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OZET

Akgiil Usta S. Canl1 Vericiden Bobrek Nakli Olan Hastalarda Nakil Sonrast Akut ya da Kronik
Rejeksiyon Gelisimi ile Glutatyon S-Transferaz (GST) Polimorfizmleri ve Anti-GSTT1
Antikoru Iligkisi. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1tbbi Biyoloji ABD. Yiiksek
Lisans. Istanbul. 2010

Anahtar Kelimeler: Bobrek nakli, allogreft rejeksiyonu, GST polimorfizmleri, Anti-GSTT1
antikoru, oksidatif stres

Bobrek nakli, son donem bobrek yetmezligi olan hastalar icin en giincel tedavi
secenegidir. Rejeksiyon, solid organ naklindeki basarty1 kisitlayict en Onemli
komplikasyonlarindan biridir. Bobrek naklinde, nakil Oncesi ve sonrasi risk degerlendirmesi
uygun tedavi stratejilerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Bobrek, pek ¢cok ksenobiyotik ve serbest oksijen radikali i¢in 6nemli bir hedef organdir.
GST (Glutatyon S-Transferaz) enzim ailesi, oksidatif strese bagli olusabilecek hasari1 engeller.
Antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltan tipte genotipe sahip bireylerin oksidatif hasar
gelisimi agisindan risk altinda oldugu diisiiniilmedir. Kronik bobrek yetmezlikli (KBY)
hastalarin eritrositlerinde GST enzimlerinin asiri iiretimi gosterilmis ve arastirmalar KBY
gelisimi ve GST enzimlerinin iliskisinin arastirilmasina dogru yonlenmistir.

Tez calismamiza, canli vericiden nakil olmus, akut ya da kronik rejeksiyon atagi
gecirmis 57 hasta/verici ve rejeksiyon atagi gecirmemis 65 hasta/verici ile 51 saglikli kontrol
dahil edildi. Hasta ve kontrol grubuna ait GSTM1 ve GSTT1 genotiplemesi polimeraz zincir
reaksiyonu ile yapildi. GSTP1 ve 105 Val polimorfizmleri ise PZR’yi takiben restriksiyon
enzim kesimi ile tespit edildi. GSTT1 null genotipine sahip hastalarda anti-GSTT1 antikor
durumu ELISA yontemi kullanilarak incelendi.

Rejeksiyonlu ve rejeksiyonsuz gruptaki hastalar ile vericilerinin ve saglikli kontrol
grubunun GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genotip sonuglar1 degerlendirildiginde hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. GSTT1 null genotipli 46 hastada anti-
GSTT1 antikoru taramasi sonucunda 12 hastada antikor bulundu. Anti-GSTT1 antikoru tespit
edilen hastalarin 5 tanesi akut rejeksiyon, 3 tanesi de kronik rejeksiyon gecirmis hastalardi.
Anti-GSTT1 antikoru pozitif olan hastalarda, anti-GSTT1 antikoru negatif olan hastalara gore
akut rejeksiyon gelisme riski daha fazla olarak saptandi.

GSTMI null genotipine sahip olan hastalar kullandiklar1 kalsinorin inhibitoriine gore 2
gruba ayrildiginda CsA tedavisi altindaki hastalarda, takrolimus (FK) tedavisi altindaki
hastalara gore daha fazla Anti-GSTT1 antikoru saptandi. Takrolimus kullantminin, anti-GSTT1
antikorunun olugma riskini azaltigi diisiincesindeyiz. Ayrica, rejeksiyon gelisiminin CsA
kullanan hastalarda GSTM1 null genotipi tagiyan takrolimus kullanan hastalara gore daha fazla
oldugu goriildii.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3891
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ABSTRACT

Akgiil Usta S. Association of acute or chronic rejection development with glutathion-S-
tranferase (GST) polymorphisms and anti-GSTT1 antibody in patients transplanted from living-
related kidney donors. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Medical
Biology, MSc thesis. Istanbul. 2010.

Key Words: Renal transplantation, allograft rejection, GST polymorphisms, anti-GSTT1
antibody, oxidative stres.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. T-
72/15122006

Renal transplantation (tx) is the best current treatment option for patients with end stage
renal disease. However, rejection of the allografts remains to be the most important barrier for a
successful transplantation. Risk estimation before and after renal transplantation is important for
designing the appropriate treatment strategies.

Kidney is an important target for ksenobiotics and free oxygen radicals. The family of
GST enzymes prevents the injury resulting from the oxidative stress. Individuals with a
genotype which decreases the antioxidant enzyme activity are classified as the risk group for the
development of oxidative damage. Over-production of GST enzymes in the erythrocytes of
patients with chronic renal failure (CRF) has been demonstrated and this finding targeted the
studies to the association of CRF development and GST enzymes.

The present study included 57 renal transplants with acute or chronic rejection and 65
patients without any rejection episodes in addition to 51 healthy controls. GSTM1 and GSTT1
genotyping of the patients and controls were performed by polymerase chain reaction (PCR).
GSTP1 and 105 Val polymporphisms were detected by restriction enzymes following PCR.
ELISA method was used to detect the anti-GSTT1 antibodies in patients with GSTT1 null
genotype.

There was no significant difference in patients with and without rejection, their donors
and the healthy controls for GSTMI1, GSTT1 and GSTP genotype distribution. Of the 46
patients with GSTT1 null genotype, 12 of them had anti-GSTT1 antibodies. In patients with
anti-GSTT1 antibodies, 5 had acute rejection, 3 had chronic rejection and 4 did not experience
any rejection episodes. This finding suggested a trend for development of acute rejections in
patients with anti-GSTT1 antibodies.

When the patients with anti-GSTT1 antibodies were divided into 2 groups according the
calcineurin inhibitors administered, the number of patients with anti-GSTT1 antibodies were
higher in CsA group than in FK group, suggesting that FK might decrease formation of the
anti-GSST antibody. Furthermore, the develepment of rejections in patients with GSTM1 null

genotypes were found to be higher in patients under CsA than that of who are under FK.



1. GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezligi, fonksiyone bobrek kitlesinin kaybina bagli glomeriil
filtrasyon hizimin kalict olarak azaldigi ve biriken iiremik toksinlerin tim sistemleri
etkiledigi klinik durumdur. Etiyolojide bircok hastalik bulunsa da diabetes mellitus,
hipertansiyon ve glomerulonefritler altta yatan temel nedenleri olugturmaktadir. SDBY’i
olan hastalarda renal replasman tedavileri hemodiyaliz, periton diyaliz ya da bodbrek
naklidir (10).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya birden fazla paylasilmamis elektron
iceren molekiillerdir. Dis orbitallerinde paylasimamis elektron bulunmasi serbest
radikallerin reaktivitesini artirir (42-44).

Serbest radikal kaynaklari, oksijen ve nitrojen molekiilleridir. Oksijen
molekiiliiniin kismi indirgenmesinden reaktif oksijen iriinleri (ROS) olusur. Serbest
radikalleri dogrudan nétralize eden, isleyen, bunlarin olusumunu 6nleyen ya da bu
reaktif iirlinlerden hiicreleri arindiran molekiiller antioksidanlardir (43).

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan ROS ile antioksidan savunma bir
denge halindedir. Yogun ROS iiretimi ya da antioksidan savunmanin azalmasi,
biyomolekiiller de yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol agarak oksidatif strese
neden olur. KBY de sebep-sonug iligkisi bilinmeyen oksidatif stres ile seyreden klinik
tablolardan birisidir (1,2).

Yapilan ¢alismalarda ROS’larin iskemik, toksik, immiinolojik kaynakli bobrek
hasar1 olusturabildikleri gosterilmistir. Iskemi/reperfiizyon sirasinda olusan ROS’lar,
hiicresel hasarin patogenezinde rol oynayan en 6nemli faktorlerdir. Son dénem KBY
hastalarinda uygulanan tedavi segeneklerinden bir tanesi olan hemodiyaliz oksidatif
stresi artirir. Hemodizyaliz siiresine paralel olarak artan oksidatif stres daha sonra
gerceklesecek muhtemel bobrek nakli icinde 6nemlidir (3.,4).

Renal transplantasyondaki onemli gelismelere ragmen sagkalim, nakil sonrasi
mortalitenin en dnemli sebebi olan kardyovaskiiler hastalik (KVH)’larla sinirhidir. Nakil
sonrast KVH gelisimindeki risk faktorlerine bakildiginda inflamasyon ve oksidatif stres
gibi ‘yeni’ risk faktorlerinin varlifindan s6z edilmektedir (5). Oksidatif stresin hasar
verici etkisine karst bir bariyer GST enzimleridir. GST genetik varyasyonlarinin,
oksidatif metabolizmalarin kaybolan etkileri ile iligkili hastaliklarda bireysel

yatkinliklar arttirdig1 yapilan ¢calismalarda gosterilmistir (6).



GST polimorfizmleri en yaygin olarak, sitozolde bulunan 3 izoenzimde
incelenmistir. Bunlar GSTM1, GSTT1 ve GSTP1’dir. GSTM1 ve GSTT1 null genotipi
olan bireylerde bu GST’lerin aktivasyonu tamamen kaybolur. Aksine, GSTP1
varyasyonu, kodlanan iki bolgede tek niikleotid polimofizmi gosterir ve aktiviteyi yok
etmez ama bazi subtratlara kars1 diisiik aktiviteyi tetiklerken bazilarina karsi yiiksek
aktiviteyi uyarir (7).

Transplantasyon basarisini etkileyen en dnemli engel, alic1 ve verici arasindaki
genetik farkliliklardir. Insan 16kosit antijen (HLA) sisteminin yam sira GSTT1 geni ve
MICA gibi farkl antijenlerde immiin cevap icin bir hedef olusturabilir ve antikor iliskili
rejeksiyon gelisimine yardimeci olabilir (8).

Transplantasyon sonrasi kullanilan immiinsupresif tedavi hem toksisite hem de
rejeksiyon i¢in bir risk olusturmamalidir. Bu dengenin korunmasi giictiir. Siklosporin A
(CsA) ve Takrolimus (Fk) gibi kalsinorin inhibitorleri kullanimi, nefrotoksisiteye bagh
olarak allogreft sagkalim siiresinin kisalmasina neden olabilir. GST’lar kullanilan
immiinsupresif ilaglarin toksik artiklarinin metabolizmasinda onemlidirler (149).

Bu tez calismasinin amaci, rejeksiyonlu ve rejeksiyonsuz hastalarda GSTMI,
GSTTI1, GSTPI genotip tayini ve anti-GSTT1 antikoru taramasi yaparak, bu
genotiplerin ve anti-GSTT1 antikorlarinin son dénem bobrek yetmezligi (SDBY) ve

rejeksiyon ile iligkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KRONIK BOBREK YETMEZLIiGi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), cesitli hastaliklara bagli olarak nefronlarin
ilerleyici ve geri doniisiimsiiz kayb1 ile karakterize bir sendromdur. KBY’de glomeriiler
filtrasyon hizinda (GFR) azalma s6z konusudur (Tablo 2.1) (9,10). Bobreklerin viicudun
gereksinimini karsilayamadigr doneme, son donem bobrek yetmezligi (SDBY) denir.
SDBY tanisi konulan hastaya kronik diizenli hemodiyaliz, kronik peritoneal diyaliz
veya bobrek transplantasyonu gibi replasman tedavi yontemlerinden birini uygulamak

sarttir (10).

Tablo 2.1. Kronik bobrek yetmezliginin evreleri

GFR
Evre Tamm
(ml/dk/1.73m?)
Normal veya artmig GFR ile
1 >90

birlikte bobrek hasari

Hafif diizeyde azalmig GFR ile
2 60-89
bobrek hasari

3 Orta derecede azalmig GFR 30-59
4 Ciddi derecede azalmis GFR 15-29
5 Bobrek yetmezligi <15

Ilerleyici bobrek hasarinin  olusum mekanizmalar1  heniiz  yeterince
aydinlatilamamigtir. Hastaligin ilerledigi donem siiresince nefron sayisi azaldigi gibi
saglam kalan nefronlarda da anatomik ve fonksiyonel adaptasyon donemi
baglamaktadir. Bu donemde saglam nefronlarda hipertrofi, artmis soliit yiikii
(hiperfiltrasyon), afferent arteriyollerde rezistans degisiklikleri, lipid, karbonhidrat ve

aminoasit metabolizmalarindaki degisiklikler, artmis amonyak yapimi, proteiniiri,



nitrikoksitde azalma ve serbest oksijen radikallerinde artma gibi multifaktoriyel
mekanizmalarin etkilesimi s6z konusudur (9,10,11).

Ulkemizde SDBY’1 gelisimi nedenleri arasinda, cocukluk déneminde genel
olarak konjenital anomaliler ve enfeksiyonlar ilk sirayir alirken, eriskinlerde kronik
glomeriilonefritler, hipertansiyon, diabetik nefropati, iirolojik hastaliklar ve kronik
tubulointersistiyel/pyelonefritler 6n siralar1 almaktadir. Etiyolojide bir¢ok hastalik
bulunsa da diabetes mellitus, hipertansiyon ve glomerulonefritler altta yatan temel
nedenleri olusturmaktadir (10,11,12). Bu konuda Tiirk Nefroloji Dernegi’nin (TND)
yaptig1 calismada elde edilen veriler Tablo 2.2’de gosterilmistir (12).

Tablo 2.2. 2008 yilh KBY hastalarinin etiyolojik nedenlere gore dagilim

ETiYOLOJi HASTA SAYISI | YUZDE
Diabetes Mellitus 10762 %?27,9
Hipertansiyon 10177 %26,4
Glomeriilonefrit 9001 %87
Polikistik bobrek hastaliklar1 1707 %4 .4
Piyelonefrit 1616 9%4.,2
Amiloidoz 793 92,2
Renal vaskiiler hastaliklar 477 91,2
Bilinen diger nedenler 3005 %7,8
Nedeni bilinmeyenler 6210 9%16,1
Kayip (bilgi yok) 514 %1,3
Toplam 38604 %100

Fizyolojik sartlarda insan viicudunda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
antioksidan savunma bir denge halindedir. Yogun ROS iiretimi ya da antioksidan
defansin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol
acarak oksidatif strese neden olur. Kronik bobrek yetmezligi de sebep-sonug iliskisi

bilinmeyen oksidatif stres ile seyreden klinik tablolardan birisidir (1,2).



2.1.1. TEDAVI SECENEKLERI

SDBY’i olan hastalarda renal replasman tedavileri hemodiyaliz, periton diyaliz
ya da bobrek naklidir. SDBY olan hastalar her ii¢ tedaviden de zaman icerisinde
yararlanmak durumunda kalabilirler (11,13).
Hemodiyaliz (HD): Diyaliz yar1 gecirgen bir membran araciligi ile hastanin kani ve
uygun diyaliz soliisyonu arasinda sivi-soliit degisimini esas alan bir tedavi seklidir.
Diffiizyon ve ultrafiltrasyon olmak {iizere iki temel prensibi vardir (14). Hastanin
kaninin antikoagiilasyonla viicut diginda bir makine yardimiyla yar1 gecirgen bir
membrandan gegirilerek sivi-soliit igeriginin yeniden hastaya verilmesi islemidir (9,11).
Ulkemizde 2008 yili degerlendirmelerine gore 46659 SDBY hastast (%77)
hemodiyalize girmektedir (12).
Periton diyalizi (PD): Peritonun, siv1 ve soliit gecirgenlik 6zelliklerinin endojen bir
diyaliz membrami olarak kullanildigi periton diyalizi, hemodiyalize alternatif olarak
yaygin bir uygulamadir (15). Periton boslugundaki soliit ve su absorbsiyonu, periton
zarindaki kapiller dolasim ve lenfatikler yardimiyla olur (11,16). Ulkemizde 2008 yili
degerlendirmelerine gore 6109 periton diyalizi yapan SDBY hastas1 (%10.1) vardir
(12).
Bobrek nakli: SDBY hastalar1 icin en etkin tedavi seklidir. Ulkemizde 2008 yili
degerlendirmelerine gore SDBY hastalarinin 7824’41 (%12.9) bobrek nakli olmustur
(12).

2.2. BOBREK NAKLIi

Giiniimiizde bobrek nakli SDBY nin en seckin tedavi seklidir. Nakil, canli ya
da kadavra vericiden yapilabilir. {1k basarili bobrek ameliyat1 1954 yilinda Murray ve
arkadagslar1 tarafindan Amerika Birlesik Devletlerinde yapilmistir. Giiniimiiz

kosullarinda iilkemizde 25 merkezde bobrek nakli basar1 ile yapilmaktadir (12).

2.2.1. TRANSPLANTASYON iMMUNOBIiYOLOJiSi

Transplantasyonun bugiinkii basarili konumuna ulagsmasinda immiinolojideki
gelismeler ve rejeksiyon mekanizmalarinin anlagilmasi etkili olmustur. Transplantasyon

basarisini etkileyen en 6nemli engel, alic1 ve verici arasinda genetik farkliliktir. Bobrek



nakli 6ncesinde alic1 ve verici arasindaki uyumu belirlemek i¢cin ABO kan grubu tayini,
insan lokosit antijenleri (Human Leukocyte Antigen-HLA) doku grubu tiplendirmesi,
anti-HLA antikorlarimin 6l¢iilmesi, cross-match testi gibi immiinolojik degerlendirmeler
yapilmaktadir. Bir bobrek naklinin basarisi, yapilan immiinolojik testlerin sonuclarina

ve uygun immiinsiipresif tedaviye baglidir (18,19).

ABO kan grubu uyumu:
ABO kan grubu antijenleri kuvvetli nakil antijenleri gibi davranirlar ve kan
transfiizyonu kurallarina uyulmadan yapilan organ nakilleri, genellikle geri doniisiimsiiz

hiperakut rejeksiyon ile sonuclanir (18,20)

HLA doku tiplendirmesi:

Doku uyumunu arastrmak icin alici ve verici arasinda HLA tiplendirmesi
serolojik ya da DNA tipleme yontemleri ile yapimaktadir. HLA uyumunun uzun
donem greft kayip oranlarina etkisi siirmektedir. Nakledilen bobregin sagkalimi, HLA

uyumsuzlugunun artmasiyla orantili olarak azalmaktadir (18,21).

Anti-HLA antikorlarimin 6l¢iilmesi (Panel Reaktif Antikor-PRA):
Kan transfiizyonu, gebelik ve onceki nakil hikayesi sonucu hastada olugmusg
anti-HLA antikorlarimin belirlenmesi esasina dayanir. Belirlenen antikorlar IgG sinifi

antikorlardir. IgM antikorlar1 genel olarak otoantikordur ve genellikle ihmal edilirler

(18,21,22).

