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OZET

Karaciger Transplantasyonu Hastalarinin Operasyon Oncesi ve Sonrasinda
Inflamatuar ve Anti-inflamatuar Gen ifadelerinin incelenmesi

Amac: Karaciger nakli sonrasinda inflamasyon, rejeksiyon, rejenerasyon ve
immiinsiipresyon tedavisi gibi durumlarin takibinde yararli olabilecek biyobelirtecler hala
aranmaktadir. Projemizin amaci, transplantasyon dncesi ve sonrasi immiin sistemin verdigi
tepkinin daha iyi anlagilmasi ve aday biyobelirteclerin degerinin ortaya konmasidir.

Materyal ve Metot: Karaciger nakli hastalarinin operasyondan dnce, operasyondan
1 ve 6 ay sonra periferik kan 6rneklerinde bazi sitokin genlerinin ve ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarinda biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilen genlerin ifade edilme diizeyleri
arastirilmig, serumlarindan biyokimyasal analizler yapilmustir.

Bulgular: Karaciger naklinden 1 ay sonra gergeklestirilen dl¢timlerde ALT, PLT ve
CRP seviyelerinin yiikseldigi; AFP, Bilirubin D ve Bilirubin T seviyelerinin azaldig: tespit
edilmistir. Operasyondan 6 ay sonra gerceklestirilen Olgiimlerde PLT seviyesinin
yiikseldigi; AST, AFP Bilirubin D ve Bilirubin T seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir.
Operasyondan 1 ay sonraki 6l¢iimlerin 6 ay sonraki ol¢iimlerle karsilagtirilmasinda ALT,
PLT, CRP ve Bilirubin D seviyelerinin 6. ayda azaldig tespit edilmistir. Operasyondan 1
ay sonra gerceklestirilen olgtimlerde IL-2 ve IFN-y gen ifade diizeylerinin azaldig1 tespit
edilmigtir. Operasyondan 6 ay sonra gergeklestirilen 6l¢iimlerde TNF-o gen ifadelerinde
artis gozlenmistir. Operasyondan 1 ay sonra ve 6 ay sonra gerceklestirilen Ol¢limlerin
karsilagtirilasinda ise IL-2, HLA-G5 ve IFN-y gen ifadelerinin 6. ayda yiikseldigi tespit
edilmistir. Operasyondan sonraki 2 yillik siirecte rejeksiyon gozlenen hastalarin 1. aydaki
TNF-a gen ifadelerinin rejeksiyon ge¢irmeyen hastalara oranla azaldig: tespit edilmistir. IL-
2 ve IFN-y genlerinin tiim zaman dilimlerindeki ifade degisiklikleri pozitif korelasyon
gostermektedir.

Sonugc: Karaciger nakli sonrasinda geleneksel biyokimyasal parametrelerin yani sira
ilk 6 aylik donemde ifade edilme seviyeleri degisen IL-2, IFN-y, TNF-a ve HLA-G5 gen
ifadelerinin 6l¢iimii hastalarin takip edilmesinde faydali olabilir.

Anahtar kelimeler: Gen ifadesi, karaciger nakli, rejeksiyon
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ABSTRACT

Investigation of Inflammatory and Anti-Inflammatory Gene Expressions in
Liver Transplantation Patients Before and After the Operation

Aim: Biomarkers that may be useful in the follow-up of conditions such as
inflammation, rejection, regeneration and immunosuppression therapy are still sought after
liver transplantation. The aim of our project is to better understand the immune system
response before and after transplantation and to reveal the value of candidate biomarkers.

Material and Method: Expression levels of some cytokine genes and genes thought
to be biomarkers in various infectious diseases were investigated in peripheral blood
samples of liver transplantation patients before, 1 month and 6 after the operation, and
biochemical analyzes were made from their serums.

Results: ALT, PLT and CRP levels increased in measurements performed 1 month
after liver transplantation; AFP, Bilirubin D and Bilirubin T levels were found to be
decreased. In the measurements performed 6 months after the operation, the PLT level
increased; It was determined that AST, AFP Bilirubin D and Bilirubin T levels were
decreased. Comparing the measurements 1 month after the operation with the
measurements 6 months later, it was determined that ALT, PLT, CRP and Bilirubin D
levels decreased at 6 months. In the measurements performed 1 month after the operation, it
was determined that IL-2 and IFN-y gene expression levels decreased. In the measurements
performed 6 months after the operation, an increase in TNF-o gene expressions was
observed. Comparing the measurements performed 1 month after the operation and 6
months after the operation, it was determined that IL-2, HLA-G5 and IFN-y gene
expressions increased at the 6th month. It was determined that the TNF-o gene expressions
of the patients who were observed to be rejected in the 2 years after the operation were
decreased compared to the patients who did not experience rejection. Expression changes
of IL-2 and IFN-y genes in all time periods show positive correlation.

Conclusion: In addition to traditional biochemical parameters after liver
transplantation, measurement of IL-2, IFN-y, TNF-a and HLA-G5 gene expressions, whose
expression levels change in the first 6 months, may be useful in the follow-up of patients.

Key words: Gene expression, liver transplantation, rejection
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1. GIRIS

Karaciger nakli canli veya beyin 6liimii gerceklesmis kadavradan cerrahi miidahale
ile tamami1 veya bir kismi alinan karacigerin aliciya nakledilmesidir. Giiniimiizde
tilkemizdeki  birgok  merkezde organ nakli islemleri basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmektedir (1). Karaciger nakli farkli nedenlere bagl akut ve kronik karaciger
yetmezliklerinin en etkili tedavi yontemi haline gelmistir. ileri evre karaciger hastalig1 olan
bireylerin karaciger nakli Oncesi aylarla siirli olan yasam siiresi karaciger nakli ile
uzatilmis ve yasam Kkalitesi bu tedavi yontemiyle iyilestirilmistir. Son yillarda gelismis
cerrahi ve yeni immiinsiipresif yaklagimlarin uygulanmasi hemen hemen her tiirlii yasamsal
organin veya dokunun bagartyla naklini miimkiin hale getirmistir. Buna ragmen yapilan
organ nakillerinin gogu genetik olarak farkli dondrlerden yapildigi igin alict ile dondr
arasindaki doku uygunlugu bir problem olmay1 siirdiirmektedir. Bu nedenle alicinin dondr
greft antijenlerine kars1 gelistirdigi immiin yanit g6z 6niinde bulundurulmalidir (1, 2).

Karaciger naklinde inflamatuar ve anti-inflamatuar yanittan sorumlu genlerin rolii
tam olarak ortaya konulmamistir. Bu yiizden g¢alismamizda karaciger nakli hastalarmin
operasyondan once, operasyondan 1 ay ve 6 sonra elde edilen periferik kan 6rneklerinden
bazi inflamatuar Interlokin-2 (IL-2), IL-6, Interferon- y (IFN-y), Tiimér Nekroz Faktor-a
(TNF-0) ve anti-inflamatuar IL-4 ve IL-10 sitokin genleri ile, akut ve kronik inflamatuar
hastaliklarin patolojisine katkida bulunan Miyeloid Hiicrelerde Ifade Edilen Tetikleyici
Reseptor 1 (TREM1), immiin yaniti baskilayan Insan Lokosit Antijeni-G5 (HLA-G5),
diizenleyici T-lenfositler (Treg) de ifade edilen transkripsiyon faktor Forkhead box P3
(FOXP3) ve c¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilen ve
monositlerde ifade edilen CD14 genlerin ifade edilme seviyeleri 6lgiilecektir. Bunun yani
sira serum Orneklerinden klasik karaciger belirtegleri olan Aspartat Aminotransferaz (AST),
Alanin Aminotransferaz (ALT), Trombosit Sayis1 (PLT), Alfa Feto Protein (AFP), Direkt
Bilirubin (Bilirubin D), Total Bilirubin (Bilirubin T) ve C-Reaktif Protein (CRP) gibi
biyokimyasal parametrelerin seviyeleri dlgiilecektir. Elde edilecek veriler 1s181inda karaciger
nakli sonrasi rejeksiyona ve enfeksiyona yonelik prediktif degeri yliksek biyobelirtegler

bulunmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger ve Fizyolojik Islevleri

Karaciger insan viicudundaki en biiylik organdir. Eriskin bir bireyin karacigeri
yaklagik olarak 1500 gram agirligindadir ve viicut agirhiginin yaklasik %2-3’{inii olusturur
(3). Karaciger esas olarak karm boslugunun sag list kadranda yer alir, burada gogiis kafesi
ve diyafram tarafindan korunmaktadir. Karacigerin yiizeyi diizdiir ve diyaframa komsu olan
tist bolgesi kubbe seklini almistir (4).

Karaciger viicutta bir ¢cok metabolik ve fizyolojik islevi yerine getirir. Bunlardan
onemli bir tanesi safra iiretimidir. Safra; yag, kolesterol ve kan pihtilasmasinda etkin rol
oynadigi bilinen K vitamininin de iginde bulundugu 6nemli baz1 vitaminlerin emiliminde
ince bagirsaga yardimci olur. Karacigerin safra iiretiminin yani sira bir baska 6nemli islevi
ise hemoglobin metabolizmasin1 yonetmesidir. Hemoglobinin pargalanmasiyla agiga ¢ikan
demir karacigerde ve kemik iliginde depolanarak yeni kan hiicrelerinin yapiminda
kullanilir. Ayrica yine hemoglobininin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan bilirubinin emilimi ve
metabolizasyonu karaciger tarafindan saglanmaktadir (5, 6).

Karacigerin bir baska gorevi ise oldukg¢a onemli bir molekiil olan kolesteroliin
sentezlenmesidir. Kolesterol hiicre membran yapisinin 6nemli bir pargasidir. Kolesterol
esas olarak adrenal bez tarafindan iiretilen hormonlarin sentezi ve testosteron, progesteron
gibi steroid bazli hormonlarin sentezi i¢in gereklidir. Kolesterol ayrica D vitamini ve safra
asitlerinin iiretimi igin de gereklidir (7).

Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda da O©nemli roller oynamaktadir.
Karacigerde depolanan karbonhidratlar gerektigi zaman yapitaslari olan glikoza ayrilir ve
normal glikoz seviyelerini korumak i¢in kan dolagimina salinir. Glikoz miktar1 gereginden
fazla miktarda arttiginda karaciger glikozu glikojen olarak depolar ve enerji ihtiyaci
oldugunda glikojeni yeniden glikoza pargalar ve kan dolasimina salar (8). Karaciger ayrica
A, D, E, K ve B12 vitaminlerinide depolar. Bazi durumlarda birkag¢ yillik vitaminler yedek
olarak depolanabilmektedir (9). Karaciger vitaminlerin yani sira bakirin da depolanmasinda
ve serbest birakilmasinda rol oynar (10). Karaciger birgok proteinin sentezinden,

aminoasitlerin iglenmesinden ve proteinlerin pargalanmasiyla olusan metabolizma
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artiklarinin uzaklastirilmasindan sorumludur. Karaciger alkol ve diger ilaglar gibi viicuda
zararl bilesenleri filtreleyerek viicuttan uzaklastirilmasini saglamaktadir (11).

Karaciger albiimin iiretimini saglar. Alblimin, kan serumunda en yaygin bulunan
proteindir. Kan basincininin korunmasina ve kan damarlarindaki sizintilarin dengeli bir
sekilde gerceklestirilmesine yardimer olur (12). Karaciger anjiyotensinojen sentezleyerek
kan damarlarin1 daraltir ve kan basincini yiikseltir (13). Son olarak karaciger immiin
sisteminin 6nemli bir par¢asidir. Bagisiklik aktivitesine katilan ¢ok sayida Kupffer hiicresi
icermektedir. Ayrica bu hiicreler beslenme sonrasi bagirsak yoluyla gelen patojenlere karsi

ilk direng noktasini olusturmaktadir (14).

2.2. Karacigerin Histolojisi

Karaciger parankimal hiicreler ve parankimal olmayan hiicreler olarak adlandirilan
bircok farkli hiicre tipinden olusmaktadir. Karacigerin parankimal hiicreleri olan
hepatositler karaciger doku hacminin yaklasik olarak %78’ini olusturur. Parankimal
olmayan hiicreler ise yaklasik %6’sin1 olusturmaktadir. Parankimal olmayan hiicreler;
endotel hiicreleri, Hepatik Stellat Hiicreleri (HSH), Kupffer hiicreleri, Dogal Katil (ing.
Natural Killer Cells; NK) hiicreleri ve safra epitel hiicrelerinden olusur. Ekstraselliiler
bosluk ise karaciger doku hacminin yaklasik olarak %16’sin1 olusturmaktadir (15).

Karaciger hepatik arter ve portal ven yoluyla kan almaktadir. Hepatik arter yoluyla
gelen kan yiiksek oksijen igerigine sahipken portal ven yoluyla gelen kan bagirsak
tarafindan emilen besinlerce zenginlestirilmistir. Portal kan ayrica pankreas, bagirsak ve
dalak tarafindan salgilanan iriinleri de icermektedir (16). Kan karacigere girdikten sonra
hepatik lobiil adi1 verilen karacigerin fonksiyonel birimlerine dagilir (17). Hepatik lobiiller
sinlizoid ad1 verilen kiigiik yapilardan olusur. Siniizoidler oldukca ince kapiller damarlar
seklinde organize olmus yapilardir. Bu sayede total damar ¢api arttirilmaktadir ve boylece
gerekli metabolik islevler daha kolay gerceklestirilmektedir. Sinilizoidal yap1 hepatositler
tarafindan ¢evrelenmistir. Siniizoidal endotel hiicreleri hepatositlerden disse boslugu ile
ayrilmistir (Sekil 2.1). Endotel hiicrelerinin yiizeylerinde bulunan fenestralar olarak bilinen
por yapilart sayesinde disse boslugu ile siniizoidal liimen arasinda madde gecisi
saglanmaktadir. HSH’lerde disse boslugunda yer almaktadir. Kupffer hiicreleri ise

sintizoidal endotel hiicrelerinin {izerine tutunmuslardir. HSH’ler A  vitamininin



depolanmasindan sorumludur ve kronik yaralanmaya yanit olarak hepatik fibrozisin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler ayrica kollajen tip I, 11 ve 1V gibi
ekstraseliiler matriks proteinlerinin tiretimini saglar (18). Siniizoidal liimende bulunan NK
hiicreleri ise viral enfeksiyonlara ve tiimorlere karsi bagisiklik savunmasinin ilk hattinda

yer alan dogal bagisiklik hiicreleridir (19, 20).

Hepatik Lobiil Portal Alan

Hepatositler

[010[. ® .[. .I.[.[.] Hepatik Arter

Siniizoid < @
—_— Safra Kanali
Disse @ .@ N )

Portal Ven
Boslugu

Sintizoidal Endotel Kupffer HSH

Hiicresi Hiicresi

Sekil 2.1. Karaciger Sintizoidleri ve Hiicre Tipleri (16)

2.3. Karaciger Hastaliklar:

Karaciger hastaliklar1 kalitsal veya karacigere zarar veren cesitli faktorler nedeniyle
ortaya ¢ikabilmektedir. Viris, ilag veya kimyasallardan kaynaklanan hasarlar, obezite,
diyabet veya viicudun kendi bagisiklik sisteminden kaynaklanan bir saldirinin neden
olabilecegi birgok karaciger hastaligi tiirii vardir. Bu durum tedavi edilmediginde hayati
tehlike olusturabilmektedir. Karacigerin fonksiyonu tipik bazi enzimlerin, metabolitlerin ve
maddelerin varligi, yoklugu veya miktarini 6lgen bir dizi 6zel klinik caligmalar ile tespit
edilebilmektedir (21).

2.3.1. Akut Karaciger YetmezIligi

Akut karaciger yetmezligi Karacigerin ¢alisma yetenegini hizla kaybetmesiyle ortaya

cikar. Daha yaygin olarak, karaciger yetmezligi yillar icerisinde yavas yavas
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gelisebilmektedir. Ancak akut karaciger yetmezligi birka¢ giin igerisinde gelisir. Akut
karaciger yetmezligi asir1 kanama ve beyinde artmis basing gibi bir¢ok komplikasyona
neden olabilmektedir. Akut karaciger yetmezligi hastaneye yatis gerektiren acil bir
durumdur. Akut karaciger yetmezligi tedavi edilebilir. Ancak bazi durumlarda, akut

karaciger yetmezliginin tek tedavi secenegi karaciger nakli olabilmektedir (22).

2.3.2. Hepatitler

Hepatit; viriisler (Hepatit A, B, C, D ve E), bakteriler ya da parazitlerden
kaynaklanan enfeksiyonlar, alkol kullanim1 veya otoimmiin olarak da gerg¢eklesmektedir.
Cogu durumda karaciger kendini iyilestirebilir, ancak ciddi vakalarda karaciger yetmezligi
ortaya cikabilmektedir (23). Hepatit A Viriisii (HAV), Hepatit B Viriisii (HBV) ve Hepatit
C Viriisii (HCV) enfeksiyonlar1 karaciger iltihaplanmasina yol agan en 6nemli etkenlerdir
(24).

HAV semptomlarin ortaya ¢ikmasindan yaklasik 15-45 giin once viriisle enfekte
kisinin digkisinda ve kaninda tespit edilebilmektedir.. Belirtiler genellikle viriise maruz
kaldiktan 2-6 hafta sonra ortaya cikar. Belirtileri genellikle hafiftir, ancak o&zellikle
yetiskinlerde iyilesme siiresi birka¢ aya kadar uzayabilmektedir (25).

HBV hastalig1 tasiyan bir kisinin kan veya viicut sivilart (meni, vajinal sivilar ve
tiikiiriik gibi) ile temas edilmesiyle yayilmaktadir. Hepatit B semptomlari, enfeksiyondan
sonraki 6 aya kadar ortaya ¢ikmayabilir (26).

Hepatit C, HCV ile enfekte olmus kisilerden kan temasi yoluyla yayilir. Bu hastalik
sag ist karinda agri, sivi nedeniyle karin sismesi, kil renkli veya soluk digki, koyu renkli
idrar, yorgunluk, ates, kasinti, sarilik, istahsizlik, bulanti ve kusma gibi belirtilerle ortaya
¢ikabilmektedir (27).

Hepatit D viriisii sadece HBV tasiyan kisilerde bulunur ve sadece hepatit B
enfeksiyonu olan Kisilerde semptomlara neden olmaktadir. Hepatit D viriisti, akut veya
kronik hepatit B karaciger hastaligina neden olabilir. Risk faktorleri arasinda yanlis
intraven6z (IV) uygulamalari, hamileyken viriisle enfekte olmak (anne viriisii bebege
gegirebilir), hepatit B virlisiinii tasimak, ¢ok sayida kan nakli yapilmasi sayilabilir.
Semptomlar karin agrisi, koyu renkli idrar, yorgunluk, sarilik, eklem agrisi, istahsizlik,

bulant1 ve kusmayi igerebilmektedir (28).



Hepatit E viriisii agirlikli olarak kotii sterilizasyon nedeniyle igme suyunun fekal
kontaminasyonu ile bulagsmaktadir (29). Diger bulasma yollari; enfekte hayvanlardan elde
edilen ¢ig veya az pismis et gibi kontamine gidalarin tiiketimini igerir. Semptomlar sarilik,
halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi, hepatomegali, kasint1 ve artraljiyi
icerebilmektedir (30).

2.3.3. Budd-Chiari sendromu

Budd-Chiari sendromu, kani1 karacigerden alt vena cavaya tasiyan biiyiik damarlari
kismen veya tamamen tikayan kan pihtilarinin varligiyla olusmaktadir. Genellikle nedeni;
polisitemi, orak hiicre anemisi, inflamatuar bagirsak hastaligi ve bag dokusu bozukluklar

gibi kanin pihtilagsmasina neden olan hastaliklardir (31).

2.3.4. Alkolik Karaciger Hastaliklar

Alkol karacigere zarar veren baslica maddelerden biridir. Karaciger belirli miktarda
alkolii metabolize ederek viicuda zararsiz hale getirebilmektedir. Ancak alkol aliminin bu
miktar1 agmasi karacigere ciddi hasar verebilmektedir. Alkol aliminin karacigerde yarattig
ilk problem karaciger yaglanmasidir. Hemen hemen tiim alkol bagimlilarinda
gozlenebilmektedir. Bu durum genellikle belirti vermemekle birlikte yorgunluk, halsizlik
ve kilo kaybi gibi hafif semptomlar gosterebilmektedir (32). Alkol tiiketiminin terk
edilmesi siklikla hastaligin gerileyerek ortadan kalkmasina yardimci olabilmektedir (33).

Alkolik karaciger yaglanmasindan sonra siddetli alkol aliminin devam etmesi
hastaligin daha da ilerleyerek alkolik hepatite doniismesine neden olmaktadir. Alkolik
hepatitte karaciger yaglanmasina ilaveten karacigerde iltthaplanma ve sisme tabloya
eklenmis durumdadir. Belirtiler arasinda istahsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi, ates ve
sarilik sayilabilmektedir. Agir icicilerin yaklasik %35’inde alkolik hepatit gelismektedir.
Alkolik hepatit hafif veya siddetli olabilir. Hafif ise, karaciger hasari tersine cevrilebilir.
Siddetli ise akut karaciger yetmezligi ortaya ¢ikabilir ve 6lim gibi ciddi komplikasyonlara
neden olabilmektedir (34).

Alkolik siroz alkolik hepatitten daha ciddi bir tablodur. Alkolik sirozda karacigerin
skarlagtig1 gozlenmektedir. Alkolik sirozun semptomlart alkolik hepatite benzerdir. Alkol

tiiketimini durdurmak daha fazla hasar1 6nlemeye yardimci olabilir. Agir igicilerin yaklagik
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%10-20’si sirozdan etkilenmektedir. Sirozdan kaynaklanan hasar geri doniisiimsiiz olarak
karaciger yetmezligine ilerlemektedir. Bu sebeple alkolik siroz hastalarinda karaciger nakli
planlanabilmektedir (35).

2.3.5. Karaciger Yaglanmasi

Karaciger agirliginin %5’inden fazlasinin yaglardan olugsmasi durumuna karaciger
yaglanmas1 denir. Yiiksek kalorili diyet karacigerdeki yag miktarini arttirarak karaciger
yaglanmasina sebep olabilmektedir. Bu durum obez kisilerde daha yaygindir, ancak saglikli
viicut agirliklarina sahip yetiskinlerde de ortaya cikabilmektedir. Yagl karacigere sahip
bireyler herhangi bir semptom gostermeyebilir, ancak karacigerdeki yag oraninin
kontrolsiiz artis1 karacigerde iltihaplanma ve skar dokusunun olusumuna neden
olabilmektedir. Karaciger yaglanmasiin iki ana tiirii vardir: Non-Alkolik Yagh Karaciger
Hastaligi (NAFLD) ve Non-Alkolik Steatohepatittir (NASH) (36).

