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OZET

KRONIK BOBREK YETERSIZLiGIi HASTALARINDA iDRAR
BULUNDURMAYAN MESANE DOKUSUNDA IL-8, CXCR1 VE CXCR2°NIN
GEN IFADELERININ ARASTIRILMASI

Kemotaktik bir faktor olarak tanimlanan IL-8 in aktive l6kositler tarafindan
salgilandigy, nétrofiller ve T lenfositlerin gd¢iinii sagladig bilinmektedir. Ayrica IL-
8, anjiogenezi tetikleyerek endotel hiicrelerin biiyiimesini tesvik eder ve
devamliligini saglar. IL-8 tiretelyum hiicrelerinde salgilanmaktadir. IL-8 reseptdrleri
CXCR1 ve CXCR2 mesane urotelyum hiicrelerinde birlikte eksprese olmaktadir. IL-
8’ in mesaneden saliimi enfeksiyon sirasinda artig gostermektedir. IL-8 idrar yolunu

enfeksiyonlardan korur ( 16kositleri tesvik ederek).

Bu calismada; IL-8’in normal iiretelyum hiicrelerinin sagkalimi i¢in gerekli
bir bliytime faktorii oldugu gosterilmistir. IL-8 Akt yolagini aktiflestirerek normal
tirotelyum hiicrelerinin biiyiimesinde dnemli rol oynar. Ayrica, ¢alismada SiRNA ile
IL-8 in susturulmasimin mesane epitelyum hiicre oliimiiyle sonuglandigi ve
sagkalimin agirlikli olarak CXCR1 yoluyla oldugu belirlenmistir. Ancak bu
faktorlerle ilgili, bobrek nakli olan hastalarin idrarla karsilasmamis mesane

hiicreleriyle ilgili herhangi bir ¢caligma yoktur.

Bu ¢alismada, bobrek nakli hastalarinin mesane dokularindaki IL-8, CXCR1,
CXCR2 gen ifadeleri ile enfeksiyona yatkinhk arasinda iliski oldugu goriilmiistiir.
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ABSTRACT

ANALAYSIS OF IL-8 CXCR1 AND CXCR2 GENE EXSPRESSION LEVELS
IN CHRONIC RENAL FAILURE PATIENTS WITH URINE DEPRIVED
BLADDER

IL-8, which was known as a chemotactic factor, is secreted by activated
leukocytes that promote directional migration of neutrophils and T lymphocytes. In
addition, IL-8 maintains and stimulates the growth of endothelial cells by triggering
angiogenesis. IL-8 is secreted in cells of the urothelium. I1L-8 receptors (CXCR1 and
CXCR?2) are expressed in the urothelium bladder cells. 1L-8 release is increased in
the bladder during infection. IL-8 protects from the urinary tract infections (by

promotingleukocytes).

IL-8 is a growth and essential survival factor for normal human urothelial
cell. IL-8 plays an important role in the growth of normal urothelium cells by
activating the Akt pathway. Also silencing of siRNA and IL-8 causes bladder
epithelial cell and the survival of epithelial cells depends mainly on CXCR1
expression. However, there is no study on this fector in relation the renal transplant

patients urinary bladder cell.

In this context, it was observed that there is a corelation between the bladder
tissue samples of renal transplant patients gene expressions IL-8, CXCR1, CXCR2,

and susceptibility to infection.
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1. GIRIS

1.1. Mesanenin Histolojisi

Mesane, memeli tiirii i¢in diisiik basingla idrarin depolanmasi, kontrollii
bosaltim1 gérevini listlenen iiriner sistemin dnemli bir organi olup tamamen {tirotelyal
epitelle (iirotelyum) doselidir (Tanagho ve dig., 1971). Normal mesane ve trigonal
tirotelyumunun tanimlanmasi Clayson ve Cooper’ a dayanmaktadir (Newman ve

Antonakopoulos, 1989).

Idrar yolunun ug yaygisim olusturan Urotelyum yapi olarak renal pelvis,
tireterler, mesane ve prostat salgi kanallar1 epitellerinden farkli bir yapidadir.
Uroteliyum endodermal orjinli, ii¢ tabakali transisyonel epiteldir. Taban (bazal) ve
ara (intermediate) hiicre tabakalar1 belirgin morfolojik 6zellik ve bariyer fonksiyonu
tagimazlar. Yiizeyde ise birbirine siki baglantilar (tight junction) ile tutunarak
gecirgenlik bariyeri olusturan ve mesanenin gerilme derecesine gore boyutlar
degisebilen (¢ap: 50-120um), semsiye hiicre tabakasi bulunur. Semsiye hiicrelerinin
apikal membrani asimetrik birim membran: ABM o&zelligi tasiyan: konkav-oyuk
sekilli apikal membran plaklart ve "hinge" isimli plazma membrani mikropilika
bolgelerinden olusmaktadir. Sitoplazmalarinda sitoplazmik vezikiiller ve ince

fibrillerden olusan hiicre iskelet ag1 bulunmaktadir (Lewis, 2000).

Alt tniteler, farklilagmasimni tamamlamis ylizey tiroteliyumu belirleyicileri
olan, iiroplakinler (Uroplakin:UP) olarak adlandirilan,dért tip membran igi yerlesimli
proteinden olusmaktadir. Membran asimetrisi alt tinitelerin yogunlugu ve UP'lerin

hiicre dis1 tinitelerinin bityiikliigi ile saglanir (Wu ve dig., 1995).

Uretelyum idrar volumiindeki biiyiik degisikliklere uyum saglamasi ve idrar
ve periferik kan dolasimi arasinda madde degisimlerini saglamas1 nedeniyle dinamik
olarak degisim halindedir. (Khandelwal ve dig., 2009) Normal mesane
tiretelyumunda proliferatif aktivite diisiik seviyededir (Newman ve Antonakopoulos,
1989).



1.2. Kronik Biobrek Yetmezligi ve Renal Transplantasyon

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) bobrek islevinin ilerleyici sekilde, geriye
doniisii olmaksizin kaybedilmesidir (Andreoli ve ark. 1993). Klinik agidan KBY,
asemptomatik bobrek fonksiyonu azalmasindan iiremik sendroma kadar uzanan
degisen bir spektrum gosterir. Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) tanist konan
hastalarda renal replasman tedavileri (RRT) uygulanmaktadir. Bunlar yasami

koruyucu tedavilerdir ve uygulanan en yaygm yontem hemodiyalizdir (Sehgal,
2002).

1.3. Kemokinler

1992 yilinda 16kosit gocli, enfeksiyon hastaliklart ve enflamasyon,
anjiyogenezis, hematopoezis ve organogeneziste rol alan bir grup sitokine
kemotaktik sitokinlerden esinlenerek “Kemokin™ adi verilmistir (Lindley ve dig.,

1993).

Kemokinler 8-10 kilodalton (kd) agirliginda, %20-70 oraninda aminoasit
dizilimlerinde benzerlik gosteren proteinlerdir. Sistein kalintilarinin pozisyonlarma
ve genetik yapilarina gore dort alt gruba ayrilirlar. En az dort kemokin ailesi

olmasma ragmen bunlardan iki tanesi ¢ok iyi tamimlanmistir (Baggiolini ve

Loestscher, 2000).

Tiim kemokinler; en azindan ti¢ beta (B) tabakasi (bl- 3) ve C terminal a
heliks yapis1 agisindan benzerlik gdsterirler. CXC kemokin ailesi olarak da bilinen
kemokin ailesinde N terminaline yakin iki sistein aminoasidi farkli bir aminoasit
tarafindan ayrilmistir. Bu kemokinin kromozomu 14q12-21 iizerindedir. Bu grupta
sadece SDF-1a 10°® kromozomundadir. a kemokinler notrofillere etki ederken,;
lenfositlere karsi etki gostermezler. CC kemokinlerde (B kemokin) kemokinlerden
farkli olarak N terminaline yakin iki sisteini ayiran aminoasit yoktur. 3 kemokin geni
17q11.2-12 dedir. Sadece MIP-3p kromozomu 9*"°de, MIP-30. LARC’da kromozom
2% dadir. B kemokinler de kendi icinde 5 MCP ve eotaksin igeren MCP-eotaksin
ailesi ve diger B kemokinler olmak tizere iki alt gruba ayrilir. CC kemokinler ise
genellikle notrofillere karsi etki gostermezken, monosit, eozinofil, bazofil ve

lenfositlere yiiksek derecelerde etki ederler (Luster ve dig., 1985) (Sekil 1.1).

