35.85 0.25
H17-2 KREC 70.02 12.89 35.12 0.18
H17-3 KREC 41.22 18.28 35.66 0.43
H19-1 KREC 275.71 41.57 33.82 0.14
H19-2 KREC 49.10 21.03 35.50 0.42
H19-3 KREC 33.31 0.68 35.82 0.02

Sekil 4.7. KREC diizeyi hesaplanmasinda kullanilan Quantity Mean degerlerinin yer
aldig1 GZ-PZR rapor ornegi
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Amplification Plot (Rn vs. Cvcle)
KREC
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Sekil 4.8. KREC gen bolgesine yonelik hazirlanmis standart DNA amplikasyonunu

gosteren grafik drnegi

Standard Curve (Target: KREC)
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[ B standard W@ Hasta B8 Neaatif
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Sekil 4.9. KREC gen bolgesine yonelik hazirlanmis standart kor egrisi grafik 6rnegi
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Tablo 4.21. Hasta grubu ve farkli dillisyonlardaki standart DNA’larin TCRAC gen
bolgesine yonelik GZ-PZR rapor 6rnegi

Results Table
well Sample Target Task Quantity Cr
A1 TCRAC NTC 386385
A2 TCRAC NTC 376812
A3 TCRAC STANDARD 10000000 176151
A4 TCRAC STANDARD 10000000 177411
AS TCRAC STANDARD 100000 24 5014
AG TCRAC STANDARD 100000 250133
A7 TCRAC STANDARD 1000 2999
AB TCRAC STANDARD 1000 329673
AS TCRAC STANDARD 10 | grea
A10 TCRAC STANDARD 10 392825
A1 TCRAC H20-1 TCRAC UNKNOWN 1118.5644 320916
A12 TCRAC H20-1 TCRAC UNKNOWMN 179.2261 MIT4
B1 TCRAC H20-2 TCRAC UNKNOWN 185.6206 34 0362
g2 TCRAC H20-2 TCRAC UNKNOWMN 254 6144 344213
=} TCRAC H20-3 TCRAC UNKNOWN 148 6978 352673
B4 TCRAC H20-3 TCRAC UNKNOWMN B&TT21 368115
Bs TCRAC H22-1 TCRAC UNKNOWN 68485 0547 256181
BE TCRAC H22-1 TCRAC UNKNOWN 1045622 3906 24 9481
= TCRAC H22-2 TCRAC UNKNOWN 3192.062 30.441
Bge TCRAC H22-2 TCRAC UNKNOWN 2042 07 46 31.1442
Bge TCRAC H22-3 TCRAC UNKNOWN 24061.1543 272616
B10 TCRAC H22-3 TCRAC UNKNOWN 27045 8965 2707

Experiment Results Report Applied Biosystems
StepOnePlus™ Instrument

Results Summary

Sample Target Quantity Quantity Cr Cr
(Mean) (Std Dev) (Mean) (Std Dev)

TCRAC H20-1 TCRAC 648.91 664.23 33.53 2.04
TCRAC H20-2 TCRAC 225.12 41.71 34.63 0.29
TCRAC H20-3 TCRAC 102.24 65.71 36.04 1.09
TCRAC H22-1 TCRAC 86553.72 25552.96 25.28 0.47
TCRAC H22-2 TCRAC 2617.07 813.16 30.79 0.50
TCRAC H22-3 TCRAC 25553.53 2110.53 27.17 0.13

Sekil 4.10. TCRAC diizeyi hesaplanmasinda kullanilan Quantity Mean degerlerini
gosteren GZ-PZR rapor 6rnegi
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Amplification Plot (Rn vs. Cycle)
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Sekil 4.11. TCRAC gen bolgesine yonelik hazirlanmis standart DNA amplikasyonunu

gosteren grafik drnegi

Standard Curves
Standard Curve (Target: TCRAC)
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Sekil 4.12. TCRAC gen bolgesine yonelik hazirlanmig standart kor egrisi grafik drnegi
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Sekil 4.13. Akan hiicre dlger yontem ile analiz edilmis sitokinlere ait a. pozitif kontrol

sonucu b. Negatif kontrol sonucu ¢. Hasta sonug¢ 6rnegi
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger transplanti, kronik akciger hastaligi olan ve hastaliin en son
asamasina gelmis hastalar i¢in uygulanan bir tedavi yontemidir. Ulkemizde 2009 ile
2014 yillar1 arasinda, 4°ii Istanbul 2’si Ankara’da bulunan transplant merkezlerinde
toplam 105 akciger transplanti gerceklestirilmistir (47). Akciger hastaliklar1 arasinda
en c¢ok goriilen ve transplant gerekliligi gosteren hastaliklarin basinda Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) gelmektedir. idiyopatik Pulmoner Fibrozis
(IPF), Kistik Fibrozis, Bronsiektazi, Silikozis akciger transplanti gerektiren diger
primer hastaliklar arasinda yer almaktadir (48).

Transplantasyon basarisinda en onemli engel organin alici tarafindan red
edilmesidir. Transplant kliniginde immiinolojik red ise en onemli sorunlardan biridir
(1). Hiimoral immunitede iiretilen antikorlar graftin reddine neden olmaktadir. B
lenfosit yanit1 ile {iretilen antikorlar, transplantasyonun immiiniteyi tetiklediginin agik
bir kanitidir. Transplantasyona cevapta lretilen allospesifik antikorlar, B lenfositler
tarafindan tretilmekte ve bu antikorlar alloimmunite ve doku uygunlugu icinde en iyi
gosterge olmaktadir. Antikorlarin transplanttaki etkisi, organi besleyen kan damarlarin
kokenlerine biiyiik olgiide baglidir. Organ transplantinda vericiye ait kan damarlari,
vericiye 0Ozgli meydana gelen antikorlar tarafindan direk hedef alinir (65). B
lenfositlerin antijen reseptorleri olusturmasi ve hiicrenin olgun B hiicre olabilmesi i¢in
gerekli gen diizenlemeleri sonucunda olusan KREC gen segmenti analizi giinlimiizde
B hiicre kinetiginin izlenebilmesi acisindan 6nem kazanmaktadir. Yeni iiretilen B
lenfositlerin 6l¢iilmesinde KREC bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. KREC’ler
farklilasmig B hiicre atalarmin Ig hafif zincir rekombinasyonlarinin %350’sini
olusturmakta ve sonraki B hiicre proliferasyonunda kendilerini eslememektedirler
(33). Immiin yetmezligin bir tipi olan adenosine deaminase eksikligi olan ¢ocuk
hastalarda (38) ve HIV pozitif olup anti retroviral tedavi goren yetiskenlerde immiin
cevabin gelisiminde KREC diizeyi belirleyici olmaktadir (39). Tedavi Oncesi ve
sonrasinda tespit edilen KREC miktar1 immiin sistemin yerlesmesinde gostergedir
(39). Baz1 Avrupa iilkelerinde yeni dogan tarama testi olarak pilot ¢aligmalarda KREC
sayisinin belirlenmesi (36,37), immiin yetmezligi bulunan yeni doganlarda lenfopeniyi

belirleyerek hastaliklarin karakterize edilmesinde kullanilmaktadir (37).
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Bizim caligmamizda akciger transplantasyonu yapilmis, transplant sonrasi
immun sistem takibinin 6nemli oldugu hastalarda, erken immiin cevapta B hiicre
kinetigi, KREC diizeyi ile incelenmistir. Daha once akciger transplantasyonu ile B
hiicre kinetiginin takibi i¢in, KREC analizi yapilmis bir ¢aligmaya arastirmalarimizda
rastlanilmamis olmasi calismamizdan elde edilen verilerin Onemini arttiracagini
distindiirmektedir.