NAFLD ¢ok az alkol tiiketen veya hi¢ alkol almayan insanlar1 etkileyen bir dizi
karaciger rahatsizlig1 i¢in kullanilan genel bir terimdir. NAFLD’ 1n temel 6zelligi karaciger
hiicrelerinde ¢ok fazla yag depolanmasidir. NAFLD ozellikle Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) niifusun yaklasik dortte birini etkileyen en yaygin kronik karaciger
hastaligidir. Bat1 iilkelerinde de kronik karaciger hastaliginin en yaygin nedenidir ve 2030
yilina gelindiginde karaciger nakli i¢in en sik endikasyon olacagi tahmin edilmektedir (37).
NAFLD; tip 2 diabetes mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kronik bobrek hastaligi gibi
hastaliklara yakalanma riskini arttirmaktadir. NAFLD tedavi edilmedigi zaman daha da
ilerleyerek karaciger iltihabi, Siroz ve karaciger yetmezligine sebep oldugu bilinen yagh
karaciger hastaliginin daha agresif bir formu olan NASH’a ilerleyebilir (38).

NASH belirti vermeden ilerleyen ve alkol tiiketmeyen hastalarda goriilen bir
karaciger hastaligidir. Alkolik karaciger hastalifina benzerdir. NASH'!n ana 0zelligi
karaciger yaglanmasima iltihaplanma ve hasarlanmanin eslik etmesidir. NASH kronik ve
gittikce siddetlenebilen bir hastaliktir. NASH’1n sebep oldugu fibrozis daha da ilerleyerek
karacigerin kalic1 olarak hasar gordiigii ve artik diizgiin ¢alisamadigi bir durum olan siroz

ve Hepatoselliiler Karsinomaya (HCC) ilerleyebilir (39).



2.3.6. Otoimmiin Karaciger Hastaliklar:

Otoimmiin karaciger hastaliklart bagisiklik sistemindeki nedeni tam olarak
bilinmeyen bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Kisinin kendi bagisiklik hiicrelerinin
normal Kkaraciger hiicrelerini yabanci olarak algilamasi ve yok etmesi nedeniyle
gerceklesmektedir. Otoimmiin karaciger hastaliklari li¢ ana grupta incelenmektedir. Bunlar
otoimmiin hepatit, primer sklerozan kolanjit ve primer biliyer kolanjittir (40).

Otoimmiin hepatit, viicudun kendi bagisiklik hiicrelerinin karacigere saldirarak
hepatite neden oldugu bir durumdur. Otoimmiin hepatit genellikle 40-60 yas grubunda
artma egilimi gostermektedir, ancak her yas grubunda gozlenebilmektedir. Hastalik
sessizce ilerleyebilir veya ¢ok ¢esitli baz1 semptomlar (halsizlik, yorgunluk, bulanti, karmn
agrs1 kasint1 karacigerde biiyiime gibi) ile kendini gosterebilir. Erken teshis ve tedavi
edilirse, otoimmdiin hepatit genellikle etkili bir sekilde kontrol edilebilmektedir. Tedavi tipik
olarak asir1 aktif bagisiklik sistemini yavaslatmak, hastaligin kotiilesmesini onlemek ve
hasarin  bir kismini tersine ¢evirebilmek amaciyla Kkortikosteroid kombinasyonlu
kullanimini igermektedir (41).

Primer sklerozan kolanjit, karacigerin i¢i ve karacigerin disindaki tiim safra
yollarinin iltihaplanmasina sebep olmaktadir. Karacigerin safra kanallarinin iltihaplanmasi
safra yollarinin yaralanmasina ve sonunda tikanmasina neden olur. Sonug olarak safra
enfekte olarak kolanjit gelisebilir ve siroza yol agabilmektedir. Tedavi; antibiyotikler, anti-
inflamatuarlar, safra incelticiler ve vitamin takviyelerini icermektedir. Primer sklerozan
kolanjit siklikla inflamatuar bagirsak hastaligr ile iliskilidir. Primer sklerozan kolanjit
karaciger yetmezligine neden olabilir ve ayrica safra kanali kanseri gelisimi igin bir risk
faktoriidiir. Bu nedenle yakin takip gereklidir. Bu hastalara karaciger nakli yapilmadigi
takdirde ortalama yasam 6mrii 10-12 yildir (42).

Primer biliyer kolanjit, karacigerdeki orta ve kiigiik ¢aptaki safra kanallarmi geri
doniistimsiiz olarak tahrip ederek safranin karacigerde birikmesine ve karaciger dokusuna
zarar vermesine neden olan bir karaciger hastaligidir. Primer sklerozan kolanjitten farki
sadece karaciger icerisindeki ve daha kiiciik captaki safra yollarinin etkilenmis olmasidir.
[k tedavi genellikle semptomlarin giderilmesini amaglar ve vitamin tedavisi, kalsiyum

takviyelerini igermektedir. Safra incelticiler ve iltihap Onleyici ilaglar da yaygin olarak



kullanilmaktadir. Hastalik tedavi edilmediginde karaciger ciddi bir sekilde hasar

gorebilmektedir. Bu durumda tek tedavi yontemi olan karaciger nakli dnerilmektedir (43).

2.3.7. Kalitsal Karaciger Hastaliklari

Karacigere ait bazi hastaliklar kalitimsal olarak kusaktan kusaga aktarilabilmektedir.
Yetiskinlerde karaciger fonksiyon bozukluguna yol acan genetik hastaliklar Wilson
hastalig1 ve a-1 antitripsin eksikligidir (44).

a-1 antitripsin eksikligi Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligina (KOAH) ve 6zellikle
siroz ve HCC gibi karaciger hastaliklarina yatkinlik yaratan yaygin ancak yeterince
taninmayan bir genetik durumdur (45). a-1 antitripsin, beyaz kan hiicrelerinin enfeksiyonlar
ile miicadele etmek amaciyla irettigi notrofil elastazin kontrol edilmesinde goérevlidir.
SERPINA1 genindeki mutasyonlar nedeniyle a-1 antitripsinin iiretilememesi veya anormal
iiretilmesi notrofil elastazin kontroliiniin kaybedilmesine neden olmaktadir. Notrofil elastaz
siki bir sekilde kontrol edilmedigi taktirde normal dokulara saldirabilmektedir. Anormal a-
1 antitripsin endoplazmik retikulumda birikerek hepatit, siroz, HCC ve karaciger
yetmezligine sebep olmaktadir (46).

Wilson hastaligi, karaciger ve beyin basta olmak ilizere birgok organda patolojik
bakir birikimine neden olan ve cok c¢esitli semptomlara yol acan kalitsal bir bakir
metabolizmast bozuklugudur. Wilson hastaligi  Adenosine Triphosphatase Copper
Transporting  Gene (ATP7B) genindeki mutasyonlar sebebi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Bu gen bakirin karacigerden viicudun baska bolgelerine tasinmasinda rol oynayan ATPaz
proteinini kodlar. ATP7B genindeki kusur nedeniyle fazla bakir viicuttan atilamaz ve
viicutta fazla bakir birikerek karacigere hasar verir. Bu durum tedavi edilmezse akut
karaciger yetmezligine ve siroza neden olabilmektedir. Wilson hastaligi erken teshis

edildiginde ve dogru tedavi edildiginde basarili bir sekilde yonetilebilmektedir (47).

2.3.8. Siroz

Karaciger fibrozunun daha ileri bir agamasi olan siroz geri doniisii olmayan yaygin
bir karaciger hasari ile Karaterizedir. Siroz kronik karaciger hasarina yanit olarak fibroz
bantlarla cevrili rejeneratif nodiillerin histolojik gelisimi olarak tanimlanir. Bu siirecte

karaciger hiicrelerinin yerini skar dokunun aldigi goriilmektedir. Sonug olarak sirozda
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karaciger hiicrelerinin islevini kaybetmesi nedeniyle karaciger yetmezligi gelisebilir. Son
donemde sirozun dogal seyri ve patofizyolojisi daha iyi anlagilmigtir. Bu sayede
komplikasyonlarin tedavisinde ilerlemeler kaydedilerek hastaligin daha iyi yonetilmesi ve
hastalarin yasam Kkalitesinin artirilmasi saglanmistir, ancak yinede Kkaraciger nakli son

donem karaciger hastaligi igin tek kiiratif segenektir (48).

2.3.9. Kriptojenik Siroz

Tip alanindaki gelismelere ragmen karaciger sirozu vakalarinin yaklagik %10-
15’inin nedeni tespit edilememektedir. Bu duruma nedeni bilinmeyen siroz (kriptojenik
siroz) denir. Kriptojenik siroz belirli bir karaciger hastaligina ait klinik ve histolojik
kriterlerden yoksun, etiyolojisi belirsiz sirozdur. Tiim karaciger nakli hastalarinin yaklasik
%10’u kriptojenik siroz vakalarindan olugmaktadir (49). Kriptojenik sirozun kesin nedeni
bilinmemekle birlikte, bir¢ok hastalikla baglantili oldugu yapilan c¢aligmalarla
vurgulanmistir. Bu hastaliklara; NASH, alkol bagimliligi, viral hepatit, otoimmiin hepatit,
biliyer hastalik, hepatik vaskiiler hastalik, ¢6lyak hastaligi, mitokondriopatiler, Ailesel
Akdeniz Atesi, sistemik lupus eritematozus, alstrom sendromu ve apolipoprotein B
anormallikleri dahildir (50).

Kriptojenik siroz vakalarinin yaklasitk %10°u diger bazi hastaliklarin teshisi
sirasinda tesadiifen kesfedilir ve hastalarin yaklagik %45’inde yalnizca yorgunluk veya
daha once agiklanamayan laboratuvar anormallikleri gibi belirsiz semptomlar goriiliir.
Bununla birlikte, hastalarin yaklasik %45’inde ensefalopati veya hipertansiyon
komplikasyonlart bulunmaktadir (51). Bazen kriptojenik sirozlu hastalarda HCC
goriilebilmektedir (52).

2.3.10. Hepatoseliiler Kanser

Hepatoselliiler Karsinom (HCC), en yaygin birincil karaciger malignitesidir. HCC
diinya capinda en sik goriilen altinci kanser tiirii ve kansere bagl 6liimlerin en sik ikinci
nedenidir (53). Siroz, HCV, HBV veya NAFLD gibi hastaliklar HCC riskini artirmaktadir.
Kronik HCV, Amerika Birlesik Devletleri’ndeki HCC vakalarinin tigte birinden fazlasindan
sorumludur ve tani aninda vakalarin yaklasik %90’1inda ya ilerlemis fibroz ya da siroz

goriliir (54).
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2.4. Karacigerde Immiinite

Immiin sistem viicudu patojenik mikroorganizmalar, toksinler ve alerjenik
maddelerden korumanin yam sira timor hiicrelerini de tamiyarak yok eden karmasik bir
sistemdir. Immiin sistemin istilac1 bir patojene, toksine veya alerjene kars1 yanit1 harekete
gecirme yeteneginin merkezinde kendinden olant ve kendinden olmayani ayirt etme
yetenegi vardir. Immiin sistem patojenik mikroorganizmalar1 tespit etmek ve ortadan
kaldirmak i¢in hem dogal bagisiklik hem de kazanilmis bagisilik adi verilen mekanizmalar:
kullanmaktadir (55).

Karaciger bagisiklikta dnemli rolii olan bir organdir. Bagirsak yoluyla viicuda giren
patojenleri tespit etmek i¢in ideal olarak konumlandirilan karaciger; bakteri, viriis ve
makromolekiilleri tespit etmek, yakalamak ve temizlemek i¢in tasarlanmistir. Viicuttaki en
genis fagositik hiicre koleksiyonunu iceren bu organ, dis diinya ile aramizda énemli bir
bariyerdir. Karacigere gelen kan akisinda ¢ok sayida yabanci fakat zararsiz molekiil
(6rnegin gida antijenleri) bulunmaktadir. Bu sebeple karacigerin varsayilan bagisiklik
durumu anti-inflamatuar veya immiin-toleranttir; ancak gerektigi zaman karaciger, hizli ve
giiclii bir bagisiklik tepkisi olusturabilmektedir. Bagisiklik ve tolerans arasindaki bu denge,
karacigerin fonksiyonu igin esastir. Enfeksiyon yoklugunda asiri inflamasyon steril
karaciger hasarina, doku hasarina ve rejenerasyona yol agabilir. Yetersiz bagisiklik ise
kronik enfeksiyon, siroz ve kansere izin verebilmektedir. Karacigerde bulunan yiikli
miktardaki bagisiklik hiicresi arasindaki dinamik etkilesimler immiin dengeyi ve genel
doku sagligint korumanin anahtaridir (56).

Karacigerin immiinolojik roliinde maruz kaldigi kan akimininda 6nemli bir rolii
vardir. Karaciger hem arteriyel hem de portal kanla beslenmesi bakimindan essiz bir
organdir. Oksijen agisindan zengin arteriyel kan, hepatik arter yoluyla karacigere girer;
ancak bu, karacigere saglanan kanin kiigiik bir boliimiinii olusturmaktadir. Karacigere giren
kanin yaklasik %80°i portal ven tarafindan saglanir. Karacigerin anatomik organizasyonu,
bu iki kan kaynagi igeriginin karacigerdeki gesitli hiicreler ve yapilarla karismasina olanak
saglamaktadir (Sekil 2.2) (57). Karaciger siirekli olarak portal ven yoluyla gastrointestinal
sistemden ve hepatik arterle taginan patojen kaynakli molekiillerden dolay: antijenik yiike
maruz kalir. Bu nedenle karaciger kendisini patojenlerden korumak ve besinsel antijenleri

tolere etmek i¢in uygun bir sekilde donatilmistir. Karacigerin dogal immiin hiicreleri ve
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antimikrobiyal bilesenler (inflamatuar sitokinler, kemokinler ve akut faz proteinleri) bu
kritik gorevi gerceklestirmek amaciyla istilact patojenleri ve enfekte olmus veya

dontistiiriilmiis konaga ait Girlinleri ortadan kaldirmak igin koordineli bir sekilde galisarak

kan1 immiinolojik olarak tarar ve filtreler (58).

A

Karaciger Siniizoidler1 Hepatik Ven
-Yavag Kan Akim -Lipoproteinler (Or: LDL. HDL)
-Diisiik Kan Basmet -Akut-Faz Proteinleri

-Kan ile Kupffer Hiicreleri ve Siniizoidal -Sistemik Immiin Yaniti Diizenleyen Sitokinler

Endotel Hiicreleri Arasinda Maksimum

Temas

Kupffer rﬁl R‘Tl [e]e]

Hiicreleri \g |;/ |rc|
D Al o
lL‘CI I3 J| {I Siniizoidal
IL, ‘Cl b JI |3J| Endotel Hiicreler1
oall ZdRIeaRi=>

Hepatositler [o]e]

\ 0D

Portal Ven

-Bagirsak Kaynakl Patojenler

.| -Mikrobyial Kaynakli Molekiiller
\ (OrLPS)

8 -Besinler. Yaglar

A A

Sekil 2.2. Bir Bagigiklik Organi Olarak Karacigerin Anatomik Organizasyonu (57)

Hepatik Arter

-Antikorlar
-Sistemik Enfeksiyon

2.4.1. Karacigerde Sitokinler

Sitokinler tiim karaciger hiicreleri de dahil olmak iizere viicuttaki hemen hemen her
cekirdekli hiicre tarafindan iiretilebilen pleiotropik etkili diizenleyici peptitlerdir. Normal
sartlarda ¢cogu dokuda bir uyaran olmadikga sitokin {iretimi ya ¢ok diisiiktlir ya da yoktur.
Ancak fizyolojik ve patolojik uyaranlar hiicreleri aktive ettik¢e sitokin molekiillerin iiretimi

artar ve dokunun uyarana cevabi diizenlenir (59). Inflamatuar karaciger hastaliklari ve

12



karaciger doku onariminin gesitli asamalarinda ¢esitli sitokinlerin 6nemini destekleyen
kanitlar giderek artmaktadir. Sitokinler hepatik inflamasyon, karaciger hiicre oliimii,
kolestaz ve fibrozisin mediatorleridir (60), ayn1 zamanda yaralanmadan sonra karacigerin
rejencrasyonuna da aracilik ederler (61). Sitokinler bagisiklik sistemindeki etki
mekanizmalaria gore iki sinifa ayrilabilir; inflamatuar sitokinler: IL-1, IL-2, IL-6, IL-17,
TNF-o ve IFN-y, antiinflamatuar sitokinler: I1L-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13 ve
Transforming Growth Factor-p’dir (TGF-B) (62).

2.5. Karacigerde Dogal Bagisikhik

Dogal immiin yanit mikroorganizmalara karsi ilk savunma hattin1 saglar. Dogal
immiin yanitin ana efektdr hiicreleri; makrofajlar, nétrofiller, dendritik hiicreler, NK
hiicreleri ve Dogal Oldiiriicii T hiicreleridir (NKT hiicreleri) (63). Dogal immiin yanitin
temel gorevleri; patojenlerin taninmasi, fagositoz, inflamatuar mediatorlerin salinimi,
sitokinlerin ve kemokinlerin sentezi, kompleman sistem proteinlerinin aktivasyonu ve
ayrica akut faz proteinlerinin tiretilmesidir. Dogal bagisiklik hiicreleri mikroorganizmalari
yiizeylerinde bulunan spesifik molekiiler yapilarla tanir. Insanlarda bulunmayan ve
mikroorganizmalarda bulunun bu molekiillere Patojenle iliskili Molekiiler Kaliplar (ing.
Pathogen Associated Molecular Patterns; PAMP) ad1 verilir. Dogal immiin yanitta gorevli
bu molekiillere Lipopolisakkaritler (LPS), mannoz ve teikoik asit 6rnek olarak verilebilir.
Dogal bagigiklik hiicreleri Kalip Taniyan Reseptorleri (ing. Patern Recognition Receptors;
PRR) olarak bilinen reseptorler ile PAMP’lar1 taniyarak immiin yaniti aktive etmektedir
(64).

2.5.1. Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri dolasimla karacigere gelen monositlerin farklilagmasiyla olusan
makrofajlardir. Kupffer hiicreleri karacigerdeki parankimal olmayan hiicrelerin %20-35’ini
ve viicutta bulunan doku makrofajlarinin %80-90’m1 olusturur (65). Kupffer hiicreleri
dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin onemli iyeleridir. Kupffer hiicreleri antijen
sunarak dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemi arasinda bir koprii gorevi goriir. Birgok
fagosite edilebilir partikiil ve ¢ozliniir madde Kupffer hiicrelerini aktive edebilmektedir.

Kupffer hiicreleri Toll-benzeri reseptorler (TLR), mannoz reseptorleri ve NOD-benzeri
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reseptorler (NLR) gibi PRR’leri ifade ederek patojenlere ait 6zel yapilar olan Tehlikeyle
Mliskili Molekiiler Kaliplart (ing. Danger Associated Molecular Pattern; DAMP) ve
PAMP’lan tanirlar (66). Hepatik siniizoidlerde yer alan Kupffer hiicreleri gastrointestinal
sistemden gelen bakterilere, mikrobiyal kalintilara ve endotoksinlere karsi ilk savunma
hattin1 olusturur. Ek olarak Kupffer hiicreleri partikiillerin yani sira hepatik parankimdeki
islevini yitirmis eritrositlerin sistemik dolasimdan temizlenmesini de saglamaktadir (67).
Aktive edilmis Kupffer hiicreleri; inflamatuar yamitta, bakteri endotoksin toleransi
sirasindaki immiin yanitta, karaciger naklinde, NAFLD ve alkolik karaciger hastaliginda
onemli bir rol oynamaktadir (14).

Kupffer hiicreleri ¢esitli yollarla uyarilabilmektedir. Kuppfer hiicreleri tetikleyici
ajanlar vasitasiyla M1 veya M2 Kupffer hiicreleri olarak aktif hale gelir (Sekil 2.3). M1
Kupffer hiicreleri, proinflamatuar o6zellige sahiptir ve TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin yanisira TGF-B ve ROS iiretirler. TGF-f, HSC’leri ve ROS’lar1
aktive ederek fibrogenezi indiikleyebilir. ROS tiirleri katlanmamis proteinlerin hepatosit
endoplazmik retikulumunda birikerek olusturdugu stres hepatik steatozu, inflamasyonu ve
apoptozu indiikleyebilir. Yine bu hiicrelerin tirettigi I1L-6 hepatositlerde ve kolanjiyositlerde
hiicre proliferasyonunu indiikler ve ayrica fosfatidilinositol-3 ve p38 mitojenle aktive olan
protein kinaz yolaklarini aktive ederek karsinojeneze yol agabilir (68, 69). M2 Kupffer
hiicreleri anti-inflamatuar 6zellik sergiler. I1L-4, 1L-10, 1L-13 ve TGF-B gibi sitokinleri

salgilarlar ve boylece yara iyilesmesi ve fibrojenezise katilirlar (70).
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Kupffer Hiicresi

Klasik Aktivasyon Alternatif Aktivasyon
IL-1pB, IL-6
TNF-0, LPS IL-4, IL.-10, IL-13
M1 Kupfifer Hiicresi M?2 Kuptfer Hiicresi
IL-10
4 .
Apoptozis
IL-1p, IT.-6 IL-4, IL-10
INF-a, ROS IL-13, TGF-p
-Inflamasyon -Anti-Inflamasyon
-Immiin Yanit -Yara lyilesmesi
-Karaciger Hasart -Fibroz

Sekil 2.3. M1 ve M2 Kupffer Hiicreleri Aktivasyonlar1 ve Etkinlikleri (71)

2.5.2. Notrofiller

Notrofiller kemik iliginden koken alan graniilositlerdir ve baglica gorevleri
fagositozdur. Notrofiller olasi bir enfeksiyon veya karaciger hasarinda inflamasyon
bolgelerine hizla gb¢ ederek ¢esitli anti-mikrobiyal veya sitotoksik aktiviteler
gerceklestirirler (72). Notrofil aracili anti-mikrobiyal ve sitotoksik aktiviteler; fagositoz,
sitokin salinimi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve enzimatik degraniilasyon yoluyla

gerceklesmektedir (73).
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Karacigerde PAMP’lar burada yerlesik olan makrofaj ve dendritik hiicrelerin
yiizeyindeki PRR’ler vasitasiyla taninir. Makrofaj ve dendritik hiicreler, nétrofil ve
monositleri enfeksiyon bolgesine ¢gekebilmek igin gesitli kemokinler salgilar (74).

Patojen kaynakli sinyallerin varliginda (6rnegin LPS) makrofajlarda bulunan
PRR’lerin biiyiikk bir kismint olusturan TLR-4 aktivite edilir. TLR-4’lin yilizeyinde LPS
reseptoric bulunur. TLR-4; TNF ve IFN gibi sitokinlerin gen ifadesinin ve saliniminin
artmasina yol agar. Boylece dolagimdaki nétrofiller hasar gérmiis karaciger dokusuna dogru
yonlendirilir.  Notrofiller inflamasyonun oldugu bolgelerde toplanir ve bdylece

inflamasyona neden olan patojen kaynakl: partikiilleri fagosite eder (75).