Cross-match (Capraz karsilastirma) testi:

Cross-match testinde olasi verici lenfositleri, hasta serumunun hedef hiicreleri
olarak kullanilir. Alicida, vericiye karst olusmus anti-HLA antikorlarinin bulunup
bulunmadigina bakilir. Bobrek naklinde bu antikorlarin hedefi vaskiiler endoteldeki
HLA antijenleridir. Endotelde olusan HLA antijeni-antikor kompleksi, kompleman1

aktive ederek hiicre hasarina yol agar (23).



222. BUYUK DOKU UYGUNLUK KOMPLEKSI

Histocompatibilty Complex-MHC)

(Major

Biiyiik doku uygunluk kompleksi, insanda 6. kromozomun kisa kolu iizerinde
yer almaktadir (Sekil 2.1). Polimorfik yapidaki bu bolge, HLA olarak bilinen hiicre
yiizeyi molekiilleri olan antijenleri kodlar. Hastaya takilan greftin yabanc1 bir doku olup
olmadiginin taninmas1t MHC nin gorevidir. Yabanct HLA molekiilleri immiin cevabin
ana hedefleridir ve nakil edilen organ ve dokularin reddi bunlarin taninip yok edilmeye
calisilmasi nedeni ile gelisir (24,25).

MHC kompleksinde immiinolojik islevlerine, hiicrelerdeki dagilimina, simik ve

kristallografik yapilarina gore ii¢ grup gen bdlgesi tanimlanmistir (26).

MHC
“Simif "

insan: HLA

il e L

MHC Sinif Il IoKusu lokusu MHC Sinif | lokusu
DP prIC 1] A
DM Proet:?ezr?m Kompleman Sitokinler: Sinif I-benzeri
9 : proteinleri: C4, TR, TNF, LT genler ve yalanci genler
TAP 1.2 Fauter B, C2

D L
i -
|
|_‘_||_MHC_HMHCJ L mHe |
MHC Sinif Il “Simif 1" Sinif |
Sinif | lokusu lokusu lokusu lokusu

Sekil 2.1. MHC lokusunun genleri

2.2.2.1. MHC Siuf I Antijenleri:

MHC sinif I antijenleri, tiim hiicre ylizeylerinde bulunmaktadir. MHC simf I
molekiilleri, farkli iki zincirden olusmaktadir. Bunlardan biri, 6. kromozom iizerindeki
MHC genleri tarafindan kodlanan ve ileri derecede polimorfik polipeptid zinciri olan
alfa agir zinciri (al, a2, a3) ile, digeri 15. kromozomdaki genler tarafindan kodlanan
monomorfik beta-2 mikroglobulin zincirinden olugmaktadir (Sekil 2.2a) (24,25). MHC

sinif I gen bolgesinde HLA-A, B, C, D.E, F, G, H, J ve X lokuslar1 vardir. Bobrek nakli



Oncesi immiinolojik degerlendirmeler yapilirken HLA-A, B, C antijenleri uyumuna

bakilir (26).

2.2.2.2. MHC Sinif II Antijenleri:

MHC sinif II antijenleri, antijen sunan hiicreler (ASH), immiin sistemin timik
epitelyal hiicreleri ve aktive T lenfositler gibi belirli hiicre gruplarinda dagilim
gosterirler.

MHC simf II molekiilleri, MHC genleri tarafindan kodlanan iki polimorfik
zincirden olugmaktadir (o ve B zinciri). a ve B zincirlerinin hiicre diginda kalan kismu,
iki boliimden olusmaktadir (al, o2 ve B1, B2) (Sekil 2.2b). B2 alt birimi CD4+ T
yardimer lenfositlerin baglanma noktasim icerir. CD4+ T yardime1 (Th) lenfositleri
aktive ederek immun yanit1 baglatir.

MHC simif II gen bolgesinde, HLA-DR, DQ, DP, TAP1, TAP2, LMP2 ve LMP
lokuslar1 yer alir. Bunlardan HLA-DR, DQ, DP antijenleri nakil dncesi immiinolojik
acidan degerlendirilir (24,25,26).

MHC sinif |

[Pepnd baglama MHC Sinif Il r Peptid baglama —

olugu Peptid
ol : Bl 5 / -
N ol ST o

olugu

o3 o2 B2
S $
B2- $ S [32
Mikroglobiilin
C
Membrani gegen
¢ =i i s S-S Membrani
bolge '**“‘ Distilfid bagt gegen bolge )
C Ig buklamd c c

a b

Sekil 2.2: a) Simf I MHC molekiiliiniin yapisi, b) Stmif I MHC molekiiliiniin yapisi

2.2.2.3. MHC Smif IIT Genleri:
MHC smuf I ve simf II genleri arasinda yer alan birka¢ kompleman geni
(C2,C4a, C4b ve Faktor B), Tumor Nekrozis Faktor (TNF-a, TNF- ) ve 1s1 sok

proteinlerini kodlayan genler bulunmaktadir (26).



2.2.3. ALLOIMMUN YANIT

Immiin yanitin temel hedefi, yabanct MHC molekiiliiniin T hiicre tarafindan
taninmasidir.

T hiicreleri, allojenik MHC molekiillerini iki farkli yolla tanir (24,27).
1) Dogrudan tanima; alicinin T hiicreleri, verici ASH’leri tarafindan sunulan MHC
molekiillerini tantyarak T hiicrelerinin aktive olmasini saglar.
2) Dolayli tanima; alict ASH tarafindan allojenik MHC molekiillerin alinmasi, islenmesi
ve T hiicre reseptorlerine sunulmasi ile hem Th lenfositleri hem de alloreaktif sitotosik

T lenfosit (STL)’leri uyarabilir (Sekil 2.3).

A Do(;rddan (direkt) allo-tanima

Allojenik MHC = p
g T hicresi, yama
; l% - ASH’si (izerindeki
~ / r/ f 4 Alloreaktif :lgl_enmkern];:fc
e, AN ) ey T hiicre —
Allojenik / A, \“-/"f‘ HislekulGRitEniT
antijen- -

sunan hucre
B Dolayl (indirekt) allo-tanima

Alici profesyonel

- Allojenik ,
' MHC _ ASH Alloreaktif
M\ D s/ o J.r Thucre T hiicre, kanali ASH
\=g '/ ) = ,,/T'“,%’- izerindeki 6z-MHC
\ ‘-—@f 7S & molekiliine bagh
VY = (& S allojenik MHC
{ i Oz- MHC molekiliinde islenen
T Allojenik MHG BARE fani
| Allojenik Alict ASH molekultinden
doku hiicresi tarafindan allojenik kaynaklanan
' MHC molekiillerin peptid

alimi ve islenmesi

Sekil 2.3. Alloantijenlerin dogrudan ve dolayh yolla taninmasi

2.2.3.1. T lenfosit aktivasyonu: Uyarilar sonucu antijene 6zgiil T lenfosit sitokinleri
salgilanir. Bu sitokinler, T lenfositlerin ¢ogalmasini uyarir (klonal genisleme). T hiicre
molekiilleri antijeni taniyarak hiicre icerisine sinyal iletirler. Sinyalin baglayabilmesi
icin iki veya daha fazla reseptoriin ¢apraz baglant1 yapmasi gerekir. T hiicre reseptorii

(THR), CD3 ve { zinciri, THR kompleksini olusturur. THR kompleksinde antijeni
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tanima gorevi, THR o ve B zinciri tarafindan yapilirken, sinyal iletimi CD3 ve {

proteinleri tarafindan gerceklestirilir (24,28,29).

THREEE

Sinif ll

MHC LFA-3
Sinif Il MHC -
eksprese eden ASH

@ | CD4+ .yardim.m T lenfosit | -

B7-1/
B7-2

ICAM-1

[ cD8+ T lenfosit

Sinif I MHC -
eksprese eden hiicre

Sekil 2.4. T lenfositlerin aktivasyonuna yol acan molekiiller

T hiicrelerindeki adezyon molekiilleri ASH’deki ligantlarini tanir ve baglanirlar.
T hiicre aktivasyonu, ASH’deki es-uyaranlarin taninmasini da gerektirir. T hiicre i¢in en
iyl tanmimlanmis es-uyaranlar B7-1(CD80) ve B7-2 (CD86) olarak adlandirilan

proteinlerdir (Sekil 2.4). T hiicre es-uyaran sinyallerini artiran diger bir molekiil T

hiicrelerinde CD40 ligand1 (CD154) ve ASH iizerinde yer alan CD40 molekiiliidiir
(Sekil 2.5) (24,29,30).

T hiicresi antijeni
tanir (B7 uyarani olsun
ya da olmasin)

Aktive olmus T hiicresi ASH
tizerindeki CD40'a baglanan
CD40L'yi eksprese eder

ASH'ler daha fazla B7

eksprese eder ve T hiicrelerini
aktive eden sitokinleri salgilar

CD40L ekspresyonuna
yol agan sinyal

B7 ekspresyonuna yol
acan sinyal; sitokinlerin
salinimi |
CD40 ligand

Artmis T hilicre
proliferasyonu
ve farklilasmasi

Sekil 2.5. T hiicre aktivasyonunda CD40 molekiiliiniin rolii
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2.3. REJEKSIYON TiPLERIi

Giiniimiizde, immiinsiipresif tedavide biiyilk basarilar elde edilmesine karsin,
rejeksiyon halen biiyiikk sorun olarak goriilmektedir. Rejeksiyonlar1 ii¢c bolimde

incelemek miimkiindiir (24,27,30).

2.3.1. Hiperakut rejeksiyon (HAR):

Transplantasyondan hemen sonra ya da 2-3 giin i¢inde olusur. Siklikla polimorf
cekirdekli 1okositler iceren trombiislerin olustugu, arter, arteriol ve glomeriilleri tutan,
hizli ve yaygin vaskiiler trombozisle seyreder. Genellikle alicinin verici antijenlerine
kars1 Onceden duyarli olmasi (antikor varligi) nedeniyle olusur. Alic1 ve verici
arasindaki ABO uyumsuzlugu da hiperakut rejeksiyona sebep olabilir. Operasyon
sirasinda greftin ¢ikarilmasi: gerekir (24,31,32).

2.3.2. Akut rejeksiyon

Nakil sonras1 herhangi bir donemde grefte yonelik immiinolojik hasar ile birlikte
fonksiyonlarmin akut olarak bozulmasidir. Akut rejeksiyon nakilden sonraki 3-6 ay
icinde gerceklesirse erken akut rejeksiyon olarak adlandirilir. Genellikle akut
rejeksiyonlarin %75 kadar1 erken donemde ortaya ¢ikar. Sonraki donemde cikan akut
rejeksiyonlar ge¢ akut rejeksiyon olarak adlandirilir ve hem tedaviye olan yanitlart hem
de prognoza olan etkisi daha kotiidiir. Iki farkli immiinopatolojik mekanizma akut
rejeksiyonu iki alt grupa ayirir (24,30).
2.3.2.1. Hiicre Aracili Akut rejeksiyon (AR):

Akut rejeksiyonun en sik goriilen tiiriidiir. Serum kreatinin asemptomatik artisi,
ates, greft duyarliligi, idrar miktarinda azalma, tansiyonda yiikselme gibi belirtilerle
ortaya c¢ikar. Akut hiicre aracili rejeksiyonda histopatolojik olarak, intertisyumun
mononiiklear hiicreler (MNL) ya da bazen eozinofiller ile infiltrasyonu, tubiilitis denen,
tubiiler epitelyum hiicrelerindeki dejeneratif degisikliklere eslik eden, tubiil limen ve
duvarina yayillmis lenfosit ve monosit goriintiisii ile karakterizedir. Poliniiklear hiicre
(PNL) infiltrasyonu goriilmez. Hiicre aracili akut rejeksiyonlarin biiyiik kesimi yiiksek
doz steroid tedavisine cevap verir (24,31,32).
2.3.2.2. Antikor Aracili Akut Rejeksiyon (Akut Humoral Rejeksiyon) (AHR):

Antikor aracili akut rejeksiyon, vericinin kan grubu ya da HLA antijenlerine

kars1 nakilden sonraki hafta ya da aylarda yeni olusan antikorlarin yarattigi tablodur.
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Histopatolojik olarak, peritiibiiler kapillerde kompleman 4 (C4)’{in bir yikim {iriinii olan

C4d’nin birikimi ya da arteriyel fibrinoid nekroz goriiliir (33,34,35).

2.3.3. Kronik rejeksiyon (KR):

KR, uzun donemdeki greft fonksiyon bozukluklar1 i¢in kullamlan genel bir
tanimlamadir. Bugiin i¢in kronik allogreft nefropatisi (KAN) terminolojisi tercih edilir.
Uzun donemdeki allogreft fonksiyon bozuklugunun altinda immiinolojik ve
immiinolojik olmayan nedenler yatar. Immiinolojik nedenler arasinda HLA uyumu,
gecirilmis akut rejeksiyon ataklari, PRA diizeyi, dondr spesifik antikor (DSA) varligi,
sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonu ve yetersiz immiinsupresyon yer alir. Immiinolojik
olmayan faktorler, nakil zamanindaki iskemik hasar, hipertansiyon, hiperlipidemi,
proteiniiri, ilag toksisitesi, alic1 verici yasi, irk, cinsiyet ve greftteki nefron sayisidir.
Histopatolojik  olarak, interstisyel infiltrasyon ve fibrozis, tubiiler atrofi,
glomeriiloskleroz, bazal membranda Membranoproliferatif Glomeriilonefrit (MPGN)’ye
benzer cift kontur goriiniimii, damar duvarinda kalinlasma, liimende daralma gozlenir

(24,30,35,36).

2.4. BOBREK NAKLINDE STANDART iMMUNSUPRESIF TEDA Vi

1950 yilinda identik ikizler arasinda yapilan bobrek naklinde immiinsupresyon
teknigi olarak tiim viicut 1sinlanmistir. 1960’h yillarin basinda azathioprin kullanilirken,
kisa bir siire sonra prednizolan ile ikili tedaviye baglanmistir. 1970°1i yillarin ortalarina
gelindiginde poliklonal antikor preparatlar1 olan anti-timosit globulin (ATG) ve
antilenfosit globulin (ALG), indiiksiyon ya da steroide direncli rejeksiyon tedavisinde
kullanilmaya baglandi. Bdylece o yillarda bir yillik basar1 oran1 %50 ve mortalite orani
da %10-20 olmustur.

1980’1i yillarda siklosporinin kesfi daha etkin immiinsiipresyon tedavi, daha az
kortikosteroid kullanilmasin saglamis ve 1 yillik greft sagkalim oram1 %80’e ¢ikmis ve
mortalite oram1 da belirgin olarak azalmistir. Siklosporin ve kortikosteroid ikili
tedavisine azathioprin’in de eklenmesiyle bugiin kullanilan standart {clii tedavi
protokolii sekillenmistir.

1990 yilindan sonra takrolimus ve mikofenolat mofetil (MMF) kullanima

girmistir. Takrolimus, siklosporine alternatif olarak iiretilmistir. Baglangigta karaciger
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nakillerinde kullamlsa da daha sonra bobrek nakillerinde de kullamilmaya baglandi.
1999 yilinda da sirolimus (RAPA, rapamisin) kullanima girmistir (37).

Giiniimiizde organ naklinde kullanilan ilaglar, kalsinérin inhibitorleri,
antimetabolitler, kortikosteroidler =~ ve mMmTOR (rapamisinin memelilerdeki hedefi)
inhibitorleridir. Nakil sonrasi hastalar genellikle kalsindrin inhibitorii, antimetabolit ve
kortikosteroidten olusan standart {i¢lii tedavi kullanmaktadir. Anti-rejeksiyon tedavisi
olarak intravendz metilprednizolon, muro monab (OKT3), ATG ve Humanize anti-
CD25 kullanilmaktadir (38,39).

2.4.1. Kalsinorin inhibitorleri: Siklosporin A (CsA) ve takrolimus (FK), biyokimyasal
olarak farkli olsalar da etki mekanizmalar1 acisindan benzerdirler. Immiinsiipresif
etkileri, kendilerine 6zgii sitoplazmik reseptdr proteinleri, CsA’nin siklofilin, FK’nin
takrolimus baglayic1 protein (FKBP) ile bilesik olusturmasina baghdir. Bu bilesikler,
NF-AT (nuclear factor of aktivated T cell)’yi defosforile ederek FK’ya baglanirlar.
FK’larin inhibisyonu, T hiicre aktivasyonunu artiran sitokinlerin (interlokin (IL)-2, IL-
4, interferon (IFN)-gama, TNF-alfa ) ekspresyonunu bozar. Sonu¢ olarak kalsindrin
inhibisyonunun, sitokin ekspresyonu ve lenfosit farklilagmasi iizerine etkileri vardir
(40).

2.4.2. Anti-Metabolitler: Azathioprin (AZA) ve MMF bu grupta yer alan
immiinsiipresiflerdir. RNA sentez ve metabolizmasim1 bozan bir piirin analogudur.
AZA, hiicresel DNA ile birleserek piirin niikleotid sentezini inhibe eder. AZA gen
aktivasyonunu Onlemez fakat gen kopyalanmasinm1 ve sonu¢ olarak T hiicre
aktivasyonunu, kemik iliginde promiyelositlerin farklilagmasini inhibe eder. MMF, aktif
maddesi mikofenolik asit (MPA)’dir. MMF, T ve B hiicre farklilasmasini inhibe eder,
antikor olusumunu, STL olusumunu ve lenfositlerin vaskiiler endotelyal hiicrelere
baglanmasim engeller (37,40).

2.4.3. Kotikosteroidler: Kortikosteroidler, T ve ASH’lerden salinan sitokin (IL-1, IL-2,
IL-3, IL-6, TNF-alfa, IFN-gama) ve sitokin reseptorleri ile dendritik hiicrelerin
islevlerini inhibe ederler (24,41).

24.4. TOR inhibitorleri: Sirolimus-RAPA, yapisal olarak FK’ya benzeyen bir
makrolid antibiyotiktir. FK gibi FKBP’ye baglanir. Sirolimus-FKBP bilesigi kalsindrin
yerine TOR (Rapamisinin hedefi) proteinine baglanir. TOR’un inhibisyonu, sitokin
bagimli hiicresel proliferasyonu, hiicre bolinme siklusunun G1-S fazinda

yavaslatmaktadir (37).
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2.5. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIiDAN SISTEM

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya birden fazla paylasilmamis elektron
iceren molekiillerdir. Dis orbitallerinde paylasiimamis elektron bulunmasi serbest
radikallerin reaktivitesini artirir (42-44).