Daha ¢ok immiin yetmezlik hastalarinin takibinde bagvurulan KREC analizi ile
ilgili ¢alismalarin ¢ogunda hastalarin uzun siireli takiplerinin yapildigi gorilmiistiir.
Farkli tipte immiin yetmezlik hastali§i bulunan ve hematopoietik kok hiicre (HSC)
transplantt olan 10 cocuk hasta ile yapilan bir calismada,hastalar 12-79 ay arasinda
takip edilmistir. KREC diizeyi gercek zamanli PZR ile analiz edilen ¢aligmada immiin
yetmezlik hastalik tipleri ile KREC diizeyleri arasinda farkliklar bulunmustur.
Transplant sonrast immiin yetmezligin ¢ogu tipinde bir ka¢ ay sonra T ve B hiicre
tespit edilirken, primer immunyetmezlik (PD) grubunda yer alan hastalarda immiin
hiicreler 75 ay sonra gosterilmistir (33). HSC transplant1 gerceklestirilmisl5 yetiskin
hasta ileyapilan bir baska ¢alismada ise hastalar, transplant sonrasi 15-180. giinlerine
kadar takip edilmis, kan 6rneklerinde KREC analizi yapilmistir. Bu hastalarda B hiicre
alt tip paneli es zamanl olarak akan hiicre Olger ile c¢alisilmis,transplant Oncesi
mililitre kandaki KREC kopya sayisi, saglikli kontrole gore ¢ok diisiik bulunmus,
transplant sonrasi1 60. giinde artmaya baglamis ve 180. giinde nakil 6ncesinin 5 katina
kadar ¢cikmustir (34). Bu iki ¢alismada da TCRAC kontrol gen olarak degerlendirilmis
ve plasmid DNA teknigi kullanilarak standart gen ornekleri hazirlanmistir (33, 34).
Bizim calismamizda KREC analizi transplant dncesinde, transplant sonrasi 24. saat ve
7. ginde kan Ornekleri ile c¢alistlmistir. Sonuglar bu zaman dilimleri arasinda
karsilastirilmis ve KREC diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen (Tablo 4.3) ortalama degerlerde sayisal bir farklilik
bulunmustur(Sekil 4.1). KREC diizeyinde (10°hiicre basina) transplant dncesindeki
degere gore, transplant sonrasi 24. saat ve 7. giinde artis bulunmustur. Mililitre
kandaki KREC diizeyinde transplant oncesi ve 24. saatler arasinda bir fark goriilmemis
ancak 7. gilin sonuclarinda artig belirlenmistir. Transplant hastalarina uygulanan
immiin sistemi baskilayici tedavilerin B hiicre tiretimi iizerinde etkisi oldugu (83) goz

onlinde bulunduruldugunda transplant hastalarinda erken immiin cevabin
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gosterilmesinde KREC analizinin daha uzun siireli takiplerle yapilmasi gerektigi
distiniilmektedir.

RAG-2 eksikligine bagli agir kombin immiin yetmezligi olan ¢ocuk hastalar,
doku uygunlugu bulunmayan verici kok hiicre transplantasyonuna tabi tutulmus ve
sonrasinda erken B hiicre kinetigi takibinde KREC analizi yapilmistir (35). Bu
calismada hastalar transplant sonrasi 6 ay takip edilmis ve tespit edilebilir B hiicrelerin
cogunun sinyal pargasi tagidigi, bunun da B hiicre neogenezini destekler yonde oldugu
belirtilmistir (35). Boylece transplant sonrasinda uzun siiren intravendz Ig tedavilerin
daha kisa siirelere ¢ekilebilmesi ve kisiye 6zgii koruyucu tedavilerin gelisimi miimkiin
olabilmektedir (35). Akciger transplantasyonu gergeklestikten sonra hastalara yogun
immiin sistemi baskilayici rejimler ve uzun siireli immunoglobulin replasman tedaviler
uygulandigindan, KREC diizeyi analizinin bu hastalar i¢in olduk¢a 6nemli bir gelisme
olabilecegi diisiiniilmektedir.

B lenfositlerin antijen bagimsiz ilk gelisme gdosterdikleri yer kemik iligidir.
Yasla beraber pro-B hiicrelerin pre-B’ye gecisinde azalma olmakta ve bu durum
immunoglobulin agir zincirinde V-DJ gen rekombinasyonundaki azalma ile
iliskilendirilmektedir. B hiicre gelisiminde yer alan gen yeniden diizenlenme
mekanizmasinda rolii bulunan transkripsiyon faktorlerinin  aktivasyon ve
ekspresyonlarinda azalma goriilmektedir. Bu durum farelerle yapilan calismalarda
onciil Ig hafif zincir ekspresyonundaki azalmay: aciklamaktadir. Yasla birlikte yag
dokusunun genislemesine ilaveten kemik iligi stromal hiicre fonksiyonlar1 ve
onariminda biiyiime hormonlarinin etkisinin olmasi, hormon konsantrasyonundaki
azalma stromal hiicrelerin adipositlere doniisiimiine neden olabilmektedir (84). Immiin
sistem daha yaslh kisilerde daha az etkindir. Enfeksiyon ve asilanmaya karsi cevabin
yaslilarda azaldig: bilinmektedir. Farkli B tip hiicrelerin yasla degistigi gosterilmekte,
IgM hafiza hiicreleri olan CD27'IgD" hiicreler yashlarda azalmaktadir (85).Immun
yetmezIligi bulunan 37 yetigkin hasta ve 78 yetigskin saglikli grup ile yapilmis bir
calismada,KREC diizeyi (kopya say1s1/10°) ile monosit ve lenfosit degerlerinin dahil
oldugu KREC kopya sayis1 (ml) gercek zamanli PZR yontemle analiz edilmis,KREC
median degerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore diisiik oldugu, cinsiyete ve
yasa gore degismedigibelirtilmistir. Ancak kontrol grubunda cinsiyete gore bir
farklilik olmamakla beraber, KREC seviyesinin yas arttik¢a sabit oldugu belirtilmistir

(86). Yasl1 bireylerde hiimoral immiin cevap daha kisadir ve Ig tiretimi diisiik titrede
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ve diisiik afinite gostermeleri nedeniyle daha az iiretkendir.Ancak Ig izotip simif
doniisiim yetenekleri vardir. IgM salgilama yashlarda artmig ve gen yeniden
diizenleme mekanizmasina katilan Ig zincir V bolge genleri genclerden farklilik
gostermektedir (84). Bizim ¢alismamizda da cinsiyetlere gore bir fark bulunmayisi bu
calisma ile benzer yondedir (Tablo 4.9. ve Tablo 4.10.). Hasta grubumuzda 45 yas alt1
kigilerin 7. giindeki KREC diizeyleri (10°) ve kopya sayis1 (ml) ortalamalarmin 45 yas
uistii kisilere gore yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). Yasla birlikte B hiicreleri
etkileyen kostimulator molekiillerin azalmasi, B hiicre reseptorlerine gelen sinyallerde
defektler ve germinal merkez yapilanmasi igin gerekli yardimct T hiicrelerin
fonksiyonlarindaki azalma, B hiicrelerin yiiksek afiniteli antikor cevapta azalma
gostermesine neden olmaktadirlar. (84). Bu durum kemik iliginde yasla beraber
immature B hiicre boliinmesinde ve perifere geciste bir diislis olmamasina ragmen pre-
B hiicre sayisinda azalma goriilmesi ile agiklanabilir.

Akan hiicre 6l¢erle B hiicre alt tip analizi ile es zamanli KREC diizeylerinin de
analiz edildigi bir calismada, CD19'IgD*CD27-CD38"&" olan hiicreler gecis B
hiicreleri, IgD*CD27-CD38" olanlar naive B, CD27" olanlar da bellek B hiicreler
olarak siniflandirilan bir ¢aligmada, 15 yetiskin hematolojik hastalig1 bulunan kisiler,
HSC transplant sonrasinda 15, 30, 60, 90 ve 180. giinlerde kan 6rnekleri alinarak B
lenfosit alt tipleri ile KREC diizeyleri karsilastirilmistir (34). Hastalarda transplant
sonrasi genel olarak B hiicrelerde artig gosterilirken, bellek B hiicreler 30. giinde, gecis
B hiicreler 60. giinde, naive B hiicreler 120. gline kadar nakil 6ncesi degerlerin altinda
tespit edilmistir. Ancak transplant 6ncesi ml’deki KREC diizeyi saglikli kontrole gore
cok diisiik bulunan bu hastalarda, transplant sonras1t KREC diizeyi 60. giinde artmaya
baslamis ve 180. glinde nakil oncesinin 5 katina kadar ¢iktig1 gosterilmistir. KREC’
deki bu yenilenme, hem naive hem de gecis B hiicrelerin yenilenmesi ile korelasyon
gosterirken bellek B’lerde bu korelasyon bulunmamaktadir (34). Bu durum, B
hiicrelerin bellek hiicrelere farklilasmasi esnasinda birkag¢ hiicre bdliinmesi gegirmesi
gerektiginden, KREC havuzundaki bu sayinin az olmasimin beklenen bir durum
oldugu seklinde acgiklanmistir (34). Farkli tip immiin yetmezligi olan ¢ocuk hastalarda
akan hiicre analiz sonuglar1 ve molekiiler yontemle elde edilen KREC diizeylerinin
karsilastirildig1 bir bagka calismada, B hiicre ylizey belirteci olan ve BHR ile iligkili
koreseptor olarak bilinen CD19 sonuglarina gore lenfositlerin diisme egiliminde

oldugu, KREC diizeylerine gore ise yeni B hiicrelerin iiretiminin stabil ve hafif artis
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gosterdigi belirtilmektedir (87,33). 2003-2014 yillar1 arasinda immiin yetmezlik tanisi
almig toplam 246 hasta ve 40 saglikli kontrol grubunda yapilan bir baska ¢aligmada
ise, lenfosit alt tipleri KREC diizeyleri ile karsilastirildiginda, hem naive B hiicre
(CD19+CD27") sayisi hem de hafiza hiicre (CD19+CD27") sayisi ile pozitif bir
korelasyon belirlenmistir (88).

