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OZET

GIRIS: Allojeneik kan transfiizyonu komplikasyonu olan Transfiizyon Iliskili Immiin
Modiilasyonun (TRIM), allojeneik lokositlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu ¢aligma

ile TRIM mekanizmalarma yonelik yeni bilgiler elde etmek amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEM: 10 bagis¢idan saglanan tam kanlar eritrosit siispansiyonuna (ES)
dontstiiriildiikten sonra esit iki boliime ayrilarak boliimlerden birisi 16kosit filtresinden
gecirildi. Elde edilen 16kositi azaltilmis (LA-ES) ve azaltilmamis (normal) ES’ler (N-ES) ¢
esit parcaya ayrilarak 0, 21, ve 42 depo giinleri i¢in Ornekler olusturuldu. Bu o6rneklerin
stipernatanlarinda, ELISA yontemi ile IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22,
TNF-a, TGF-B, IFN-y diizeyleri 6lgiildii. N-ES’lerde Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, Treg
hiicreleri flow-sitometrik olarak hiicre i¢i sitokin ekspresyonlarina gore arastirildi. N-ES’lerde
T hiicre alt gruplarma ait transkripsiyon faktorleri T-bet, GATA3, PU.1, RORC2, AHR ve
FoxP3 Real-Time PCR yontemiyle arastirildi.

BULGULAR: Hiicre i¢i sitokinlerden TNF-a, IL-4 ve IL-5 diizeylerinin 21. giinde arttigi;
IFN-y, IL-22 ve Foxp3 diizeylerinin azaldigi; CD4'CD25'CD127  hiicrelerin arttigs;
transkripsiyon faktorlerinden TBX21, GATA3 ve SPI.1 diizeylerinin azaldigi; N-ES
stipernataninda IL-22 diizeylerinin azaldigi ve TGF-f diizeylerinin arttig1 saptandi (p<0,05).
Hiicre i¢i sitokinlerden TNF-a, IL-4, IL-5 ve IL-17A diizeylerinin 42. giinde arttig1; IFN-y
diizeylerinin azaldig;; CD4'CD25'CD127" hiicrelerin arttig1; transkripsiyon faktorlerinden
AHR, FOXP3 ve RORC2 diizeylerinin arttigi; LA-ES siipernataninda IL-17A diizeylerin
arttig1 saptandi (p<0,05). Ayni giin N-ES 6rneklerinde belirlenen TGF-B diizeylerindeki artig
smirda anlamli bulundu (p=0,051).

TARTISMA VE SONUC: Depolanma siirecinde N-ES’ler i¢inde aktivite kazanan Th2 (21.
ve 42. giinler), Th17 ve Treg (42. glinler) hiicreler ile slipernatanda biriken TGF-f TRIM
fenomenine katki sagliyor olabilirler. Ancak TRIM etkisinin sadece N-ES’lerle degil, LA-
ES’lerle de olustugunun diisiiniilmesi, l6kosit dis1 etkenlerin de TRIM mekanizmasida rol

oynadigini ve yeni ¢aligmalara gerek oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: TRIM, immiinmodiilasyon, Transflizyon, Yardimc1 T hiicre alt gruplars,

Lokorediiksiyon



SUMMARY

INTRODUCTION: Transfusion Related Immunomodulation (TRIM) is an allogeneic blood
transfusion complication that is thought to be arised from allogeneic leukocytes. Purpose of
this study is to obtain new knowledges about TRIM mechanisms.

MATERIAL AND METHODS: Red blood cell suspensions (RBCs) were separated from
whole bloods that were donated from 10 blood donors. Every RBCs separated equal two
portions. Leukoreduction conducted for one portion of them and achieved both leukoreduced
RBCs (LR-RBCs) and non-luekoreduced (normal) (N-RBCs). LR-RBCs’s and N-RBCs’s
were separated to three equal portions as the 0, 21 and 42 storage day samples. IL-4, IL-6,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22, TNF-a, TGF-p and IFN-y levels were measured with
ELISA method in all samples. Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22 and Treg cells were evaluated
with flow-cytometry method according to intracellular cytokine production in N-RBCs.
Specific transcription factors (T-bet, GATA3, PU.1, RORC2, AHR, FoxP3) of Th cell subsets
were investigated with Real-Time PCR method in N-RBCs.

RESULTS: Levels of intracellular cytokines TNF-a, IL-4 and IL-5 were increased; whereas
IFN-y, IL-22 and Foxp3 were decreased, levels of CD4"CD25'CD127" cells were increased,
levels of transcription factors TBX21, GATAS3 and SPI.1 were diminished, IL-22 levels were
decreased and TGF-B levels were increased in N-RBCs supernatants at 21. storage days
(p<0,05). Levels of intracellular cytokines TNF-a, IL-4, IL-5 and IL-17A were increased;
whereas IFN-y were decreased, CD4'CD25"CD127 cell levels were increased, levels of
transcription factors AHR, FOXP3 ve RORC2 were elevated and IL-17A levels were
increased in LR-RBCs supernatants at 42. storage days (p<0,05). At the same day TGF-j

levels were also increased in N-RBCs supernatants (p=0,051).

DISCUSSION AND CONCLUSION: During the stroge time, elevation of Th2 (21st and
42nd days), Th17 and Treg (42nd days) cell activity and accumulation of TGF-B in N-RBCs
may be involved in the TRIM phenomenon. But it is being considered that TRIM can occur
related with not only N-RBCs but also LR-RBCs. Therefore, we should take into account

effects of other factors different from allogeneic leukocytes on the TRIM mechanisms.

Keywords: TRIM, Immunomodulation, Transfusion, Helper T cell subsets, Leukoreduction



1. GIRIS

Transflizyon hayat kurtarict bir uygulamadir. Ancak ciddi ve hayat1 tehdit edici
komplikasyonlar1 bulunmaktadir. Bu reaksiyon ve komplikasyonlar, transfiizyon sirasinda
ya da sonrasinda ortaya ¢ikabilen istenmeyen etkilerdir. Bunlardan bazilar1 hafif ve gelip
gegici olabilirken, bazilar1 ciddidir ve 6liimle sonuglanabilir. Bu nedenle karar verirken
yarar-zarar hesabinin ¢ok iyi yapilmasi gerekmektedir. Hekimleri bu hesabi yapmaya
zorlayan  komplikasyonlar  enfeksiyoz, imminolojik olmayan ve immiinolojik
komplikasyonlar seklinde siniflandirilabilir.

o Enfeksiyoz Komplikasyonlar:  Transfiizyon araciligi ile aliciya mikroorganizma
aktarimi olarak tanimlanabilir. Mikroorganizma kaynag1 bagis¢1 olabildigi gibi, kan bileseni
iretim stirecindeki kontaminasyonlar da olabilir. Bu sayede kanda bulunabilen hemen tiim
mikroorganizmalarin transfiizyon ile bulasabildigini soylemek miimkiindiir. Bakterilerin,
viriislerin, mantarlarim, parazitlerin ve hatta prionlarin bulastigina yonelik kanitlar
bulunmaktadir. Bu grup komplikasyonlar hayati tehlike yaratacak diizeyde sorun
olusturabilecegi gibi hi¢bir sorun yaratmaksizin da meydana gelebilmektedir. Onlenmeleri
icin yapilan ¢ok sayida kan bankacilig1 uygulamasi bulunmaktadir.

e Immiinolojik Olmayan Transfiizyon Reaksiyonlari: Transfiizyon sirasinda veya
sonrasi immiin mekanizmanlardan bagimsiz olarak alicida sorun yaratan durumlar seklinde
tanimlanabilir.  Cesitli kaynaklarda enfeksiyoz komplikasyonlar da bu baslik altinda
incelenmektedir. Dolasim yiiklenmesi, hipotansif reaksiyonlar, hipotermi, hipo veya
hiperkalemi, immiin olmayan hemoliz, asit-baz dengesi bozukluklari, hemosiderozis ve
agrili transflizyon reaksiyonlar1 baslica immiinolojik olmayan reaksiyonlardir. Bu grup
reaksiyonlar onlem alinmaz ve fark edilmezlerse yasami tehdit edici olabilirler.
Onlenmeleri icin daha ¢ok klinik olmakla birlikte kan bankaciligmi da ilgilendiren
uygulamalar bulunmaktadir.

e Immiinolojik Transfiizyon Reaksiyonlari: Transflizyon sirasinda veya sonrasinda
alicida ortaya ¢ikan immiin sistem aracili sorunlar seklinde tanimlanabilir. Temel olarak kan
bagiscist kaynakli eritrosit-lokosit-trombosit antijenlerinden (antigen; Ag), antikorlardan
(antibody; Ab), immiin hiicrelerden, bunlardan agiga ¢ikan mediyatorlerden ve plazma
proteinlerinden kaynaklanmaktadir. Uriin igerisindeki koruyucu soliisyon bilesenleri de bu
tiir reaksiyonlara neden olabilmektedir. Onlenmeleri i¢in yapilan ¢ok sayida kan bankacilig
uygulamasi (l6kosit azaltma, 1smlama, yikama vb) bulunmaktadir. Bu grup reaksiyonlarin

baslicalar1 sunlardir:



o  Akut hemolitik transflizyon reaksiyonlar1 (AHTR)

o Febril non-hemolitik transfiizyon reaksiyonu (FNHTR)

o Alerjik transfiizyon reaksiyonu; irtiker veya anafilaktik

o Transflizyonla iliskili akut akciger hasar1 (Transfusion related acute lung injury;
TRALI)

o Geg hemolitik transflizyon reaksiyonu (GHTR)

o Transfiizyonla iliskili graft versus host hastaligi (TiGVHH)

o Post transfiizyon purpura (PTP)

o Transflizyonla iliskili immiinmodiilasyon (TRIM)

Calismamizda bu komplikasyonlardan TRIM degerlendirilmek istenmis, depolanma
stirecinde kan bileseni iginde meydana gelen degisimlerin TRIM ile iligkisi arastirilmustir.
Bu amagla yardimer T hiicre (T helper; Th) alt gruplar1 ve plazmadaki sitokinler depolanma
stirecinin ilk, orta ve son giinii i¢in hazirlanan 6rneklerde degerlendirilmistir. Ayrica lokosit

azaltimmin (16korediiksiyon) TRIM’1 engellemedeki rolii de degerlendirilmistir.