Serbest radikal kaynaklari, oksijen ve nitrojen molekiilleridir. Oksijen

molekiiliiniin kismi indirgenmesinden ROS olan hidroksil (OH ) radikali, peroksit (02_

2 - 1
") radikali ve siiperoksit radikali (O2 ") olusmaktadir. Ayrica tekli oksijen ( 02) ve
hidrojen peroksit (H202) molekiilleri radikal olmayan reaktif oksijen tiirevleridir.
Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik oksit (NO°), peroksinitrit

(ONOO ), lipidlerin peroksidasyonu sirasinda olusan lipid peroksil (ROQO) ve

karacigerdeki karbon tetrakloriir (CC14) metabolizmas: sirasinda olusan triklormetil
(CC13') radikalidir (45-48).

Serbest radikalleri dogrudan nétralize eden, isleyen, bunlarin olusumunu
Onleyen ya da bu reaktif tirlinlerden hiicreleri arindiran molekiiller antioksidanlardir.
Antioksidanlar, okside olabilen substrata kiyasla diisiik konsantrasyonda bulunurlar ve
bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktirir veya onlerler (49,50).

Fizyolojik kosullarda, organizmada oksidan ve antioksidan mekanizmalar bir denge
halinde (redoks homeostaz1) bulunmaktadir. Serbest radikallerin artmasi veya
antioksidanlarin azalmasi oksidatif strese, bu da oksidatif hasara neden olmaktadir. Geri
doniisiimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile Once hiicre daha sonra doku ve organ
sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir (Sekil 2.6). Oksidatif
stresin inflamasyon, yaslanma, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik hasar, karsinogenez,
mutagenez, immiinolojik, norolojik, iirolojik hastaliklar ve sindirim sistemi, goz, deri,
akciger, bobrek, karaciger hastaliklarinin patogenezinde ve ilerlemesinde rolii oldugu

kanitlanmustir (51-54).
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Sekil 2.6: Radikallerin yol actig1 hiicre hasari

ROS olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki denge,
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, nitrik oksit sentaz (NOS), glutatyon s-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Rd), coklu ilag¢ direng
proteini (multidrug resistans protein-MRP), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD),
gama glutamil transpeptidaz (cGS), gama glutamil sisteinil sentetaz (cGCS), glutatyon
sentaz (GS) gibi enzimlerin aktivitesine, bir tiyol olan glutatyon (GSH) ve tiyoredoksin
(TRX) gibi antioksidan molekiillere baglidir. Ancak bu cevresel faktorlere bagli,
ongiiriilmesi zor ve oldukc¢a hassas bir dengedir (Sekil 2.7) (49,54,55).

GSH-Px » H,0+0,
0, Flavin enzimler Oy Cu, Zn-SOD H,0, CAT
L 3 OH

02— ° Mn-SOD HzOg

DNA ve protein hasar1
Lipid peroksidasyonu

7

Mitokondri i¢ membrani

Sekil 2.7: Hiicrede oksidatif ve antioksidan sistemi

Organizmada oksidatif strese neden olan radikal yapimu, i¢ ve ¢evresel faktorleri

iceren cesitli mekanizmalarla gerceklesir. ¢ faktorler, mitokondriyal elektron tasima
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sistemi, solunumsal patlama, enzim reaksiyonlari (monoamin oksidaz, ksantin oksidaz ),
yaslanma ve otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel faktorler ise sigara dumani, ilaclar,
alkol, kiikiirt dioksit, karbon monoksit, hava kirliligi, ultraviyole isinlari, iyonize

radyasyon ve ksenobiyotiklerdir (56-58).

2.5.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklarn

1. Fagositler: Aktive olmus fagositik hiicreler daha fazla oksijen tiiketir, artmis bu
oksidatif durum da daha fazla siiperoksit olusmasiyla sonuglanir .

2. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi: Mitokondri, hiicrede oksijenin esas
tilketildigi yerdir. Solunumu diizenleyen endojen faktorler mitokondride radikal

iretimine neden olur (Sekil 2.8) (54).

Sekil 2.8: Mitokondride radikal iiretimi

3. Mikrozomal Elektron Transport Sistemi: Endoplazmik retikulum ve niiklear
membranlarda, serbest radikal iiretimine neden olan bircok oksidaz enzim sistemi
bulunur (59,60).

4. Oksidan enzimler: Siklooksijenaz, lipooksijenaz, ksantin oksidaz gibi bir¢ok enzim
katalitik siklus sirasinda serbest radikal olusturur. Bunlardan ksantin oksidaz (XO),
iskemi sonrasi reperfiizyon hasarina neden olur (61).

5. Endojen Substratlarin Otooksidasyonu: Noradrenalin ve dopaminin otooksidasyonu
sonucu reaktif oksijen tiirleri olusur.

6. Peroksizomal Enzimler: Deaminoasitoksidaz, iiratoksidaz, H>O, olusumuna neden
olurlar.

7. Vaskiiler Endotel: NO', vaskiiler endotel kaynakli bir radikaldir (54,62).
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8. Transizyon (Gegis) Metalleri: Demir (Fe) ve bakir (Cu) oksidatif hasar1 hizlandirir
(63).

9. Plazma membrani: Membrandaki doymamis yag asitleri, fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve steroller, okside olabilen aminoasit i¢eren proteinler serbest radikal hasarina
kars1 hassastirlar (59).

ROS, fibroloblastlar da dahil olmak iizere vaskiiler ve glomeriiler hiicrelerden,
I6kositlerden ve renal interstisyal hiicrelerden olusturulabilir. Mitokondriyal oksidazlar,
NADPH oksidaz, XO’1 da iceren farkli hiicresel enzimler, L-arginin veya
tetrahidrobiopterin eksiltmesi durumunda NOS, ROS iiretiminin hiicresel kaynaklar1

olarak tanimlanmistir (Sekil 2.9) (64-66).

Oz

J i

Oz NO
Superdksit
dismutaz
Katalaz !
HO --—— H302 ONQO -
H+
x-ray
OH "OH + NOz-

Oz /JI——\\
LOO ——— L - “~

LH

Sekil 2.9: L-Argininden serbest radikal olusumu

Serbest radikaller, hem indirgen, hem yiikseltgen olarak ve bazen de her iki
etkiyi birlikte gostererek hiicre hasarina neden olurlar. Serbest radikallerin DNA’ya,
hiicresel proteinlere ve lipidlere zararli etkileri vardir. Aym zamanda kalsiyum
metabolizmasina etki ederek hiicre i¢i serbest kalsiyumun kontrolsiiz yiikselmesine ve
dolayistyla hiicrenin zarar gérmesine ya da 6lmesine sebep olmaktadirlar (Sekil 2.10)

(67-70).
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Cevresel faktorler  Serbest radikal yapim: ~ Endojen faktorler
0, “H,0,
Gegis metalleri
Fe+2,Cu+
OH-
Lipid peroksidasyonu DNA hasari Protein hasari
Doku hasar1

Sekil 2.10: Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasarlari

H,0,, HOCI gibi ROS’larin ya da O,”, OH" ve NO’ gibi serbest radikallerin in
vivoda devamli olarak olustuklar1 kabul edilir. ROS’un fizyolojik seviyeleri,
transkripsiyonu diizenler, sinyal molekiilii gibi is goriir ve patojenlere karsi savunmada

gorev alir (71,72,73).

2.5.2. Reaktif oksijen tiirleri
Molekiiler oksijen (O,) elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu
indirgenme reaksiyonunda reaktif ara molekiiller olusur. Bunlar 6nemli oksidatif stres
ajanlar1 olup reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar (74,75).
Oksijenin indirgenme reaksiyonunda olusan ara reaktif molekiiller:
HO,” > H++ O, Siiperoksit radikali
0;" + 2H+ + e —» H,O, Hidrojen peroksit
H>0, + e = OH- + OH" Hidroksil radikali
0+ e + H+ — HOy’ Hidroperoksil radikali

2.5.2.1.Siiperoksit (O, ') radikali
Molekiiler oksijenin oksidatif fosforilasyonu esnasinda NADPH-oksidaz veya
XO gibi enzimlerin katalizorliigiinde bir elektron indirgenmesi, O, radikalini meydana

getirmektedir.
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Iskemi-reperfiizyonda aktive olan flavoenzimler (XO gibi) endojen olarak
radikaller olusturulur. Lipooksijenaz ve siklooksijenaz ise diger siiperoksit olusturan
enzimlerdir (76).

Siiperoksit, SOD katalizorliigiinde ya da kendiliginden H,O; olusturur. H,O,,
GSH-Px ve CAT enzimleri ile su ve dioksijene (0,) katalizlenir veya gecis metal
iyonlar1 ile kimyasal bir reaksiyonla (Haber-Weiss reaksiyonu) OH" radikaline
doniisebilir (44,77).

Notrofil gibi fagositik hiicreler bir uyarana maruz kalirsa, yabanci molekiili
tanima yetenegine sahiptir ve solunumsal patlama denilen bir dizi reaksiyon gegirir.
NADPH-oksidaz tarafindan hiicrede O, " radikali iiretilmesi patojenle savasta yikim i¢in
gereklidir. Fagositik olmayan NADPH-oksidaz, notrofillerde iiretilen seviyelerde Oy™

radikali tiretirler ve hiicre i¢i sinyal yollarinda gorev yaptiklari diistiniilmektedir (65).

2.5.2.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik zarlara niifuz
edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda aldig1 rolden dolay1
onemlidir. H,O,, O, radikalinin dismutasyon tepkimesi sonucu olusur. Urat oksidaz,
glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi bir¢ok enzim oksijene iki elektron transfer
ederek direk hidrojen peroksit olusturabilir (75).

H,0; in redoks ozelligi nedeni ile gecis metalleri varliginda yiiksek reaktiviteli
serbest radikalleri olusturur. H20:2 fizyolojik konsantrasyonlarda, hiicre ic¢i sinyal
molekiilii, savunma sistemi ve mitojenik yanitin tetiklenmesinde gorev alir. Istenmeyen
hidrojen peroksit katalaz, GS-Px ve diger oksidazlar tarafindan hiicreden uzaklagstirilir

(78).

2.5.2.3. Hidroksil radikali (OH ")

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verir. OH 'radikali, iyonlastirici radyasyonun (x-isinlari)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi H,O,
molekiiliiniin metaller (Fe, Cu) ile reaksiyonunda eksik indirgenmesi sonucu da

olusabilmektedir (Haber-Weiss reaksiyonu) (78,79).
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2.5.2.4. Peroksil radikali (HOO™)

HOO™ en basit peroksil radikaldir ve O, ’in protonlanmis halidir. Tipik bir
hiicrenin sitozoliinde bulunan O; ’in yalmizca %0,03’4 protonlanmig formdur.
Cogunlukla hidroperoksil (LOOH) ya da perhidroksil radikali olarak adlandirilir.
LOOH radikallerinin yag asiti peroksidasyonunu LOOH-bagimsiz ve LOOH-bagiml
olarak iki paralel yolakla baglattiklar1 gosterilmistir (80).

2.5.2.5. Nitrik Oksit (NO")

Nitrik oksit, L-arjinin’den NOS enzimi katalizorliigiinde sentezlenir. Yiiksek
miktarlarda O, yapimi1 NO® yapimi ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek OH™ ve
NO;" olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO") ve

peroksinitroz asit (ONOQOH) ara iiriinleri olusur (75).

2.5.3. Serbest Radikalerin Etkileri
2.5.3.1. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

OH" radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer. H,O,, zarlardan
kolayca gecip hiicre c¢ekirdegine ulasir. Oksidatif hasar olaylarindan kaynaklanan
genetik materyalin kalict modifikasyonu mutagenez, karsinogenez , hiicrede fonksiyon
bozuklugu ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir (81-84).
2.5.3.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagl olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri iceren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. IgG ve albumin gibi disiilfit bag1 fazla olan
proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur (78,85,86).

2.5.3.3. Karbohidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H;O,, OH" ve okzoaldehitler
meydana gelir. A¢iga cikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme o6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanmaya neden olabilirler. ROS’lar bag
dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi karbohidratlarin parcalanmalarina

da yol acabilirler (82,87).
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2.5.3.4. Lipidlere Etkileri

Lipid peroksidasyonu kimyasal bir siire¢ olup serbest radikallerin membrandaki
doymamus yag asitlerini etkilemesi ile baslar. Radikallerin etkisiyle ¢coklu doymamis yag
asitleri lizerindeki metilen grubundan bir hidrojen atomu uzaklastirilir (baslangig
reaksiyonu). Hidrojen atomu uzaklagmasi ile karbon atomu {izerinde eslesmemis
elektron kalir ve bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali (L-) niteligi kazanir.
Lipid radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali (LOO-)
olusur. LOO-, baska yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugmasina neden
olurken kendisi de ac¢iga cikan hidrojen atomunu alarak LOOH doniisiir. Boylece
peroksidasyon basladiktan sonra kendi kendine yayilabilmekte ve cok sayida yag asidi
zinciri LOOH’a doniisebilmektedir (ilerleme reaksiyonu) (78,80,82,87,88,89).

Lipid hidroperoksitleri gec¢is metallerinin redoks dongiisiiyle birlikte lipid
peroksidasyonunu baslatabilecek radikallerin olusumuna neden olabilirler (85).

Lipidlerden arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu” denir. Lipid
peroksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona ugramis
coklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu bir dialdehidtir ve
oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin sekilde kullanilir. Bu dialdehid biyolojik
ortamda makromolekiillerin amin grubu (-NH2) ve/veya siilfitril grubu(-SH) gruplarina
bagl veya serbest olarak bulunur. Olusan MDA ; deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar ozelliklerinin degismesine
yol acar. Boylece membranin gecirgenligini ve akigkanhigini etkileyerek geri
doniisiimsiiz ciddi membran hasarlar1 olusturur (87,90).

2.5.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve KBY Iliskisi

ROS’un 6nemli biyolojik etkileri 1s181nda, son yillarda yapilan ¢ok sayida klinik
ve deneysel calisma bobrek hastalarindaki oksidatif stres bulgularmin saptanmasi
izerine odaklanmustir.

Bobrek, biitiin viicut oksijen tiiketiminin %10’undan sorumludur. Yiiksek O,
tilketimi ve metabolik aktiviteye ek olarak, infiltratif hiicreler ve kendi yerlesik
hiicrelerinden de ROS olusturur. Bobrekteki ROS kaynaklari, aktive olmus makrofajlar,
vaskiiler hiicreler ve cesitli glomeruler hiicrelerdir. Dolasgimdaki polimorfoniiklear

I6kositlerin (PMNL) ve monositlerin glomeriillere ve interstisyal dokuya infiltrasyonu
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sonucunda bobrekler ek bir oksidan strese maruz kalirlar ( 91,92). Bu nedenle zaman
zaman, antioksidan savunma mekanizmasini asan oksidatif stresle karsilasmakta ve
ROS’lara bagli bobreklerde doku hasar1 olugsmaktadir (91-93).

Yapilan ¢aligmalarda ROS’larin iskemik, toksik, immiinolojik kaynakli bobrek
hasar1 olusturabildikleri gosterilmistir (94,95). ROS, hiicre ve organel membranlarinda
lipid peroksidasyonuna neden olarak ozellikle proksimal tubiil segmentlerinde, tiibiil
yapisint, hiicre transport kapasitesini ve enerji liretimini bozarak etkilerini gosterirler.

ROS’un bobrek hasarindaki roli KBY, akut bobrek yetmezligi (ABY),
glomeriilonefrit, nefrotik sendrom, transplantasyon, toksik hasar, enfeksiyon gibi
patolojilerde invivo hayvan deneyleriyle gosterilmistir (94,96,97,98).

Immiin glomeriilonefritte ROS’lar, PMNL’ler ve monositler gibi infiltratif
hiicrelerden olusup, glomeriil hiicrelere ve mezensial hiicrelere yerlesirler. Bu hiicreler,
glomeriiler hemodinamik yapiyr degistirerek, proteiniiri gelismesine neden olup
glomeriiler hasar1 tetiklerler. Doku hasarinin oldugu bélgede O™, HO, ve HO gibi
ROS’larin varlig1 gosterilmistir (91,92,94,96-99).

ROS’larin olugmasi, morfolojik lezyonlarin meydana gelmesine, proteazlarin
aktive olmasina, proteoglikan sentezinin azalmasina ve bunlara bagh olarak proteinlere
kars1 glomeriiler permeabilite artiginin goriilmesine neden olur. ROS’lar prostoglandin,
tromboksan, trombosit aktivite edici faktor gibi vazokonstriktdr biyoaktif lipidleri
serbestlestirerek ve vazodilator olan nitrik oksiti inaktive ederek glomeriil kan akiminin
ve glomeriil filtrasyon hizinin diismesini indiiklerler. Proksimal, distal ve toplayici
segmentlerdeki bobrek tubiiler hiicrelerinin ROS’lar iiretebildikleri bildirilmistir (Sekil
2.11) (91,92,100-102).
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Sekil 2.11: ROS’a bagh gelisen endotel disfonksiyonu

Iskemi/reperfiizyon sirasinda olusan ROS’lar, hiicresel hasarin patogenezinde rol
oynayan en dnemli faktordiir. Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre ici Ca*? artis1 ve hiicre iskeleti ile
membran fosfolipidlerinin bozulmasina Onciililk eden proteaz ve fosfatazlarin aktive
olmasi sonucu asir1 miktarda ROS olusarak, oksidatif strese neden olur (103-105).
Iskemi swrasinda az miktarda serbest radikal olusurken, reperfiizyon doneminde
dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan nétrofiller burada toplanir ve daha biiyiik
miktarda serbest radikal olusur. Olusan serbest radikaller lipid peroksidasyona yol
acarak hasar arttirirlar (3,106,107).

SDBY’i hastalarinda uygulanan tedavi seceneklerinden olan HD oksidatif stresi
artirr. HD esnasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerinin en 6nemli kaynagi
kullanilan membranlar ve diyalizat sivisinin aktive ettigi PMNL’dir. PMNL’in aktive
olmasi ile ortaya c¢ikan solunum patlamasinda rol alan NADPH oksidaz, SOD, NOS ve
myeloperoksidaz (MPO) gibi enzimler O, ~, H,O,, NO ve HOCI (hidroklorik asit) gibi
reaktif {iriinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Ayrica kullanilan membran ve diyalizat
stvilari, alternatif kompleman yolunun aktivasyonunu saglayarak hiicre hasarinin
ilerlemesine yol agar (107).