Bu veriler KREC diizeyinin takip edilmesiyle kemik iliginden dolagima gegen
B hiicrelerin takibinin yapilabilecegi ve KREC sonuclarinin, lenfosit alt tiplerinin
sayisindan daha faydali olabilecegini gostermektedir (33,34). Bizim calismamizda
ayrica B hiicre alt tiplerinin analizi yapilmamistir. Ancak daha once yapilmis
calismalarda ulasilan sonuglar KREC diizeyinin B hiicre kinetiginin takibi icin yeterli
olabilecegini gdstermektedir (33,34).

Hiimoral ve hiicresel immiin cevaptaki defektlere bagh olarak, kemik iligi, lenf
nodlari, dalak gibi organlarda Ig agir zincir mutasyonlarinin neden oldugu ve B
lenfositlerin birikimi ile karakterize edilen kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarda
immiinitenin stirdiiriilebilmesi i¢in yeni tiiretilmis T ve B lenfositlerin kaynagina
ihtiya¢ duyulmaktadir (31). KREC birden fazla bolinme geg¢irmis hiicrelerde
bulanamayacagi i¢in normal ve 16semik populasyonu ayrimina gidilmeden,hi¢ tedavi
gérmemis erken donemdeki hasta ve kontrol grubundan olusturulmus bir ¢alismada
10° PBMC basina diisen KREC sayismin hasta grubunda kontrole gore diisiik
bulunmasinin, 16semik hiicrelerin genislemesiyle, normal B hiicrelerdeki azalma ile
ilgili oldugu, mililitre kandaki KREC sayisinda belirlenen diisiisiin de yeni iiretilen B
hiicrelerin kontrole gore gercek bir diisiis oldugunun kanit1 olarak degerlendirilmistir.
KLL hastalarindaki lenfosit hiicrelerindeki artis oram1 ile KREC seviyeleri
karsilastirildiginda bir korelasyon bulunmamistir (31). Bizim calismamizda hasta
grubunda lenfosit sayis1 24. saatte preopa gore anlamh diisiis gostermesine ragmen
(Tablo 4.2), KREC diizeyleri ile arasinda bir korelasyon gosterilmemektedir. Bu
sonuglarin, sadece akciger transplantasyonu olan hastalarin lenfositlerindeki
degisiklige bagli olmayip, bireyler arasinda farklilik gosteren KREC diizeyleri (Tablo
4.3 ve Sekil 4.1) ile de baglantis1 olabilecegi (31) fikrini gliclendirmektedir.

KOAH patogenezinde nétrofil hiicreleri biiyiik bir rol oynamakta ve perifer
kanda ndtrofil seviyesininin pulmoner tutulum ile iligkili olarak arttig1 bilinmektedir.
Yine de diger 10kosit gruplarin periferik kan hiicre sayilar ile akciger hastaliklari,

alerji, hava yolu tikaniklarinin belirtecleri arasindaki iligki tam olarak net degildir (89).
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Bu amacla perifer kandaki 10kosit hiicrelerin KOAH semptomlari, akciger
fonksiyonlart iizerine yapilmis bir c¢alismada nétrofil sayilarmin kronik solunum
yollar1 semptomlarinin ortaya ¢ikist ve FEV1 degerinin azalmasi ile iliskili oldugu
belirlenmistir (89). Bizim ¢alismamizda, notrofil degerlerinde zamanlar arasinda artis
goriilmesi, akciger hastaliklarda pulmoner tutulum ile ilgili olabilecegi gibi akciger
fibroz dokunun bozulmasindan dolay1 kemokinlerin artisi ile de iligkili olabilmektedir.
Kan parametreleri ile KREC diizeyleri arasinda yalnizca 24. saat KREC diizeyi ile
16kosit hiicreleri ve hemoglobin arasinda bir iliski saptanmistir. Bu bulgu aktif
inflamasyonun oldugunu gostermektedir. Lokosit hiicrelerinin en fazla artisinin 24.
saatte goriilmesi ve 24. saat KREC kopya sayisindaki artis ile pozitif yonli iliskisi,
inflamasyon varligini agiklamaktadir.

FEV1 pulmoner fonksiyonlardaki azalmayi yansitan ve bu nedenle akciger
hastaliklarin takibinde 6nemli bir belirtectir. Akut rejeksiyon tipik olarak FEVI
degerinde diisme ile karakterize edilmektedir. Halsizlik, ates, oksiiriik, 16kosit artisi,
gastrointestinal sikayetler de goriilmektedir. Bununla birlikte doku reddi FEV1
degerinde Onemli diisiis olmadan da ortaya cikabilir (90). Transplant yapilmis
hastalarda hayatta kalmanin en 6nemli gostergesi olarak kabul edilen FEV1 degeri
%25 istiinde olanlardan ancak %11’inin en az 1 yi1l daha omriinii siirdiirecegi tahmin
edilmistir.Bizim ¢alismamizda transplant oncesine ait FEV1 degeri %50 alt1 ve tistii
olarak iki gruba ayrilarak degerlendirilmekte ve KREC diizeyleri ile aralarinda anlamli
bir korelasyon bulunmamaktadir. Bu durum, hastalarin transplant sonras1 7.giine kadar
izlenmesi ve B hiicre etkinliginin gosterilmesi i¢in daha uzun siire takiplerinin
yapilmasi ve ayrica transplant sonrast donemlerdeki FEV1 degerlerini de kapsayacak

ileri ¢alismalarin gerekli olabilecegini diislindiirmektedir.

Proinflamatuar sitokinlerin artisinin primer akciger redde etkisi olabilecegini
arastiran bir ¢alismada, IL-6 ve IL-8 seviyelerinin 6zellikle pulmoner fonksiyonlar ile
iligkili oldugu gosterilmektedir (91). IL-6 genel olarak inflamatuar belirteci, IL-8
notrofil  goclinde  etkili kemokindir. Uzun siiren iskemilerde,buna bagh
olarakreperfiizyon hasar1 goriilmektedir. Ve bu ¢alismada da 6zellikle IL-6’da goriilen
artisin primer graft disfonksyion ile iliskisi oldugu belirtilmis (91). Restriktif allograft
disfonksiyon grubuna dahil hastalarda 6zellikle IL-6’nin mediatér oldugu belirten bir
baska ¢alisma, bu sitokinin transplanttaki 6nemini gostermektedir (92). Calismamizda

IL-6 seviyesi hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulunmasina
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ragmen, hasta grubunda zamanlar arasinda istatistiksel olarak bir fark
gostermemektedir. Ancak IL-6 bu {i¢ zaman diliminde en yiiksek seviyeyi 24. saatte
gostermistir. Akciger transplantasyonu iskemi ve reperfiizyon etkisinin goriildiigii
cerrahi  bir siire¢ oldugu icin bu durumun da inflamasyonu tetiklemesi
beklenilmektedir.Ancak bizim c¢alismamizda iskemi reperfiizyon zamanlari ve
sitokinler arasi iliski bakilmamistir. Caligmamizda analiz edilen transplant 6ncesi hasta
IL-8 seviyesi, kontrol grubuna gore anlamli bir artig gostermektedir. Bu artis, hasta ve
kontrol grubu arasindaki anlamli farki gostermesi yaninda, transplant 6ncesi hastalarin
klinik seyri, inflamasyona bagli immiin sistem aktivasyonu, uygulanan tedaviler gibi

bir ¢ok faktdre bagl olabilir.

Bir kemokin olan MCP-1’in seviyesinin de nétrofilik BOS ve restriktif
allograft sendrom olan hasta gruplarinda diger kronik red gosteren hastalara gore artis
gosterdigi tespit edilmistir. Hastalarin bronkoalevolar lavaj sivi 6rneklerinden 16kosit
hiicre analizi yapildiginda nétrofil hiicrelerindeki artisin dikkat ¢ektigi belirtilmektedir
(92). Akut rejeksiyonda antijen bagimli immiin cevap ve sitokinlerin arastirildigi
bobrek transplantasyonu olgularinda, MCP-1 seviyesi yiiksek bulunmus ve bunun
organ reddi i¢in hassas bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (93). Bizim ¢alismamizda
MCP-1 sonuglarinda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir.
Hem IL-8 hem MCP-1 sonuglar1 hasta grubunda 7.glinde anlamli artig gdstermistir. Bu
durum organ transplantina bagli epitel hiicrelerde meydana gelebilecek hasar
nedeniyle artan notrofil hiicrelerin hasarli bolgeye kemokinlerin gogiinii arttirmasi ile
aciklanabilir. Bu durum hasta grubunda nétrofil degerlerinde preopa gore 24. saat ve

7. giinde artisla uyum gostermektedir.

