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I. GIRIS ve AMAC

‘Transplantasyon; son donem bodbrek yetmezligi olan hastalarin bir
codunda, iyi yagam kalitesi sansini veren ve bazi durumlarda hastanin
yasamasinin tek vyolu olan baganlh bir tedavi gekli olarak
degeriendiriimektedir (1). Ilk basanli bdbrek transplantasyonu 1954'te
yapilmistir (2,3). 1960’ h yillardan bu yana bdbrek transplantasyonu,
kronik bobrek yetmezligi olan birgok hastanin saglikhh ve uzun bir hayat
stirmesini saglamistir (4).

Al ve vericinin transplantasyon oncesi imminolojik
dederlendirmesi; ABO kan gruplan, doku uygunluk testi (Human
Leukocyte Antigens=HLA) ile doku gruplannin uyumu, HLA antijenlerine
karsi hassasiyet, viral seroloji, sitomegaloviriis’i kapsamaktadir (5).
Bilindigi gibi nakledilen dokunun veya organin, kabul ya da red edilmesi,
HLA genleri tarafindan kodlanan proteinierin kontrolii altindadir (6,7).

Bunun yaninda bdbrek nakli olacak hastanin daha énceden yapilmig
ve red olmugs transplantasyonlan kadar, gebelik ve kan
transfizyonlarindan dolay! herhangi bir HLA antijenine karsi imminize
olup olmadiginin arastinlmasi da biydk ©6nem tasimaktadir. Bu
arastirmalar yapilmadan gergeklestirilen transplantasyonlarda hiperakut
rejeksiyonlar gorilebilmektedir. Bir hastanin serumunda HLA antijenlerine
karsi antikorlann varliginin saptanmasi igin' Screening (tarama) testi
yapiimaktadir ve bu antikorlar da Panel Reaktif Antikorlar (PRA) olarak
isimlendirilmektedir. Aynca verici HLA antijenlerine karsi var olan
herhangi bir antikorun belirlenmesi amaciyla crossmatch test
uygulanmaktadir (8).

Nakledilen organ organizma tarafindan kabul edilmedigi zaman, T
hicreleri sitokin adi verilen maddeler salgilarlar. Bunlarin en 6nemlisi
olan interlokin-2 (IL-2), nakledilen organin reddinde rol oynayan
hiicrelerin aktif hale gegmesini ve gogalmasini sadlamaktadir.
Sitokinlerin etkilerini engellemek igin gesitli tedaviler uygulanmaktadir. Bu
tedavilerde antijene spesifik ve antijene spesifik olmayan ajanlar



kullanilmaktadir (9). Transplantasyon sonrasi immunsupresif tedavi,
nakledilen doku veya organin alicida uzun siire yasamasi igin dnemlidir.
fmmansupresif ajanlann dort blylk tipi kullanilmaktadir. Bunlar; anti-
lenfosit tedavi, anti-metabolitler, glukokortikoidier ve kalsindrin
inhibitorleridir (3).

Son vyillarda bilinen imminsupresif ajanlardan Metil-Prednizolon
(Prednol-L), Azatioprin (Imuran) ve Siklosporin-A (Neoral)’in yanisira
FK506-Takrolimus (Prograf), Mikofenolat Mofetil (Cell Cept) gibi yeni
imminsupresifler de kullanioma  sunulmustur. Pek ¢ok vyeni
immiinsupresifin gelistiriimesi, akut rejeksiyon insidansinin azaltiimas: ve
graft survisinin arttinimasi konusunda imit vadetmektedir (10).

Cesitli aragtirmacilar ise imminsupresif ajanlann etkinliklerini gérmek
amactyla, standart Karigik Lenfosit Kdltlr (standart Mixed Lymphocyte
Culture = sMLC) testte lenfositlerin proliferasyon cevaplarini tespit ederek
degerlendirmeye galismiglardir (11).

Bu calismada, transplantasyona hazirlik asamasinda olan hasta ve.
verici ciftlerine sMLC testini uyguladik. sMLC testine paralel olarak, kuitlir(
yapilan hiicre kombinasyonlarina phytohemagglutinin '(PHA) ekleyerek
stimile ettik. Aynica stimile edilen MLC serileri agarak, imminsupresif
ajanlardan  Siklosporin-A, Takrolimus, Mikofenolat Mofetil, Metil
Prednizolon ve Azatioprini, tek ve kombinasyonlar seklinde, stimiile
edilmis hicreleri igeren kuyulara ekledik. PHA ile stimiile edilen lenfosit
proliferasyonunun, imminsupresif ajanlar tarafindan inhibisyonunu
degerlendirmeye calistik. Bu imminsupresif ajanlara karsi duyarlihik ve
direngliligi saptayarak, hastalara transplantasyon sonrasi uygulanacak
immiinsupresif tedavide yardimci olmayi amagladik.



II.GENEL BILGILER

1. iMMUN SISTEM

Immin sistem, ortamdaki sayisiz enfeksiyon etkenlerine karst
organizmay! koruma mekanizmasini olusturmaktadir. immiin sistem hem
enfeksiyonlara karsi hem de enfeksiyon kaynag:i olmayan yabanc
maddelere karsi yanit meydana getirecek spesifik ve nonspesifik unsurlara
sahiptir (12). Nonspesifik imminite, temelde hastaliklara karst direng
olusturacak gsekilde bireyin dogumu ile birlikte ortaya g¢ikan bir korunma
sistemidir. Nonspesifik immunite gegiti savunma  engellerini
kapsamaktadir. Bunlar inflamatuar, fagositik, endositik, fizyolojik ve
anatomiktir. Spesifik imminite de ise, lenfositler ve diger immiin sistem
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler araciigi ile immuin sistem aktive
edilmektedir. Spesifik imminitede yabanca mikroorganizmalar ve
molekiiller spesifik olarak - taninmakta ve segici olarak elimine
edilmektedir. Nonspesifik imminiteden farkh olarak spesifik immdinitede
dért temel 6zellik vardir:

a) Antijeni spesifik olarak tanima,

b) Farklilasma,

c) Immiinolojik hafiza,

d) Organizmanin kendinden olan ile olmayani ayirmasi (Self ve nonself
ayrnm) (13). _

Lenfositler ve antijen sunan hiicreler immiin yanitta rol oynayan en
onemli hicrelerdir. Morfolojik olarak benzer olan, birbirinden bagdimsiz
olarak gelisen, goérevleri ve vyapilan farkh olan iki tip lenfosit
bulunmaktadir. Bunlar; T ve B lenfositlerdir (13,14).

1.1. T Lenfositler:

Kanda dolagan lenfositlerin % 70 - 80 kadanm olustururlar. T
lenfositleri, kemik iliginde hematopoietik kdk hicrelerden meydana
gelmekte ve timosit hiicreleri olarak kemik iliginden timusa gé¢ edip
burada olgunlagmaktadirlar (13,15). Olgunlagmalarn sirasinda farkiilagma
gegirerek, antijenleri tanimalan igin gerekli olan glikoprotein yapida
ylizey reseptorlerini (cluster of differentiation- CD) kazanirlar (12,13).



T lenfositleri ylizeyinde bulunan T hiicre reseptér kompleksi, iki farkh
yapidan olusur. Bunlar; T Cell Receptor (TCR) ve CD3'tir. TCR 100 kD
agirhiginda olup, immiinglobulinler (Ig) gibi, degisken (V) ve sabit (C)
domainlerden olusmug, heterodimer yapida bir ift polipeptid zincirden
meydana gelmistir. % 95'i a, % 5°i y5 heterodimeridir. TCR, antijenleri
6zgll olarak taniyabilmektedir. CD3 ise her biri 21-26 kD agirigindaki 3
membran proteininden olugmustur. CD3 kompleksi 7v,¢,8,{,m zincirlerin
dimer olusturmasi ile meydana gelir. n zinciri lle ¢ zinciri ayni genden
orijin alir. RNA splicing’deki farklihktan dolayi karboksil terminal uglannda
farkhiik vardir. ¢ ve n digerlerinden farkli olarak kisa (9 aa.) external
bélge, transmembran bolge ve uzun bir internal kuyruga sahiptir. internal
kuyruk, n'da 113 aa., {'da ise 155 aa. dir. CD3'lin transmembran
bdlgesindeki aspartik asit molekdile (-) yiik kazandinr. Bu 6zellikle, CD3’lin
" TCR'nin transmémbran bolgesinde (+) yikli olan 1 ya da 2 aa. ile
etkilesimini saglar. CD3’Gn sitoplazmik kuyruklan, Imminreseptor
Tyrosine based Aktivation Motif (ITAM) adi verilen bir motif icerir. Bunlarin
sinyal iletiimesinde ©6nemli rolleri vardir. Tirozin kinazlar ile
etkilesmektedirler. CD3 molekllinlin antijenik sinyali, internal kuyruk
aracilig ile hiicre igine ilettigi kabul edilmektedir (13).

T hiicre reseptorieri, antijenleri serbest olarak taniyamaz, ancak
yabanci antijeni Major Histocompatibility Complex (MHC) molekiilleriyle
birlikte kompleks halinde sunuldugunda tanirlar. T hiicreleri ylizeylerindeki
CD reseptorieri genelde CD2, CD3 ve CDS olarak tanimlanirlarken, alt
gruplan CD4* ve CD8* olarak ayrim gdsterir. T helper (Th) lenfositler
CD4* molekillerini, T sitotoksik/supresér (Tc/Ts) lenfositler CD8*
molekidillerini ylzeylerinde tagirlar (15).

Th lenfositleri, MHC sinif II reseptérleri ile birlikte sunulan antijenik
determinantlan tanir ve hiicresel immin yamiti baglatirlar. B lenfositler, Tc
lenfositler, Ts lenfositler, makrofajlar ve diger hiicreler aktive olur ve
cesitli sitokinlerin salgilanmasini saglariar. '

Tc lenfositler yabanci organizmalara (virus, timér hiicresi, yabanci
doku hiicresi, parazit) dogrudan saldirarak onlan lize eder ve 6limiine

neden olur.



Ts lenfositler ise, T ve B lenfositlerin fonksiyonlanni baskilayarak

immdn yaniti diizenlerler (14).

1.2. B Lenfositler:

B lenfositleri, kemik iliginde hematopoietik kok hicrelerden
gelisimlerine baslar ve memelilerde (insanda) burada olgunlagmalanmn
tamamlariar. Himoral immiiniteden sorumlu hicrelerdir.

B hiicreleri yilizeylerinde reseptér olarak glikoprotein yapidaki Ig
molekdllerini tagirlar. B lenfositlerinin ylizeyinde IgM, IgD ve IgG'nin Fc
kismina karsi reseptorler vardir. Ylzeylerinde Ig molekiillerini tagiyan B
hicreleri, antijenik bir uyar aldiklan zaman, aktive T hiicreleri ve
makrofajlardan salinan gogalma ve farklilagma faktorlerinin etkisi altinda
prolifere olurlar ve plazma hiicrelerine don{iserek antikor salgilariar
(15,16).

1.3 Antijen Sunan Hiicreler:

T hicrelerinin aktivasyonu igin, 6zellegmis bir grup hiicre tarafindan
antijenin onlara sunulmasi gerekir. Bu hicreler antijen sunan
hicreler =ASH (Antigen Presenting Cells= APC) olarak isimlendirilir.
ASH'ler kemik ili§inden koken alirlar. Bunlar: Makrofajlar, Dendritik
hiicreler, Langerhans hiicreleri, Parmaksi (interdigitating) hiicreler ve B
hiicreleridir.

Antijen sunan hiicrelerin 6zelikleri;

e Antijenik peptidleri igleyerek epitoplan sunar.

e Yabanci antijenleri lenf nodlarina tagir.

¢ T hicrelerinin ylzeyindeki molekiiller igin aksesuar adezyon molekiilleri
bulundurarak ve TCR'niin peptid-MHC kompleksine baglanmasinda
spesifik bir stabilite saglayarak etkin bir hiicre-hiicre etkilesimine izin
verir.

e Yardimc uyan (Ko-stimilatér) ile T hiicrelerin aktivasyonuna yardim
eder (13).



2. MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX

Blylk Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibility
Complex-MHC), hiicre yuzey glikoproteinlerini kodlayan polimorfik
genlerin bulundugu kromozom bélgesidir (17). MHC gen bdlgesi insanda
6. kromozomun kisa kolu (6p21.3) (zerinde 4 santimorgan
uzuniugundadir ve yaklasik olarak 4 kilobazhk yer kaplamaktadir (18,19).

MHC gen bdlgesi ilk kez 1930 yilinda deneysel olarak yapilan doku
transplantasyonlan sirasinda kesgfedilmistir (20). 1958'de Dausset
tarafindan bu genlerin Uriinleri olan molekiller tanimlanmistir (21). Ayn
yil van Rood ve arkadaslan birden fazla kan transflizyonu yapiimig
kisilerin ve cok dogum yapmis kadinlarin serumlarinda l|6kositlere kars
olugmus antikorlarn géstermiglerdir (22). MHC gen bélgesi Griinleri olan
ilk doku antijenleri l6kositlerin ylizeyinde tespit edildiginden insan Iékosit

antijenleri (Human Leucocyt Antigens=HLA) olarak tanimlanmiglardir
(23).

.
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Sekil 1: MHC gen biilgesi (Peakmen and Vergani)

MHC gen béigesi gesitli hiicrelerin ylizeyinde var olan proteinleri
kodlayan gen gruplarini igerir. Bu proteinler graft rejeksiyonlarin temel
belirleyicileridir. Bu nedenle ayni MHC molekililerini tagiyan bireyler
birbirlerinin doku graftlarini kabul edebilirler. Farkh MHC gen bélgelerine
sahip bireyler arasinda ise graft reddi gerceklesebilir (23).



MHC yapi ve fonksiyonlan birbirinden farkli olan g ayrn gen bdlgesini
icermektedir (24).

