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1.0ZET
Bu c¢alismada Kronik Bobrek yetmezligi (KBY) olan hastalarda bobrek

transplantasyonu oncesi ve sonrasi Toll-benzeri reseptorlerin ve Fc-y reseptorlerinin
transplantasyon Oncesi sonrast immiin hiicrelerde yiizey ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi ve bu yiizey belirteclerinin, immiinolojik reddin hiicresel diizeyde erken

saptanabilmesinde kullanilip kullanilamayacaginin incelenmesi amag¢lanmustir.

Kirkbir KBY hastasinin nakil oncesi ve nakil sonrast monosit(CD14"), dendritik
hiicre (CD209"), lenfosit(CD45'CD14") ve graniilositlerinde, Fc-yRI, Rlla ve b;RIII
ve Toll benzeri reseptérlerden TLR2 ve TLR4 ekspresyonlar1 incelendi. Ek olarak
aktivasyon belirteclerinden, CD80, CD86 ve HLA-DR de adi gecgen hiicre
populasyonlarinda degerlendirildi.

Monosit ve graniilosit populasyonlarinda, nakil sonrasinda FcyRIII ekpresyonlarinin
anlaml diizeyde azaldigi, monosit populasyonunda ise FcyRI ekpresyonunda anlamli
bir artis oldugu belirlenmistir. Tiim diger Fc reseptorlerde, TLR’lerde de oran ve
ortalama fluoresan yogunlugu (MFI) olarak azalma olmasina ragmen bu fark
anlamhilik seviyesine ulasmamistir. Kostimiilatér molekiillerin ekspresyonlari
karsilastirildiginda CD86 ekpresyonunda bir degisim saptanmazken, CD80
ekpresyonunun nakil sonrasi anlamh diizeyde azaldig1 belirlenmistir. (p<0.05). HLA-
DR ekspresyonunun incelemesinde, lenfosit populasyonu tlizerinde nakil sonrasinda

iki katina yakin bir artig saptanmaistir.

Bu calismada tiim hiicre gruplarinda azalma gosteren FcyR III ve lenfosit
populasyonunda artan HLA-DR red takibi konusunda umut verici gostergeler

olabilir.

Anahtar Kelimeler: Fc-y Reseptorler, allograft reddi, TLR, HLA-DR



2. SUMMARY

The Role of FcyRs, TLR2 and TLR4 Associated Immune Response in Chronic

Renal Failure

The most effective treatment of patients with Chronic renal failure (CRF) is
organ transplantation. Success of organ transplantation depends on the
immunological compatibility between donor and host. However, limited number of
pre-transplantation tests are obviously not enough for the prediction of uncoming
rejection reactions. In this study, we assessed molecular expression features of all
white blood cells by using a broad panel including Fc receptors and Toll Like
Receptors in patients with CRF at pre and post transplantation states.

When we compared FcyRIII and TLRs expressions on monocytes, we
determined that after transplantation FcyRIII (CD16) expression was significantly
decreased (p<0,01). When we assessed the mean fluorescence intensity of molecules
on cell membrans of monocytes, the mean fluorescence intensity of FcRIII (CD16)
had a significant decrease in all patients after transplantation (p<0,05). In
comparison of costimulator molecules, a decreased expression for CD80 has been
found after transplantation (p<0,01). Although no percentage change has been found
of CD86, a decreased in the mean fluorescence intensityof CD86 has been shown in
post transplant patients (p<0,05).

When we assessed FcyRs, TLR2 and TLR4 expressions on granulocytes, no
signiticant changes has been found. Tendency of decreasing of mean fluorescence
intensity of CD16 has also been found on granulocytes (p<0,05). We also detected
that CD64 and TLR4 has decreased after transplantation (p<0,05).

Analysis of lymphocyte showed that a significant decrease in CD8+CD28- cell
populations after transplantation ( 11,3%=+6,8 , 7,2%=+-6,4; p<0,01).Additionally, that
HLA-DR expression on B cells was increased has been found.

We conclude that decrease expression of CD16 on all white blood cells and
increased expression of HLA-DR might use in transplantation monitoring. However,
longutidunal studies including clinical data from patients under long term follow-ups

are needed.

Key Words: Fc-y receptors, allograft rejection, TLRs, HLA-DR



3. GIRIS ve AMAC

Organ yetmezligi olan hastalarda en etkili edavi yontemi organ naklidir. Organ

Transplantasyonlarinda karsilagilan en biiyilik problem organ reddidir. (2,27, 21)

Immiin sistemin hiimoral ve hiicresel kollar1 organ reddinden sorumludur. Organ
reddinden sorumlu temel molekiil alici ve vericinin immiin ve immiin olmayan
hiicrelerinde taginan Major Histokompatibilite Kompleksi (MHK) dir. MHK’in tam
uyumlu oldugu nakillerde bile organ reddi olmasi, hiicresel mekanizmalarin ve
onceden varolan anti-MHK antikorlarinin disinda da farkli mekanizmalarin organ

reddinde rolleri oynayabilecegini diisiindiirmektedir.(2)

Tanima ve toleransta adaptif immiin sistemin rolii oldugu kadar dogal immiin
sistemin de rolii oldugu dogal immiin sistem reseptdrlerinden olan Toll-Benzeri
Reseptorlerin kesfi ile diisiiniilmeye baglanmistir.(27) TLR’lerin ilk zamanlarda
immiin sistemin dogal immiin yanitinda rolleri oldugu diisiiniilmiistiir fakat yapilan
calismalarla dogal immiin yanittaki rollerinin adaptif immiin yaniti da etkiledi
goriilmiis ve bu da TLR’lerin transplatta ¢alisilmasi i¢in ilging kilan bir yaklasim
olmustur. Daha sonralart PAMP’larin( Patojenle iligkili molekiiler Patern ) yani sira
memeli endojen ligandlar1 ile de TLR aktivasyonu oldugu gozlenmis ve bdylece
iskemi reperfiizyon kaynakli organ hasarinda veya sonradan ortaya ¢ikabilen yama

reddinde rol alabilecekleri diistiniilmiistiir. (2, 27, 28)

FcyR’leri hematopoietik sistem hiicrelerince yaygin olarak eksprese edilen
IgG’ler icin hiicresel reseptorlerdir. Dogal immiin sistemin bir¢ok efektor hiicresince
eksprese edildigi saptanmistir. FcR’ler B hiicre cevabi ve hiimoral yanit i¢in kontrol
noktas1 olma, adaptif immiin sistemi dilizenlenmesi, antikorla kaph
mikroorganizmalarin ve soluble proteinlerin endositoz ve fagositozu, ADCC’deki (
Antikor bagimli hiicresel sitotoksite) rolii gibi birgcok immiinolojik siirecte gorev
yapar.( 13, 14, 15 ) FcR’lerin otoimmiinite, tolerans ve kismen tiimdr ile iliskisini
arastiran birgok calisma mevcuttur. (14,15) Fakat organ transplantasyonu ile ilgili
calismalar mevcut degildir, FcR’ler de tipki TLR’ler gibi dogal ve adaptif immiin
sistemin c¢apraz konusmasini saglayan molekiillerdendir. Bu baglamda FcR’lerin

doku reddinde ya da kabiiliindeki durumlar1 arastirmaya deger bir konu olarak



goziikkmektedir.