TRIM (Transfiizyonla iliskili immiinmodiilasyon)

TRIM, allojeneik kan transfiizyonu (AKT) sonrasinda alicida gelisen bir takim immiin
degisiklikler ve bu degisikliklerin alicidaki olusturdugu etkileri tanimlayan bir tablodur.
Yukarida Ozetlenen transfiizyonla iligkili komplikasyonlarin 6nemlilerinden bir tanesidir.
Nedeni ve olus mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis olan gerek laboratuvar, gerekse
klinik olarak kendini gosteren bu immiin degisikliklere ve etkilerine TRIM adi
verilmektedir. TRIM, AKT sonrasi transfiizyon alicilarinda;

e (QGraft 6mriini uzatmak,

e Crohn hastalig1 rekiirrens hizin1 azaltmak,

e Tekrarlayan spontan abortus sikligini azaltmak gibi olumlu sonug¢larin yani sira;

e Kanser rekiirrenslerini artirmak,

e Postoperatif bakteriyel enfeksiyon sikligini artirmak,

e Kisa donem mortalite olasiligini artirmak ve

e Latent bazi enfeksiyonlarin yeniden aktivite kazanmasma neden olmak gibi olumsuz
sonuglar doguracak sekilde gelisen tabloyu durumu tanimlar (1-2).

TRIM ilk kez 1973 yilinda, bdbrek transplantasyonu bekleyen hastalara yapilan

transflizyonlarin graft dmrii lizerindeki olumlu etkilerinin gézlemlenmesiyle tanimlanmistir



(3). Hayvan deneyleriyle, gozlemsel klinik ¢alisma ve deneyimlerle desteklenen bu tablo,
AKT’nin AIDS pandemisine kadar bobrek transplantasyonu Oncesi standart bir yaklagim
halini almasma neden olmustur. Ama bahsedilen bu olumlu etki randomize kontrollii
caligmalarla desteklenememistir. Kiiratif cerrahiye giden hastalardan cerrahi oncesi AKT
alanlarda tiimor biiylimesinin ve metastaz gelisiminin hizlandigmim bildirilmesi ve AKT ile
kanser rekiirrensi arasinda bir iligki oldugunun 6ne siiriilmesi sonucunda TRIM’in diger
etkileri belirlenmeye baglanmistir (4). Ardindan bu durum baska g¢alismalar ile de
desteklenmistir (5-7). AKT’nin kanser rekiirrensi ilizerine bu olumsuz etkisinin ortaya
atilmasindan sonra transflizyonun alict immiin sistemi tizerindeki etkileri ilgi ¢ekici bir alan
olmus ve bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda AKT’nin, kanser
rekiirrensleri, postoperatif bakteriyel enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, latent
enfeksiyonlarin reaktivasyonu gibi ¢ok sayidaki tablo ile iliskisi degerlendirilmistir.
Mowbray ve arkadaslar1 (8) spontan abortuslar1 olan kadinlara gebelik 6ncesi eslerinden
almmis lenfositlerin verilmesiyle abortus olasiligmin azaldigini saptamustir. Peters ve
arkadaglar1 (9) Crohn hastaligi nedeniyle opere edilen ve operasyon sirasinda AKT alan
hastalarda niiks sikligimin almayanlara gére ¢ok daha az oldugu belirlemistir. AKT’nin
postoperatif bakteriyel enfeksiyonlar agisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu ¢esitli
caligmalar ile desteklenmis (10-12); CMV, HIV gibi latent baz1 enfeksiyonlarin reaktivasyon
olasiligini artirdigr bildirilmis (13) ve AKT sonrasi tiim nedenlere bagl mortalite artis1 ile
iliskili oldugu goézlemlenmistir (14). Bu birkag 6rnek disinda da TRIM fenomenine
odaklanmis ¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismalardan elde edilen veriler
TRIM fenomeninin varh@ni ve/veya siddetini dogrulamak, altta yatan ana mekanizmay1

¢ozmek i¢in heniiz yeterli olamamustir (15).

TRIM’in Olas1 Mekanizmalari

TRIM etkisinin kokenine inmek isteyen ¢ok sayida arastirmaci, sinif II HLA molekiili
tagtyan allojeneik 16kositleri (16), allojeneik dendritik hiicrelerini (17), mikrokimerizmi (18-
19), histamin, eozinofil katyonik protein, eozinofil protein X, myeloperoksidaz, plazminojen
aktivator inhibitérii-1 gibi biyolojik yanit diizenleyicilerini (20), sitokinleri (21-24),
biyoaktif lipitleri (25-26), eritrosit siispansiyonu (ES) stipernatanin1 (27-28), kan
bilesenlerinin stok siiresini (29-30), ¢6ziiniir Fas ligand1 (¢FasL) (24, 31), ¢oziiniir HLA smif
| (¢gHLA-I) molekiillerini (24, 32) ve benzeri bir¢ok olasi etkeni konu alan arastirmalar

yapmustir. Yapilan bu caligmalar yukarida da sdylendigi gibi, TRIM fenomeninin gergek
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mekanizmasini ¢6zmek i¢in yeterli olmamistir. Ancak AKT’nin alicida bir takim immiin
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Azalmis Th sayis1 (33-34), azalmis T hiicre
yanitt (33-34), azalmis dogal oldiirticii (Natural Killer; NK) hiicre fonksiyonu (33-35),
CD4/CD8 [Th/sitotoksik T hiicre (Tc)] oraninda azalma (33-34, 36), geg tip asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda azalma (33-34, 37), antijen sunumunda yetersizlik (33-34), lenfosit
blastogenezinde baskilanma (33-34), azalms sitokin [Interlokin-2 (IL-2), interferon-gama
(IFN-y)] tiretimi (33-34, 38), azalmis monosit/makrofaj fagositik fonksiyonu (33-34, 39) ve
artmis antiidiyotipik-Ab ve antiklonotipik-Ab iiretimi (33-34) bu degisikliklere 6rnek olarak
verilebilir. Bu olast immiin degisikliklere bakilarak TRIM etkisinin;

1. Kan bileseni igerisinde bulunan mononiikleer hiicreler (MNH),

2. Depolanma siirecinde bilesen igerisinde biriken biyolojik yanit diizenleyiciler ve
immiinolojik mediyatorler (BYD-IM),

3. Allojeneik plazmada bulunan ¢oziiniir insan 16kosit Ag (human leukocyte antigen;
HLA) simif I peptitler araciligiyla olusabilecegi ifade edilmistir (1).

Allojeneik MNH’ler kan bileseni i¢inde dogal olarak bulunan bagis¢1 kaynakli
hiicrelerdir. Ozel ydntemler kullanilarak kan bileseni i¢inden uzaklastirilmadiklar1 zaman
transflizyon ile aliciya gegerek TRIM etkisinin olusumuna katildiklar1 gésterilmistir (16).
Blajchman ve arkadaslar1 (40) AKT yapilan hayvanlardan (fare ve tavsan) toplanan dalak
hiicrelerinin inflizyonu ile AKT’nin timor biyiitiicii etkisini edinsel (pasif) olarak
aktarilabilmislerdir. Bu ¢alismada AKT yapilan hayvanlardan elde edilen dalak hiicrelerinin
infiize edildigi hayvanlarda, sinjeneik veya l6kositi azaltilmis (LA) AKT alan hayvanlardan
elde edilen dalak hiicrelerinin infiize edildigi hayvanlara goére pulmuner nodiil sayis1 belirgin
bicimde yiliksek bulunmustur. Bu c¢alisma allojenecik MNH’lerin AKT ile iliskili
immiinsupresyonda rolii alabilecegini gostermektedir.

Depolanma siirecinde biriken BYD-IM ise ¢ok ¢esitlidir. Bunlar genellikle beklemekle
MNH’lerden salinsa da (sitokinler, histamin, eozinofil katyonik protein gibi), diger kan
hiicreleri tarafindan agiga ¢ikarilanlari da (serbest Hb, ¢oziiniir CD40L, lipit mediyatorler
gibi) vardir. Kabaca sitokinler, eikosanoidler, biiyiime faktorleri, ¢oziiniir FasL, ¢oziiniir
HLA smif-l, ubikutin, doku plazminojen aktivatorii gibi 6zetlenebilecek bu BYD-IM’in
depolanma siiresine bagli olarak siipernatan icerisinde birikerek AKT sonrasi alicida TRIM
etkisinin olusumuna katildiklar1 gosterilmistir (20, 41). Baumgartner ve arkadaslar1 (27) kan
bileseni siipernatanlarinin saglikli kisilerin MNH’leri ile karsilagmasi halinde diizenleyici T

hiicre (regiilator T hiicre; Treg) artisina neden oldugunu saptamistir. Bu c¢alisma da AKT



sonrasi Urlin siipernataninin alict immiin sisteminde Treg artisina, dolayisiyla
immiinsupresyona yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Ghio ve arkadaglar1 (41) 30 giinlik ES siipernataninda ¢HLA-I ve ¢FasL
konsantrasyonunu belirgin sekilde yiiksek bulmus, bu yogunlugun bilesen i¢inde kalan
rezidiiel 16kositlerle ve depolanma siiresiyle iliskili oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada
¢HLA-I molekiillerinin Tc hiicre aktivitesini engelledigi, hem ¢HLA-I hem de ¢FasL
molekiillerinin allojeneik MLR’u (mixed lymphocyte reaction) baskiladigi ve ¢FasL
molekiiliiniin apoptozu tetikledigi gosterilmistir (41). Bu ¢alisma immiin diizenleyici etkinin
allojeneik kan bilesenleri siipernatanlari ile olusabilecegini gostermenin yani sira, belirli bir
stire depolanan otolog kan bileseni siipernataninda biriken ¢oziiniir molekiiller araciligiyla
da gergeklesebilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismalara benzer ¢ok sayida arastirmadan
elde edilen sonuglar TRIM’e yonelik 6nemli bilgiler saglamis olsa da konuya net bir
aciklama getirmekten uzak kalmistir. Ancak elde edilen sonuglar TRIM fizyopatolojisine
yonelik ¢esitli hipotezleri dogurmustur. Cogunlugu “klonal delesyon”, “immiinsupresyon”
ve “anerji”’’ye dayandirilan bu hipotezlerden bazilari su sekilde 6zetlenebilir (1, 42):