Kemokinlerle benzer sekilde, adezyon molekiilii olan selektinler de enfeksiyon
bolgesine 16kosit hiicrelerin gd¢ etmesinde rol almaktadirlar. Ozellikle kan nétrofil
hiicrelerin hasar bulunan endotele zay1f sekilde baglanarak yuvarlanmasini saglayarak
enfeksiyon bolgesine hiicrenin hareketini kolaylastirmaktadirlar (1). P-selektin,
vaskiiler yaralanmada, inflamasyonda, 16kosit hiicrelerin bu bdlgede toplanmasini
saglamakta, ¢coziinmiis formu olan sP-selektin de hastaliklarda artis gostermektedir
(76). Bu konuda daha 6nce yapilan calismada artmis sP-selektin seviyesinin 16kositin
endotele yapismasini tetikleyerek vaskiiler hastaliklarin erken ilerlemesinde etkisi
olacagi belirtilmistir (76). Bizim ¢alismamizda, sP-selektin seviyesinin hasta grubunda

kontrol grubuna gore anlamh yiiksek bulunmasi (p:0.018) diger kemokinlerle uyum
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gostermektedir. Ayrica transplant sonrast 7. giinde goriilen artisin (p:0.021) diger
proinflamatuar sitokin IL-6 ve kemokin IL-8 ile benzerlik goOstermesi, akciger
transplant1 olan hastalarda sitokin parametrelerin takibinin hastada gelisecek olasi
inflamasyon ve enfeksiyonlara karsi tedavi planmasinda o©nemli oldugunu

gostermektedir.

Akciger transplant1 diger solid organ transplantlarina gére daha fazla immiin
cevabin olusmasma neden olmaktadir (94). Ozellikle immiin sistem iizerinde
tetikleyici etkisi olan CD40-CD40L etkilesimini durdurucu deneysel ¢aligmalar, organ
transplant1 sonrasi immiin sistemin durumunu gostermesi agisindan énemlidir. Akciger
transplant1 6ncesi ve sirasinda CD40-CDA40L etkilesiminin bloke edilerek akciger akut
reddini iyilestirici etkisini gosteren hayvan deneyli calismada, immiin sistemi
baskilayici bir uygulamaya tabii tutulmayan farelerde akciger transplantindan 7 giin
sonra akut doku reddi gelistigi gosterilmis, transplant 6ncesi uygulanan CD40-CD40L
etkilesiminin bloke edildigi grupta doku reddine neden olan CDS8" sitotoksik
ozellikteki T lenfositlerin oraninin azaldigi belirlenmistir (94). T hiicre aktivasyonu
sonucunda hiicrelerin yiizeyinde ifade edilen CD40L mRNA ekspresyonu 1-2 saat
sonra pik yapmaktadir. CD40L proteini ise tamamiyle hiicre ylizeyinde eksprese
edilmesi 4-6 saat arasinda goriilmektedir (75). Germinal merkezde T bagimli antijene
yanitta CD40-CD40L etkilesimi, B hiicre gelisimi, agir zincir izotip doniislimii i¢in
gerekmektedir. CD40 ve B hiicre reseptor sinyallerinin Ig genetik yapisinda meydana
gelen DNA kariklarin tamir mekanizmasinda etkisi vardir. Bu bilgiler 1s181nda CD40L
ve CD19 eksikligi bulunan hastalarin B hiicre molekiiler analizinin amaglandig: bir
aragtirmada agir zincir izotip transkriplerin daha az somatik mutasyon tagidiklari, tiim
hafiza B hiicrelerin sayisinin azaldigi belirtilmektedir (95). Pek cok hastaligin
patojenitesinde rol oynadigi bilinmekte olan CD40-CD40L etkilesiminin farmakolojik
diizenlemeleri baz1 durumlarda umut verici sonuglar gostermektedir (75). Siklosporin,
CD40L gen transkripsiyonunda etkili ikincil mesajc1 molekiil olan calcineurin sinyal
yolagini inhibe eden gii¢lii bir inhibitordiir. Hayvan transplant modelli ¢aligmalarda
CD40L karsitt monoklonal antikor, immiin sistem baskilayic1 tedavilerde
kullanilmakta, primatlarda anti-CD40L monoklonal antikorlarin, allograft transplant
reddinde gecikmeye neden oldugu bilinmektedir (75). Akciger transplantt olmus 7
hasta ve toraktomi yapilmis 10 hasta ile yapilan bir ¢alismada CD40L seviyesinin

akciger transplanti olmus grupta diger gruba gore yiliksek oldugu ve en fazla
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yiiksekligin transplant sonrasi 6. saatte goriildiigii belirtilmistir (96). Ayrica ayni
calismada transplant sonrasinda yiiksek CD40L diizeylerinin transplant sonrasindaki 1.
ve 2. giinde goriilen trombosit sayisindaki azalma ile iligkili oldugu belirtilmistir (96).
Bizim c¢alismamizda, hasta grubunda transplant sonrasi zamanlarda trombosit
sayisinda diisiis goriilmesi bu arastirma ile benzerlik gostermekte, CD40L seviyesinde
ise 7. glinde artis bulunmaktadir. CD40L ve CD40 arasindaki etkilesim sadece
bagisiklik hiicresi koaktivasyonuna degil trombosit yigilmasmma da katkida
bulunabileceginden, bu etkilesimin muhtemel akciger iskemi ve reperfiizyonu igin
onemli (96) olmasi, ¢alismamizda trombosit ve CD40L arasinda iligki olabilecegini

desteklemektedir. Ancak iki parametre arasinda istatistiksel bir analiz yapilmamustir.

Bizim caligmamizda, hasta grubu CD40L sonucu 7. giinde 24. saate gore
anlamli bir yiikseklik gostermektedir (p:0.008). Ayrica transplant sonrasi 24. saat
KREC diizeyi (10° hiicre bagina) ile CD40L arasinda pozitif yonlii, %71.7 diizeyinde
ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (p:0.030). B hiicre kinetiginin
gostergesi olan KREC diizeyi ile pozitif yonlii bir iliski gdstermesi, germinal
merkezde CD40 sinyali ile basatilan agir zincir izotip donlisimii gergeklesmis B

hiicrelerin varligin1 destekler yondedir.

Akut akciger hasarinda pihtilasma kaskadi ile inflamatuar siire¢ arasindaki
etkilesime dayanarak yapilan bir ¢alismada,plasminojen aktivatdr (PA) inhibitoriiniin
azaltilmasi yolu ile artmis fibrinolizin akciger iskemi reperfiizyon hasarini zayiflattigi
gosterilmistir (97). Akciger hasarinda t-PA potansiyel roliinii arastirmak amach
hayvan modelli bir caligmada, t-PA inaktive edilmis fareler kullanilmis, t-PA
inhibasyonun akciger transplantasyonu sonrasi iskemi reperflizyon hasarma karsi
terapotik bir hedef olacagina dair bulgulara ulagilmigtir. t-PA’nin azaltilmasinin,
akciger mikrovaskiiler gecirgenligini, hava yolu direncini ve pulmoner arter basincini
onemli Ol¢lide azaltmasi bu goriisii destekleyen bulgulardir (74). Bizim ¢alismamizda
hasta grubu ile kontrol grubu t-PA sonuglar1 karsilastirildiginda, gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Hastalarin ameliyat Oncesi zamanina ait olan bu
sonucun, kontrol grubu ile fark gdostermeyisi (p:0.094), heniliz cerrahi bir islem
gerceklesmedigi icin pihtilasma mekanizmasi ile ilgili t-PA’da bir degisiklik olmamast
ile agiklanabilir. Hasta grubunda {i¢ zaman diliminde t-PA sonuglari

karsilastirildiginda ise zamanlar arasinda da anlamli bir farka rastlanmamistir. Bu
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durumun organ trasnplanti gibi biiyiik cerrahi islemlerde kanamayi azaltic1 tedavi

uygulamariyla ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Akciger transplantasyonu sonrasinda basarili sonuglar immiin baskilayici
tedavilerin ana dayanagi olmaktadir. Uzun siireli hayatta kalimi saglamak igin,
enfeksiyon ile doku reddi arasinda hassas dengeyi saglamak ve bu nedenle en uygun
immiin baskilayici tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Transplant alicilar1 Epstein-Barr
Virus (EBV) enfeksiyonu, transplant sonrasi lenfoproliferatif bozukluk gibi riskler
tagimalar1 yaninda, deri kanseri gibi kanser tiirlerine karsi riskleri de artmis
durumdadir. Tiim endikasyonlara yonelik immiin baskilayici tedavilere karsi, bu
hastalar firsat¢1 enfeksiyonlara yatkinlik gostermektedirler (83). Bizim ¢aligmamizda
hastalarda immiin baskilayic1 tedavide kullanilan tacrolimus, antikor iiretimini
azaltmakta, oOzellikle T lenfositlerin fonksiyonu ile ilgili IL-2 {iizerinde -etkisi
bulunmaktir.Bir bagska immiin baskilayict ajan olarak mikofenolat motefil
kullanilmistir. Bu ilacin da T ve B lenfositler iizerinde sitotoksik etkisi oldukca
fazladir(83). Ayrica graft reddini geciktirmede CD40L intibitdrii olarak kullanilan
siklosporinin (75) transplant sonras1 uygulanan tedavi planlamasinda yer almasi klinik
caligmalarda oldukca etkili olacaktir. Akciger transplantasyonu hakkinda yapilan
calismalar smirli olmakla beraber, bu hastalarin farkl: hastalik tiplerine sahip olmalari,
farkli fenotip hastalara 6zgili bireysel tedavilerin gerekli oldugunu gostermektedir.
Nakledilen organin alloreaktivitesine iliskin devam eden arastirmalar, yenilikei
terapiler ve yeni ilaglar, yeni molekiiler hedefleri belirleyebilir. Kisiye 6zel terapilerde

sitokin diizeylerin takibi de tedaviye yon vermede olduk¢a 6nemlidir (83).