2.5.3. Dendritik Hiicreler

Dendritik Hiicreler (DC’ler) karacigerde seyrek olarak dagilim gosterirler. Sayica
nispeten az olmalarina ragmen, DC’ler karaciger fibrozu, alkolik karaciger hasar1 ve HCC
gibi hasaliklarin varliginda karaciger immiin regiilasyonunda biiyiik dneme sahiptir (76).

Antonino ve ark. (77) parsiyel hepatektomiye yanit olarak karaciger DC sayisinin
dramatik bir sekilde arttigin1 ve bu hiicrelerin karaciger rejenerasyon siireci sirasinda da
islevsel oldugunu gostermistir. Bunun yani sira DC’ler kismi hepatektomi yapilan
hastalarda T hiicrelerinin IFN-y {iretimini inhibe ederken IL-10 iiretimini arttirdigini ve
Ostrojen reseptor ifadesini arttirarak karacigerde rejenerasyonu hizlandirdigi belirtilmistir
(78) Joshua ve ark. ise farelerde yaptiklar1 arastirmalarinda DC’lerin  TNF-a
salgilayabildigini ve azalmig TNF-a ifadesinin karaciger rejenerasyon hizini tehlikeye

atabilecegini belirtmislerdir.

2.5.4. NK Hiicreleri

NK hiicreleri farkli dokulardaki istilac1 patojenlere ve tiimor hiicrelerine kars ilk
savunma hattini olusturan dogal bagisiklik sisteminin bir tiyesidir. Aktive edici ve inhibitor
reseptorlerden olusan karmasik bir iletisim ag1 araciligiyla sitotoksisite aktiviteleri hassas
bir sekilde kontrol edilmektedir (79).

Makrofajlar gibi NK hiicreleri de karacigerdeki dogal bagisiklik sisteminin 6nemli
bir bilesenidir. NK hiicreleri insanlarda intrahepatik lenfositlerin yaklasik %30-50’sini

olusturur. NK hiicreleri karacigerdeki HBV, HCV ve Listeria monocytogenes enfeksiyonu
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gibi bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin Kontroliinde gorev alir (80). Makrofajlarin aksine
karaciger NK hiicreleri karaciger rejenerasyonunu desteklemekten ziyade inhibe eder. TLR-
3 reseptoriiniin uyarilmasiyla aktive edilen NK hiicreleri IFN-y {ireterek rejenerasyonu
inhibe eder. Rui ve ark. (81) yaptiklar1 bir ¢alismada NK hiicrelerinin Poly I:C (Poly I:C,
bazi virlislerde bulunan ve TLR-3’{in dogal bir uyaricisi olan ¢ift sarmalli RNA’ya yapisal
olarak benzeyen bir immiin uyaric1) tarafindan aktive edildiginde karaciger
rejenerasyonunun  bozuldugunu belirtmislerdir. Ayrica aragtirmacilar NK hiicre
populasyonunun azalmasinin karaciger rejenerasyon hizini arttirdigini ve IFN-y eksikligi

olan farelerde karaciger rejenerasyon hizinin arttigini géstermislerdir.

2.5.5. NKT Hicreleri

NKT hiicreleri bakteriler ve viriislerin dahil oldugu gesitli enfeksiyoz organizmalara
ve tiimorlere karsi hiicre aracili bagisikligi destekleyen immiin sistem hiicreleridir. NKT
hiicreleri ayni zamanda otoimmiin hastaliklar ve greft reddi ile ilgili immin yaniti
baskilayabilirler (82). NKT hiicreleri, Major Histocompabilty Complex (MHC-I) benzeri
molekiil CD1d tarafindan sunulan lipid antijenlerine yanit veren bir lenfosit alt kiimesidir.
NKT hiicreleri aktivasyonu takiben IL-4 ve IFN-y gibi sitokinlerin {iretimini saglayarak
hem dogal bagisiklik hemde kazanilmig bagisiklik yanitina katkida bulundugu
gosterilmistir (83).

2.6. Karacigerde Kazamilmis Bagisikhik

Kazanilmis bagisiklik sistemi dogal bagisikligin aksine patojenlere karsi oldukca
spesifik immiin yanit vermektedir. Kazanilmis bagisiklik sistemi hem humoral bagisiklik
hem de hiicresel bagisiklik bilesenlerini igerir ve istilaci patojenleri yok eder. Kazanilmis
bagisiklik belirli bir patojene verilen ilk yanittan sonra immiinolojik bellek olusturarak bu
patojenle tekrar karsilasilmasi halinde hizli ve daha etkili immiin yanit olusturmaktadir
(84).

Karaciger klasik bir sekonder lenfoid organ olarak diisiiniilmemesine ragmen
kazanilmis immiin yanitin gelisimi ve islevi i¢in benzersiz bir ortam saglar. Karacigerdeki
Antijen Sunabilen Hiicrelerin (APC) sayisal olarak iistiinliigii ve bu dokunun ¢esitli immiin

hiicre popiilasyonlarint hizla toplama yetenegine ragmen bu bagisiklik yanitinin
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olusturulmasi1 viicudun diger bdlgelerine gore daha karmasiktir. Portal kan akimi ile
beslenmesi sebebiyle cok cesitli gastrointestinal kaynakli antijenlere maruz kalan karaciger
besinsel ve kommensal antijenleri patojenik antijenlerden ayirarak tolerans gostermesi ve
immiin yanit olusturmamasi gerekirken patojenik antijenlere karsi ise kuvvetli bagisiklik
yanit1 olusturmasi gerekmektedir (85).

Kazanilmig bagisiklik yanitini olusturan hiicreler lenfositler olarak bilinen beyaz kan
hiicreleridir. Lenfositler B ve T lenfositler olmak tizere ikiye ayrilir. Her iki tip lenfositte
kemik iliginde iretilmektedir. B hiicreleri gelisimini kemik iliginde tamamlarken T
hiicreleri ise kan yoluyla timusa tasinarak gelisimini burada tamamlamaktadir. B hiicreleri
antikor tireterek immiin yanit olustururken T hiicreleri antijen sunucu hiicrelerce sunulan
antijenik peptidleri tanityarak immiin yanit olusturmaktadir. B hiicrelerinin salgiladigi
antikorlar kan dolagiminda dolasarak yabanci antijenlere baglanir ve antijenin konakgiya
baglanmasina izin vermeden etkisiz hale getirilmesini saglar (86).

T lenfositleri ylizeylerinde CD4" ve CD8" belirtegleri tasirlar. Naive CD4* ve CD8"
T lenfositleri antijenle karsilastigi ortamda bulunan sitokinlerden etkilenirler. T lenfositleri
transkripsiyon faktorleri ve efektor molekiillerin ifade edilmesiyle olgun T lenfositlerine
doniisiirler (87). Immiin sistemdeki hiicreler farkli sitokinler salgilayarak heniiz bir
antijenle karsilasmamis naif T lenfosilerinin farklilasacagi yardimei T lenfosit alt grubunun
belirlenmesini saglar. Farkli immiinolojik etkileri olan dort temel yardimct T lenfosit
vardir. Bunlar yardimc1 T lenfosit-1 (Tnl), yardimer T lenfosit-2 (Tw2), yardimcr T
lenfosit-17 (TH17), regiilator T lenfositler (Treg) ve Folikiiler Yardimer T Lenfositlerdir
(Trw) (88).

Naif T lenfositlerinin patojenlere yanit olarak makrofaj ve dendritik hiicreler
tarafindan tiretilen IL-6, 1L-12, IL-18, TNF-a ve IFN-y sitokinlerinin ortamda daha baskin
olmast durumunda Th1 hiicrelerine doniisiimii uyarilmaktadir (89). IL-12 ve IFN-y’nin
naive T hiicresi ylizeyindeki spesifik reseptorlerine baglanmasiyla Signal Transducer and
Activator Of Transcription-4 (STAT4) ve STAT4 mediator molekiilleri T-box expressed
in T cells’in (T-bet) transkripsiyon faktoriinii aktive ederler. Boylece navie T hiicreleri THl
hiicrelerine farklilagarak IFN-y, IL-12 {iretiminin ve bu sitokinlerin reseptdrlerinin ifadesini
arttirarak Tl farklilagsmasini daha da pekistirmektedir. Th1 tipi hiicreler inflanmatuar tipte

bir immiin yanitin olusmasina yol agarlar. TNF ve IL-6’nin da TH1 hiicreleri iizerinde
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birlikte uyarici etkileri vardir. Thl hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde calistiklarinda doku
hasar1 ve salgilanan hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir (90). Thl tipi
hiicrelerce olusturulan IFN-y nin karacigerde anti-fibrotik etki gdsteren bir sitokin oldugu
bilinmektedir (91).

Th2 tipi hiicreler Thl hiicrelerin aksine anti-inflamatuar tipte hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin salgiladigi sitokinler anti-inflamatuar sitokinler olan I1L-4 ve IL-13 gibi
sitokinlerdir. Naive T hiicrelerinin Th2 tipi hiicrelere farklilagsmasi i¢in ortamda IL-4
sitokininin bulunmasi gerekmektedir. IL-4’lin naive T hiicresi yiizeyindeki reseptoriine
baglanmasi ile STAT-6 araci molekiilii aktive olur ve GATA-3 transkripsiyon faktoriiniin
ifade edilmesine neden olur. Boylece Th2 tipi hiicreler gelismektedir. Bu hiicrelerin
kendileri de IL-4 iireterek ortamdaki diger naive T hiicrelerininde Tn2 tipi hiicrelerine
dontismesini destekler. T2 tipi hiicrelerinin {irettigi sitokinler karacigerde fibrotik etki
gostermektedir (91, 92). Tl ve Tw2 hiicrelerinin irettikleri sitokinlerin birbirlerini
baskiladig1 bilinmektedir. TH2 farklilasmasina aracilik eden IL-4 Tnl farklilagmasini
baskilamaktadir. IFN-y’nin ise tam tersi etki gostererek TH1 gelisimini indiiklerken Th2
gelisimini baskiladig1 bilinmektedir (93).

TH17 hiicreleri bagigiklik sisteminin hiicre dist bakteri ve mantarlara karsi
savunmasinda gorev almaktadir. CD4 naive T hiicreleri ortamda bol miktarda IL-6 ve TGF-
B oldugu zaman Tnl7 hiicrelerine farklilasirlar. IL-6’nin naive T hiicresi yiizeyindeki
reseptorlerine baglanmas1t STAT4 aract molekiiliinii aktive eder. STAT4 aktive olduktan
sonra Retineic-Asid-Receptor-Related Orphan Nuclear Receptor Gamma-t (RORyt)
transkripsiyon faktoriiniin aktive eder. Daha sonra ThH17 hiicrelerinin yiizeyinde IL-23
reseptorii ifade edilmeye baglar. IL-23 sitokininin reseptoriine baglanmasi Tn17
hiicrelerinin klonal genislemesini ve stabilizasyonunu saglamaktadir (94).

Treg’ler self toleransin saglanmasinda ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Treg’ler FOXP3 ve CD25 ifadesiyle karakterize edilir. Naive T hiicreleri
ortamda TGF-B ve IL-2’nin oldugu ancak IL-6 ve diger pro-inflamatuar sitokinlerin
olmadigr ortam kosullarinda Treg hiicrelerine farklilasmaktadir. IL-2’nin reseptoriine
baglanmas1 STATS aract molekiiliinii aktive ederek ve FOXP3 treanskripsiyon faktoriinii
harekete gecirerek farklilasmay1 saglamaktadir. Treg’lerin CD4™ T ve CD8" T hiicrelerinin,

B hiicrelerinin ve DC’lerin aktivasyonunu baskilayabildigi diistiniilmektedir. Treg’lerin
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TGF-B ve IL-10 gibi sitokinleri iireterek bu baskilayict ortami sagladigi diisiiniilmektedir
(95). TGF-B karaciger i¢in giiglii fibrotik etki gosterdigi bilinmektedir (91).

Trn hiicreleri lenf diigimleri, dalak ve Peyer plakalari gibi ikincil lenfoid organlarda
bulunan CD4" T hiicreleridir. Ty hiicreleri CXCL13 kemokin reseptorii olan CXCRS5’i
ifade etmektedir. CXCRS ifadesi T hiicrelerinin CXCLI13 reseptoriiniin bol olarak
bulundugu B hiicre folikiiliine hareket etmek i¢in Trn’lerin farklilagmasini saglamaktadir.
Bu nedenle Tex’ler B hiicreleri ile iletisim saglayarak gorevlerini stirdiirmektedir. Trn’ler
diger T hiicrelerinden farkli olarak daha fazla miktarda CD40 ligandi, IL-2 ve IL-21 ifade
etmektedirler. Trr’lerde bu molekiillerin fazla miktarda ifade edilmesi B hiicrelerinin
farklilagsmasint  saglayarak B hiicreleri tarafindan iretilen antikorlarin miktarini

arttirmaktadirlar (96).

2.7. Karaciger Nakli ve Tarihgesi

Karaciger nakli canli bir dondrden karacigerin bir kisminin ya da beyin olimi
gerceklesmis kadavradan karacigerin bir kisminin veya tamaminin alinarak organ nakline
ihtiya¢ duyan hastaya nakil edilmesidir. Karaciger kendini yenileyebilen bir organ oldugu
icin canlit dondriin karacierinin bir kisminin alinmast herhangi bir problem
olusturmamaktadir. Basarili bir karaciger nakli, karacigerin artik gerektigi gibi ¢calismadig
akut veya kronik karaciger hastaliklar1 sonucunda gelisen karaciger yetmezligi olan kisiler
icin hayat kurtarici bir tedavi yontemidir (97, 98).

1955°te Welch kopeklerde karaciger nakliyle ilgili ilk denemeleri gergeklestirmistir
(99). 1958’de Francis Moore ise kopeklerde ilk ortotopik karaciger naklini tanimlamigtir
(100). 1963’te Starzl ve ark. (101) safra atrezisi bulunan 3 yasindaki bir erkek ¢ocuga ilk
insan ortotopik karaciger naklini denedi, ancak hasta operasyon tamamlanamadan 6lmiistiir.
Bu donemdeki atilimlar biiyiik 6lgiide basarisiz olmasina ragmen, karaciger nakline hala
rehberlik eden teknik ilkelerin temellerinin atilmasimi sagladi. Bu girisimlerin sonucu
olarak karaciger nakli, son donem karaciger hastaliginin kesin tedavisi olarak diinya
capinda kabul edilmistir (102). 1980’lere kadar karaciger nakli sayisi sadece 330°du ve bu
donemlerde cerrahi teknikle ilgili ¢esitli kisitlamalar, inaktif immiinsiipresyon ve yetersiz

postoperatif bakim nedeniyle 1 yillik sagkalim oranlart %30’un altindaydi (103).
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Operasyonla ilgili teknik zorluklar ve yeni immiinosupresif ajanlara duyulan ihtiya¢ gibi
temel sorunlar asildik¢a operasyonlarin sayisi biiyiik 6l¢tide artmistir (104).

Haberal ve ark. 1970’lerin basinda domuz ve kopeklerde karaciger nakli ile ilgili
tilkemizde ilk deneysel c¢alismalar1 gergeklestirmislerdir. O yillarda organ nakline iliskin
yasalarin olmamasi Tiirkiye’deki organ nakli faaliyetlerinin daha da ilerlemesinin dniindeki
en biiyiik engeldi. Ulkemizdeki ilk karaciger nakli 1988 yilinda Haberal ve ekKibi tarafindan
kadavradan gerceklestirdi. 1989°da organlarin iilke ¢apinda dagilimini saglayan ve nakil
merkezleri arasindaki iletisimi arttiran ulusal bir organ nakli programi baslatildi ve boylece
kadavradan organ nakillerinin sayist artti. Canli dondrden ilk karaciger nakli ise yine
Haberal ve ark. (105) tarafindan 1990 yilinda 10 aylik bir ¢cocuga annesinden organ alinarak
yapilmistir.

Bir organ nakli organizasyonu ancak tiim yasal, etik, tibbi, sosyal, psikolojik,
teknolojik, ekonomik ve dini yonleri ele alinarak planlanmaktadir. Tiim bu bilesenler
dikkate alinmadan etkin bir sistem olusturmak ve c¢alisirmak neredeyse
imkansizlagsmaktadir. Ulkemizde bu siirec yavas yavas ilerleyerek gelistirilmistir. Bu
sliregte; immiinsupresif ilaglara erisim, saglik personelinin egitimi, doku tiplemesindeki
teknolojik gelismeler, greft goriintileme ve immiinsupresif ila¢ izlemedeki gelismeler,
ulusal organ nakil programlarinin olusturulmasi, ulusal ve uluslararasi bilimsel toplantilarin
diizenlenmesi ve derneklerin kurulmasiyla birlikte tilkemizde basarili organ nakli sayilari
artmustir (106).

Inénii Universitesi Karaciger Nakli Enstitiisii 2016 yilinda diinyanmn ilk 6zel
Karaciger Nakli Enstitiisi ve Hastanesi olarak temellerini atmistir. Bu siire zarfinda,
3000'den fazla karaciger nakli gergeklestirilmistir. Inonii Universitesi Karaciger Nakli
Enstitiisii basariyla ger¢eklesen en fazla karaciger nakli yapilan Avrupa’da birinci diinyada
ikinci olan bir merkez olarak gorevini siirdiirmektedir, ayrica karaciger nakli 6ncesi nakil
kriterlerinin belirlenmesinde de karar verici bir merkez konumundadir. Haziran 2019°da bir
cocuk ve dort yetigkin hasta olmak iizere bes es zamanli canli dondr karaciger nakli
gerceklestirilmistir, ayrica karaciger nakli programi agirlikli olarak canli dondrlerin
kullanimina dayanmaktadir ve bunun sonucunda ameliyat i¢cin minimum bekleme siiresi

bulunmaktadir (107, 108).
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2.7.1.Karaciger Nakli Sonras1 Karsilasilabilen Komplikasyonlar

Karaciger viicuttaki tiim sistemler ile aktif olarak etkilesime giren bir organdir. Bu
nedenle karaciger grefti alan hasta oldukg¢a biiyiik fizyolojik degisikliklerle karsi karsiya
kalir. Karaciger, operasyon esnasinda ve hemen sonrasinda gelisebilecek hipotansiyon,
hipoksi, iskemi ve kullanilan hepatotoksik ilaglar da dahil olmak {izere ¢ok cesitli
potansiyel olarak zararli faktorlere maruz kalir. Bunlara ek olarak donorle ilgili faktorler
(hepatik steatoz, vazoaktif ilag kullanimi, hemodinamik degisiklikler), cerrahi ile ilgili
komplikasyonlar (intra veya postoperatif kanama, vaskiiler veya biliyer komplikasyonlar)
gelisebilecek enfeksiyonlar ve salgisal ve hiicresel immiin yanit kaynakli reaksiyonlar (greft
reddi) gibi ¢ok farkli faktorler etkili olabilir. Ozetle, her hastanm operasyon sonrasi genel
durumu hastanin operasyon oOncesi durumuna, bagislanan organin kalitesine ve
operasyonun kompleksligine bagli olarak biiyiik 6l¢iide degisebilmektedir (109).

Komplikasyonlar hem nakil sirasinda hem de nakilden sonra ortaya ¢ikabilmektedir.
Nakil sonrasi erken donemdeki ana komplikasyonlar greftin islevi (disfonksiyon ve
rejeksiyon), cerrahi teknik, enfeksiyonlar (bakteriyel, fungal veya viral) veya sistemik
problemler (pulmoner, renal veya norolojik) ile ilgili olabilir. Giiniimiizde gelisen immiin
stipresif tedaviyle birlikte cogu nakil merkezinde sagkalimin arttig1 goriilmektedir ve bunun
sayesinde nakil sonrasi uzun vadede goriilen komplikasyonlara yonelik aragtirmalar
artmaktadir. En sik gorillen komplikasyonlar; kronik rejeksiyon, bobrek yetmezligi,
sistemik arteriyel hipertansiyon, hastane kaynakli ve hastane dis1 enfeksiyonlar, diyabetes
mellitus, dislipidemi, obezite, de novo tiimdorlerin gelisimi ve malignitedir (110, 111).
Orijinal hastaligin niiksii ana sorunlardan biri olmasina ragmen nakil kaynakli bir
komplikasyon olarak kabul edilmemektedir, ayrica ¢ogu durumda nakil karacigerin
hastaligina neden olan asil sebebi ortadan kaldirmamaktadir (112).

Son yillarda gelismis cerrahi ve yeni immiinsiipressif yaklasimlarin uygulanmasi
nerdeyse tiim yasamsal organ ve dokularin basariyla naklini miimkiin hale getirmistir. Buna
ragmen nakillerin ¢ogunlugu genetik olarak farkli donorlerden yapildigi icin alici ile dondr
arasindaki doku uygunlugu bir problem olmay1 siirdiirmektedir. Bu nedenle alicinin donér

greft antijenlerine karsi gelistirdigi immiin yanit goz Oniinde bulundurulmahidir (113).
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Donor ve alict arasinda antijen uyumsuzlugu gelismesi halinde rejeksiyon siireci
baglamaktadir. Burada en Onemli antijenler HLA-A, HLA-B ve HLA-DR’dir (114).
Karacigerin diger solid organ nakilleri ile karsilastirilinca grefte karsi toleransi yiiksektir ve
bu sebeple karaciger nakli diger solid organ nakillerine gore ayricalikli sayilabilmektedir
(115).

Greft rejeksiyonu ve enfeksiyonlarda rol oynayan immiinolojik faktorler organin
kabulunde oldukga &nemlidir. immiinolojik komplikasyon riski yiiksek olan alicilarin erken
teshisi solid organ nakli arastirmalar1 alaninda bir 6ncelik olmustur. Kisisellestirilmis
tedavileri uygulamak i¢in immiinsiipresif ilaclara karsi greftin ve immiinlojik sistemin
birlikte verdigi tepkiyi klinige yansitabilecek spesifik biyobelirtegler gerekmektedir.
Biyobelirteg kullaniminin amaglari rejeksiyonu erken tahmin etmek, prognozu belirlemek
ve immiinsiipresif tedavinin maliyetini uygun bir sekilde uyarlamaktir. Rejeksiyon
biyobelirtegleri nakil hastalarinin yasam kalitesini bir¢ok yonden arttirmaktadir; drnegin,
biyopsi gereksinimini azaltarak ve ilag tedavisini optimize ederek immiinolojik
komplikasyon riski diisiik olan hastalarda gereksiz yere yiiksek immiinosiipresyon
seviyesinden kacinmak, rejeksiyonu daha erken saptamak ve sonunda uzun siireli greft

sagkalimini saglamaktir (116).