C kemokin olarak adlandirilan Lenfotaktin tek sistein icerir, kromozomu ise
1g23°dedir. CX3C kemokin, ise Fraktalkin veya Norotaktin olarak

2



adlandirilmaktadir ve geni 16. kromozomda bulunmaktadir (Luster, 1998). CXC
kemokinler N terminallerinde glutamik asitlézin- arginin (Glu-Leu-Arg) dizilimi
gosterenler (ELR kemokinler) ve gostermeyenler (non-ELR kemokinler) olarak iki
alt gruba ayrilirlar. Glu-Arg-Leu diziliminin yokluu nétrofilere karsi olan etkilerinin
zayif olmasina neden olur. Bu grupta PF-4 IP-10 ve MIG bulunur. PF-4’tiin N
terminali  Glu-Leu-Arg olarak degisirse IL-8 reseptorlerine baglanabilir ve

notrofillere karsi giiclii etki gosterir ( Clark-Lewis ve dig., 1993).

1.3.1. Kemokin Reseptorleri

Kemokinlerin aracilik ettikleri hiicre go¢ii ve aktivasyonu i¢in bu
molekiillerin hiicre {izerindeki 6zgiil reseptorlerine baglanmalar1 gerekir. Bugiine
kadar dort tane CXC (CXCR1-CXCR4), sekiz tane CC (CCR1- CCRS8) ve bir adet de
CX3C (CX3CR) kemokin reseptorii tanimlanmistir(Tablo 1.1). Bazi reseptorler tek
bir hiicrede yogunlasmisken (CXCRI siklikla nétrofilde); diger reseptorler farkl
hiicrelerde goriiliirler (CCR2 monosit, T lenfosit, NK hiicre, dendritik hiicre ve
bazofilde). CCR1 ve CCR2 ozellikle monositlerde bulunurken; sadece IL-2
uyarimindan sonra lenfositlerde belirir (Loetscher ve dig., 1996) (Tablo 1.1) Bazi
kemokin reseptdrleri gesitli uyarilarla hiicre yiizeyinde artis gosterebilirler. Ornegin
CCR2 kemokin reseptorleri lipopolisakkaritlerin varliginda azalir ve bdylece
hiicreleri sadece bu reseptorii aktive eden MCP-1’e kars1 cevapsiz kilar fakat CCR1
ve CCR5’1 aktive eden MIP-1a’ya karsi hiicrenin halen cevabi vardir (Sica ve dig.,

1997).

Néronal
dizilim

HIV
Patogenezi

Anjlogenez KEMOKINLER w

Embriyogenez Lokosit
aktivasyonu

Sekil 1.1. Kemokinlerin biyolojik rolleri (Wenzel ve Stahl, 1999)
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Tablo 1.1. Kemokin reseptor-ligant iligkisi (Rollins , 1997)

RESEPTOR LIGANT

CXC Reseptor
CXCRI IL-8
CXCR2 IL-8, GRO-a., GRO-B, GRO-y, NAP-2, ENA-
78
CXCR3 IP-10, MIG
CXCR4 SDF-1a
CC Reseptor
CCR1 MIP-1ct, RANTES, MCP-3
CCR2 MCP-1, MCP-3, MCP-5
CCR3 Eotaksin, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4
(7
CCR4 MIP-10,, RANTES, MCP-1, TARC
CCR5 MIP-1c., MIP-1B, RANTES
CCR6 MIP-30/ LARC
CCR7 MIP-3f/ ELC

Buna karsin diger kemokin reseptorlerinin ortaya ¢ikisi farkli hiicre tiplerinin
ayrilmasindan ve aktivasyonundan sorumludur. Ornein; CXCR3 aktive yardimcr T
lenfosit tip 1 (Thl) lenfositlerinde goriiliirken, CCR3, eozinofil, bazofil ve aktive
Th2 lenfositlerinde goriiliir. Kemokin reseptorlerinin 16kositlerde artis1 hiicre aracili
Th1 tip immiin cevabi ile ya da allerjik Th2 tip cevabin 6zgiil artis1 ile olur (Sallusto
ve dig., 2005).

Bazi kemokin reseptorleri noronlar, astrositler, epitelial hiicrelerde de
bulunur. Bu da kemokin sisteminin 16kosit gocii disinda diger sistemlerde de

birtakim fonksiyonlar1 oldugunu diisiindiirmektedir (Baggiolini ve Loestscher. 2000).

Bir¢cok kemokin reseptdrii birden fazla kemokinle baglanmakta ise de; CC
reseptorleri sadece CC kemokinleri, CXC reseptorleri de CXC kemokinlerini
baglamaktadir. Bu reseptor-ligand sinirliligt muhtemelen primer, sekonder ve tersiyer
yapilar1 benzer ancak kuaterner yapilari birbirinden farkli olan CC ve CXC

kemokinlerin yapisal farklilundan kaynaklanmaktadir (Lodi ve dig., 1994).

Reseptor uyarimi; inozitoltrifosfat olusumu, hiicre ic¢i kalsiyum artig1 ve
protein kinaz C aktivasyonuna yol agarak hiicrenin aktivasyonunu saglar (Laudanna
ve dig., 1996). Kemokinreseptor sinyali ayrica Ras ve Rho ailelerinin kiigiik

guanozintrifosfat baglayan proteinlerini de aktive eder (Lodi ve dig., 1994). Rho



proteinler; hiicre membraninda katlanma, yalanci ayak olusumu ve fokal adezyon
kompleslerinin toplanmasi gibi aktin bagimli olaylarin diizenlenmesiyle hiicre

motilitesini saglarlar (Luster. 1998).

Kemokinler ayrica iki tane sinyal liretmeyen molekiille de baglanirlar.
Bunlardan bir tanesi; eritrosit kemokin reseptorii olarak da adlandirilan DARC'dir
(Horuk ve dig., 1993). Bu reseptor, eritrosit ve endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir ve
1950’lerden bu yana Duffy kan grubunun belirlenmesinde kullanilmaktadir (Horuk ve
dig., 1993). Bu reseptoriin gorevinin CC ve CXC kemokinleri baglayip, dolasimdan
uzaklastirmak oldugu distiniilmektedir (Luster. 1998). Digeri ise heparan siilfat
proteoglikan grubudur (Luster ve dig., 1995). Heparan siilfat proteoglikanlar
ekstraselliiler matrikste ve endotelyal hiicre ylizeyinde kemokinleri tutar ve bolgesel

bir yogunluk farki olusturarak kemokin salimina yol agar (Tanaka ve dig., 1993).

1.3.2. Interlokin-8

Son yillarda l6kositler ve fibroblastlar i¢in kemotaktik aktivitesi olan yeni bir
sitokin ailesi tamimlanmistir. Bu kemotaktik sitokinler kemokinler olarak
adlandirilmig olup molekiiler agirliklart 8000 ile 16000 dalton arasinda degisir. %
20-50 aminoasit dizisi ile birbirlerine benzerler. 7-transmembran reseptorlerine
baglanarak,10®/10* M konsantrasyonda aktive olurlar. IL-8’de bu kemokin ailesinin

bir iiyesidir (Oppenheim ve dig., 1997) .

1.3.3. Kemokin reseptorleri ve IL-8 etki mekanizmasi:

Tiim kemokinler iki ¢ift sistein rezidiisiinden olusan, iki intramolekiiler
disiilfid bagi tasirlar ve amino terminaline en yakin sistein ¢iftinin dizilisine gore iki

alt gruba ayrilirlar.

C-X-C (veya alfa) kemokinlerde bu sisteinler bir aminoasit tarafindan
ayrilmistir. C-C (veya beta) kemokinlerin genleri ise 17.kromozomda kodlanan iki
sistein birlesiktir. Cogu alfa kemokinler notrofilleri ¢ekerken, tiim beta kemokinler
monosit ve T lenfositleri ¢ekerler, ayn1 zamanda bazilar1 eozinofiller, bazofiller ve
dogal katil hiicreler i¢in de kemotaktiktirler (Oppenheim ve dig., 1997). IL-8 C-X-C
kemokin ailesinin bir iiyesi olup 7-transmembran helikal G protein-¢ifti reseptorii
olan CXCR1 ve CXCR2 ye baglanarak etkisini gosterir (David ve dig., 2003). Dokuz

kemokin reseptorii su ana kadar tanimlanmistir. Tiimii rodopsine benzer reseptor



ailesine ait olup tek zincirli polipeptiddirler ve 7-transmembran bolgesi igerirler. Alfa

kemokinlere dort reseptor baglanabilir;

CXCR1’e IL-8, GCP-2, CXCR2’ye IL-8 ve en az diger dort alfa aile tiyeleri,
CXCR3’e IP10 ve Mig, CXCR4’e SDF baglanir. Benzer olarak beta kemokinler i¢in
bilinen bes reseptdre (CCR1-5) de multiple ligandlar baglanabilir. Bu reseptor
seviyesindeki ¢okluk i¢inde IL-8’in de bulundugu kemokin aktivitelerinde birbiri ile
etkilesmeyi ve Ortlismeyi dogurur. En azindan iki kemokin reseptorii CXCR4 ve
CCRS5 aynm1 zamanda yiiksek etkili koreseptorler olarak fonksiyon goriirler ve HIV-
1’in CD4+T hiicrelerine ve makrofajlara girerek enfekte etmesine izin verirler, ancak
CCRS5’e baglanan kemokinler in vitro HIV-1 replikasyonu ile yarisirlar ve defalarca
HIV-1 ile karsilasmis ancak enfekte olmamis kisilerin kaninda bu kemokinlerde artis

veya CCR5’te genetik bir defekt saptanmistir (Oppenheim ve dig., 1997).