Son yillarda immiin yetmezlik hastaliklar1 arastirmada ve Ozellikle
hematopoietik kok hiicre transplantasyonu sonrasi immiin sistemin gelisimini
gosterebilmek ve izlemek amaciyla bagvurulan KREC analizi, B hiicre kinetiginde
onemli bir ara¢ olmaktadir. Diger solid organ transplantasyonu olgularina gore sag
kalim orani diislik oldugu g6z oniinde alindiginda, akciger transplantasyonu gibi bir
alanda immiin sistemin takibinin ne denli ©6nemli oldugu anlagilmaktadir.
Calismamizda hastalara uygulanan tedavi tipleri ile B hiicre gelisimini gosteren KREC
diizeyleri arasinda bir iligki ¢alisilmamistir. Bu nedenle daha genis bir hasta grubu ile

yapilacak kapsamli analizlerin daha anlamli olabilecegi asikardir.

Sonugc olarak:
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Bu ¢alismada KREC analizi validasyonu yapilmistir.

Molekiiler yontem analizinde standart Orneklerin hazirlanmasive hasta

sonuclari ile degerlendirilmesinde optimizasyon saglanmustir.

Hastalarin KREC  diizeyleri ii¢ zaman dilimi arasinda

karsilagtirildiginda;

Hem 10° PBMC hiicre basmna bulunan KREC diizeyleri, hem de Iml
kandaki KREC diizeyleri ortalamalar1 sayisal olarak yiiksek bulunmustur.

Hastalarin KREC diizeyi ile yas, cinsiyet, primer hastaliklar1 ve kan

parametreleri arasindaki iliski karsilastirnldiginda;

45 yasin altindaki hastalarda KREC diizeyleri 7. giinde anlamli artis

gostermistir.

Kadin ve erkek hastalar arasinda KREC diizeylerinde bir farklilik

bulunmamaktadir.
Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), Idiopatik pulmoner fibrozis

(IPF), Kistik fibrozis, Bronsiektazis ve Silikozis tanilari almis hastalar
arasinda iic zaman dilimindeki KREC diizeyleri acisindan bir farklilik

bulunmamaktadir.

24. saat 16kosit sayis1 ve hemoglobin diizeyi ile KREC diizeyleri arasinda

pozitif yonlii anlamli bir iliski bulunmaktadir.
Hasta ve kontrol grubu sitokin seviyeleri karsilastirildiginda;

IL-6, IL-8, MCP-1, sP-selektin seviyelerinin hasta grubunda kontrol

gubuna gore anlamli yiliksek oldugu,
CDA40L ve t-PA seviyelerinde anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir.

Hasta grubunda iic zaman dilimine ait sitokin seviyeleri

karsilastirildiginda;

IL-8 seviyesinin transplant dncesine gore 24. saatte diistligli, 24.saate gore

7. glinde artig gosterdigi,
MCP-1, CD40L ve sP-selektin seviyelerinin 24. saate gore 7. giinde artis
gosterdigi,
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- IL-6 ve t-PA seviyelerinin zamanlar arasinda bir farklilik gdstermedigi

belirlenmistir.

e Hasta grubunda ii¢ zaman diliminde KREC diizeyleri ve sitokin

seviyeleri karsilastirildiginda;

- CD40L ve KREC diizeyi (10° PBMC basina) arasinda 24. saatte pozitif

yonlii ve anlamli bir iligki belirlenmistir.

Ozetle; Akciger transplantasyonunda immiin yanitin takibinde KREC &l¢iimi,
hiimoral immiin yanitin dogrudan o6l¢iimiinii saglayabilir. Daha kapsamli
arastirmalardan elde edilecek sonuglar; prognoz, graft reddi ile ilgili 6nlemlerin

alinmasi konularinda yonlendirici olacaktir.
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HAM VERILER

HASTA BILGILERI

o HASTALIK EK SIGARA
HASTA NO | YAS CINSIYET | TANISI HASTALIK |BMI FEV1% KULLANIMI
HASTA 9 57 K IPF DM 28 62 YOK
HASTA 10 39 E IPF DM 30 78 YOK
HASTA 11 36 E Bronsiektazi YOK 26 32 YOK
HASTA 12 49 E KOAH YOK 25 23 30YIL
HASTA 13 41 E Slikozis YOK 25 27 YOK
HASTA 15 32 E Bronsiektazi YOK 22 - YOK
HASTA 16 53 K IPF YOK 26 - YOK
HASTA 17 51 E KOAH YOK 21 13 30VIL
HASTA 19 59 E IPF TBC 24 44 YOK
HASTA 20 23 K KF TBC 14 25 YOK
HASTA 22 59 E KOAH TBC 22 26 16 YIL
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HASTA DNA KANTIFIKASYON SONUGLARI

HASTA NO 260/280nm ng/uL
H9 pre-op 1,7 15,59
HO 24 .saat 1,84 21,61
H9 7.8Un 1,9 21,91
H10 pre-op 1,88 10,14
H10 24.saat 1,85 25,43
H10 7.8ln 1,82 15,74
H11 pre-op 1,76 13,29
H11 24.saat 1,85 15,5
H11 7.gln 1,8 12,02
H12 pre-op 1,83 10,4
H12 24.saat 1,92 68
H12 7.8Un 1,95 17,48
H13 pre-op 1,8 21,16
H13 24.saat 1,91 18,68
H13 7.8Un 1,87 14,49
H15 pre-op 1,89 7,8
H15 24.saat 1,81 18,5
H15 7.gUn 1,86 4,99
H16 pre-op 1,88 10,46
H16 24.saat 1,91 18,15
H16 7.8Un 1,89 15,37
H17 pre-op 1,83 15,6
H17 24.saat 1,92 11,8
H17 7.8Un 1,85 8,94
H19 pre-op 1,81 8,06
H19 24.saat 1,8 42,07
H19 7.8ln 1,72 9,16
H20 pre-op 1,95 10,36
H20 24.saat 1,7 10
H20 7.8un 1,78 6,8
H22  pre-op 1,81 50,9
H22 24.saat 1,73 19,2
H22 7.8Un 1,8 25
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KREC ve TCRAC STANDART DNA KANTIFIKASYON SONUCLARI

KREC STANDART DNA KONSANTRASYONU

KREC DNA KOPYA SAYISI

ng/ulL
ST1 28,05 ST1 2,88747x10711
ST2 24,57 ST2 2,52924x10°11
ST3 30,53 ST3 3,14276x10711
ST4 29,94 ST4 3,08203x10711

TCRAC STANDART DNA KONSANTRASYONU

TCRAC DNA KOPYA SAYISI

ng/plL
ST1 28 ST1 3,24262x10711
ST2 20,76 ST2 2,40417x10711
ST3 25,72 ST3 2,97857x10711
ST4 27,47 ST4 3,18124x10711
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HASTALARIN ZAMANLARA AIT KREC SONUCLARI

KREC KOPYA SAYISI

HASTA KREC DUZEYi (10%) |(1ml)
HASTA 9 PREOP 381290,036 800,71
HASTA 9 24.SAAT 18933,922 3,7867
HASTA 9 7.GUN 3688,703 1,475
HASTA 10 PREOP 72642,888 182
HASTA 10 24.SAAT 21674,876 36,8472
HASTA 10 7.GUN 57411,934 40188
HASTA 11 PREOP 14624,486 92,134
HASTA 11 24.SAAT 411219,408 164,487
HASTA 11 7.GUN 45223880,6 13567,164
HASTA 12 PREOP 78848,217 205,005
HASTA 12 24.SAAT 41050,118 94,415
HASTA 12 7.GUN 11934,806 15,515
HASTA 13 PREOP 5719,418 10,866
HASTA 13 24.SAAT 18809,639 16,928
HASTA 13 7.GUN 189147,666 170,232
HASTA 15 PREOP 744904,777 2756,147
HASTA 15 24.SAAT 9080,54 3,632
HASTA 15 7.GUN 698792,628 768,671
HASTA 16 PREOP 24596,388 91,006
HASTA 16 24.SAAT 102088,195 224,594
HASTA 16 7.GUN 126849,805 88,794
HASTA 17 PREOP 174023,273 365,448
HASTA 17 24.SAAT 15696,684 17,266
HASTA 17 7.GUN 32914,654 32,914
HASTA 19 PREOP 3844,297 11,532
HASTA 19 24.SAAT 3801459,854 3421,313
HASTA 19 7.GUN 1551127,425 7910,7
HASTA 20 PREOP 517668,089 1553,004
HASTA 20 24.SAAT 1534026,297 1687,428
HASTA 20 7.GUN 2461463,223 2461,463
HASTA 22 PREOP 278,226 0,111
HASTA 22 24.SAAT 77636,737 85,4
HASTA 22 7.GUN 10516,75 53,635
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HASTA GRUBUNA AiT KAN PARAMETRELERI