2.1. MHC Sinif I Gen Bolgesi:

MHC Sinif I molekdilleri, bitlin ¢ekirdekli hicrelerde bulunmaktadir.
Bu béilgede HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G, -H, -J ve -X lokuslan bulunur.
HLA -A, -B, -C lokuslan klasik sinif I lokusu olarak bilinir, polimorfik ve
fonksiyoneldir. HLA -E, -F, -G, -H ve -] lokuslar non klasik (klasik
olmayan) sinif I lokuslar olarak bilinirler. Bunlar pseudogen (yalanci gen)
olup herhangi bir protein Grini kodlamazlar (25).

MHC Sinif I molekdilleri iki ayr polipeptid zincirden olugmuslardir.
Bunlardan a polipeptid zinciri 44 kD agirliginda ve 338 amino asit (aa)
uzuniugunda birbirine disilfit képriileri ile bagh ¢ domeinden olusur. o
zinciri amino ucundan baslayarak, ekstraselliiler hidrofilik boéige (1-281
aa), transmembran hidrofobik bdlge (282-306 aa) ve intrasellller
hidrofilik bélge (307-338 aa)’ lerden olusur. Ekstraselliler bélge al, a2
ve a3 olmak lUizere 3 domainden meydana gelmistir. Bu bdlgedeki al ve
a2 domeinleri peptid baglama bdlgesidir. Molekiliin yapisindaki ikinci
zincir olan B, mikroglobulin zinciri 15. kromozomdan gelen 12 kD
agirhdinda kigik  bir protein molekiliidir. Her iki zincir birbirine
nonkovalent olarak baglanmaktadir (24,26).

2. 2. MHC Sinif II Gen Bdlgesi:

MHC Sinif IT molekiilleri HLA -DM, -DN, -DO, -DP, -DQ ve -DR olmak
Uizere alti farkh lokusdan olugsmustur. HLA -DM, -DN, -DO pseudogendir
(19). Ikinci sinif antijenler &zellikle B lenfositlerde, makrofajlarda,
dendritik hiicrelerde, endotel hiicrelerde ve aktive T hiicrelerinde bulunur.
MHC Sinif II molekdilleri, heterodimer olup nonkovalent birbirine baglanan
a ve B polipeptidlerinden olugmaktadir. a zinciri 32-34 kD agirhginda, B8
zinciri ise 29-32 kD adirigindadir (25).

MHC Sinif II molekdiller o ve B primer aa dizisine ve kristal yapisina
gére dort bélgeye aynilir.



a) Amino terminal ekstrasellliler peptid baglayan boige,
b) Ekstraselliiler Ig benzeri bolge,
c) Transmembran bdige,
d) Sitoplazmik bélge.

Bu zincirlerin hiicre disindaki kalan pargalarinda 90 aa’ lik a1 ve a2 ile
Bl ve B2 olmak (izere ikiser domain ayirdedilmektedir. Peptid baglama
bolgesi, al ve Bl domainlerinin karsilikh etkilesimleri sonucu olusur. 2,
bélgede, a2 ve B2 domainleri Ig domainleri gibi birbirine baglanmiglardir.

25 aa 'lik hidrofobik kisimdan olusan transmembran bdlgeyi hidrofilik
ozellikteki sitoplazmik bolge izler (17).

Sekil 2: MHC Sinif I ve 11 Molekill Yapis: (Stites, Terr, Parsiow)

2.3. MHC Sinif I1I Gen Bolgesi:

Kompleman komponentleri, polimorfizm gosteren sinif II1 bolgesindeki
kompleman lokusu tarafindan tanimlanirlar. Sinif I ve II gen bélgeleri
arasinda yer almistir. Bu bdigede, kompleman genleri (C2, C4 ve Faktor
B), timor nekrozis faktér Gyeleri (TNF-a, TNF-B, LTA, LTB) ve isi sok
proteinlerini kodlayan genler bulunmaktadir (27,28).

3. IMMUN YANIT

Immiin yanit birgok hiicrenin rol aldi§i kompleks bir olaydir. Hiicresel
immin sistemin aktif hale gelmesi; konak organizmaya bir antijenin



girmesi, ASH'ler tarafindan islenerek lenfositlere sunulmasi ve lenfositler
tarafindan taninmasiyla baglamaktadir (15,29).

ASH'ler tarafindan hiicre icine alinan antijenler, hiicre fagolizozomlan
icinde proteolitik enzimler yardimiyla islenerek, kigiik peptid pargalari
halinde, T lenfositleri tarafindan taninabilecek forma getirilirler.

Antijen, ASH ylizeyinde MHC molekilleri ile birlikte sunuldugunda T
hiicreleri tarafindan taninir. MHC Sinif I molekili ile sunulan antijen,
CD8* molekilinG tagiyan Tc hicreleri tarafindan, MHC Sinif II molekila
ile sunulan antijen Ise CD4* molekilini tagiyan Th hiicreleri tarafindan
taninir. Th hiicreleri uyanidiklarinda sitokin salgillayarak, immin sistem
hicrelerini uyanr ve hicresel immiin yaniti olusturur.

T hiicre aktivasyonu immin cevabin erken déneminde olusur.

Aktivasyonun meydana gelebilmesi igin, en az iki sinyal gerekmektedir.
Birinci sinyal ASH ylzeyindeki antijenik peptid~MHC kompleksine
TCR'niin baglanmasiyla saglanir ve uyan CD3 protein kompleksi aracihigi
‘ile iletilir. ASH ile antijene spesifik Th hicresinin arasindaki etkilesim
sonucu ASH’den IL-1 salinir. IL-1, MHC simf II molekillerinin yilizey
ekspresyonunu ve gesitli adezyon molekdillerinin artmasimi saglar. Ikinci
sinyal de ASH ile baglantiy1 gerektirir. Bu etkilesim, T hlicre ylizeyindeki
CD28 ile ASH yiizey proteini B7’nin baglanti kurmasi ile saglanir. Buna ko-
stimilator sinyal de denmektedir.

ASH ve T hiicresi arasindaki reseptorler aracihgi ile olusan temas,
membrandaki reseptdriin aktivasyonu sonucu, fosfatidilinositoldifosfatin,
fosfodiesterazlarla, Inositol-3-fosfat (IP3) ve Diasil Gliserol’'e (DAG)
hidrolize olmasina yol acgar. IP3, hiicre icine Ca** akigini saglar, DAG ise
protein kinaz aktivasyonunu tetikler ve sinyal bir dizi kimyasal olay
sonucu nukleusa iletilir. Bunun sonucunda IL-2 ve IL-2 reseptor (IL-2R)
genlerinin  aktivasyonu hizla gergeklesir. Bu yolla wuyanlan T
lenfositlerinden salinan IL-2, hicrenin ylizeyindeki reseptérierine
badlanarak T lenfosit aktivasyonunu ve mitozla hiicre klonunun
genislemesini saglar. IL-2'nin yaninda IL-3, IL-4, IL-5, Interferon gamma
(IFNy) ve Tumor Nekrozis Faktér (TNF) gibi sitokinleri salgilayan T



lenfositleri; B lenfositleri, monositler, dogal 6ldirtict (Natural Killer=NK)

hiicreleri gibi diger immn sistem hcrelerini aktive ederler (30,31,32).
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4. SITOKINLER

Immiinolojik olaylar ve inflamasyon sirasinda bazi hiicreler tarafindan
hormon benzeri bir takim polipeptidler sentezlenmekte ve salinmaktadir.
Genelde sitokin olarak isimlendirilen bu mediatérierden T ve B lenfositleri
tarafindan salgilananlara lenfokin, monosit ve makrofajlar tarafindan
salgilananlara ise monokin denilmektedir (33).



Genel ozellikleri;

e Sitokinler 30 kD agirliktan daha az, glikoprotein yapida digiik molekdl

agdirlikli proteinlerdir.

e Sitokinler 10 ° -10 "2 M konsantrasyonlarda biyolojik olarak aktiftirler.

e Sitokinler, hedef hiicre ylzeyindeki spesifik reseptérierine baglanarak

etki gosterirler. Bu spesifik reseptérler sitokinin salgilandigi  hiicre

izerinde ise otokrin etki, yakindaki hicreler Gzerinde ise parakrin etki

gergeklesir. Salinan sitokin dolagim aracihg ile uzaktaki bir hiicre

ylizeyindeki reseptdre baglaniyorsa endokrin etki gosterir.

« Sitokinler siklikla diger sitokinlerin sentezini de etkiler. ikinci ve tguncu

sitokinin salinimi ilk sitokin tarafindan indiklenebilir.

e Sitokinler, diger sitokinler Uzerinde etkilidirler. iki sitokin birbirinin

etkisini antagonize (birbirine karsi etki) edebilir veya sinerjik etki

gostererek birbirlerinin etkilerini arttirabilmektedirler.

e Sitokinler, farklh hiicreler tzerinde etkilidirler. Bu &zellik pleiotropism

olarak isimlendirilir.

e Ayni sitokin farkli hiicre tipleri tarafindan sentezlenebilir.

o Sitokinler siklikla ayni hedef hiicreler (izerinde gok farkli etkilere sahip

olabilmektedir.

e Godu sitokin reseptdrlerinin ekspresyonu, spesifik sinyallerle diizenlenir.
Sitokinler lokal veya sistemik immin ve inflamatuar yaniti

desteklemenin yaninda hematopoiesis olayini da duzenlerler. Yapisal

olarak birbirinden farkli ve genetik olarak da iligkisiz goriinen ylizden fazla

sitokin tanimlanmaktadir (33,34,35).

4.1. interlokin-2 (IL-2):

T hiicre biiyime faktérii olarak bilinen IL-2, T lenfositlerinin
aktivasyonu ve proliferasyonu igin temel sitokin olup lenfosit
aktivasyonunda anahtar role sahiptir. Immiin yanitta regtlator faktor
olarak tamimlanir. Aktif hale gelmis T hucreleri tarafindan sentezlenir.
4. Kromozom Uzerindeki tek bir gen tarafindan sentezlenen sitokin 14-17
kD agirliginda bir glikoproteindir.



Bu glikoproteinin &nemli 6zelligi otokrin ve parakrin etkilerinin
olmasidir. Kendi salgilandigi hiicreyi, yakinindaki T hicrelerini ve IL-2R'U
tasiyan diger immiin sistem hiicrelerini etkiler. T hiicrelerinin G1 fazindan
S fazina gegmelerini saglayarak DNA replikasyonu igin sinyal génderirler.
Bir T hiicresi, baglanti kurdugu ASH’den her iki aktivasyon sinyalini
alsa bile, IL-2 yoklugunda veya kendi ylzey IL-2R'niin baskilanmasi
durumunda proliferasyon gergeklesmez. IL-2 molekdlleri, IL-2R vasitasiyla
hedef hiicre (izerinde etkisini gdsterir. T hicresi uyarimindan sonra IL-2
salgisi en yliksek seviyeye ulagir.

IL-2R, 55 kD ve 70-75 kD adiriginda olan ylizey proteininden
olusmaktadir. 55 kD agdiriindaki IL-2Ra proteinine T-Cell Activation
(TAC) adi verilir. IL-2 Ra, 10® M affinite ile IL-2'yi baglar. IL-2'yi
baglayan ikinci reseptér, IL-2RB’nin (70-75 kD) IL-2’ye baglanmasi daha
kuvvetlidir (10° M). IL-2RB, y zinciri adi verilen 64 kD’luk bir polipeptid ile
birlikte eksprese edilir.

Sinyal iletimi igin minimal reseptér kombinasyonu IL-2RBy
heterodimeridir. IL-2'nin oncelikle IL-2R a’'ya baglandidina, bununda
IL-2R By ile badlantiyr kolaylagtirdigina inaniimaktadir.

IL-2'nin, IL-2R ofy kompleksine baglanmasi Janus family kinases
(Jak) ve Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)
proteinleri yolu ile sinyalin iletiimesini saglar. Sitokinler spesifik
reseptériine baglandiktan sonra, tirozin residuelerinin  otokatalitik
fosforilasyonu baglatan Jak’i aktive ederek sinyal olusturur. Aktive olan
Jak'lar sitokin reseptériiniin intraselliler bolgesindeki tirozin residuelerinin
fosforilasyonunu kataliz eder. Fosforile olan residuelerin bir kismi
scr- homology-2 (SH-2) domainleri aracihdi ile Jak’t baglar. Bir kismi da,
SH-2 aracihdi ile STAT% baglar. Baglanan Jak’lar STAT proteinlerdeki
tirozin residuelerinin fosforilasyonunu kataliz eder. Fosforile olan STAT
proteinleri reseptérden ayrilir ve dimer ozelligi kazanir. STAT dimerleri
nukleusa giderek genlerin transkripsiyonunu baslatir (33,34).
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Sekil 4 : Sitokin reseptorleri araciifiyla sinyal iletim modeli (Stites, Terr, Parslow)

5. MITOJENLER

Mitojenler, T ve B hiicre klonlarini aktive edebilen poliklonal
aktivatorlerdir. Bu molekiller lektin olarak isimlendirilen ve seker
baglayan proteinlerdir. Mitojenik lektinler gesitli bitkiler ve bakterilerden
elde edilir. Hiicresel aktivasyonu ve proliferasyonu baslatabilirler.

Lenfositlerin in vitro olarak uyarilmasi sonucu morfolojik degisiklikler
olmaktadir. En erken olay sitoplazmik protein tirozin kinazlarin
aktivitesindeki artistir. Bunlar diger proteinlerdeki tirozin dizilerinin
fosforilasyonunu kataliz etme yetenedine sahiptirler. Bu artis 2 saniye
icinde meydana gelmektedir. Aktive olan protein tirozin kinazlarin direkt
veya indirekt olarak lenfosit aktivasyonunu baslattigi bilinmektedir. ikinci
olay; intraselliler Ca** iyonlarinin konsantrasyonlarindaki belirgin artistir.
Protein tirozin kinaz aktivasyonu gibi, Ca** artisi da lenfosit aktivasyonunu
basglatmak igin bir kriter olarak dislintlmektedir.