2.7.2. Karaciger Naklinde Kullamlan Biyokimyasal Parametreler

Insan viicudundaki hayati islevleri yerine getiren karacigerde bir hasar veya
fonksiyon bozuklugu olustugunda bu durumun dogru bir sekilde degerlendirilmesi oldukga
onemlidir. Serum karaciger enzimlerindeki yiikselmelerin degerlendirilmesi ve sonuclarin
tibbi 6ykil ve fiziksel muayene ile iliskilendirilmesi ayirict taninin belirlenmesine yardimci
olmaktadir. Kisa veya uzun vadede olusabilecek komplikasyonlar1 erkenden onlemek
amactyla ayirici tanida kullanilan parametreler sag kalim i¢in de olduk¢a 6nemlidir (117).

ALT ve AST karacigerdeki baglica belirte¢ enzimlerdir. Saglikli bir bireydeki
normal ALT diizeyi genellikle 0-55 U/L arasindadir. ALT yaklasik 47 saatlik bir yar1 6mre
sahiptir (118). ALT enzimi amino gruplarinin L alaninden alfa-ketoglutarata transferini
katalize eder (119). Bu dongiiniin doniisiim iiriinleri L glutamat ve piruvattir. Islem
karacigerdeki trikarboksilik asit dongiisiinde kritik 6neme sahiptir. Piruvat, hiicresel enerji

tiretmek i¢in sitrik asit dongiisiinde kullanilabilmektedir. Bu reaksiyon i¢in gerekli olan
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koenzim B6 vitamini olarak da bilinen piridoksal fosfattir (119). ALT insan viicudunda
bobrek, miyokard, iskelet kasi, beyin, pankreas, dalak ve akcigerde bulunmaktadir. Daha
spesifik olarak ALT aktivitesinin en yiikksek doku konsantrasyonu hepatositlerin
sitozoliindedir. ALT’nin hepatositlerdeki aktivitesi serum ALT aktivitesinden yaklasik
3000 kat daha yiiksektir. Bu nedenle akut veya kronik hepatoseliiler hasar1 olan hastalarda
hasar gormiis hepatositlerden ALT salinimi serum ALT diizeylerinin artmasina neden
olmaktadir (120). Bununla birlikte, hepatosit membran biitiinliigiiniin kaybina veya
nekrozuna yol ag¢an herhangi bir islem plazmada yiiksek konsantrasyonlarda ALT salinimi1
ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle serum ALT konsantrasyonunun yiikselmesi ve
yiiksekligin derecesi kesin nedeni belirleyemediginden hepatoseliiler hasarin hassas ancak
spesifik olmayan bir 6l¢iisiidiir. En yaygin nedenler alkole bagli karaciger hasari, NAFLD,
NASH, kronik hepatit B ve C, otoimmiin hepatit veya ilaglar gibi faktorlerin oldugu
karaciger hasaridir. Diger nedenler arasinda hemokromatoz, vaskiiler hastalik, akut viral
hepatit ve karacigeri etkileyen genetik bozukluklar bulunmaktadir (121).

AST enzimi kalp, iskelet kasi, bobrek, beyin, karaciger ve pankreas gibi bir¢ok
organ ve dokuda bulunmaktadir. Saglikli bir bireydeki normal AST diizeyi genellikle 5-34
U/L arasindadir. Sitoplazmik ve mitokondriyal olmak iizere iki izoformu vardir. Orta
derecedeki bir hiicre hasarinda sitoplazmik izoenzim kana salinir. Ote yandan siddetli hiicre
hasar1 sirasinda mitokondriyal izoenzimin kandaki aktivitesi artar. Serumdaki AST
aktivitesinin belirlenmesi esas olarak karaciger hasarin1 degerlendirmek i¢in kullanilir.
Saglikli bireylerde kandaki AST seviyeleri diisliktiir. Karaciger veya kas hiicreleri
yaralandiginda AST’yi kana birakirlar. Bu nedenle AST karaciger hasarini veya ilgili
enfeksiyonlarin ve ilaglarin bazi yan etkilerini saptamak veya izlemek i¢in yararl bir testtir.
Ancak AST sadece karacigere ozgii degildir ve viicudun diger kisimlarini etkileyen
durumlarda da yiikselebilir (122). AST ve ALT karaciger hasarini saptamak i¢in en 6nemli
testlerden ikisi olarak kabul edilir, ancak ALT karaciger i¢in AST’den daha spesifiktir ve
AST’den daha yaygin olarak artar. Bazen AST dogrudan ALT ile karsilastirilir ve bir
AST/ALT oran1 hesaplanir. Bu oran, karaciger hasarinin farkli nedenlerini veya karaciger
hasarini kalp veya kas hasarindan ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir (123).

PLT dolasimda diskoid parcalar halinde dolasan kii¢iik ve c¢ekirdeksiz hiicresel
fragmentlerdir. PLT’nin 1 mm?® kandaki normal degeri 150000-400000 arasindadir ve
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ortalama dolasim Omiirleri 8-9 giindiir ve PLT’lerin olusumlar1 megakaryositopoez ve
trombopoez olarak bilinen iyi diizenlenmis bir dizi hiicresel islemden meydana
gelmektedir. Bu islemler hematopoietik kok hiicrelerin proliferasyonu, megakaryositik
hiicrelerin farklilasmasin1 ve fonksiyonel trombositler iiretmek igin megakaryositlerin
olgunlagsmasini icermektedir. Bu karmasik siire¢, megakaryositlerin pro-platelet yapilarimni
olusturdugu ve trombositleri dolasima salindig1 kemik iliginde gerceklesmektedir. PLT
yarali bir kan damar ile temas ettiginde yapisma, aktivasyon ve agregasyon siiregleri
yoluyla kan kaybini 6nlemektedir (124). Kronik ve akut karaciger hastaliklarinda trombosit
sayist veya fonksiyonundaki degisiklikler goriilebilmektedir (125). Trombosit {iretimi
sirozlu hastalarda trombopoietin iiretiminin azalmasi nedeniyle azalabilir, ayrica alkoliin
veya hepatit C viriisiiniin kemik iligi tizerindeki dogrudan toksik etkilerinin bir sonucu
olarak trombosit {iretimi tehlikeye girebilmektedir (126). Trombositleri hedef alan
otoantikorlarin  gelisimi, trombosit yar1 Omriini azaltir ve sirozlu hastalarda
trombositopeniye neden olabilmektedir (127).

CRP Oswald Avery tarafindan Streptococcus pneumoniaee ile enfekte hastalarda
yapilan c¢aligmalar sirasinda kesfedilmistir (128). CRP esas olarak karaciger
hepatositlerinde ayni zamanda diiz kas hiicreleri, makrofajlar, endotel hiicreleri ve
lenfositler tarafindan da sentezlenmektedir. CRP klasik kompleman yolunu aktive edebilir,
fagositozu uyarabilir ve immiinoglobulin reseptorlerine baglanabilir (129). CRP genel
olarak plazmada bulunur ve dolasimdaki konsantrasyonu doku hasari, enfeksiyon ve
inflamasyon sirasinda sitokin aracili infamasyonda biiyiik 6lciide artmaktadir. Insanlarda
CRP’nin plazma seviyeleri akut bir inflamasyonda 1000 kat veya daha fazlasina kadar hizli
ve belirgin bir sekilde yiikselebilmektedir. CRP giiclii bir inflamatuar belirtectir ve tip
alanindaki aragtirmalar i¢in 6nemli bir parametredir. Diger inflamasyon belirte¢lerinden
farkli olarak CRP seviyeleri uygun hassasiyetle diisiik bir maliyetle kolayca
olgiilebilmektedir (130).

Bilirubin, vaskiiler agdaki hemin par¢alanmasiyla olusan bir yikim iirlintidiir.
Bilirubinin ana kaynagi yaslanan eritrositlerden gelen hemoglobindir. Retikiiloendotelyal
hiicrelerde hem, hem oksijenaz enzimi tarafindan tetrapirol biliverdine donustiiriiliir,
ardindan biliverdin rediiktaz tarafindan indirekt bilirubine indirgenerek albiimine bagl bir

sekilde karacigere tasinmaktadir. Karacigerde indirekt bilirubin, bilirubin tridin difosfat
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glukuronil transferaz tarafindan suda eriyebilen Bilirubin D’ye donistiiriiliir. Son olarak
Bilirubin D salgilanan safra ile duodenuma girer ve daha sonra {irobilinoidlere
doniistiiriilerek viicuttan atilir (131). Vaskiiler agdaki tiim bilirubine ise total bilirubin
denir. Bilirubin test sonuglar1 direkt (Bilirubin D), indirekt veya total bilirubin (Bilirubin T)
olarak ifade edilir. Bilirubin T, Bilirubin D ve indirekt bilirubinin bir kombinasyonudur
(132). Bilirubin T i¢in normal sonuglar yetiskinler i¢in 1-2 miligram/desilitre (mg/dL) ve
18 yasin altindakiler i¢in genellikle 1 mg/dL’dir. Bilirubin D ig¢in normal sonuglar
genellikle 0,3 mg/dL’dir. Bu sonuglar kadinlar ve ¢ocuklar i¢in farklilik gésterebilir ve
sonuglar belirli yiyecekler, ilaglar veya yorucu egzersizlerden etkilenebilmektedir.
Normalden daha diisiik bilirubin seviyeleri genellikle bir endise kaynagi degildir, ancak
daha yiiksek bilirubin seviyeleri karaciger hasarini veya hastaliginin bir belirteci
olabilmektedir. Kandaki normal Bilirubin D seviyesinin daha yiiksek olmasi karacigerin
bilirubini diizgiin bir sekilde temizlemedigini gosterebilir (133). Yiiksek Bilirubin D
seviyeleri baska sorunlara isaret edebilir. Yiiksek bilirubinin en sik goriilen nedeni
bilirubinin parg¢alanmasina yardimci olan uridin difosfat glukuronil transferaz enzimini
kodlayan genlerdeki mutasyondan kaynaklanan enzimdeki eksiklik ile ortaya ¢ikan Gilbert
sendromudur (134).

AFP karaciger hastaliklarinda belirte¢ olarak kullanilan bir glikoproteindir. AFP ilk
olarak gelismekte olan fetiisiin yolk kesesinde iiretilen bir proteindir, daha sonra ise bu
gorevi karaciger Ustlenmektedir. Serum AFP diizeyi dogumdan sonra hizla diiser ve normal
fizyolojide ¢ok diisiik diizeylerde kalir. Serum AFP’nin 1963 gibi erken bir tarinte HCC
i¢in bir tiimor belirteci olarak kullanildig: rapor edilmistir. AFP diizeylerinin belirlenmesi
HCC baslangicini ve ilerlemesini izlemek, kiiratif tedavinin etkinligini degerlendirmek ve
sonuglar1 yorumlamak igin kullanilmaktadir. AFP HCC i¢in spesifik olmasa da kronik
karaciger hastaliginda, viral hepatitler, pankreas, mide, safra ve germ hiicreli timorler gibi
karaciger dis1 malignitelerde yiiksek AFP seviyeleri goriilebilmektedir (135). Ozellikle
yetiskinlerde 400 ng/ml’nin {izeri serum AFP seviyesi HCC igin giiglii bir belirtectir.
Bununla birlikte AFP kronik HCV enfeksiyonunda fibrozis evresini belirlemek icin dolayl
olarak bir indeks olarak kullanilabilmektedir. Serum AFP ol¢iimi kullanimi basit ve

nispeten ucuz oldugu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (136).
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2.7.3. Karaciger Transplantasyonu ve Sitokinler Arasindaki fliski

Karaciger naklinden hemen once ve/veya Sonrasinda uygulanan immiinostipresif
tedavinin amaci agirlikli olarak HLA’lara Karsi reaksiyona giren konake¢1r T hiicrelerinin
neden oldugu akut rejeksiyonu engellemektir. Cogu immiinosiipresif ilag T hiicresi
aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe etmektedir, 6rnegin T hiicrelerinin klonal
¢ogalmasindan sorumlu olan Kkalsinérin inhibitorleri (takrolimus, siklosporin) IL-2
tiretimini ve ardindan T hiicresi ¢ogalmasimi bloke etmektedir. Ayrica bu ilaglarin yeterli
konsantrasyanlara ulagsmasi genellikle birkag hafta alir. Bu sebeple transplantasyon 6ncesi
ve sonrasinda IL-2 degerinin 6l¢iimii uygulanan immiinsupresif tedavinin ne kadar etkin
oldugunu gorebilmek agisindan yararl bir belirteg olabilecegi soylenmektedir (137, 138).

IL-4’tin transplantasyonda hem immiinstipresif hem de immiinostimiilator
olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir, ayrica IFN-y’ya alternatif bir yolla makrofaj
aktivasyonunu indiikleyebilir ve bu yolla lenfoid olmayan hiicrelere dogrudan etki edebilir.
Bazi aragtirmalara gore I1L-4 mRNA seviyeleri kronik ve akut rejeksiyon durumlarinda
arttig1 belirtilmektedir (139-141).

IL-6 T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar gibi hiicrelerin immiin yanitlarini
diizenleyen bir sitokindir (142). Insan ve hayvan deneylerinden elde edilen veriler
incelendiginde pro-inflamatuar sitokinler olan IL-6’nin transplantasyon Oncesi ve
sonrasinda karacigerde gelisen immiinolojik olaylarda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir.
IL-6 serum seviyelerinin transplantasyondan sonraki ilk 6 saat icerisinde belirgin sekilde
arttig1 ve daha sonra normal diizeyine indigi belirtilmistir. Son yapilan galismalarda IL-
6’nin rejenerasyon siirecinde bir bitylime faktorii gibi gorev yaptigi vurgulanmistir (143-
147). Cressman ve ark. (148) IL-6 eksikligi bulunan farelerde karacigerin kismi
hepatektomisi sonrasi karaciger yetmezligi ve nekrozun meydana geldigini ancak tek doz
rekombinant IL-6 tedavisi ile rezeksiyonun geriye dondiriilebildigini gostermislerdir.
Bunun yani sira karaciger hastaliklar1 ile iligkili olarak IL-6’nin bir biyobelirte¢
olabilecegine dair caligmalar da bulunmaktadir. Remmler ve ark. (149) son donem
karaciger hastalig1 bulunan bireylerde serum IL-6 seviyesinin artisinin mortalite ile iligkili

oldugunu belirtmiglerdir. Serum IL-6 seviyesinin mortalite ile ilgili olarak Ol¢iilen 90
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ginliik prediktif degeri CRP seviyesi ve Lokosit Sayist (WBC) sayimi gibi diger
inflamatuar belirteglerden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

IL-10 makrofaj ve T hiicre kaynakli giiclii immiinosupresif 6zelliklere sahip anti-
inflamatuar bir sitokindir. Transplantasyon sonrasinda IL-10 seviyelerinin prognostik
olabilecegi diisiiniilmektedir. Transplantasyon sonrasi sistemik olarak IL-10 salinimi
oldugu bilinmektedir. Postoperatif erken donemde artan IL-10 seviyesinin erken greft
disfonksiyonu riski ile korele olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (150). Bunlara ek
olarak IL-10 B lenfositlerini gii¢lii bir sekilde aktive edebilmektedir (151).

TNF-a transplantasyon sonrasi greft immiinolojisinde etkin rol oynayan bir
sitokindir. TNF-a ve IL-6 ile birlikte ¢alisarak hiicre dongiisiinii uyarir ve rejenerasyonu
baslatir (152). Santiago ve ark. (147) 20 karaciger transplantasyonu hastasiyla yaptiklari
arastirmada transplantasyon esnasinda serum sitokin seviyelerini dlctiiler ve ¢alismalarinda
serum TNF-a seviyelerinin reperflizyondan sonraki ilk 20 dakikada en yiiksek seviyeye
ulastigin1  belirtmiglerdir. Postopertif donemde yiikselmis serum TNF-a diizeyleri
rejeksiyon riskini arttirdigi bilinmektedir (153). Boros ve ark. (154) transplantasyon sonrasi
1. giinde IL-6 ve TNF-a diizeylerinin greft fonksiyonu zayif olan hastalarda daha yiiksek
oldugunu gozlemlemislerdir.

IFN-y inflamatuar yanitin diizenlenmesinde gorev alan temel bir sitokindir. IFN-y
inflamatuar sitokin diizeyinin izlenmesi ve grefte verilen immiin tepkinin diizenlenmesinde
gorev almaktadir (155). NK hiicreleri tarafindan iretilen IFN-y STAT1’i aktive ederek
hepatositlerde hiicre dongiisiin  durmasin1  ve apoptozu indiikleyerek karaciger

rejenerasyonunu baskilamaktadir (156).

2.7.4. FOXP3

FOXP3 Treg’leri kontrol eden ana transkripsiyon faktoriidiir. FOXP3 deasetilazlar
ve histon asetilazlar gibi spesifik transkripsiyonel faktorlerinin iizerinde etkilidir. Bu
nedenle FOXP3 bir transkripsiyonel aktivator veya baskilayict olarak hareket edebilir.
FOXP3 geninin aktivasyonu ayni zamanda naive T hiicrelerini Treg’lere dontistiirdiigii de
bilinmektedir (157).

Dolasimda bulunan naive T hiicrelerinin Treg’lere doniisiimiinii saglamak i¢in bazi

sitokinler tarafindan uyarilmasi gerekmektedir. IL-10 araciligiyla uyarilan Treg’ler
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CD4*/CD25"/FOXP3" ve TGF-B tarafindan uyarilan Treg’ler ise CD4"/CD25"/FOXP3*
Regiilator T hiicreleri olarak adlandirilmaktadir. Bu uyarilmis Regiilator Treg’ler otoimmiin
hastaliklarin 6nlenmesi ve self toleransin korunmasinda olduk¢a 6nemlidir. Treg hiicreler
IL-10 ve TGF-B gibi anti-inflamatuar sitokin {diretimi, sitoliz, efektor T-hiicresi
apoptozunun indiikklenmesi ve antijen sunucu hiicrelerin inhibisyonu gibi bir dizi
mekanizma vasitasiyla CD4" ve CD8" T hiicre immiin yamitin1 baskilayabilmektedir.
Treg’lerin greft reddini 6nlemedeki ve toleransi indiiklemedeki rolii kemirgen karaciger
transplantasyon modellerinde gdsterilmistir. Insan karaciger transplantasyonu {izerine
yapilan calismalarda transplantasyon alicilarinin periferik kaninda Treg ifadesinin arttigi

belirtilmistir (158).

2.7.5. TREM1

Immiinoglobulin siiper ailesinin yakin zamanda kesfedilen bir reseptorii olan
TREM1 yabanci antijenleri ve toksik maddeleri tanimlayarak inflamatuar yanitin
diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Karacigerde TREM1 siniizoidal endotel hiicreleri,
Kuppfer hiicreleri ve HSH’ler gibi parankimal olmayan hiicreler, makrofajlar ve notrofiller
gibi hiicreler tarafindan inflamasyona yanit olarak ifade edilir. TREM1 bakteriyel ve
mantar enfeksiyonlarina yanit olarak pro-inflamatuar sitokinlerin ifadesini artirir (159).
Hayvan modellerinde TREM1’in blokaji sistemik inflamatuar sendromlara neden olan
bakteriyel enfeksiyonlarin hayvan modellerinde inflamasyonu azalttig1 ve bakteriyel sag
kalim arttirdigi gosterilmistir (160).

TREMZ2’in inflamatuar yanittaki islevi, TLR-4 tarafindan baslatilan yanitlari
giiclendirmektir. TREM1 temel olarak akut inflamasyon sirasinda inflamasyonu daha da
arttirdig1 belirtilmistir. Kronik inflamasyonda ise siklikla metabolik anormallikleri, fibrozisi
ve tiimorojenezi indiikledigi ifade edilmistir. Bu fizyolojik degisiklikler; karaciger hasari,
alkolsiiz steatohepatit, hepatik fibroz ve hepatoseliiler karsinom gibi karaciger ile ilgili
hastaliklara yol agtig1 gosterilmistir (161).

Belirli inflamatuar hiicrelerde TREMZ1'in  sinirh  ekspresyonu; inflamasyon,
enfeksiyona direng, tiimor, transplantasyon, alerji, otoimmiin hastalik, immiin yetmezlik
gibi klinik durumlarda olduk¢a oOnemlidir. Klinik olarak uygun TREMI inhibitérleri,

ozellikle kanser tedavisinde tek ajan olarak veya diger kanser terapileri ile birlikte tedavi
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stiresini kisaltan hedefler olarak on plana ¢ikarilabilir (162). Rui ve ark. (163) TREM1
ifadesinin hepatit B ile iligskili HCC’li hastalarda sagkalim i¢in prognostik bir faktor

oldugunu belirtmislerdir.

2.7.6. HLA-G5

HLA-G fetal dokular1 maternal bagisiklik sisteminden koruyabilen bir
immiinomodiilatér molekiil olarak islev goren MHC-I molekiilidir (164). HLA-G
bagisiklik hiicrelerinin islevini engelleyen tolerojenik bir molekiildiir. HLA-G NK hiicreleri
ve sitotoksik T lenfositlerin sitolitik aktivitesini (165), CD4* T hiicresi yanitlarin1 (166), T
hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin proliferasyonunu (167) ve dendritik hiicre olgunlasmasini
inhibe etmektedir (168).

HLA-G primer transkriptin Alternatif Splicing’i farkli hiicre tiplerine 6zgii HLA-
G’nin olusumunda anahtar rol oynar. Boylece HLA-G’nin, zara bagli (HLA-G1, G2, G3,
G4) ve ¢oziiniir (HLA-G5, G6, G7) yedi farkli protein izoformu olusturulur (169). Coziiniir
formdaki HLA-G5’in immiin yaniti yonlendirici etkisi bulunmaktadir. HLA-G5’in immiin
yanit1 baskilayici etkisi hem dogal immiin yanit hem de kazanilmis immiin yanit {izerinden
olabilmektedir. Transplantasyon hastalarinda artan HLA-GS5 diizeyinin greft kabulu ile
iliskili oldugu belirtilmistir. Bunun disinda kanser hastalarinda artan HLA-G5’in timor
hiicrelerinin immiin sistemden kagmasini kolaylastirdigi ve metastaz etkeni oldugu
belirtilmistir. HLA-G’nin hem ¢6ziiniir hem de membran formlar sitotoksik T lenfosit
yanitini ve hatta NK hiicre fonksiyonunu inhibe etmekte ve ayrica CD4* T lenfosit
proliferasyonunu ve antijen sunucu hiicrelerin olgunlasmasini inhibe etmektedir. Bu
etkilerinin yani sira baskilayici1 T lenfositleri uyardigi ve muhtemelen yukarida belirtilen

fonksiyonlarini da, bu sekilde gergeklestirdigi diistiniilmektedir (170-173).

2.7.7. CD14

CD14 esas olarak monositler, makrofajlar, notrofiller ve B hiicreleri gibi dogal
immiin hiicrelerinden ifade edilen hiicre yiizeyi glikoproteinidir. CD14 hem gram negatif
hem de gram pozitif bakterilerin hiicre ylizeyindeki ligandlar1 tanir ve bunlara baglanir.
LPS ve Lipopolisakkarit Baglayict Protein (LBS) kompleksleri icin yiiksek afiniteli bir
reseptor gorevi goriir. CD14-LPS-LBS kompleksi enfeksiyon ajanlarina karsi TLR-4’e
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0zgii pro-inflamatuar sinyal kaskadini aktive eder. CD14 igeren kompleks hiicre zarindan
dolagima serbest birakilir ve ¢oziiniir CD14 olusturulur. CD14’lin cesitli enfeksiyon
hastaliklarinda biyobelirteg olabilecegi diisiiniilmektedir (174).