Bu c¢alismada Kronik Bobrek yetmezligi olan hastalarda bobrek
transplantasyonu Oncesi ve sonrasi Toll-benzeri reseptorlerin ve Fc-y reseptdrlerinin
transplantasyon Oncesi sonrast immiin hiicrelerde yiizey ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi ve bu yiizey belirteglerinin, immiinolojik reddin hiicresel diizeyde erken
saptanabilmesinde kullanilip kullanilamayacaginin incelenmesi amag edinilmistir. Bu
amagla; Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin  lenfosit, monosit ve
graniilositlerinin hiicre yiizey molekiillerinin ekspresyon ozellikleri, Fc reseptorler
ve Toll benzeri reseptorleri de igceren genis bir panel ile nakil 6ncesi ve sonrasi

karsilastirmali olarak incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Transplantasyonun Kisa Tarihgesi

[lk deri transplantasyon denemelerinin M.O 700’de Hindistanda ve M.S.
1400’lerde Italya’da allojeneik deri transplantasyonlar1 yapildigina dair yazil bilgiler
bulunmaktadir. 1800°lerde Avrupa’da yaygin deri transplatasyonu denemeleri oldugu
yazili belgelere dayamilarak bilinmektedir. Ingiltere’de John Hunter adli bir dis
hekimi dis transplantasyonu gerceklestirmig, fakat bu girisim sonucunda diseti
hastalilarinin ~  aktarilabileceginin ~ gosterilmesinin ~ Otesinde  bir  fayda

saglamamigtir.(41)

Transplantasyon konusunda deneyimin artmasi 1900’lerde Karl Landsteiner’in
kan gurubu antijenleri ve antikorlarini tanimlamasi (Nobel Odiild, 1930) ile miimkiin
olmustur. Ancak asil gelisme 2. diinya savaginin sonlarina rastlamaktadir. Allo ya da
oto kavramlarinin olusturulmadigi o donemde yapilan allojeneik deri transplantlar
tamamen basarisizlikla sonu¢lanmistir. Bu denemelerin en biiylik faydasi ise neden
farkli bireyler arasinda deri ya da organ degisimi yapildiginda viicut olimciil
reaksiyonlar olusturuyor sorusunu ciddiyetle ortaya getirmis olmasi ve bu yonde
arastirmalar1 baslatmasi olmustur. Fare calismalari sonucunda®’red’’ olayinda belli
bir genetik bolgenin ozellikle sorumlu oldugu bilgisine ulasilmistir.(41) Identik
ikizlerde ilk basarili bdbrek transplantasyonu ise 1954 yilinda Joseph Murray
(Boston) tarafinda gerceklestirilmistir (Nobel Odiilii, 1990,(41).

[k basarilh bdbrek transplantasyonunun ardindan diger solid organ
transplantlarida hizla birbirini takip etmis ve immiin yanit1 baskilayan ilaglarin kesfi

transplantasyon ile tedavinin hizla ve basari ile ilerlemesine yol agmustir.(41)

4.2. Transplantasyon ve Immiinolojik Red

Doku transplantinin ~ gelismesiyle birlikte, genetik olarak farkli bireylerden
olusan bir toplumda bireylerin diger bireylerden nakledilen dokulari reddettigi ortaya
cikmigtir.Yapilan calismalar, 6zgiillik ve bellek 6zelligi gosterdigi ve lenfositler
aracilik ettigi i¢in, doku reddinin immiinolojik bir olay oldugunu ortaya koymustur.

2,21)



Transplantasyon immiinolojisi hakkinda bilgilerin ¢ogu fare gibi hayvan
caligmalarindan elde edilir. Ayn1 ve farkli es soylar arasinda yapilan transplantlarda,
es soy lyeleri arasinda aktarilan doku yamalarinin kabul edildigi, farkli soylardan
aktarilan yamalarin ise reddedildigi gdosterilmistir(2,21). Daha sonralar1 doku
reddinin, irlinleri tim dokularda eksprese olan es baskin genler tarafindan

belirlendigi bulunmustur (2,21).

Birbiri ile 6zdes (identik) olan bireyler ve bunlar arasinda degistirilen doku
yamalar1 sinjeneik; ayni tlirden olup bu tiirdeki diger bireylere aktarilan doku
yamalar1 allojenik ve farkli tiirden bireyler arasi nakledilen yamalar ise zenojenik

olarak adlandirilir.(2)

Doku reddinde hedef olan antijenler de benzer sekilde ayni tiir, farkli bireyden
kaynaklaniyorsa  alloantijen, farkli tlirler arast1 nakledilen yamalardan

kaynaklaniyorsa zenoantijen olarak adlandirilir. (2)

Organ nakillerinin en biiyiilk problemi olan red, immiin sistem tarafindan
gergeklestirilir ve reddin ana belirleyicileri Major Histokompatibilite Kompleks
(MHK) molekiilleridir. MHK proteinleri yama reddinde temel antijenler olmalarina

ragmen, diger polimorfik proteinler de yama reddinde rol oynuyor olabilir.

T hiicreleri tarafindan taninan allograftlarin antijenleri, T hiicrelerinin tanimak
tizere secildigi, peptidle yiikli 6z MHK molekiillerine benzer allojenik MHK
molekiilleridir. Doku antijenleri ya alict T hiicrelerine dogrudan sunulur ya da

konagin ASH tarafindan alinarak sunulur.(2)
Dokular pek ¢ok farkli mekanizma ile reddedilebilir.(2)

1- Hiperakut Red (Antikorlar ile tanima)

Hiperakut Red; Nakilden sonra dakikalar icersinde olusur. Onceden olusmus
antikorlar, endotel hasarina ve yamadaki kan damarlarinda tromboza neden olur.

ABO uyumsuzlugu veya anti-HLA antikor varliginda gézlenir. (2)

2- Hizlandirilmis Red: Duyarlilasmis T hiicreleri ile tanima. Aymi vericiden

2.transplant sonrasinda gorulebilir.

3- Akut Red : Transplantasyondan sonra giinler veya haftalar icersinde olusur ve

erken yama basarisizliginin baslica nedenidir. Yama endotel hiicreler ve parankimal



hiicrelere tizerindeki alloantijenlerine reaktif T hiicreleri bu hiicre tiplerinde hasara

yol acar. Endotel enflamasyonu “’endotelit’’ gelisir.( 2,21)

4- Kronik Red: Aylar veya yillar icersinde olusan ve nakledilen dokunun ilerleyici

islev bozukluguna neden olan, yama hasarinin sessiz bir seklidir. Vaskiiler endotel ve
diiz kas hiicrelerinin ve doku fibroblastlarinin gelisimini uyaran sitokinleri iireten T

hiicreleri tarafindan gergeklestirilir ve sitokinler liimende tikanmaya sebep olur.(2).

4.3 Dogal Immiin Sistem ve Patern Tanima

Dogal immiinite terimi, immiinitenin 6zgil olmayan savunma sistemlerini
kapsayan bir terim olarak kullanilir. Dogal bagisiklik sadece erken savunma sistemi
Ozelligine sahip olmayip, ayrica edinsel bagisiklik devreye girmeden Once bir¢ok
enfeksiyonu kontrol altina alarak yok edebildigi anlasilmistir(2). Dogal Immiinitenin
mikroplarin girmesini engelleyen ilk savunma hattini, epitelyum, epitelde bulunan
Ozellesmis hiicreler ile dogal antibiyotikler olusturur(2). Mikroplar epiteli deler ve
dolasima ya da dokulara girerlerse fagositler, dogal Oldiiriicii hiicreler denen
Ozellesmis lenfositler ve kompleman sisteminin proteinlerini de igeren bazi plazma
proteinleri tarafindan saldiriya ugrar(2). Dogal Bagisikligin tiim yap1 taslari ¢ok

cesitli bakteri, viriis ve mantarlar1 tanima 6zelligine sahiptir (2,5).

Dogal immiin sistem patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1
taniyabilmekte ve savunmay1 baslatabilmektedir. Patojenler {izerinde bu evrimsel
olarak korunmus molekiiler yapilar ‘Patojenle iligkili molekiiler patern’ (PAMP)
olarak adlandirilir. Dogal immiin sistem hiicreleri {izerinde bunlar1 taniyan
reseptorlere de “Patojen Tanima Reseptorleri (PRR)” adi verilmektedir. Birgok PRR
vardir en iyi karakterize edilen grubu TLR (Toll-benzeri reseptorler)’ dir (2,4,5).