HD tedavisinin Onemli komplikasyonlarindan biri anemi olup demir ve

eritropoetin tedavisi gerektirir. Tedavi, demirin serbest formunda artisa yol acar ve
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serbest demir H,O, ile reaksiyona girerek OH’ radikaline doniigiir ve oksidatif hasara
yol agar (fenton reaksiyonu) (3).

HD tedavisi plazma SOD, katalaz (CAT), GST gibi antioksidan enzim
aktivitesinde azalmaya yol agar. Bu azalma, bobreklerde bu enzimlerin sentezinin
azalmasina bagli olabilecegi gibi, tiremik toksinlerin enzimin protein yapisinda
degisiklige yol agmasina da bagh olabilir (4).

Koken ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada HD tedavi siiresi artisina paralel
olarak oksidan stresin arttig1 antioksidan kapasitenin ise azaldig1 gosterilmistir. Protein
oksidasyonunun bir gostergesi olan karbonillerin HD ile atilmadigi ve HD siiresiyle
paralel olarak arttig1 gézlenmistir (108).

Normal popiilasyonda oksidatif strese yol agan diyabet, yaslanma, hipertansiyon,
dislipidemi ve sigara gibi etkenler, HD hastalarinin oksidatif stres hasarnin daha da
artmasina yol agmaktadir. Gentamisin, adriamisin, merkiiri kloid radyokontrast madde,
sefalosporin, gliserol gibi nefrotoksik ajanlar, serbest radikalleri veya reaktif O»
molekiillerini uyararak veya kendi antioksidan savunma mekanizmasim baskilayarak

bobrek hasar1 olustururlar (109).

2.6. GLUTATYON S-TRANSFERAZIAR

GST’lar 1961 yilinda aril halojeniirler, 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (CDNB) ve
bromosiilfotalein ile rediikte glutatyonun (GSH) konjugasyonunu katalizme
yeteneginden dolay1 fare karaciger sitozoliinde tanmmlanmistir. GST izoenzimleri,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve dokularin oksidatif zarardan korunmasi ig¢in
onemli enzimlerdir. GST siipergen ailesi karsinojenik potansiyele sahip bircok endojen
ve ekzojen kimyasallara karsi hiicresel enzim savunmasinin 6nemli bir boliimiinii
olusturur, dolayisiyla GST enzimleri bircok elektrofilik maddelerin aktivasyonu ve
inaktivasyonunda onemli rol oynarlar (110).

GSH (y glutamil sisteinil glisin), glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir
tripeptid’dir. GSH, organizmada L-glutamik asid, L-sistein ve glisinden, 1v-
glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin etkisiyle iki asamada

meydana gelmektedir (111).
v-glutamilsistein sentetaz

L-Glutamin + L- Sistein+ ATP —— L - Glutamil - L - sistein + ADP + P
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glutatyon sentetaz

L - Glutamil - L- sistein +Glisin + ATP———» L - Glutamil - L- sisteinilglisin +ADP+P

GST, elektrofilik merkez iceren bilesiklerle GSH'yi baglama kabiliyetindedir
(112). Konjugasyon reaksiyonu i¢in gerekli elektrofilik fonksiyonel grupta bir C, bir N
veya bir S atomu yer almalidir (113). GSH ve elektrofiller arasinda bir bag olusumu ana
bilesikten daha az reaktif bir konjugat olusturur ve boylece detoksifikasyon gerceklesir
(114).
2.6.1. Glutatyon S-Transferaz Aileleri

GST’lar en az yedi izoenzimi olan konjuge edici enzimlerin genis bir ailesini
olusturur (Tablo 2.3). Hiicrede sitozolde ya da mikrozomal kisimlarda bulunabilir. GST
izoenzimleri iki alt iiniteden olusan dimer yapisindadir. Bu alt iiniteler hangi GST
tipinin mevcut oldugunu tanimlar. Alt tiniteler belli bir simfa 6zgiidiir. Son yillarda
GST’nin fonksiyonlarini inceleyen pek cok arastirma yapilmistir. Bu fonksiyonlar; (1)
endojen elektrofilik bilesiklerin konjligasyonu; (2) hiicre ici redoks halinin korunmast;
(3) Iokotrienlerin ve prostoglandinlerin sentez ve modifikasyonudur. Insan GST’lerinin
cogu polimorfiktir, varyant alellerde enzim fonksiyonu degismistir. Elektrofilleri
konjiige etme yetenekleri bu enzimleri, epoksitlerin ve cevresel 6nemi olan pestisitlerin,
kemoterapotik ajanlarin ve beslenme bilesenlerinin detoksifikasyonunda kritik bir
noktaya yerlestirmektedir. Bu sebeple ve inflamatuar siiregleri diizenleme
yeteneklerinden dolayr GST’deki polimorfizmlerin hastaliklar1 etkileme ve yanitlari
degistirmedeki rolleri pek c¢ok epidemiyolojik calismanin hedefi olmustur. Bazi
olgularda, GSH ile konjugasyon toksisitesinde artma karsinogenez ile iliskilidir. Ornek
olarak, etilen dibromid ve halojenlenmis diger alkanlar veya alkenler verilebilir. Bu
nedenle, GST polimorfizmleri teoride, olaya dahil olan hedef organlar ve kimyasallara

bagli olarak artmis ya da azalmis toksisiteye yol acar (110,115-117).

2.6.1.1. Sitozolik GST Gen Aileleri

Sitozolik GST ailesi enzimleri yapilarina, substrat spesifitelerine ve immiinolojik
ozelliklerine gore 7 sinifa ayrilmistir: alfa, mii, kapa, pi, sigma, teta, zeta. Bu siniflar A,
M, K, P,S,T,Z harfleri ile kisaltilir ve siniflara ait {iyeler rakamlarla ifade edilir. Bir
sinifa dahil olan GST izoenzimleri amino asit dizisi bakimindan en az %40 oraninda bir

homoloji gosterirken siniflar arasinda %30’dan daha az bir benzerlik
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vardir. GST M sinifinda, bes insan izoenzimi (M1-M5), GST T smifinda, iki izoenzim

(T1 ve T2) ve GST P smifinda ise bir izoenzim tanimlanmistir (7,115-117).

2.6.1.1.1. Alfa (A) smift GST (GSTA) gen ailesi:

GSTA gen ailesi, 6. kromozom (6p12) iizerinde 5 tane gen (GSTA1, GSTA2, GSTA3,
GSTA4, GSTAS) ve 7 tane pseudogenden olusur. GSTAI geni, -567, -69 ve -52
pozisyonlarinda genin proksimal promotorunda olusan 3 tane tek niikleotid polimorfizm
(SNP)’nin kombinasyonuyla olusan iki alel —GSTAI*A ve GSTAI*B ile polimorfiktir.
GSTAI*A’nin ekspresyonu GSTAI*B’den daha fazladir (7,110,115).

2.6.1.1.2. Mii (M) smift GST (GSTM) gen ailesi:

GSTM gen ailesi, 1981°de Board tarafindan karacigerde tammlanmistir. GSTM sinifi
gen ailesi, 1. kromozom (1p13.3) iizerinde 20 kb uzunlugunda ve 5 tane gen
bolgesinden meydana gelmektedir. GSTM gen ailesi, 5'-GSTM4-GSTM2-GSTM1-
GSTMS5-GSTM3-3' seklinde diizenlenmistir.

GSTM1 lokusunda 3 alel vardir: GSTM1*0, GSTM1*A ve GSTMI1*B. ,
GSTMTI’in yabanil tipi (wild-type) olan GSTM1*A aleli aktif enzimi kodlarken, ekzon
7’°de tek bir bazdaki mutasyonu iceren bir polimorfizm GSTM1*B olarak adlandirilan
varyantt1 ortaya c¢ikarir. Bu mutasyonun enzim fonksiyonunu etkilemedigi
diistiniilmektedir. Bunun sebebi yaygin olarak kullanilan genotipleme problarinin bu
varyant ve yabanil tip arasindaki ayirimi yapamiyor olmasidir. Ancak, ikinci bir varyant
olan GSTM1*0, tim GSTMI1 geninin 15 kb’lik bir delesyonunu temsil ettigi igin
Onemlidir. Homozigot gen delesyonlar1 GSTM1 null veya GSTMI1 (-/-) olarak
adlandirilirak heterozigot delesyonlardan GSTM1 (4/-) ve homozigot yabanil tipten
GSTMI (+/+) ayirt edilir. GSTM1 izoenzimleri baskin olarak karacigerde, az miktarda
ise akcigerde eksprese edilir; GSTM3 akciger dokusundaki 6nemli bir izoenzimdir.
GSTM3-3 varyant1 intron 6’da 3 baz ciftlik bir delesyon igerir. Bu delesyonun enzim
fonksiyonu iizerindeki etkileri tam olarak incelenmemis olsa da, GSTM3-3 ilmegindeki
diger mutasyonlarin bu enzimin fonksiyonunu diizenleyebildigi belirgindir (110,115-
117).
2.6.1.1.3. Teta (T) Simifi GST (GSTT) gen ailesi

GSTT simf genleri 22. (22q11) kromozomdadir. Bu enzimin yabamnil tipi olan
GSTTI1-1 tamamen aktifken, tiim genin delesyona ugradig varyant (GSTT1-0) enzim
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aktivitesinden yoksundur. Bu varyant tipinin homozigotlar1t GSTT1 null (-/-) olarak
adlandirilirken, heterozigotlar GSTT1 (+/-) olarak adlandirilir ve orta derecede bir
aktivitesi vardir ve gen dozaj etkisi gosterir. GSH’nin elektrofillerle konjiigasyonunu
katalizlemeye ek olarak, GSTT1 fosfolipid hidroperoksitler gibi bir dizi organik
peroksite kars1 peroksidaz aktivitesi gosterir. Diger bir izoenzim olan GSTT2 dizi
bakimindan GSTT1’e benzer ve organik hidroperoksitlere afinitesi vardir ancak bu
konu c¢ok derin arastirilmamistir. GSTT1 basta karaciger ve bobrek olmak iizere
incebagirsak, beyin, prostat dokularmin Onemli izoenzimleridir. GSTT2’nin GSH
peroksidasyonu ve elektrofil detoksifikasyon reaksiyonlarmma dahil oldugu
diisiiniilmektedir. GSTT2’deki tek bir baz degisikligini iceren polimorfizm nadirken
(Met139-Ile) GSTT2 promotorundaki bir polimorfizm kolorektal kanser gibi bazi
hastaliklarla iliskilendirilebilir. Promotor boélge polimorfizmi in vitro ekspresyon
sistemlerinde gen ekspresyonunun azalmasi ile iligkilidir (7,110,115-117). GSTT2 daha

cok karacigerde eksprese edilir.

2.6.1.1.4. Pi (P) Simifi GST (GSTP) gen ailesi

GSTP alt simfi GST’nin en Onemli fetal izoformudur ve enzimin geni
11.(11q13) kromozomdadir. Dogumdan sonra diger GST seviyeleri artarken,
karacigerde GSTP seviyesi diiser. GSTP1 dogumdan sonraki nemine ek olarak bobrek,
akciger ve diger dokularda da kantitif olarak onemlidir. GSTP1*A yabanil tiptir ve
genelde bu smifin en aktif formudur. Polimorfizmlerin, GSTP1’in konjiige edici
aktivitesi iizerine etkisi substrat spesifiktir. Ug alelik varyant arastirmalarin ilgi odag
olmustur. GSTP1*B, kodon 105°te izoldsinin valine degismesi sonucu olusan bir
mutasyondan kaynaklanmr; GSTP1*C kodon 105 mutasyonuna ilave olarak kodon
114’te alaninin valine degismesiyle olusan bir mutasyon icerir. GSTP1*D, yabanil
tipten kodon 114’teki mutasyonla ayrilir. GSTP1 bobrek, beyin, kalp, akciger, testis ve
pankreas gibi dokulardaki ekspresyonlar1 gosterilmistir (7,110,116,117).

2.6.1.1.5. Kappa (K) siift GST (GSTK) gen ailesi:
Hiicrelerde mitokondride yer ahr. Coziiniir oldugu halde sitoplazmada
bulunmamaktadir.

GST polimorfizmleri en yaygin olarak, sitozolde bulunan 3 izoenzimde

incelenmistir. Bunlar GSTM1, GSTT1 ve GSTP1’dir. Polimorfizmler alfa, omega ve
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zeta gibi diger sitozolik GST’lerin de aktivitesini etkiler ama bu polimorfizmlerin
fonksiyonel ve toksikolojik etkileri daha az arastirilmistir. Bu {i¢ enzim (GSTMI,
GSTT1 ve GSTP1), aflatoksin B1 epoksit (GSTM1), 1,3-butadinin epoksit metabolitleri
(GSTT1) ve benzo[a]piren diol epoksitler (GSTP1) gibi elektrofillerin konjiigasyonu ile
iligkilidir. Ek olarak, bromobenzen, bromodiklorometan, metilen klorid ve trikloroetilen
gibi halojenlenmis coziiclilerin GSTT1-aracili konjiigasyonu da detoksifikasyondan
ziyade metabolik aktivasyona yol agabilir. GSTM1 ve GSTTI null genotipi olan
bireylerde bu GST’lerin aktivasyonu tamamen kaybolur. Aksine, GSTP1 gen
varyasyonu, iki bolgede tek niikleotid polimofizmi gosterir ve aktiviteyi yok etmez.
Ancak bazi subtratlara kars1 diisiik affinite gosterirken bazilarina karsi yiiksek affinite
gosterir. (7,110,116).

Bu GST polimorfizmleri, birbirleriyle ortiisen substrat spesifitelerine sahip
olduklarindan tek bir bireyde meydana gelen birden ¢ok polimorfizm hastaligin riskini

etkiler (116,117).

2.6.1.2. Mikrozomal (membrana bagl) GST Gen Ailesi

Mikrozomal GST ve I6kotrien C4 sentaz (LTC4S) bu grubun 6nemli iiyeleridir.
Mikrozomal GST, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna katilirken LTC,4S, lokotrien
A4’ GSH ile konjuge eder. LTCsS molekiiler klonlamast sonucu bu enzimin 5-
lipooksijenaz-aktive edici protein (FLAP) ile homoloji gosterdigi bulunmus olup bu
bulgu her iki proteinin de aym gen ailesinin iiyesi olduguna isaret eder. Mikrozomal
GST’ler, arasidonik asit ve glutatyon metabolizmasindaki membranla iliskili proteinler
(MAPEG) olarak adlandrilirlar (110,116).
2.6.2. GST polimorfizleri ve KBY iliskisi

GST izoenzimlerinin nitel ve nicel dagilimlar1 dokudan dokuya oldukga farklilik
gosterir. Bu durum her bir organin GST ile etkilesen toksik ajana yanitinin farkli
olmasina yol acar. Bu yoniiyle bakildiginda GST'lar organa 6zgii toksisite olusumunda
Oonemli rol oynarlar. Toksik maddelerin belirli organlarda toksik etki olustururken diger
baz1 organlarda nasil olup da toksisite olusturmadiklar1 her zaman ilgi ¢eken ve
aragtirtlan bir konudur. Bu durum agik¢a toksik ajanin toksikokinetigine, duyarl
dokularda spesifik alim mekanizmalarinin varligina, hedef organin aktivasyon
detoksifikasyon yapan enzim igerigine ve dokunun toksik ajanin olusturdugu hasari

onarma yetenegine baglidir (7).
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Bir¢ok ksenobiyotik toksisitesi ve serbest oksijen radikalleri i¢in bobrek dnemli
bir hedef organdir. Antioksidan enzimlerinin aktivitesini azaltan genotipli bireylerde
oksidatif hasar gelisimi acisindan risk altinda oldugu diisiiniiliir (6).

KBY’li hastalarin eritrositlerinde GST enzimlerinin agir1 iiretimi gosterilmistir.
Bu durum KBY gelisimi ile GST enzimlerinin iliskisini arastirmaya sevk eder (118).

Karaciger nakillerinde, reperfiizyon hasari, kalsindrin ila¢ tiikketimi ve
enfeksiyonlar serbest radikal iiretimini arttirarak doku hasar1 ve organ yetmezligine
sebep olurlar. Karaciger transplantasyon sonrasit oksidatif stres ve antioksidan savunma
arasinda denge allogreft yetersizligi gelisimi ve ilerlemesinde énemi olabilir. Oksidatif
stresin hasar verici etkisine karsi bir bariyer GST enzimidir. GST genetik varyasyonlari,
oksidatif metabolizmalarin kaybolan etkileri ile iligkili hastaliklarda bireysel
yatkinliklart arttirabilir (119,120).

Bobrek transplantasyonu sonrasi oksidatif stres ve antioksidan savunmalar KAN
gelisimi ve ilerleyisi anlamamiz acisindan 6nemli olabilir. Ozellikle KAN’I1 hastalarda
dislipidemi ve oksidatif stres iiriinleri kombinasyonu, vaskuler lezyonlarin gelisimine
ve ilerleyisine sebep olabilir (97,121).

Renal transplantasyondaki onemli gelismelere ragmen sagkalim, nakil sonrasi
mortalitenin en onemli sebebi olan kardiyovaskiiler hastaliklarla (KVH) sinirhidir. Nakil
sonrast KVH gelisimindeki risk faktorlerine bakildiginda arteriyel hipertansiyon,
hiperlipidemi, diabetes mellitus, sigara kullanimi, obezite, anemi, sol ventrikiiler
hipertrofi gibi ‘geleneksel’ risk faktorlerine ek olarak inflamasyon ve oksidatif stres

gibi ‘yeni’ risk faktorlerinin de varligindan s6z edilmektedir (5).

2.6.3. ANTI-GSTT1 ANTIKORU

Son yillarda yapilan calismalar, hem akut hem de kronik bobrek allogreft
rejeksiyonunun  vericiye Ozgii  antijenlere  yonlenmis antikorlar tarafindan
baslatilabilecegi yoniindedir. Bu antijen-antikor baglanmasi siireci greft endotelinde
gerceklesir ve nihayetinde ¢ogu olguda allogreftin hasarina yol agan bir dizi pro-
inflamatuar olaylar tetikler. Renal transplantasyon sonrasinda, HLA simf I ve simif 11
antijenlere kars1 yonlenmis de novo verici spesifik antikor iiretiminin kotii transplant
prognozu ile iligkili oldugu bulunmustur. Antikor aracili rejeksiyonun varligim1 gosteren

biyolojik kanit, dolasimda vericiye 6zgii antikor varlifi ve sonrasinda antijen-antikor
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baglanmasina sekonder olarak gelisen kompleman aktivasyonunun bir sonucu olarak
greft endotelinde bir kompleman bileseni olan C4d’nin birikmesidir (122-124).