Stimillasyon sonrasi ilk saatler iginde RNA sentezinde, protein
sentezinde, oksidatif metabolizmada yilikselme olmaktadir. 2-4 saat sonra
hiicrelerde biyokimyasal olaylar ile birlikte, mitoz bolinmeye gidebilen

blast halindeki hiicrelere déniisme olayr da meydana gelmektedir. Bu



olaya blastik donlisim adi verilmektedir. Blastik donlisim esnasinda
nukleus ¢api ve sitoplazma genisler, nuklear kromatin soluk boyanir ve
hicre gikintilt bir nukieolusa sahip olur. DNA sentezi 18-24 saat sonra
baglar. Senkronize mitozlarin ilk belirtisi yaklasik 48 saat sonra gorilir ve
hiicreler yaklagik 24 saatlik sikluslarla bélinmeye girer (36,37).

PHA tetramer vyapida olup ligandi N-asetilgalaktosamindir.
Barbunya’dan (Red Kidney Bean) elde edilir (36). PHA'nin etkisi
mitoz oncesidir (38). T hicrelerini aktive eden PHA, periferik kan
kaltirindeki lenfositleri uyararak onlari mitoz béliinmeye itmektedir
(36). ilk 24 saat iginde RNA sentezinde artis olmaktadir. Kiltirin ilk
30 saatinde DNA sentezi disiktir. 30 ile 60 saat arasinda ise artig
gostermektedir. En yliksek mitotik aktiviteye 60 ile 70 saat sonra
ulagiimaktadir.

PHA'nIN mukoprotein olan PHA-M ve saflastinlmis gligli bir protein
olan PHA-P olarak iki formu bulunmaktadir (38).

Yapllanr in vitro ¢alismalarda sikga kullanilan mitojenler; PHA,
Concanavalin A (Con A), Pokeweed Mitojen (PWM)‘dir (36).

Mitojenlerin  immiin  hiicreler UGzerindeki aktivasyon etkisine
baktigimizda; PHA ve Con A ‘nin T huicreleri (izerinde, PWM’ nin ise hem T
hem de B hiicreleri (izerinde etkili olduklan bilinmektedir.

Bunlarin disginda ¢ok giigli T hiicre mitojenleri olarak bilinen
stiperantijenler bulunmaktadir. Bunlar intraselliler islemden gegmeksizin,
MHC Sinif II molekilllerine distan ve yiliksek -affinite ile baglaniriar.
Slperantijenler belirli V (degisken) genini tasiyan bltlin T lenfositleri ile
reaksiyona girerek aktive etmektedirler.

Tum mitojenler lektin degildir. Gram negatif bakteriyal hicre
duvarinin bileseni lipopolisakkarit (LPS), B hiicre mitojeni olarak
fonksiyoneldir. Plasma membrani ile etkilestidi diginilen LPS’nin
mitojenik aktivitesi, onun lipidli olmasindan kaynaklanmaktadir (36,37).

6.KRONIK BOBREK YETMEZLiGI
Kronik bobrek yetmezli§i, geri déniisimsiiz ve genellikle ilerleyici olan
bdbrek yetersizligini tanimlamaktadir. Bu evre, bébrek fonksiyonunun
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artik hayat: siirdirmeye yeterli olmadi ve saghkh bir fizyolojik denge
saglamak igin gerekli uyum mekanizmalannin, kalict bébrek
fonksiyonunun bozulmasina bagh olarak kaybi seklinde tanimlanmaktadir
(39). Hasta tim bébrek fonksiyonlarini yitirdiginde, yasamayi uzatmaya
ve yasam kapasitesini saglamaya yonelik renal replasman (bébrek telafi)
tedavisine baglanmaktadir. Diyaliz ve transplantasyon disinilen
hastalarda, bdbrek hastaliginin sk rastlanan etyolojileri; kronik
glomerilonefrit, hipertansif nefroskleroz, kronik interstisyel nefrit,
polikistik bobrek hastalii ve diabetes mellitus’dur. Uygun hastalarda
bébrek nakli, son dénem bdbrek hastaligi olan kisilerin tedavisinde gecerli
" bir tercih olmaktadir. Transplantasyona ihtiyag gdsteren en sik bébrek
hastaligi glomertlonefrittir (1,39).

7. BOBREK TRANSPLANTASYONU

Ik basarili bébrek transplantasyonu 1954te Joseph Murray tarafindan
yapilmigtir (2,3). 1960’lardan bu yana ise bébrek nakli, bobrek yetmezligi
olan bir gok hastanin saghkli ve uzun bir hayat stirmesini saglamistir (4).
Bugiin bébrek transplantasyonu igin, canlidan ve kadavradan organ temin
edilmektedir. Bir bébrek naklinin basarisi igin etkili faktérler arasinda
hasta ve verici arasindaki HLA antijenlerinin uyumu, ABO kan gruplan
uygunluéu ve immunsupresif tedavi dnemlidir (40).

Nakledilen doku veya organin durumu alici ve verici arasindaki kalitsal
yakinhga bagldir. Vericiyle alici arasindaki genetik iligkilere gére dért graft
tipi bulunmaktadir. Ayni genetik oOzelliklere sahip bireyler arasinda
nakledilen grafta singraft denir. Ayni tlrin genetik bakimindan
birbirlerinden farkli bireyleri arasinda nakledilen grafta allograft denir.
Farkh tarlerin bireyleri arasinda nakledilen grafta ksenograft, bir doku ya
da organin ayni bireyde bir yerden baska bir yere nakledilmesinde
kullanilan grafta ise otograft denir (41).

Transplantasyon Oncesi hasta ile verici arasinda uyumu aramak igin
imminolojik dederlendirmeler yapiimaktadir.

ABO kan grubu testleri tim ahci ve vericilere uygulanmaktadir. ABO
uyusmazhg bdbrek transplantasyonu igin gok énemli bir engel olusturur
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ve vericinin kan grubu ile potansiyel alicilann kan gruplannin mutlaka
uygun olmasi gerekmektedir. ABO uyumsuziugu olan transplantiarin
gogunda hiperakut veya akut rejeksiyon meydana gelmektedir.
Rejeksiyonun; A veya B kan grubu antijenleri ile vaskuler endotel
Uzerinde reaksiyona giren antikor nedeniyle meydana geldigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle organ nakillerinde ilk ve dnemli parametredir
(40). Oncelikle ayni kan grubu olanlar tercih edilmektedir.

Yakin akraba vericileri arasinda yapilan nakillerde; O genel verici, AB
genel alici ve her grup kendi iginde verecek sekilde tercih edilmektedir.
Kadavra nakillerinde ise O kan grubundan A kan grubuna takimasi
onerilmez. A kan grubundan olan kigiler ya Al yada A2 alt tipine sahiptir.
Bu alt gruplar kisilerde belirlenemediginden dolayr O kan grubundan A'ya
nakil yapimasi risklidir. Diger kan gruplarinda ise canl nakillerinde
oldudu gibidir (42,43,44).

HLA tiplemesi geleneksel olarak serolojik yontemiere dayanmaktadir.
Bu ydéntemde, alloantisera ve monoklonol antikorlar kullanilarak tersiyer
epitoplar ve hiicre ylizeyindeki HLA glikoproteinlerinin gapraz reaksiyon
veren gruplan tamimlanmaktadir. Seroloji degerli bir yéntem olsa da
yeterli miktarda antiserumun olmamasi ve lenfosit izolasyonunda
karsilagilan zorluklar nedeniyle, allelleri birbirinden ayirmada bazen
yetersiz kalabilir. Bu nedenle HLA'nin saptanmasinda daha giivenilir olan
molekiler yontemler geligtirilmistir. Molekiler teknikler, allelleri DNA
dizisi diizeyinde ¢6ziimleyebilmektedir (45,46).

Crossmatch alic serumunda vericinin lenfositlerine karsi antikor
olusturup olusturmadigi gdsteren bir test sistemidir (8). Crossmatch testi
pozitif olan hastalann verici hiicrelerine karsi reaksiyon gelistirdigi
dusiinaldiginden transplantasyondan vazgegilir.

Hastanin daha Onceki graft rejeksiyonlan, gebelik ve kan
transfiizyonlari nedeni ile transplantasyon sonrasinda hasta kaninda
anti-HLA molekilleri olugsmasina neden olmaktadir. Bu antikorlar
incelenmeden ve dikkate alinmadan transplantasyon gergeklestirilirse
hiperakut rejeksiyonlar goértilebilmektedir. Bu antikorlara panel reaktif
antikorlar (PRA) denmektedir (41).



Transplantasyon sonrasi rejeksiyon goriiimesi, vericiyle alici
arasindaki antijenik uyusmazhdin derecesine, alicinin vericiye ait HLA
antijenlerine karsi daha énce duyarli duruma gegmis olmasina ve alicinin
badisikhk fonksiyonlarinin immtinsupresif tedavi ya da mevcut hastalik
nedeniyle baski altinda bulunma derecesine gbre olmaktadir. Rejeksiyon
hicresel ve himoral mekanizmalarin birlikte veya ayri ayr yabanci
antijenlere yanit olusturdugu karmagik reaksiyonlar dizisidir. Rejeksiyon
tipleri, gegen slire ve olasi mekanizmalar Tablo 1’de gdsterilmigtir (41).

Tablo 1: Rejeksiyon tipleri

Rejeksiyon Transplantasyon
. Olasi mekanizma
Tipi sonrasi gegen siire
Hiperakut Birkac dakika Onceden mevcut antikorlar
Akut Bir iki hafta ya da T lenfositleri, Gecikmis
u
daha gok tipte asin duyarhilik
Kronik Aylar, yillar T lenfositleri, antikorlar

8.BOBREK TRANSPLANTASYONUNDA IMMUNSUPRESIF TEDAVi

Graft rejeksiyonlarinin kontroli ve immiinopatolojik reaksiyonlarin
siddetini azaltmak igin immﬁnsupresif'tedavi uygulanmaktadir. Bu tedavi
transplantasyon grubunun deneyimine, tercihine ve nakil yapilan organa
gore degisir. Immiinsupresif tedavinin antijene spesifik ve nonspesifik
olmak (zere iki tipi vardir (41). Spesifik imminsupresyon, infeksiyon
riskini  arttirmaksizin rejeksiyon riskini azaltr (47). Kullanilan
immunsupresif ajanlarin gogu nonspesifiktir. Bu ajanlar, aktiflesen
lenfositlerin proliferasyonunu azaltmayl amaglar. Bu arada tedavi alan
hastalarin infeksiyona yakalanma riskini arttirdiindan, hayéti tehlikeye
sebep olabilecek komplikasyonlarn da ortaya gikarabilmektedir (41,48).

Bobrek transplantasyonunda immdnsupresyonun temel amaci,
rejeksiyonu onlemek ya da olusmus rejeksiyonu geri cevirmektir. ideal
bir immiinsupresif ajan, bu fonksiyonlar yerine getirirken diger yabanci
antijenlere karsi verilen reaksiyonlan 6nlemelidir. Klinik uygulamada en
gok kullanilan ajanlar; Steroidler, Siklosporin-A (Cyclosporine-A=Cyc-A)
ve Azatioprin (Aza) dir (49).

17



Organ transplantasyonunda immiinsupresyon igin ilk denemeler Paris,
Boston ve diger merkezlerde 1959-1962 yillar arasinda tim viicut
isinlanmasi  seklinde baglamistir (50). 1961’de Imuran (Azatioprin)
insanlar igin kullanima sunulmustur (51). Daha sonra 1978'de Calne ve
arkadaslan Cyc-A’ yi1 kullanima sunmusglardir. Cyc-A tek basina ya da Aza
veya steroidlerle beraber kullanilarak daha 6nceki uygulamalarin yerini
almaya baslamigtir (52). Daha sonralarn bu immiinsupresif tedavi birgok
merkezde en etkili imminsupresyon sekli olarak kabul edilmigtir.

Ginimizde Takrolimus (FK506), Mikofenolat Mofetil (MMF) gibi yeni
imminsupresif ajanlar da kullanima sunulmustur. Bu immd{nsupresif
ajanlann geligtirilmesi, akut rejeksiyon insidansinin azaltilmasi, daha iyi
organ slrvisi ve daha az yan etkinin ortaya ¢ikmasi konusunda Umit
vermektedir (53). Doku ve organ nakillerinde klinik olarak alinmis bulunan
basarili sonuglarin, dikkatle segilip uygulanmig bir immunsupresif tedavi
sayesinde elde edildigi de bir gergektir (53).

8. 1. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler; adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapili
kortizol ve aldosteron gibi hormonlardan sentezlenerek elde edilen ayni
yapidaki analoglandir. Kortikosteroidler anti enflamatuar, anti allerjik ve
immiinsupresif etkileri nedeniyle en sik kullanilan ajanlardandir (54).

Kortikosteroidler, kortizonun 1960°da akut rejeksiyon epizodiarinin
tedavisinde kullaniimasindan sonra, organ transplantasyonunda en énemli
imminsupresif ' ajanlar olarak kabul edilifer (40,55). Kortikosteroid
ajanlardan imminsupresif olarak genellikle Metilprednisolon (MeP)
kullanihr.  Hem rejeksiyon profilaksisinde hem de rejeksiyonun
dnlenmesinde etkilidir. GCodu merkezde diger imminsupresif ajanlaria
birlikte kullanilmaktadir. Kortikosteroidlerin depresyon, hiperglisemi,
6dem, hipertansiyon, kemikte aseptik nekroz gibi ciddi yan etkileri
mevcuttur (49).