4.3.1 Toll Benzeri Reseptorler

TLR Ilk kez Drosophila tiiriinde, embriyonal gelisim basamaklarinda rol aldig
bilinen bir reseptor olarak tanimlanan ve daha sonra mutant olan sineklerde fungal
enfeksiyonlara yatkinlik olustugu fark edilerek, immiin sistem cevabinda onemli
fonksiyonu oldugu diisiiniilen bu reseptére almanca ‘’miithis, harika’> anlamina

gelen “Toll Reseptorleri” adi verilmistir. 1997 yilinda insan homologu



tariflenmistir(4,5,6). TLR, karakteristik olarak ekstraseliiler 16sinden zengin tekrar
bolgeleri (LRR) ve intraseliiler toll/interlokin (IL)-1 reseptér (TIR) domainlerinden
olusur. (Sekil 1) (4). TLR, mikrobial ligandlar ile etkilesimi sonucu bir dizi sinyal
yolag1 aktiflenir. TLR’lerin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan bu hiicre i¢i sinyaller,
NF-kB (Nukleer faktor kB) ve AP-1, IRF3 gibi niikleer transkripsiyon faktorlerini
aktive eder ve boylece pro-inflamatuar sitokin genleri ve tip I IFN genlerinin
ekspresyonu uyarilir (5). Uyarilan Dogal immiin sistem hiicrelerinin salgiladigi
sitokinler adaptif immiin sistem hiicrelerini uyararak dolayli olarak immiin yaniti
adaptif immiin sisteme tasir(5). Bunun sonucu inflamatuar ve antimikrobial cevap

olusur(5).

TLR’lerin 11 {iyesi vardir; Bunlarin arasinda en ¢ok calisilani; TLR4; CD14 ve MD2
ile reseptor kompleksi olusturur ve gram negatif bakterilerdeki LPS yapisini tanir.
TLR1, TLR2 ve TLR6; bakteriyel peptidoglikan, lipoprotein ve lipid yapisini tanir.
TLRS; flagellin yapisin1 tanir. TLR3; ds-RNA ve TLR9 metillenmemis CpG
motifini, TLR7 ise ssSRNA’y1 tanir. (Tablo I) Mikrobial kaynakli ligandlarin yanisira
TLR’ler HSP, siirfaktan protein A, hyaluronan, HMGBI1 ( high mobility group 1
protein ), kromatin- IgG kompleks, fibrinojen, heparan gibi endojen ligandlar1 da

tanir.(1)

f
|

= |
| TIR dormain
Box 3

Sekil 1. TLR’lerin yapisal 6zellikler. Ekstraselliilar 16sinden zengin tekrar bolgeleri (LRR)
ve intrasellular sinyal ileten TIR domaininden olusur. Nat. Rew. Immunol. 2004 yazidan adapte
edilmistir.




Tablo I. TLR’ler ve Tamdiklar1 Patojenik Yapilar. Nat. Rew. Immunol. 2004 yazidan adapte
edilmistir.( N.D : Tanimlanamad.)

Reseptor

TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLRS

TLR6

TLR7

TLR8

TLRY
TLR10

TLR11

Ligand

Lipopeptidler
Coziinebilir Faktorler

Lipoprotein/Lipopeptid
Peptidoglikan
Lipoteikoik Asid
Lipoarabinomannan
Fenol-Soluble Modulin
Glikolipid

Porinler

Zymozan

Ist Soku Proteini 70

Cift-Sarmal RNA

Lipopolisakkarid
Taxol

Fusiyon Proteini

Is1 Soku Proteini 60
Is1 Soku Proteini 70

Hyalunorik asid oligosakkaritleri

Liganda Sahip
Patojen
Bakteriler
Neisseria Menengitis

Birgok Patojenler
Gram(+)Bakteriler
Gram(+)Bakteriler

Mikobakteriler
Stafilokokkus Epidermitis
Treponema Maltofilum
Neisseria
Fungi
Konak

Virusler

Gram-Negatif Bakteriler
Bitkiler
Respiratory Synsityal Virus
Chlamidia Pneumoniae
Konak
Konak

Heparin Sulfat Polisakkarit fragmentleri ~ Konak

Fibrinojen
Flagellin
Diasillipopeptid
Lipoteikoik-asid
Zymosan
Iminodozokuolin
Laxoribin
Broprimin

Tek Sarmal RNA

Imidazoquinolin
Tek-Sarmal RNA

Cp-G DNA
N.D

N.D
Profilin-benzeri molekiil

Konak
Bakteriler
Mikoplazma

Gram(+)Bakteriler
Fungi

Sentetik Komponentler

Sentetik Komponentler

Sentetik Komponentler

Virusler

Sentetik Komponentler
Viriisler

Bakteri ve Virusler
N.D

Uropatojenik Bakteriler
Toxoplazma Gondii




4.3.2 TLR’ler ve Hiicresel Ekspresyonlari

TLR’ler ¢esitli immiin hiicreler ve non-immiin hiicrelerde; Monosit, Makrofaj,
Dendritik hiicre (DH), B hiicreleri, spesifik tip T hiicreleri(NK h.), Fibroblast,
Epitelial hiicreler gibi bir¢ok hiicrede eksprese edilirler (23). TLR ekspresyonu
statik degildir. Patojen cevabina kars1 bircok sitokin ve ¢evresel etmenler ile birlikte

modiile edilir. Ekstrasellular veya intrasellular olarak olarak eksprese edilirler (20).

TLR 1, 2, 4, 5 ve 6 yalniz hiicre ylizeyinde eksprese edilirken, TLR 3, 7, 8 ve 9

intasellular kompartimanlar; endozom / lizozom membraninda eksprese edilir(20).

Adaptif immiin sistem hiicrelerinden T hiicrelerinde TLR ekspresyonlari
incelendiginde, qPCR ile TLR1-10 mRNA ekspresyonunun diisiik oldugu saptanmus,
akim sitometri ile yapilan ¢alismalarda ise TLR 2, 3, 4, 5 ve 9’un T hiicrelerinde
intrasellular olarak eksprese edildigi, TLR5’in ise hiicre yiizeyinde eksprese edildigi

saptanmistir(19).

Bir¢ok ¢aligmada T hiicre alt gruplarinin TLR’leri farkli olarak eksprese ettigi
gbzlenmistir(19). CD25 yiikksek CD4+ insan regiilator T hiicrelerinde TLRS
ekpresyonu gozlenmesine karsin, CD4+CD25- naive Treg’lerde ve CD4+CD25+
Treg’lerde TLRS5 ylizey ekspresyonu ve intrasellular TLRS protein ekpresyonu
gozlenmistir( 30, 31). y0T hiicre gurubunda da yiiksek diizeyde TLR3m RNA
ekpresyonu saptanmistir(32).

Farkl1 bir calisma grubu da CD45RO+ hafiza T hiicrelerinde TLR2 ekpresyonun ve
CD28-CD4+T hiicrelerinde ise TLR4 ekpresyonunun anlamli derecede oldugunu
saptamig(33, 34). Calismalarda THR wuyarimi ile farkli T hiicrelerinde farkli
TLR’lerin ekprese oldugu fakat molekiiler mekanizmalarinin tam olarak bilinmedigi
halen arastirma konusu oldugu bildirilmektedir(19). THR ilintili TLR ekpresyonunun
intrasellular TLR’lerin yiizeye ¢ikmasini saglayan translokasyonu mu uyardigi yoksa
membran TLR’lerin de-novo sentezini mi uyardigi tam olarak bilinmemektedir (19,

32, 35).