Lokositlerin - kemokin gradyanma hassasiyeti yiizeylerindeki kemokin
reseptorleri sayesindedir. IL-8 16kositlerin vaskiiler endotele stabil olarak baglanmasi
i¢in adezyonunda rol oynar. Ikincil olarak infeksiyon alaninda konsantrasyon artisi
sayesinde notrofillerin gogiinde derim farki saglar. Bu fark enfekte bolgedeki hiicre
dis1 matriksin proteoglikan molekiilleriyle ve endotel hiicre yiizeyine kemokinlerin
baglanmasi ile olusur. Kemokinler kat1 bir yiizey tizerinde sabit olurlar ve 16kositler

buraya gog¢ edebilir (Parham, 2000).

IL-8 ve tiim bilinen kemokinler glikozaminoglikanlara sikica baglanirlar ki bu
glikozaminoglikanlar hiicre dis1 matrikste ve endotel yiizeyinde bulunarak sekrete
edilen kemokinlerin bolgesel olarak depolandigini gdsteren bir mekanizma gibidir.
Yiiksek konsantrasyonlarda kemokinler ayni zamanda hiicresel efektor
fonksiyonlarida aktive ederler, ornegin degranulasyon ve metabolik par¢alanma
notrofillerde IL-8 tarafindan, monositlerde MCP-1, eozinofillerde ise RANTES veya
MIP-1alfa tarafindan tetiklenir (Oppenheim ve dig., 1997). Antijen ile aktive edilmis
T hiicreleri, endotel hiicrelerinden IL-8 ve MCP-1 salgilanmasina yol agar. Bu
sekrete  edilen kemokinler endotel hiicre yiizeyinde heparan = siilfat
glikozaminoglikanlara baglanirlar, endotel hiicre adezyon molekiiliine baglanmis
l16kositlerle temas ederler ve kemokinler 16kositlerin ekstravazasyonuna yol acarlar

(Abbas ve dig., 1997) (Sekil 1.2).
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1.3.3.1. IL-8’in Biyolojik ve Klinik Ozellikleri

a) Anjiogenezdeki rolii:

IL-8 kobayda korneal neovaskiilarizasyon modelinde endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu stimiile ederek yeni kan damarlar1 olusumunu uyarmaktadir. Bu da

organogenez yara iyilesmesi, timor biiylimesi, metastazlarda etkilerinin olabilecegi

yoniinde fikirler olusturmaktadir (Alam, 2003).
b) Immun sistem iizerindeki etkileri:

Primer olarak mononiikleer fagositlerden, endotelyal ve epitelyal hiicrelerden
kaynaklanan IL-8, ayn1 zamanda T hiicreleri, eozinofiller, nétrofiller, fibroblastlar,
keratinositler, hepatositler ve kondrositlerden de salgilanabilir. IL-8 sentezi
lipopolisakkaritler, IL-1, TNF ve viriisler tarafindan da aktiflenebilir. IL-8 nétrofiller

icin en potent kemotaktiklerden biridir.

Ayni zamanda polimorfoniikleer nétrofillerin degranulasyonunu(ozellikle solunum

yollarinda) ve CD11b/CD18 ile endotel hiicrelerine adezyonunu saglar.
) Akut faz reaksiyonu ve inflamatuar yanit iizerindeki etkileri:

Inflamatuar yanitta diger kemotaktiklerle karsilastirildiginda 1L-8 daha geg
ortaya ¢ikar. Ornegin LTB4 hiicre aktivasyonunda dakikalar iginde ortaya ¢ikip, 3



saatte pik yaparken konsantrasyonu azalmaya basladiginda IL-8 yeni sentezlenerek
sekrete edilir ve salgilanmasi 24 saat siirer(Alam, 2003)

IL-8 ve diger alfa kemokinler inflamatuar reaksiyonu ve agir travmasi olan
hastalarin kaninda bulunmus ve inflamasyon bolgesinde; romatoid artritte sinovyal
stvida, psoriatik deride ve septik soklu hastalarin dolasiminda tesbit edilmistir. Bu
yiizden alfa kemokinler akut inflamatuar reaksiyonlarda major rol oynayict olarak
pyojenik olmamalarn ve akut faz reaktanlarini indiiklememelerine ragmen
goriilmektedirler. Farelerde IL-8 reseptor homologu genler tasiyanlarin bakteriyal

enfeksiyonlara karsi daha duyarli olduklar1 gosterilmistir(Oppenheim ve dig., 1997).
d) Allerjik Hastaliklar ve Solunum Sistemi Uzerindeki Etkileri:

IL-8’in mRNA’s1 ayn1 zamanda tipl insan mast hiicreleri aktive oldugunda
iiretilmeye baglar. Immunelektron mikroskobu ile IgE ile uyarilmis deri mast
hiicrelerinin  sitoplazmik membranlarinda ve intraselliiler graniillerinde IL-8
bulundugu gosterilmistir. IL-8’in artmis epitelyal tretimi akut ve rolatif olarak
degisik etkenlere maruziyete karsi nonselektif yanit olarak ta ortaya c¢ikabilir. Bu
etkenler icinde respiratuar viriisler, bakteriler, ev tozu akarlar1 proteolitik allerjenleri,
toksik maddeler (ozon, nitrojen dioksit, asbest), proinflamatuar sitokinler ve mekanik
etkenler yer alir. in vivo olarak allerjik rinit ve astimda da epitelyal IL-8 ifadesi
artmistir. Intraseliiler IL-8’in atopik dermatitli ve astimli hastalarda arttig:

gosterilmistir.

1.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (Quantitative Ger¢ek zamanh PZR,
gRT-PZR)

Gergek zamanli PZR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak
gozlenmesini saglayan bir PZR teknolojisidir. DNA sarmalina baglanarak floresan
1s1ma yapan 6zel boyalarla (SYBR Green, SYTOY gibi) veya yikima bagl sinyal
olusturan prob diziler araciligi ile 10 amplifikasyon miktarmin tespit edilmesini
saglamaktadir. Her PZR dongilisii sonunda tiip i¢inde olusan ¢ift zincirli {iriin
miktarmin Slgililebilmesini ve kantitatif analizlerin yapilmasini saglar (Bustin ve

dig., 2005; Nolan ve dig., 2006).

Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) Ger¢ek zamanli PZR uygulamalarinda
onemli bir parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan

1s1n1m esik degerinin asildig1 dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile tirlindeki ilk anlamli
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artisin oldugu noktay1 belirtir. Farkli PZR reaksiyonlarinda yer alan kalip 6rneklerin

miktar1 Ct degerleri karsilastirilarak 6ngoriilebilir (Womg ve Medrano,2005).

Florimetrik PZR yo6ntemi ile yapilan kantitasyon ¢alismalarinda, kalip DNA
miktar1 bilinen standart 6rneklere ait Ct degerleri ile incelenen 6rnegin Ct degeri
karsilastirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PZR analizlerinde
standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiya¢ vardir. Standart 6rnek olarak
icinde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen o6rneklerle yapilan caligmalara mutlak
kantitasyon adi verilir. Bir 6rnegin i¢inde yer alan kalip miktarinin diger bir 6rnekle
karsilastirildigi durumlarda mutlak kantitasyona gerek yoktur. Bu durumda, standart
ornegin icinde bulunan kalip DNA miktarmin bilinmesi énemli degildir. Iyi ifade
saglayan bir 6rnegin seri dilusyonlar1 standart olarak kullanilabilir. Bu ¢aligmalarda
onemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin tekrarlanabilir ve Olgiilebilir
olmasidir. Bu tip caligmalara goreceli kantitasyon (relative quantitation) adi verilir
(Pfaffl, 2001).