Kortikosteroidler makrofajlann ve T lenfositlerin sitokin (IL-1, IL-2,
IL-6) salgilamasini ve T hicrelerinin uyarimini engeller. Ayni zamanda B
lenfositlerin antikor olugturma yetenegini inhibe ederler.
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Sekil 5: Steroidlerin, Cyc-A‘min ve Azatioprinin rejeksiyon gelisimini engelledigi

basamaklar. (Roitt, Brastoff, Male)

Kortikosteroidler hidrofobik yapilari nedeniyle hiicre igine difftizyonla
girerler ve sitoplazmik reseptorierine baglanirlar. Reseptdrleri 90 kD
adirlikta 1s1 sok protein ile birliktedir. Glukokortikoidlerin baglanmasi, bu
kompleksten isi sok proteinlerinin ayrilmasina ve ligand-reseptor
kompleksinin nukleus igine gegmesine sebep olur. Burada geri
déniisimsiiz olarak DNA’ya baglanir. Béylece immin reaksiyonda rol
oynayan sitokin sentezi igin gerekli olan genlerin transkripsiyonu ve
translasyonu engellenmis olur (56,57,58). En dnemli etkilerinden biri de
makrofaj ve monositler tarafindan salinan IL-1'i baskilamasidir (59,60).
Ayni zamanda IL-6 sentezini engelleyerek (61,62), IL-2 ve IFNy’yl da
bloke etmektedir (63,64,65,66,67).

8. 2. Azatioprin (Aza)

Purin anti-metaboliti olan ve 6-merkaptopurinin nitroimidazol tlrevi
bir ajandir (68). Glgli bir mitotik inhibitérdir. Aza aktiflenmeden 6nce
karaciferde metabolize olur. Once 6-merkaptopurine sonra aktif
metaboliti olan 6- thioinosinik asite déniigmektedir.
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flk kez 1961’de kullanlan Aza kisa bir siire sonra son dénem bébrek
yetmezliginin tedavi yontemlerinden biri haline gelmigtir. Cyc-A’nin
gelisiminden sonra kliniklerde, kortikosteroidlerle birlikte Aza’da graft
rejeksiyonu inhibisyonu igin standart bir rejim olarak kombine halde
kullanilmigtir. Aza’nin miyelosit supresyonu, I6kopeni, dermatitis gibi yan

etkileri de bulunmaktadir (69).
In vitro gahigmalar Aza’'nin kangik lenfosit kiitiir reaksiyonunda IL-2

Uretimini bloke ettigini géstermistir (70). Aza hiicre siklusunun S fazinda,
inosinik asitten adenilik ve guanilik asit sentezini 6nleyerek, piirin sentezi
prekirsorierinin birbirine donidsumind onler ve negatif feedback ile de
novo purin sentezi aktivasyonunu baskilayarak hem DNA hem de RNA
sentezini dnler. T hicre proliferasyonunu ve B hicre proliferasyonunu
azaltir. Aza'nin- sekonder immin cevaplara etkisi yoktur. O nedenle
olusmus reaksiyona etkili degildir (49,71).

8. 3. Siklosporin-A (Cyc-A)

1970'de Tolypocladium inﬂétum adli mantardan izole edilen 11 amino
asitli siklik bir polipeptiddir. Molekil agirhgr 1200 kD’dur. Cyc-A gugli in
vivo ve in vitro immuinsupresif etkiye sahiptir (71,72). 1978'de ilk olarak
Calne ve arkadaslan tarafindan kullandmistir (73). Cyc-A’'nin klinikte
kullanilmaya baglamasindan sonra hasta ve graft sag kallminda 6nemli
iyilesmeler goérilmdagstiir. Buglin Cyc-A immiunsupresyonun bdtiin
formlarinin temelini olusturan imminsupresif ajandir. Klinikte ikili, GglQ,
dortli tedavi seklinde uygulanmaktadir (72).

Cyc-A'nin gok ciddi yan etkileri vardir. En énemli yan etkisi yliksek
konsantrasyonlarda nefrotoksisitedir. Diger yan etkiler ise malign timor
gelisim sikhgi, nérotoksisite, akne, ates, hepatoksisitedir.

Cyc-A suda ¢oéziinmez, fakat lipid ve organik g¢oéziiciilerde ¢éziiniir.
Pasif olarak difflizyonla hiicre sitoplazmasi igine girmektedir (74).

Cyc-A lenfoid dokularda ve sitosolde bulunan molekiil agirhig: 15.000
kD olan siklofilin olarak tanimianan ve immiinsupresif ajanlan baglayan
bazik bir proteine baglanmaktadir. Siklofilin bir cis-trans peptidil prolil
izomerazidir. Sitosoldeki siklofilin ve Cyc-A kompleksi immiinsupresif
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molekiild olugturur. Bu kompleks daha sonra nukleus igine taginir. Ajan ve
immanofilin kompleksi Ca** ve kalmoduline bagh bir fosfataz olan
kalsinérine baglanir. Kalsinérin IL-2 geninin enhancer (gogaltici)
béigesinin aktivasyonunu saglayan Ca** ‘a bagh sinyalin iletiimesinde
6nemli bir rol oynar. Aktive T hicrelerinin nikleer faktérﬁniin sitosolik
formunu (NFATc) defosforile edebilir ve devaminda NFATn olarak IL-2
geninin enhancer bdélgesini aktifler ve transkripsiyon baslar. Ajan ve
immadnofilin  kompleksi  kalsinérine baglandii zaman  NFATc’nin
defosforilasyonunu bloke eder ve bdylece nukleusda translokasyon ve
sonugta IL-2 geninin transkripsiyonu engellenmis olur. Buna bagl olarak
IL-3, IL-4, IFNy 'y1 kapsayan bir cok erken T hucre aktivasyon genlerinin
transkripsiyonu igin gerekli olan, sinyal transdiiksiyon engellenmis olur
(75,76).

Sonugta, Th ve Tc hicrelerinin prekirsérierinin proliferasyonu ve
olusumu gibi sitokinlere bagh sinyallerin gogu inhibe edilmektedir (74).

Yapilan in vitro galigmalarda mitojenlerle uyarimda lenfositlerin
proliferatif yanitini 6nledigi gosterilmistir (77).

8. 4. Tacrolimus (FK506)

FK506 23 dyeli halkah bir bilesiktir ve molekil agirhigi 804 kD’dur.
Yiksek derecede lipofilik olan ve suda digik diizeyde c¢éziinen ve
streptomyces tsukubaensis’den elde edilen bir makrolid antibiyotikdir.
Gerek in vivo ve gerekse in vitro galismalarda gok gigli bir imminsupresif
ajan oldugu goérulmastir (78). Karaciger, bdbrek transplantasyonlarinda
ve cesitli otoimmiin hastalikta tecribe edilmektedir. FK506 ilk olarak
Pittsburgh tiniversitesinde bdbrek transplantasyonunda kullanilmigtir (75).

FK506, allojenik lenfosit ve mitojenlere karsi olusan T hicresel
proliferasyon cevabinin engellenmesinde, Cyc-A'ya gore 100 kat daha
gugladar (78).

Otoimmiin hastalidi veyé organ transplantasyonu olan hastalar ile
yapilan klinik denemelerde, Cyc-A kadar etkili olmasina karsin daha az
yan etkileri oldugu bulunmustur. Ozellikle karacier ve bébrek
transplantasyonu vyapilan hastalarda organ reddi profilaksisinde

21



kullanimigtir. FK506, yapilan galismalarda steroidlerie birlikte ikili tedavi,
steroid, Aza ile birlikte Ugli tedavi ve bazi galismalarda da MMF ile birlikte
kullanmilmigtir (75,79).

FK506'nin yan etkileri; instlin tedavisi gerektiren glukoz intoleransi,
hiperkalemi, hiperiirisemi, garpintidir (75).

FK506'nin hiicre igi etki mekanizmas: Cyc-A’ya benzemektedir. FK506,
hiicre sitoplazmasinda yer alan FK506 baglayic: protein olan (FKBP-12)
immianofiline baglanmaktadir. FKBP12 de siklofilin gibi bir cis-trans
peptidil prolil izomerazidir. FK506 / FKBP12 kompleksi Ca**
kalmodiline bagiml fosfataz olan kalsindrine baglanmaktadir. FK506 ve
FKBP12 kompleksi de kalsinérine baglaninca IL-2 geninin enhancer
bdlgesinin aktivasyonunu, dolayisiyla da transkripsiyonu engellemektedir.
Diger aktivasyon genlerinin transkripsiyonu da engellenmektedir (75,76).

8. 5. Mikofenolate mofetil (MMF)

MMF, birkag¢ penisilyum tlrlerinin fermantasyon Grtind imminsupresif
Ozellikte mikofenolik asidin 6n ilact morfolinoetil esteridir. Mikofenolik
asid ilk olarak 1960’larda transplantasyonda immiinsupresif ajan olarak
kullamimadan o©nce antibiyotik, antineoplastik, antipisoriatik o6zellikleri
Uzerine galigmalar yapllmlstuj. Yan etki profili olduk¢a olumlu olup sadece
gastrointestinal sisteme o&zgudir (80). Yapilan c¢ahsmalarda  dider
immiinsupresif ajanlaria birlikte kullaniimigtir.

Gelecekte (Ugli tedavide Aza'nmin vyerini alabilecek ajan olarak
dederlendirilmektedir. Ginimiizde rejeksiyonu Onlemek amaciyla
calismalar strdlrilmektedir (75,81).

MMF, inozin monofosfati guanozin trifosfata geviren inozin monofosfat
dehidrogenazi (IMPDH) inhibe ederek de novo guanozin niikleotidlerin
sentezini bloke etmektedir. Bdylece DNA ve RNA sentezi de inhibe
edilmektedir (80).

MMF, PHA gibi mitojenlere karsi lenfositlerin poliklonal cevabini inhibe
etmekte ve antijene karst T ve B hlcrelerinin spesifik proliferatif
cevaplarninm engellemektedir (82).
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9. KARISIK LENFOSIT KULTUR (MLC)

Standart MLC (Standart Mixed Lymphocyte Culture = sMLC), verici
hiicrelerinde bulunan yabanct doku uyum antijenlerine karsi alici
lenfositlerinin gelistirdigi reaksiyonuh belirlendigi bir test yontemidir (83).

1965’ de X. Ginsburg ve D. H. Sach sigan lenfositlerini fare fibroblast
hiicreleri ile kiiltiir yaptiklannda, sigan lenfositlerinin prolifere oldugunu ve
fare fibroblastlarmi parcaladiklanm gordiler. 1970° de fonksiyonel
sitotoksik T lenfositlerinin allogeneik dalak hiicreleriyle bir arada kiltiire
edilmesiyle ¢ogaldigt anlagiimistir. Bu sistem sMLC olarak isimlendirilmigtir
(84). MLC test Friedman ve arkadaglan tarafindan ilk kez doku tiplendirme
teknigi olarak kullanilmistir (85). Daha sonra standart MLC test olarak da
bilinen bu test Bach ve Hirschhorn ile Bain ve arkadaglarinin gézlemlerine
dayandmnimigtir (86).

MLC'nin genetik kontroliinin MHC gen bédlgesinin bulundugu
kromozom (izerinden yapildigini ilk kez Bach ve Amos adh arastincilar
bulmuglardir (87). Yine Amos ve Yunis adh aragtincilar tarafindan yapiimis
galismalarda 6. kromozomda HLA-A ve HLA-B lokusundan ayri olan HLA-D
lokusu tarafindan MLC’nin kontroliinin yapildigi bildirilmistir (88).

sMLC testi, tek yonli (one way) olarak uygulanmaktadir. Tek yonli
sMLC'de test popillasyonlarindan lenfositlerin bir tanesi antimitotik bir
ajan olan mitomisin C ile veya X igini ile muamele edilerek proliferasyon
yetenekleri bastirimasidir. Bu durumda, proliferatif yetenekleri

baskilanmayan hiicreler yanit gelistirirken, diger hiicreler stimilator

olarak ig goriirier (89).

DNA sentezl ve proliferasyonu 2 ile 3 gin iginde baglar, 4-6 glinde en
yiuksek seviyeye ulasir ve sonra hizla azahr. Alloreaktif T hicrelerinin iki
farkhh poplilasyonu da (CD4*/CD8*) allogeneik sMLC testi esnasinda
stimUle olur (83). Esas olarak bu test HLA-D grubu antijenlerin farklihgini
yansitmaya yonelik bir test oldugu igin, proliferasyona ugrayan hiicreler
CD4'T lenfositler olacaktir. sMLC'de CD8'T lenfositler de aktif hale
gelmelerine karsin CD4* T lenfositlere oranla daha az proliferatif yanit
verirler. Test sonucunda iki ayr degerlendirme, Stimilasyon indeksi (SI)
ve Relative Response Indeks (RRI)ne bakimaktadir. MLC'de RRI
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degerinin (-) ve SI degerinin <1 olmas: kemik iligi transplantasyonu igin
uygunlugu belirtirken, RRI degerinin (+) ve SI dederinin >1 olmasi
uyumsuzliugu ve HLA-D Dbdigesi determinantlan igin  farkhhig
yansitmaktadir (83,90,91).

MLC'nin ilk klinik kullammi, organ transplantasyonu igin uygun bir
vericinin segimi amaclyla gergeklestirilmigtir. Ozellikle kemik iligi
transplantasyonunda bir HLA identik verici segimi dnemlidir.