2.8. Karaciger Transplantasyonunda Kullanilan immiinsupresif Ilaclar

Bagisiklik sistemi solid organ transplantasyonu alicilarinda uzun siireli greft
sagkalimmin onlindeki en biiyiikk engeldir. Dondr organlari, alicinin bagisiklik sistemi
tarafindan yabanci madde olarak algilanir, saldiriya ugrayabilir ve rejeksiyon siireci
baslayabilir (175). Hastanin hayatta kalmasi ve allogreftin kabulii alicinin bagisiklik sistemi
modiilasyonuna baglidir. Solid organ transplantasyonu alicilarinda nakledilen organa karsi
alicinin bagisiklik yanitin1 bastirmak igin bagisiklik baskilayici bir rejim gerekmektedir. Bu
nedenle organ rejeksiyonunu 6nlemek igin perioperatif donemde immiinosupresif ajanlar
uygulanmaktadir (176).

Takrolimus 1985 yilinda Streptomyces tsukubaensis’ten tiiretilen bir makrolid
ajandir. Takrolimus Karaciger ve bobrek allogreft alicilarinda reddi onlemek i¢in Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasindan bu yana birgok organ
transplantasyonu tiirinde basariyla kullanilmaktadir (177). Takrolimus IL-2 ve T hiicre
aktivasyonunu baskilayarak bagisiklik yanitin1 kontrol eder ve organ reddini 6nler. Solid
organ transplantasyonu alicilarinda idame immiinosiipresyon i¢in takrolimus kullanan
randomize kontrollii ¢aligmalar yapilmistir. Bu ilacin siklosporin bazli immiinosupresif
rejimlere kiyasla daha etkili oldugunu gosterilmistir. Hiicresel diizeyde takrolimus ve
siklosporin benzer etkilere sahiptir, bununla birlikte takrolimusun IL-2 ve T-hiicre
aktivasyonunu inhibe etme yetenegi agisindan 10-100 kat daha gii¢lii oldugu gosterilmistir.
Cogu transplantasyon merkezi rejeksiyonu onlemek igin birinci basamak tedavi olarak
takrolimus bazli immiinostipresyonu kullanmaktadir (178).

Everolimus rapamisin ilag sinifina ait proliferasyon sinyal inhibitoriidiir. Everolimus
organ transplantasyonu, onkoloji ve kardiyoloji dahil olmak {izere bir¢ok klinik alanda
uygulanmaktadir.  Everolimus  transplantasyonda  immiinosiipresif — bir  6zellik
gostermektedir, akut rejeksiyonu onlemek amaciyla kalp, karaciger, akciger ve bdbrek
transplantasyonu alicilarinda kullanilmaktadir (179). Everolimus hiicre i¢ine girdiginde FK

baglayici protein-12’ye (FKBP12) baglanir. Bu kompleks daha sonra Mammalian Target
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of Rapamycin’e (NTOR) baglanir. Sonu¢ olarak IL-2’yi bloke ederek IL-2 tarafindan
indiiklenen T lenfositleri ve B lenfositlerinin proliferasyonunu engeller. Everolimus hem
karaciger hem de bobrek transplantasyonu alicilarinin kullanimi igin FDA tarafindan
onaylanmustir. Everolimus karaciger transplantasyonu alicilarinda potansiyel hepatik arter
trombozu riskini azaltmak i¢in nakilden en az 30 giin sonra uygulanmaktadir (180).

Mikofenolat mofetil, mikofenolik asidin (MPA) inaktif formudur. Gastrointestinal
absorpsiyondan sonra, mikofenolat mofetil karaciger tarafindan hizla aktif formu olan
MPA’ya doniistiiriilir (181). Normal hiicrelerde bir piirin bazi olan guanin niikleotidi
inosin monofosfat dehidrojenaz enzimi aracihigiyla sentezlenir. inosin monofosfat
dehidrojenaz MPA tarafindan inhibe edilir, boylece guanozin niikleozidlerin tiikkenmesine
neden olur. Boylece MPA’lar piirin sentezini bozarak T ve B lenfositlerinin
proliferasyonunu dolayli yollarla inhibe eder (182). Greft reddini 6nlemede MPA’nin
etkinligi ti¢ mekanizma ile ifade edilebilir. Birincisi; MPA antijenik stimiilasyona yanit
veren hiicre klonlarini ortadan kaldirabilen T lenfositlerin apoptozunu indiikleyebilir.
Ikincisi; MPA, guanozin niikleozidlerini tiiketerek glikozilasyonu ve bazi adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu baskilar, boylece lenfositlerin ve monositlerin inflamasyon
alanlarina  almmi azaltir. Ugiinclisii; MPA  guanozin niikleotidlerini tiiketerek,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz igin bir kofaktor olan tetrahidrobiopterini inhibe eder. Bu
nedenle MPA nitrik oksit sentaz iiretimini ve bunun sonucunda peroksinitritinin aracilik
ettigi doku hasarini baskilamaktadir (183).

Steroid tedavisi, son yillarda nakil hastalarinda immiinosupresyonun temelini
olusturmaktadir. Transplantasyonda en yaygin olarak kullanilan steroidler; hidrokortizon,
prednizolon, prednizon ve metilprednizolondur. Bu steroidlerin tamami viicutta aktif
prednizolona doénistiiriilmektedir (184). Steroidler I1L-10 ifadesini arttirir ve T hiicreleri
araciligiyla 1L-2, IL-6 ve IFN-y ifadesini inhibe etmektedir. Bu giiclii ve spesifik olmayan

immiinosupresan etkiler, transplantasyonun etkinligine katkida bulunmaktadir (185).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamlan Arac¢ ve Gerecler

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.1’de; kimyasallar, ¢ozeltiler ve kitler ise

Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka/Model/Ulke

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cihaz1  BiO-RAD/MyCycler/ABD

Gergek Zamanli PZR Cihazi QIAGEN/Rotor-Gene Q/Almanya
Mikro Voliim Spektrofotometre Maestro/MN-913/Tayvan

Jel Gorilintiileme Sistemi KODAK/Gel Logic 2200/ABD
Masaiistii Santrifiij Cihazi Hettich-Zetrifugen/Micro 200/Almanya
Elektroforez Cihazi BIO-RAD/Powerpack Basic/Singapur
-80°C Derin Dondurucu Niive /DF 490/Tiirkiye

Buzdolab1 Altus/AL370/Tiirkiye

Mikrodalga Firin Beko/MD1500/Tiirkiye

Su Saflagtirma Sistemi Millipore/Direct-Q3/Almanya

Hassas Otomatik Pipetler Eppendorf/Almanya

Hassas Terazi ADAM/NBL 2541/Ingiltere

pH Metre HANNA/HI2211/italya

Manyetik Karistirict CAT/M13/Almanya

Vorteks BIOSAN/FV-2400/Letonya
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Tablo 3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal, Cozelti ve Kitler

Kimyasal/Cozelti/Kit Marka/Tanimlayic1 Kod

Etanol (C2HsO) Sigma, CAS No: 64-17-5

10X Tris Asetat Tamponu (TAE) Invitrogen, Cat No: 15558-026

Etidyum Bromiir ( C21H20N3Br) Sigma, CAS No: 1239-45-8

Agaroz Sigma, CAS No: 9012-36-6

6X Jel Yiikleme Boyasi Vivantis Cat No: NM0410

DNA Ladder (GelPilot 100bp) Qiagen, Cat No: 239035 Lot No: 142358923
RNA Saflagtima Kiti (QIAamp RNA Qiagen, Cat No: 52304 Lot No: 133210822
Blood Mini Kit)

PZR Kiti (RT? SYBR Green qPCR Qiagen, Cat No :330502 Lot No: 76601480
Mastermix)

cDNA Sentez Kiti (RT? HT First Strand Qiagen, Cat No: 330411 Lot No: 76601072
Kit 96)

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu arastirma i¢in Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 05/02/2020 tarihli
ve 2020/24 protokol no’lu karari ile etik onay alinmigtir (Ek 1). Arastirmaya 2020 yilinda
Inénii Universitesi Karaciger Nakli Hastanesine basvuran, cesitli hastaliklar sebebiyle
karaciger nakli yapilmasina karar verilen 10’u kadin ve 17’si erkek olmak iizere 27 hasta
dahil edilmistir. Saglikli kontrol grubu ise herhangi bir hastaligi olmayan 13 kadin ve 14
erkek olmak tizere toplam 27 goniilliiden olusturulmustur. Arastirmaya katilan tiim hastalar
ve saglikli goniilliilere projenin amaci ve uygulanacak testler anlatilarak rizasi alinmistir.
Deneye katilacak tiim denekler 18-65 yas aralifindadir ve nakillerin tamami canli
vericilerden gergeklestirilmistir. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 3.3’te,
nakile sebep olan hastaliklarin dagilimi ise Sekil 3.1°de Ozetlenmistir. Saglikli
goniilliilerden elde edilen Slglimler “Kontrol” olarak ifade edilmistir. Hasta grubundan
farkli zaman dilimlerinde elde edilen Olclimler ise sirasiyla su sekildedir; “Preop”
operasyondan once elde edilen 6l¢timleri, “Postop I”” operasyondan 1 ay sonra elde edilen

Olgtimleri ve “Postop VI” ise operasyon 6 ay sonra elde edilen 6lgtimleri ifade etmektedir.
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Tablo 3.3. Karaciger Nakli Hastalarmin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Hastalarin Ozellikleri Hasta Sayis1 (%)
Cinsiyet
Erkek 17 (% 63)
Kadin 10 (% 37)
Yas
Ortalama = SD 50.7+12.17
Median (Min-Max) 55 (23-67)
Transplantasyon Tipi
Canli Donor 27 (%100)
Kadavra 0 (%0)
MELD Skoru
Ortalama + SD 17.73+4.98
Median (Min-Max) 17 (8.10-28)
Karaciger Nakline Sebep Olan Hastalik
HBV 9 (%33)
HBV + HCC 4 (%15)
HCC 3 (%11)
Alkolik Siroz 3 (%11)
Kriptojenik Siroz 3 (%11)
Otoimmiin Hepatit 2 (%7.5)
Budd-Chiari Sendromu 2 (%7.5)
Adenokarsinom 1 (%4)

SD: Standard Sapma; Min.: Minimum; Maks.: Maksimum; MELD: Model for end-stage liver disease.
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Adenokarsinom Bydd Chiari
Kriptojenik 4% 8%
11%

Otoimmiin Hepatit
7%

Alkolik
11%

Sekil 3.1. Nakil Hastalarinin Hastalik Dagilimlarinin Pasta Grafigi

3.3. Karaciger Transplantasyonu Sonrasit Uygulanan Immiin Siipresyon

Protokolii

Inénii Universitesi Karaciger Nakli Enstitiisii prototokoliine gére karaciger nakli
immiinsiipresif tedavisi genellikle greft anastomozu sonrasinda intravendz yolla uygulanan
steroidlerle baglamaktadir. Daha sonra operasyon sonrasi birinci gilinden itibaren oral
steroid tedavisiyle devam edilmektedir. Bu tedavi operasyondan sonra hastanin durumuna
bagl olarak 3-6 ay arasinda devam etmektedir. Operasyon sonrast genellikle iiclincii
giinden itibaren Mikofenolat mofetil ve takrolimus kullanimina baglanmaktadir. Daha sonra
takrolimusun yan etkileri sebebiyle bobrek fonksiyonunda bozulma olmasi halinde bu
hastalarda takrolimus tedavisi azaltilarak veya durdurularak tedaviye everolimus
eklenmektedir (186). Hastalarin operasyondan sonraki 6 aylik dénemde takrolimus ve
everolimus kullanimi hastalarin bobrek fonksiyon durumuna gore degisiklik géstermistir.
Hastalarin 6 aylik siiregtedeki takrolimus ve everolimus kullanim durumlar1 Tablo 3.4’te

verilmisgtir.
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Tablo 3.4. Hastalarin Operasyon Sonrast 6 Aylik Dénemde Takrolimus ve Everolimus

Kullanim Siireleri

Hastano 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay 5.Ay 6.Ay
1 T T T T T T

2 T T T T T+E T+E
3 T T T T T T

4 T T T T+E T+E T+E
5 T T T T T T

6 T T T T T T

7 T T T F T T

8 T T T T T T

9 T T T T T T
10 T T+E T+E T+E T+E T+E
11 T T+E T+E T+E T+E T+E
12 T T+E T+E T+E T+E T+E
13 T T T T T T
14 T T T T T T
15 T T T T+E T+E T+E
16 T T T+E T+E T+E T+E
17 T T T T T T
18 T T T T

19 T T T T T T
20 T T+E T+E T+E T+E T+E
21 T T T+E T+E T+E T+E
22 T T+E T+E T+E T+E T+E
23 T T+E T+E T+E T+E T+E
24 T T+E T+E T+E T+E T+E
25 T T T T

26 T T T T T T
27 T T T T

T:Takrolimus, E:Everolimus
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3.4. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

mRNA seviyelerinin tespiti ve biyokimyasal parametrelerin analizleri i¢in saglikli
kontrol gurubundan ve hastalardan operasyonun hemen oncesinde, operasyondan 1 ay
sonra ve operasyondan 6 ay sonra kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri buz {izerinde
ve hizli bir sekilde laboratuvara ulastirilarak RNA saflagtirma islemine gegildi. Ayrica kan
orneklerinden elde edilen serumlar ile inénii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya
Laboratuvarinda biyokimyasal karaciger parametrelerinin (AST, ALT, AFP, PLT, CRP,
Bilirubin D, Bilirubin T) 6l¢timleri gergeklestirildi.

3.5. Gen ifadesi Analizleri

3.5.1. RNA Saflastirma Prosediirii

RNA saflastirma islemi hasta ve saglikli grup deneklerin kan dokularindan QlAamp
RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Almanya) (Cat. No. 52304) kullanilarak gerceklestirildi.
Saflagtirma islemleri kit icerisinde yer alan kilavuza sadik kalinarak gerceklestirildi. Bu
protokole gore ilk olarak bir falkon tiipii igerisine 1 ml kan ve iizerine 5 ml EL tamponu
eklendi ve homojen bir goriintii elde edilinceye kadar vorteks yardim ile karistirildi. Elde
edilen karisim 10-15 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 12000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifiij islemi uygulandi ve
siipernatant uzaklastirildi. Alt kisimda kalan 16kosit peletinin ilizerine tekrar 2ml EL
tamponu eklenerek 12000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifiij islemi tekrarlandi ve
slipernatant uzaklastirildi. Elde edilen 16kosit peleti {izerine 600 pl RLT tamponu eklendi
ve otomatik pipet yardimi ile karistirildi. Elde edilen lizat kit igerisinde yer alan
“QIAshredder” spin kolonuna eklendi. Kolon daha sonra 15000 rpm +4°C’de yaklasik 2
dakika santrifiij edildi, boylece homojenize olan lizat toplama tiipiinde toplandi.
Homojenizasyon isleminden sonra lizatin iizerine 600 pl %70’lik alkol eklendi ve otomatik
pipet yardimu ile karistirildi. Elde edilen karisimdan 600 pl kit kolonuna eklendi ve 10000
rpm +4°C’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki s1v1 dokiildi kalan 600 pul numune
eklenerek tekrar 10000 rpm +4°C’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipli ve igerisindeki
stv1 uzaklastirildiktan sonra kolon altina yeni bir toplama tiipii yerlestilerek kolona 700 pl

RW1 tamponu eklendi ve 12000 rpm +4°C’de 15 sn santrifiij edildi. Daha sonra kolon
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altindaki toplama tiipii tekrar degistirilerek iizerine 500 pl RPE tamponu eklendi ve 12000
rpm +4°C’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki siv1 dokiilerek tekrar RPE tamponu
eklendi ve 12000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii i¢erisindeki siv1 dokiildiikten
sonra herhangi bir ¢ozelti eklemeden 15000 rpm +4°C’de 200 sn santrifiij edilerek kolon
filtresi kurutuldu. Kolon altina temiz steril bir mikrotiip yerlestirildi. Kolona 50ul RNase
icermeyen su eklendi ve 10000 rpm +4°C’de 60 sn santrifiij edilerek Total RNA’nin tiipe
gecmesi saglandi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, cDNA'da
kullanim i¢in buz iistiinde bekletildi. Uzun siireli depolama i¢in ise -80°C’ye kaldirildi.
RNA varligi ve kalitesi spektrofotometre cihazi ile degerlendirildi. Absorbans
degerleri uygun olmayan Orneklerin RNA saflastirma islemi tekrarlandi. Azeor2s0 orant

yaklagik 2.0-2.3 olan RNA o6rnekleri cCDNA sentezinde kullanildi.

3.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

cDNA elde etmek icin RT? HT First Strand Kit (96) (Qiagen, Almanya)
(Cat.N0.330411) kullanildi. cDNA elde edilme islemleri kit igerisinde yer alan protokole
uygun olarak kisaca su sekilde gerceklestirilmistir. cDNA eldesi i¢in icerisinde 250 ng total
RNA bulunan 8 pl 6rnek 6 pl GE2 (gDNA eleminasyon tamponu) ile karistirilarak 5 dakika
37°C 1s1 blogunda bekletildikten sonra 6 pl BC4 (Reverse Transkriptaz Karigimi) ile
karistirildi. Karigim 1000 rpm’de spin edildi ve daha sonra Thermal cycler’da 42°C’de 15
dakika, 95°C’de 5 dakika reaksiyona girmesi saglandi. Elde edilen cDNA’lar gercek

zamanli PZR igin kullanilana kadar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.5.3. Ger¢ek Zamanh PZR ile Gen Ifadesinin Tayini

Bu calisma i¢in RT? SYBR Green gPCR Mastermix (Qaigen, Almanya)
(Cat.N0.330502) kiti kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde kullanildi. 0.2 ml’lik tiipler
icerisine 12.5 pul RT? SYBR Green Mastermix, 6.5 pl RNase-free su, 1 pl primer (RT?
qPCR Primer Assay), 5 pl cDNA 6rnegi eklenerek karistirilmistir ve toplamda her bir 6rnek
icin 20 pl PZR karsimi elde edilmistir. Hazirlanan tiipler PZR cihazina yerlestirilerek
95°C’de 10 dakika (1 dongii), 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 60 saniye (40 dongii) olacak
sekilde PZR reaksiyonu tamamlandi. Caligmada kullanilan IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a,
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IFN-y, FOXP3, TREM1, CD14, HLA-G5 ve GAPDH genlerine ait primerlerin &zellikleri

Tablo 3.5’te sunulmustur.

Tablo 3.5. Kullanilan Primerlerin Ozellikleri

Gen Referans Segment Referans Pozisyonu Baz Biiyiikliigii (bp)
IL-2 NM_000586.3 489 85
IL-4 NM_000589.3 320 93
IL-6 NM_000600.3 816 98
IL-10 NM_000572.2 168 63
TNF-a NM_000594.3 749 110
IFN-y NM_000619.2 1133 68
FOXP3 NM_014009.3 2191 89
TREM1 NM_018643.3 425 156
CD14 NM_000591.3 463 152
HLA-G5 NM_002127.5 680 384
GAPDH  NM_002046.5 842 130

3.5.4. PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Her bir gen i¢in 10ul PZR iiriinii ve DNA markir1 (GelPilot 100bp DNA Ladder,
Qiagen) 2ul 6X yiikleme boyasi ile karistirilarak %2’lik agaroz jele yiiklendi ve 100 voltta
30 dakika kosturuldu. Daha sonra elde edilen jel, goriintileme sistemi (KODAK Gel Logic
2200 Imaging System) kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Arastirmanin verileri IBM SPSS istatistik analiz programi 25.0 (Statistical Package
for the Social Sciences, Inc, Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz edildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Hasta grubunun operasyon
Ooncesi ve sonrasindaki tekrarlanan Ol¢limlerinden elde verilerin normal dagilim

gostermedigi belirlendikten sonra aralarindaki farkin degerlendirilmesinde Friedman Testi
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kullanildi. Friedman testi sonucunda anlamli bulunan sonuglarin hangi gruplar arasindaki
farktan kaynaklandigini tespit etmek i¢in Wilcoxon Testi kullanilmistir ve olas1 alfa
hatalarinin oniline gegmek amaciyla Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir. Kontrol grubu ile
hasta deney grubunun farkli zaman dilimlerindeki dlglimlerden elde edilen verilerin ikili
karsilastirilmalarinda Mann Whitneyy U testi kullanilmistir. Genlerin farklt zaman
dilimlerinde ki ifade edilme diizeylerinin birbirleri ile korelasyon gosterip gostermedigini
belirlemek amaciyla hastalarin farkli zaman dilimlerindeki gen ifade degisimlerine
Spearman korelasyon analizi uygulanmistir. p degerinin 0.05’ten kiiciik oldugu

karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Parametreler

Hastalarin operasyondan once, operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6 ay sonra
serum ALT, AST, AFP, PLT, CRP, Bilirubin D ve Bilirubin T seviyeleri analiz edilmistir.
Karaciger nakli oncesi ve karaciger nakliden 1 ay sonra gerceklestirlen dlglimlerde ALT,
PLT ve CRP seviyelerinin 1. ayda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde arttigi, AFP
Bilirubin D, Bilirubin T ve seviyelerinin ise anlamli bir sekilde azaldig: tespit edilmistir.
AST degerinde ise istatiksel olarak anlamli bir degislik olmadig: tespit edilmistir. Karaciger
nakli Oncesi ve karaciger nakliden 6 ay sonra gergeklestirlen 6l¢timlerde PLT seviyelerinin
6. ayda istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde arttigi; AFP, AST, Bilirubin D ve Bilirubin T
seviyelerinin ise anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi. CRP ve ALT degerlerinde ise
istatiksel olarak anlamli bir degislik olmadig: tespit edildi. Karaciger naklinden 1 ay sonra
ve 6 ay sonra gergeklestirilen 6l¢iimlerde ALT, CRP, PLT, ve Bilirubin D seviyelerinin 6.
ayda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azaldig tespit edildi. AST, AFP ve Bilirubin T
degerlerinin 1. ay ve 6. ay Ol¢limleri arasinda herhangi bir anlamli istatistiksel fark olmadigi

tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Nakil Hastalarina Ait Biyokimyasal Parametreler

Preop Postop | Postop VI
ALT (U/L) 4500 +£31.73 * 70.19 + 54.08 # 31.81+ 23.64
AST (U/L) 63.11+48.56 39.41 + 26.89 27.63+17.60
AFP (ng/mL) 9.56 + 12.27*$ 1.94+2.12 5.44 + 15.02
PLT (K/uL) 104.93+£73.11 %§  232.74+122.48#  169.85+ 76.97
CRP (mg/dL) 117 + 1.43% 2.64+2.93 # 0.89 + 1.54
Bilirubin D (mg/dL) 2.55 + 2.47*$ 1.26 + 1.06 # 0.62+0.72
Bilirubin T (mg/dL) 1.65 + 1.60*$ 0.85 + 0.83 0.81+0.76

Elde edilen ALT, AST, AFP, PLT, CRP, Bilirubin D ve Bilirubin T verileri ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur. * simgesi Preop grubu ile Postop I grubu arasindaki; $ simgesi Preop grubu ile Postop VI

arasindaki; # simgesi Postop | grubu ile Postop VI grubu arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05).
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260/280 nm’deki absorbans degerleri verilmistir (Tablo 4.2, Tablo 4.3).