Klonal delesyon: Antijen spesifik immiinsupresyonun mekanizmalarina yonelik erken

teori klonal delesyon goriisiidir. Bu baglamda hem MNH’lerin hem de ¢HLA-I
molekiillerinin klonal delesyonda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

» Kan bileseni icindeki MNHler ile ilgili olanlar: Allojeneik l6kositler yani kan
bagisgisina ait lokositlerin tagidigit HLA antijenleri ile uyarilan ve prolifere olan alic1 lenfosit
klonlarmin, bu sirada organ transplantasyonu gibi durumlarda kullanilan sitotoksik
immiinsupresif ilaglarin etkisiyle yok olabilecegi savunulmaktadir (43). Ancak sitotoksik
ilaglardan ziyade allojeneik HLA antijenlerine karsi daha 6nceden aktive olmus alict T
lenfosit klonlarmin, transfiizyon aracilifiyla yiiksek doz ayni antijenler ile karsilasmasi
durumunda artan Fas ligand (FasL) aktivasyonunun T hiicre apoptozuna Ve ilgili klonun
delesyonuna yol agabilecegi bir diger agiklama olarak kabul gérmiistiir (44).

» Depolanma siirecinde biriken BYD-IM veya ¢éziiniir molekiiller ile ilgili olanlar:
Allojeneik plazmadaki ¢HLA-I antijenleri ile TRIM iliskisinin klonal delesyon iizerinden
olabilecegi ifade edilmektedir. T lenfosit klonlarmin timusdaki gelisimi sirasinda T hiicre
reseptorlerinin (THR) giiglii bigimde antijen tanimasinin sonuglarindan birisi de bu klonlarin
yok olmasidir (44-45). Allojeneik plazmada bulunan ¢HLA-I peptitlerin alict timik
dolasimma ulagsmasinin bu antijenlere spesifik T hiicre klonlarmin delesyonuyla

sonuglanabilecegi belirtilmistir (46).



Immiinsupresyon:

> Kan bileseni icindeki MNH ler ile ilgili olanlar: In vitro kosullarda allojeneik ES ile
karsilagsmayla Treg diizeyinin yiikseldiginin gosterilmis olmasi (27) transflizyon sonrasi
Treg aracili bir immiinsupresyon gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan
CD200 eksprese eden dendritik hiicrelerin immiinsupresif etkilerinin monoklonal antikorlar
ile bloke edilerek tiimor biyiitiicli etkilerinin baskilanmasi bu hiicrelerin AKT sonrasi
gelisen immiinsupresyonda rolleri olabilecegi gostermistir (17). Aym ¢alismada AKT
sonrasi alic1 dalaginda Transforme edici biiylime faktorii-beta (Transforming Growth Factor-
B; TGF-B) iiretimi yapan hiicrelerin sayisinin arttiginin gosterilmesi, immiinsupresif etkide
bu sitokinin de rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir.

> Depolanma siirecinde biriken BYD-IM veya ¢oziiniir molekiiller ile ilgili olanlar:
Coziiniir molekiillerle ilgili hipotezler allojeneik kan bileseni siipernataninda bulunabilen
¢HLA-I ve ¢FasL ile ilgilidir (41). Allojeneik plazmadaki ¢gHLA-I molekiillerinin, CD8
molekiilleri ile baglanarak allojeneik veya otolog HLA peptitlerinin taninmasim
engelleyebilecegi; ¢FasL sekresyonunu artwrarak aktive olmus allojeneik ve otolog CDS8
hiicreleri ile Fas pozitif hiicrelerin apoptozunu destekleyebilecegi diistiniilmektedir (47).
Stipernatandaki ¢FasL molekiillerinin alictya nakli sonras1 bu molekiillerin NK ve Tc hiicre
ylizeyinde bulunan Fas molekiilleriyle birleserek bu hiicrelerin, ylizeyinde FasL eksprese
eden viriisle enfekte hiicreler ile etkilesimini bozabilecegi ve viriisle enfekte hiicrelerin
apoptozunu engelleyebilecegi ifade edilmistir (48).

» Anti-idiyotip antikorlar:  Transflizyon sonrasi alictya gegen bagisct THR ve
antikorlar1 alic1 agisindan antijenik epitoplar olurlar. Bu yeni antijenlere karsi sentezlenen
anti-idiyotip antikorlarin transflizyon sayisi ile paralel olarak gesitliligi de artar. Bu
antikorlarm, bir organ transplantasyonu sonrasinda transplant THR ve MHC kompleksleri
ile intereferans yaratarak rejeksiyon mekanizmasini durdurabilecegi bildirilmis ve anti-
idiyotip antikorlar1 bulunan bobrek nakli hastalarinda graft Omriiniin daha uzun oldugu
gosterilmistir (49).

Anerji:

» Kan bileseni i¢indeki MHN ler ile ilgili olanlar: AKT alicisinda bagisgt HLAlarma
spesifik klonlar aktive olurlar. Alict immiin sistemi, yabanci gordiigli bu HLA lara spesifik
yanit verebilmek igin bu yabanct HLA’larin kendi antijen sunan hiicreleri (ASH) tarafindan
kendi T Ilenfositlerine sunulmasini ister. Bu sunum swrasinda T hiicrelerin aktivite

kazanabilmesi i¢in, hem ASH yiizeyindeki MHC sinif II ile sunulan antijenin THR’leri
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tarafindan spesifik olarak taninmasi, hem de ASH yiizeyindeki B7-1 ve B7-2 es uyaran
molekiilii ile T hiicre yilizeyindeki CD28 es uyaran molekiiliiniin etkilesmesi gerekir. Es
uyaranin yoklugunda ilgili T hiicre klonunda immiin yanitsizlik (Anerji) gelisir (50) (Sekil-
1). Ayrica B7-1 ve B7-2 ekspresyonunda azalma durumunda T hiicre yiizeyinde eksprese
olan CTLA-4’ler de, B7-1 ve B7-2’e CD28’den daha gii¢lii afiniteyle baglanarak T hiicreye
sagladiklar inhibitor sinyaller ile anerjiye yol agabilmektedir (44) (Sekil-1). Anerjik klonlar

spesifik antijen ile tekrar karsilastiklarinda immiin yanit olusturamazlar.

Antijen tanima T hiicre vamiti
Efektor T hiicre

Es uyaran eksprese eden ASH Naif T hiicre

> Aktivasyon sinyali s

T

Normal - ad
pann ¥ B CD28
Sabancianieis T hiicre proliferasyonu
es uyaran ile taninmasi ve farkhilagmas:
Self antijenini
sunan ASH Naif T hiicre
-
y
T hiicre Sinyal iletisinde
anerjisi durma
.“\

Self antijenin es |
uyaran olmadan ; Yanitsiz
taminmasi .- (anerjik)
CTLA-4 T hiicreleri

Inhibitér reseptorlerin
baglanmasi (6r: CTLA-4)

Sekil-1: T hiicre anerjisi (kaynak (44)’ten alinarak diizenlenmistir)

Transplantasyon nedeniyle kullanilan siklosporin ve takrolimus gibi immiinsupresif
ilaglar hiicrelerin es uyaran ekspresyonunu baskilayan molekiillerdir.  Bu ilaglarin
kullanildig1 donemde AKT yapilan hastalarin yetersiz es uyaran nedeniyle bagisci
HLA’larina spesifik klonlarmm anerjiye yonelecegi; bu anerjik klonlarmn da spesifik
antijenleri tasiyan graftin sag kalimma destek olacag: diisiiniilmektedir (42). Bu konuda

diger bir yaklasim ise anerjiyi AKT’nin damar yoluyla yapilan bir uygulama olmasina



baglamistir. Buna gore intravendz (IV) yolla alict dolasimina gegen bagisc1 antijenleri dalak
veya karaciger makrofajlari, monositler ya da B hiicreler gibi profesyonel olmayan ASH’ler
tarafindan yakalanip T hiicrelere sunulmaktadir. Dolayisiyla B7-1 ve B7-2 es uyaran
eksprese etmede dendritik hiicreler kadar yetkin olmayan bu hiicrelerin antijen sunumunun,
spesifik klonlar1 anerjiye yonlendirecegi diisiiniilmektedir (51). Bir diger olasi anerji
mekanizmasinin ise bagigc1 10kositlerinin, kendi antijenlerini alic1 lenfositlerine sunma
becerisiyle iliskili olabilecegi ifade edilmistir. Bir self antijenin yabanci bir kisiye
sunulabilmesi i¢in MHC-peptit kompleksinin yabanci T hiicre reseptorii tarafindan tanmacak
sekilde yabanct MHC-peptit kompleksi formunu taklit etmesi gerekir (52) (Sekil-2). Eger
AKT alicisiyla kan bagiscisi arasinda boyle bir paylasim varsa bagisct lokositleri aliciya
antijen sunumu yapabilirler. Ancak kan {iriinii igerisinde transflizyon giiniinii beklerken es
uyaran eksprese etme 6zelliklerini 6nemli 6lclide yitirdiklerinden bu sunum bi¢iminin ilgili

T hiicre klonunun anerjisiyle sonuglanabilecegi ifade edilmistir (51).