Opelz ve Terasaki, 131 adet kadavra ile yaplan bébrek
transplantasyonlarinda alici ve verici arasindaki MLC'de diisuk yanit ile
daha iyi graft yagam siiresi arasinda bir iliski bulmuglardir (92).
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III. GEREC ve YONTEM

1. Hasta Grubu:

‘Galismamiza, Istanbul Tip Fakiltesi I¢ Hastaliklan Nefroloji
polikliniginde takipleri yapilan ve bodbrek transplantasyonuna hazirlik
asamasinda olan, 30 hasta ve bu hastalarin birer saghkli vericisi (kardes
veya ebeveyn) olmak Uzere, toplam 60 kisi dahil edildi. Hasta grubunun
yas ortalamas: 29,57 + 10,19 (12-49), verici grubunun yas ortalamasi

50,4 + 13,27 (19-75) olarak bulundu. Tablo 2.
Tablo 2: Bébrek transplantasyonu planianan hastalarnn ve vericilerin yaslan ve akrabahik
dereceleri

Hasta/Verici No Hasta yasi Verici Yast Akraballk Derecesi

1 24 40 Baba

2 37 67 Baba

3 40 41 Kardes
4 30 3 Esi

5 30 63 Anne
6 32 37 Kardes
7 46 75 Baba

8 25 60 Baba

9 19 44 Anne
10 28 50 Baba
11 20 19 Kardes
12 20 30 Kardes
13 49 44 Esi

14 25 50 Baba
15 17 53 Anne
16 28 57 Baba
17 30 59 Anne
18 23 47 Anne
19 25 63 Baba
20 27 53 Anne
21 40 40 Kuzen
22 16 44 Anne
23 12 48 Baba
24 39 65 Anne
25 49 52 Kardes
26 17 34 Anne
27 21 47 Anne
28 38 63 Anne
29 39 40 Kardeg
30 40 70 Anne
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Galismaya dahil edilen hastalann, daha onceden Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Seroloji Laboratuvarinda mikrolenfotoksisite ydéntemi ile
yaptlan crossmatch testleri negatif olarak bulunmugtur. Ayrica bu hastalar
calisma éncesinde herhangi bir imminsupresif ajan kullanmamigtir.

2.Calismada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler:
2.1, Cihazlar

e Santrifiij (Heraeus) Labofuge 400R

e Laminar-flow (Forma Scientific) |

e Isik mikroskobu (Olympus)

¢ Infrared CO, incubator (Forma Scientific)

e B-Counter (Packard)

e Cell-harvester (Nunc-Intermed)

e Pipetus-Akku ( Hiscmann Laborgerate )

2.2. Kimyasal Maddeler
e Heparine
e izotonik Sodyum Kiloriir Eczacibag (Baxter)
e Ficol Hypaque (Nycomed 500 MI)
e RPMI 1640 Medium ( Seromed 500 Ml)
¢ Fetal Calf Serum Harlan ( Biochrom Kg Berlin )
¢ Complete medium (Fetal Calf Serum/Rpmi 1640-1/9)
e Trypan Blue (Merck)
« Thymidine-Methyl-*h (Sigma)
e Toluol (Merck)
¢ PPO (2,5 Diphenyl Oxazole) (Sigma)
¢ Phytohaemagglutinin -M (PHA) (Sigma)
e DMSO ( Dimethyl Sulfoxide ) (Sigma)
e Azathioprine (Imuran) (Glaxowellcome)
e Methyl Prednisolone (Prednol) (M. Nevzat)
o Cyclosporine-A (Sandimmum Neoral) (Novartis)
e FK506 (Prograf) (Tacrolimus) (Eczacibagt)
o MMF (Mikofenolat Mofetil) (Cell-Cept) (Roche)
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e Penisilin-G (Kristapen) (Deva)
o Streptomycine (1.E.Ulagay)
2.3 Diger malzemeler
e2ml, 5ml, 10 mllik cam pipetiér
e Pasteur pipetler
¢ 15 ml kapakh steril tlpler
e 50 ml kapakli steril faikon tiipler
e Steril 96 kuyulu U dipli kapakh plakiar
e Otomatik pipet (20 ul, 100ul) (Gilson)
e 200 ul hacimli san pipet ucu
¢ Neubauer hicre sayim kamarasi (Laba)

3. Yontem

Cahsma oncesinde hicre kiltird ortamu igin, tim malzemeler ve
caligma ortamu steril edildi.

Hasta ve vericilerin periferal kan mononukleer hiicreleri, (PBMC) Ficol
hypaque gradient santrifiij yéntemi ile elde edildi.
e 7.5 ml antikoagile (heparin ile) periferal kan esit oranda izotonik
sodyum klorir iceren 50 ml'lik falkon tlplere eklendi ve resuspanse
edildi.
e 15 ml'lik falkon tiplere 5 ml ficol hypaque koyuldu. (Her birey igin 1
adet tip hazirlandi)
e Ficol {izerine dilue edilmis periferal kan yiiklendi.
e 2600 rpm‘de +4°C'de 20 dakika santrifij edildi.
e Ficol’'un Gzerindeki bulut gériinimiinde lenfosit tabakas! pastdr pipetle
ahindi ve Uzeri numaralandinimis bosg tiiplere aktarildi.
o Lenfositler (zerine 8 ml RPMI 1640 (Penisilin + Streptomycine ilaveli)

eklenerek resuspanse edildi.1500 rpm’ de 4°C'de 10 dakika santrifiij’

edildi.

e Sipernatant ddkilerek pelet Gizerine 4 ml RPMI 1640 eklendi.

¢ Resuspanse edildikten sonra yine 1500 rpm’ de 4 °C'de 10 dakika
santrifuj edildi.

e Pelet (izerine 1 ml complete medium eklendi.
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o Trypan blue ile 151k mikroskobunda alict hiicre sayisi 1.10° hiicre
/ ml'ye, verici hiicre sayisi 2.10° hiicre / ml'ye ayarland:.

e Stimilatér (verici) ve kontrol hiicreleri 3000 Rad’ la isinland:.

e sMLC igin Alici-Alici (AA), Alici-Verici (AV), Alici-Kontrol (AK) olmak
{izere toplam 6 kuyu agildi.

e sMLC'yi stimule etmek igin PHA eklenmek (izere benzer sekilde toplam 6
kuyu agildi. Bu kuyulardaki hicrelerin (zerine 20 ul PHA (10 pg/ml)
eklendi. Immiinsupresif ajanlardan Cyc-A, FK506, MeP, Aza distile su'da,
MMF DMSO’da hazirland.

e PHA ile stimiile edilen MLC’ de bu ajanlarin etkilerini gérmek igin
hazirlanan serilere;

40 ul Cyc-A (5 pg/ml), 2 pl FK506 (1 mg/ml), 2 pl MMF (1 umol/mi), 2 ul
Aza (1 pg/ml), 40 ul MeP (5 png/ml) olacak sekilde ve ayrica ajanlarin
gesitli kombinasyonlan hazirlanarak hiicreler Uizerine eklendi. Yukanda
verilmig olan konsantrasyonlar gesitli calismalarda MLC cevaplarini 2%50
inhibisyonunu olusturmaktadir (93,94,95). Testin kiiltiir plaginda yerlegim
dizeni Tablo 3'da goriilmektedir.

Tablo 3: Kilitiir plaginda hiicrelerin yerlesim dilzeni

Alici-alict (AA) Ala-verici (AV*) Ahci-kontrol (AK*)
sMLC sMLC sMLC
PHA+MLC PHA+MLC PHA+MLC
PHA+Cyc-A PHA+Cyc-A PHA+Cyc-A
PHA+FK-506 PHA+FK-506 PHA+FK-506
PHA+MMF PHA+MMF PHA+MMF
PHA+Aza PHA+Aza PHA+Aza
PHA+MeP PHA+MeP PHA+MeP
PHA+Cyc-A + PHA+Cyc-A+ PHA+Cyc-A+
Aza+MeP Aza+MeP Aza+MeP
PHA+Cyc-A+ PHA+Cyc-A+ PHA+Cyc-A+
MMF4-MeP MMF+MeP MMF+MeP
PHA+FK506+ PHA+FKS06+ PHA+FK-506+
Aza+MeP Aza+MeP Aza+MeP
PHA+FK506+ PHA+FK506+ PHA+FK-506+
MMF+MeP MMF+MeP MMF+MeP
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e Kultir plagina yerlestirilen hiicreler 37°C nemli %5 CO, bulunan
inkubatére alindi.

e 96. saatte kiilt{ir ortaminda her kuyuya 50 pul *H thymidin eklendi.

e 16-18 saat sonra cell-harvester (hiicre toplayici) ile hiicreler filtre kagid
Uizerine toplanarak bir giin oda isisinda kurutuldu.

e Sintilasyon sivisi (toluol / PPO, 2 ml / 0.06 gr) eklendi.

e B counter (B sayaci)’'da sayim yapiidi.

Test sonucunda iki ayri dederlendirme, Stimiilasyon indeksi (SI) ve
Relative Response Indeks (RRI)'ne bakiimaktadir. MLC'de RRI degerinin
(-) ve SI dederinin <1 olmasi kemik ili§i transplantasyonu igin uygunlugu
belirtirken, RRI dederinin (+) ve SI de§erinin >1 olmasi uyumsuziugu ve
HLA-D béigesi determinantlari igin farkliigi yansitmaktadir (83,90,91).

sMLC ve PHA ile stimiile edilerek elde edilen degerler, Relatif
Response Indeks (RRI) formuiliine gbére hesaplandi. Bizim gahigmamizda: SI
formdld kullaniilmadi.

AV* - AA
RRI = ------occcoemo- X 100 = (%)
AK* - AA

Testimizde, stimule edilen serilere eklenen immiinsupresif ajanlara
karsi direnc¢ ve duyarlilik asagidaki formiile gére hesaplandi.

Imminsupresifli deger (PHA+Immiinsupresif)
% inhibisyon = [ 1 - X 100
Immansupresifsiz deger (PHA ile stimiile edilen deder)

Hicre proliferasyonu inhibisyonu 2%50 olan hastalanmzi
immuinsupresiflere karsi duyarl, <%50 olan hastalarimizi
immiinsupresiflere kars: direngli olarak degerlendirdik (93,94,95).

Istatistiksel Yontemler: Calisma sonuglannin degerlendiriimesinde
temel istatistiksel yontemierden Wilcoxon testi kullaniimigtir.

*: Isinlanmig
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IV. BULGULAR

Calismada elde edilen sonuglar 3 sinif altinda degeriendirildi:
1. sMLC ve PHA ile stimule edilen serilerde saptanan bulgular,
. Stimule edilmig kuyular (izerine immunsupresif ajanlarnn eklenmesi ile
olugan serilerde saptanan bulgular,
3. immunsupresiflerin etkiledigi hastalarda ortaya c¢ikan duyarliik ve
direnclilik degerleri ile ilgili saptanan bulgular.
1- sMLC ve PHA ile stimule edilen serilerde saptanan bulgular:
Gahisma grubumuzu olugturan hasta ve vericilerinin HLA-Sinif 1
antijenleri mikrolenfositotoksisite, HLA-Sinif II antijenleri PCR-SSP
(Polimerase Chain Reaction - Sequence Specific Primer) ybéntemiyle

belirlenmisti (Tablo 4).

Tablo 4: Hasta ve vericiler in MHC antijenler}

No HLA-A HLA- B " HLA-DR Doku uyurnu
1 24,33/28,33 8,35/8,39 17/16,17 1A1B1DR
2 1,24/1,24 7,57/7,41 4,11/7,11 2A1B1DR
3 2,26/2,26 38,35/38,35 17,14/17,14 2A2B2DR
4 3,30/24,26 38/38,35 13,14/13 1B1DR
5 1,32/2,32 8,50/51,8 17,7/17,13 1A1B1DR
6 2,28/2 51,60/51 13/17,13 1A1B1DR
7 11,29/29 8,65/8,35 1,17/15,17 1A1B1DR
8 28,32/31,32 38,49/49,35 15,11/17,11 1A1B1DR
9 2,24/1,2 50,35/44,50 4,7/7 1A1B1DR
10 24,35/24,35 35,60/35,60 11,14/11,14 2A2B2DR
11 " 3,26/3,26 35,49/35,49 15,17/15,17 2A2B2DR
12 23,24/3,24 35,49/7,35 11/4,11 1A1B1DR
13 26,30/23,26 55,60/60,41 7/4,7 1A1B1DR
14 2,25/1,25 18,38/18,51 15,4/15,11 1A1BIDR
15 2,24/3,24 51,60/60,62 15,4/16,4 1A1B1DR
16 11,31/2,11 14,38/44,38 1,15/15,4 1A1BiDR
17 2/2 57,50/7,57 17/17 1A1B1DR
18 2,25/2,34 18,41/18,51 17,4/4,11 1A1B1DR
19 2,30/24,30 44,13/13,50 4,13/4,10 1A1B1DR
20 1,26/1,2 18,35/18,41 4/4 1A1B1DR
21 1,2/2,28 39,62/18,62 11,15/11,15 1A1B2DR
22 26,28/3,28 35,51/14,51 4/4,10 1A1B1DR
23 11,25/11,24 8,51/51 17,4/15,4 1A1B1DR
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Tablo 4: Devam

24 1,26/26,31 18,57/18,41 17,13/15,17 1A1B1DR
25 24,32/24,32 52,13/52,13 7,15/7,15 2A2B2DR
26 2,26/1,2 44,73/49,73 16,7/16,8 1A1B1DR
27 2,11/3,11 35,62/35 11,17/11,13 1A1B1iDR
28 24,32/26,32 7,52/52,61 4,13/4,10 1A1B1DR
29 2,24/2,24 51,55/51,55 1,16/1,16 2A2B2DR
30 25,28/26,28 44,41/44,14 4,13/4 1A1B1DR

30 hasta ve verici giftine, sMLC’'nin ve PHA ile stimiilasyonun alici
yénu uygulandi. Testimizde, sMLC'ye paralel olarak yaptigimiz PHA ile
sMLC’deki
proliferasyon degerlerine gére anlaml artiglar gdzlendi. Istatistiksel acidan

stimlle edilen kuyulardaki proliferasyon dedgerierinde,
dederlendirildiginde; proliferasyon dederleri ortalamalarninin AA igin,
8472'den (sMLC) 36176’ya (PHA), AV igin ise 12085’den (sMLC) 50868‘ya
(PHA) ciktigimi belirledik. Wilcoxon testine gére PHA eklenmesi ile olusan
proliferasyon degerlerindeki artis anlaml bulundu (p<0.05).