Giiniimiizde antikor aracili rejeksiyonun tam kriterleri peritiibiiler kapillerlerde
C4d varligimin gosterilmesi ile inflamasyon ve/veya doku hasari olarak tanimlanmistir.
Peritiibiiler kapillerlerin antikor aracili hasarlanmasi endotel hasarina bagl olarak
gelisen kapiller devamliligin kaybina, iskemiye ve miyofibroblastlarin proliferasyonu
sonucunda gelisen ilerleyen intestinal fibrozise neden olmaktadir (125-127).

Antikor aracili rejeksiyon (AMR) sinif I ve simf II anti-HLA antikorlar: ile
iliskilendirilse de, AMR’li tiim hastalarda anti-HLA antikorlar1 yoktur. Bu sebeple akut
veya kronik rejeksiyon siireclerine HLA-dis1 antijenlerle etkilesen antikorlarin dahil
oldugu diisiiniilmektedir. AMR’nin HLA-identik kardes nakillerinde bile ortaya
cikmasi, HLA’dan farkli histokompatibilite sistemlerinin anti-greft immiin yamitta rol
oynadigim diisiindiirmektedir (125-127).

MHC sinif 1 zinciri-iligkili gen A (MICA) antijenlerine karsi olusan antikorlar,
AMR gelisimine dahil oldugu diisiiniilen HLA-dis1 antikorlardandir. MICA lokusu
HLA-B lokusuna ¢ok yakin yerlesmis olup yiiksek bir polimorfizm gosterir. Calismalar,
nakil Oncesi ya da nakil sonrast donemde tespit edilen anti-MICA antikorlarinin kétii
allogreft sagkalimu ile iligkili oldugunu gostermistir. Ek olarak, geri doniisiimsiiz bobrek
transplant rejeksiyonu veya siddetli akut rejeksiyonu olan kardiyak transplant
hastalarinda anti-MICA antikorlar1 tespit edilmistir (8).

Antikor aracili rejeksiyon siirecine dahil oldugu diisiiniilen bir diger HLA dis1 sistem ise
oksidatif stresin zararli etkilerine karsi onemli bir bariyer olan GST enzim ailesini
kodlayan genlerdir. Bu genlerdeki polimorfizmler oksidatif strese karsi savunmada
gorev alan enzimlerin yanitini etkileyebilmektedir. Bu gen ailesinden GSTM1 ve
GSTTI genlerindeki polimorfizmler ya delesyonlu ya da null bir alel igerirler. Null alel
icin homozigot olan bireylerde enzim aktivitesi tamamen ortadan kalkmistir (8). Bir
calismada, karaciger transplant alicilarimn %50°si GSTT1 null genotipe sahip olup
GSTTI1 pozitif vericilerden nakil olmus ve karaciger grefti lizerinde eksprese edilen
GSTT1 proteinine kars1 antikor gelistirmistir. Anti-GSTT]1 antikoru gelistiren hastalarin
%80’inde siddetli karaciger greft disfonksiyonuna yol acan de novo hepatit gézlenmis
ve bunun GSTT1 e kars1 olusan alloreaktif antikor aracili bir immiin yanitin sonucu

oldugu bildirilmistir (128).
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C4d+ hasta grubunda, antikor iligkili rejeksiyon ile anti GSTT1 antikorlarinin
iligkisi incelendiginde, bu antikorlarin ge¢ renal allogreft disfonksiyonunda rol
alabilecegi bildirilmistir. Arastirmacilar, anti-GSTT1 antikorlarinin kronik antikor

aracili rejeksiyon gelisiminde rol aldigini ileri stirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.GERECLER
3.1.1.Hasta grubu

Calismaya Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali
tarafindan takip edilen ve 1986-2009 tarihleri arasinda canli vericiden bobrek nakli
olmus hastalar dahil edildi. Caligmaya dahil edilen hastalar iki gruba ayrildi. Birinci
grupta, akut ya da kronik rejeksiyon gecirmis 57 hasta ve vericileri, ikinci grupta ise
rejeksiyon atagi gecirmemis 65 hasta ve vericileri yer aldi. Hasta grubuna 18 yasindan
biiyiik olan hastalar dahil edildi. Hastalarin laboratuar analizleri Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dalr’nda yapild1. Istanbul T1p Fakiiltesi Etik Kurulundan Etik

Kurul raporu alind1.
3.1.2.Kontrol grubu

Kontrol grubu olarak hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyette, akut ya da kronik
bir hastalig1 olmayan 18 yasindan biiyiik 51 saglikli birey (SKG) dahil edildi.

3.1.3. Kimyasal malzemeler

Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromid (DTBA) AppliChem
Hexa-dodecyl Trimethyl Ammonium Bromid (CTBA) Merck
Sodyum Kloriir (NaCl) Amresco
Trizma Base AppliChem
Hidroklorik Asit (HCI) Merck
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) Amresco
Borik Asit Amresco
Etanol

dATP Fermantes
dTTP Fermantes
dGTP Fermantes
dCTP Fermantes
Taq DNA Polimeraz Enzimi Fermantes
PZR Buffer (Magnezyumsuz) Fermantes

Magnezyum Kloriir (MgCl,) Fermantes
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Kesim Enzimi MsA I Fermantes
Primerler Fermantes
Distile su

Agaroz Sigma
Ethidium Bromid Sigma
DNA Ladder (Markir-belirtec) Fermantes
Anti-GSTT1 antikor tarama kiti (ELISA) Biomedal

3.1.4. Kullamlan Tamponlar

3.1.4.1. DNA izolasyonu asamasinda kullanilan soliisyonlar

%12’lik DTAB: 12gr DTAB, 45ml NaCl, 15ml 1M Tris-HCIl, 15ml 0,5M EDTA
karisimi1 hazirlandi. Distile su ile 100ml’ye tamamlandi.

9%0,5’lik CTAB: 5gr CTAB, 8ml 5M NaCl karisimi hazirlandi. Distile su ile 100 ml ‘ye
tamamlandi.

1,2M NaCl: 5SM NaCl, 29,22gr NaCl, 100 ml su igerisinde eritilerek ¢6ziildii. 24ml SM
NaCl, 76ml distile su ile karistirildi.

%70°lik Etanol: 70ml %99,9 etanol 30 ml distile su ile karistirildi.

3.1.4.2.Elektroforez Tamponlari

10XTBE (pH:8): 108gr Tris base ve 55gr Borik Asit 700 ml distile su igerisinde
¢oziildii. 0,5M EDTA eklenip distile su ile 1000 ml” ye tamamlanda.

0,5M EDTA (pH:8): 18,61gr EDTA 80 ml distile su igerisinde ¢6ziildii ve pH’s1 NaOH
ile ayarlandu.

Ethidium Bromid: 10pug ethidium bromid ‘e 1ml distile su eklendi.

3.1.4.3.Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Karisim

Taq DNA Polimeraz (rekombinant )(5U/ul)

10X PZR Buffer (100m M Tris-HCI, 500Mm KCI)

MgCl, (25Mm)

dNTP 2m M)

Primerler (100pmol/ul)

DNA

3.1.4.4. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Yonteminde Kullanilan
Enzimler ve Tamponlar

Restriksiyon Enzimi Restriksiyon Enzim Tamponu

Msm AI (10U/ul) +—> NEBuffer 4
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3.1.5. Agaroz Jel

2gr agaroz

30ul etidyum bromiir

100ml 1XTBE

3.1.6.Elektroforez Analizinde Kullamilan Standartlar

50 b¢’lik DNA Ladder Marker (Belirtec) (0,5ug/ul, 50-1000 baz cifti)
3.1.7. Kullanilan Cihazlar

PZR Cihaz1 Perkin Elmer
Elektroforez Tanki Thermo

Gii¢c Kaynagi Thermo
UV-Transilluminartor Vilber Lourmat
Kamera Vilber Lourmat
Yazici Sony

Monitor Sony

Santrifiij Heraus, Niive
Su Banyosu Braun

Mini Santrifiij Epondorf
Vortex Velp SCI
Derin dondurucu (-20°C) Argelik

Ceker Ocak Fagus
Buzdolabi (+4°C) Arcelik

Mini Santrifiij Ependorf

Tart1 Sartoris
Inkiibator Heraus

ELISA Okuyucusu ELX-80
Otomatik Pipet (10,100 ve 1000ul’lik) Ependorf
Otomatik Pipet Ucu (2, 10,100 ve 1000ul’lik) Ependorf

0,5 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipii
1,5 mI’lik polipropilen santrifiij tiipii

2 mI’lik polipropilen santrifiij tiipii

50 mI’lik polipropilen santrifiij tiipii

Steril pamuk ¢ubuk
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1000 ve 100 mI’ lik cam mezur
3.2. YONTEMLER

Istanbul Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali tarafindan takip edilen canl vericiden
nakil olmus, akut ya da kronik rejeksiyon atagi gecirmis 57 hasta ve donorleri ile nakil
sonrasi rejeksiyon atagl gecirmemis 65 hasta ve vericilerine analizler Istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

3.2.1. DNA izolasyonu

Hastalardan EDT A’ tiipe 10ml periferik vendz kan alindi. Hastalardan alinan kan
ornekleri 2600rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan lenfositten
zengin tabakadan (buffy coat) 450ul alindi. Her hasta i¢in ayr1 hazirlanmis 2ml’lik
mikrosantrifiij tlipline konuldu. 450ul buffy coat tizerine 450ul DTAB soliisyonu
eklendi. 5 dakika 68 °C’deki su banyosunda bekletildi. Bu karigimin iizerine 900ul
kloroform eklendi. Mikrosantrifiij tiipii i¢cindeki karisim homojen olarak karisana kadar
vortexlendi. 10000rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipli i¢ine
Iml hacminde %10’luk CTAB soliisyonu (100ul CTAB + 900ul dH,O) hazirlanda.
2ml’lik mikrosantrifiij tiipiinde olusan siipernatant, hazirlanan CTAB soliisyonu iizerine
eklendi. 10000rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Ustte olusan siipernatant dokiildii.
DNA-CTAB peleti iizerine 1.2M NaCl soliisyonundan 300ul ilave edildi. Tiipiin dip
kismindaki pelet yerinden ayrilana kadar vortexlendi. 750ul %99.9 etanol ilave edildi.
Mikrosantrifiij tiipli, birka¢ kez asagi yukar1 dondiiriilerek DNA olusumu gozlendi.
13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Ustte olusan siipernatant dokiildii. 1 ml %70
etanol ilave edildi. Ependorf birka¢ kez asagi yukari dondiiriilerek DNA goézlendi.
13000rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Etanol dokiildii ve mikrosantrifiij tiipii iyice
kurutuldu. DNA 200-300ul steril distile su igerisinde coziildii. Spektrofotometri ile
DNA yogunlu 6l¢iildii ve DNA konsantrasyonu 50-100 ng/ml olarak kayit edildi. Elde
edilen DNA -20 °C’de saklandi (129).

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, bir cesit "in vitro klonlama"dir. PZR, DNA'nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi1 (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya
baglanmasi (hibridizasyonu) ve zincirin uzamast (polimerizasyonu) (cift iplik¢ikli
DNA'larin sentezi) siklusunun belirli sayida tekrarlanmasi esasimna dayanir. Her adim
farklr 1s1larda gergeklestirilir . PZR ile; bir DNA bolgesini 10°-10" arasinda cogaltmak

miimkiindiir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bdolgenin iki ucuna 6zgii, bu
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bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz
uzunlugunda) kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirici genin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir (130-132).
3.2.2.1. Primerlerin Hazirlanmasi

Test edilen polimorfizmlerin tespiti i¢in kullanilan ileri (Forward=F) ve geri
(Reverse=R) primerler, liyofilize halde satin alindi. Primerler, steril, DNaz, RNaz
icermeyen saf su ile ¢ozdiiriildiikten sonra (100pmol/ul), 10pmol/ul’lik stoklar seklinde
hazirlanip -20°C’de muhafaza edildi. Bu ¢alismada kullanilan primer dizileri Tablo3.1°
de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizileri . . L Uriin
Baglandig1 Gen Bolgesi
(be)
ileri primer TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC
GSTT1 480
Geri primer TCACCGGATCATGGCCAGCA
ileri primer GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC
GSTM1 219
Geri primer GTTGGGCTCAAATATACGGTGG
ileri primer GACTGTGTGTTGATCAGGCG 294
GSTP1
Geri primer AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC
. CAACTTCATCCACGTTCACC
lleri primer B-GLOBIN 268
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
Geri primer

3.2.2.2. PZR Reaksiyon Karisim

GSTMI1, GSTTI1 ve GSTP1 (A105G) gen polimorfizmlerinin tespiti i¢in 5S0ul
reaksiyon hacminde PZR karigim1 hazirlandi.
GSTMI1 ve GSTTI1 polimorfizmlerinin herbiri i¢in PZR karisim kosullar1 asagidaki
gibidir (Bir o6rnek i¢in).

dH,O (31,35 ul)

10XBuffer (5 ul)

dNTP (Sul)

Mg,Cl1 (3ul)
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Ileri Primer (0,2 pl)
Geri Primer (0,2 ul)
Taq DNA Polimeraz (0,25 pl)
DNA (5 ul)
GSTP1 (Kodon 105 A-G) Polimorfizmi i¢in PZR karisim kosullar1 asagidaki gibidir
(Bir ornek i¢in).
dH,0 (30,85 pl)
10Xbuffer (5 ul)
dNTP (5 ul)
MgCl (2,5 ul)
Ileri Primer (0,2 pl)
Geri Primer (0,2 ul)
Taq DNA Polimeraz (0,25 pl)
DNA (5 ul)
3.2.2.3. PZR Programlari
GSTMI1 polimorfizmi:
94°C’ de 5 dakika
94°C* de 1 dakika
53°C* de 45 saniye 35 dongii
72°C* de 1 dakika
72°C’ de 5 dakika
GSTT1 polimorfizmi:
94°C’ de 5 dakika
94°C* de 1 dakika
57°C’ de 45 saniye 35 dongii
72°C’ de 1 dakika
72°C’de 5 dakika
GSTP1 polimorfizmi:
94°C’ de 5 dakika
94°C* de 1 dakika
57°C’ de 45 saniye 35 dongii
72°C’ de 1 dakika
72°C’de 5 dakika
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olarak diizenlendi.
3.2.2.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi
%2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlamak ic¢in 2gr agaroz tartildi, 100 ml

IXTBE tamponu i¢inde ¢oziildii ve 1sitic1 blok iizerinde kaynatildi. Jel 60°C’ye kadar
sogutuldu. Icerisine 30ul ethidium bromiir ilave edildi. Taraklar1 yerlestirilen
elektroforez kasetine agaroz dokiildii. Jel soguduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve
elektroforez tankina yerlestirildi.
3.2.2.5. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin jeldeki kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom
fenol mavisi iceren yiikleme tamponundan 2ul, PZR iirliniinden 10pul Ornek
karigtirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Biitiin 6rnekler ve 50 b¢’lik DNA ladder
belirte¢ yiiklendikten sonra akim tankin elektrodlar1 gii¢ kaynagina takildi ve 125V,
135mA’de 30 dakika vyiiriitiildii. Islem sonunda jel UV 15181 altinda incelendi.
GSTMI polimorfizmi i¢in 219 b¢’lik PZR iiriinii ya da null genotip, GSTTI1
polimorfizmi icin 480 b¢’lik PZR iiriinii ya da null genotip ve GSTP1 Ile105Val
polimorfizmi i¢cin 294 b¢’lik PZR {iriinii tespit edildi.
3.2.3. Restriksiyon Enzim Kesimi

Amplifiye edilen gen bolgesindeki polimorfik bdlgeye spesifik restriksiyon
endoniikleazlar kullanilarak restriksiyon enzim kesimi yapildi.
3.2.3.1. GSTP1 ile105Val Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin BsmA I Enzimi ile
Kesilmesi

GSTP1 genin kodon 105’de meydana gelen Ile/Val degisimi BsmA I restriksiyon
enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir.
BsmA I restriksiyon enzimi i¢in kesim kosullar1:

2,5ul dH.O

2ul Buffer O

0,5ul BsmA I restriksiyon enzimi

15ul PZR {iriinii
olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 55 °C’de 1,5 saat inkiibe edildi.
3.2.3.2. GSTP1 ilel05Val Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi ve Genotip Tayini

GSTP1 1le105Val polimorfizminin tespiti PZR amplifikasyon iiriiniiniin

restriksiyon enzim kesimini takiben %?3’liik agaroz jelde yapilda.
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GSTP1 1le105Val polimorfizmi, 294 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin BsmA I
enzimi ile kesilen bant boylar ile tespit edildi:

Homozigot yabanil form (ile/ ile genotipi) —»294bg

Heterozigot mutant form (Ile /Val genotipi) — 294 bg, 234 bg, 60 bg

Homozigot mutant form (Val/Val genotipi) —» 234 bg, 60 bg¢ seklinde ayirt
edilmektedir.

3.2.4. ELISA yontemi ile Anti-GSTT1 antikor tarama testi

Bu testin amac1 insan serumundaki GSTT]1 proteinine kars1 IgG tipi antikor olup
olmadigini tespit etmektir. ELISA yontemi, antikorlar1 tespit etmek amaciyla kullanilan
immiinokromatografik bir testtir.

Saflastirilmis, rekombinant insan GSTT1, mikro-kuyucuklu plagin kuyularina
baglanmistir. Sulandirilmis 6rnekler ve kontroller ayr1 ayr1 kuyulara konur ve var olan
anti-GSTT1 antikorlarimin sabitlenmis olan antijene baglanmasi saglanir. Baglanmayan
ornekler yikamalarla uzaklastirilir ve alkalin fosfatazla isaretli anti-human IgG konjugat
eklenir. ikinci inkiibasyon enzim isaretli anti-human IgG’nin mikrokuyulara baglanmis
olan serumdaki antikorlara baglanmasim saglar. Baglanmayan enzim isaretli anti-human
IgG yikama ile uzaklastirildiktan sonra, geri kalan enzim aktivitesi kromojenik bir
subtrat eklenerek ve ortaya ¢ikan rengin yogunlugu dl¢iilerek hesaplanir.

Testin protokolii

Tiim Orneklerin ve standartlarin (negatif kontrol, pozitif kontrol ve blank) cift

kuyu calisilmasi 6nerilmektedir. Hacimler 2 kuyu i¢in hesaplanmistir.

1) Kullanmadan 6nce tiim tamponlar oda 1sisina getirildi (20-26°C).