NORMAL ANTIJEN TANIMA ALLOJENEIK SUNUM iLE TANIMA

£

y. T hiicre reseptorii £
[ 4

IT hiicre reseptorii ]

/

/ /

Y e
/1 B ; Self /I- E L—{ls—“ "

i Rpel
. Self MHC Allojeneik MHC

Sekil-2: Bagisei lokositlerinin antijen sunumu (kaynak (52)’den alinarak diizenlenmistir)

Yukarida bahsedilen ve geg¢misten beri iizerinde en sik durulan mekanizmalara
mikrokimerizm, Th1 tip immiin yanitin Th2 tip yanita donmesi, immiinkompetan hiicrelerin
apoptozunun uyarilmasi gibi ¢esitli mekanizmalar1 eklemek miimkiindiir.

Mikrokimerizm:

Kan bagis¢ist ve alicist arasindaki HLA uyumu, alicida allojeneik lokositlerin uzun
yillar yasayabilmesine neden olabilmektedir. Kiiciik miktarda bagisct 16kositlerinin alicida
uzun zamanl engraftmanina mikrokimerizm denmektedir (18-19). Kan alicilar1 disinda
travma hastalarinda, karaciger transplant alicilarinda, yenidogan doéneminde exchange
transflizyon alanlarda ve gebelik 0ykiisii olanlarda uzun yillar sonra bagisciya veya fotiise
ait 10kositlere rastlanmistir. Mikrokimerizm, alict immiin yanitinin baskilanmasina, bagisc1

lokositlerine tolerans gelisimine ve allograft sag kalimma neden olabilmektedir. Bunu da
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Thl sitokinlerinin iiretimini ve Tc hiicre aktivasyonunu baskilaylp Th2 sitokinlerinin
salimmini artirarak yaptigr gosterilmistir (53-54). AKT’nin de benzer sekilde etki
edebilecegi; Thl sitokinlerinin iiretimini baskilayarak antijen isleme, makrofaj aktivasyonu,
sitotoksik aktivite gibi ¢esitli hiicresel immiin islevlerin bozulmasina yol agabilecegi
disiiniilmektedir.

Thl->Th2 déniisiimii:

Bu doniisiimiin nasil ve hangi mekanizma ile oldugu tam olarak bilinememektedir.
Ancak AKT sonrasi alicilarda Th2 tipi sitokin (IL-4, IL-5 veya IL-10) diizeyleri yiikselirken
(53, 55-58) Thi tipi sitokin (IFN-y, IL-2) diizeylerinin distiigiiniin (38, 53, 55-58) ¢ok
sayida calisma ile gosterilmesi; TRIM etkisinden sorumlu mekanizmalardan birinin
Thl—Th2 doniisiimii oldugunu diisiindiirmektedir (42, 59-60). TRIM’in graft omriinii
uzatmak, Crohn hastaligi rekiirrens hizini azaltmak, kanser rekiirrenslerini artirmak,
postoperatif bakteriyel enfeksiyon sikligini artirmak gibi etkileri diisiiniildiigiinde bu hipotez
giic kazanmaktadir. Bu donisiimden sorumlu tutulan mekanizmalar ¢ok iyi bilinmese de
one siiriilen mekanizmalardan bir tanesi kanin IV yolla verilmis olmasidir. Daha dnce de
bahsettigimiz gibi damar igi verilen antijenler yetersiz es uyaran ekspresyonu nedeniyle
anerjiye yol acabilmektedir (51). Bu es uyaran yetersizliginin Th2 yanitinin giiglenmesi
nedeniyle olabilecegi diistiniilmiistiir (55, 61). Thl—Th2 doniisiimiinden sorumlu tutulan
bir diger unsur ise depolanma siirecinde kan bileseni siipernataninda biriken molekiillerdir.
Bu siiregte biriken ubikiitinin Th2 yanitimi1 giliglendirdigi gosterilmistir (57). Ayrica AKT
sonrasi alic1 makrofajlarindan artan TGF-f ve prostoglandin E, (PGE2) salinimi oldugu (53,
61) ve PGE; nin ise Thl yanitin1 baskiladig1 gosterilmistir (62).

Apoptoz:

TRIM etkisinin olas1 nedenlerinden birisi de depolanma siirecindeki kan bileseninde
apoptoz sonucu Olen hiicrelerin aliciya nakline baglanmistir. Buna goére nakledilen
apoptotik hiicrelerin TGF-f aktivasyonuyla baglantili olarak alicida immiinsupresyona yol
acti@1 varsayilmaktadir (63). Bu goriisii destekler nitelikli bir calisgmada bagisg1 apoptotik
lenfositlerinin transfiizyonuyla allograft kabuliiniin giiclendigi ve kanda CD4"CD25" Treg
diizeyinin arttig1 belirlenmistir (64).  Benzeri bir diger ¢alismada ise Karaciger
transplantindan 7 giin 6nce organ bagis¢isi sicandan alman apoptotik lenfositlerin organ
alicist sigana nakledilmesi ile graft sag kaliminda anlaml bir artig saptanmis ve Th2 sitokin
diizeylerinde (IL-4, IL-10) saptanan artisin bu toleransin olugmasinda rolii olabilecegi

diigtintilmistiir (65).



TRIM etkisinde l6kositler ve siipernatanin diginda eritrositlerle ilgili bir takim
ozelliklerin de rolii olabilecegi ¢esitli calismalarla isaret edilmistir.

Eritrositler:

ES depolanma siirelerinin, transfiize edilen {iriin sayismin ve eritrosit kokenli
mikropartikiiller (MP) gibi etkenlerin TRIM gelisiminde rol oynayabilecegi tartigilmistir.
Yapilan bir ¢aligmada, 16kositlerin kendilerinin transfiizyonuyla kanser retansiyonu arasinda
iliski bulunamazken, LA-ES ve N-ES transfiizyonunun bunu yaklasik 3 kat artirdigi
gosterilmistir.  Yine ayni calismada 9 giinden daha uzun siire depolanmis otolog veya
allojeneik kan transflizyonlarmin kanser progresyonunu artirdit ama daha kisa siire
depolananlarm zararli etkilerinin bulunmadig: bildirilmistir (66). Hod ve arkadaslar1 (67),
ES transfiizyonunun zararli bircok etkisinin, uzun siire depolanmis ES’lerin
transflizyonundan sonra alic1 dolasimindan temizlenen eritrositlerden agiga ¢ikan demirden
kaynaklandigmi ileri slirmiistiir. Arastirmacilar depolanmis ama taze olmayan fare LA-
ES’lerinin %16’sinin transfiizyondan sonraki iki saat icerisinde monosit/makrofaj sistemi
tarafindan temizlendigini gostermistir. Buna gore, alic1 plazmasinda serbest demir seviyesi
depolanmis ES (taze olmayan) transfiizyonlarindan sonra daha yiiksek bulunmakta ve artan
demir diizeyi sepsis riskini, hatta mortaliteyi artirabilmektedir (67). Yiiksek miktarda
hemoglobin (Hb) alimi ise makrofaj plastisitesini M1 veya M2 aktivasyon durumuna
doniistiirebilmektedir (68). Hb’nin makrofajlar tarafindan yiiksek miktarda aliminin
ardindan artis gosteren Hb yikim iiriinii hem, hem oksijenaz-1 (HO-1) enzimi tarafindan
kontrol edilir. Hem artisina bagl olarak yiikselen HO-1, dendritik hiicrelerin gelisimini
engelleme, proenflamatuvar ve allojeneik immiin cevabi baskilama 6zelliklerinden dolay1
immiinsupresif bir enzim olarak kabul edilir (69). HO-1'in ve hem yikim iriinii
karbonmonoksitin, Treg indiiksiyonuna destek vererek immiin toleransa aracilik ettikleri
gosterilmistir (70-71). Yikselen hem ve buna bagli HO-1 diizeyinin makrofajlar1 M2
seklinde aktive olmaya ve Treg hiicreleri uyarmaya yonlendirebilir (72). Ancak hipoteze
gore taze olmayan ES transflizyonu ile ortaya ¢ikan c¢ok yiiksek diizeydeki hiicre i¢i hem
konsantrasyonu HO-1’in etkisini bozmaktadir. Azalan HO-1 aktivitesi ise makrofajlarin M1
seklinde aktive olmasma, reaktif oksijen {iriinlerinin yiiksek diizeyde iiretilmesine ve
proenflamatuvar sitokinlerin neden olmaktadir (72). Boylelikle oksidatif baski ve
enflamatuvar silire¢ engellenememektedir. Bu tablo ES’lerin depolanma siirelerine gore
supresif veya enflamatuvar etkiler ortaya ¢ikartabileceginin bir gostergesi durumundadir
(72). Aym zamanda, taze ES’lerin immiin baskilayic1 aktiviteleri oldugu, depolanma