Bu sonuglar her hasta RRI formiine gére diizenlenip (+) ya da (-)
olarak yorumlandiginda; doku uyumu dikkate alinirsa, HLA-Sinif I ve Sinif
I antijenleri 2A2B2DR uyumlu olan bes cifttin (3, 10, 11, 25, 29 no‘lu) sSMLC
ve PHA ile stimiile MLC sonucu negatif olarak bulundu. Doku uyumu
1A1B2DR olan 21 no'lu Giftin, 2A1B1DR olan 2 no’lu ve 1B1DR olan 4 no‘lu
giftin sonucu pozitif, doku uyumu 1A1B1DR olan 22 cifttin (1, 5, 6, 7, 8, 9,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 30 no'lu), SONuUcU yine

pozitif olarak bulundu (Tablo 5).

Tablo 5 : AA ,AV ve serilerinde sMLC ve PHA+sMLC testierindeki hilcre proliferasyon

saymmlan.
sMLC PHA+sMLC
No| AA AV AK AA AV AK sMLC PHA+sMLC
1| 30238 55289 60259 35213 72699 85265 Pozitif Pozitif
2| 24850 53008 58256 33750 79348 82544 Pozitif Pozitif
3| 60889 58769 65233 62201 61057 70556 Negatif Negatif
4| 2788 3245 10554 36421 44488 49520 Pozitif Pozitif
S| 2103 3296 9885 40458 63800 76985 Pozitif Pozitif
6| 2503 2772 6998 45214 52121 62547 Pozitif Pozitif
7| 3882 4308 9556 10061 14116 29878 Pozitif Pozitif
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Tablo 5: Devam

8| 12771 12800 22356 28986 42469 48699 Pozitif Pozitif
9| 5512 6317 8665 26305 37089 42513 Pozitif Pozitif
10| 1052 1016 5589 1912 1875 12053 Negatif Negatif
11] 2220 2070 | 6995 21043 20686 28978 Negatif Negatif
12} 1720 1860 4936 68026 77870 79654 Pozitif Pozitif
13| 2190 2363 17895 12078 66895 99875 Pozitif Pozitif
14] 1150 1259 12563 41381 88748 94561 Pozitif Pozitif
15 4493 4981 25456 60687 84065 92556 Pozitif Pozitif
16] 25462 26482 42653 31381 38748 53213 Pozitif Pozitif
17| 8245 9846 19568 41087 58153 65220 Pozitif Pozitif
18| 20241 20356 29589 28232 28844 46543 Pozitif Pozitif
19] 1790 3363 14532 10300 38166 42311 Pozitif Pozitif
20f 1940 2172 8547 33623 45972 50218 Pozitif Pozitif
21| 19101 19953 22506 43205 46408 60082 Pozitif Pozitif
22| 3840 3921 8863 25486 40281 50002 Pozitif Pozitif
23] 13040 14096 29500 52715 57916 88226 Pozitif Pozitif
24| 8120 9042 20009 33597 45546 56012 Pozitif Pozitif
25! 9461 4692 15644 54027 45353 60560 Negatif Negatif
26| 7402 8005 22563 49360 67657 77456 Pozitif Pozitif
27 7360 8819 19563 22363 53372 70251 Pozitif Pozitif
28| 12047 13139 21456 65340 82784 97546 Pozitif Pozitif
29 1735 1516 7502 65023 58176 84521 Negatif Negatif
30| 2140 3780 11300 5802 11338 26587 Pozitif Pozitif

2- PHA ile stimule edilmis kuyular lizerine immiinsupresif
ajanlarin eklenmesi ile olusan serilerde saptanan bulgular,

Calismamizin amacina uygun olarak, tim hasta ve verici giftlerin
sMLC, stimiile edilen kuyulardaki hicrelerin proliferasyon degerieri,
imminsupresif ajanlan tek tek ve kombine olarak uygulandiimizda elde
edilen proliferasyon degerleri Tablo 6’ de goriimektedir.
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Bu immiinsupresif ajanlar tek olarak uygulandiginda; stimiile edilmis
kuyulardaki proliferasyon ile, immiinsupresifierle inhibe edilen serilerdeki
proliferasyon kargilastinldi. Karsilastirma sonucunda elde edilen
proliferasyon dederlerindeki diislslerin, Wilcoxon testine gbre istatistiksel
olarak anlamli oldugu géruldi (Tablo 7-8, Grafik 1-2).

Proliferasyon degerlerinin ortalamalarina bakilacak olursa, FK506,
Cyc-A ve MMFin lenfosit proliferasyonunu, birbirlerine yakin degerlerle
inhibe ettigi, Aza’ nin ise inhibisyonda daha az etkili oldugu goriidu.

Tablo 7: AA y8niinde ilave edilen immiinsupresifierin hiicre proliferasyonundaki inhibisyon
etkisl

Imminsupresifier PHA+sMLC imminsupresif ilavesi ile P dedjeri
Cyc-A 36.176 5.739 P<0,05
FK506 36.176 3.268 P<0,05

MMF 36.176 3.915 P<0,05
MeP 36.176 11.947 P=0,001
Aza 36.176 16.457 P=0,001

Tablo 8: AV ydniinde ilave edilen immiinsupresifierin hiicre proliferasyonundaki inhibisyon

etkisi
imminsupresifier PHA+sMLC Imminsupresif ilavesi ile P degeri
CycA 50.868 6.393 P<0,05
FK506 50.868 3.425 P<0,05
MMF 50.868 4.147 P<0,05
MeP 50.868 14.862 P<0,05
Aza 50.868 25.369 P=0,002

Immunsupresif ajanlarin testteki inhibisyon etkisi birbirleri ile
kargilagtinldiginda; en dilgik inhibisyon etkisi Aza'da gérildi. Aza’nin
diger imminsupresif ajanlarla arasindaki farkin istatistiksel olarak (AA ve
AV ybniinde) anlamh oldugu bulundu (p<0,05). En iyi inhibe eden
immunsupresif ajan FK506’nin ise immunsupresif ajanlarla arasindaki
farka bakildiginda, Mep ve Aza ile istatistiksel olarak anlamh (p<0.05),

MMF, Cyc-A lle istatistiksel olarak anlamh olmadi§i tespit edilmistir

(p>0.05).
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Grafik 1: I esif Ajanlarin ve Kombinasyonlarin Proliferasyon Degerleri
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Grafik 2: I esif Ajanlarin ve Kombinasyonlarin Proliferasyon Degerleri
Ortalamalarinin Grafigi (AV)

30 hasta ve verici giftimiz icin agilan ve stimiile edilen tim kuyulara,
Cyc-A+Aza+MeP, Cyc-A+MMF+MeP, FK506+Aza+MeP kombinasyonlari,ve
21 gift (10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 no‘lu) igin agilan kuyulara, ayrica kombine olarak FK506+MMF+MeP
eklendi. Bu kombinasyon, 9 gifte (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 9) hicre
yetersizliginden dolay! uygulanamadi. Bu kombinasyonlardan elde edilen
sonuglarin, ortalama degerleri ve Wilcoxon testine gore p degerleri (Tablo
9-10, Grafik 1, 2)’ de gériimektedir.
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Tablo 9; AA y8niinde ilave edilen immiinosupresifierin hilcre proliferasyonundaki inhibisyon
etkisi

Kombinasyonlar PHA+sMLC Imminsupresif ilavesi ile P degeri
Cyc-A+Aza+MeP 36.176 1.080 P<0,05
Cyc-A+MMF+MeP 36.176 724 P<0,05
FK506+Aza+MeP 36.176 628 P<0,05
Fk506+MMF+MeP 36.176 470 P<0,05

Tablo 10: AV ydnlinde Iltave edilen immiinosupresifierin hilicre proliferasyonundaki
inhibisyon etkisi

Kombinasyoniar PHA+sMLC Imminsupresif ilavesi ile p dederi
Cyc-A+Aza+MeP 50.868 1.112 P<0,05
Cyc-A+MMF+MeP 50.868 643 P<0,05
FK506+Aza+MeP 50.868 425 P<0,05
Fk506+MMF+MeP 50.868 339 P<0,05

Bu ajanlarin kombinasyonlarinin testteki inhibisyon etkisi birbirleri ile
karsilagtinldiginda; en disiik inhibisyon etkisi olan kombinasyonun
Cyc-A+Aza+Mep oldugu tespit edildi. Dijer kombinasyonlar ile arasindaki
farkina bakilacak olursa; Cyc-A+MMF+Mep ile arasindaki farkin (AA ve AV
yoninde) anlamli  olmadigs (p=0,206 ve p=0,156) gorildi.
FK506+Aza+Mep ve FK506+MMF+Mep ile arasindaki farkin ise anlamii
oldugu (p<0,05) tespit edildi. En iyi inhibe eden kombinasyon
FK506+MMF+Mep’in ise difer kombinasyonlarla arasindaki fark goz
éniine alinarak incelendiginde ise; FK506+Aza+Mep arasindaki farkin
(AA ve AV ydninde) anlamh olmadigi (p=0,217 ve p=0,217) gérilda.
Cyc-A+Aza+Mep Cyc-A+MMF+Mep ile aradaki farkin anlamli oldugu
(p<0.05) belirlendi.

3-Immunsupresiflerin etkiledigi hastalarda ortaya cikan duyarhhk
ve direnglilik dederleri ile ilgili saptanan bulgular:

Galigmada, PHA ile stimiile edilmis kuyulara eklenen immiinsupresif
ajanlara olan proliferasyon cevap dikkate alinarak incelendiginde; tim
imminsupresif ajanlanin her hastanin proliferasyon cevabini farkl
derecede inhibe ettigi saptandi. Bu dederler gereg ve yéntemde verilen
formiile gére bulunmustur (Tablo 11).
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Tablo 11 : Stimiile edilmis kuyulara eklenen immilinsupresif ajanlanin etkisi ile olusan
proliferasyon cevaptakl % inhibisyon dederleri

Cyc-A FK506 MMP MeP
NO AA AV AA AV AA AV AA AV AA AV
1 73,77 | 75,18 | 8828 | 96,85 | 88,38 | 96,58 | 36,68 | 1284 | 13,39 | 4,44
2 76,25 | 97,33 | 95,53 | 98,71 | 97,13 | 99,15 | 9049 | 92,03 | 18,15 8,81
3 76,12 | 70,35 | 91,39 | 94,54 | 90,88 | 9424 | 9499 | 96,08 | 9462 | 94,94
4 88,9 92,93 | 96,27 | 97,16 | 96,32 98,2 96,34 97 9542 | 83,54
5 96 95,97 | 96,43 | 96,59 | 9584 | 97,14 | 96,04 | 97,6 95,6 79,82
6 | 6621 | 6869 | 84,18 | 8864 | 86,34 | 86,88 | 8255 | 88,49 | 16,91 | 26,01
7 94,32 | 97,23 | 9347 | 9599 | 94,15 94,5 7982 | 9444 | 66,78 | 79,11
8 89,28 | 8792 | 9432 | 9525 | 93,72 | 93,97 | 944 | 9599 | 83,55 | 50,96
9 97,63 | 98,01 | 97,27 | 97,84 | 97,14 96,8 9042 | 92,83 | 91,34 | 94,11
10 73,6 94,06 | 88,08 | 98,19 | 86,74 | 97,92 | 55,62 | 93,27 | 53,39 | 60,01
11 | 71,81 | 8268 | 934 96,72 91,92 | 96,75 | 76,03 | 49,98 | 19,28 | 36,32
12 | 97,78 | 98,41 | 97,28 | 97,64 96,48 97,61 | 57,24 | 7526 | 63,8 75,1
13 | 95,76 964 | 9532 | 97,33 | 92,52 | 9445 | 36,52 | 37,05 9,5 26,41
14 | 84,18 83,1 9598 | 98,14 | 89,81 | 8949 | 5358 | 5669 | 24,11 | 12,43
15 | 9501 | 90,64 | 9575 | 96,43 | 95,48 93,2 22,8 10,03 | 22,18 | 27,42
16 | 8408 | 94,52 | 20,09 | 15,32 57,48 78,89 | 27,74 | 177 18,89 | 16,19
17 | 9524 | 9593 | 88,16 | 92,35 | 94,15 | 95,89 | 68,94 | 74,55 22 37,54
18 | 93,16 | 96,99 | 94,06 | 97,15 94,51 95,37 154 | 34,17 39 3,06
19 | 1834 | 1266 | 79,56 | 92,44 | 53,23 | 93,17 | 6552 | 7762 | 58,09 | 71,89
20 | 64,96 | 60,64 | 69,33 | 74,02 | 66,04 66,4 642 | 77,09 | 67,62 78,5
21 84 98,95 | 883 | 91,87 | 57,34 | 70,12 | 7464 | 7968 | 62,26 | 92,87
22 } 71,59 | 91,25 | 9596 | 97,74 | 91,23 | 94,76 | 76,78 | 90,11 | 47,33 | 21,08
23 | 93,24 | 96,43 | 8355 | 97,71 89,9 90,49 | 7527 | 95,02 | 54,84 | 67,74
24 | 97,66 | 98,27 | 9501 | 93,72 | 91,17 | 94,27 | 86,65 | 94,32 | 53,82 | 31,16
2s | 70,25 | 85,54 | 65,41 | 90,89 | 52,22 73,1 63,12 | 81,04 13,12 17,63
26 | 9515 | 96,86 | 92,02 | 97,38 | 97,73 | 97,99 8,54 6,74 | 16,18 | 43,44
27 | 33,26 | 4464 | 36,14 | 15,09 | 3562 | 14,03 | 290,76 | 25,71 | 32,64 | 21,97
28 | 94,92 94,1 91,78 92,72 90,06 | 91,62 | 9365 | 92,89 | 93,72 | 86,98
29 | 9584 95,92 96,21 | 9531 | 96,33 | 93,72 533 | 39,19 | 48,96 | 32,29
30 | 57,62 | 57,28 87,42 95,38 | 85,51 | 9345 | 89,36 | 89,34 | 93,79 | 82,36
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Hicreleri; proliferasyonlarimi  >% 50 oranda inhibe eden
immunsupresifiere karg! duyarli, <% 50’ den daha az oranda inhibe eden
immunsupresiflere  karsi  direngli kabul ederek 30  hastayi
degerlendirdigimizde; Cyc-A'ya 2 hasta direngli (no: 22, 10) (%6.7)
digerleri duyarli (%93,3), FK-506’ya 2 hasta direngli (no:10, 19) (%®6,7)
digerleri duyarhi (%93,3), MMF’e hasta direngli 1 (no:10) (%3,3) digerleri
duyarh (%96,7), Mep’e 9 hasta direngli (no:1, 3, 10, 14, 16, 18, 19, 21, 25)
(%30) digerleri duyarli (%70) ve Aza’ ya 16 hasta direngli (no:1, 2, 3, 7, 9,
10, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 30) (%53,3) digerleri duyarli
(%46,7) olarak tespit edildi (Tablo 12).