HASTA no ve Lokosit | Eritrosit |Hgb | N&trofil | Monosit | Lenfosit | Nétrofil | Monosit | Lenfosit | Trombosit
zamanlar (1073/pL) | (1076/uL) | (g/dL) | (%) (%) (%) (#) (#) (#) (1073/uL)
HASTA 9 PREOP 6,6 5,45 16,1 | 65,4 7,1 24,2 4,3 0,5 1,6 207
HASTA 9 24.SAAT |1,8 3,38 9,8 97,9 1/0,8 1,8 0,1 0,1 38
HASTA 9 7.GUN 16,2 3,5 99 |97,2 0,7 2,1 15,8 0,1 0,3 35
HASTA 10 PREOP | 8,7 7,45 16,6 | 66,5 10,3 18,7 5,8 0,9 1,6 279
HASTA 10 24.SAAT | 23,7 6,09 12 92,5 6,3 1,2 21 1,4 0,3 169
HASTA 10 7.GUN 7,3 4,68 11,1 | 89,3 6 4,5 6,5 0,4 0,3 254
HASTA 11 PREOP 18,4 5,19 13,4 |69,4 5,9 22,9 12,3 2,1 4,2 235
HASTA 11 24.SAAT | 35,5 4,6 13,5 | 96,7 2,4 0,9 14,4 0,1 0,3 71
HASTA 11 7.GUN 7,5 3,38 9,7 |94,6 2,2 1,8 7,2 0,2 0,1 109
HASTA 12 PREOP | 13,4 4,5 12,9 | 76,7 7,3 11,8 10,3 1 1,6 305
HASTA 12 24.SAAT | 42,3 3,09 9,1 |96,9 1,7 1,4 41 1,7 0,6 100
HASTA 12 7.GUN 19,9 3,23 9,6 |93,8 3,4 2,8 18,6 0,7 0,6 318
HASTA 13 PREOP 9,4 4,63 12,8 | 79,9 7 12,7 7,3 0,7 1,2 245
HASTA 13 24.SAAT |11 3,11 8,9 91,7 4,4 3,9 10,1 0,5 0,4 77
HASTA 13 7.GUN 9,8 3,04 3,8 94,5 2,7 2,9 9,2 0,3 0,3 209
HASTA 15 PREOP 8,7 4,97 13 54,7 4,8 38,2 4,8 0,4 3,3 395
HASTA 15 24.SAAT | 21,9 3,28 9,1 (97,1 1,5 0,6 21,2 0,3 0,1 69
HASTA 15 7.GUN 13,9 4,51 12,6 |91,4 4,6 3,9 12,7 0,6 0,5 309
HASTA 16 PREOP |13 3,5 10,5 |66 5,2 23 8,4 0,7 3 279
HASTA 16 24.SAAT | 21,2 3,16 8,9 |94,1 3,2 2,6 12,3 0,7 0,5 92
HASTA 16 7.GUN 14,4 3,22 9 96,4 0,3 3,3 12,8 0,2 0,5 102
HASTA 17 PREOP 7,6 3,92 11,3 |69 8,9 18,6 5,2 0,7 1,4 125
HASTA 17 24.SAAT | 9,8 3,05 9,4 |89,3 4,6 6,1 8,7 0,5 0,6 88
HASTA 17 7.GUN 8,9 2,88 8,1 |89,2 6,6 4,2 8 0,6 0,4 176
HASTA 19 PREOP | 9,5 51 14,6 | 59,2 7,7 24,5 0,6 0,7 2,3 239
HASTA 19 24.SAAT | 24,1 4,4 12,2 |95,9 1,8 2,3 27,7 04 0,5 144
HASTA 19 7.GUN 13,1 3,79 10,4 | 100 9,1 58,6 30 0,9 4,2 173
HASTA 20 PREOP | 11,3 3,88 9,4 (72,1 91 18,5 9,8 0,9 2,1 188
HASTA 20 24.SAAT | 33,2 4,38 12,1 96,7 1,8 1,5 30 0,6 0,5 78
HASTA 20 7.GUN 20,1 3,68 10 95,1 2,3 2,6 10,4 0,5 0,5 138
HASTA 22 PREOP 4,9 4,81 14,1 |194,3 1,3 4,8 4,6 0,2 0,2 71
HASTA 22 24.SAAT | 19,2 2,93 11,3 |95,3 1,6 3 6,2 0,6 0,6 53
HASTA 22.7.GUN 7 3 8,7 |100 9,1 58,6 6,2 0,9 4,2 116
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KONTROL GRUBU BIiLGILERI

NO YAS | CINSIYET | HASTALIK OYKUSU | SIGARA KULLANIMI

KONTROL 1 57 K YOK YOK

KONTROL 2 39 E YOK VAR

KONTROL 3 35 E YOK VAR

KONTROL 4 45 E YOK VAR

KONTROL 5 43 E YOK VAR

KONTROL 6 31 E YOK VAR

KONTROL 7 55 K YOK YOK

KONTROL 8 27 E YOK YOK

KONTROL 9 25 K YOK VAR

KONTROL10 54 E YOK YOK

KONTROL GRUBU KAN SAYIMI SONUCLARI
Lokosit Eritrosit Hemoglobin | Nétrofil | Monosit | Lenfosit | Nétrofil | Monosit | Lenfosit | Trombosit

KONTROL (1073/ul) | (1076/pL) | (g/dL) (%) (%) (%) (#) (#) (#) (1073/pL)
KONTROL 1 5.7 4.82 14.0 56.7 4.8 38.5 3.2 0.3 2.2 221
KONTROL 2 10.0 5.04 16.5 61.3 53 334 6.2 0.5 3.3 365
KONTROL 3 9.7 5.42 14.7 66.6 13.3 20.1 6.5 1.3 1.9 327
KONTROL 4 | 7.3 4.26 111 69.7 9.0 21.3 5.0 0.7 1.6 246
KONTROL 5 8.6 4.96 15.1 62.7 8.3 29.0 54 0.7 2.5 271
KONTROL 6 6.9 5.12 14.1 57.5 10.0 325 4.0 0.7 2.2 263
KONTROL 7 6.4 4.22 12.8 47.3 9.2 43.5 3.0 0.6 2.8 311
KONTROL 8 | 6.8 4.51 14.4 37.6 241 38.3 2.6 1.6 2.6 178
KONTROL 9 7.0 4.77 13.8 52.4 13.9 33.7 3.6 1.0 2.4 198
KONTROL 10 | 5.2 4.93 15.2 51.5 7.6 40.9 2.7 0.4 2.1 237
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HASTA GRUBU SITOKIN SONUCLARI

SITOKINLER
IL-6 IL-8 MCP-1 t-PA CD40L P-selectin
HASTALAR (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
H10/preop 69,29 599,4 79,65 5192,46 4799,48 87,52
H10/24.saat 96,94 130,73 110,49 4724,67 624,13 61,93
H10/7.giin 147,84 183,29 169,8 7999,19 5609,27 73,27
H11/preop 80,58 137,47 103,07 5145,68 6,03 79,28
H11/24.sAat | 513,49 358,9 271,98 6782,94 7070,84 58,3
H11/7.giin 584,99 486,55 468 17024,47 7426,35 100,45
H12/preop 810,32 449,55 392,04 7578,18 3,005 93,38
H12/24.saat 444,16 119,14 183,03 20979,28 2212,56 79,25
H12/7.giin 141,07 142,86 204,59 20753,29 | 10270,49 83,92
H13/preop 127,52 161,7 384,69 1807,9 9954,48 69,32
H13/24.saat 91,41 121,56 350,38 15254,23 6320,3 82,49
H13/7.giin 541,66 468,05 509,65 1448,21 12561,6 98,89
H15/preop 135,42 333 406,74 18531,07 | 4127,94 49,08
H15/24.saat | 1263,15 161,72 595,41 2301,31 1980,6 75,3
H15/7.giin 87,57 136,12 751,84 4256,88 5253,75 65,49
H16/preop 153,48 179,25 257,27 6478,88 5352,5 96,14
H16/24.saat 162,51 76,68 194,06 13973,63 2283,93 57,82
H16/7.giin 119,62 100,4 543,96 19811,67 2686,14 76,26
H17/preop 124,14 150,94 201,41 4233,49 6814,07 9374
H17/24.saat 189,6 15,74 167,59 4677,89 1304,34 54,71
H17/7.giin 65,23 120,48 236,69 5519,91 7406,6 100,09
H20/preop 480,99 475,45 507,2 5917,53 7406,6 80,45
H20/24.saat 99,42 142,86 186,95 2783,33 6932,58 64,29
H20/7.giin 151,22 384,8 224,93 6970,06 8315,15 74,35
H22/preop 526,49 99,46 1355,6 20979,28 | 10823,52 103,8
H22/24.saat 795,15 96,76 771,83 15487,75 2248,25 76,38
H22/7.giin 881,82 156,33 1004,43 6899,89 4009,44 82,13
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KONTROL GRUBU SITOKIN SONUCLARI