1.4.1. Referans Genlerin Kantitatif RT-PZR Cahsmalarindaki Onemi

Kantitatif RT-PZR uygulamalarinda normalizasyon amact ile ¢esitli
kosullarda ifadesi degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag
vardir. Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da ayni bireyden farkli donemlerde
alinan Orneklerle yapilan caligmalarda, ilgilenilen genin ifade diizeyinin
incelenebilmesi i¢in dokularda ifadesi degismedigi varsayilan bir bagka gen {riinii
mRNA ile normalizasyon yapilmasi gereklidir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi,
referans gen olarak kullanilan referans genin ifade diizeyine oranlanir. Bu
oranlamayla amaclanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin
getirdigi ornekler arasi baglangi¢ farkliliklarini, deneysel hatalar1 normalize etmektir.
Bu nedenle farkli doku ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin ifade diizeyinin kantitatif
olarak belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, once referans olarak kullanilacak
referans genin dogru se¢ilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak referans genin
ifade diizeyi, ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ifade
diizeyinin belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir (Bustin ve dig.,

2005).



2. AMAC

Son doénem kronik bobrek yetmezligi (SDKBY), iilkemizde ve diinyada
insidanst her gecen yil artmakta olan mortalitesi yiiksek bir saglik sorunudur.
Giiniimiizde, SDKBY gelismis olan hastalara 2 tedavi modeli uygulanmaktadir: Bu

tedavi modelleri, sirasiyla, diyaliz tedavisi ve renal transplantasyondur.

Tiirkiye’de 2008 yil1 itibariyle, SDBY tanist alan hasta sayis1 40 bini agsmuistir.
Bu hastalardan biiyiik ¢ogunlugu diyaliz tedavisi gormekteyken, iilke genelinde
yalnizca 1300 civarinda hastaya renal transplantasyon yapilmaktadir (Tiirk Nefroloji

Dernegi Raporu, 2007).

Birlesik Devletler Renal Veritabani Sistemi (USRDS) verilerine gore, renal
transplantasyon yapilan SDBY hastalariyla, ulusal bekleme listesinde yer alip diyaliz
tedavisi gormekte olan hastalar karsilastirildiginda, 3 ila 4 yillik takip sonunda, renal
transplantasyon yapilan hastalarin % 68 daha diislik 6liim riski oldugu gosterilmistir

(ABD Renal Veri Sistemi, 2005).

Yapilan analizlerde, renal transplantasyonun, diyaliz tedavisi ile
karsilastirildiginda, yiiksek yasam kalitesi, SDBY hastalarinda baslica ve en énemli
tedavi sekli oldugu gosterilmistir (Rigatto, 2003). Buna karsin, {ilkemizde renal
transplantasyon yapmakta olan merkezlerin ve yetismis elemanlarin gorece az
olmasi, ulusal bekleme listesinin diizenli bir sekilde yeni olusturulmakta olmasi ve en
onemlisi bobrek bagisi konusunda yasanan tiirlii zorluklar nedeniyle, bu en 6nemli

tedavi sekli diisiik sayilarda kalmaktadir.

Bobregin ilk bozulan fonksiyonlarindan birisi idrar1 konsantre etme
yeteneginin azalmasidir. Kronik Bobrek hastaliginda hastalarin bircogu hemodiyalize

girdiginden idrar ¢ikisi olmamaktadir.

Bu tez calismasinda; Idrarla karsilasmamis mesane hiicrelerinindeki
degisimin bobrek hastalarinda enfeksiyona yatkinlik gelistirmesi ve bu kapsamda,
bobrek nakli hastalarinin mesane dokularindaki IL-8, CXCR1, CXCR2 gen

ifadelerine ve bunlarin enfeksiyona yatkinligina bakilmasi hedeflendi.

Bu konu hakkinda nakil sonrasi hastalarin mesane dokusunda gen ifadesi

diizeyinde yapilmis ¢ok fazla ¢alisma mevcut degildir.
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3. GERECLER

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Bu calismada kullanilan 46 adet hastanin doku &rnekleri 2009-2012 yillar
arasinda Haydarpasa Numune Egitim Arastirma Hastanesi’ nden temin edilmistir. 25
nakil oncesi hasta dokusu, 12 nakil sonrasi hasta dokusu, 9 saglikli birey hasta

dokusu olup —80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Arastirma Icin Laboratuvarda Kullamlan Cihazlar ve Markalar

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar ve markalar:

CIHAZLAR MARKA
Goriintiileme Sistemleri - Vilber Lourmant ETX-26.MX
Isitici : Labart, SH-5 Heatting Stirrer
Manyetik Karistiricilar : MR3001
Spektrofotometreler : Nanodrop ND-1000
Thermo Cycler : Techne TC-512
Santrifiijler : Centrolit 11-BL Centrifuge
Tart : Hassas Terazi, XB220 A (Presica)
Vorteks : Heidolph REAX
Derin Dondurucular : -80°C, Thermo Fisher Scientific

:0,2-2, 1-10, 2-20,10-100, 20-200, 200-1000u!I’lik
Mikropipet Seti Finnpipette (ThermoScientific, FINLANDIYA)
: MagNA Lyser Parcalama Cihazi

MagNA Lyser Green Beads tiipii, Katalog No: 03
Doku parcalama cihazi 358 941 001

: LightCycler® 2.0 Instrument
Ger¢cek Zamanh PZR LightCycler® 2.0 Sample Carousel (20 pl)

Cihaz1 2 LightCycler® Capping Tools

11



3.3. RNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

Orneklerden kit kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla
Roche High Pure RNA Tissue Kit (50) (Katalog No: 12 033 674 001) kullanilmistir.

3.4. cDNA Sentezi I¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Orneklerden kit kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu amagcla
Roche, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Katalog No: 04 379 012 001)
kullanilmustir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢cin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

: 200 mM (NH4)2504, 750 mM Tris-HCI (pH 8,8), % 0,1

10X MgCl2’siiz Tampon Tween 20 (Fermentas, LITVANYA)

MgCI2 : dH,0’da 25 mM (Fermentas, LITVANYA)
Deoksiriboniikleotitler (ANTP)  : 10 mM (Fermentas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz : 5u/ul (Fermentas, LITVANYA)

3.6. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (Quantitative Gercek zamanh PZR,
qRT-PZR) i¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPZR Mix Plus (ROX)
(Solis BioDyne, Katalog No: 08-24-00001) kullanilarak ifade seviyeleri tespit

edilmistir.

3.7. Elektroforez icin Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar
Agaroz (Bio Basic Inc., Agarose A)

EtBr (Scharlau ET0109),

Trisma Base (Amresco, 0826),

Borik asit (Amresco, 0588)

EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (Sigma E5134) 1000 m1’ye

6X DNA yiikleme boyas (Fermentas, LITVANYA)

12
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4. YONTEMLER

4.1. Doku Eldesi

Nakil sirasindaki hastalarin mesanelerinden doku alimi gerceklestirilmistir.
Nakil sonrasi kontrol amagli gelen hastalarin mesanelerinden doku alimi
gerceklestirilmistir. Urolojik muayene icin gelen ancak sonucu temiz olan hastalarin
mesanelerinden doku alimi gergeklestirilmistir. Doku ornekleri eppendorf tiipleri
icinde, sivi azota alinarak donduruldu. Tiim ornekler RNA izolasyonu asamasina

kadar -80°C” de saklandi.

4.2. Dokudan RNA izolasyonu
Calisma boyunca tiim RNA izolasyonlar1 asagidaki Roche High Pure RNA
Tissue Kit protokolii esas alinarak gerceklestirilmistir:

Parcalama tiipii i¢ine dokunun tamami konulur. Uzerine 400 ul Lysis Buffer eklenir.

Parcalama cihazina yerlestirilir ve 7000 rpm’de 2 dakika doku parcalanir.

Niikleazdan arinmis 1,5 ml santrifiij tlipliniin i¢ine parcalanmis doku lizat1 eklenir

(400 pl). Lizatin tistline 200 pl absoliit etanol eklenir ve iyice karistirilir.

Filtre tiip ve toplama tiip birlestirilir. 600 pl karisim bu tiip kombinasyonuna eklenir.
Maksimum hizda 2 dakika santrifiij edelir.

Eger 1slaklik varsa, tekrar santrifiijlenir.

Santrifiijden sonra toplama tiipiindeki atik s1v1 dokiiliir.

90 ul DNase Inkiibasyon Buffer1, 10 pl DNase I ¢alisma soliisyonu eklenir.

15 - 25°C de inkiibasyona biraklir.

500 pl Wash Buffer I eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Toplama

tiiptindeki atik s1v1 dokiiliir.

500 ul Wash Buffer II eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Toplama
tiiptindeki atik sivi dokiiliir.