stiresiyle bu etkilerini yitirdikleri (73), daha uzun siire depo edilen ES’lerin taze ES
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transflizyonlarima gore daha cok eritrosit alloimmiinizasyonuna neden olduklar1 (74)
varsayimlarini da desteklemektedir. ES’lerin depolanma siiresiyle AKT nin ¢esitli klinik
sonuglarinin paralelligini gosteren daha pek cok calisma bulunmaktadir. 14 giinden uzun
sire depolanan ES’lerin bir yillik mortaliteyi (75) ve enfeksiydz komplikasyonlar1 (76)
artirdiginin, ortalama 6 giin daha uzun siireyle depolanmis ES’lerin multiorgan yetmezligine
(77) ve ortalama 8 giin uzun depolananlarin sepsise bagli dliimlere yol agtiginin (78)
gosterilmesi bu ¢aligmalara 6rnek olarak verilebilir. Bu etkilerin transfiizyon sayis1 arttik¢a
daha fazla artis gosterecegini ongdrmek yaniltict olmayacaktir. Zaten 3 iiniteden fazla ES
transflizyonunun mortaliteyi artirdigin1 gosteren c¢alismalar (14, 79) da bu Ongoriiyii
desteklemektedir. Ote yandan eritrosit depolanma lezyonlarmin da transfiizyonun immiin
diizenleyici roliine sagladiklar1 katkilar tartisilmaktadir. ES’lerde depolanma siireci boyunca
meydana gelen bazi degisikliklere eritrosit depolanma lezyonlar1 adi verilmektedir. Bu
stirecte eritrositlerde ATP ve pH azalmakta, sekilleri ve enerji metabolizmalar1 bozulmakta,
membran satabilitelerinin azalmasiyla eritrosit kokenli MP’ler olusumaktadir (80).
Depolanma siireci boyunca miktar1 artabilen bu MP’lerin immiinsupresif 6zellikte olduklar1
gosterilmistir (81). AKT ile aliciya gectiklerinde immunsupresif bir etkiye neden
olabilecekleri bildirilmistir (82). Ekzozomlar ve MP’ler farkli yollarla plazma
membranindan tiireyen, hiicreler arasi iletisimde ve immiin diizenlenmede rol oynadiklar1
diistiniilen yapilardir (83). Ekzozomlar 0,03-0,1 um, MP’ler 0,1-1,0 pm boyutlarinda
olabilmektedir (82). Bu yapilar koken aldiklar1 hiicreye ait bazi yiizey molekiillerini,
sitoplazmik proteinleri ve genetik materyali tasirlar (82-83). Bu yapilarin hiicreler arasi
iletisimi ya hedef hiicrelere spesifik adezyon molekiilleri ve ligandlar1 araciligiyla dogrudan
temasla, ya da sitokinler, biyoaktif lipitler gibi ¢dziiniir yapilar araciligryla dolayl olarak
sagladiklar1 diistiniilmektedir (82-83).

Goriildiigii gibi gegmisten giliniimiize TRIM’in mekanizmasina yonelik bir kismini
yukarida paylastigimiz ¢ok sayida hipotez liretilmistir. Higbiri net bir agiklama getiremese
de buraya kadar anlatilanlara dikkat edildiginde allojeneik MNH’ler ve genellikle bunlarla
iliskili yapilarin TRIM’in en 6nemli kaynagi durumunda oldugunu algilamak miimkiindiir.
Bu nedenle 16korediiksiyon ile TRIM etkisinin ortadan kaldirilabilecegini diisiiniilebilir.
Ancak LA-ES ve LA trombosit siispansiyonlarinda (LA-TS) depolanma siirecinde lipitler,
serbest hemoglobin, sitokinler ve MP’ler gibi yapilarin biriktigi ifade edilmistir (28). Bu
yapilar TRIM’in 16kositler ve onlarla iliskili yapilar disindaki kaynaklardan da koken
alabilecegini diisiindiirmekte ve lokorediiksiyonun etkinligini smirlandirmaktadir. Buna

ragmen lokositler ve iligkili yapilar hala en Onemli kaynak durumundadir ve

11



lIokorediiksiyonun TRIM etkisini azaltabilecegi diisiincesi Oonemini korumaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda kan bileseni i¢indeki Iokositlerin ve depolanma siirecinde biriken
BYD-iM’in TRIM gelisimi iizerindeki olas1 etkileri ve ldkorediiksiyonun bu tabloyu
engelleme kapasitesi degerlendirilmek istenmistir. Lokositlerin etkilerini degerlendirmek
icin 16kositi azaltilmamis ES (normal-ES; N-ES) 6rneklerinde depolanma siireci boyunca Th
lenfosit alt gruplarinda olusan degisiklikler arastirilmistir. LA-ES’lerde teorik olarak 16kosit
bulunmadigi veya 6l¢iilebilir diizeyin altinda bulundugu diistiniildiiglinden bu degerlendirme
sadece N-ES’lerde yapilmustir.  Bilesen icerisinde biriken BYD-IM’in etkinligini
degerlendirmek icin LA-ES ve N-ES oOrneklerinde depolanma siireci boyunca biriken
sitokinlerin diizeyleri Ol¢lilmistiir. Lokorediiksiyonun TRIM’i engellemedeki etkinligini
degerlendirmek i¢in ise, LA-ES ile N-ES’lerde 6lgiilen sitokin diizeylerinin iki grup arasinda

karsilagtirilmasindan yararlanilmastir.

Th Lenfosit Alt Gruplan

MNH’lerin TRIM tablosundaki rollerini degerlendirmek i¢in yapilan c¢ok sayida
calismanin bazilar1 bu etkilerini destekler, bazilar1 reddeder niteliktedir. Her bir TRIM
etkisiyle 16kositlerin iliskilendirildigi klinik c¢alismalara asagidaki Ornekleri vermek
miimkiindiir.

e AKT’nin, ozellikle de N-ES’lerin kanser rekiirrensini artirdigi gOrislini
degerlendirmek i¢in planlanmis randomize kontrollii ¢alismada, kolorektal kanser cerrahisi
sirasinda veya sonrasinda N-ES transflizyonu yapilmis kisilerde LA-ES transflizyonu
yapilanlara gore kanser rekiirrensinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmamustir (84).
Kanser cerrahisi sirasinda yapilan N-ES transfiizyonunun kanser rekiirrensini artirmadigini
gosteren baska caligmalarin da bulunmasi rekiirrenslerin sadece bagisct 10kositlerine
baglanmamasi gerektigini diisiindiirmektedir (85-86). Ote yandan kanser cerrahisi sirasinda
giiclenen Th2 yanit1, perioperatif nutrisyon, anemi gibi ¢ok sayidaki faktoriin tabloya katk1
yapabilecegi; istelik bazi anesteziklerin immiinsupresif etkilerinin perioperatif AKT
araciligiyla daha da giiglenebilecegi ve bu tabloya yol agabilecegi ileri siiriilmektedir (87).

e Postoperatif bakteriyel enfeksiyonlarin degerlendirildigi ¢alismalarda da sonuglar
celigkili bulunmustur. Transfiize edilen allojeneik lokositler ile postoperatif enfeksiyon
sikligr arasinda iligki olmadigint bildiren ¢aligmalarin (88-89) yami sira, lokositlerin
uzaklastirilmasiyla postoperatif bakteriyel enfeksiyon riskinin azaltilabilecegini belirten

¢alismalar da bulunmaktadir (90). Caligmalar arasindaki bu farklihigin iligskilendirildigi tani,
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transflizyon sayisi, cerrahi tiirii gibi degiskenlerin diizeltilmesiyle 16kositlerle postoperatif
enfeksiyon sikligi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (90).

e Allojeneik lokositlerin kardiyak cerrahi hastalar1 digindaki hasta gruplarinda kisa
donem mortalite ile iligkisi olmadig1 hesaplanmistir (91). Kardiyak cerrahi hastalarinda
LA-ES kullanimi ile kisa donem mortalite olasiliginin azaldigmni bildiren ¢aligmalarin yani
sira (14, 79, 92), mortalite sikligin1 etkilemedigini bildiren ¢alisma da bulunmaktadir (93).
Ancak bu ¢alismada yararlanilan N-ES’lerin buffy-coat tabakasi uzaklastirilmistir.

e Allojeneik l6kositlerin graft omriinii uzattigmi (94) ya da tersini ortaya koyan
caligmalar (95) ve bilinenin aksine HIV-CMV gibi latent enfeksiyonlara tekrar aktivasyon
kazandirmadigini ve viral yiikii degistirmedigini gdsteren calismalar (96) bulunmaktadir.

Gorildigi gibi ¢alismalarin yondes ve karsit bu sonuglart TRIM etkisinde 16kositlerin
rolii konusunda soru isareti olusturmaktadir. Ancak bu ¢aligmalarda lokositleri azaltma
yollari, transfiize edilen ES’lerin raf dmiirleri, transfiize edilen ES miktar1 gibi ¢ok sayida
degisken bu sonuglar {izerine etki etmistir. Ote yandan hastalarin tanilari, klinik gidisatlari
gibi diger degiskenler de bu heterojeniteye katki yapmis ve ortaya ¢ikan etkinin sadece
allojeneik 10kositlere bagli olup olmadigi net olarak gosterilememistir. Bu nedenle
allojeneik lokositlerin TRIM etkisinde rolii olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikilarak
kurguladigimiz ¢alismamizin bir bolimiinde N-ES’ler icerisindeki Th hiicreler ve bu
hiicrelerin depolanma siirecinde gosterdikleri degisimler arastirilmistir.

Ozel bir patojene karsi gelistirilen 6zgiil immiin yamit hiicresel veya humoral olarak
smiflandirilabilir ve CD4" Th hiicresi bu her iki tip yaniti yoneten primer hiicre tipidir. Th
hiicrelerin farkli tipte yanit verme kapasitesi, iiretip ortama saldiklar1 sitokinlerle yakindan
iliskilidir. Mosmann ve arkadaslar1 (97) tarafindan 1986 yilinda CD4" Th hiicrelerin sitokin
salgilama ozelliklerine gore Thl ve Th2 olmak iizere iki alt tipe ayrilabilecegi ortaya
konmustur. Daha ¢ok viral enfeksiyonlar ve tiimdrlere karsi immiin yanitta yer alan CD8" T
hiicreleri de farkli sitokinler sentezleyen alt gruplara (Tcl ve Tc2) farklilasabilmektedir.
Ozellikle son 10 yilda yogun olarak yapilan immiinolojik ve molekiiler calismalar Th
hiicrelerin efektor veya diizenleyici roller iistlenen bagka alt gruplarmin (Th9, Thl7, Th22
ve Treg) bulundugunu ortaya koymustur (98). Efektér CD4" Th hiicreler arasindaki bu
cesitlilik temelde, isgalci mikroorganizmalarin tiirline ve yapisina gore konagi en etkin
sekilde korumaya yoneliktir. Efektor Th hiicreler naif Th hiicrelerden sekonder lenfoid
organlarda geligirler. Bu gelisim i¢in; spesifik olarak antijen sunan ASH’lerin veya bu
sirece katilan diger hiicre tiplerinin yardimma ve aktive olmus Th hiicreler tarafindan

yaratilan sitokin ¢evresinin yonlendirmesine ihtiya¢ duyarlar (99). Bu uyarim sonucunda
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naif Th hiicrelerden gelisen efektor Th hiicreleri spesifik transkripsiyon faktorlerinin
etkisiyle hiicre icinde ve hiicre yiizeyinde yaptiklari ekspresyonlara gére siniflanirlar.