IL-6 IL-8 MCP-1 t-PA CD40L | P-selectin
KONTROL (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
KONTROL 1 0 80,32 116,15 2993,85 1127,69 40,71
KONTROL 2 74,82 119 103,07 4677,89 1802,16 74,28
KONTROL 3 96,49 109,43 64,81 4069,76 1061,67 74,04
KONTROL4 | 112,74 132,21 123,57 3811,6 2355,31 84,28
KONTROL 5 142,2 173,85 179,11 4093,15 6024,04 67,16
KONTROL6 | 92,76 127,63 92,92 7484,63 442421 79,25
KONTROL 7 0 77,49 102,68 2257,07 3752,7 70,23
KONTROL 8 0 77,22 78,09 7087,01 2141,19 52,08
KONTROL9 | 129,78 180,59 98,19 5917,53 7564,61 66,56
KONTROL 10 | 85,99 112,13 97,61 3789,09 3713,2 65,47
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FORMLAR

HASTA ARASTIRMA FORMU

Tarih:

FORM NO:
KAYIT NO:
YAS:

CINSIYET:

TRANSPLANTASYON TARIHi:

PRIMER TANI:

OZ GECMISI:

Ek hastaliklari:

Sigara tiiketimi (siire, miktar):
Hac kullanim:

Kiitle viicut indeksi:

FEVI:

FCV:

Diger:
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ETiK KURUL KARARI-1

Sayr : 37068608-6100-15-1113 10/09/2015
Konu: Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagvurusu hk.

ligili Makama (Sayin Zeynep Akbulut)

Yeditepe Universitesi, Tip Fakiltesi, immiinoloji AD” da gorevli, Dog. Dr. Giilderen Yankkaya
Demirel'in sorumlu oldugu “Akciger transplantasyonu olgularnda erken immiin iyilesme
dineminde B hiicre kinetiginin KREC (kappa deleting recombination excision circle) diizeyi ile
izlenmesi” isimli aragtirma projesine ait Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (KAEK) Bagvuru
Dosyas1 (1099 Kayt Numarali KAEK Bagvuru Dosyasi), Yeditepe Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 02.09.2015 tarihli toplantisinda incelenmisgtir.

Kurul tarafindan yapilan inceleme sonucu, yukaridaki isimi belirtilen galismanin yapilmasinin
etik ve bilimsel agidan uygun olduguna karar verilmistir ( KAEK Karar No: 531).

Bilginizi ve geregini saygilanmla arz ederim.

4 (o B Do s ya /?/m.
Prof. Dr. Turgay CELIK

Yeditepe Universitesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Bagkam
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ETiK KURUL KARARI-2

Evrak Tarm ve Sayisi: 10/07/2015-6100

U M CARAm AT
itz i SAGLIK BAKANLIGI A
U Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu
Istanbul {li Anadolu Giiney Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi

Istanbul Kartal Kosuyolu Yiiksek ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi

Say: : 53838792-800-
Konu: Dilekgeniz Hk.

SN:DOC.DR. CEMAL ASIM KUTLU
GOGUS CERRAHISI EGITIM GOREVLiSi

Tigi: 01/07/2015 tarihli dilekgeniz.

Hastanemiz yéneticiligine vermis oldugunuz "Akciger transplantasyonu olgularinda
erken immiin iyilesme déneminde B hicre kinetiginin KREC (Kappa deleting recombination
excision circle) diizeyi ile izlenmesi" baglikli galismaniz konulu dilekgeniz incelenmis olup,
Etik Kurul karan almak ve hastanemize bir Omegini verilmesi kaydiyla hastanemizde
yapmaniz hastane yoneticiligi tarafindan uygun bulunmugtur,

Geregini bilgilerinize rica ederim.

Uzm. Dr. Bilgehan Hamit ISIKOGLU
Hastane Yoneticisi V.

(o lmzalh Asit lie Ayni~
Q15

140



ETiK KURUL KARARI-3

Say1 : 37068608-6100-15-1220 05/05/2016
Konu: Klinik Aragtirmalar
Etik kurul Bagvurusu hk.

Tgili Makama (Zeynep Akbulut)

Yeditepe Universitesi Tip Fakilitesi Immiinoloji Anabilim Dali Dog. Dr. Gilderen Yamkkaya
Demirel’in koordinatér oldugu “Akciger Transplantasyonu Olgularinda Graft Basansinin
Erken Immun Dénemdeki Serum Sitokin Seviyeleri ile iliskisi” isimli arastirma projesine ait
Klinik Aragtumalar Btik Kurulu (KAEK) Basvuru Dosyas: ( 1212 kayit Numarall KAEK
Bagvuru Dosyasi ), Yeditepe Universitesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulu tarafindan
04.05.2016 tarihli toplantida incelenmistir.

Kumlmraﬁndanyapﬂanmoelmesonucmyukmdahmmbelnulmqeh;:mnm
etik ve bilimsel agidan uygun olduguna karar verilmistir ( KAEK Karar No: 618 ).

Bt g

Prof. Dr. Turgay CELIK
Yeditepe Universitesi X
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Baskan:
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Zeynep Soyadi Akbulut
Dog.Yeri |Erzincan Dog.Tar. 01.02.1975
Uyrugu TC TC Kim No 10760191702
Email zeynep.akblt@gmail.com Tel 05358281017
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yii
Doktora Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yiik.Lis. Gazi Universitesi- Fen Bilimleri Enstitiisii 2001
Lisans Gazi Universitesi Fen Edebiyat Faktiiltesi 1998
Lise Kiictlikyali Kadir Has Lisesi 1993
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Biyolog Yeditepe Universitesi Hastanesi Kan Merkezi-istanbul 2005-2013
2. Biyolog Kizilay Zeynep Kamil Kan Merkezi- Istanbul 2002-2005
3. Biyolog Ozel Onko Onkoloji Merkezi- Ankara 1998-2001
e e e
Ingilizce |Orta Orta Orta IELTS- 2013 genel ort.5
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puani (2013) 65 60 65
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Word orta
Excel orta
Powerpoint orta
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Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

C.Sahin, O.Albayrak, T.F.Akdeniz, Z.Akbulut, G.Yanikkaya Demirel, F.Aricioglu.
Agmatine Reverses Sub-Chronic Stress-induced Nolike Receptor Protein 3 (NLRP3)
Activation and Cytokine Response in Rats. Basic&Clinical Pharmacology&Toxicology,
Apr.2016, DOI:10.1111/bept. 12604

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda (Proceedings) basilan bildiriler

Gokhan Terzioglu, Fatma Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Ozlem Tiirksoy, Giilderen
Yanikkaya Demirel. Pyruvate supplementation and plasma treated culture surfaces increase
the number of immature thymic epithelial cells and their stemness ability in human thymic
cell culture. Poster: 3rd International Molecular Immunology and Immunogenetics
Congress, April 27-30, 2016.

Akdeniz T.F., Akbulut Z., Vayvada V., Terzioglu G., Aru B., Baktemur E., Yeginsu A.,
Kutlu C.A., Suakar O., Demirel Yanikkaya G. Effects of Sample Storing Conditions on DNA
Isolation. Poster: 3rd International Molecular Immunology and Immunogenetics
Congress, April 27-30, 2016.

Zeynep Akbulut, Fatma Tuba Akdeniz, Ozgiir Albayrak, Gékhan Terzioglu, Basak Aru,
Giilderen Yanikkaya Demirel. Monocyte subsets have different potential for phagocytosis.
Poster: 4th European Congress of Immunology- Vienna Austria, September 6-9, 2015.

Altay Burak Dalan, Zeynep Akbulut, Tuba Akdeniz, Emre Murat Altinkili¢, Hakan Sari,
Hasan Aydin, Seda Giile¢ Yilmaz, Hande Atasoy, Melisa Kantar, Elif Kok, Ceren Oztung,
Turgay Isbir. Gestasyonel Diyabet Hastalarmda LDL Alt Gruplarinin Degerlendirilmesi.
Poster: Klinik Biyokimya Uzmanlari Dernegi Uluslararas1 Katihmh Kongre&Lab
Expo- izmir,16-20 Eyliil 2014.

Z. Akbulut, F.T. Akdeniz, H. Sari, H. Aydin, B. Dalan, D. Sit, H. Atasoy, G. Yanikkaya
Demirel, T. Isbir. Low level inflammatory immune response in gestastional diabetes mellitus
patients.Poster: IFCC Uluslararasi Klinik Biyokimya ve Laboratuar Tibb1 Kongresi —
Istanbul, 22-26 June 2014.