300 pl Wash Buffer II eklenir. Maksimum hizda 3 dakika santrifiijlenir. Toplama

tiiptindeki atik s1v1 dokiiliir.
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v" Dikkatli bir sekilde kolon ¢ikarilir. Filtre tiip, santrifiij tiipiiniin igine konulur.
v" Uzerine 100 pl Eliisyon Buffer eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

v Mikrosantrifiij tiipti simdi izole edilmis RNA i¢ermektedir. 10 pl direk RT-PZR igin
kullanilir. 90 ul ise sonradan kullanilmak iizere -80°C de saklanir.(Sekil 4.1)

1 400 l Lysis Buffer R.oche Magna Lyser 2 P.arl;.alanmlg. doku 600 pl !(ang,lm filter-
Doku aklenir cihazinda 7000° de 2 Lizati (400 ) ve 200 pl collectiontube
konulur ’ dk pargalanir. absolut etanol eklenir. kombinasyonuna eklenir.
i’
x
§i Filtertube
Collectiontube
4 Maksimum hizda
2 dk santrifiijlenir.
100 pl Eliisyon 500 \\
h wl Wash Buffer| \
Buffer eklenir 8 . 90 pl DNase
eklenir. 8000 de 1 dk -
12 e inkiibasyon Bufferi,
8000 deldk ™ santrifiijlenir — 6
sper = 10 pl Dnase eklenir.
santrifiijlenir. K

500 pl Wash Buffer Il
9 eklenir.8000 de1dk 7
santrifiijlenir !

5

o Collection tiipteki

< atik sivr dokdiliir.

15-25°Cde

300 p Wash Buffer I inkiibasyona birakilir.
10 eklenir. Maksimum hizda

3 dk santrifiljlenir. 7
Filtertiip dikkatli bir sekilde Herseferinde atik
11  niiklease-free 1,5ml sivi dokiiliir. En
Filtertiipii | 13 santrifiij tiipiine yerlestirilir. sonunda collection
atanz. tiipatihr.

10 pl direk RT-PCR igin kullanilir. 90
plise sonradan kullamimak iizere
-80C de saklanir.

Sekil 4.1. : Dokudan RNA izolasyonu Basamaklari

4.3. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Elde edilen RNA 6rneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin  spektrofotometre  kullanilarak  ol¢lim  yapilmustir.  RNA’nin  saflifs
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas alinmaktadir. 260 nm
DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunu ifade etmektedir. A260/A280 oraninin 1,8-2,2 araliginda olmasi RNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. Fenol, protein veya benzeri diger safsizliklarin olmasi

durumunda bu oranlar belirtilen arali§in disinda ¢ikmaktadir.
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4.4. RNA Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop aracilifiyla belirlenmistir. Bunun i¢in 1.5
ul RNA alinarak cihazin lizerine damlatilip, miktar tayini gergeklestirilmistir. Geriye

kalan RNA lar cDNA sentezinde kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmustir.

4.5. cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA), mRNA’dan sentezlenen DNA kopyasidir. Bu
reaksiyonda Revirse transkriptaz enzimi kullanilir. Reverse Transkriptaz RNA bagimli bir
DNA polimerazdir. Yani diziyi bir RNA kalib1 olmadan sentezlemeye baslayamaz. Kalip
RNA tek strand mRNA dizisine baglanarak, polimeraz enziminin sentezlemeye baslamasi
icin gerekli olan ¢ift strand diziyi olusturur. Calisma buz tizerinde yapilmistir. CODNA
sentezinde Roche, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Katalog No: 04
379 012 001) protokolii kullanilmistir:

v Tim donmus bilesenler ¢ozdiiriiliir. Kullanmadan 6nce kisa bir santrifiijleme yapilir.

Tiim bilesenler ¢calisma boyunca buz iizerinde muhafaza edilir.

v' Steril, PZR tlipii buz iizerine konulur, Tablo 4.1. de belirtilen miktarlarda primer

karigimi hazirlanir.

Tablo 4.1. cDNA sentezi icin gerekli bilesen miktarlari

BIiLESEN MIKTAR

Poly(A)" mRNA *10 ng Poly(A)" mRNA olacak sekilde ayarlamr.

Anchored-oligo(dT)yg primer, 50pmol/pl Tul

Su *Son hacmi 13’ e tamamlamak iizere degisik
miktarlarda su eklenir.

Toplam 13 ul

v Primer karnigimi 10 dakika, 65°C de denatiire edilir. Denatiirasyon bitince hizli bir

sekilde buz lizerine alinir.
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v’ Tiipe Tablo 4.2. de belirtilen RT karisim bilesenleri eklenir.

Tablo 4.2. RT karisim bilesenleri

BILESEN MIKTAR (ul)
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 4
5xconc.

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ ul 0.5
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2

Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ ul 0.5
Total 7

Final Miktar 20

v' Karnigimlar1 ekledikten sonra elimizle hafifge sallayarak birbirlerine karismasi
saglanir.

v Karstirdiktan sonra tiipler hemen PZR cihazi i¢ine konulur (Buhar1 minimize etmek
i¢in).

v' 10 dakika 25°C de, 30 dakika 55°C inkiibasyona birakilir.

v 85°C de 5 dakika isitilir. Reaksiyon bitince tiipler hemen buz iizerine alinir.

v ¢cDNA lar -20°C de saklanir.

4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Canlilarda bulunan 6zgiin genetik parcaciklarin (DNA veya RNA) enzimatik
olarak c¢ogaltilmasidir. Kullanilan enzim “polimeraz” enzimidir. Aslinda PZR islemi
(DNA polimerizasyonu-DNA’nin  kopyalanarak ¢ogaltilmasi) canli hiicrelerde
devamli olmaktadir. PZR DNA polimerizasyon isleminin belli 6zel amagclar i¢in
minik deney tiiplerinde (PZR tiipleri) veya cam borucuklarda yapilan bir kopyasidir.
Canli hiicreler igindeki polimerizasyon islemi, PZR tiipleri i¢inde, gerekli tiim
kimyasal maddeler konularak ve sicaklik parametreleri uygulanarak taklit

edilmektedir.

4.6.1. Primer Ciftlerinin Tasarlanmasi

Ifade profiline bakilacak dort gene (IL-8, CXCR1, CXCR2, Beta Actin)
Ozglin primerler tasarlanmistir. Bu primerler esas olarak qRT-PZR islemlerinde

kullanilacag: i¢in primer tasariminda dikkat edilen en 6nemli husus ileri ve ters
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primerlerinin genin farkli ekzonlarinda olacak bicimde tasarlanmis olmasidir. Bu
sayede, mRNA senteziyle intronlarindan arinmis olan genin amplifikasyonu sirasinda
ortamda DNA kontaminasyonunun olup olmadigi kontrol edilebilmektedir. Tablo

4.3.’de qRT-PZR’da kullanilan primerlere ait diziler mevcuttur:

Tablo 4.3. gqRT-PZR’da kullanilan primerler

Gen Primer Dizisi m
F:ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC
L8 R:AAC CCT CTG CACCCAGTTTTC 112
F.CTGGTGATGCTGGTCATCTTAT
CXCR1 R:CAAGGTCAGGGCAAAGAGTAG 62
F:CTCTCTAAGACCTCCTGCCTAA
CXCR2 R:TGACACTGAGACCAAGAAGAAC 62
F:AATGCTTCTAGGCGGACT
Beta Aktin R:ACTCCCAGGGAGACCAAA 54

4.6.2. Primerlerin Sulandirilmasi

Primerler 1ul” de 100 pmol olacak sekilde sulandirilmistir. Once nmol degeri

pmole doniistiirilmiistiir. Sonra 1pul” de 100 pmol olacak sekilde su eklenilmistir.