Herhangi bir organizma farkli fonksiyonlar i¢in 6zellesmis birbirinden farkl ¢ok sayida
hiicreden meydana gelmis olsa da tiim hiicreler ayn1 genoma sahiptir. Ayni genomun farkli
ifadeleri ile bu ¢esitlilik meydana gelmektedir. Genom i¢inde bulunan genler ¢ok 6nemli
proteinleri kodlasalar dahi ifade edilmedikleri siirece hiicresel fonksiyonlara herhangi bir
etki ve katki saglamazlar. DNA {izerinde bulunan genlerin ifade edilebilmesi i¢in ilk olarak
transkripsiyon igleminin gergeklesmesi gerekir. Transkripsiyon, RNA polimeraz enzimi
araciligr ile DNA’nin mRNA seklinde yazilimidir, yani DNA’dan RNA’ya genetik bilgi
aktarimidir. Bu aktarim protein sentezi ve dolayisi ile genin hiicre fonksiyonlarna etkisi
icin gerekli ilk basamaktir. DNA iizerindeki belli bir bolgeye baglanarak RNA polimeraz
araciligiyla genin transkripsiyonunu diizenleyen proteinlere de transkripsiyon faktorleri adi
verilir (100). Her efektor Th hiicresi spesifik transkripsiyon faktoriiniin kontroliinde naif Th
hiicreden farklilasir ve kendine 0zgii sitokinleri eksprese ederek fonksiyonunu gosterir.
Sitokinler dogal ve edinsel immiinite hiicrelerinden salgilanan ve bu hiicrelerin ¢esitli
fonksiyonlarma aracilik eden proteinlerdir. Mikroplara ve diger antijenlere yanit sonucu
iiretilen sitokinler, immiin yanita katilan hiicreleri uyarwr. Sentezleri kisa ve kendini
siirlayan bir mekanizmaya sahiptir.  Depo edilmezler. Hiicrenin uyarilmasi sonucu
baslayan yeni gen transkripsiyonu ile sentezlenir ve salgilanirlar. Hedef hiicredeki spesifik
reseptorleri araciligiyla etkilerini lokal veya sistemik olarak gosterirler. Sitokin reseptor
iligkisi sonras1 genellikle hedef hiicrede gen ekspresyon degisikligi sonucu yeni bir
fonksiyonun ekspresyonu baglar. Hedef hiicrenin sitokine olan bu yanit1 feed-back
mekanizmalarla siki sekilde kontrol altinda tutulur. Sitokinler dogal immiin sistemi ve
edinsel immiin sistemi diizenleyip hematopoezi uyarabilirler. Edinsel immiin yanitin
aktivasyon fazinda lenfositlerin biiylime ve farklilasmasini uyarirken; dogal ve edinsel
immiin yanitin efektor fazinda mikroplar1 ve diger antijenleri yok etmek icin farkli efektor
hiicreleri uyarirlar. Tiimor Nekroze eden Faktor (TNF), IFN-a, IFN-B, IL-1, IL-6, IL-10, IL-
15, IL-18, IL-23, IL-27 gibi sitokinler daha ¢ok dogal immiinitenin sitokinleriyken; IFN-y,
TGF-B, 1IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL17 gibi sitokinler de edinsel immiinitenin sitokinleridir
(101). Caligmamizda sitokinlerden; efektér Th hiicrelerin siniflandirilmasinda, depolanma
stirecinde ES silipernataninda meydana gelen degisimlerin degerlendirilmesinde ve
lokorediiksiyonun etkinliginin yorumlanmasinda yararlanilmistur.

Calismamizda efektor Th hiicreleri yani Th alt gruplar1 hiicre yiizeyi-hiicre igi

ekspresyonlarma ve spesifik transkripsiyon faktorlerine gore degerlendirilmistir. Yiizey
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ekspresyonlar1 igin CD3, CD4, CD25 ve CD127 molekiillerinden; hiicre i¢i ekspresyonlar
icin TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL17, IL-21, IL-22 ve Foxp3’den;
spesifik transkripsiyon i¢in TBX21, GATA3, SPL.1, RORC2, AHR ve FOXP3’ten
yararlanilarak bu molekiilleri eksprese eden Th alt gruplar1 belirlenmistir.

[k tanimlanan yardimei tip T hiicreleri olan Th1 hiicreleri iirettikleri yiiksek doz IFN-y
ile fagositlerin aktivasyonunu, opsonizan-kompleman baglayan antikorlarin iretimini
yonlendirerek hiicre i¢i patojenlere karsit savunmada rol oynarlar (102). Bu hiicreler ayni
zamanda proenflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve TNF-B da tiretirler (103). Bu sayede
hem dogal hem de hiicresel immiin yanit1 uyarirlar. Bu hiicreler konagin zorunlu hiicre ici
patojenlerden korunmasinda 6nemli olduklar1 kadar, asir1 ve kontrolsiiz aktivasyonlariyla
doku hasarina ve hatta bazen otoimmiin bozukluklara yol agabilirler (104).

Thl hiicrelerinin naif Th hiicrelerden farklilasmasmin anahtar unsuru ve potent
indiikleyicisi IL-12’dir. Bu sitokin bakteri ve viriislerdeki korunmus paternleri tasidiklar:
Toll-like reseptorler (TLR) araciligiyla taniyarak aktive olan dendritik hiicrelerden ve
makrofajlardan salgilanir. IL-12’nin etkisine IFN-y’nin giiglendirici bir katkist oldugu
gosterilmistir (105). 1L-12 ve IFN-y uyaris1 sonucunda; naif Th hiicrelerde IL-12’nin
STATI, IFN-y’nin STAT4 araciligiyla Thl-spesifik tanskripsiyon faktorii TBX21’in (T-bet)
aktivasyonunu giiclendirmesi Thl farklilagmasini saglamaktadir (98, 106-107).

Th2 hiicreler de Thl hiicreleri ile ayn1 zamanda tanimlanmiglardir. Bu hiicreler 1L-4,
IL-5, IL-9, IL-10 ve IL-13 iiretirler. T yardimci tip 2 yanit1 hiimoral immiin yanitlarla
iliskilidir ve helmintler gibi hiicre dis1 patojenlere direngte 6nemlidirler. Bu hiicreler ayni
zamanda akcigerlerde mukozal immiinitede de rol oynar. Ozellikle Th2 yanitin aberan
artiglar1 atopik astim gibi kronik enflamatuvar solunum yolu hastaliklarina yol agar (108).

Th2 hiicreler, primer immiin yanit sirasinda erken IL-4 iiretimi sayesinde naif Th
hiicrelerden farklilagirlar  (109). Bu sitokin naif Th hiicrelerinin Th2 y06niinde
kutuplagsmasina neden olan en potent sitokin olup dendritik hiicrelerin naif Th hiicreleri
Notch aracili uyarimi sonucu iretilir (110). 1L-4 ile IL-4R etkilesimi STAT6 araciligiyla
Th2 igin spesifik transkripsiyon faktorii olan GATA3’lin ekspresyonunu saglayarak Th2
farklilagsmasmi diizenler (98, 103, 107). Ancak farklilagsmanin erken evresindeki GATA3
seviyesi naif Th hiicrelerin Th2 yoniinde farklilasmasini saglayacak diizeyde IL-4
sentezlenmesi i¢in yeterli olamayabilmektedir. Bu durumda Th2 farklilasmasi su sekilde
gelismektedir: Naif Th hiicrenin efektor hiicrelere doniisiimiinde THR sinyal giiciiniin ve
sitokin ¢evresinin kritik oldugu bildirilmistir (111). Farklilagmanin erken asamasinda THR

sinyalinin gii¢lii olmasmin Thl, zayif olmasmin Th2 doniigiimiine neden oldugu
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gosterilmistir (112). Zayif sekilde uyarilan T hiicreler erken evrede GATA3 eksprese eder,
IL-2 {iretir ve STATS’1 aktive ederler. Bu aktivasyondan 14-24 saat sonra bu hiicrelerde
THR bagimli, IL-4/STAT6 bagimsiz IL-4 {iretimi baslar. Endojen iiretilen bu IL-4, IL-4R
araciligiyla zayif THR sinyali lizerine etki ederek STATG6 tizerinden GATA3 ekspresyonunu
artirir.  Artan GATA3 ve siliregelen STATS aktivasyonu, IL-4 iiretimini siddetlendirir. Bu
sekilde meydana gelen pozitif dongli Th2 doniisiimiine Onciilik etmektedir (113). Bu
siiregte artan GATA3 (114) ve giicli STATS aktivasyonu (115) TBX21 ekspresyonunu
baskilayarak Thl gelisimini bloke etmektedir. [n vitro kosullarda STATS ve GATA3
esglidiimii Th2 doniisiimiinden sorumludur (116). Th2 doniisiimiiniin aksine, giiclii bir THR
aktivasyonu IL-2 reseptoriinii desensitize etmenin yani sira giiglii bir ERK aktivasyonuna
yol agarak STATS aktivasyonunu, dolayisiyla da GATA3 ekspresyonunu baskilar (111).
Boylelikle Th2 aktivasyonunu bloke ederek Thl farklilagmasina yol agar. Thl ve Th2
farklilasmas1 IFN-y ile IL-4 ve TBX21 ile GATA3 arasindaki etkilesimlerden koken alan
karsilikli diizenlenme mekanizmalarina sahiptir (117). THR sinyal giicliniin diizenleyici
etkisi de bir diger diizenleyici mekanizma olarak karsilikli diizenlenme mekanizmalarina
eklenebilir.