Tablo 12; immiinsupresif ajanlara duyarh ve direncli olan hasta sayilarinin gésterilmesi

Cyc-A FK-506 MMF Mep Aza
=50 28 (%93,3) 28 (%93,3) | 29 (%96.7) 21 (°/o70) 14 (%46.7)
<50 2 (%6,7) 2 (%6.7) 1 (%3.3) 9 (%30) 16 (%53.3)
Toplam 30 30 30 30 30

Calismamizda, sMLC deki elde edilen proliferasyon oranlarina gore,
PHA ile stimule edilmis kuyulardaki proliferasyon oranlarindaki artisa
bakildifinda; mismatch durumuna bagh olarak degigiklik gdsterdi. Hig
mismatch olmayan gruplarda (no: 3, 10, 11, 25, 29) MLC'de %175’lik bir
proliferasyon artisi gorillirken, 2A1B1DR missmatch’e sahip olan 4 no‘lu
hastada en yiiksek proliferasyon (%1270) artisi gériilda (Tablo 13).

Tablo 13: HLA antijenlerindeki missmatch’lere gére hasta gruplarinda PHA ile hiicre

proliferasyonundaki degdigikiikier

PHA (%) Hacre SMLC (AV) Hiicre [sMLC+PHA (AV) Hicr
Hasta No | Mismatch (MM) roliferasyonu Proliferasyonu Proliferasyonu
3,10,11,25,29 0 MM ‘ 175 13613 37429
21 1A1B MM 133 19953 46408
2 1BiIDR MM 50 53008 79348
1,5,6,7,8,9,12,13,14,15, | 1A1B1DR MM 435 9921 53120
16,17,18,19,20,22,23,
24,26,27,28,30
4 2A1B1DR MM 1270 3245 44468
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Galismaya dahil edilen ve bdbrek transplantasyonu yapilan hastalar,
almakta oldudu immunslpresif tedavileri ve genel durumlari Tablo 14'da

gorilmektedir.

Tablo 14: Bdbrek Transplantasyonu yapilan hastalanin nakil tarihleri (Tx), tedavileri,

gelisen Komplikasyonlar

Hasta No Tx Tarihi Tedavi Komplikasyoniar
1 25.05.2000 Cyc-A+Aza+PRD Saghkl
2. 01.06.2000 FK506+Aza+PRD Saghikli
4 17.05.2000 FK506+MMF+PRD Saghkh
6 08.02.2001 Cyc-A+MMF+PRD Saghkit
8 15.06.2000 Cyc-A+Aza+PRD Saghkh
9 22.06.2000 FK506+MMF+PRD Saghkh
10 13.06.2000 FK506+MMF+Delta Kortil Akut Rejeksiyon Atad)
16 10.08,2000 Cyc-A+Aza+PRD Akut Rejeksiyon
17 27.06.2000 FK506+MMF+Delta Kortil Saglikh
FK506+MMF+Delta Kortil Gegis
19 01.08.2000 ] . (Gastrointestinal yan etki)
Cyc-A+MMF+Delta Kortil
20 25.01.2001 FK506+MMF+PRD Saghkh
22 17.10.2000 FK506+MMF+Delta Kortil Saghikh
25 03.07.2000 FK506+MMF+Delta Kortil Uriner Enfeksiyon
26 10.08.2000 FK506+MMF+Delta Kortil Saghkh
27 14.11.2000 Cyc-A+MMF+PRD Saghkl
28 21.11.2000 FKS506+MMF+Delta Kortil Saghkh
29 11.01.2001 Cyc-A+Aza+PRD Saghkl:
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V. TARTISMA

GunUmuzde gerek kemik iligi ve organ nakli sonrasinda, gerekse
gesitli otoimmin hastaliklarin tedavisi amaciyla farkh immiinsupresif
ajanlar kullanilmaktadir. Bunlardan Cyc-A, MeP ve Aza klinikte oldukga sik
uygulanmaktadir. Son yillarda ise, iki yeni Urin FK506 ve MMF
immuinsupresif tedavide kullaniilmaya baglanmistir. Bdbrek nakli
disitnilen hastalarda, nakilden sonra imminsupresif tedavi, nakledilen
doku veya organin alicida uzun sitre yasamast igin son derece 6nemlidir.
Hem hilcresel hem de himoral immin yanitlan inhibe edebilen bu
immiinsupresif ajanlarin, akut ve kronik rejeksiyonun kontroliinde rol
oynadig: bilinmektedir.

Yapilan birgok galigmada tedavi amacgh kullamlan immiinsupresiflerin
tek tek yada kombine uygulanmasi sonucunda olusturabilecekleri yan
etkiler arastinimis ve hasta gruplarinda ortaya cgikan graft survi, hasta
survi, rejeksiyon oranlan, serum kreatinin diizeyleri incelenmis ve
uygulanan immdnsupresif tedavi sekillerine aiternatif dneriler getirilmistir
(10,54).

Hicre kiltirinde imminsupresif ajanlarla ilgili olarak gesitli
galigmalar yapilmistir. Yapilan calismalarda hiicreler gesitli mitojenlerle
stimile edilmigler ve stimile edilen hicrelerin {izerine immuinsupresif
ajanlar eklenerek, proliferatif cevaplarin inhibisyonuna bakilimigtir.
Mitojenler T ve B hiicre klonlarim aktive edebilen polikional aktivatérier
olarak bilinirler. Mitojenlerden T hiicrelerini aktive edebilen PHA, periferik
kan kaltirindeki lenfositleri uyararak, onlarn mitoz boliinmeye itmektedir
(35).

Testimizde, sMLC’ye paralel olarak yaptiGimiz PHA ile stimile edilen
kuyulardaki  proliferasyon  dederlerinde, sMLC'deki proliferasyon
dederlerine gére anlamh artiglar gbzlendi. Istatistiksel agidan
degerlendirildiginde; proliferasyon degerleri ortalamalarinin AA icin,
8472'den (sMLC) 36176’ya (PHA), AV igin ise 12085’den (sMLC) 50868'ya
(PHA) giktigini belirledik. Wilcoxon testine gére PHA eklenmesi ile olusan
proliferasyon degerlerindeki artig anlamh bulundu (p<0.05).
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Yapilan birgok in vitro galismalarda, tim imminsupresif ajanlann,
karigik lenfosit kditir reaksiyonlarinda, IL-2 d{retimini bloke ettigini
gostermiglerdir. Ayrica PHA gibi mitojenlere kars: lenfositlerin proliferatif
cevaplarini 6nledigi gdsterilmistir (69,76,77,81).

Caismamizda da PHA ile stimile edilen kuyulara eklenen
imminsupresif ajanlarin MLC cevaplan inhibe ettigini gérdiik (Tablo
7-8).

Imminsupresif ajanlar sinerdik 6zelliklerinden dolayr c¢oguniukla
kombine olarak uygulanmaktadir. Kiitir gahgmalarinda, immuinsupresif
ajanlann c¢esitli kombinasyonlan ile kargilagtirmalar yapiimaktadir.
Kalsinérin inhibitérleri olan Cyc-A ve FK506 temel alinarak olusturulan
kombinasyonlarda MeP, MMF ve Aza kullaniimaktadir. Purin ve pirimidin
inhibitérlerinden olan MMF ve Aza’li kargilagtirmalarda, MMF’in Aza'ya gore
daha giigli bir immiinsupresif ajan oldugu gésterilmistir (96,97).

Calismamizda, bu ajanlarin kombinasyonlarinin testteki inhibisyon
etkisi birbirleri ile kargilagtinidiginda; en distk inhibisyon etkisi olan
kombinasyonun Cyc-A+Aza+Mep oldugu tespit edildi.

Diger kombinasyonlar ile arasindaki farkina bakilacak olursa;-

Cyc-A+MMF+Mep ile arasindaki farkin (AA ve AV yéniinde) anlamh
olmadigi (p=0,206 ve p=0,156) gorildu.

FK506+Aza+Mep ve FK506+MMF+Mep ile arasindaki farkin ise
anlamh oldugu (p<0,05) tespit edildi.

En iyi inhibe eden kombinasyon FK506+MMF+Mep’in ise diger
kombinasyonlarla arasindaki fark goz éniine alinarak incelendiginde ise;

FK506+Aza+Mep arasindaki farkin (AA ve AV yodniinde) anlamh
olmadigs (p=0,217 ve p=0,217) gériilda.

Cyc-A+Aza+Mep Cyc-A+MMF+Mep ile aradaki farkin anlamli oldugu
(p<0.05) belirlendi.

Pollak ve arkadasglan, kiltiirde imminsupresif ajanlaria ilgili lenfosit
hassasiyet galtsmalar yaparak, kullanilan ajanlara karsi saptanan direng
ve hassasiyetin bobrek allograft' alicilardaki rejeksiyon ve graft kaybi
riskini belirlemede kullanilabilecegini, béylece transplantasyon sonrasi

42



hastalara hangi imminsupresif ajanin kullamimasi gerektigi konusunda
yardimci olunabilecegini belirtmiglerdir (93).

Pollak grubu ve Francis grubu galismalannda, glukokortikoidlere karsi
lenfositlerin bobrek transplantasyonundan once direng ve duyarliliklarini
belirlemeye calismiglar, direngli olan hastalarda bébrek
transplantasyonundan sonra graft kaybi olasiigi ve akut rejeksiyon
ataklarnnin gériilme riskinin arttigini tespit etmislerdir (93,98).

Zeevi ve arkadaslarn antiproliferatif ajanlardan MMF, Mizorbin (MZR),
FK506 ve Cyc-A'nin inhibitor etkilerini kargilastirdiklar: bir galismada;

+4+ 1 ++ 1

tim antiproliferatif ajanlarin, Ca** 'a bagh ve Ca*™" 'a bagh olmayan T
hicre aktivasyon yollarinda, benzer in vitro potansiyele sahip oldugunu
gormislerdir. Ayrica bu galismada FK506 ve Cyc-A'nin, erken aktivasyon
genlerinin transkripsiyonunu inhibe ederek, T hiicre reseptorieri yoluyla T
hiicre sinyal iletimini bloklamada daha etkili -oldugunu gérmdslerdir. Bu
galigmada tim antiproliferatif ajanlarin, Gl'den sentez fazina kadar
hiicrelerin gelisimini bloklayarak hiicre aktivasyonunun son fazindaki
etkileri test edilmis olup, FK506 ve Cyc-A hiicre bélinme siklusunu,
GO0/G1 interfazinda inhibe ederek T hicre aktivasyonunu erken
basamaklarda etkiledigini bildirmislerdir (95).

Francis ve arkadaslarimin yaptiGi calismada ise; bébrek
transplantasyonu vyapilacak hastalara in vitro ortamda lenfositlerin
hassasiyetini arastirmiglar, . Cyc-A, MeP ve ATG varliginda MLC test
cevaplanni dlgmislerdir. Hastalarin, MLC inhibisyonu % 50’den fazla ise
duyarl, % 50’ den az ise direngli olarak siniflandirmiglardir. Galigmalarina
aldiklari 50 hastadan 29’ unun tim immunsupresiflere kargi duyarl
oldugunu bulmuslar. Diger 21 hastanin 4’ Cyc-A'ya, 5i MeP’e ve ATG'ye,
6'si Cyc-A ve MeP’e, 6 tanesi ise sadece MeP’e direngli bulunmustur (11).

Pollak ve arkadaslarinin yaptigi galismada, Cyc-A ve MeP’ e karsi
lenfosit duyarlihginin in  vitro c¢alisma ile tahmin edilebilecegini
gostermislerdir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalara, in vitro Cyc-A ve
MeP uygulayarak, hastalann bu ajanlara karsi olan duyariiik ve direng
durumiarnni saptamaya galismiglar ve % 50 inhibisyona neden olan dozian

kabul ederek, her iki ajana duyarli olan lenfositlere sahip bireyler
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duyarli-duyarl, direngli olan lenfositlere sahip bireyler direngli-direngli ve
bunlardan birine duyarl olan bireyler duyarli-direngli (Cyc-A / MeP ya da
MeP / Cyc-A) olmak Gzere gruplandirmiglardir (93).

Takeuchi ve arkada;larlnl'n yaptigt bir calismada da, bdbrek
transplantasyonu sonrasinda uygulanan imminsupresif tedavide
kullanilan Cyc-A ve FK506’ ya karsi lenfosit hassasiyetini in vitro galisma
ile tahmin edilebilecegini géstermisler ve bireylerde duyarliik ve direng
durumlarini saptamaya caligmislardir. Bireyler disiik hassasiyet (LS),
standart hassasiyet (SS), ylksek hassasiyet (HS) olarak siniflandinimigtir.
Sonuglar lenfosit inhibisyonu (IC50) olarak dederlendirildiginde; FK506 ve
Cyc-A'nin inhibisyon agisindan anlamh bir farka neden olmadigi
gérialmistar (99).