Tablo 4.2. Kontrol Grubundan Elde Edilen RNA Miktarlar1 ve Absorbans Degerleri

4.2. Molekiiler Genetik Bulgular

4.2.1. RNA Absorbans Olciimleri

Kan orneklerinden RNA izolasyonu sonrasi elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve

Denek No RNA ng/ml 260/280(nm) Denek No  RNA ng/ml  260/280(nm)
1 112.02 2.12 15 103.65 2.20
2 147.06 2.13 16 136.44 2.17
3 60.87 2.18 17 100.31 2.00
4 89.33 2.16 18 69.35 2.05
5 190.17 2.12 19 50.48 2.24
6 90.09 2.14 20 44.23 2.02
7 132.97 2.15 21 122.58 2.13
8 88.22 2.13 22 198.32 2.02
9 125.20 2.12 23 80.21 2.05
10 111.33 2.07 24 66.32 2.20
11 67.48 2.15 25 129.87 2.14
12 106.23 2.21 26 140.23 2.17
13 90.40 2.14 27 97.65 2.18
14 77.22 2.10
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Tablo 4.3. Deney Grubundan Elde Edilen RNA Miktarlar1 ve Absorbans Degerleri.

Preop Postop-1 Postop-VI
HastaNo RNAnNng/ml 260/280 RNA ng/ml 260/280 RNA ng/ml 260/280
1 28.95 2.02 46.53 2.13 97.57 1.94
2 66.73 2.20 58.00 2.16 181.89 2.09
3 66.59 2.11 116.85 2.22 65.43 2.24
4 46.00 2.13 65.14 2.20 90.66 2.19
5 28.48 2.11 63.04 2.11 72.74 2.05
6 80.41 2.22 156.66 2.12 154.88 2.05
7 84.62 2.19 285.59 2.23 255.90 2.14
8 139.00 2.24 127.45 2.05 58.33 2.22
9 31.29 2.03 136.72 2.22 56.00 2.13
10 111.61 2.17 107.52 2.18 104.52 2.14
11 134.59 2.03 271.63 2.09 206.60 2.23
12 112.31 2.05 98.91 2.05 100.17 2.06
13 74.47 2.22 182.79 2.05 114.87 2.10
14 160.35 2.17 123.13 2.10 133.85 2.21
15 85.30 2.06 82.68 2.12 147.24 2.19
16 195.23 2.01 128.66 2.15 167.00 2.02
17 136.47 2.03 149.39 2.00 107.01 2.22
18 131.69 2.17 79.42 2.24 105.63 2.06
19 186.97 2.25 88.71 2.21 77.50 2.18
20 265.50 2.18 177.21 2.01 200.87 2.00
21 136.55 2.01 85.80 2.22 125.99 2.09
22 138.07 2.00 142.50 2.17 140.32 2.15
23 170.20 2.19 96.46 2.01 90.35 2.06
24 135.20 2.15 70.00 2.04 147.30 2.15
25 76.32 2.08 125.00 2.08 152.22 2.20
26 135.20 2.09 190.24 2.02 100.31 2.04
27 101.40 2.01 154.40 2.03 115.70 2.00
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4.2.2. Ger¢cek Zamanh PZR ile Gen ifadesi Analizi Bulgular

Elde edilen RNA’lardan ¢cDNA elde edilmis ve Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu cihazi ile hedef gen bolgeleri cogaltilarak ifade diizeyleri arastirilmistir.
Hedeflenen gen bolgelerinin dogru bicimde c¢ogaltildigini dogrulamak amaciyla her gene
ait reaksiyon iirliniiniin varlig1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde gosterilmistir (Sekil 4.1)
ve ayrica erime noktasi analizleri yapilmistir (Sekil 4.2-4.12). Her bir primer igin elde

edilen erime noktas1 grafigi Sekil 4.2-4.10’da gosterilmistir.

100 bp 100 bp
DNA Ladder DNA Ladder

D pa—
—

400hp~>;:
300bp—P s
200bp —p
100bp —p

—

(VR
¥ Al v
IL-10 TNF-o. IFN-y FOXP3 TREM1 CD14 HLAGS GAPDH

Sekil 4.1. Gergek Zamanli PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi.

Gergek Zamanli PZR sonunda elde edilen iiriinlerinin jel goriintiileri gosterilmektedir. PZR iriinlerinin baz biiyiikliikleri;

IL-2 (85bp), IL-4 (93bp), IL-6 (98bp), IL-10 (63bp), TNF-a (110bp), IFN-y (68bp), FOXP3 (89bp), TREM1 (156bp),
CD14 (152bp), HLA-G5(384bp), GAPDH (130bp).

dFidT

@

66 &7 63 69 70 il 72 73 74 75 76 7 78 79 80 81 a2 a3 24 a5 86 a7 83 89 90 91 92 93 94 95 9%
°c

Sekil 4.2. IL-2 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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Sekil 4.3. IL-4 Geninin Erime Noktast Grafigi.

&7 63 69 70 g 72 73 T4 T 76 7 78 79 80 B1DC a2 83 24 8 86 a7 a8 a3 90 9 92 93 94 96 97|
Sekil 4.4. IL-6 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

6‘7 5'& éB T‘H 7'1 7‘2 73 T4 7! 78 7 78 79 80 3‘1DC 82 83 84 8 26 87 88 89 B‘[I 9‘1 9‘2 9‘3 9‘4 B‘S 97
Sekil 4.5. IL-10 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

6‘7 5'& éB T‘H 7'1 7‘2 73 T4 7! 78 7 78 7‘!? 80 31DC 82 83 84 8 26 B‘? 88 89 B‘[I 9‘1 9‘2 9‘3 9‘4 B‘S 97

Sekil 4.6. TNF-a Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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Sekil 4.7. IFN-y Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
&7 63 69 70 g 72 73 T4 T 76 7 78 79 80 B1DC a2 83 24 8 86 a7 a8 a3 90 9 92 93 94 96 97|
Sekil 4.8. FOXP3 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
6‘7 5'3 éB T‘H 7'1 72 73 T4 7! 78 7 78 79 80 3‘1DC 82 83 84 8 26 87 88 89 B‘[I 9‘1 9‘2 9‘3 9‘4 B‘S 97
Sekil 4.9. TREM1 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
6‘7 5'3 éB T‘H 7'1 72 73 T4 7! 78 7 T‘B 79 80 B1DC 82 83 84 8 26 B‘? 88 89 B‘[I 9‘1 9‘2 9‘3 9‘4 B‘S 97

Sekil 4.10. CD14 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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Sekil 4.11. HLA G5 Geninin Erime Noktast Grafigi.
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Sekil 4.12. GAPDH Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

Gen ifadelerinin hesaplanmasinda Livak Metodu olarak da bilinen 2° 2T metodu
kullanilmistir (187). Hesaplamalar kisaca su sekilde yapilmistir; oncelikle 3 er tekrarh
olarak calisilan hedef genler ve house-keeping gen olan GAPDH geninin her 6rnek igin
ortalama Threshold Cycle (Ct) degerleri hesaplandi. Daha sonra tiim deneklerin hedeflenen
Gen Ct degerinden Housekeeping Gen Ct degeri ¢ikarilarak ACt degeri hesaplandi. Bunu
takiben deney grubundaki orneklerin ACt degerinden kontrol grubunun ACt degeri
cikarilarak tiim &rneklerin AACt degeri hesaplandi. Son olarak ise 24T formiilii ile artis

miktar1 kat degisimi olarak ifade edildi.
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4.3. IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TREM1, TNF-a, IFN-y FOXP3, CD14 ve HLA-G5

Genlerinin ifade Edilme Diizeyleri

Saglikl1 goniilliiler ve hasta grubunun operasyondan Once, operasyondan 1 ay sonra
ve operasyondan 6 ay sonraki gen ifade diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Sonug olarak kontrol grubundaki deneklerin IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y, FOXP3,
TREM1, HLA-G5 gen ifade seviyeleri hasta grubun her 3 zaman dilimindeki gen ifade
seviyelerine gore yiiksek bulunmustur. IL-10 ve CD14 i¢in yapilan karsilagtirmalarda ise
saglikli grup ve hasta grubun 3 zaman dilimindeki 6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.13).Hasta grubunun operasyon dncesi,
operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6 ay sonra IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TREM1, TNF-
a, IFN-y FOXP3, CD14 ve HLA-G5 genlerinin periferik kandaki ifade diizeyleri
istatistiksel yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

IL-2 geninin ifade edilme diizeyinin operasyondan 1 ay sonra operasyon dncesindeki
durumuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Operasyondan 1 ay ve 6 ay sonraki
Olgtimler karsilastirildigi zaman 6. ayda IL-2 gen ifadesinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). Operasyon oncesi ve operasyondan 6 ay sonraki IL-2 olgtimleri
karsilastirildig1 zaman istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 tespit edilmistir.

TNF-a geninin periferik kandaki ifade edilme diizeyinin operasyondan once ve
operasyondan 1 ay sonraki degerleri arasinda istatistiksel bir fark olmadig tespit edilmistir.
Ayni sekilde operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6 ay sonraki Olgiimler
karsilastirildigi zaman istatistiksel bir fark olmadig: tespit edilmistir. Operasyon dncesi ve
operasyondan 6 ay sonraki olgtimler karsilastirildigi zaman 6. ayda TNF-o gen ifadesinin
arttig1 tespit edilmistir (p>0.05).

IFN-y genin periferik kandaki ifade edilme diizeyinin operasyondan 1 ay sonra
operasyon oncesindeki durumuna gore disiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6 ay sonraki ol¢iimler karsilagtirildigi zaman 6.
ayda IFN-y gen ifadesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Operasyon oncesi ve
operasyondan 6 ay sonraki o6l¢iimler karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig tespit edilmistir.

49



HLA-G5 geninin periferik kandaki ifade edilme diizeyinin operasyondan once ve
operasyondan 1 ay sonraki degerleri arasinda istatistiksel bir fark olmadigi tespit edilmistir.
Operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6 ay sonraki dl¢imler karsilastirildigi zaman
HLA-G5 gen ifadesinin 6. ayda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Operasyon
Oncesi ve operasyondan 6 ay sonraki ol¢iimler karsilastirildigi zaman istatistiksel bir fark
olmadigi tespit edilmistir.

Istatistiksel analizler sonucunda IL-4, IL-6, 1L-10, CD14, TREM1, FOXP3
genlerinin 3 zaman diliminde Olgiilen gen ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.

Gen ifade Degisimi (2-33Ty

1L2 IL4 IL6 IL10 TNF IFN FOX TREM1 CD14 HLAGS

@ Kontrol @ Preop = Postop I 2 Postop VI

Sekil 4.13. Gen Ifade Edilme Diizeyleri

* simgesi kontrol grubunun diger tiim gruplardan farkli oldugunu gosterir, # simgesi Preop grubunun Postop | grubundan
farkli oldugunu gosterir; A simgesi Preop grubunun, Postop VI grubundan farkli oldugunu gosterir; $ simgesi Postop |

grubunun Postop VI grubundan farkli oldugunu gosterir.
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Tablo 4.4. Gen ifadesi Ortalama Degerleri

Kontrol Preop Postop | Postop VI
IL-2 1.055+0.32 0.422+0.24 0.241+0.21 0.363+0.28
IL-4 1.199+058 0.489+0.34 0.455+0.38 0.314+0.17
IL-6 1.210+0.65 0.678+0.43 0.637+0.61 0.571+0.38
IL-10 1.124+0.60 1.645+1.08 1.486+0.82 1.014+0.43
TNF-a 1.043+0.35 0.580+0.22 0.706+0.35 0.711+0.21
IFN-y 1.144+0.59 0.553+0.31 0.376+0.41 0.514+0.36
FOXP3 1.034+0.29 0.528+0.28 0.469+0.29 0.470+0.28
TREM1 1.031+0.25 0.669+0.27 0.744+0.22 0.649+0.26
CD14 1.049+0.36 1.025+0.30 0.962+0.23 1.005+0.41
HLA-G5 1.254+0.89 0.205+0.23 0.177+0.20 0.274+0.26

Tablo 4.5. Gen ifadesi Kat Degisimleri

Preop ile Postop | Preop ile Postop VI Postop |1 ile Postop VI

Gen  verilerinin kiyaslanmasi ile  verilerinin kiyaslanmasiile  verilerinin kiyaslanmasi ile
elde edilen kat degisimleri __elde edilen kat degisimleri _elde edilen kat degisimleri
IL-2 x0.57|( p=0.001) x0.86 1.511 p=0.041
IL-4 x0.93 x0.64 x0.69
IL-6 x0.94 x0.84 x0,90
IL-10 x0.90 x0.62 x0.68
TNF-a x1.21 x1.221 (p=0.015) x1.0
IFN-y x0.67] (p=0.026) x0.93 1.371 p=0.010
FOXP3 x0.89 x0.89 x1.0
TREM1 x1.11 x0.97 x0.84
CD14 x0.94 x0.98 x1.04
HLAGS x0.86 x1.33 x1.551 p=0.007

Tabloda gen ifadelerinin kat degisimleri gosterilmektedir. 1 sembolii ve yesil renk ile gosterilen kat
degisimleri gen ifadesindeki istatistiksel olarak anlamli bir artisi, | sembolii ve kirmizi renk ile gosterilen kat
degisimleri gen ifadesindeki istatistiksel olarak anlamli disiisleri gostermektedir. p<0.05 istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir.
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4.4. Rejeksiyon Gerceklesen ve Gergeklesmeyen Hastalarin Gen Ifadeleri

Karsilastirmalan

Operasyondan sonraki 2 yillik siirecte rejeksiyon gozlenen 8 ve rejeksiyon
gbzlenmeyen 19 nakil hastasinin operasyondan sonraki 1. ve 6. Aydaki gen ifadesi
degerleri karsilagtirllmistir. Operasyondan 1 ve 6 ay sonraki gen ifadesi Olglimleri
karsilastirildigt zaman sadece operasyondan 1 ay sonraki Ol¢iimlerde TNF-oo geninin
rejeksiyon gelisen hastalarda rejeksiyon gbzlenmeyen hastalara gore anlamli sekilde daha

diisiik oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.14-4.15)

Tablo 4.6. Rejeksiyon Gozlenen ve Gozlenmeyen Hastalarin Gen Ortalama Degerleri

R1 (Ort.£SS) NonR1(Ort.£SS) R6 (Ort.£SS) NonR6 (Ort.£SS)
IL-2 0.192+0.20 0.262+0.21 0.311+0.33 0.387+0.27
IL-4 0.329+0.20 0.511+0.43 0.282+0.22 0.328+0.14
IL-6 0.453+0.43 0.718+0.67 0.468+0.41 0.617+0.37
IL-10 1.559+0.94 1.453+0.79 1.252+0.46 0.908+0.38
TNF-o  0.514%0.17* 0.792+0.38 0.636+0.26 0.745+0.19
IFN-y 0.214+0.18 0.448+0.46 0.384+0.35 0.571+£0.35
FOXP3  0.426+0.40 0.488+0.24 0.497+0.29 0.458+0.28
TREM1 0.714+0.18 0.758+0.25 0.601+0.21 0.670+0.28
CD14 0.908+0.27 0.986+0.22 0.837+0.32 1.079+0.43
HLA-G5 0.228+0.29 0.154+0.15 0.291+0.33 0.266+0.23

Tablo rejeksiyon gdzlenen ve rejeksiyon gozlenmeyen hastalara ait ortalama + standart sapma (2°22¢)

degerlerini gostermektedir. R1: Rejeksiyon gozlenen hastalarin operasyodan 1 ay sonra dlgiilen ortalama gen
ifade seviyeleri; NonR1: Rejeksiyon gézlenmeyen hastalarin operasyondan 1 ay sonra 6l¢iilen ortalama gen
ifade seviyeleri, R6: Rejeksiyon goézlenen hastalarin operasyodan 6 ay sonra Olgiillen ortalama gen ifade
seviyeleri, NonR6: Rejeksiyon gozlenmeyen hastalarin operasyondan 6 ay sonra olgiilen ortalama gen ifade

seviyeleri.
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Gen Ifade Degisimi (2-24¢Ty
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IL-10 TNF-a IFN-y FOXP3 TREMI1 CD14 HLA-G5

051
HR1 ENonR1

Sekil 4.14. Rejeksiyon Gozlenen ve Gozlenmeyen Hastalarin Operasyondan 1 Ay
Sonrasinda Olgiilen Gen ifade Seviyelerinin Karsilagtirmalar

1.8
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14 1
1.2
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IL-10 TNF-a IFN-y FOXP3 TREMI1 CD14 HLA-G5

Gen ifade Degigimi (2-24€T)

HmR6 ENonR6

Sekil 4.15. Rejeksiyon Gozlenen ve Gozlenmeyen Hastalarin Operasyondan 6 Ay
Sonrasinda Olgiilen Gen ifade Seviyelerinin Karsilastirmalar
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4.5. Gen Ifade Degisimlerinin Korelasyonlar:

Hasta grubunun farkli zaman dilimlerindeki gen ifadesi degisikliklerinin genler
arasindaki korelasyon durumlari tespit edilmistir. Korelasyonlari tespit etmek amaciyla
hastalarin operasyon oncesi ve sonrasi gen ifadesi degerlerinin farki elde edilerek Sperman

korelasyon analizine tabi tutulmustur. Korelasyon durumlari Tablo 4.5-4.7°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.7. Operasyondan Once ve Operasyondan 1 Ay Sonraki Gen ifade Degisimlerinin
Korelasyonu.

IL2 L4 IL6 IL10 TNF-a IFN-y FOX TREM1 CD14 HLA-G5
IL2 K.K. 1.000
p ————
degeri
IL4 K.K 0.554™  1.000
p 0.003 e
degeri
IL6 K.K 0.546™  .510™ 1.000
p 0.004 0.008  ----
degeri
IL10 K.K -0.040 0.036 -0.189  1.000
p 0.846 0.862  0.355 e
degeri
TNF-a KK 0.320 0.147 567" -0.169 1.000
p 0.111 0.475 0.003 0409  ----
degeri
IFN-y K.K 0.806™  0.608™ .496™ -0.236 0.259 1.000
p 0.000 0.001 0.010 0.247  0.202 -
degeri
FOXP3 KK 0.726™  0.499™ 0.655™ -0.034 0.545™ 0.619™ 1.000
p 0.000 0.009  0.000 0.870 0.004 0.001 -
degeri
TREM1 KK 0.067 0.359 -0.054 0.115 0.104 0.123 0.312 1.000
p 0.746 0.071  0.792 0.575 0.612 0.548 0.121  ----
degeri
CD14 K.K 0.160 0.193 0.325 0.501™ 0.380 -0.060 0.356  -0.015 1.000
p 0.434 0.344  0.105 0.009 0.056 0.772 0.074 0.943 -
degeri
HLAGS5 KK 0.262 0.295 0.230 0.156 0.175 0.015 0.391" 0.264 0.377 1.000
p 0.196 0.143  0.258 0.446  0.393 0.941 0.048 0.193 0.058
degeri

K.K.; Korelasyon kat sayisi, * Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir, ** Korelasyon 0.01 diizeyinde

anlamlidir. p<0.05 istatistiki olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Tablo 4.8. Operasyondan Once ve Operasyondan 6 Ay Sonraki Gen Ifade Degisimlerinin
Korelasyonu.

IL2 IL4 IL6 ILI0 TNF IFN FOX TREM1 CD14 HLAGS

IL2 K.K 1.000

p degeri

1L4 K.K 0.034 1.000

p degeri  0.870

IL6 K.K 0.645™ 0406 1.000

pdegeri  0.000  0.039

1L10 K.K -0.287 0.161 -0.166  1.000

p degeri  0.155 0.432 0.418

TNF-0 KK 0.353  0.312 0.525™ 0.352 1.000

p degeri  0.077 0.121  0.006 0.077

IFN-y K.K 0.670™ 0.223 0.657™ -0.336 0.389" 1.000

p degeri  0.000 0.274 0.000  0.093 0.050

FOXP3 KK 0.550™ 0.322 0.742" -0.229 0.445" 0.530™ 1.000

pdegeri 0.004 0.108 0.000 0.261 0.023 0.005

TREM1 KK -0.069 0369 0.076 0219 0.075 0.207 0.231  1.000

p degeri  0.736 0.064 0.711 0.282 0.716 0.311 0.257

CD14 K.K -0.150  0.469" 0.104 0.467° 0.296 -0.166 -0.045 0.000 1.000

p degeri  0.464 0.016  0.615 0.016 0.141 0.416 0.828 0.999

HLAG5 KK 0.166 0.225 0.340 -0.015 0.411" 0.063 0.482" 0.003 0.110  1.000

p degeri 0.418 0.268 0.089 0.941 0.037 0.761 0.013 0.988 0.594

K.K.;Korelasyon kat sayisi, * Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir, ** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir.

p<0.05 istatistiki olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Tablo 4.9. Operasyondan 1 Ay Sonra ve Operasyondan 6 Ay Sonraki Gen Ifade
Degisimlerinin Korelasyonu.

1L2 IL4 IL6 IL10 TNF IFN FOX TREM1 CD14 HLAG5
IL2 K.K 1.000
p
degeri
1L4 K.K 0.034 1.000
p 0.870
degeri
I1L6 K.K 0.645™ 0.406" 1.000
p 0.000 0.039
degeri
1L10 K.K -0.287 0.161 -0.166  1.000
p 0.155 0.432 0.418
degeri
TNF-a K.K 0.353 0.312 0.525™ 0.352 1.000
p 0.077 0.121  0.006 0.077
degeri
IFN-y K.K 0.670™ 0.223 0.657"" -0.336 0.389" 1.000
p 0.000 0.274  0.000 0.093  0.050
degeri
FOXP3 KK 0.550™ 0.322 0.742" -0.229 0.445° 0.530™ 1.000
p 0.004 0.108 0.000 0.261 0.023  0.005
degeri
TREM1 KK -0.069 0.369 0.076 0.219 0.075 0.207 0.231  1.000
p 0.736 0.064 0.711 0.282 0.716 0.311 0.257
degeri
CD14 K.K -0.150  0.469° 0.104 0.467° 0.296 -0.166 -0.045 0.000 1.000
p 0.464 0.016 0.615 0.016 0.141 0.416 0.828  0.999
degeri
HLAGS5 KK 0.166 0.225 0.340 -0.015 0.411" 0.063 0.482" 0.003 0.110  1.000
p 0.418 0.268 0.089 0.941 0.037 0.761 0.013 0.988 0.594
degeri

K.K.;Korelasyon

kat sayisi, * Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir, **

anlamlidir. p<0.05 istatistiki olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.