Son birkag yilda tanimlanan bir Th hiicre alt tipi olan Th9 hiicreleri agirlikli olarak IL-
9 direten hiicrelerdir. Bu proenflamatuvar hiicrelerin otoimmiin hastaliklarin biiyiik
cogunlugunda ve alerjik enflamasyonda rolleri oldugu diistiniilmektedir (118). Ancak Th9
hiicrelerin otoimmiin ve alerjik enflamasyonda ana IL-9 kaynagi olup olmadiklari,
enflamasyonun gili¢lenmesine nasil katkida bulunduklar1 veya Th2 hiicreler ile nasil
etkilestikleri tam olarak aydmlatilamamistir (119). Bu hiicrelerin TGF-p ve IL-4 etkisi
altinda naif Th hiicrelerinden veya sadece TGF-f etkisi altinda Th2 hiicrelerinden
farklilagabildigi gosterilmistir (120). Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda Th9’un ayr1 bir Th
alt grubu mu veya Th2’nin Ozellesmis bir formu mu oldugu heniiz agikhiga
kavusturulamamustir. Ciinkii bu hiicreler daha 6nceden Th2 hiicreler ile iliskilendirilmis
olan hem IL-9 hem de IL-10’u iiretirler. Bununla beraber Th9 hiicrelerin {irettikleri IL-9
miktarlar1 Th2’den ¢ok daha fazla; buna karsin IL-4, IL-5 ve IL-13 miktarlar1 ¢ok daha
diigiiktiir.  Ayrica bu hiicreler Th2, Th17 ve Treg hiicreleri ile ilgili transkripsiyon
faktorlerini (sirasiyla, GATA-3, ROR-yt ve Foxp3) eksprese etmezler (121). Spesifik
transkripsiyon faktorii SPI.1 (122) olan bu hiicreler IL-9’un en 6nemli kaynagi gibi goriinse
de bu sitokin Th2 ve Th17 tarafindan da eksprese edilebilmektedir (123-124).

Th17 hiicreleri yeni tanimlanan efektdr T hiicrelerindendir. Bakteriler ve funguslar

gibi hiicre dis1 patojenlere karsi savunmada, doku enflamasyonunda (125) ve otoimmiinite
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gelisiminde (126) kritik rol oynayan bu hiicreler, TGF-p ve IL-6’nin birlikte etkisiyle naif
Th hiicrelerden farklilagirlar. 1L-6 ve TGF-B STAT3 araciligiyla spesifik transkripsiyon
faktorii RORC2 ekspresyonuna ve Th17 kutuplagsmasina neden olur. Th17 hiicreler IL-17A,
IL-17F ve IL-21 dretirler (119, 127). [IL-17 ailesi sitokinler, proenflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin araciligiyla dokudaki enflamatuvar yanitlar1 kontrol eder (128). IL-17
ekspresyonu multipl skleroz, romatoid artrit, psoriazis ve enflamatuvar barsak hastaliklar1
gibi otoimmiin hastaliklar ve alerjik yanitlar ile iliskilidir (129). IL-21, IL-6’nin yerini
alarak TGF-p ile birlikte IL-17 ve IL-23R ekspresyonunu gii¢lendirir ve Th17 doniisiimiinde
pozitif dongii meydana getirir (130). Son asamada Thl7 aktivasyonu IL-23R/IL-23
etkilesimi araciligiyla stabilize olur.  Bu hiicrelerin oimmiinitedeki roliiniin IL-23
aracilifiyla gergeklestigi, IL-12’ninkin bu yonde bir etkisinin bulunmadig: ifade edilmistir
(131-132).

Th17 hiicreler ile Thl hiicrelerin karsilikli mutlak antagonistik oldugu ifade edilmis
(133), TBX21 ekspresyonu ve Thl farklilasmasinin Th1l7 yanit1 yoklugunda bozuldugu
(134-135), IFN-y’nin Th17 (136), IL-17’nin de Thl gelisimini engelledigi gosterilmistir
(137). Ote yandan Th1—Th2 farklilasmasindaki karsilikl1 diizenlemeye benzer bir iliskinin
Th17/Treg hiicreler arasinda da oldugu ifade edilmektedir. Buna gore THR sinyalinin gii¢lii
olmas1 naif hiicreleri Th17, zayif olmasi da Treg yoniinde farklilasmaya yoneltmektedir
(111). Th1—Th2 de oldugu gibi burada da IL-2/STATS yolagmin rol aldig1 gosterilmistir.
THR zayif sekilde uyarildiginda aktive olan STATS, Thl7 farklilagsmasi i¢in gerekli olan
STAT3 ile yarismaya girerek etkinligini bloke eder (138). Dolayisiyla zayif THR sinyali
ortamda Th17’ye yonlendirecek sitokinler bulunsa bile naif Th hiicreler, Foxp3 eksprese
etmeye ve Treg hiicrelere farklilasmaya yonlendirilir (139). Aksine giliclii THR sinyali IL-
2/STATS yolagmi baskilayacak, STAT3 hedefine yarismasiz olarak baglanacak, RORC2
ekspresyonuna aracilik edecek ve naif Th hiicrelerin Th17 hiicrelere farklilasmasina aracilik
edecektir (111). Bu mekanizmaya ek olarak Foxp3’iin RORC2 fonksiyonlarmi antagonize
ederek Th17 gelisimini bloke ettigi de bildirilmistir (140).

Son zamanlarda tanimlanan bir bagka Th alt grubu Th22’dir. Bu hiicreler IL-6 ve TNF-
ao’'nin birlikte etkisiyle naif Th hiicrelerden farklilasirlar.  Eksprese olan spesifik
transkripsiyon faktoriit AHR, naif Th hiicrelerin Th22 hiicrelere farklilasmasma neden olur
(103, 141). Bu farklilasma sonunda olusan Th22 hiicreler IL-22 iiretirler (121). IL-22’nin
yani sira IL-13 irettigi gosterilen bu hiicrelerin Thl, Th2 ve Th17 hiicrelerine 6zgii olan
sitokinleri (swrasityla IFN-y, IL-4 ve IL-17) cok daha diisiik miktarlarda sentezledigi

gosterilmistir. Th22 hiicreleri ilk olarak alerjik dermatit ve psoriazis gibi enflamatuvar deri
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hastaliklarindaki rolleri ile giindeme gelmistir. 1L-22, epitel hiicrelerine etki ederek
antimikrobiyal savunmay1 gii¢lendirecek molekiillerin ekspresyonunu artirir (142). Bu
sekilde ozellikle gram negatif hiicre dis1 patojenlere karst savunmada rol alirlar (143). Ayni
zamanda bu hiicrelerin proliferasyonunu uyarip, sag kalimimni artirarak doku iyilesmesinde
(142) ve enflamatuvar deri hastaliklarinda epidermal yanit1 diizenlemede rol alirlar (121).
Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler IL-22°nin bu etkilerinde proenflamatuvar
sitokinlerin rolleri oldugunu disiindiirmektedir. Buna gore; TNF-a gibi proenflamatuvar
sitokinlerin varliginda 1L-22 patojen bakteri ve viriislere kars1 enflamasyonu gii¢lendirici rol
oynarken; ortamda TNF-o yoksa enflammatuvar siireci yatistirarak yara iyilesmesini ve
doku tamirini kolaylastirmaktadir (121).

Regiilator T (Treg) hiicreler ya timus’ta gelisir (dogal olarak meydana gelen Treg;
nTreg) veya THR stimiilasyonunu takiben TGF-f varliginda naif T hiicrelerinden
farklhilasirlar (indiiklenen Treg; iTreg) (144-145). Diger immiin yanit1 pozitif yonde
destekleyen Th hiicrelerin aksine Treg hiicreleri immiin yanit1 baskilayic1 olarak islev
goriirler.  Treg hiicrelerin en belirgin islevi self-toleransin ve immiin homeostazin
saglanmas1 ve devam ettirilmesidir. Treg hiicrelerin bunu tolerojenik dendritik hiicrelerin
gelisimini desteklerken, diger denritik hiicrelerin enflamatuvar 6zelliklerini ve efektor T
hiicrelerini harekete gecirme yeteneklerini bozarak (146) veya sitokin aracili (147) olarak
yaptiklar1 diisiiniilmektedir. Treg hiicre fonksiyonun bozulmasi otoimmiinite ve
enflamatuvar patolojilerin ortaya ¢ikmasma katkida bulunur. Ayrica Treg hiicrelerinin
enfeksiyoz ajanlara karst immiin yanitlarin dengelenmesinde ve patojenin ortadan
kaldirilmasindan sonra immiin homeostazin saglanmasinda o©nemli oldugu iddia
edilmektedir. Treg hiicreleri Foxp3 adi verilen bir transkripsiyon faktoriinii spesifik olarak
eksprese eder ve bu transkripsiyon faktoriiniin hiicre igi ekspresyonu en spesifik Treg
belirteci olarak kabul edilir (144-145). Foxp3 Treg hiicreleri igin etkin bir diizenleyici
olarak bilinir (107). Hem nTreg hem de iTreg hiicreler Foxp3 eksprese eder ve efektoér Th
hiicreleri baskilarlar. Bu nedenle birbirlerinden kolay ayirt edilemezler. Ote yandan bazi
kosullarda aktive olan efektor T hiicrelerin de gegici bir siireligine diisiik diizeyde Foxp3
eksprese ettikleri bilinmektedir (144). Ayni zamanda yiiksek diizeyde CD127 eksprese eden
bu hiicrelerin (148-149) aksine Treg hiicreler yliksek diizey Foxp3 ve diisiik diizeyde CD127
eksprese etmekte veya hi¢ etmemektedir (148, 150-151).