B hiicreleri i¢in ise antijen ve PAMP arasindaki iligski direkt olarak kurulur; B
hiicre reseptdrii antijeni tek basina tanir veya TLR ve B hiicre reseptorii birlikte

etkilesime girerek antijeni tanir (5). B hiicrelerinin antijeni tanimast THR ve CD3
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kompleman reseptorleri esliginde gergeklesir. Boylece etkin ASH lere doniismiis
olurlar, aktive B lenfositler hiicre dongiisiine (mitoz) girer ve antijene 6zgiil klonlarin
artist ile sonuglanan B lenfosit ¢ogalmasi gerceklesir. Hiicreler daha fazla IgM
sentezlemeye ve bu IgM’in bir kismin1 salgilamaya baslar(2, 36). Antijenin uyardig:
B lenfositleri IgM antikoru salgilayan hiicrelere veya CD40L ve IFNy veya IL-4 gibi
cesitli sitokinlerin etkisi ile degisik Ig agir zincir izotipleri {ireten hiicrelere
farklilasir. Caligmalarda naif B hiicrelerinde TLR ekspresyonu saptanmamaistir, fakat
BHR uyarimi sonrasinda TLR ekpresyonu oldugu gézlenmistir (36, 37). Farkli bir
calisma gurubu da farkli B hiicre altgruplar1 arasinda farkli TLR ekpresyonlari
oldugunu saptamustir. Orn; Marjinal zone B hiicrelerinin folikiiler mature B

hiicrelerine oranla daha fazla TLR ekprese ettigi gézlenmistir(36).

Dogal Immiin sistem hiicreleri ise TLR’ler ve mikroorganizmalarin farkli yapisal
Ozelliklerini de algilayan reseptorler (mannoz reseptorleri, ¢Opgii reseptorler)
araciligr ile fagositik oOzelliklerini goOstermesinin yaninda sitokin reseptorleri,
kompleman reseptorleri ve antikorlar icinde reseptorler tasir, bu yapilari tasiyan
mikrooganizmalar, fagositik hiicreler tarafindan daha gii¢lii bir bi¢cimde taninir.
Fagositoz ile hiicre i¢ine alinan patojen fagosite edilip yokedilir veya fagosite dilip

MHK varliginda ASH ile T lenfositlere sunulur (2).

Direkt olarak uyarilan dogal immiin sistem hiicrelerinin salgiladig sitokinler, dolayl
olarak adaptif immiin sistem hiicrelerini uyararak adaptif immiin yanitin
sekillenmesini saglar. Boylece dogal immiin yanit adaptif immiin sisteme taginmis

olur.

Patern tanima reseptorleri, adaptif immiin yanitlarin direkt olarak uyariminda
Dendritik hiicre’ler iizerinden de gorev yapar. DH’ler PRR’ler ile antijeni tantyip
fagosite eder ve antijenik peptitlerine ayrigtirirlar. ASH haline gelen DH’ler antijenik
peptitleri MHK smif I veya MHK sinif II aracili olarak ve kostimiilator molekiiller
esliginde lenf diiglimlerinde lenfositlere sunarlar ve T lenfosit aktivasyonu
gerceklesir(2, 20). ASH’ler DH smurli kalmayip makrofajlar ve B lenfositleride

antijen sunmakla gorevli hiicrelerdendir(2).

Dogal bagisikligin Patern tanima kolunun adaptif immiinitenin yiirlitiilmesinde ve

sekillenmesinde merkezi rolii oldugu bilinmekle birlikte fakat allograft reddinde bir
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islevi olup olmadigi bilinmemektedir. Geleneksel olarak kabul goéren, dogal
bagisikligin patojenlerce gosterilen ancak Okaryotik ve c¢ok hiicreli konaklar
tarafindan eksprese edilmeyen yalnizca patojenler tarafindan tasinan yapilarin
taninmasinda etkin oldugudur. Bu nedenle sanki dogal bagisiklik sistem elementleri
memeli dokularini tanimamaktadir. Ancak artan sayida ¢alismalar dogal bagisikligin

allojenik ve Ksenojenik hiicrelerin taninmasinda da gorevi oldugunu gostermektedir.

4.3.4 TLR ve immiinolojik Redde Rolleri

Organ transplantinda istenen durum yamanin uzun siireli sag kalimidir.
Transplant Oncesi kan grubu ve genetik uygunluk test edilse de yeni gelistirilen
bircok immiinsupresan olsa da nakil sonrasi red yine de goriilmektedir (27).
Transplantasyonda, tanima ve toleransta adaptif immiin sistemin rolii oldugu gibi
dogal immiin sistemin de rolii olabilecegini dogal immiin sistem reseptorlerinden
olan Toll-Benzeri Reseptorlerin kesfi ile diisiiniilmeye baslamistir (27). TLR’lerin
transplanttaki Onemi iizerinde bir¢ok calisma yapilmis, almman sonuglardan

transplantta onemli rolii olabilecegini Ongoriilmiistiir.(27)

Ornegin; Farelerde kalp naklinde akut ve kronik red durumunda TLR4 mRNA
diizeylerine bakilmis ve artma gozlenmistir. Bu veri ile kalp nakli olan alicilarda
TLR4’iin kronik red ile ilintili olabilecegi diisiiniilmektedir (7). TLR4, TLR2 veya
MyD88 ( TLR sinyal iletiminde rol alan adaptdr proteinlerden) eksikliginde farelerde
deri nakli sonrasinda doku reddi durumu calisilmig ve TLR2 ve TLR4 eksikliginin
doku reddinde islevi oldugunu diisiindiirecek veriler elde edilmistir (8). Karaciger
nakli sonras1 akut red goriilen bireylerde periferik kan monositlerinde TLR2 ve
TLR4 ekspresyonu incelendiginde, artan miktarda TLR2 ve TLR4 ekspresyonunun
gozlenmesi, TLR’lerin en azindan birkacinin akut redde rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (9). Farkli bir calismda TLR4’{in polimorfik varyantlarinin
ateroskleroz gelisimine katkida bulunarak renal transplant komplikasyonlarina yol

acabilecegi bildirmistir (10).

Elbette TLR’lerin polimorfik varyantlar1 ve degisen ekspresyon paternleri

kadar transplant sonrasi verici dokuda bulunan ligandlar1 da transplant reddinde rol
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oynayabilir. Bu ligandlardan HSP, hyaluronan, fibronektinin transplant reddinde rol

oynadiklar1 gosterilmistir (1, 11, 12).

4.4 immiinglobulin Reseptorleri: Fc Reseptorler

Fc reseptorleri (FcR); Immiinglobiilinler igin yiizey reseptorlerdir, yaklasik 40 yil
once tanimlanmig olmasina ragmen immiin cevaptaki merkezi gorevleri son 10 yildir
taninmaya baslanmistir (13).

FcR’ler, Immiinoglobiilin agir zincir dizilimlerindeki farkliliklara (izotiplere) gore
tanimlanir. Bes farkli ¢esit immiinglobulin reseptorii vardir. Bunlardan FcaR IgA’ya,
FceR IgE’ye, FcuR IgM’e, FcoR IgD’ye ve FcyR IgG’ye baglanir.(2)

FcyR’ler 1. kromozomun uzun kolunda yerlesen sekiz gen ile kodlanirlar ve ii¢

gruba ayrilir;(15)
FcyR 1 (CD64) ; FcyR IA, 1B, IC {i¢ geni kapsar, dort farkli transkript olusturur;
FcyRa, FeyR bl, FeyR b2, FeyR c,

FcyRII (CD32) ; Ug geni kapsar, FcyRIIA, IIB ve IIC, altt mRNA transkripti

olusturur.

FcyRIII (CD16) ; iki geni igerir, FcyRIIIA ve I1IB, iki farkli transkript olusturur.

FcyR’leri hematopoietik sistemde yaygin olarak eksprese edilirler; T hiicrelerince
eksprese edilip edilmedikleri tam olarak bilinmemektedir. Bir¢ok insan ve fare Fc

reseptori, Ig siiper ailesi iiyesidir. Lektin ailesi liyesi olan FcR’ler de vardir.

Fc reseptorleri (FcR), membran proteini veya mRNA diizeyinde alternatif baglantilar

ile ¢Oziliniir proteinler halinde bulunabilirler.