Tablo 4.4. gRT-PZR’da kullanilan primerleri sulandirmak igin gerekli hesaplamalar

Primer ! pmol dH20 pl
Ana Stok (1p/100pmol )

IL-8 F 31,6 31600 316
IL-8 R 35,9 35900 359
Beta Actin F 27,1 27100 271
Beta Actin R 21,9 21900 219
CXCR1F 13,2 13200 132
CXCR1R 15,1 15100 151
CXCR2 F 13,4 13400 134
CXCR2R 11,5 11500 115

4.6.3. Primer Optimizasyonu

Primer c¢iftlerinin en etkin c¢alistiklar1 baglanma sicakliklarini bulmak igin
primerler belli sicaklik araliginda denenmistir. Bu reaksiyonlarda hasta drneklerine
ait cDNA’lar kullanilmistir. Tablo 4.8.’de miktarlar1 belirtilen reaktifler ve Tablo

4.5.”deki termal dongii kosullar1 kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.5. PZR protokolii

Reaktif Miktar (ul)

10X Tag tamponu (Fermentas) 2,5
MgCI2 (Fermentas, 25 mM) 2
dNTP (Fermentas, 10 mM) 0,5
F Primer (10 pmol/pl) 1,25
R Primer (10 pmol/pl) 1,25
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,2
dH,0 15,3
cDNA 2
Toplam Hacim 25

Tablo 4.6. PZR optimizasyonu termal dongii kosullar

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 5 dakika 1
95 10 saniye
Degisken* 15 saniye
72 20 saniye 30
72 10 dakika
10 15 dakika 1

( * 46°C - 61°C arasindaki sicakhik degerleri kullanilmistir. )

4.6.4. PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi
4.6.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi
a. Kullamlan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

5x TBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 gr Trisma Base, 27,5 gr Borik asit ve 20 ml 0,5 M EDTA (etilen diamin

tetra asetik asit) 1000 ml’ye dH20 ile tamamlanarak hazirlanmistir.
Ethidium Bromide, EtBr (10 mg/ml)

EtBr, son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilarak hazirlanmistir.



b. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Jel hazirlig1 igin oncelikle 2 gr/100 ml olacak sekilde hassas terazide agaroz
tartilir. Ana stokta 5X olarak hazirlanmig, dH,0 ilavesiyle 1X olacak bigimde
seyreltilmis olan TBE, 2 gr agaroza son hacim 100 ml olacak bi¢cimde ilave edilir.
Hazirlanan bu karisimin 1siticida ¢éziinmesi saglanir. Cozelti hazirlandiktan sonra bir
siire sogumas1 beklenir, ardindan i¢ine 5 pl EtBr eklenir. lyice karistirilmasmin

ardindan ¢ozelti, donmasi igin jel tablasina dokiilerek 25-30 dakika bekletilir.
c. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Goriintiilenmesi

Kullanima hazir hale gelmis olan %?2’lik jel, icinde 1x TBE bulunan agaroz
jel elektroforez tankina yerlestirilir. PZR {irtinleri, 5 pl PZR {irtind, 5 pl yiikleme
boyasi ile karistirillarak mikropipet yardimiyla jele yiiklenir ve jel 120 voltta ~30
dakika ytiriitiiliir. Ardindan jel goriintiileme sisteminde goriintiilenir.

4.6.5. Kantitatif Gercek Zamanh PZR (qRT-PZR)

Hasta 6rnekleri cDNA’lar1 ile asagidaki protokole uygun olarak yapilmistir:

Tiim donmus reaktanlar1 ¢ozdiiriilir. Kullanmadan 6nce kisa bir santrifiijleme

yapilir. Tiim reaktanlar ¢alisma boyunca buz iizerinde muhafaza edilir.

Tablo 4.7. dogrultusunda reaksiyon karigimi hazirlanir.

Tablo 4.7. gRT-PZR reaksiyon kosullari

bigns ] e |

5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPZR Mix Plus (ROX) 3
Primer F (10 pmol/pl) 0.35
Primer R (10 pmol/pl) 0.35
cDNA 0,5
dH20 10,8
Total 15

Hazirlanan reaksiyon karisim her bir tiipte 15 pl olacak bigimde dagitilir. Tiiplerin

agz1 kapatilir.
Santrifiij i¢ine tlipler konulur ve ¢ok kisa santrifiijlenir.
Santrifiijden sonra cihaza tiipler yerlestirilir.

Cihaz Tablo 4.8.’de belirtilen termal dongii kosullarina uygun bi¢gimde ayarlanmaistir:
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Tablo 4.8. gRT-PZR termal dongii kosullari

Program Dongii Analiz Modu Sicaklik (°C) Siire
Program 1 1 Denetiirasyon 95 15 dakika
95 10 saniye
Program 2 45 Amplifikasyon *Degisken 15 saniye
72 15 saniye

(* Amplifikasyon basamagindaki degisken sicakhk her primer

gostermektedir.)

ciftine gore farklhhk

Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar cihazin yaziliminda bulunan

programlar dogrultusunda analiz edilir.

Tablo 4.3.’da dizi bilgileri verilmis olan bu primerlerin, yapilan optimizasyon

calismalar1 sonucunda belirlenen optimum baglanma sicakliklart Tablo 4.9.°de

mevcuttur:

Tablo 4.9. gRT-PZR’da kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklari

Gen Optimum Sicaklik (°C)
IL8 58
CXCR1 59
CXCR2 59
Beta Actin 58 ve 59

4.7. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirmesi yapilirken SPSS 16.0 programi kullanilmistir.

Veriler Mann-Whitney U kullanilarak analiz edilmistir. Nakil 6ncesi ve nakil sonrasi

hasta grubu karsilagtirllmistir. Ayrica hi¢ hastaligt olmayan saglikli bireylerle

hastalikli bireyler de karsilastirilmistir. Yasa ve cinsiyete gore de ifade diizeylerine

bakilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. RNA Izolasyonu Sonuclar

Tim 6rneklerden Roche firmasinin RNA izolasyonu protokolii kullanilarak
izolasyon gergeklestirilmistir. Bu RNA’larin A260/A280 degerlerine sonraki
asamalarda yapilacak nicel 6l¢timler sebebiyle 6zellikle dikkat edilmis, izole edilen
RNA o6rneklerinde herhangi bir safsizligin olmamasina dzen gosterilmistir. izolasyon
sonucu elde edilen RNA o6rneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi

icin yapilmis olan Nan drop 6lgiimleri Tablo 5.1-2-3.’de mevcuttur:

Tablo 5.1. Nakil Sirasinda Aliman Hasta Doku Orneklerine ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglar

Nakil Hastasi Konsantrasyon (ng/ul) Faktor A260/280
1 3,1 40 2,05
2 2 40 1,82
3 3,1 40 2,05
4 2,8 40 1,93
5 2,9 40 1,96
6 4,6 40 2,01
7 2,5 40 1,91
8 8,9 40 2,19
9 8,4 40 2,16
10 2,6 40 1,82
11 5,2 40 1,98
12 2,9 40 1,96
13 2,3 40 1,87
14 3,1 40 2,05
15 2,6 40 1,82
16 3 40 2,01
17 2,4 40 1,86
18 3,4 40 1,97
19 3,5 40 1,92
20 2,1 40 1,81
21 31 40 2,06
22 3,4 40 2,13
23 23,9 40 2,06
24 10,2 40 2,13
25 4,2 40 1,85
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Tablo 5.2. Nakilden Sonra Kontrol Biyopsi Alinan Hasta Doku Orneklerine ait RNA izolasyonu Nanodrop

sonuglari
Nakil Hastas1 Konsantrasyon (ng/pl) Faktor A260/280
1 2,5 40 1,92
2 2 40 1,87
3 1,8 40 1,98
4 1,7 40 1,95
5 1,6 40 1,82
6 1,3 40 1,84
7 6,3 40 2,16
8 2,6 40 1,93
9 3 40 1,89
10 37,4 40 2,14
11 3,7 40 1,97
12 5,2 40 1,81

Tablo 5.3. Kontrol Amach Gelmis Mesanesinde Sorun Bulunmamus Saglikli Birey Doku Orneklerine ait RNA

izolasyonu Nanodrop sonuglar1

Nakil Hastasi Konsantrasyon (ng/pl) Faktor A260/280

40

1 2,1 2,03
40

2 1,1 2,19
40

3 5,6 2,07
40

4 3,4 1,89
40

5 4.8 1,92
40

6 5,2 2,02
40

7 6,7 2,08
40

8 3,5 1,94
40

9 3,2 1,97

5.2. cDNA Sentezi Icin Gerekli RNA Miktarlar

Calismanin nihai hedefi 6rneklerdeki hedef gen ifade degisikliklerinin tespiti
oldugu i¢in, baslangigtaki transkript sayisinin esit olmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu sebeple birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip orneklerin her biri,

baslangic RNA miktar1 10 ng/ul olacak bigimde ayarlanmistir ve sonrasinda cDNA
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sentezi gergeklestirilmistir. Her bir 6rnekten izolasyon sonucu elde edilen RNA ana

stogundan cDNA sentezi i¢in ne kadar alinmasi gerektigi Tablo 5.4 — 5.5 — 5.6.’da

mevcuttur.