2) 4ul ornek ya da kontrolii 396yl seyreltici tampon i¢ginde ¢ozerek 1:100 diliisyon
hazirlandi. Sulandirilan drnekler en kisa siirede analiz edildi. Kullanilmayan drnekler
atild1. Orijinal drnekler ile sulandirilmamis negatif kontrol ve pozitif kontrol bir sonraki
kullanima kadar -20°C’de saklandh.

3) Gerekli sayida ELISA strip plaga yerlestirdi. Kullanilmayacak olan stripler hemen
folyonun igine sarilip +4 °C’ye kaldirild.

4) 1lgili kuyulara, her bir kuyu icin 100ul sulandirilmis 6rnek ve ilgili kontrol
kuyularina 100ul kontroller eklendi. Plak kapatildi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.
5) Bu arada, yikama tamponu 10x (1:10) sulandirildi.

6) Yikamalar: Kuyularin icerigi dokiildii ve her bir kuyuya 300 pl sulandirilmis yikama
tamponu eklendi, 1-2 saniye inkiibe edildi ve dokiildii. Bu islem 5 kez tekrarlandi.
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7) Her bir kuyuya 100 pl konjuge anti-IgG human-AP eklendi. Plak kapatildi ve
karanlikta, oda 1s1sinda, 1 saat inkiibe edildi.

8) Yikamalar: Kuyularin icerigi dokiildii ve her bir kuyuya 300ul sulandirilmis yikama
tamponu eklendi, 1-2 saniye inkiibe edildi ve dokiildii. Bu islem 5 kez tekrarlandi.

9) Her kuyuya 100ul substrat soliisyonu eklendi. Plak kapatildi ve oda 1sisinda,
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

10) Her kuyuya 25ul sonlandirma soliisyonu eklendi.

Sonuclarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi

Orneklerin absorbanst (OD), 405 nm dalga boyunda okundu. Pozitif kontrol OD>1000,
Negatif kontrol OD<0.5000 olup, orneklerin absorbans degerleri testin gegerlilik

siirlart icindeydi.

3.2.6.Istatiksel analiz
[statistiksel analizler SPSS 15.0 yazilm programi kullanilarak hesaplandi. Genotiplerin
ve alellerin gruplara gbre dagilimlar1 ki-kare (y2) ve Fischer yontemleri kullanilarak

yapildi. Degerlendirmede p<0.05 olan veriler anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. HASTA GRUBUNA AIT BULGULAR

4.1.1. Hasta ve kontrol gruplarma ait demografik bulgular
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Calismamiza SDBY tanis1 konmus, canli vericiden bobrek nakli yapilmis 122

hasta ve vericileri ile 51 saglikli kontrol (SKG) dahil edildi. Hastalardan 57 (%46.7)’si

nakil sonras1 akut veya kronik rejeksiyon atagi gecirmis rejeksiyonlu hasta grubunu

(R+HG) olustururken, 65 (%53.3)’i nakil sonrast rejeksiyon atagi gecirmemis

rejeksiyonsuz hasta grubunu (R-HG) olusturmaktadir. Hastalarin yas ortalamasi

35.38+11.2 y1l (yas araligr: 18-60; K/E: 44/78) idi (Tablo 4.1).

Tablo:4.1: Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ézellikleri

Hasta Grubu | Rejeksiyon (+) | Rejeksiyon (-) Saglikli
(n=122) Hasta Grubu Hasta Grubu Kontrol Grubu p
(n=57) (n=65) (n=51)
Yas
35.38+11.2 34.3£10.6 34.5£10.4 37.5£12.9
(18-60 yas) (18-59 yas) (18-60 yas) (19-73 yas) >0.05
Cinsiyet
Kadin 44 ( %36) 22 (%38.5) 22 (%33.8) 26 (%50.9) >0.05
Erkek 78 (%64) 35 (%61.5) 43 (%66.2) 25 (%49.1)
Kan Grubu
A 68 (%55.7) 31 (%54.3) 37 ( %56.5) 26 (%51)
B 15 (%12.2) 8 (%14.2) 7 (%11) 7 (%13.7) >0.05
AB 2 (%1.8) 1 (%l.7) 1 (%1.5) 2 (%4)
O 37 (%30.3) 20 ( %29.8) 20 (%31) 16 (%31.3)
Primer Hastalik Tanis1
Kronik Glomeriilonefrit 37 (%30.2) 16 (%28.3) 19 (% 29.3) -
Kronik tasli pyelonefrit 20 (%16.2) 10 (%17.5) 10 (% 15.4) -
Amiloidoz 9 (%7.2) 4 (% 7) 5(%7.6) - >0.05
Polikistik bobrek hastaligi 3(%2.4) 1 (%1.7) 2(%3) -
Diyabetik nefropati 6 (%4) 3(%5.2) 3 (% 4.6) -
HT’na bagli nefroskleroz 9 (%7.3) 4 (%7) 5 (% 7.6) -
Etiyolojisi bilinmeyen 40 (%32.7) 19 (%33.3) 21 (% 32.5) -
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R+HG vericilerinin yas ortalamasi 54.9+11.7 yil (yas araligi: 23-81, K/E:
38/19), R-HG vericilerinin yas ortalamas1 50.8+9.74 yil (yas araligi: 33-75, K/E: 41/24)
olarak hesapland:.

R+HG’daki 25 (%44) hasta akut rejeksiyon atagi gecirmisken 32 (%56) hasta ise

kronik rejeksiyon atagi gecirmisti (Tablo 4.2). Rejeksiyonlu hasta grubunun rejeksiyon
tipine gore dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: R+HG rejeksiyon tipleri

Rejeksiyon Klinik | Biyopsi
tipi Rejeksiyon gecirme siiresi (ay) n=9 n=48

Akut

Rejeksiyon n=25|6.68+10.61 (0-39 ay) 8 17
(%44)

Kronik

Rejeksiyon n=32|62.16+53.95 (2-188 ay) 1 31
(%56)

Sekil 4.1. Rejeksiyon (+) hasta grubunun rejeksiyon tipleri

REJEKSIYON TiPi

® AR Akut Rejeksiyon
m AHR Akut Humoral Rejeksiyon
m KAN Kronik Allogreft Nefropatisi
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Hastalarin tiimii canh vericilerinden nakil olmustu. R+HG’da 27 (%47.7) hasta

annesinden nakil olurken R-HG’da 24 (%36.9) hasta annesinden nakil olmustur. Tiim

hasta grubunda 51 (%41.8) hasta anneden nakil olmustu. R+HG ve R-HG vericileri

acisindan kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Sekil 4.2°de

hastalarin vericilerinin yakinhig1 gosterilmistir.

Sekil 4.2: Hasta-verici yakinlik iliskisi

60 -

50 -

40 ~

30 -

20 A

10

‘D Toplam m Rejeksiyon (+) HG m Rejeksiyon (-) HG

51

16 16
1513 13 0
88 7

119

Anne Baba Kardes Es Kuzen Cocuk

Hastalarin ve vericilerinin tiimiiniin nakil 6ncesi HLA tiplendirilmesi yapilmaisti.

Rejeksiyonlu gruptaki hastalardan yalnizca birine HLA uyumsuz nakil yapilirken,

rejeksiyonsuz grupta 4 hastaya HLA uyumsuz nakil yapilmist: (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Hasta-verici HLA uyumlar

Doku 1A,1B/1A,1DR/ 1A,1B,1DR ve
uyumsuz 1B,1DR/1DR Ustli uyum 2A,2B,2DR | Bilinmiyor
R+HG (n=57) 1(%1.6) 3 (%5.3) 48 (%84.3) 3 (%5.3) 2 (%3.5)
R-HG (n=65) 4 (%6.3) 3 (%4.6) 49 (%75.3) 7 (%10.7) 2 (%3.1)

Rejeksiyon atagi gecirmis 6 (%10.5) gecirmemis 5 (%7.6) hastada Rh

uyusmazlig vardi.
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R+HG ve R-HG’larinda yer alan hastalarin tiimii ilk kez bobrek nakli olmustu.
R+HG’da 9 (%15.7), R-HG’da ise 12 (%18.4) hasta ise nakil 6ncesi hi¢c diyalize
girmemisti.

R+HG’da 38 (%66.6) (kan transfiizyonu n=31, kan transfiizyonu ve gebelik
n=7), R-HG’da ise 26 (%40) (kan transfiizyonu n=20, gebelik n=3, kan transfiizyonu ve
gebelik n=3) hasta nakil oncesi aldig1 kan transfiizyonu ya da gebelik nedeniyle yabanci

HLA antijenlerine maruz kalmist1 (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Hasta grubu sensitizasyon bilgileri

Kan Transfiizyonu Gebelik PRA Sinif | PRA Sinif i
Var Yok Var Yok Negatif | Pozitif | Negatif Pozitif
38 7 50 55 2 56 1
R(+)HG (%66.7) | 19 (%33.3) | (%12.3) | (%87.7) | (%96.5) | (%3.5) | (%98.2) (%1.8)
23 6 59 64 1 64 1
R(-)HG (%35.4) |42 (%64.6) | (%9.2) | (%90.8) | (%98.5) | (%1.5) | (%98.5) (%1.5)
p degeri p=0.0005 p>0.05 p>0.05 p>0.05

R+HG ve R-HG’lan1 ile kan transfiizyonu karsilastirildiginda, R+HG’da kan
transflizyonu hikayesi anlamli olarak yiiksek (p= 0,0005) saptamirken gebelik, PRA
Smif I ve PRA Simf II parametreleri agisindan istatistiksel anlamlilik bulunamadi
(p>0,05).

Calismaya dahil edilen R+HG ve R-HG’ndaki hastalar aldigr immiinsupresif
tedavi protokolleri acisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamlilik

bulunamadi (p>0.05). Tablo 4.5’ de gosterilmistir.
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Tablo 4.5: Hastalarin kullandig1 immiinsupresif tedavi

Immunsiipresif Tedavi | AR+ HG | KR+ HG| R-HG p

FK+MMF+STEROID 12 3 28 >0.05
CsA+MMF+STEROID 9 14 28 >0.05
CsA+AZA+STEROID 1 11 0 >0.05
FK+AZA+STEROID 3 2 3 >0.05
CsA+RAPA+STEROID 0 0 1 >0.05
MMF+STEROID 0 1 0 >0.05
RAPA+MM+STEROID 0 0 5 >0.05
AZA+STEROID 0 1 0 >0.05

4.1.2. Hasta ve kontrol gruplarimn GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genotip bulgular:

Hasta ve kontrol gruplarina ait internal kontrol B-globin geni, GSTM1 geni,
GSTT1 geni, GSTP1 ekzon 5 gen bolgesine ait jel goriintiileri Sekil 4.3, Sekil 4.3.1,
Sekil 4.3.2 ve Sekil 4.3.3’de gosterilmektedir.

BELIRTEC EI-ELiPT.TEC

BELIRTEC
a) GSTMA1 b} Beta Globin

Sekil 4.3: B-globin ve GSTM1 genotip analizi. a) 219 b¢’lik GSTMI1 geni pozitif saptanan 7

ornek goriintiisii, b)internal kontrol i¢in B-globin lokusundan 268 bg’lik iiriin goriintiisii
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BELIRTEC

Sekil 4.3.1: GSTM1 genotip analizi. 2,6: GSTM1 null genotip, 1,3,5,7: GSTM1 + genotip

500 by C

BELIRTEC

Sekil 4.3.2: GSTT1 genotip analizi. 2,4,5: GSTT1 null genotip, 1,3,6: GSTT1 + genotip

Sekil 4.3.3: GSTP1 genotip analizi. 1,3,5,7,8: GSTP1 AG genotip, 2,4: GSTP1 GG genotip, 6:
GSTP1 AA genotip

Tiim bobrek hastalarini kontrol grubu ile GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 agisindan
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilemedi (Tablo 4.6).

Kontrol grubunda genotip dagilimi, Hardy-Wienberg dengesindedir.
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Tablo 4.6. Hasta ve kontrol grubu arasinda GST genotiplerinin karsilastirmasi

HASTA KONTROL
GSTM1 (n=122) (n=51) o] Cl OR
Genotipler
GSTM1 (-) 45 (%36.9) 23 (%45.1) >0,05 0.36-1.38 0.71

GSTM1 (+) 77 (%63.1) 28 (%54.9)

HASTA KONTROL
GSTT1 (n=122) (n=51) o] Cl OR
Genotipler
GSTT1 (-) 46 (%37.7) 16 (%31.4) >0.05 0.66-2.65 1.32

GSTT1 (+) 76 (%62.3) 35 (%68.6)

HASTA KONTROL
GSTP1 (n=122) (n=51) o] Cl OR
Genotipler
AA 85 (%69.7) 37 (%72.5) >0.05* 0.42-1.79 0.86
AG 33 (%27) 12 (%23.5)
GG 4 (%3.3) 2 (%4) >0.05"* 0.14-4.68 0.83
Aleller
A 203 (%83.2) 86 (%84.3) >0.05 0.49-1.73 0.92
G 41 (%16.8) 16 (%15.7)

*AA&KGG+AG “GG&AA+GA

Rejeksiyonlu ve rejeksiyonsuz gruptaki hastalar ile vericilerinin ve saglikli
kontrol grubunun GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genotip sonuglar1 Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve
Tablo 4.9’de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. R+HG ve vericilerinin genotip dagilimlari

ReHG HASTA VERICI ReHG HASTA VERICI
GSTM1 GSTT1 GSTP1 |GSTM1 GSTT1 GSTP1 GSTM1 GSTT1 GSTP1 | GSTM1 GSTT1 GSTP1
1 N N AA P N AA 30 P P AG N P AG
2 P N AA P P AA 31 P P AG N P AG
3 N P GG P P AG 32 N P AA P P AA
4 P P AG N P AG 33 N P AA N P AA
5 P P AA N P AA 34 P P AA P P AA
6 N P AA P N AA 35 P P AA P P AG
7 P N AA P P AA 36 P N AA P N AA
8 P P AA P P AA 37 N P AA P P AA
9 N P AA P P AA 38 P P AA P N AA
10 P P AG P P AG 39 N N AG N N AA
11 P P AA N P AA 40 N P AA P P AA
12 N P AA N P AA 41 N P AA N N AG
13 P N AA N P AA 42 P P AA N N AG
14 N N AA P P AA 43 N P AG N P AG
15 P P AG P P AA 44 P N AA N P AA
16 P P AA N P AA 45 N P AG P P AG
17 N P AA P N AG 46 N N AG N N AA
18 P P AA N N AA 47 P P AA N P AA
19 N P AA N P AA 48 N P AG N P AG
20 P P AA N P AG 49 N N AA P P AA
21 N P AA P P AA 50 P N AA P N AA
22 P P AG P N AA 51 N N AA N N AA
23 P N AA P P AG 52 P N AA P N AA
24 P N AG P P AG 53 N N AA P P AA
25 P P AG P P AA 54 N N AG P P AG
26 N N AG P N AG 55 N P AA P P AA
27 P P AG P P AA 56 P P AA P P AA
28 P P AA N P AA 57 P N AA P P AA
29 P P AG P N AG

*N: Negatif (Null) P: Pozitif (Heterozigot/homozigot)
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tip dagilimlari

inin geno

icileri

Tablo 4.8. R-HG ve ver

VERICI

AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AG
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AG
AG

HASTA

AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
GG

AA
AG

AA
AA
AA
AG
AG

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG

AA
AG

AA
AA
AA
AG

AA
AG

HG [GSTM1 GSTT1 GSTP1|GSTM1 GSTT1 GSTP1

34

35
36
37

38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52

53
54

55
56
57

58
59
60
61

62

63
64

65

VERICI

AG
AG
AA
AG
GG

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG

AA
AA
AA
AG

AA
AA
AA
AA
AG
GG

AA
AG
AG

AA
AA
AA
AA

AA

HASTA

AG
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG

AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AG
GG

AA
AA
AG
AA
AA
AA
AG

AA

HG |GSTM1 GSTT1 GSTP1|GSTM1 GSTT1 GSTP1

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33

*N: Negatif (Null) P: Pozitif (Heterozigot/homozigot)



Tablo 4.9. SKG’nun genotip dagilimlari

SKG | GSTM1 | GSTT1 | GSTP1 SKG | GSTM1 | GSTT1 | GSTP1
1 P P AA 27 N N AG
2 P N AA 28 N P AG
3 P N AG 29 P P AA
4 N P AG 30 N P AA
5 P N AA 31 N N AG
6 N P AA 32 P P AA
7 P P AG 33 P N AA
8 N P AA 34 P P AA
9 N P AA 35 P N AG

10 N N AA 36 P N AA
11 N N AA 37 P P AA
12 P P AG 38 P P AG
13 P N GG 39 P P AA
14 N P AA 40 N N AA
15 N P AA 41 P P AG
16 N P AA 42 N P AA
17 P P AA 43 P P AA
18 P P AA 44 N N AA
19 P P AA 45 P P AA
20 P N AA 46 N P AA
21 P N AA 47 N P GG
22 P P AA 48 P P AA
23 P P AA 49 N P AG
24 N P AA 50 N P AA
25 N P AA 51 P P AG
26 N N AA

*N: Negatif (Null) P: Pozitif (Heterozigot/homozigot)

GSTT1 ve GSTPI genotip dagilimlart Tablo 4.10’da gosterilmistir. Her ii¢ grup

Rejeksiyon (+) ve (-) hasta gruplar ile saglikli kontrol grubunun GSTMI,

51

GSTMI, GSTT1 ve GSTPI1 genotipleri acisindan istatiksel olarak degerlendirildiginde

anlaml1 bir sonug elde edilemedi (p>0.05). GSTP1 A alel frekans1 tiim hasta grubunda

(n=122) %83 olarak tespit edildi. Hasta grubu R+HG (n=57) ve R-HG (n=65) olarak 2
gruba ayrildiginda, her bir hasta grubundaki GSTP1 A alel frekansinin da %83 oldugu

bulundu. SKG’da ise %84 idi. G alel frekans1 tiim hasta grubunda %17 olarak tespit

edildi. R+HG ve R-HG gruplarindaki GSTP1 G alel frekansinin da %17 oldugu

bulundu. SKG’da ise %16’idi.
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Tablo 4.10. GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genotip dagihmlar:

GSTM1 GSTM1 GSTT1 GSTT1 GSTP1 GSTP1 GSTP1
(+) () (+) (-) AA AG GG
R(+)HG 32 25 38 19 39 17 1
(%56.1) | (%43.9) | (%66.7) | (%33.3) | (%68.4) | (%29.8) | (%1.8)
45 20 38 27 46 16 3
RHG | (%69.2) | (%30.8) | (%58.5) | (%41.5) | (%70.8) | (%24.6) | (%4.6)
28 23 35 16 37 12 2
SKG (%54.9) | (%45.1) | (%68.6) | (%31.4) | (%72.5) | (%23.5) (%4)
R+HG ve R-HG GSTMI1, GSTT1 ve GSTP1 genotipleri ag¢isindan

karsilagtirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir deger bulunamadi (p>0.05).