Dogal immiin sistem efektor hiicreleri; monosit, makrofaj, Dendritik hiicre (DH),
bazofil ve mast hiicreleri, aktivatoér ve inhibitor FcyR’lerini birlikte eksprese eder,
NK hiicreleri yalniz aktivatdr FcyRIII, B hiicreleri ise yalniz inhibitér FcyRIIB’ yi
eksprese ederler(Tablo II). Folikiiler dendritik hiicreler (FDH), endotel hiicreleri,
microglia hiicreleri, osteklastlar, mesengial hiicreler de Fc reseptor eksprese ederler

(Tablo II).

Inhibitér FeyRIIB ( CD32b) fare ve insanda korunmus tek inhibitdr reseptordiir.
Sitoplazmik bolgede sinyal ileten ITIM motifi igerir. NK ve T hiicreleri disinda tiim
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l6kositlerde eksprese edilen iki formu vardir; FcyRIIB—1 ve FcyRIIB-2. B1 yalniz B
hiicrelerinde eksprese edilirken B2 diger tiim hiicrelerde eksprese edilerek endositoz

ve fagositozda etkilidir (16).

FcyRIIB disinda diger tiim aktivator FcyR’leri sitoplazmik domainlerinde ITAM
molekiilii igerir. FcyRIIIB sadece notrofillerde eksprese edilir ve plazma membranina

GPI (glikozil fosfotidil inozitol) ile sikica baglanmis durumda bulunur. (16)

FeyRlIa
. FeyRIla FeyRIlla FeyRIlb
\ y-zinciri ﬁ
y | y-zinciri _T:T -
a-zinciri :::3:::1:_’ - —. ::‘:::1_____‘

pt
pt

e
ITAM
ITIM

ITAM
aamn
ITAM

FL‘RT Fi:R'y

Sekil 2. Aktivator ve inhibitor FcyR yapilari. Human Immunology 2006 kaynagindan adapte
edilmigtir.
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Tabloll: FcR’leri ve hiicresel ekspresyonlari.

Human Immunology 2006 kaynagindan adapte edilmigtir.

Fc Reseptorleri Hiicresel Ekspresyonlar:
FcyR Ia (CD64) Monosit, Makrofaj, Nétrofil, Eozinofil, DH
FcyR Ia(CD32a) Makrofaj, Notrofil, Eozinofil, Platelet, DH, LH
FcyR IIb(CD32b) IIb1: B hiicreleri, IIb2: Mast Hiicreleri,

Bazofil, DH LH, monosit, makrofaj,

notrofil, eozinofil

FceyRIIIa(CD16a) Monosit, Makrofaj, Notrofil, Eozinofil, Mast H,
NK H, DH, LH, v/6 T h.

FeyRIIIb(CD16b) Noétrofil, Eozinofil

FCyRIV Myeloid Hiicreler

FcaRI (CD89) Makrofaj, Notrofil, Eozinofil
FceRI Mast h, Eozinofil, Bazofil, DH,LH
FceRII (CD23) Trombositler

4.4.1 Immiinoglobiilin Reseptorlerinin Immiin Yanitta Rolii

Notrofil ve makrofajlar gibi fagositik hiicreler {izerinde eksprese edilen FcR ’ler
(FyRI, FcyRIla, FceRI) antikorlarla kapli mikroroganizmlarin opsonizasyon ve
fagositozunda etkilidir (2). NK hiicrelerinde ekprese edilen FcR’ler (FcyRIIIA)

Antikora bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) mekanizmalarinda gorev alir (2).
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FcR’ler adaptif immiin sistemi diizenlerler; B hiicre cevabi ve hiimoral yanit i¢in
kontrol noktast durumundadirlar. FcyRIIB inhibitor sinyal o6zellikleri ile B hiicre
olusumunun son safhasinda, otoreaktif B hiicrelerinin ¢ogalmasini ve bunlarin
plazma hiicrelerine doniisiimiinii engeller. Dendritik hiicre yiizeyinde eksprese edilen
inhibitdr FcyR reseptorii (FcyR 1IB) ile T hiicrelerine antijen sunumu ve hiicresel
immiin sistem aktivasyonu diizenlenir (13). Inhibitér FcyR IIB eksik fareler ile
yapilan ¢aligmalarda in vivo ve in vitro kosullarda antijene 6zgiil T hiicre cevabinda
artma gozlenmis olmasi, Fc reseptorlerin T hiicre diizenlenmesinde de gorevleri
oldugunu disiindiirmektedir (14). B hiicre gelisimi boyunca otoreaktif antikor
olusumunu 6nlemek i¢in reseptdr diizenlenmesi, klonal delesyon ve anerji olusumu
gibi bircok santral ve periferal denetim noktasinin varligi bilinmektedir. Diisiik
afiniteli FcyRIIB hiicre maturasyonunun son agamasinda fonksiyon gosterir. IgG
class-switch agsamasindan sonra otoreaktif B hiicre olusumunu ve bunlarin antikor

sekrete eden plazma hiicrelerine doniisiimiinii 6nler (16).

Balb-c fare grubunda, C57Bl/6 fare gurubuna gore B hiicre maturasyon asamasinin
reseptor diizenlenmesi daha etkin, Fcy-R eksikliginde Balb-c farelerde otoimmiin
hastaliklar goriilmedigi ama, C57BI/6 fare gurubunda fetal lupus benzeri hastaliklar
goriildigl saptanmustir (13).

Dendritik hiicreler antijen sunan hiicreler olmakla beraber, periferal T hiicre
toleransi siiresince aktif olarak islev goriirler. Aktivatdr ve inhibitér FcyR’leri DH
aktivasyonunu ve hiicresel immiin sistemi regiile edilmesinde rol alirlar (13). DH
ylizeyinde inhibitér FcyRIIB ile alinan IC’ ler tekrar hiicre yilizeyine tasinarak B
hiicrelerine sunulurken, aktivatdr FcyR ile alinan IC lizozomal kompartimanda
proteolitik enzimlerce islenir ve antijenik peptitler MHC yolu ile sitotoksik ve
yardimct T hiicrelerine sunulur. DH aktivasyonun diizenlenmesi yaninda, FcyRIIB
hiicresel immiin sistemde periferal toleransin diizenlenmesinde rol alir (18).
Arastirmacilar, DH’deki FcyRIIB bloke edilmesinin immiinterapide anti-timor
cevabini arttirabilecegi ve bunun da yeni bir tedavi yaklagimi olabilecegi
goriisiindeler(17). FcR’lerin hastaliklarla ilgisini aragtiran calismalar yukarida da
siralandig1 gibi daha ¢ok otoimmiinite, tolerans ve kismen tiimor ile iliskilidir.
FcR’lerin organ nakillerindeki durumlan ile ilgili ¢aligmalar mevcut degildir.

FcR’ler de tipk1 TLR’ler gibi dogal ve adaptif immiin sistemin ¢apraz konusmasini
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saglayan molekiillerdendir, bu baglamda FcR’lerin doku reddinde ya da kabiiliindeki

durumlar1 aragtirmaya deger bir konu olarak goziikmektedir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1.Hasta Secimi

Hastalar, Memorial Hastanesi Organ Nakli bolimiiniin destegi ile saglanmistir.
Kronik Bobrek Yetmezligi olan (KBY) hastalarin nakil 6ncesi Doku Grubu Testi,
Lenfosit cross-match PRA testleri yapildiktan sonra, hastalara onay formu
imzalatilarak 4 ml EDTA’li ve 3 ml kuru kan alinmigtir. Calismaya 41 hasta
katilmistir. Ayni hastalardan organ naklini takiben 7.giin tekrar aym 6zelliklerde kan

alimmisg ve ¢alisilmistir.

5.2 Lizat ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicre ve Polimorfoniikleer Lokosit

izolasyonu

Periferik kan beyaz kan hiicreleri (PKMH: Perifik Kan Mononukleer Hiicre) ve
Polimorfoniikleer Lokositler (PNL), EDTA’l1 kandan amonyum bazli lizat solusyonu
(0.155M NH4CL, 0.01M KHCOs3, 0.127M EDTA) kullanilarak elde edilmistir. 4ml
vendz kana 40ml lizat solusyonu ilave edilerek oda 1sisinda 10 dakika bekletilmistir.
1100 rpm’de, oda 1sisinda 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirilarak pellet, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS; 0.005M K,HPO,4, 0.005M
KH,PO4, 0.14M NaCl; pH=7.3) ile oda 1sisinda 1500rpm’de 10 dakika yikanmugtir.