Korelasyon 0.01 diizeyinde

IL-2 ve IFN-y genlerinin tiim zaman dilimlerindeki ifade degisiklikleri korele olarak

gerceklesmistir. Transplantasyondan once ve 6 ay sonraki gen ifadesi degisimleri

incelendigi zaman IL-2, IFN-y ve HLA-GS ifade degisimleri korelasyon gostermektedir.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde immiinsiipresif protokollerin gelisimiyle birlikte bagarili karaciger
nakillerinin sayis1 olduk¢a artmistir, ancak transplantasyon sonrasinda inflamasyon,
rejeksiyon, rejenerasyon ve immiinsiipresyon tedavisi gibi durumlarin takibinde yararh
olabilecek biyobelirtegler hala aranmaktadir. Aragtirmamizda 27 goniillii ve 27 karaciger
transplantasyonu  hastasindan periferik kan Ornekleri toplanmistir. Hastalardan
operasyondan 6nce, operasyondan 1 ay sonra ve 6 ay sonra olmak {iizere ti¢ farkli zaman
diliminde kan 6rnekleri toplanmustir. Elde edilen kan 6rneklerinden ger¢ek zamanli PZR
yontemi ile immiinolojik siireglerin diizenlenmesinde etkin ve biyobelirteg olma
potansiyeline sahip inflamatuar (IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-«) sitokinler, anti-inflamatuar (IL-
4, 1L-10) sitokinler, FOXP3, TREM1, HLA-G5 ve CD14 genlerinin ifade edilme diizeyleri
arastirilmistir. Bunun yani sira ALT, AST, AFP, PLT CRP, Bilirubin D ve Bilirubin T gibi
biyokimyasal karaciger parametrelerinin diizeyleri de dl¢iilmiistiir.

Karaciger nakil hastalarinin takibinde serum ALT ve AST diizeylerinin 6lgiimii rutin
olarak kullanilmaktadir (188). Elde ettigimiz verilere gore karaciger nakil hastalarinin
ortalama ALT diizeyi operasyondan 1 ay sonra operasyondan onceki durumuna gore
istatistiksel olarak anlamli bigimde daha yiiksek bulunmustur, ancak operasyondan 6 ayda
sonra yaklagik olarak operasyon Oncesi seviyelerine donmiistiir. Hastalardan elde etti§imiz
AST wverileri incelendigi zaman ortalama AST degerlerinin operasyon oncesi donemde
laboratuvarimizin standart saglikli araligi olan 5-34 U/L seviyesinden yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak ortalama AST degerleri operasyondan bir ay sonra normal degere
yaklasmis ve operasyondan 6 ay sonra saglikli deger aralifma gerilemistir. Istatistiksel
olarak yaptigimiz incelemeler sonucunda ortalama AST degerlerinin operasyondan 6 ay
sonraki donemde operasyon Oncesine gore anlamli bir bi¢imde daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. izlenen bu diisiis operasyondan sonraki ddénemde uygulanan tedaviler ve
karaciger durumunun giderek saglikli bir hale geldigini gosterebilir.

Nakil sonrast ALT ve AST ol¢iimlerinin karacigerin genel durumunun yani sira
rejeksiyon veya komplikasyon belirteci olarak da kullanilabilecegini belirten arastirmalar
mevcuttur. Young ve ark. (189) yaptiklar1 arastirmada nakil sonrasi biliyer darlik ve greft

rejeksiyonu gozlenen 74 hastada ALT ve AST seviyelerinin nakil sonrast komplikasyonlarin
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teshisine kadar siirekli artig gosterdigini bildirmislerdir. Arastirmamizda nakilden 1 ay sonra
ALT’nin yiikseldigi tespit edilmistir ve 6. ayda ALT seviyesi normal seviyelere kadar tekrar
diisiis gostermistir. Bizim arastirmamizda ortalama ALT seviyelerindeki artisin 1. aydan
sonra devam etmemesi ve 6 aylik siirecte rejeksiyon gegiren 3 hastayr c¢alismadan
cikardigimizda ALT seviyesinde yine bir degisim goriillmemistir. Bu durum 1. aydaki bu
yiikselmenin sebebinin karaciger kaynakli olmayabilecegini gostermektedir. Karaciger
transplantasyonundan sonra, serum aminotransferaz seviyelerindeki yiikselme potansiyel
karaciger hasarmin bir gostergesi olabilir ancak ayn1 zamanda karaciger hasarma 6zgl
olmayabilecegi de belirtilmektedir. Karaciger transplantasyonu hastalarinin siirekli olarak
immiinsiipresif ve diger tipteki ilaglara maruz kalmasi, tiroid bozukluklar1 ve kemik kayb1
gibi faktorler ALT ve AST’nin karacigerden kaynaklanmayan hafif yiikselmelerine yol
acabilir. Bu yiizden hastanin karaciger fonksiyonlar1 yorumlanirken bu gibi durumlarin
olabilecegi gboz oOniinde bulundurularak serum aminotransferaz seviyelerindeki hafif
yiikselmeler gozden kagirilmamali ve nedenleri arastirilmalidir (190). Sonug olarak tiim
karaciger nakli hastalarinda operasyonel, postoperatif girisimler ve ilag tedavileri nedeniyle
ilk bir aylik siiregte ALT’ nin yilikselmesi normal bir durum olarak gozlenebilir, ancak bu
yiikselmenin siirekli olarak devam etmesi ve siddetlenmesi bir komplikasyon ve rejeksiyon
durumunu dustindirebilir.

AFP fetal yasamda Once yolk kesesi, yetiskin donemde ise karaciger tarafindan
sentezlenmektedir. ilk trimesterin sonunda fetal karaciger AFP’nin neredeyse tamamini
iretmektedir. Dogumdan kisa bir siire sonra sentez Oonemli Ol¢liide azalmasina ragmen,
yetiskin donemde kiiclik miktarlarda AFP tretilmeye devam eder. AFP ozellikle karaciger
transplantasyonu sonrasinda fulminan viral hepatit veya kronik viral hepatitte, karaciger
hasar1 veya rejenerasyonu vakalarinda, hepatoblastoma ve HCC vakalarinda gecici olarak
artabilmektedir (191). Bizim arastirmamizda hasta grubunun ortalama AFP seviyleri
laboratuvar standartlarimiza gére (0-9 ng/ml) operasyondan once yiiksekti (9.56 ng/ml),
ancak operasyondan 1 ay sonra AFP seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bicimde diisiis
gostererek normal aralifinda 6l¢tildii. 1. aydan 6. aya gelindiginde hastalarin ortalama AFP
degerleri bir miktar yiikselsede bu yiikselme istatistiksel olarak anlamli degildi ve AFP
normal degerler araligindaydi. Bu konuyla ilgili olarak Tae ve ark. (192) karaciger nakil

hastalarinin operasyondan sonra AFP diizeyindeki diisiisii daha iy1 niikssiiz sagkalim ile
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iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da Tae ve ark. ¢alismasina paralel
bir gekilde karaciger transplantasyonu hastalarinda operasyondan sonra AFP seviyelerindeki
istatistiki olarak anlamli azaligin operasyondan sonra hastalarin karaciger fonksiyonlarinda
tyilesmeye yonelik egilimlerin gerceklestigini diisiinebiliriz.

Karaciger naklinden sonra hastanin karaciger fonksiyonlarinin izlenebilmesi
acisindan PLT diizeyindeki artis veya azaliglarin takip edilmesi olduk¢a Onemlidir.
Trombositopeni postoperatif donemde postoperatif kanama, beyin kanamasi ve enfeksiyon
gibi katastrofik olaylara yol agarak greft yetmezligi ve mortaliteye sebep olabilir (193).
Operasyon oncesinde hasta grubumuzun biyiik bir boliminde PLT degerleri
laboratuvarimizin normal standart degerlerinin altindaydi. Bu durum mevcut karaciger
hastaliklarina bagl olarak gelismis olabilir, ancak operasyondan sonraki 1. ve 6. aylarda
PLT degerinin operasyon oncesi déoneme gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artarak
normal degerlerine geldigi gézlemlenmistir. Trombositopeni genellikle nakilden hemen
sonra goriilebilmektedir. Nakilden sonra trombosit sayis1 azalmaya baslar ve trombosit
sayisinda ortalama %60 azalma ile postoperatif 3-5 giinlerde en diisiik seviyeye ulagilir.
Trombosit sayis1 nakilden yaklasik iki hafta sonra operasyon oncesi seviyelere geri doner
(194). PLT diizeyini azaltan mekanizmalar arasinda trombosit iiretiminin azalmasi,
trombosit tiikketiminin artmasi, karaciger greftinde sekestrasyon, ilag veya bu islemlerin bir
kombinasyonu yer alabilir. Bununla birlikte, kesin mekanizmasi1 hala bilinmemektedir.
Nakil sonrasi goriilen trombositoz vakalarinin ¢ogunda ise kronik inflamasyon, malignite,
enfeksiyon veya doku hasart gibi nedenlerin sonucunda olusabildigi belirtilmistir (195-
197). Avnish ve ark. (198) karaciger transplantasyonu hastalari ile yaptiklari bir ¢alismada
operasyondan sonraki 1-8 hafta arasinda hastalarda trombositoz saptamiglardir. Nakil
sonras1 goriilen trombositozun kronik inflamasyon, malignite, enfeksiyon ve kanama ile
iligkilendirmislerdir. Bizim ¢alismamizda Operasyon sonrasit birinci aydan 6. aya
gelindiginde ortalama PLT diizeyi bir miktar disiis gostermisti. Bu durum
immiinsiipresyon tedavisinden kaynaklanan enfeksiyonlar, malignite veya Klinik
inflamasyonla iliskilendirilebilir ancak hastalarin ortalama PLT degerleri yine de normal
degerler araligindadir.

CRP oOlclimii  ¢esitli inflamatuar durumlarn izlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir (199). CRP esas olarak hepatositler tarafindan iiretilir, ancak Kupffer
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hiicreleri, monositler ve lenfositler tarafindan da iiretilebilmektedir (200). CRP’nin nakil
sonras1 Ol¢limiiniin bir takim klinik yararlar saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konu
tizerine bir takim arastirmalar yapilmistir 6rnegin Hani ve ark. (201) nakil sonras1 3, 5 ve
10. giinlerde goriilen CRP yiiksekliginin erken donemdeki greft reddi ile iliskili
olabilecegini soylemislerdir. Ho Jung ve ark. (202) HCC hastalarinda nakil sonrasi sistemik
inflamasyona yanit olarak hepatositlerden sentezlenen CRP’nin enfeksiyon ve
inflamasyonu saptamak i¢in yararli ve uygun maliyetli bir biyobelirteg olabilecegini
ongormiislerdir. Yiiksek CRP seviyesinin tiimor agresifligini, artmis enfeksiyonu ve zayif
karaciger fonksiyonunu temsil edebilecegini vurgulamiglardir. Bizim ¢alismamizda
hastalarin ortalama CRP diizeylerinin operasyondan 1 ay sonra operasyon Oncesine gore
istatistiksel olarak anlamli bigimde arttigin1 ancak alt1 ay sonra ortalama CRP seviyelernin
nakil oncesi degerlere geriledigini gézlemledik. CRP diizeyinin birinci ayda 6l¢iilen yiiksek
degerlerinin enfeksiyon kaynakli oldugu diisiiniilebilir, ancak bu siiregteki enfeksiyon
geciren hastalar1 degerlendirmeden ¢ikardigimiz zaman yine de CRP’nin operasyondan 1
ay sonra Olgiilen degerininin operasyon oncesi degere ve 6. aydaki degerine gore yiiksek
oldugunu tespit ettik. Bu durumun karacigerde operasyon sebebiyle olusan bir tramvadan
kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu veriler 1s1ginda CRP’nin nakil sonrasi
immiin sistemin verdigi tepkiyi 6lgmek adina takibi gereken Onemli bir biyobelirte¢
oldugunu soyleyebiliriz. (Hastalarin gegirmis oldugu enfeksiyonlar EK-3’te gosterilmistir.)
Bilirubin kolestaz ve karaciger fonksiyon bozuklugunun bir belirteci olarak
kullanilmaktadir. Bilirubin bir hastanin karaciger nakli beklerken kisa siireli sagkalimini
tahmin etmek icin yaygin olarak kullanilan MELD skorunu hesaplamak i¢in kullanilan 3
degiskenden biridir. Bilirubin operasyondan sonraki ilk bir hafta iginde yiikselip pik
noktasina ulastigi ve nakilden sonraki bir aylik siire¢te normal seviyelere dondiigii rapor
edilmistir (203). Nakil sonrasinda bilirubin seviyelerinin 6l¢iimiiniin nakil hastalarinin
klinik durumlart hakkinda Onemli bilgiler verebilecegi disiinilmektedir. Bizim
arastirmamizda hastalarin ortalama Bilirubin D ve Bilirubin T seviyeleri operasyon oncesi
donemde normal degerin istiinde yiliksek olarak Olgiilmiistiir, ancak 1. aya gelindiginde
bilirubin seviyeleri normal degerlere gerilemistir ve 6. ayda da normal degerler

araligindadir.
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Son yillarda immiinsiipresif protokollerin gelisimi ile basta karaciger olmak iizere
bir¢ok solid organ transplantasyonunda artis meydana gelmistir. Bu durum transplantasyon
sonrast donemde uygulanacak immiinsiipresiflerin maliyetli olmasi, rejeksiyon,
enfeksiyonlar gibi bazi problemleri de beraberinde getirmistir. Bu nedenle transplantasyon
sonrasi bireysel tedavi yaklagimlarina ilgi artmistir. Uygulanacak immiinsiipresif miktar1 ve
cesidinin tayini, tedavinin etkinliginin belirlenebilmesi, inflamasyon, greft reddi,
rejenerasyon gibi durumlarin takip edilebilmesi i¢in karaciger transplantasyonu sonrasi
immiinolojik sistemin verdigi tepkiyi spesifik olarak olc¢ebilecek biyobelirte¢ adaylarina
olan ilgi artmaktadir. Bu biyobelirtegler; biyopsi gereksiniminin azaltilmasi, immiinolojik
komplikasyon riski diisiik olan hastalarda gereksiz yere yiiksek immiinosiipresyon
seviyesinden kaginilmasi, rejeksiyonun daha erken saptanabilmesi gibi faydalari ile
transplantasyon hastalarinin yasam kalitesini artiracaktir. Arastirmamizda transplantasyon
Oncesi ve sonrast immiinolojik siireclerin diizenlenmesinde ve takip edilmesinde etkin ve
biyobelirteg olma potansiyeline sahip IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, CD14, TREM1, TNF-a, IFN-
7, FOXP3 ve HLA-G5 genlerinin periferik kandaki mRNA miktarlar1 Glgiilerek immiin
sistemin cevabi hakkinda literatiire katki saglamasi ve s6z konusu aday biyobelirteglerin
degerini gostermek amaglanmistir. Gilinimiizde bir¢ok nakil merkezi imminsiipresif
tedavinin takibiyle ilgili olarak viicuttaki immiinsiipresif konsantrasyonlarini dlgerek doz
ayarlama yoluna gitmektedir. Ancak immiin sistemin esas yonlendiricileri olan sitokinlerin

miktarlarinin 6l¢iimii g6z ardi edilmektedir.

Sitokinler organ nakli ile ortaya c¢ikan oOzgil bagisiklik yanitini diizenler.
Sitokinlerin kronik rejeksiyon, rejenerasyon ve enfeksiyon ile ilgili doku veya organdaki
gorevleri ¢ok yonliidiir. Bunlar; proliferasyonun desteklenmesi, T ve B hiicre klonlarinin
farklilasmasi, sitotoksik T lenfositlerin ve NK hiicrelerinin farklilasmasi ve aktivasyonu,
kemotaktik etki, adhezyon molekiillerinin ifadesinin arttirilmasi, MHC sif 1 ve II
ifadesinin arttirilmasi1 ve hedef greft hiicreleri iizerine dogrudan sitotoksik etkidir. Bu
nedenle sitokin aktivitesinin 6zgiil olarak (monoklonal antikorlar, ¢6ziiniir reseptorler) ya
da olmayarak (siklosporin, rapamisin, steroidler) modiilasyonu greft reddini kontrol etmede
esastir.  Transplantasyonda sitokinlerin takip edilmesi, rejeksiyonda ve diger

komplikasyonlarin teshisinde yardimci bir rol oynayabilmektedir (204).
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IL-2 T hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve farklilasmasimi destekleyen immiin sistem
uyarici bir faktor olarak tanimlanan bir sitokindir. Karaciger transplantasyonundan hemen
Once ve/veya sonrasinda uygulanan immiinosupresif tedavinin amaci, agirlikli olarak major
ve mindr doku uyumluluk antijenlerine karsi reaksiyona giren konake1 T hiicrelerinin neden
oldugu akut rejeksiyon gelisimini engellemektir. Literatiirde goriilen bir¢ok calismada ¢ogu
immiinosupresif ilacin IL-2 iizerine etki ederek T hiicresi aktivasyon yollarini ve T hiicresi
proliferasyonunu bozdugu belirtilmistir. Ornegin kalsindrin inhibitdrleri (takrolimus,
siklosporin) IL-2 iiretimini ve ardindan T hiicresi proliferasyonunu bloke etmektedir.
Terapotik  bir  konsantrasyona ulasildiktan sonra T  hiicre proliferasyonunu
durdurmaktadirlar. Rapamisinin  memeli hedefi mTOR inhibitorleri (sirolimus ve
everolimus) IL-2 ve IL-2 reseptoriiniin sinyal yolaklarinin kesilmesi yoluyla T hiicrelerini
aktive etme yetenegini bloke eder (138). Zhang ve ark. (205) yaptiklari ¢aligmada IL-2
reseptoriiniin bloke edilmesiyle hasta grubunun kontrol grubuna kiyasla akut rejeksiyona
maruz kalma oraninin daha diigiik oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda IL-2’nin ifade
edilme diizeyinin operasyondan 1 ay sonra operasyon oncesindeki durumuna gore diisiik
oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Operasyondan 1 ay ve 6 ay sonraki Ol¢iimler
karsilastirildigr zaman 6. ayda IL-2 gen ifadesinin yiikselerek neredeyse operasyon oncesi
seviyelerine geldigini gozlemledik (p>0.05). Operasyon sonrasi ilk ayda olgiilen IL-2
diizeyindeki diislis hastaya uygulanan immiinsupresif protokoliin etkisi ile olustugu
diistintilebilir. Boylece inflamatuar bir sitokin olan IL-2’nin aktivitesi kisitanarak daha iyi
sag kalimin saglandig1 distintilebilir. 6. ayda IL-2’nin tekrar bir miktar yiikselmesi
takrolimusun bobrek fonksiyonlarina zararli etkileri sebebiyle terk edilerek tedaviye
everolimusla devam edilmesi ve dozajin diisiiriilmesi neden olmus olabilir, ayrica ortamda
IL-2’nin artmasi ilaglarin IL-2 reseptorlerini de bloke ettigi diisiliniiliince dnemsiz bir hale
gelebilir.

TNF-a transplantasyon sonrast greft immiinolojisinde etkin rol oynayan bir
sitokindir. TNF-a IL-6 ile birlikte calisarak hiicre dongiisiinii uyaran ve rejenerasyonu
baglatan Onemli bir sitokindir. Santiago ve ark. (147) 20 karaciger transplantasyon
hastasiyla yaptiklari aragtirmada transplantasyon esnasinda serum sitokin seviyelerini
Olctiiler ve calismalarinda serum TNF-a seviyelerinin reperfiizyondan sonraki ilk 20

dakikada en yiiksek seviyeye ulastigini sdylemislerdir. Min suk ve ark. (206) 226 karaciger
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transplantasyonu hastasiyla yaptiklar1 c¢alismada operasyon oncesinde serum TNF-a
seviyesinde artis oldugunu bildirmislerdir. Operasyon oncesi daha yiiksek serum TNF-a
seviyeleri transplantasyondan sonra Karaciger greft rejenerasyonu ile iliskilendirmislerdir.
Bizim ¢alismamizda TNF-a geninin periferik kandaki ifade edilme diizeyinin operasyondan
6 ay sonra operasyon dncesine gore arttig1 tespit edilmistir (p>0.05). Arastirmalar dikkate
alindigr zaman karacigerde TNF-a ifadesindeki artis rejenerasyonla iliskilendirilmistir.
Bizim arastirmamizda erken donem olan ilk 1 aylik siirecte bir yiikselme olamamakla
beraber 6. ayda TNF-o yiikselisi goriilmiistiir. Hastalarimizdaki TNF-a artisinin
rejenerasyona yonelik bir artis olabilecegini diisiiniilebilir.

Postopertif ilk 2 haftalik donemde yiikselmis serum TNF-a diizeyleri rejeksiyon
riskini arttirdigi bilinmektedir (153). TNF-a karaciger nakilinden sonra greft fonksiyon
bozuklugu durumunda TNF-a reseptorleri tarafindan inflamasyona aracilik etmektedir.
Grenz ve ark. (153) 63 karaciger nakli hastasinin serum orneklerini inceledi. Operasyondan
Once ve sonra iki hafta boyunca hergiin hastalardan serum 6rneklerini topladilar. Grenz ve
ark. yaptiklar1 olgimlerde 1. ve 2. haftalarda TNF-a ve reseptorlerinin ifadesinin pik
seviyeye ulastigini belirtmiglerdir. Yiiksek TNF-a seviyelerinin bozulmus greft fonksiyonu
ile korele oldugunu bildirmislerdir. Ancak c¢alismamizda 6 aydan sonra ki doénemde
rejeksiyon gerceklesen hastalarla rejeksiyon gerceklesmeyen hastalari istatistiki olarak
karsilastirdigimizda rejeksiyon gerceklesen hastalarin TNF—o seviyelerinde operasyondan
sonra 1. ayda anlamli diizeyde bir diisiis oldugunu saptadik. TNF-o diizeyinde 6lgiilen bu
diisiistin bu hastalarda rejenerasyon kapasitesini diisiirdiiglinii ve bu nedenle rejeksiyonun
bir belirteci olarak takip edilmesini diistindiirebilir.