Rejeksiyonlu hasta grubu rejeksiyon tipine gore her GST genotipi igin

degerlendirildiginde anlamli bir sonu¢ bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Rejeksiyon tipine gore GST polimorfizm dagilimlar:

AR AHR KAN

GSTML1 (+) 10 (%47.6) 2 (%50) 20 (%62.5)
GSTML1 (-) 11 (%52.4) 2 (%50) 12 (%37.5)
GSTT1 (+) 12 (%57.1) 4 (%100) 22 (%68.8)
GSTT1 (-) 9 (%42.9) 0 10 (%31.2)
GSTP1 AA 13 (%61.9) 4 (%100) 22 (%68.8)
GSTP1 AG 7 (%33.3) 0 10 (%31.2)
GSTP1 GG 1 (%4.8) 0 0

Tiim bobrek hasta ve vericilerinin GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genotipleri

incelendiginde; elli dort (%44.3) hasta ve vericisinde GSTM1 (+) iken 19 (%15.6) hasta
ve vericisinde ise GSTM1 (-) bulundu. Hasta grubunun rejeksiyon atagi gecirmis
16’sinda GSTM1 genotipi negatif, vericilerinin genotipleri pozitif olarak saptanda.
Rejeksiyon gecirmemis 10 hastanin GSTM1 genotipi negatif, vericilerinin genotipleri
pozitif bulundu. Yapilan istatistiksel analizde anlaml1 bir sonug elde edilemedi (p=0.08,

OR:0.46, CI.0.19-1.13). Elli yedi (%46.7) hasta ve vericisinde GSTT1 (+) iken 20
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(%16.4) hasta ve vericisinde ise GSTT1 (-) saptandi. Hasta ve vericilerinde GSTP1

genotip dagilimlar1 tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12: Hasta grubunda alici ile vericide GSTP1 uyumu

VERICI
HASTA  [GSTP1A/A GSTP1A/G GSTP1 G/G
GSTP1A/A |70 (%57.4) 14 (%11.5) 1(%0.8)
GSTP1A/G |11 (%9) 22 (%18) 0 (%0)
GSTP1 G/G |1 (%0.8) 1 (%0.8) 2 (%1.6)

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda GST genotip frekanslar1 sikligi
aragtirildiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanamadi (Tablo 4.15). Rejeksiyon
tipi ile genotip frekanslarini karsilastirdigimizda da anlamli bir veri elde edilemedi
(p>0.05).

Hastalar1 yaslarina gore siniflandirdigimizda yas ile rejeksiyon gelisimi arasinda
anlamli bir sonu¢ elde edilemedi (p>0.05)(Tablo:4.1). Hasta grubumuzdaki 122
hastanin primer tamlar1 ile GSTMI1, T1 ve P1 genotiplerini istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir sonug elde edilemedi (p>0.05)(Tablo:4.1).

Rejeksiyon atagi gecirmis 32 hasta ile rejeksiyon atag gecirmemis 48 hasta
diyaliz siireleri agisindan incelendiginde 18 ay veya daha kisa diyaliz siiresi olanlarda
rejeksiyon gelisiminin anlamli olarak diisiik oldugu bulundu (p=0.031)(Tablo4.13).
Ancak diyaliz siiresi ile GSTMI1, T1 ve P1 genotiplerini karsilagtirdigimizda da
anlamlilik saptanamadi (p>0.05).

Tablo 4.13: Hasta grubu ve diyaliz siiresi iliskisi

18 ay iistii diyaliz siiresi | 18 ay alti diyaliz siiresi ¢]
R+HG
32 2> 0.031
R-HG 48 17

GSTMI null genotipine sahip R+HG’nun kullandiklart immiinsupresif ilaglar
(Kalsinorin inhibitorleri) acisindan degerlendirildiginde GSTM1 null genotipi tagiyan
CsA kullanan hastalarda GSTMI1 null genotipi tasiyan takrolimus (FK) kullanan
hastalara gore rejeksiyon sikliginin daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu saptandi (p=0.029)(Tablo 4.14).



Tablo 4.14:GSTM1(-) genotipli R+HG’nda kullamilan kalsinérin inhibitorleri

Kalsinorin inhibitorii |GSTM1(-) | GSTM1(+) p
CsA kul. hastalar (n=35) | 14 (%40) | 21 (%60)

0.029
FK kul.hastalar (n=20) 11 (%55) | 9 (%45)

Tablo 4.15. Hasta ve kontrol gruplarinda GST genotip frekans dagilimi

R+HG R-HG KONTROL
Genotip (n=57) (n=65) (n=51) p
GSTM1 ve GSTT1
M1&T1 22 28 19 >0.05
MO&TO 9 10 7 >0.05
M1&TO 10 17 9 >0.05
MO&T1 16 10 14 >0.05
GSTM1 ve GSTP1
M1&P1 32 44 27 >0.05
MO&PO 8 7 6 >0.05
M1&PO 10 12 8 >0.05
MO&P1 22 18 22 >0.05
GSTT1 ve GSTP1
T1&P1 37 35 34 >0.05
TO&PO 5 5 5 >0.05
T1&PO 13 15 9 >0.05
TO&P1 19 27 15 >0.05
GSTT1, GSTM1 ve GSTP1
P1,M1&T1 22 27 19 >0.05
PO,MO&TO 4 2 2 >0.05
P1,MO0&TO 9 10 7 >0.05
P0,MO&T1 4 5 4 >0.05
P0,M1&TO0 1 2 >0.05
PO,M1&T1 9 5 >0.05
P1,M0&T1 14 8 12 >0.05
P1,M1&T0 9 17 8 >0.05
M1,T1:Var P1:A aleli

MO, TO:Yok PO:G aleli
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Tiim hasta grubunda GSTT1 null genotipine sahip olanlarda, anti-GSTTI
antikoruna bakildi. Null genotipine sahip 46 hastanin 12 (%34.7)’sinde anti-GSTT]1

antikoru saptandi. Antikor saptanan 12 hastanin 8 (%66.6)’1 akut/kronik rejeksiyon

atagr gecirmis hastalardi. Rejeksiyonlu ve rejeksiyonsuz hasta gruplar1 anti-GSTTI

antikoru acisindan karsilagtirildiginda, rejeksiyonlu grupta antikor varligi istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p=0.04) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Rejeksiyonlu HG ve anti-GSTT1 antikoru iliskisi

R (+) HG (n=19)* R (-) HG (n=27) R(+)HG & R(-)HG
AR (n=8) |AHR|KAN (n=11) P | OR CI
Anti-GSTTI1
antikoru 5%41.7) | 0 3 (%25) 4(%33.3) |0.04|4.18| 1.03-16.94
Verici GSTT1 (-) 1 (%20) 0 | 1(%334) 2 (%50)
Verici GSTT1 (+) 4 (%80) 0 | 2(%66.6) 2 (%50)

*R+HG ve R-HG’lar1 anti-GSTT1 antikoru varhg: acisindan karsilastirildiginda p=0.04 degeri bulunmustur.

Anti-GSTT]1 antikoru pozitif olan hastalarda, anti-GSTT1 antikoru negatif olan

hastalara gore AR gelisme riski daha fazla olarak saptandi (p=0.02) (Tablo 4.17).

Tablo 4.17: ARHG ile anti-GSTT1 antikoru iliskisi

AR(+)HG [ AR(-)HG | p OR Cl
Anti-GSTT1 Antikoru(-) 3(%8.8) | 31(%91.2) |0.02] 0.13 | 0.02-0.70
Anti-GSTT1 Antikoru (+) 5(%41.7) | 7 (% 58.3)

CsA ve takrolimus (FK) tedavileri altindaki hastalarda anti-GSTT1 antikor

gelisimi karsilastirildiginda FK tedavisi altindaki hastalarin 3/21’tinde (%16) antikor

saptanirken CsA tedavisi altindaki hastalarin 8/21’inde (%38) anti-GSTT1 antikoru

saptand1. iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gériildii (p=0.08).

Anti-GSTT1 antikorunun varlig: ile kan transfiizyonu, gebelik, HLA uyumu ve

kullanilan immiinsiipresif tedavi parametreleri birlikte degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamlilik saptanamadi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Hiicrede oksidatif fosforilasyon, mitokondrial elektron transportu, ksenobiyotik
metabolizmas1 ve inflamasyon gibi hiicre siirecleri boyunca devamli olarak reaktif
oksijen tiirleri olugmaktadir. Hiicresel serbest radikaller fizyolojik sirlar {istiine
ciktiginda hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri artar. Bu molekiiller, DNA, protein,
karbonhidrat, lipid gibi 6nemli makromolekiiller ile reaksiyona girerek fizyolojik
siirecin bozulmasina neden olurlar (1,2).

Oksidanlarin agir1 iiretimi ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengesizlik sonucu olusan oksidatif stres, hiicre ve doku hasarina neden olur. Oksidatif
stres ve oksidatif hasar, kardiovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve bazi
kanser tiirlerinde KBY gibi bircok fizyopatolojik siire¢te énemli rol oynar. Oksidatif
stresi pek cok antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla
Onleyebilmektedir (96).

KBY, sebep-sonuc iliskisi bilinmeyen oksidatif stres ile seyreden klinik
tablolardan biridir. Bu hastalarda antioksidan sistem zayiflamis aym1 zamanda
prooksidan aktivite artmigtir. KBY’li hastalarin eritrositlerinde GST enzimlerinin asir1
iretimi gosterilmistir (97-99,118).

Bobrek nakilli hastalarda da oksidatif stresin arttigi bilinmektedir. Minz ve
ark.’inin  yaptig1 calismada stabil bobrek nakilli hastalarda antioksidan mekanizmalarin
artisiyla dengelenebilecek bir oksidatif stres artis1 gosterilmistir (97).

Bir¢ok ksenobiyotik toksisitesi ve serbest oksijen radikalleri i¢in bobrek dnemli
bir hedef organdir. Antioksidan enzimlerinin aktivitesini azaltan genotipe sahip
bireylerin oksidatif hasar gelisimi acisindan risk altinda oldugu diisiiniilir. GST, bir¢ok
substratin biyotransformasyonunun faz II’sinde 6nemli bir rol oynayan ve ROS’lara
kars1 hiicreyi koruyan gen siiperailesidir (7). Ayrica bobrek nakli sonrasi kullanilan
immiinsupresif ajanlarin neden oldugu toksisitiye ve ksenobiyotik bilesiklere karsi
korumada 6nemlidir (120,121).

Biz bu calismada, SDBY gelisimi ile akut ya da kronik rejeksiyonun meydana
gelmesinde GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerindeki genetik cesitliligin rollerini ve

rejeksiyon ile anti-GSTT]1 antikor iligkisini arastirmay1 amacladik.
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Tiirk Nefroloji Derneginin 2008 yili icinde canli vericiden yapilan nakillerin
%34.9’u anneden, %19.5’1 esten, %14.8’1 babadan yapildig1 bildirilmistir (12). Bizim
caligmamizda da bu verilerle uyumlu olarak, 122 kisilik hasta grubundan 51
(%41.8)’nin anneden nakil oldugu bilgisine ulasilda.

Pek ¢ok caligma HLA uyumu ve iyi greft sagkalimi arasindaki iliskiyi
gostermistir. Tiirk toplumunda da 2008 yili icerisinde canli vericiden nakil olan
hastalarin biiyiikk bir ¢cogunlugu HLA uyumlu vericiden nakil olurken sadece %6.5
oraninda HLA uyumsuz nakil yapilmistir (12). Tez calismamizda, rejeksiyonlu gruptaki
hastalardan yalnizca birine HLA uyumsuz nakil yapilirken, rejeksiyonsuz grupta 4
hastaya HLA uyumsuz nakil yapilmist1.

R+HG ve R-HG’lan sensitizasyon bilgileri ag¢isindan kargsilastirildiginda
R+HG’nun %66.6’s1, R-HG nun %40’1 kan transfiizyonu ya da gebelik nedeniyle
sensitize olmus bireylerdi. Anti-HLA antikorlari, kan transfiizyonu, gebelik ve daha
once ge¢irilmis nakil gibi sensitize edici olaylara maruz kalinmas1 sonucu gelisiyor olsa
da bireyden bireye farklilik gostermektedir (39). Bu tez calismasinda, nakil oncesi
R+HG’unda sadece 2 hasta PRA siif I ve bir hastada PRA smif II, R-HG’da ise bir
hasta PRA smif I ve bir hastada PRA sinif II antikorlarini tagimaktayd1 ve bu antikorlar
DSA olmadig i¢in nakile bir engel olusturmadi. Yapilan bir caligmada nakilden uzun
siire Once hastalar duyarli hale gelmis olsalar bile, DSA’ler ¢ok diisiik diizeyde mevcut
oldugundan nakil oncesi PRA’lar1 negatif ¢ikabilecegini fakat nakil sonrasi bellek B
hiicreleri vasitasiyla DSA’lerin sayis1 hizla arttigini1 ve humoral rejeksiyon belirtilerinin
ortaya ¢iktigini gostermistir (36).

Son donem KBY hastalarinda uygulanan tedavi seceneklerinden olan
hemodiyaliz (HD) oksidatif stresi artirir. HD esnasinda ortaya cikan serbest oksijen
radikallerinin en 6nemli kaynagi kullanilan membranlar ve diyalizat sivisinin aktive
ettigi PMINL dir. Koken ve arkadaslarinin (108) yaptig1 bir calismada, HD tedavi siiresi
artisina paralel olarak oksidan stresin arttigi antioksidan kapasitenin ise azaldigi
gosterilmistir. Bu durum protein oksidasyonunun bir gostergesi olan karbonillerin HD
ile atilmadigi ve HD siiresiyle paralel olarak artmasi seklinde baglamistir. Bizim
caligmamizda 18 ay ve daha kisa diyaliz siiresi olan hastalarda rejeksiyon gelisimi
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu sonug rejeksiyon fizyopatalojisinde oksidatif

stresin Onemini gostermektedir.
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Tiirk Nefroloji Dernegi 2008 yilinda 1065 bobrek nakli yapilmis hastalarin
169’unda (%15.9) ilk alt1 ayda akut rejeksiyon goriildiigiinii ve bunlarinda 54’{iniin
(%5.1) biyopsi ile kanitlandig: bilgisini vermistir (12). Tez ¢alismamiza aldigimiz 25
(%44) AR gec¢irmis hastanin ortalama rejeksiyon gecirmesi siiresi 6.68 ay bulunup,
TND bilgileri ile uyum gostermektedir. Hastalarimizin %68’inin biyopsi ile rejeksiyonu
kanitlanmustir.

Ye ve ark.’lar1 (133) yapmis olduklar1 meta analiz ¢alismasinda 13 tanesi
Avrupa, 14 tanesi Amerika ve 3 tanesi Asya iilkesine ait toplam 30 calismay1
inceleyerek, caligmalara ait kontrol gruplarindan GST genotip frekanslarini
belirlemiglerdir. Buna gore, Asyalilarda GSTM1 null genotip frekansin1 %32-53.5,
GSTTI null genotip frekansmn1  %30.2-54.0, Amerikalilarda GSTMI1 null genotip
frekansim1 % 27.6-56.9, GSTT1 null genotipi frekansim1 %13.8-31.6 ve Avrupalilarda
GSTMI null genotip frekansim %44.1-57.8, GSTT1 null genotip frekansim %8-25.5
olarak hesaplamislardir.

Tiirkiye’de yapilan caligmalarda, GSTM1 null genotip frekansini, Balta ve
ark.’lar1 (142) %54.6, Pinarbasi ve ark.’lar1 (135) %18, Aras ve ark.’lar1 (136) %66,
Oztiirk ve ark.’lar1 (137) %49.2, Demir ve ark.’lar1 (134) %52.6, Ozbek (138) ve
Seyitogullar1 (139) gruplar1 ise %47 bulurken, Tursen (141) ve Tamer (140) gruplar ise
%41 oraninda rapor etmislerdir. Bu calismada saglikli kontrol grubunda GSTM1 null
genotip frekanst %45.1 saptandi. Pinarbast ve ark’lar1 (135) sadece Tiirkiye’nin Orta
Anadolu Bolgesi’nde yasayan saglikli bireyleri kontrol grubu olarak calismalarina dahil
ettiklerinden GSTM1 null genotip frekansi diger ¢alismalar ile farklilik géstermektedir .

Tiirk toplumunda GSTT1 null genotip frekansinin arastirildigi calismalarda,
Balta ve ark.’lar1 (142) %?22.7, Ekinci ve ark.’lar1 (143) %20, Altayli ve ark.’lar1 (144)
% 7T oranlarim1 bulurlarken bizim calismamizda GSTT1 null genotip frekans1 %31.4
olarak saptandi. Altayli ve ark’lar1 (144) kontrol grubu olarak sadece Tiirkiye’ nin
Karadeniz Bolgesi’nde yasayan saglikli bireyleri ¢aligmalarma dahil ettiklerinden
GSTTI null genotip frekansi diger calismalar ile farklilik gdstermektedir .

National Center for Biotechnology Information (NCBI) SNP verilerine gore
GSTP1 A562G (rs1695), genotip frekanslar1 Asyali Japonlarda AA 0.826, AG 0.163,
GG 0.012, Asyali Cinlilerde AA 0.674, AG 0.302, GG 0.023, Afrikal1 Nijeryalilarda
AA 0348, AG 0.482, GG 0.170, Amerikada yasayan Avrupalilarda AA 0.319, AG
0.549, GG 0.133 bildirilmistir. GSTP1 A562G (rs1695), (Ile105Val) alel frekanslari ise
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Asyali Japonlarda A 0.822, G 0.178, Asyali Cinlilerde A 0.909, G 0.091, Afrikah
Nijeryalilarda A 0.625, G 0.375, Amerikada yasayan Avrupalilarda A 0.608, G 0.392
olarak bildirilmistir (145).