Pelet 1x10° hiicre/ml olacak sekilde PBS ile sulandirilmis ve ylizey isaretleme

testlerinde kullanilmustir.
5.3. TLR ve Fc¢ Reseptor Ekspresyonu Tayini

Izole Beyaz Kan Hiicreleri Tablo III’de belirlenen kombinasyonlarda direk
fluoresan isaretli antikorlarla direkt igaretleme yontemi, fluoresan isaretli olmayan
antikorlarla, indirek isaretme yontemi kullanilarak boyanmustir.

Direkt isaretleme yoOnteminde, 100ul hiicre silispansiyonu iizerine arastirilacak
antikorlar uygun diliisyonda eklenerek oda 1sisinda, 15 dakika karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras: hiicrelere PBS eklenerek oda 1sisinda 1500rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve flow sitometri cihazi (FACScan, Becton&Dickinson

Corp.) ile yiizey molekiil ekspresyonu yiizde olarak saptanmustir (Tablo III). Indirekt
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isaretleme de ise; BKH’leri 6nce fluoresan isaretsiz indirekt antikor ile 2—8 °C ‘de 30
dakika inkube edilmis. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere PBS eklenerek oda 1sisinda
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ikinci antikor olarak direkt fluoresan
isaretli anti-fare antikoru ile boyanmis ve 2-8 °C ‘de 30 dak. inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicrelere PBS eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve “’flow sitometri’’ cihaz1 (FACScan, Becton&Dickinson Corp.)

ile yiizey molekiil ekspresyonu yiizde olarak saptanmistir.

Tablo III. Kullanilan Monoklonal Antikor Kombinasyonlari

1. CDASFITC/CDI4PE 8. CD32aFITC/CD32b/CD14PerCP
2. CD3FITC/HLA-DRPE 9. CD64 FITC/CDI14PERCP

3. CD3 FITC/16+56 PE 10. CD16FITC/CD209PE

4. CDSFITC/CD28PE 11. CD32aFITC/CD32b/CD209PE

5. CD14 PerCP/ CD282 FITC/284PE 12. CD209PE/CD64FITC

6. CD14 PErCP/CD8OFITC/CD86PE 13. CD209PerCP/CD282 FITC/284PE
7. CDI16FITC/CD14PERCP

FcyRlIIa icin CD32aFITC, FeyRIIb i¢in anti-insan, fare CD32b-indirekt ve sekonder
antikor olarak keci anti-fare IgG-PE antikorlar1 kullanilmistir, FcyRI ekpresyonu ise
CD64 FITC mAb kullanilarak belirlenmistir.

TLR2 ekpresyonunu belirlemek icin CD282 FITC mAb, TLR4 ekpersyonu igin
CD284 PE mAb kullanilmigtir.

CD32b mAb ‘u R&D firmasidan, anti-fare [gG mAb’u Beckman Coulter firmasindan
temin edilmistir. Diger tiim mAb’lar BD Pharmingen™  firmasindan temin

edilmistir.

5.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS 14 programui ile yapilmis ve 0.05’ten kiigiik p
degerleri (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Transplant sonras1 ve

Oncesi monosit, graniilosit hiicre populasyonlarindaki FcyR ve TLR ekpresyon
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degerleri ve lenfosit populasyonundaki CD8,CD28, CD3 ve HLA-DR ekpresyon
degerleri parametrik olmayan WILCOXON eslestirilmis Ornek testi ile

degerlendirilmistir.
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6.

BULGULAR

6.1 Transplant Oncesi ve Sonrasi1 Monosit Populasyonunda FcyR’ler ve

TLR’lerin Hiicre Yiizey Molekiil Ekpresyonlar:

Transplant Oncesi ve sonrast monosit populasyonunda FcyR ve
TLRekspresyonlar1 incelenmis ve FcyRIII (CD16) ekpresyonlarinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldig saptanmustir. ( p<0.05) FcyRI ekpresyonunda ise
nakil sonrast anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. ( p<0.05). Aktivatér ve
inhibitér FcyRII (CD32a ve CD32b) ekspresyonlarinda bir degisiklik
saptanmamustir (Sekil 3).

Monositlerde FcR Ekspresyonlari

%85+16
100+ %79+20

%61+32

Ortalama Deger (%)

CD16 CD64
(n:42% (n:41%)
@ Nakil Oncesi B Nakil Sonrasi

Sekil 3. Trasnplant dncesi ve sonrast monosit populasyonunda FcyRIII ve FcyRI
ekpresyonlar1. (Veriler % cinsinden olup; + standart sapmayi, n gruplardaki birey
sayisini gostermektedir). *p<0.01

Monositlerde tiim yiizey molekiillerinin Ortalama Fluoresan Yogunlugunun (OFY)

nakil Oncesi ve sonrast degerleri karsilastirildiginda, CD16 OFY nun nakil sonrasi

diisme egilimi tiim hastalarda gézlemlendi ve fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0.05) (Sekil 4).

Tiim diger Fc reseptorlerde, TLR’lerde de azalma olmasina ragmen bu fark
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anlamlilik seviyesine ulasmadi.(p>0.05)

Monositlerde CD16 OFY

600
= 500 %261+259
<
& 4007
gj 300 %122491
g
8 2007
g 100

o

CcD16 (n:42%)

0O Nakil Oncesi @ Nakil Sonrasi

Sekil 4.Transplant dncesi ve sonrasi hasta monositlerindeki CD16 OFY ortalamalar:
( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmayi, n gruplardaki birey
sayisin1 gostermektedir.)

Monositler ilizerinde transplant oncesi ve sonrast TLR2 (CD282) ve TLR4 (CD28)

ekpresyonlarinda ise anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. ( p>0.05 ) (Tablo III.)

Tablo IV. Transplant oncesi ve sonrasi hasta monositlerindeki CD282 ve
CD284ekspresyonu ortalamalar1 ( p>0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart
sapmay1 gostermektedir).

CD14+CD282+ CD14+CD284+
(%) (%)

Nakil Oncesi 95,3+6,3 90,3+8,06
(p>0,05) (p>0,05)

Nakil Sonrasi 94+11 87+12,6
(p>0,05) (p>0,05)

6.1.2. Monostilerde Kostimiilator Molekiillerin Tayini

Transplant oncesi ve sonrasi hastalarin monositlerinde kostimiilatér molekiiller

B7.1(CD80) ve B7.2(CD86) ekspresyonlari karsilastirildiginda CD86 ekpresyonunda
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bir degisim saptanmazken (p>0.05), CD80 ekpresyonu nakil sonrasi anlaml1 diizeyde

azaldig1 belirlenmistir. (p<0.05) (Tablo V ve Sekil 5).

Tablo V.Transplant dncesi ve sonrast hasta monositlerindeki CD86 ekspresyonu
ortalamalari.
(Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1 gostermektedir)

Nakil Oncesi Nakil Sonrasi

CD14+CD86+ (%) | 85,5144 81,4421

p >0,05

Monositlerde CD80 Ekspresyonu

60+ %30+22
Ortalama Deger %

%19+19

@ Nakil oncesi
| Nakil Sonrasi

40+

20

CD80 (n:42 *)

Sekil 5.Transplant Oncesi ve sonrasi hasta monositlerindeki CD80 ekspresyonu
ortalamalar1 ( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1, n gruplardaki
birey sayisin1 gostermektedir.)