F.T. Akdeniz, Z. Akbulut, H. Sari, H. Aydin, B. Dalan, D. Sit, S. Gulec Yilmaz, T. Isbir, G.
Yanikkaya Demirel. Effects of obesity parameters on gestational diabetes in human. Poster:
IFCC Uluslararas1 Klinik Biyokimya ve Laboratuar Tibb1 Kongresi — Istanbul, 22-26
June 2014.

Sonmezoglu M, Akbulut Z. Indirect antiglobulin test positivity in A RhD (-), C(+) pregnant
woman and outcome. Poster:32nd International Congress of the International Society of
Blood Transfusion in joint cooperation with the 10th Congress of AMMTAC, 2012.

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

Gokhan Terzioglu, Fatma Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Basak Aru, Giilderen Yanikkaya
Demirel Kortikal ve Medullar Timik Epitelyal Hiicrelerin Akan Hiicre Olgerde
Tamimlanmas: I¢in Yeni Bir Panel Olusturulmasi. (Poster Birincilik Odiilii) 23. Ulusal
Immunoloji Kongresi, 27-30 Nisan 2015.

Gokhan Terzioglu, Ceren Sahin, Gokhan Unal, Fatma Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut,
Basak Aru, Giilderen Yanikkaya Demirel, Feyza Aricioglu.Sigcan Subkronik Stres
Modelinde, Beyinde Hipokampal ve Prefrontal Korteks Bolgelerinde, Stres Etkisi ile
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Inflamazom Iligkili Genlerin Ekspresyonunda Degisiklikler. Poster:23. Ulusal
Immunoloji Kongresi, 27-30 Nisan 2015.

F.T.Akdeniz, Z.Akbulut,H.Sar1,H.Aydin,B.Dalan,D.Sit,S.Giileg Yilmaz,
T.isbir,G.Y.Demirel.insan gebelik diyabetine obesite parametrelerinin etkisi. Poster:23.
Ulusal Immunoloji Kongresi, 27-30 Nisan 2015.

Zeynep Akbulut, Fatma Tuba Akdeniz, Ozgiir Albayrak, Gokhan Terzioglu, Basak Aru,
Giilderen Yanikkaya Demirel. Monosit Alt Gruplariin Fagositoz Potansiyelinde Farkliliklar.
Poster:23. Ulusal Immunoloji Kongresi, 27-30 Nisan 2015.

Ozgiir Albayrak, Fatma Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Gokhan Terzioglu, Zehra Eren,
Giilderen Yanikkaya Demirel. B-Aktin geni yiliksek oranda fibrin igceren dokularin gergek
zamanli- polimeraz zincir reaksiyonu testlerinde referans olarak kullanilmali mi?.
Poster;22.Ulusal immunoloji Kongresi, 2013.

Ozgiir Albayrak, Fatma Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Gokhan Terzioglu, Zehra Eren,
Giilderen Yanikkaya Demirel. Kan ve hiicre siispansiyonu orneklerinden RNA eldesi igin
kullanilan kitlerle diisiik fibrinli doku 6rneklerinden RNA izolasyonu. Poster;22.Ulusal
immunoloji Kongresi, 2013.

F.Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Giilderen Yanikkaya Demirel, Immiinfiksasyon yontemi
ile oligoklonal band analizinin revalidasyon ve optimizasyonu. Poster;22.Ulusal
Immunoloji Kongresi, 2013.

F.Tuba Akdeniz, Zeynep Akbulut, Giilderen Yanikkaya Demirel, S.Sami Karti, Akan hiicre
Olcerle sitokin Ol¢limlerinde manuel yontemle kantitatif degerlerin elde  edilmesi.
Poster;22.Ulusal Immunoloji Kongresi, 2013.

Sénmezoglu M., Askin B.,Safak A.Karadavut N.,Akbulut Z., Yagmur A.; Istanbul’da kan
bagiscilarinda kan grup dagilimi,Poster:I1.Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibbi
Kongresi,2007.

Sénmezoglu M., Akbulut Z.,Yagmur A.,Findikli N., Kan bagis¢1 sorgulamalarinin seroloji
test sonuglarina etkisi.Poster; Il.Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon Tibbi
Kongresi,2007.

Diger (Gorev Aldig) Projeler/Sertifikalary/Odiilleri)

Haydarpasa Numune Hast. Genel Cerrahi Birimi- Yeditepe Univ. Hast. Hematoloji Kok
Hiicre Lab. YARDIMCI ARASTIRMACI: Rat serum Orneklerinde nonmanyetik boncuk
yoOntemi ile akan hiicre 6lgerde sitokin tayini- 2015

Yeditepe Universi:[.esi"l\/[q.lek'i.iler"Tlp_ ABD- Yeditepe Univ.Hastanesi Hematoloji Kok Hiicre
Lab. PROJE YURUTUCULUGU: Gebelik diyabeti tanist almis hasta serumlarinda
ateroskleroz ile ilgili sitokin parametrelerin akan hiicre ol¢er yontemle arastirilmasi- 2014

Marmara Unv. Eczacilik Fak.- Yeditepe Univ. Hastanesi Hematoloji K&k Hiicre Lab.
YARDIMCI ARASTIRMACI:Rat hippocampus, prefrontal cortex ve serum Orneklerinde
nonmanyetik boncuk ydntemi ile akan hiicre dlgerde sitokin tayini- 2014

Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip ABD- Yeditepe Univ.Hastanesi Hematoloji Kok Hiicre
Lab. YARDIMCI ARASTIRMACI: Gebelik diyabeti tanisi almig hasta serumlarinda
obezite ile ilgili sitokin parametrelerin akan hiicre 6lger yontemle arastirilmasi- 2014
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European and Mediterrancan League againts Thrombotic Diseases, 24th Biennial
International Congress on Thrombosis. Katilim Sertifikasi- Istanbul, 2-4 May1s 2016

Ankara Unv.Tip Fak.- Tirk Immunoloji Dernegi- ISAC (International Society for
Advancement of Cytometry), 5th. Turkish- US Cytometry Workshop. Katilim Sertifikas1 ve
Laboratuvar Uygulamalar1 Gorevlisi. Ankara,Ekim 2015.

Tiirk Immunoloji Dernegi, 23. Ulusal Immunoloji Kongresi. Katilimer Sertifikasi.
Antalya,26-30 Nisan 2015.

The European Union’s Seventh Programme No [602587]- The 1st ThymiStem Consortium
meeting. Caligma Raporu S6zIii Sunum. Madrid, 2-3 Mart 2015.

IFCC WorldLab—22nd International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine- Katilim Sertifikas1. Istanbul, 22-26 Haziran 2014.

Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi- 6. DETAE Giinleri, Katilimci
Sertifikasi. Istanbul, 24-25 Kasim 2014.

Yeditepe Universitesi Hastanesi, Hastane Transfiizyon Komitesi Sekreterligi. istanbul, 2009-
2013.

Yeditepe Univ.Tip Fak.- Tiirk Immunoloji Dernegi- ISAC (International Society for
Advancement of Cytometry)- 4th. Turkish- US Cytometry Workshop. Katilimc1 Sertifikasi
ve Laboratuvar Uygulamalar1 Gorevlisi. Istanbul, 20-23 Kasim 2013.

Istanbul Universitesi DETAE Immunoloji Anabilim Dali, 19. Uygulamali Flow Sitometri
Kursu. Kurs Yeterlilik Sertifikasi. Istanbul, 3-7 Haziran 2013.

Tiirk Immunoloji Dernegi, 22. Ulusal Immunoloji Kongresi, Katilimer Sertifikasi. Izmir, 27-
30 Nisan 2013.

Tiirkiye Kan Merkezleri ve Transfiizyon Dernegi, 4.Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon
Tibb1 Kongresi, (Bilimsel Program) Katilimc Sertifikasi. Antalya, 12-18 Aralik 2012

Tiirkiye Kan Merkezleri ve Transfiizyon Dernegi, 2.Ulusal Kan Merkezleri ve Transfiizyon
Tibb1 Kongresi, (Temel Kurs Programi1) Katilimc1 Sertifikasi. Antalya, 15-19 Kasim 2007.

Biyologlar Dernegi- Avrupa Komisyonu Isbirligi- Biyologlarin Mesleki Gelisim Projesi,
Mikrobiyoloji Egitimcileri Egitimi Programi. Egitimci Sertifikasi. Ankara, Agustos- Ekim
2005.

Saglik Bakanlhigi Kan Bankaciligi Uygulamalart Yeterlilik Kursu, Marmara Universitesi
Hastanesi Kan Merkezi. Kurs Yeterlilik Sertifikasi. Istanbul, Kasim 2004-Ocak 2005.

Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Pedagojik Formasyon Programi, Ogretmenlik Meslek
Dersleri Sertifikasi. Ankara, 1996-1998.
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