Tablo 5.4. 10 ng/pl RNA igin stoktan alinmasi gereken RNA miktarlar

Anchored-oligo(dT)yg primer [ul]

Nakil Hastasi Poly(A)" mRNA [ul] dH,0 [ul]
1. 3,2 1 8,8
2. 5 1 7
3. 3,2 1 8,8
4, 3,5 1 8,5
5. 3,4 1 8,6
6. 2,1 1 9,9
7. 4 1 8
1,1 1 10,9
9. 1,1 1 10,9
10. 3,8 1 8,2
11. 1,9 1 10,1
12, 3,4 1 8,6
13. 4,3 1 7,7
14, 3,2 1 8,8
15. 3,8 1 8,2
16. 3,3 1 8,7
17. 4,1 1 7,9
18. 2,9 1 9,1
19. 2,8 1 9,2
20. 4,7 1 7,3
21. 3,2 1 8,8
22. 2,9 1 9,1
23. 0,41 1 11,59
24, 0,9 1 11,1
25. 2,3 1 9,7
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Tablo 5.5. 10 ng/ul RNA i¢in stoktan ahnmasi gereken RNA miktarlar

Kontrol Biyopsi | Poly(A)" mRNA [ul] Anchored-oligo(dT),g primer [ul] dH,0 [ul]
1. 4 1 8
2. 5 1 7
3. 5,5 1 6,5
4. 5,8 1 6,2
5. 6,25 1 5,75
6. 7,6 1 4,4
7. 1,5 1 10,5
8. 3,8 1 8,2
9. 3,3 1 8,7
10. 0,2 1 11,8
11. 2,7 1 9,3
12. 1,9 1 10,1

Tablo 5.6. 10 ng/ul RNA icin stoktan alinmasi gereken RNA miktarlari

| Saghkh Birey Poly(A)" mRNA [ul] Anchored-oligo(dT)1g primer [ul] dH,0 [ul]
1. 2,1 1 9,9
2. 1,1 1 10,9
3. 5,6 1 6,4
4. 3,4 1 8,6
5. 4,8 1 7,2
6. 5,2 1 6,8
7. 6,7 1 5,3
8. 35 1 8,5
9. 3,2 1 8,8

5.3. qRT-PZR Analiz Sonuclari

Her bir hedef gen i¢in (IL-8, CXCRI1, CXCR2, Beta Actin) tasarlanmis

primerlerin optimum baglanma sicakliklarinin  saptanmasi amaciyla yapilan
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optimizasyon PZR’larinin ardindan elde edilen 6rnek cDNA’lari ile qRT-PZR

reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aymi bireyden farkli dénemlerde
alman Orneklerle yapilan c¢alismalarda, ilgilenilen genin ifade diizeyinin
incelenebilmesi i¢cin dokularda ifadesi degismedigi varsayilan bir baska gen iiriinii
mRNA ile normalizasyon yapilmas: gereklidir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi,
referans gen olarak kullanilan genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla
amaclanan izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi
ornekler arasi baslangi¢ farkliliklarini, deneysel hatalari normalize etmektir. Bu
nedenle farkli doku ve hiicre tiplerinde, hedef genlerin ifade diizeyinin kantitatif
olarak belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda, dnce referans olarak kullanilacak
housekeeping genin dogru secilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak referans
genin ifade diizeyi, ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ifade
diizeyinin belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir (Bustin ve dig.,

2005).

Calismamizda normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda ifadesi degismedigi

bilinen bir referans gen olarak beta actin kullanilmistir.

5.3.1. Amplifikasyon Egrileri ve Ortalama Cp Degerleri

Gergeklestirilmis olan her qRT-PZR deneyinin sonunda, hedef gene 6zgii
primerlerin 6rnek cDNA’s1 lizerinde uygun bolgelere baglanmasi ve bu transkriptin
logaritmik olarak artisim1 gosteren amplifikasyon egrisi grafikleri olusmaktadir.
Olusan {irlin miktarinin artmasiyla beraber ROX daha ¢ok baglanmakta ve boylelikle
floresan 1s1ma artmaktadir. Bu floresan 1simalarin esik degerini gectigi dongi
sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir. Hastalara ait
Cp degerleri 5.7 - 5.8 - 5.9 Tablolarinda belirtildigi gibidir:
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Tablo 5.7. : Kontrol Hastalarinin Cp Degerleri

Hasta No IL8 Beta CXCR1 CXCR2 Beta

1. 32,62 26,62 39,96 35,96 26,9

2. 36,97 26,41 37,88 34,88 26,44

3. 31,16 26,28 34,12 33,06 26,6

4. 30,1 26,52 38,86 32,74 26,86

5. 39,39 26,87 33,18 30,77 26,76

6. 30,76 26,57 34,74 31,03 26,51

7. 39,86 26,17 36,71 32,62 26,67

8. 36,82 26,96 34,3 31,69 26,24

9. 34,82 26,12 39,69 34,69 26,31

10. 39,37 26,24 36,67 33,24 26,45

11. 33,34 26,6 37,24 33,64 26.84

12. 38,37 26,96 35,27 31,04 26,41

Tablo 5.8. : Saglikli Bireylerin Cp Degerleri

Hasta No IL8 Beta CXCR1 CXCR2 Beta
1. 32,12 26,51 27,94 27,6 26,44
2. 35,01 26,38 29,55 26,88 26,76
3. 30,12 26,85 28,61 27,03 26.84
4. 32,06 26,74 28,52 27,35 26,88
5. 34,17 26,71 29,67 28,63 26,08
6. 33,53 26,31 27,15 26,84 26,85
7. 32,47 26,06 29,49 28,26 26,12
8. 31,25 26,15 27,15 26,96 26,38
9. 30,94 26,84 28,26 27,85 26,92
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Tablo 5.9. : Hasta Bireylerin Cp Degerleri

Hasta No IL8 Beta CXCR1 CXCR2 Beta
1. 12,84 26,61 19,13 19,41 26,04
2 11,76 26,36 18,66 18,94 26,37
3 15,21 26,82 18,06 18,98 26,88
4 11,61 26,3 18,13 18,57 26,08
5. 15,24 26,15 20,2 20,33 26,92
6 15,53 26,96 19,6 20,66 26,49
7 16,56 26,54 20,94 21,96 26,38
8 12,41 26,83 20,13 20,41 26,92
9 11,95 26,57 18,28 18,88 26,73
10. 13,46 26,92 20,51 20,96 26,9
11. 17,34 26,82 19,22 19,95 26,38
12. 18,9 26 20,04 20,63 26,92
13. 10,24 26,21 20,45 20,59 26,32
14, 10,42 26,76 19,48 19,73 26,69
15. 11,8 26,51 20,97 21,75 26,59
16. 11,43 26,67 23,9 21,14 26,14
17. 12,9 26,53 22,37 23,08 25,97
18. 15,76 26,62 19,04 21,23 26,08
19. 11,36 26,26 21,47 22,65 26,22
20. 18,71 26,38 23,13 24,05 26,12
21. 15,64 26,31 20,08 22,58 26,85
22. 13,57 26,45 21,52 23,94 26,12
23. 11,12 26.84 19,27 20,62 26,52
24. 10,31 26,41 19,26 19,93 26,74
25. 14,62 26,39 19,65 20,94 26,86

5.3.2. Gen ifade Degisikligi Oranlarinn Hesaplanmasi ve Sonuclari

Gen

ifade  degisikligi

oranlariin  hesaplanmasinda

-AA
2 Ct

formulu

kullanilmistir. Bu formiil amplifikasyon etkinligi degeri olan E degerini 2 alarak

reaksiyon etkinliginin %100 oldugunu kabul eder. Formiiliin acik hali asagidaki

gibidir:

2-AACt — 2-(ACt Hedef Gen — ACt Referans Gen)
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Bu formiil dogrultusunda hesaplanan gen ifadesi degisim oranlari, daha sonra
log2 tabanina ¢evrilmistir. Bunun yapilmasinin sebebi, bu degisimlerinin ifade edilis
bicimlerini kolaylastirmaktir. Her bir hedef gen i¢in oOrneklere ait gen ifade
degisikligi oranlarinin log2 tabanindaki karsiliklar1 Tablo 5.10-11-12’de mevcuttur.