Bununla birlikte monositler {izerinde kostimiilatér molekiillerden CD86’nin OFY
(Ortalama Fluoresan Yogunlugu) incelendiginde, yiizde azalmaya olmamasina
ragmen, transplant sonrasinda hiicre yiizeyinde CD86 molekiil sayisinda anlaml
diizeyde azalma oldugu belirlendi. (p<0.05, Sekil.6).
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Monositlerde CD86 OFY

300+

%186+64

250
200
150+

%109+37

100+
50+

Ortalama Deger (%)

CD86

(n:20)

@ Nakil Oncesi

@ Nakil Sonrasi

Sekil 6.Transplant dncesi ve sonrast hasta monositlerindeki CD86 OFY ekspresyonu
ortalamalar1 ( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1, n gruplardaki

birey sayisin1 gostermektedir.

6.1.3 Transplant Oncesi ve Sonras1 Monosit Cercevesindeki Dendritik Hiicre

Populasyonlarinin incelenmesi

Monosit ¢ercevesinde yapilan incelemelerde transplant oncesi ve sonrast DH

populasyonunda (CD209+) bir fark gozlemlenmedi. (p>0.05) (Tablo VI)

Tablo VI. Transplant 6ncesi ve sonras1 hasta CD209+ hiicrelerin ortalamalari.
(p>0.05) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1 gostermektedir).

Nakil Oncesi Nakil Sonrasi

CD209+ (%) 28+14 23,7+15

p >0,05

Dendritik Hiicre populasyonu iizerinde incelenen FcyR ekpresyonlarinda ( Sirasi

ile CD209+CD16+, CD209+CD32a+, CD209+CD32b+, CD209+CD64+
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populasyonlar ) ve TLR ekpresonlarinda ( CD209+CD282+, CD209+CD284+)
transplant oncesi ve sonrasi istatistiksel anlamli bir degisim saptanmadi. ( p>0.05 ),

Tablo VII)

Tablo VII. Transplant oncesi ve sonrast hasta CD209+ hiicrelerde FcyR ve TLR
ylizey ekpresyonlarinin ortalamalari. ( p>0.05 )

Veriler % cinsinden olup, = standart sapmay1 gostermektedir.

CD209+ CD209+ CD209+ CD209+ CD209+ CD209+
CD16+ CD32a+ CD32b+ CD64+ CD282+ CD284+
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Nak'l_ 27,6+15,2 16,4+14,3 14,2410,9 16,7+10,4 11,7+7,4 9,7+7.4
Oncesi
Nakil
23,3+16,2 6,02+6,5 11,7+14,8 13,448.6 8,2+6,7 5,9+5,8
Sonrasi
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

6.2 Tranplant Oncesi ve Sonrasi1 Graniilosit Populasyonunda FcyR’ler ve

TLR’lerin Hiicre Yiizey Ekpresyonlari

FcyR’ler, TLR2 ve TLR 4 ekspresyonlar1 graniilositler iizerinde incelendiginde;
nakil Oncesi ve sonrasinda degisim gdsteren hastalar olmasina ragmen incelenen
parametrelerle istatistiksel —anlamlilik  gosteren bir  ekspresyon  o6zelligi

saptanmamustir. (Tablo VIII).
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Tablo VIII. Transplant 6ncesi ve sonrasi graniilosit ¢er¢evesindeki FcyR ve TLR

ylizey ekpresyonlarinin ortalamalari. ( p>0.05 )

Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1 gdstermektedir.

CD16+ CD32a+ CD32b+ CD64+ CD282+  C284+ HLADR
Nakil 96,245,5 28,7+41.4  9,9+14,5  3.6+55 23,2433 13,6+284 11+8,6
Oncesi
Nakil 9746,1 24.3+40 4,345 2,5+2,7 2324273  9,8+14,06 9,3£7,5
Sonrasi
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Bununla birlikte, Ortalama Fluoresan yogunluklari (OFY) incelendiginde

graniilositler iizerindeki CD16 ve CD64 OFY ’nun tiim hastalarda nakil sonras1 yar1

yariya azalmasi dikkat ¢ekici bulunmustur ( p<0.05,Sekil.7).

Daha diistik anlamlilikta olmasina karsin TLR 4 fluoresan yogunlugununda da nakil

sonrasi diisme egiliminde oldugu belirlenmistir ( p<0.05 ) ( Sekil7)

Graniilositlerde FcRve TLR Ekspresyonlari

%1092
1500 +454
%694
375 %547+
421 %369+

m —

= 1000 189 o291+

8T 89 220494
c o

g 2 500

(n:39)

CD16 CD64 CD284

0 Nakil Oncesi @ Nakil Sonrasi ‘

Sekil 7. Transplant dncesi ve sonrasi graniilosit ¢ergevesindeki FcyR ve TLR yiizey

ekpresyonlarinin OFY ortalamalari. ( Tiim p degerleri <0.05 ) (Veriler % cinsinden
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olup, + standart sapmayi, n gruplardaki birey sayisin1 gostermektedir.CD16 i¢in n:39,
CD64 i¢in n:38, CD284 i¢in n:13 )
Nakil sonras1 CD32b OFY’nda daha belirgin olmak tizere CD32a OFYnda da hafif

olarak artiglar saptandi, ama bu degerler hastalar arasinda varyans gosterdigi igin

anlamlilik diizeyine ulagmadi (p>0.05).

6.3 Transplant Oncesi ve Sonrasi Lenfosit Populasyonunda Hiicre Yiizey

Molekiil Ekpresyonlari

Trasnplant sonrasit hastalarda CD8+CD28- populasyonu azalma gosterirken
(p<0.05, Sekil8) iken CD8+CD28+ populasyonda oncesi ve sonrasinda anlamli bir
degisim saptanmamustir (p>0.05)

CD8+CD28- Lenfosit Populasyonu

30+
< 259
< %117
3 20 @ Nakil Oncesi
3 %7,246,4 _
Q 154 m Nakil Sonrasi
©
£ 10
£
(@]

(n:41)

CD8+CD28-

Sekil 8.Transplant dncesi ve sonrasi Lenfosit c¢ergevesindeki CD8+CD28- hiicre
ortalamalr1 ( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmay1, n gruplardaki

birey sayisini gostermektedir. )

Lenfosit populasyonunda HLA-DR ekspresyonlarina bakildiginda ise nakil

sonrasinda neredeyse iki katina yakin bir artig gosterdigi saptanmistir.(p<0.05)

Bu farkin T hiicrelerinden kaynaklanmadigi sodylenebilir. Ciinkii CD3+HLA-DR
pozitif populasyonun nakil sonas1 anlamli derecede azaltig1 gdsterilmistir. (p<0.05).

(Sekil9)
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Lenfosit Populasyonunda HLA-DR Ekspresyonu

%35,4+23

40+
354
304
254
204
154
10+

°

@ Nakil Oncesi
%8,8+6

%746 @ Nakil Sonrasi

Ortalama Deger(%)

HLADR+ CD3+HLADR+ (n:39)

Sekil 9.Transplant 6ncesi ve sonrasi Lenfosit ¢ergevesindeki HLA-DR ekpresyonu
ortalama degerleri ( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart sapmayi, n

gruplardaki birey sayisim1 gostermektedir. )

Transplant dncesi ve sonrasi hastalarda lenfosit populasyonunda NK(CD16+CD56+)

hiicre oranlar1 normal sinirlar i¢inde kalmasina ragmen yine hafif¢e azalmistir.

(p<0.05 ) ( Sekil 10)

NK Hiicre Populasyonu

%13,247,5
25 | %9,7+10

@ Nakil Oncesi

@ Nakil Sonrasi

Ortalama Deger(%)

CD16+CD56+ (n:40%)

Sekil 10. Transplant Oncesi ve sonrasit Lenfosit c¢ercevesindeki NK hiicre
populasyonunun ortalama degerleri ( *p<0.05 ) (Veriler % cinsinden olup, + standart

sapmay1, n gruplardaki birey sayisint gdstermektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Solid organ transplantasyonlarinda ¢aligmalar daha ¢ok adaptif immiin sistemin
rolii lizerine olsada, dogal immiin sisteminde adaptif immiin cevabta etkisi olmasi,
onun allograft tanimada etkisi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Dogal immiin sistem
hiicrelerince de ekprese edilen patern tanima reseptorlerinden olan TLR’lerin
transplanttaki onemi iizerinde bir¢ok calisma yapilmis, almman sonuglardan

transplantta onemli olabilecegini dngoriilmiistiir (27).