Calismamizda da ise, hastalarnmizin imminsupresif ajanlara olan
hassasiyeti % 50 inhibisyon orani géz onine alinarak incelendiginde;
farkli hastalann farkh immunsupresif ajanlara karsi duyarliik ve direnglilik
gosterdigi bulunmustur (Tablo 11). Hasta grubumuzdan 28 bireyin Cyc-
A'ya, 28 bireyin FK506’ya, 29 bireyin MMF'e, 21 bireyin MeP’e ve 14
bireyin de Aza’ya karsi daha duyarh oldugunu saptadik. 2 bireyin Cyc-
A'ya, 2 bireyin FK506'ya, 1 bireyin MMF’e, 9 bireyin MeP’e ve 16 bireyin
de Aza'ya kars: direngli oldugunu tespit ettik (Tablo 12).

Bu asamada, Cyc -A ve FK-506'nin. ayni yonde etki ettigi
digunilirse, benzer hasta gruplarinin etkilendigi goriilmektedir. Halbuki
MMF ile Aza benzer yonde etki ettigi halde, daha az sayida hasta
grubunun ayni sekilde etkilendigi dikkati cekmektedir (Tablo 12).

Francis ve arkadaglarinin yaptigi gahsmada, transplantasyon yapilan
hastalarin akut rejaksiyon gegirme ve graft kaybi agisindan direncgli ve
duyarh gruplar arasindaki farkina bakmiglardir. Direngli gruplar arasinda,
akut rejeksiyondan dolayi graft kaybi (p<0.02) ve akut rejeksiyon
ataklarinin (p<0.05) gok duyarh gruba gore daha sik oldugu bildirilmigtir
(11).

Pollak ve arkadaslarinin yaptigi galismada ise, transplantasyon yapilan
grupta, direngli-direngli ve tek bir immiinsupresif ajana direngli olan
hastalarda, akut rejeksiyon riskinin ytksek oldugunu bildirmislerdir.



Direngli- direngli hasta grubunda, allograft rejeksiyon orani %78 iken, tek
bir immuinsupresif ajana direngli grubunda %63 ve duyarli-duyari
grubunda ise %38 olarak belirlemislerdir (93).

Takeuchi'nin galigmasinda ise, transplantasyon yapilan grupta HS
hastalarda graft stirvi oraninin SS ve LS’ ye gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Transplantasyon yapilan grupta LS gdsteren hastalarda akut
rejeksiyon riskinin ytksek oldugu aciklanmistir. LS hasta grubunda,
allograft rejeksiyon orani %60 iken, SS grubunda %54 ve HS grubunda
%44 olarak bulunmustur. Bobrek transplantasyon &ncesinde in vitro
testlerle imminsupresiflere karg: lenfosit hassasiyetinin 6lglimesinin
bébrek allograft alicilarindaki rejeksiyon ve graft kaybi riskinin
belirlenmesinde kullanilabilecegini ve tedavide hangi ajanin hasta igin en
uygun oldugunun saptanabilecedini vurgulamiglardir (99).

Calismamizda da  hastalardan 17 tanesine (1,2,4,6,8,9,10,
16,17,19,20,22,25,26,27,28,29 no‘lu) (%56) bdbrek transplantasyonu
yapilmistir. Akut rejeksiyon (16 no’lu) ve akut rejeksiyon atag: (10 no’lu)
gegiren iki hastadan 10 no’lu hastanin tim immunsupresifiere, 16 no'lu
hastanin ise MeP ve Aza'ya karsi direngli oldugu saptanmigtir. MeP ve
Aza'ya direngli olan 25 no'lu hastanin nakilden sonra agir derecede
enfeksiyon gegirdigi bildirilmistir. FK506, Aza ve MeP’e kargt direncli
oldugu saptanan 19 no’lu hastanin transplantasyon sonrasi FK506+MMF
tedavisi alirken, gastrointestinal yan etkilerinden dolay1 Cyc-A'ya gegtigi
bildirilmistir (Tablo14).

Buc ve arkadasiarl sMLC’de alici ve verici kombinasyonlan arasinda
missmatch varsa bu missmatch’e bagh olarak, gogalan hiicre sayisinda
degisiklik oldugunu saptamiglardir. Alici ve vericinin MHC Sinif 1I
antijenlerinin arasinda uyumsuziuk oldugu zaman hicre
proliferasyonunun, Slnlf 1 antijenleri arsinda uyumsuzluk oldugunda
saptanan hiicre proliferasyonundan daha yliksek oldugunu bulmuglardir
(100).

Galismamizda, PHA ile stimiile edilmis kuyulardaki proliferasyon
sonuglar ile, sMLC deki kuyularda elde edilen proliferasyon sonuglarindaki
artis orani, hastalarnn missmatch d'uru/mlan dikkate alinarak
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incelendiginde; doku uyumunda mismatch olmayan gruplarda (no: 3, 10,
11, 25, 29), missmatch olan gruplara kiyasla, oOzellikle en fazla
missmatch’e sahip olan hasta'ya (no: 4) gore, proliferasyon artis oraninin
daha az oldugu tespit edilmistir (Tablo 13).

Bir gok arastirmaci, immiinsupresif ajanlaria ilgili lenfosit hassasiyet
galismalarinda, ajanlara karsi saptanan direng ve hassasiyetin, bébrek
allograft alicilardaki rejeksiyon ve graft kaybi riskini belirlemede
kullanilabilecegini saptamiglardir. Boylece transplantasyon sonrasi
hastalara hangi imminsupresif ajanin kullanilmasi gerektigi konusunda
yardimc olunabilecegi belirtmislerdir (93).

In vitro da yapilan bir gok g¢alismada, imminsupresif ajanlar tek
baglarina ve kalsindrin inhibitérleri temel alinarak MMF, Aza ve
kortikosteroidlerden olugan ¢esitli kombinasyonlann MLC cevaplar
tzerinde etkilerine bakilmustur. MMF’in Aza'ya gore hiicre proliferasyonunu
daha iyl inhibe ettigi belirtiimigtir. Cyc-A ve FK506'nin da hiicre
proliferasyonunu giiglii bir gekilde inhibe ettigi gdsterilmigtir (96).

Biz de calismamizda imminsupresif ajanlart ayn ayr ve gesitli
kombinasyonlarda uygulayarak, stimile edilen lenfosit proliferasyonun bu
ajanlar tarafindan inhibisyonunu goérmeye calistik. Ayni molekller etki
mekanizmasina sahip olan Cyc-A ve FK506’nin, proliferasyon cevaplan
birbirlerine yakin derecelerde inhibe ettigini goérdik. MMF’in de Aza'ya
oranla hiicre proliferasyonunu daha iyi inhibe ettigini saptadik (Tablo 7-8).
Kalsindrin inhibitdrleri olan Cyc-A ve FK506’li kombinasyonlara bakacak
olursak; MMF igeren 3G kombinasyonlar Aza’li kombinasyonlara gére
daha iyi inhibisyon gostermistir.

Galismamiza aldigimiz 30 hastanin 17’sine bébrek transplantasyonu
yapilmigtir. Transplantasyonu takiben 6 ay iginde 2 hastada (10, 16
no'lu) (%11,7) akut rejeksiyon olayr gérulmuistiir. Transplantasyon
sonrast Cyc-A+Aza+MeP tedavisi alan ve akut rejeksiyondan dolay: graft
kaybi yasayan 16 no’lu hastanin Aza ve MeP’e karsi direngli oldugu
saptanmigtir. FK506+MMF+Deltakortil tedavisi alan 10 nolu hastanin ise
tim immdnsupresif ajanlara kargt direngli oldugu gérilmistir. FK506’ya
karg! direngli olan 19 no'lu hastanin ise transplantasyon sonrasi



tedavisinde FK590+MMF+Deltakortil tedavisi aldigt daha sonra
gastrointestinal yan etkilerden dolay) FK506'dan Cyc-A
‘va gectigi bildirilmistir. MeP ve Aza'ya direngli olan 25 no‘lu hastanin

nakilden sonra agir derecede enfeksiyon gegirdigi bildirilmigtir. Diger 13

hasta, 6 ay igin herhangi bir rejeksiyon géstermeden klinik olarak iyi
durumdaydi. |

Bobrek transplantasyonundan sonra graft rejeksiyonunu onlemek
amac ile kullarulan imminsupresif ajanlar her hastay: farkh gekilde
etkilemektedir. Bu nedenle tedavi protokoliine alinacak ajanlann
hastalara uygunlulugunun belirlenebilmesi 6nemlidir. Yapilan in vitro
caligmalar ile hastalarin imminsupresif ilaglara karsi direngli veya duyarh
olabileceklerini belirlemenin miumkiin oldugu go6sterilmistir. Biz de
yaptigimiz bu g¢ahsmada, elde ettigimiz veriler dogrultusunda, bobrek

transplantasyonuna hazirlanan hastalara, uygulanan MLC testi ile en -

uygun immiinsupresif tedavi protokolini belirlenebilecegini saptadik.
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VI. OZET

Bobrek transplantasyonu, son dénem kronik bébrek yetmezliginde en
basanli tedavi gekli olarak bilinmektedir. Transplantasyon sonrasi
uygulanan immiinsupresif tedavi, nakledilen doku ve organin alicida uzun
slire yagamasi igin énemlidir. Son yillarda imminsupresif tedavi amaciyla
bilinen ajanlar yani sira, yeni immunsupresifler de kullanima sunulmustur.

Yapilan hicre kultirid caligmalannda, bu ajanlara kargt saptanan
~direng ve hassasiyetin, bobrek alicilanndaki rejeksiyon ve graft kaybi
riskini belirlemede kullanilabilecegi saptanmistir. Bu nedenle biz de
stimile edilen MLCye, transplantasyon sonrasi kullanilan ajanlari
ekleyerek  proliferasyon cevaplanni inhibe etme  derecelerini
dederlendirdik.

Calismamizda, imminsupresif ajanlardan FK506, Cyc-A, MMF, MeP ve
Aza’' nin, tek tek ve kombinasyonlari, sSMLC ve PHA ile stimille MLC’ de
kullanildi. Stimile edilen lenfosit proliferasyonun imminsupresif ajanlar
tarafindan inhibisyonu degerlendirildi. Elde edilen veriler dogrultusunda,
ayni etki mekanizmasina sahip Cyc-A ve FK506'nin proliferasyon
cevaplarini inhibe etme derecesinin, birbirlerine yakin degerlerde
oldugunu, MMF'in ise Aza'ya gbre daha lyi bir inhibisyon sagladigin tespit
ettik.

Caligmamizda, hastalanmizin  imminsupresif ajanlara  olan
hassasiyeti, % 50 inhibisyon orani géz &niline alinarak incelendidinde;
farkll hastalarin farkh immunsupresif ajanlara karg: duyarhilik ve direnglilik
gosterdigi bulunmustur. Calismay olusturan gruptan 28 bireyin Cyc-A'ya,
28 bireyin FK506ya, 29 bireyin MMF’e, 21 bireyin MeP’e ve 14 bireyin de
Aza'ya karsi daha duyarh oldugu saptandi. 2 bireyin Cyc-A'ya, 2 bireyin
FK506'ya, 1 bireyin MMF’e, 9 bireyin MeP’e ve 16 bireyin de Aza'ya karsi
direncli oldugu tespit edildi

Calismamizda, bu ajanlann kombinasyonlarinin testteki inhibisyon
etkisi birbirleri ile karsilastinldiginda; en dugiik inhibisyon etkisi olan
kombinasyonun, Cyc-A+Aza+Mep, en ylksek inhibisyon etkisi olan
kombinasyonun FK506+MMF+Mep oldugdu tespit edildi.
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Sonug olarak boébrek transplantasyonundan sonra, graft
rejeksiyonunu  onlemek igin  kullanilan immuinsupresif ajanlarin
etkinliklerinin, hastalar arasinda farkhlik gosterdigini ve bu farkliiklann da
cahismamizda yapmis oldugumuz MLC testi ile in vitro olarak ©nceden
tespit edilebilecedini ve bdylece, hastanin en uygun immdinsupresif ajani
kullanmas! ile, gelisebilecek rejeksiyon riskinin en aza indirilebilecegi

kanisina vardik.
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VII. SUMMARY

Kidney transplantation is known to be the most successful treatment
for the last term chronic renal deficiency. The immunsuppressive
treatment applied after the transplantation is very Important for a long-
time survey of the transplanted tissue and organ in the patient. In recent
years,new immunosuppressives are being used besides the conventional
agents.

The sensitivity and resistance to these agents can be used as a
marker in determining the risk of rejection and graft failure by cell culture
studies. For this reason, in our study we added the agents that are used
after the transplantation to the stimulated MLC to evaluate the inhibition
levels of the proliferation responses.

In our study, different combinations or single forms of
immunsuppressive agents such as FK506, Cyc-A, MMF, MeP and Aza are
used in sMLC and PHA stimulated MLC. The inhibition of the stimulated
lymphocyte proliferation by the immunsuppressive agents Is evaluated.
The data obtained from the cell culture studies showed us that two
immunsuppressives which have the same effect mechanism , Cyc-A and
FK506, have levels of inhibition of proliferation responses close to each
other, whereas MMF provides a better inhibition when compared to Aza.

In our study, when the sensitivity of our patients to the
mmunsuppressive agents with a 50 % Inhibition Is searched, it is found
that different patients showed different sensitivity and resistance to
different immunosuppressive agents. It is determined that 28 patients of
the study group were sensitive to Cyc-A, 29 of them were sensitive to
MMF, 21 patients were sensitive to Mep and 14 were more sensitive to
Aza. 2 patients were found to be resistant to Cyc-A, 2 were resistant to
FK506, 1of them was resistant to MMF, 9 were resistant to MeP and 16 of
them were determined to be resistant to Aza.

In our study, when the inhibition of the combination of these
agents In the assay Is compared to each other it Is found that,
Cyc-A+Aza+MeP combination had the lowest inbition effect where
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FK506+MMF+Mep combination had the highest inhibition effect.

As a result, the immunosuppressive agents used after the kidney
transplantation to prevent graft rejection differs from patient to patient
and these differences can be obtained before by the MLC assay as done in
our study, and we concluded that by the application of the most
appropriate immunosuppressive agent to the patient, the risk of probable
rejection can be decreased.
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