IFN-y inflamatuar sitokinlerin  fonksiyonel rollerinin izlenmesi transplant
alicilarinda grefte verilen bagisiklik yanitinin belirlenmesinde oldukga faydali olabilir
(207). Elde ettigimiz verilere gore IFN-y IL-2 ile paralel olarak hareket etmekte ve
birbirleri ile korelasyon gostermektedirler. IFN-y da IL-2 gibi operasyondan 1 ay sonra
diismekte ve 6. ayda geri yiikselmektedir. Bu durum immiin baskilayicilarin etkisinden
kaynaklantyor olabilir, bu sebeple IL-2 ve IFN-y’nin imminsiipresif tedavi boyunca
izlenmesi yerinde olacaktir. Nitekim Millan ve ark. (155) immiinosiipresif tedaviye bireysel
yanit1 belirlemek i¢in transplantasyonda IFN-y’nin bir biyobelirteg olarak izlenmesi

gerektigini belirtmiglerdir. Min suk ve ark. (206) yaptiklari calismada operasyon sonrasinda
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IFN-y seviyesinde istatistiki olarak bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda literatiirdeki benzer ¢alismalara paralel olarak immiinsiipresyon tedavisiyle
IFN-y gen ifadesinin baskilanarak ilk aylarda azaldigi ve daha iyi sagkalimi tesvik ettigi
diisiintilebilir. Bu ozellikleri ile IFN-y nakil sonrasi hastanin takibi agisindan 6nemli bir
sitokindir. IFN-y ve IL-2 TH1 tipi sitokinlerdir. Bu iki tip sitokinin birlikte hareket etmesi
ve korelasyon gostermeleri TH1 tipi hiicrelerinin operasyondan 1 ay sonra sayisal olarak
azalip operasyondan 6 ay sonra geri yiikseldiginin bir isareti olabilir. Bu durum daha ileri
arastirmalarda Tw1 tipi hiicrelerinde deneysel olarak ol¢limii ile aydinlatilabilir.

Organ transplantasyonunda HLA-G immiin yanitin baslatilmasinda gorev alan CD4
T hiicreleri ve dendritik hiicreler ile etkilesime girmektedir. HLA-G allojenik uyariya yanit
olarak CD4 T hiicre proliferasyonunu baskilayarak Tn2 yanitini desteklemektedir. Bu
nedenle HLA-G’nin Treg’ler gibi immiin diizenleyici o6zelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir (208, 209). Solene ve ark. (210) 19 kombine karaciger-bobrek nakli
hastasinda yaptiklar1 bir ¢alismada yiiksek HLA-G5 serum seviyeleri olan ve greft reddi
olmayan hastalarin serumlarini incelemislerdir. Bu analizler sonucunda HLA-G5’in T hiicre
yanitlarmi inhibe ettigini ve bu inhibisyondan serum HLA-GS5’in sorumlu oldugunu ve
HLA-G5’in daha iyi sag kalimi tesvik ettigini gostermislerdir. Blanco ve ark. (211)
yaptiklari bir ¢alismada transplantasyon hastalarinda artan HLA-G5 diizeyinin greft kabulu
ile iligkili oldugu belirtmislerdir. Blanco ve ark. kalp transplantasyonu yapilan hastalarda
transplantasyonun seyrini takip etmek amaciyla major belirte¢ olarak kullanilan kroner arter
hastaliginin  hizli gelisen bir formu olan kardiyak allogreft vaskiilopati siddetini
gozlemlemek icin HLA-G5 gen ifadesinin takip edilmesinin yararli olabilecegini 6ne
stirmiislerdir. Kalp transplantasyonunu izleyen ilk bir yilda yapilan 6l¢iimlerde HLA-G5
gen ifadesinin kardiyak allogreft vaskiilopati goriilmeyen hastalarda transplantasyondan
sonra arttigini, kardiyak allogreft vaskiilopatiden muzdarip hastalarda ise azaldigini
belirtmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada HLA-G5 geninin periferik kandaki ifade edilme
diizeyinin operasyondan 6nce ve operasyondan 1 ay sonraki degerleri arasinda istatistiksel
bir fark olmadig tespit edilmistir. Ayn1 sekilde operasyondan 1 ay sonra ve operasyondan 6
ay sonraki Ol¢iimler karsilastirildigr zaman HLA-G5 gen ifadesinin literatiirdeki ¢aligmalara
paralel olarak 6. ayda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Operasyon oncesi ve

operasyondan 6 ay sonraki ol¢timler karsilastirildigi zaman istatistiksel bir fark olmadigi
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tespit edilmistir. HLA-G5 NK hiicreleri ve sitotoksik T lenfositlerin sitolitik aktivitesini
giiclii bir sekilde engelleyen giiclii tolerojenik bir molekiil oldugundan transplantasyon
sonrasi ifadesindeki artisin greftin kabulii yoniinde olumlu bir etki yarattigini sdyleyebiliriz.
Bu nedenle transplantasyon hastalarinda HLA-G5 diizeyinin takibi greft kabuliinii izlemede
bir belirteg olarak takip edilebilecegini diisiinebiliriz.

IL-4’tin transplantasyon ile iligkisi ilizerine yapilan arastirma sayist oldukca
kisithidir. Conti ve ark. (212) yaptiklar1 ¢alismada IL-4 mRNA seviyelerinin kronik ve akut
karaciger rejeksiyonu durumlarinda arttigini belirtmislerdir. Andrew ve ark. (213) ratlar
tizerinde yaptiklar1 bir calismada tolerans indiiksiyonu sirasinda IL-4’tin notralize
edilmesinin kalp transplantasyonu alicilarinda greft sonucu iizerinde higbir etkiye sahip
olmadigimi belirtmiglerdir. Bizim arastirmamizda ise analizler sonucuda IL-4 geninin 3
zaman diliminde Slgiilen gen ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir
degisiklik olmadig tespit edilmistir. Ayn1 sekilde nakil sonrasi hastalarin takibinde 6nemli
olabilecegini diisiindiigiimiiz karaciger rejenerasyonunun énemli bir sitokini olan IL-6’nin
gen ifadesi 3 zaman dilimindeki Olgiimlerimizde bir degisiklik gostermedi. Bizim
arastirmamiza benzer bir arastirma Yoshiaki ve ark. (214) tarafindan gergeklestirilmistir.
Yoshiaki ve ark. yaptiklart ¢alismada 169 karaciger transplantasyonu hastasinin nakil
sonrasi artan IL-6’nin serum veya plazma seviyeleri ile greft reddi arasinda bir korelasyan
gbzlemlememislerdir.

IL-10 yabanci antijenlere karst bagisiklik yanitinin negatif diizenleyicisi olarak rol
oynayan temel anti-inflamatuar bir sitokindir. IL-10 inflamatuar immiin yanitlarin ve T
hiicre aracili bagisiklik yanmtinin inhibisyonunda rol oynadig1 belirtilmistir. Bu
ozelliklerinden dolay1 IL-10 hem manipiile edilmis hem de edilmemis deneysel sistemlerde
greft kabulii veya reddindeki roliiniin arastirilmasina yol agmistir. Organ transplantasyonu
lizerine yapilan arastirmalarda IL-10’un diger sitokinler ve ¢ok sayida hiicre tipi ile
karmagik bir etkilesimi olabilecegi belirtilmistir (215). Bobrek transplantasyonu {izerine
yapilan bir ¢alismada arastirmacilar rejeksiyon gerceklesen bobrek allogreftlerinden izole
edilen lenfosit grubunda yiiksek oranda IL-10 salgilayan hiicreler gozlemlemislerdir.
Yapilan bu ¢alismada aragtirmacilar 1L-10’un rejeksiyonu inhibe etmedigini belirtmislerdir

(216). Calismamizda istatistiksel analizler sonucuda IL-10 gen ifadesinin 3 zaman
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diliminde Slgiilen gen ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik
olmadig tespit edilmistir.

CD14 temel olarak monositler ve makrofajlarca ifade edilen bir membran
glikoproteinidir. Membrana baghh (mCD14) ve ¢oziinlir formda (sCD14) olabilen CD14
molekiiliiniin bilinen en onemli goérevi LPS’ye karsi verilen dogal immiin yanitta rol
oynamasidir (217). Ogzelllikle ¢oziiniir formunun karaciger hastaliklarinin da iginde
bulundugu  ¢ok  ¢esitli  hastaliklarin ~ teshisinde  biyobelirteg  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin; Veronica ve ark (218) ¢oziinebilir ve membrana baglh tipteki
CD14 molekiillerinin ¢ocuklarda pnomoni i¢in Onemli bir belirteg olabilecegini One
stirmiiglerdir. Sadeer ve ark. (219) serbest formdaki CD14’tin yasli bireylerde kalp
yetmezligi i¢in dnemli bir biyobelirte¢ olabilecegini belirtmislerdir. Son donemde COVID-
19 ile ilgili olarak Emily ve ark (220) SARS COV-2 hastaliginda ¢oziiniir formdaki CD14
molekiillerinin artig gdsterdigini belirtmistir. Sonug¢ olarak CD14 molekiiliiniin ¢ok c¢esitli
hastaliklarda prognostik degere sahip bir belirte¢ olma potansiyeli vardir. Karaciger viicutta
CDI14’tin en oOnemli kaynagi olan makrofajlar1 en fazla barindiran organdir. Tim
makrofajlarin yaklasik %80-90 kadar1 Kupffer hiicresi olarak karacigerde yer almaktadir
(221). Karaciger ve dalaktaki CD14 gen ifadesi viicudun geri kalanina gore son derece
yiiksek seviyededir (222). Bunlara ek olarak Philip ve ark (223) insan hepatositlerinin HBV
ve HCV hastaliginda ¢6ziintir formda CD14 irettiklerini belirtmektedirler. Bu durumlar
gz Oniine alindiginda CDI14’lin karaciger hastaliklarinin takibinde biyobelirte¢ olma
potansiyelini daha da kuvvetlendirmektedir. Nitekim Yuji ve ark. (224) 113 NAFLD
hastasi ile 21 saglikli kontrolii karsilastirdiklari arastirmalarinda NAFLD hastalarinin serum
sCD14 degerlerinin daha yiiksek oldugunu ve CD14’iin karaciger inflamasyonunun
derecesini gosterebilecek potansiyel bir belirte¢ oldugunu belirttiler. Azeem ve ark (225)
HCV hastalarinda yaptiklar1 arasgtirmalarinda CD14’lin hastalarda goriilen fibrozun
siddetine paralel sekilde artis gosterdigini bildirmislerdir. Zuo ve ark (226) si¢anlarda alkol
ile olusturulan karaciger hasarinin karaciger dokusundaki CD14 gen ifadesini artirdigini
bildirmislerdir. Sonu¢ olarak CD14 molekiilii 6zellikle karacigerle iligkili hastaliklarda
yiiksek bir biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptir. Bu sebeple arastirmamizda karaciger
transplantasyonunun takibinde CD14 gen ifadesinin yiiksek prediktif degere sahip, kandan
direkt olarak olgiilebilecek diisiik maliyetli ve kullanisli bir biyobelirteg olabilecegini
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diisiinerek Olclimlerimizi gergeklestirdik, ancak hastalarin 3 farkli zaman dilimindeki
Olglimleri arasinda istatisteksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edemedik. Bu durumun
sebeplerinden biri nakil sonrasi uygulanan steroid tedavinin CD14 molekiiliiniin ifade
edilmesini baskilamasi olabilir. Bu duruma benzer olarak Jose ve ark. (227) SARS-Cov 2
hastalarinda CD14 seviyelerinin artig gosterdigini, ancak steroid tedavisinin CD14 artigini
gerilettigini belirtmislerdir. Bunun yani sira 6rneklem biiytlikliigliniin kiiciik olmas1 ve
nakile sebep olan altta yatan hastaliklarin ¢ok ¢esitli olmasi net bir sonug ortaya koymamizi
engellemis olabilir.

TREM1 akut ve kronik inflamatuar yanitlarin kontroliinde rol oynamaktadir.
TREM1 hiicre yiizeyini aktive eden bir reseptordiir ve inflamatuar mediatorlerin
salgilanmasini indiikleyerek inflamatuar yanit1 giiclii bir sekilde arttiran 1g Siiper ailesinin
bir tyesidir. TREM1 ifadesi enfeksiyon, kanser gelisimi ve PAMP-TLR etkilesimini
takiben upregiile edilmektedir (228). Baslangicta TREM1’in agirlikli olarak bulasici
hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmis olmasina ragmen, son kanitlar steril inflamatuar
hastaliklardaki roliine yeni bir 151k tutmustur. TREM1 ve TREM1 reseptoriiniin sinyal
yollariin ateroskleroz, iskemi reperfiizyonunun neden oldugu doku hasari, kolit, fibroz ve
kanser dahil olmak iizere baz1 akut ve kronik inflamatuar hastaliklarin patolojisine katkida
bulundugu belirtilmistir (229). Chen ve ark. (230) TREMI1 varyantlarinin sepsis ile
iliskisini arastirdiklar1 bir ¢alismada sepsisli 175 hastadan olusan Asya kokenli
poplilasyonda TREM1 ve sepsis arasinda higbir iligki bulamadiklarini belirtmislerdir.
Tammaro ve ark. (231) fareler iizerinde yaptiklari bir ¢alismada TREM1’in deneysel
iskemi-reperflizyon hasari sirasinda ve bobrek transplantasyonundan sonra 6nemli bir rol
oynamadigini belirtmislerdir. Karaciger hastaliklari ile ilgili olarak Anh Thu ve ark. (232)
olusturduklart bir fare fibrozis modelinde Kupffer hiicreleri tarafindan ifade edilen
TREMI’in hepatik inflamasyonu ve fibrojenezi destekleyici bir rol oynadigini
belirtilmislerdir. Juan ve ark. (162) farelerde TREMI1 eksikliginin dietilnitrozamin
tarafindan tetiklenen HCC’yi zayiflattigini  belirtmislerdir. Bizim c¢aligmamizda ise
istatistiksel analizler sonucuda TREM1 geninin 3 zaman diliminde Olgiilen gen ifade
seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 herhangi bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.

FOXP3 geninideki bozulma veya kayip sonucunda lenfoproliferatif hastaliklar,

otoimmiinite ve greft reddi ile sonuglanabildigini gosteren galismalar mevcuttur (157, 233).
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Bunun yanisira; Bunnag ve ark. (234) yaptiklari bir ¢alismada bobrek transplantasyonundan
6 ay sonra yapilan olgtimlerde artan FOXP3 geni fedesi ile rejeksiyon arasinda bir iliski
bulamadiklarim1 belirtmislerdir. Calismamizda istatistiksel analizler sonucuda FOXP3
geninin 3 zaman diliminde Olgiilen gen ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.

Son olarak saglikli kontrol grubu ile nakil hastalar1 karsilastirildigi zaman; kontrol
grubunun IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, FOXP3, TREM1, ve HLA-G5 gen ifadelerinin
seviyelerinin hasta grubunun 3 zaman dilimindeki gen ifadesi seviyelerine gore anlamli bir
sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun sebebi 6nemli bir immiinolojik
organ olan karacigerin hasarina bagli olarak immiin sistemin zayiflamasi ya da hastalara
uygulanan immiin siipresif tedaviden kaynaklanmis olabilir. Siroz ve son donem karaciger
hastaliklarinin  immiin sistemin fonksiyonunu bozarak immiin sistemi zayiflattigi
bilinmektedir. Bu durum dogal immiin sisteme ait proteinlerin ve retikiiloendotelyal
sistemin hasara ugramasina sebep olmaktadir (235, 236). Sonug olarak sitokin seviyeleri

azalmus olabilir. Immiin siipresif tedavininde bu duruma etkisi géz ardi1 edilmemelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada transplantasyon Oncesi ve sonrast immiinolojik siireglerin
diizenlenmesinde etkin ve biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip molekiiller olan TNF-a,
IFN-y, 1IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 sitokinleri, FOXP3 transkripsiyon faktorii, TREM1, HLA-
G5, CD14 molekiillerinin periferik kandaki mRNA miktarlar 6lgiilerek ve serumlarindan
biyokimyasal analizler yapilarak immiin sistemin cevab1 hakkinda literatiire katki saglamasi
ve s0z konusu aday biyobelirteglerin degerini gdstermek amacglanmastir.

Karaciger transplantasyonundan 6nce ve operasyondan 1 ay sonra gerceklestirilen
Ol¢timlerde ALT, PLT ve CRP seviyelerinin 1. ayda istatistiksel olarak anlamli bir bigimde
arttigi; AFP, Bilirubin D ve Bilirubin T seviyelerinin anlaml bir sekilde azaldigi tespit
edildi. Operasyondan once ve operasyondan 6 ay sonra gergeklestirilen 6lgtimlerde PLT
seviyelerinin 6. ayda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi; AST, Bilirubin D,
Bilirubin T ve AFP seviyelerinin ise anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi.
Operasyondan 1 ay sonra ve 6 ay sonra gergeklestirilen 6l¢iimlerde ALT, PLT, CRP ve
Bilirubin D seviyelerinin 6. ayda istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde azaldig1 tespit
edilmistir.

Operasyondan Once ve operasyondan 1 ay sonra gergeklestirilen 6lgiimlerde AST
degerinde istatiksel olarak anlamli bir degislik olmadig: tespit edilmistir. Operasyondan
once ve operasyondan 6 ay sonra gergeklestirlen l¢imlerde CRP ve ALT degerlerinde
istatiksel olarak anlamli bir degislik olmadig: tespit edildi. Operasyondan 1 ay ve 6 ay
sonra gergeklestirilen Ol¢timlerde AST, AFP ve Bilirubin T degerlerinde herhangi bir
anlamli istatistiksel fark olmadig tespit edildi.

Operasyondan Once, 1 ay sonra ve 6 ay sonra yapilan 6l¢iimlerde enfeksiyon geciren
hastalar1 degerlendirmeden ¢ikardigimiz zaman CRP’nin operasyondan 1 ay sonra dl¢iilen
degerinin operasyon Onceki ve 6. aydaki degerine gore yiiksek oldugunu tespit ettik.

Operasyondan once ve operasyondan 1 ay sonra gergeklestirilen 6l¢iimlerde IL-2 ve
IFN-y’nin ifade edilme diizeyinin anlamhi bir sekilde azaldigi tespit edildi. Karaciger
transplantasyonu oncesi Ve operasyondan 6 ay sonra gerceklestirlen 6l¢iimlerde TNF-o gen

ifadesinin 6. ayda istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde arttig1; operasyondan 1 ay sonra ve
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6 ay sonra gergeklestirilen 6l¢iimlerde IL-2, HLA-G5 ve IFN-y gen ifadesinin daha yiiksek
oldugu tespit edildi.

[statistiksel analizler sonucuda IL-4, IL-6, IL-10, CD14, TREM1, FOXP3 genlerinin
3 zaman diliminde Olgiilen gen ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir
degisiklik olmadig: tespit edilmistir.

Operasyondan sonraki 2 yillik siiregte rejeksiyon gerceklesen hastalarla rejeksiyon
gerceklesmeyen  hastalar1  karsilastirdigimizda  rejeksiyon  gerceklesen  hastalarin
operasyondan 1 ay sonraki TNF-o seviyelerinin rejeksiyon goriilmeyen hastalara gore
anlaml diizeyde diisiik oldugu tespit edilmistir.

Ayrica istatistiksel olarak anlamli gen ifade degisiklikler gozlenen IL-2 ve IFN-y
genlerinin tiim zaman dilimlerindeki ifade degisiklikleri pozitif korelasyon gdstermektedir.

Karaciger transplantasyonu oncesi ve sonrasinda ALT, AFP, PLT, CRP, Bilirubin D
ve Bilirubin T gibi biyokimyasal parametrelerin ve IL-2, IFN-y, TNF-a ve HLA-G5
genlerindeki degisim karaciger trasplantasyonunu sonrasinda immiin sistemin verdigi
yanitin daha iyi anlasilmasi ve daha iyi sagkalimi saglamak amaciyla kullanilabilecek birer
biyobelirteg olabilirler.

Bu wverilerin 1s18inda ilerleyen donemde arastirmanin Orneklem biiyiikligiiniin
artirtlmasi, nakile sebep olan hastaliklarin ayr1 ayri arastirilmasi ve gen ifade diizeyini
Ol¢tiiglimiiz genlerin protein seviyesinde Olgiilmesi faydali olacaktir. Ayrica dondrlerin
nakilden sonraki rejenerasyon siirecinde takibi gerceklestirilerek ayni gen belirteclerinin ne

gibi degisikliklere ugradigi dondrdeki organ rejenerasyonu hakkinda bilgi verici olacaktir.
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EK-1. ETIK KURUL KARARI
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EK-2. HASTA BiLGIiLENDIiRME FORMU

MALATYA KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana yukarida
konusu ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve s6zlii agiklama asagida adi belirtilen
hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.

Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi

rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLU IMZASI:

ADI-SOYADI

ADRES

TELEFON

TARIH

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim agiklamalari okudum ve ¢ocuguma
anlayacag1 sekilde acikladim. Cocugumun arastirmadan istedigi zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegini biliyorum. Cocugumun Anne/ Baba veya
yasal vasi (kanuni temsilci) olarak arastirmaya goniillii olarak katilmasina higbir baski ve

zorlama olmaksizin kendi rizamla kabul ediyorum.
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VELI/ VASI (Varsa) IMZASI:

ADI-SOYADI

ADRES

TELEFON

TARIH

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis goniilli olur formundaki tim agiklamalar1 okudum ve c¢ocuguma
anlayacagi sekilde acgikladim. Cocugumun aragtirmadan istedigi zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegini biliyorum. Cocugumun Anne/ Baba veya
yasal vasi (kanuni temsilci) olarak arastirmaya goniillii olarak katilmasina hicbir baski ve

zorlama olmaksizin kendi rizamla kabul ediyorum.
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EK-3. HASTALARIN GECIiRMiS OLDUGU ENFEKSiYON TABLOSU

Hasta Ameliyat am Ik 1 aylik dénem 2.-6. aylar aras1 donem

No

1 -Klebsiella pnemonia

(Balgam)

2 -Pseudomonas (Idrar)
-Candida (Idrar)
-Candida +Staphylococus
epidimis (Idrar)

3

4 -Streptococus mitis

5 -Kok goriildii

(Balgam)

6 -Acinobacter baumani
-Candida keyfr (Idrar)

7 - Escherichia coli

8

9

10 -Staphylococcus - Escherichia coli (idrar)

- Escherichia coli (idrar)

11 -Candida (Idrar)

12

13 -Klebsiella pnemonia (Idrar)

14 -Proteus mirabilis (Yara)

-Staphiylococcus aureus
(Abse kiiltiirii)

- Basil (idrar)
-Staphylococcus homini
(Kan)
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15 -Klebsiella pnemonia -Klebsiella pnemonia (idrar)
(idrar) -Staphylococcus aureus
(Kan)
-Acinobacter baumani (Kan)
- Escherichia coli (Kan)
16
17 - Klebsiella pnemonia
(Idrar)
-Gram (+) basil
(Yara)
18 -Gram (+) basil
(Yara)
19
20 -Heamophylus -Pseudomonas aeruginosa
influenza (Balgam)  (Kan)
21 -Candida spp (Idrar)
22
23 -Staphylococcus aureus
24 -Staphylococcus aureus
25
26
27
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