Bu caligmaya dahil edilen saglikli kontrol grubunda GSTP1 A562G (rs1695),
genotip frekanslar1 AA 0.725, AG 0.235, GG 0.039, alel frekanslar1t A 0.843, G 0.157
olarak saptandi. Calismamizin sonuglar1 NCBI SNP verileri ile karsilastirildiginda Tiirk
populasyonunun Asyali Japon ve Asyali Cinli populasyona daha yakin, Afrikah
Nijeryal1 ve Amerikali Avrupalilara daha uzak oldugu saptandi. HLA polimorfizminin
aragtirildig bilimsel ¢alismalarda, Tiirklerin tarih siirecinde Orta Asya’dan kdken aldigi
bildirilmektedir (145). Bu durum gozoniine alindiginda; Tiirk, Japon ve Cin
populasyonlariin filogenetik yonden yakin olmasi beklenen bir sonuctur. Afrikali
Nijeryali ve Amerikali Avrupahlar ile sonuclarimizin farkli olmasi populasyonlar
arasindaki genetik polimorfik farkliliklardan kaynaklanabilir.

Altayli ve ark.’larinin Tiirk toplumunda GSTP1 A562G (rs1695) genotip
frekanslarini arastirdiklar1 caligmalarinda AA 0.484, AG 0.453, GG 0.063 olarak rapor
etmiglerdir (144). Tiirk toplumunda yapilmis olan iki ¢caligmanin (Altayl ve ark.’lar1 ile
bu calismada) sonuglarimin farklilik gostermesinin temel nedeni, Altayli ve ark’lari
kontrol grubu olarak sadece Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesi’nde yasayan saglikli kisileri
calismalarina dahil ederken bu caligmada kontrol grubumuza dahil olan bireyler Tiirk
toplumunun genelini kapsadig diisiiniilen Istanbul Bélgesinden olusturmaktaydi.

Agrawal ve ark.’lar1 (146), Kuzey Hindistan bolgesinde yasayan SDBY tanisi
almig 184 hasta ve 569 saglikli kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada, GSTM1, GSTT1 ve
GSTP1-313 A/G polimorfizmlerini degerlendirmislerdir. Aymi ¢alismada GST
polimorfizmleri ile bobrek hasar1 olusumu arasinda bir iligkili saptanamamasina ragmen
hastaligin durumu ve ilerlemesi ile iligkili oldugunu gosterilmistir. GSTMI1 null
genotipi, GSTT1 null genotipi ve GSTP1 G alelinin ise KBY gelisiminde yiiksek risk
faktorii oldugu gosterilmistir. GSTT1 null ve GSTP1 G genotiplerinin birlikte kalitildig1
durumlarda KBY gelisme riski 4.2 kat artarken, GSTMI1 null ve GSTTI null
genotiplerinin birlikte kalitildig1r durumlarda KBY gelisme riskinin 4.7 kat arttig1 rapor
edilmistir. GSTP1 G aleli, GSTM1 ve GSTTI null genotipleri birlikte bulunan
bireylerde hastalik gelisme riskinin 9 kat arttig bildirilmistir. Agrawal ve ark.’lar1 (146)
calismalarinda, GSTP1 G aleli, GSTM1 ve GSTT1 null genotiplerinin SDBY i¢in gii¢lii
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risk faktorii olusturduklarimi ve bu genotiplerin birlikte olmas1 durumunda riskin daha
fazla oldugunu bildirmislerdir.

Cannagnol ve ark.’lar1 (147), Italyan populasyonunda GSTP1 AG ya da GG
genotip varligini bobrek yetmezliginde artan risk ile iligkilendirmislerdir. Bu calismada
ise GSTP1, GSTMI ve GSTT1 genlerinde meydana gelen polimorfizmler ve homozigot
delesyonlar ile SDBY gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi.

Yang ve ark.’lar1 (148) GSTT1 null genotipinin diyabetik hastalarda SDBY
gelisiminde onemli bir risk faktorii oldugunu gosterirken, hipertansiyonlu hastalarda bu
iliskiyi gosterememiglerdir. Bu calismada SDBY tanili ve aym zamanda bobrek nakli
olan hastalarin primer tamlar1 ile GSTMI1, GSTTlve GSTP1 genotipleri arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamastir.

Serbest radikallerin zararl etkilerini en aza indirmek ya da ortadan kaldirmaya
calismak allogreft foksiyonu icin gereklidir. Ozellikle KAN’l1 hastalarda vaskiiler
lezyonlarin olusumu ya da ilerlemesini saglayan oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. KAN da serbest radikallerin vaskiiler hasari nasil olusturduklar1 agik
degildir. Bobrek nakli sonrasinda oksidatif stres iiriinlerinde azalma gozlenirken KAN’I1
hastalarda oksidatif stresin arttigi gozlenmistir. KBY’li hastalardaki oksidatif stres
tiriinleri nakilden sonra azalirken KAN gelisiminde bu iiriinlerin arttifi gosterilmistir.
Bu bulgular KAN gelisimi ve ilerlemesinin fizyopatolojisinde oksidatif stresin rolii
oldugunu desteklemekte olup bobrek nakli sonrasi antioksidan savunma ile oksidatif
stres arasindaki dengenin KAN gelisimi ve greft sonlaniminda onemli olabilecegini
bildirilmigtir (121).

KAN’I1 hastalarda GSTM1 ve GSTT1 genotiplerinin incelendigi bir calismada
GST genlerindeki polimorfizmlerle KAN gelisimi arasinda bir iligki gosterilememistir
(121). Bu c¢ahsmada da bu veriyi destekler nitelikte olup, GSTM1 ve GSTTI
genotipleri ile KAN gelisimi arasinda bir iligki saptanmamistir.

Bobrek nakli SDBY’de en giincel tedavi seklidir. Nakil sonrast hem
immiinsupresif tedavinin toksisitesini hem de rejeksiyon riski arasindaki dengeyi
saglamak giictiir. GST’lar, nakil sonras1 kullamilan immiinsupresif ilaglar ve cesitli
ksenobiyotiklerinde dahil oldugu toksik artiklarin metabolizmasinda dnemlidirler (149).

CsA ve takrolimus (FK) gibi kalsindrin inhibitorleri kullanimi, nefrotoksisiteye
bagh olarak allogreft sagkalim siiresinin kisalmasina sebep olabilirler. CsA’nin bobrek

hasar1 olusturma mekanizmasinin agik olmamasina ragmen, CsA kullanim sonucu artan
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oksidatif stresin, bobrek ve kardiyovaskiiler toksisiteye neden olabilecegi
diistiniilmektedir. GST’lar serbest radikallere karst major bir savunma olarak insan
bobreginde ¢ok miktarda iiretilir. Singh ve ark’lar1 (149), GSTM1 null genotipine sahip
hastalarda immiinsupresif ajanlarin asir1 birikmesine bagli olarak nefrotoksisite
ihtimalinin daha fazla oldugu, GSTTMI1 null genotipteki hastalarin GSTM 1(+) hastalara
gore daha diisik CsA dozlarmna ihtiyag duyduklarim gostermistir. GSTTM1 null
genotipteki hastalarn  GSTMI1(+) hastalara gore takrolimus (FK) diizeyleri ile
CsA’dakine benzer iliski gosterilememistir. Bu calisma da, GSTM1 null genotipine
sahip R+HG nun kullandiklar1 immiinsupresif ilaglar (Kalsindrin inhibitorleri) agisindan
degerlendirildiginde, GSTMI1 null genotipi tasiyan CsA kullanan hastalarda GSTM1
null genotipi tasiyan ve takrolimus (FK) kullanan hastalara gore rejeksiyon gelisimi
acisindan istatistiksel olarak anlamlilik saptanmigtir.

Singh ve ark.’lar1 (149) bobrek nakilli hastalarda allogreft sonlamimi iizerine
GSTMI1, GSTT1 ve GSTP1 gen polimorfizm sikligim arastirdiklar1 caligmalarinda;
GSTMI null genotipinin bobrek nakilli hastalarda kontrol grubuna gore 1.5 kat daha
fazla oldugunu rapor etmislerdir. Buna gére GSTMI1 null alelini tagiyan bireylerde
SDBY’i gelisiminde artis olabilecegi gosterilmistir. R+HG’ nda GSTM1 null genotipi
goriilme sikliginin yiiksel oldugu fakat istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamaistir.
R+HG ve R-HG hasta gruplarim karsilasgtirdiklarinda GSTM1 null genotipini tasiyan
bobrek nakilli hastalarda rejeksiyon gelisme riskini 3.35 kat artirdigimi gostermislerdir.
Buna karsilik bu ¢alismada SDBY, R+HG ve R-HG’lar1 ile GSTM1 null genotipleri
iliskisi karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi. Rejeksiyonlu hasta grubunda,
rejeksiyon tipi ile GSTMI1 genotipi irdelendiginde de anlamli bir iligki saptanamada.

Singh ve ark.’1 (149) gecikmis greft fonksiyonu goriilen hastalarda GSTP1 GG
genotip sikligini rejeksiyonsuz hasta grubuna oranla daha yiiksek olarak saptamiglardir.
R-HG ve gecikmis greft fonksiyonu goriilen hastalar arasindaki karsilagtirmada GSTP1
G aleli varliginin 5.52 kat riske neden oldugu bildirilmistir. Buna karsilik bu calismada
SDBY, R+HG ve R-HG’lar1 GSTP1 GG genotip siklig1 agisindan karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Rejeksiyonlu hasta grubunda rejeksiyon
tipine gore GSTPI1 genotip siklig1 incelendiginde anlamli bir fark bulunamadi. Sing ve
ark.’lar1 allogreft sonlanimi ile GSTT1 genotipi arasinda bir iliski saptayamamiglardir
(149). Bu calismada da buna uygun olarak SDBY, R+HG ve R-HG’larinda, GSTT1

genotip sikligmm acgisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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saptanmadi. Rejeksiyonlu hasta grubu rejeksiyon tipine gbére GSTT1 genotipi icin
degerlendirildiginde anlamli bir sonu¢ bulunmada.

Karaciger nakilli hastalarda yapilmis bir calismada akut rejeksiyon ile GTSM1
ve GSTT1 polimorfizm sikliklarimin iligkisi arastirildiginda, karaciger nakillerinde akut
rejeksiyonla GTSM1 ve GSTT1 genotipleri arasinda anlamli bir iligski saptanamamistir
(150).

Anti-GSTT1 antikor ve nakil sonras1 rejeksiyon iligkisi ilk kez karaciger nakilli
hastalarda 2001 yilinda arastirilmistir. Karaciger nakli sonrast de novo immiin hepatit
ile bu antikorlarin iligkisini gosterilmistir (150).

Allogreft rejeksiyonun mekanizmalarin biri DSA’lere kars1 antikorlarin alicida
tespit edilmesidir. Antikor iligkili rejeksiyon, DSA’lerin varlig1 ve bobrek endotelinde
C4d kompleman bilesenlerinin birikmesi ile belirlenir. Antikor iligkili rejeksiyon biiyiik
oranda mevcut anti-HLA antikorlar1 ile iligkili olsada bazi vakalarda anti-HLA
antikorlar1 gosterilememistir (124).

Wichmann ve ark.’lar1 (127) solid organ nakilli hastalarda anti-GSTTI
antikorlarim inceledikleri caligmada hasta ve vericisinde GSTT1 null genotipi mevcut
iken hastada anti-GSTT1 antikoru varligim gostermislerdir. Bu antikorlarin
transplantasyonun sonlaniminda 6nemli oldugunu ve bu duruma daha 6nce yapilmis kan
transfiizyonu, gebelik ya da gecirilmis naklin sebep oldugunu bildirmislerdir . Alvarez-
Marquez ve ark.’lar1 yaptiklar1 bir ¢alisgmayla bu bulguyu desteklemislerdir (8). Bu
caligmada da iki hasta da muhtemelen daha 6nce alinan kan transfiizyonu ya da gebelik
nedeniyle olugmus anti-GSTT1 antikorunu tespit edildi.

Baska bir calismada (122), antikor iligkili rejeksiyonda C4d+ hasta grubunda
anti-GSTT1 antikorlarinin 6nemini incelemislerdir. Anti-GSTT1 antikorlari, antikor
iligkili ge¢ renal allogreft disfonksiyonunda non-HLA antikorlarin rol alabilecegini
desteklemektedir. Rejeksiyonlu hastada anti-HLA antikorlar1 ve anti-GSTT1
antikorlarinin birlikte saptandigi durumlarda allogreft disfonksiyonuna hangisinin sebep
oldugunu belirleyememislerdir. GSTT1 null genotipine sahip nakilli bireylerin bobrek
biyopsi materyalinde bulunan GSTT1 enziminin GSTT1 antikorlar1 aracilifiyla
gerceklesen aktif humoral rejeksiyonda hedef olabilecegini One siirmiislerdir.
GSTT!’nin baghca distal tubiillerde yer aldigimi, glomeriillerde yer almadigini
gostermiglerdir. Glomeriillerde GSTT1 enziminin yokluguna paralel olarak bu

hastalarin glomeruler kapsiillerinde C4d birikimi de bulunamadi. Arastirmacilar, anti-
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GSTTI1 antikoru saptanan hastalarda buna bagl allogreft rejeksiyon gelisme riskinin
ongoriilebilecegini ileri stirmiislerdir. Bu bulgular 1s18inda anti-GSTT1 antikorlarimin
kronik antikor aracili rejeksiyonun 6nemli bir kismin1 olusturdugu diistiniilmektedir.

Alvarez-Marquez ve ark.’lar1 (8) allogreft rejeksiyonlu hastalarda HLA, GSTT1
ve MICA’ya kars1 gelisen dondr spesifik antikorlari ve bobrek biyopsilerinde C4d
birikimini aragtirmislardir. Bobrek biyopsilerinde C4d birikimi ve greft disfonksiyonu
olan 19 hastanin %80’ninde dondr spesifik HLA sinif I ve HLA simf II, MICA veya
GSTTI1 antijenlerine karst antikorlar1 tespit etmiglerdir. GSTT1 uyumsuz 8 hastanin
3’iinde anti-GSTT1 antikoru saptanmirken diger {i¢c hastada anti-GSTT1 antikoru yanisira
diger antikorlarda saptanmistir. C4d+ hastalarda anti-HLA simif I antikorlar1 goriilme
sitkligi C4d- hastalara gore daha yiiksek olarak bulunmustur. GSTT1 antikorlar1 iyi
calisan greftte de rastlanmistir. Fakat C4d+ rejeksiyonlu hastalarda C4d- rejeksiyonlu
hastalara gore GSTT1 antikor sikliginin yiiksek oranda oldugu bildirilmistir. Bu
caligmada da benzer sekilde R-HG’nda yer alan iki hasta anti-GSTT1 antikoru bulundu.

Alvarez-Marquez ve ark.’lar1 (8) bobrek nakli sonrasi anti-GSTTI1 antikoru
gelisim siiresini 43.6 ay olarak belirlemislerdir. Anti-GSTT1 antikoru tagiyan 6 hastanin
4’iinde nakilden sonra kronik antikor aracili rejeksiyonun gelisimi i¢in gecen siire 65,4
ay olarak bulunmustur . Colvin’in (33) bulgularina gore anti-GSTT1 antikoru olan
olgularda doku harabiyeti gelismesi anti-HLA antikorlarina gore daha yavas olmaktadir.
Calismada anti-GSTT1 antikor tayinini ortalama 12. ayda yapildi ve GSTT1 uyumsuz
hasta grubunda %26 oraninda antikor saptandi. Oranin diisiik olmasi antikor 6l¢tim
sliresinin kisa olmasina bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

HLA sisteminin yani sira GSTT1 proteinleri ve MICA gibi baska antijenlerde
immiin cevap icin bir hedef olusturabilir ve antikor iliskili rejeksiyon gelisimine
yardimel olabilirler. Burada onemli olan MICA ve GSTT1 antijenleri periferik kan
lenfositlerin yiizeyinde bulunmadigi i¢in bunlara karsi antikorlarin tayininde klasik
sitotoksisite yontemi kullanilmamaktadir. GSTT1 null alict GSTT1(+) vericili nakiller
tiim nakillerin yaklagik %16’sin1 olusturmaktadirlar. Bunlarda anti-GSTT1 antikorunun
izlenmesi antikor aracili rejeksiyon takibi acisindan 6zellikle birden fazla nakil olmusg
hastalarda 6nemlidir (8).

Calismalarda anti-GSTT1 antikorunun greft rejeksiyonunda dogrudan iliskisi
ispatlanmamis olmakla birlikte, GSTT1 uyumsuz nakillerde antikor iligkili rejeksiyonla
giiclii bir iliski oldugu gosterilmistir (8,122,125-127).
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Kalsinorin inhibitor se¢imi karaciger naklini takiben anti-GSTT1 antikorlar1 ile
iligkili de novo immiin hepatit gelisimini etkileyebilecegi, 2004 yilinda GSTTI1
uyumsuz karaciger nakilli hastalarda gosterilmistir. Karaciger nakilli hastalarda anti-
GSTTI antikoru gelisimi, FK kullanan hastalarda CsA kullanan hastalara gore daha az
bulunmustur (128). Kalsinorin inhibitdr se¢imi, karaciger nakilli hastalarda anti-GSTT1
antikorlar1 araciligiyla olusan de novo immiin hepatit gelisimi yoniinden Onemli
bulunmustur (151). Bu calismada CsA ve takrolimus (FK) tedavileri altindaki hastalarda
antikor gelisimi karsilastirildiginda daha onceki bulgulara benzer olarak, takrolimus
(FK) tedavisi altindaki hastalarda CsA tedavisi altindaki hastalara gore anti-GSTTI1
antikoru gelisiminin daha az oldugu bulundu.

Sonug olarak; Anti-GSTT]1 antikoru pozitif olan hastalarda, negatif olanlara gore
AR gelisme riskinin yiiksek saptanmasi, birden fazla nakil olan hastalarda immunolojik
parametrelere GSTT1 genotip analizinin dahil edilmesinin Onemini agikc¢a
vurgulamaktadir. GSTMI null genotipine sahip CsA kullanan hastalarda, aynm genotipe
sahip takrolimus (FK) kullanan hastalara gore rejeksiyon gelisiminin yiiksek olmasi,
GSTMI genotipinin CsA detoksifikasyonunda ve ilag nefrotoksisitesine bagl allogreft
sonlaniminda 6nemli oldugunun bir kanitidir. Yine CsA tedavisi altindaki hastalarda
anti-GSTT1 antikorunun takrolimus (FK) kullananlara gore yiiksek olmasi, GSTT1 null
genotipi tasiyan hastalar da kalsindrin inhibitorii olarak takrolimus kullanmasinin
tedavinin basarisim arttirabilecegini fakat bu konunun daha fazla sayida hasta grubu ile
yapilacak calisma ile desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz. GSTM1, GSTTI1 ve
GSTP1 genotip varyasyonlarinin tek basina degerlendirildiginde SDBY ve rejeksiyon

gelisimi agisindan Tiirk toplumu igin bir risk faktorii olusturmadigi 6ngoriisiindeyiz.
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