Tablo 5.10. Nakilden sonra kontrol biyopsi alinan hasta doku oOrneklerinin gen ifade degisikligi

oranlar1 ve bu oranlarin log2 tabanindaki karsiliklar

Hasta No L8 CXCR1 CXCR2
1 6 4 9,06
2 10,6 3 8,44
3 4,88 1,06 6,46
4 3,58 6,12 5,88
5 12,5 2,41 4,01
6 4,19 3,71 4,52
7 13,7 4,09 5,95
8 9,86 2,61 5,45
9 8,7 5 8,38
10 13,1 3,43 6,79
11 6,74 3,6 6,8
12 11,4 4,23 4,63

Tablo 5.11. Nakil sirasinda alinan hasta doku Orneklerinin gen ifade degisikligi oranlart ve bu

oranlarin log2 tabanindaki karsiliklar

Hasta No IL8 CXCR1 CXCR2
1 -13,8 -6,91 -6,63
2 -14,6 7,71 -7,43
3 -11,6 -8,82 -7,9
4 -14,7 -7,95 -7,51
5 -10,9 -6,72 -6,59
6 11,4 -6,89 5,83
7 -9,98 -5,44 4,42
8 -14,4 -6,79 -6,51
9 -14,6 -8,45 -7,85
10 -135 -6,39 5,94
11 -9,48 7,16 -6,43
12 7.1 -6,88 -6,29
13 -16 -5,87 -5,73
14 -16,3 7,21 -6,96
15 -14,7 -5,62 -4,84
16 -15,2 -2,24 -5
17 -13,6 -3,6 -2,89
18 -10,9 -7,04 -4,85
19 -14,9 -4,75 -3,57
20 -7,67 -2,99 -2,07
21 -10,7 -6,77 4,27
22 -12,9 -4,6 -2,18
23 -15,7 -7,25 5,9
24 -16,1 7,48 -6,81
25 -11.8 7,21 5,92
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Tablo 5.12. Kontrol amagh gelmis mesanesinde sorun bulunmamis saglikli birey doku 6rneklerinin

gen ifade degisikligi oranlar1 ve bu oranlarin log2 tabanindaki karsiliklari

Hasta No IL8 CXCR1 CXCR2
1 5,6 0,34 1,16
2 8,6 2,67 0,12
3 3,3 1,58 0,19
4 5,3 1,17 0,47
5 7,5 1,04 2,55
6 7,2 0,31 -0,01
7 6,4 1,23 2,14
8 51 0,19 0,58
9 4,1 0,41 0,93

Gen ifade degisikligi oranlarinin log2 tabanina gore karsiligi olan degerlerin

negatif olmas, ilgili 6rnekte hedef gen ifadesinin azaldigini; degerin pozitif olmasi

ise, hedef gen ifadesinin artmis oldugunu gdostermektedir.

Cp Degeri

28
26
2.4
22

2
18]
16
1.4
12

1]
0.5
06
0.4
02

0

01

2348678 0101112131 415161 718192021 22232425 26,27 28 293031 323334353637 30304041 4243 44

Sekil 5.1. IL-8 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58°C)
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Cp Degeri

4.9
4.4]
3.9
3.4
29
2.4
1.9

0.9

0.4

0.4 ————

Sekil 5.2. CXCR1 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 59°C)

Cp Degeri

01234567 8 9101112131415161 718192021 222324 25 25,27 25205031 523334 353637 30304041 424344

Dongii sayis1

49
445
35@
345
20
24]
19]
14]
09
04]

0.1

Sekil 5.3. CXCR2 amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 59°C)
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Cp Degeri

32
28
26
23

2
1.7
14
1.1
na
035
0z

012345678 210NN MS161T18192021 222324 252627 28293031 323334 353637 35394041 424344

Dongii sayis1

Sekil 5.4. Beta Aktin amplifikasyon egrisi grafigi (baglanma sicakligi, 58-59°C)

5.3.3. Istatistiksel Analiz sonuclar

Nakil oncesi ve sonrast bireyler karsilastirildiginda;

Yapilan  ki-kare

analizinde

IL-8(p<0,05),

CXCR1(p<0,05), wve

CXCR2(p<0,05), ifadeleri anlaml1 olarak farkli bulunmustur. Internal kontrol geni

Beta aktin ifadesinin farklilik gostermedigi saptandi. Cinsiyete gore( Kadin Erkek);
IL-8, CXCR1 ve CXCR?2 ifadelerinde anlamli degisiklik saptanmadi. Ancak Yas1 40

tan biiylik ve kiiciik olanlarda sadece CXCRI1(p<0,05),

oldugu saptandi.

ifade diizeyinin anlaml

Tamamlayic1 Istatistiksel analiz sonuglarina gére en diisiik ve en yiiksek ifade

seviyeleri;

Tablo 5.13. Tanimlayic istatistiksel analiz sonuglarina gore en diisiik ve en yiiksek Cp degerleri

Gen Cp Degeri
IL8 10,24+/- 39,86
CXCR1 18,06 +/- 39,96
CXCR2 18,57+/- 35,96
Beta Actin 25,97+/-26,92
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Nakil oncesi ve saglikli bireyler karsilastirildiginda;

IL-8, CXCR1 ve CXCR2 ifadelerinde anlamli olarak farklilik bulunmustur. Internal

kontrol geni Beta aktin ekspresyonunun farklilik gostermedigi saptandi.

Tablo 5.14. Nakil 6ncesi ve saglikli bireylerde p degerleri

Nakil oncesi Saghkh Bireyler
IL8 0.017*
CXCR1 0.025*
CXCR2 0.029*
Beta Actin 0.25

(*p<0.05 ise anlaml)

Nakil Sonrasi ve saglikli bireyler karsilastirildiginda:

CXCR1ve CXCR2 ifadelerinde anlamli olarak farklilik bulunmustur. Ancak IL-8 ve

internal kontrol geni Beta aktin ifadesinin farklilik géstermedigi saptandi.

Tablo 5.15. Nakil sonrasi ve saglikli bireylerde p degerleri

Nakil Sonrasi Saghkh Bireyler
IL8 0.19
CXCR1 0.034*
CXCR2 0.018*
Beta Actin 0.26

(*p<0.05 ise anlamli)
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6. TARTISMA

Renal transplantasyon, giiniimiizde son donem bobrek yetmezligi hastalarinin
tedavisinde, yalnizca yasam siiresini uzatmasiyla degil, aynt zamanda yasam
kalitesini artirmasi, diyaliz tedavileriyle iligkili morbiditenin ortadan kalkmasi ve
uzun vadede daha diisiik maliyetiyle de baslica tedavi segenegidir (Wolfe ve dig,
1999).Nakil 6ncesi ve sonrasi gen diizeyinde yapilan arastirmalar enfeksiyon riskini

azaltma yontinde olumlu gelisme oldugu sayilabilir.

Renal transplantasyon, diger tedavi modelleriyle kiyaslandiginda iistiin olsa
da, kendine has sorunlar tasidigi, kullanilan immiinsupresif tedavilerin yan etkilerinin
oldugu gergekleri goz ardi edilmemelidir. Bobrek nakli yayginlastikca, nakil sonrasi
yasanan sorunlarin da artmasi, yeni arayislara yol agmistir. Bu arayis ve arastirmalar
transplantasyon sonrasi problemleri asgariye indirgemek, transplantasyon tedavisinin
baslica hedeflerinden olmalidir ki, bunu saglamanin baslica yollarindan birisi de gen

diizeyinde arastirmalar yapmak sayilabilir.

Nakil sirasinda alinan idrarla ylizlesmemis mesane dokusunda ifade
diizeylerine bakildiginda IL-§ CXCRI1 ve CXCR2 ifadelerinde kontrole gore
belirgin bir azalma oldugu saptanmistir(Tablo 5.11) Ancak nakilden 1 ay sonra
kontrol amagli gelen hastalarin idrarla karsilasmamis mesane dokularindaki ifade
diizeylerine bakildiginda IL-8, CXCR1 ve CXCR2 ifade diizeylerinde kontrole gore
belirgin bir artis saptanmistir(Tablo 5.10).

Urolojik rahatsizlik nedeniyle gelen ancak herhangi bir hastaligi bulunmayan
saglikli bireylerin mesane dokularindaki ifade diizeyleri arastirildiginda kontrole

gore artis gozlemlenmistir(Tablo 5.12)

Bulgularimiz gosteriyor ki IL-8, CXCR1 ve CXCR2 nin hiicre sagkalimiyla
iligkilidir. Clinkii idrarla yiizlesmemis mesane dokularinda hiicre 6liimii gerceklesmis
dolayisiyla gen ifadelerinde azalma saptanmustir. Stephanie ve arkadaslarinin yaptigi
calismada (2009) hiicre sagkaliminin agirlikli olarak IL-8 ve CXCRI ile iliskili
oldugu, CXCR2 ile iliskili olmadigi saptanmisti. Ancak bizim ¢alismamiz
CXCR2’nin de hiicre sagkalimiyla iliskili oldugunu gostermistir.

Mesanenin nakil sonrasi idrarla yilizlesmesi sonucu, idrarda bulunan biiyiime

faktorleri ve diger faktorler iiretelyumun eski aktivitesine donmesini saglamis ve
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hiicre sagkalimi artarak kemokin faktorlerinde artis oldugu saptanmistir. Buradan

anlasiliyor ki idrar mesane i¢in ¢ok 6nemli yagam faktoriidiir.
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