Karaciger nakli sonras1 akut red goriilen bireylerde periferik kan monositlerinde
TLR2 ve TLR4 ekspresyonu incelendiginde, artan miktarda TLR2 ve TLR4
ekspresyonunun gozlenmis, TLR’lerin en azindan birkaginin akut redde rolii

olabilecegini diigtintilmiistiir (9).

Monositlerde TLR 4 ve aktivasyon belirteglerinden CD80(B-7.1) , IL-12 ve TNF-a
sekresyonuda kontrol bireylerinde daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Artan TLR4
ekpresyonu ile birlikte allograft endotelyal hiicre hasar1 gozlenmis ikisi arasinda bir

iligki olabilecegi kalp transplantayon hastalarinda gosterilmistir (7).

Bulgularimizda transplant oncesi ve sonrast KBY olan hastalarda monosit
cercevesinde TLR2 ve TLR4 ekspresyonlar1 incelenmis ve istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamasina karsin ortalama florasan yogunluklarinda (OFY) nakil
sonras1 azalma gozlemlenmistir. Literatiir verileriyle celiskili gdziiken bu verimiz,
kullanilan immiinosupresanlarin etkisi ile gergceklesmis olabilir. Ek olarak, literatiir
caligmalar1 karaciger nakillerinde yapilmis oldugu i¢in farkli transplantasyon

modellerinde farkli yanitlarin gerceklesiyor olmasi ile de aciklanabilir.

Kostimiilator molekiiller T hiicre aktivasyonu i¢in gerekli molekiillerdir (2).
Kostimiilatér molekiillerden CD80(B7.1) ve CD86(b7.2) ekpresyonunu transplant
sonrast ve Oncesi hasta monositlerinde incelenmistir.CD80 (B.7.1) ekpersyonu
transplant sonrast monositlerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
gosterirken, CD86(B.7.2)nin ise florasan yogunlunda azalma gdzlemlenmistir.
Monositler — iizerinde  TLR  ekpresyonlarindaki bu azalma  kullanilan
immiinsiipresanlarin bir etkisi olabilir. Monositlerde TLR kaynakli sinyal iletiminde

bir azalma olacagindan dolayli olarak antijen sunumu icin gereken ko-stimiilator
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molekiil ekspresyonlarinda etkilemis olabilir.

CD16(FcyRIII) birgok immiin hiicrede oldugu gibi monositler iizerinde de
ekprese edilen bir molekiildir. CD16, CDI4++monositlerde farkli ekpresyon
paternlerine sahiptir. CD64+CD16- monosit populasyonun CD16+CD64- monosit
populasyona gore daha yliksek antijen sunum kapasitesine sahip oldugu ¢aligmalarla
gosterilmistir (38). Bulgularimizda monositler {izerinde transplant sonrasinda CD16
ekpresyonunun hafifce ama anlamh diizeyde azaldigi, CD64 ekpresyon diizeyinde
ise nakil sonrasi anlamli bir artisin oldugu gézlemlenmesi, monositlerin transplant
sonrast daha yiiksek antijen sunma kapasitesindeki fenotipe donme egilimlerinin bir
gostergesi olabilir. Fakat immiinsiipresanlarin etkisi ile TLR2 ve TLR4 ekpresyon
diizeyindeki azalmanin ko-stimiilator molekiil ekspresyonunu da azaltabilecegi
ongoriisii ile, ortamda ASH ile MHK aracili antijen sunumu olsa bile es-uyaran
eksikligi ile alloantijene spesifik T lenfosit aktivasyonu ger¢eklesmeyecek ve immiin

cevap olusmayacaktir.

CD28 T hiicre aktivasyonunda ¢ok 6nemli bir kostimiilator molekiil olsa da insan
periferal kanindaki T lenfositlerin biiyiik bir kisminda CD28 bulunmamaktadir.
Saglikli insanlarda CD28 ¢ogunlukla CD4+ T hiicrelerinde bulunmaktadir. CD28
eksprese eden CD8+ T hiicre yiizdesi ise oldukca degiskendir. Periferal kan
CD8+CD28- T hiicreleri, biiyiik, graniillii lenfositlerdir. Diger fenotipik 6zellikleri
bilinmemektedir. (42)

Najafian ve ark. CD28 kostimiilasyonu olmadigt durumda CD8+CD28- T
hiicrelerinin EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) ‘e dogal direncte
rol oynadiklarini bulmuslardir. Bu farelerden, CD8+CD28- hiicreleri CD8-/- farelere
aktardiklarinda farelerin hastalig1 baskilayic1 6zellik gosterdiklerini gozlemlemisler.
CD8+ T hiicrelerini immiinizasyondan dnce ve 14. giinde ¢ikartildiklarinda hastalik
yeniden olustugu gozlenmislerdir. Buna gore, CD8+CD28- supresér T hiicrelerinin
baskilayici 6zelliklerinin hastaligin hem baslangic hem de efektor fazinda olustugunu
sOylemigler. Ayni calismada, wild-tip farelerin CD8+CD28- T hiicrelerinin in vivo

ve in vitro olarak EAE’yi baskilama 6zellikleri bulunmustur (43).

CD8+CD28- T hiicreleri i¢in, ¢esitli arastirmalarda birbirlerinden farkli supresyon

mekanizmalar1 tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan biri, CD8+CD28- supresér T
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hiicrelerinin hiicre-hiicre temasi yolu ile immiin yanit1 baskiladigir yoniindedir (39).
Suciu-Foca ve ark.’1n tanimladiklar1 tip 1 CD8+CD28- supresor hiicreler, MHC sinif
I-peptid kompleksini tanityarak antijene spesifik CD4+ T hiicre yanitin
baskilamaktadir. Bu tip supresor T hiicreleri, antijen sunucu hiicreler ile direkt temas
kurmakta, ILT3 ve ILT4 gibi inhibitor reseptor ekpresyonuna sebep olup antijen
sunucu hiicrelerde ko-stimiilator molekiil ekspresyon sayilarinin azalmasina sebep

olurlar, boylece ASH yolu CD4+Th. Yanitin1 baskilamis olurlar (40).

Bulgularimizda, CD8+CD28- T h. Popiilasyonunun periferik kanda anlamli
derecede azalmis oldugunu gozlemledik. Yabanci dokuya karst CD4+ Th. yanitinin
olusmus olabilecegini ve supresér Th.’leririn graft bolgesine CD4 yanitini

baskilamak i¢in gog ettigi diisiiniilebilir.

Lenfosit populasyonunda HLA-DR ekspresyonunun transplant sonrasinda
neredeyse iki katina yakin bir artig gosterdigini saptadik. Bu farkin T hiicrelerinden
kaynaklanmadig1 sonucuna nakil sonrasi hastalarda CD3+HLA-DR+ popiilasyonun
bakip anlamli derecede azaldigimi gozlemleyerek vardik. Bu durumda, HLA-DR
artis1 antijen sunmak ve hazirlamakla mesgul olan B lenfositlerinin iizerindeki
artistan kaynaklanmaktadir. Bu da monositlerde oldugu gibi transplant sonrasi B
hiicrelerinin de antijen sunma kapasitesi yiiksek bir fenotipe dondiiklerinin bir

gostergesidir.

Sonug olarak, bu tez calismasinin sonunda elde edilen verilerden tiim hiicre
gruplarinda azalma gosteren FcyR III ve lenfosit populasyonunda artan HLA-DR
hastalik takibi konusunda umut verici gostergeler olabilir. Bu amagla, ¢alismanin
daha genis bir hasta grubunda, klinik verilerle birlikte longitudinal olarak devam

ettirilmesi verilerin degerini artiracaktir.
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