Bilinen tiim Th hiicre alt gruplari, ilgili transkripsiyon faktorleri ve salgiladiklari
sitokinler Sekil-3 de 6zetlenmistir (103).
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Sekil-3: Th hiicre alt gruplari, transkripsiyon faktorleri ve sitokinleri (kaynak (103)’den
alinarak diizenlenmistir)

Yakin zamana kadar T hiicre farklilagsmasinin dogrusal ve geri doniissiiz oldugu kabul
edilirdi.  Ancak yakin zamanda farklilasmis T hiicrelerin uygun uyaran bulunmasi
durumunda farkli bir efektor hiicreye doniisebildigi (118) ve in vitro olarak sitokin
profillerini degistirebildigi gdsterilmistir (152). Efektdr T hiicrelerin fenotipik stabilitesi,
herhangi bir harici uyaran yok ise, transkripsiyon faktoérlerinin ekspresyonu, farkli yollara
yonlendirecek genlerin baskilanmasi, epigenetik modifikasyonlar ve miRNA’lar ile
saglanmaktadir (118). T hiicrelerin immiin yanit sonucu ¢esitli dokularda biriktigi ve farkl
mikrogevrelerle karsilastigi disliniildiiglinde, T hiicre alt gruplarinin geri doniigsiiz
farklilasmasmin tehlikeli olabilecegi bildirilmistir (118). T hiicre platisitesine, 6zellikle de
Th17 ve Treg hiicrelerin plastisitelerine yonelik ¢ok sayida 6rnek bulunmaktadir.

Th17 plastisitesi: Ozellikle enflamatuvar kosullarda, IL-12 etkisiyle, diisiik diizeyde IL-
12Rp2 eksprese eden Thl7 hiicrelerin IFN-y eksprese etme ozelligi kazanmasi siklikla
karsilagilan bir durumdur (153) ve IFN-y ile IL-17 es zamanl tretilirler (154). Klasik Thl
hiicrelerden farkli olarak CD161 eksprese eden bu hiicrelerin, Thl gelisiminin bir
asamasinda olusan hiicreler ya da bilinmeyen bir programdan kaynaklanan kalici alt gruplar
olup olmadiklar1 net degildir. Th17 hiicreler IL-4’ten zengin ortamda IL-4 ve IL-17A iireten
Th17/Th2 hiicrelere de ddniisebilmektedir (155). Ote yandan, yapilan bir ¢alismada, IL-17
ireten Th2 hiicrelerin, klasik Th17 ve Th2 hiicrelerin havayollarinda olusturdugu sirasiyla

notrofil ve eozinofil infiltrasyonundan daha giiclii 16kosit infiltrasyonu, musin iiretimi ve
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goblet hiperplazisine neden oldugu gosterilmistir (156). Bu durum sitokin profilinde
degisiklik olan hiicrelerin klasik hiicrelere gore daha agresif olabilecegini diisiindiirmektedir
(118).

Treg plastisitesi: Treg hiicrelerin kiiltiir kosullarinda diger Th tiplerine doniisebildigi
bilinmektedir (98). Treg’lerin bunu Foxp3 ekspresyonlarini azaltarak veya ortadan
kaldirararak yaptig1 bildirilmistir (157-158). Bu azalmanin hiicreyi Treg hattindan
cikartmasa da supresif etkisini kaybettirdigi ve diger T hiicre alt gruplarina doniisme 6zelligi
kazandirdigi belirtilmektedir (157-158). nTreg (159) ve iTreg (160) hiicrelerin 1L-6 ile
uyarilmast sonucu IL-17 eksprese ettiginin gosterilmesi Treg hiicrelerin Th17 hiicrelere
doniisebilecegini gostermektedir. Foxp3’lin baskilanip IL-17 ekspresyonunun giliclenmesi
icin IL-6 aracili sinyal yeterli goriinmektedir. Ancak Treg hiicrelerin Th17 hiicrelere
doniisiimii i¢in Foxp3’lin tamamen yok olmasinin gerekmedigi, hem Foxp3 hem de IL-17
eksprese eden hiicrelerin bulundugu bildirilmistir (159-160). Ote yandan, Treg-Th17
plastisitesine benzer bir doniisiimiin Treg-Th2 hiicreleri arasinda da oldugu ifade edilmistir.
Foxp3 diizeyinin azalmasi durumunda in vivo kosullarda Treg hiicrelerin, 1L-4 eksprese
eden Th2 hiicreler doniistiigli, bu doniisiimiin Th2 tip immiin yanit ile iliskili hastaliklarin
temeli olabilecegi bildirilmistir (158, 161). Bu iki durumdan ¢ikartilabilecegi gibi; Treg
hiicrelerin Foxp3 ekspresyon diizeyleri bu hiicrelerin fonksiyonlar1i veya plastisitelerinin
temel anahtar1 durumundadir.  Ayrica Foxp3 eksprese eden Treg hiicrelerin, Thl
farklilagsmasimi saglayacak kiiltiir ortaminda IFN-y (98, 162-163), IL-4 bulunan ortamda ise
IL-9 eksprese ettigi de (164) gosterilmistir.

Ozetlenecek olursa; Th17 hiicreleri uygun kosullarda Thl ve Th2 hiicrelerine

dontistirken; Treg hiicreleri de Thl, Th2, Th9 ve Th17 hiicrelerine doniisebilmektedir.

Bilesen Icerisinde Biriken Biyolojik Yamit Diizenleyiciler ve Immiinolojik Mediyatorler

ES’lerde depolanma siirecinde biriken BYD-IM’in TRIM etkisinde rolleri olabilecegi
diigtiniilmektedir. ES siipernatanmnin MNH Kkiiltiiriinde Treg aktivitesini (27) ve TGF-p
aktivitesini artirdiginin gosterilmesi (165), LA-ES siipernatanimin tam kan kiiltiiriinde 1L-6,
IL-10 ve TNF-a diizeylerinde artisga neden olmasi (166) depolanma siirecinde birikim
gosteren BYD-IM’in TRIM etkisinde rolleri olabilecegini diisiindiiren ¢alismalara &rnek
olarak verilebilir. TRIM etkisinde rolleri olabilecegi diisiiniilen BYD-IM’den bazilar1
sunlardir: Sitokinler (21-24), ¢6ziiniir FasL ve ¢oziiniir HLA klas I molekiilleri (1, 59, 87,

20



165), LPS’ler, non-polar lipitler, lizofosfotidilkolinler (167), eikosanoidler (prostoglandinler
ve tromboksanlar) (168), serbest demir (68, 169-171) ve MP’ler (28).

Eikosanoidlerin bekleyen ES siipernataninda birikim gosterdikleri bildirilmistir (168).
Bunlardan PGE;’nin T hiicre fonksiyonlarini (172) ve Thl yanitin1 baskilarken (62), TGF-$
ile birlikte Treg gelisimini uyardiginin gosterilmesi (173) TRIM gelisimindeki olas1
rollerinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ekzozomlar ve MP’ler, hiicreler arasi
iletisimi saglarken sitokinler, biyoaktif lipitler gibi ¢esitli mediyatdrleri salgilayabilmektedir
(82-83). Salgiladiklar1 bu yapilarin TRIM etkisinde rolleri olabilmektedir (28). Uriin i¢inde
biriken LPS’lerin hiicre kiiltiiriinde sitokin {iretimini uyardiginin (174) ve Treg aktivitesini
artirdiginin gosterilmesi (175) LPS’leri de TRIM gelisiminde suglanan biyoaktif maddeler
arasmna sokmaktadir. Uriin i¢inde biriken yapilara bir diger 6rnek serbest demirdir. Demirin
potansiyel immiin diizenleyici etkisi ve makrofajlarin antimikrobiyal fonksiyonlar1 igin
demire gereksinim duydugu bilinmektedir (169). Retikiiloendotelyal sistem hiicreleri
enflamasyona yanit olarak demir salinimlarini baskilamakta ve patojenlerin demirden
yoksun kalarak 6lmelerini saglamaktadir (170). Demir yetersizliginde enfeksiyonlar azalip,
immiin yanit Thl yoniinde gelisirken, artan demir konsantrasyonunda bakteriyel
enfeksiyonlara yatkinlik artrmakta ve immiin yanit Th2 yoniinde gelismektedir (171).
Bununla birlikte demir yiiklii makrofajlarin proenflamatuvar (M1) formdan antienflamatuvar
(M2) forma déniistiigii belirtilmistir (68). Uriin i¢inde biriken serbest demir de bu
mekanizmalarla TRIM gelisimine katki yapabilmektedir. Bu ornekleri daha da gogaltmak
miimkiindiir.  Bizim c¢alismamizda BYD-IM arasmdan sitokinler degerlendirilmistir.
Sitokinler daha once de bahsedildigi gibi; enflamatuvar ve immiin yanitlara aracilik eden
farkli hiicre tipleri tarafindan iiretilen proteinler olup; immiin sistem hiicreleri arasinda
baglantiy1 saglayan birincil mediyatorlerdir (101). Depolanma siireci boyunca 6zellikle N-
ES siipernataninda birikim gdsterebilir ve alicida ¢esitli immiin diizenlenmelere neden
olabilirler (21-24). Bu goriisii destekler nitelikteki bazi g¢alismalarda LA ve N-ES’lerde
depolanma siirecinde sitokin diizeylerinde degisiklikler olustugunun gdsterilmesi
calismamiz i¢in yonlendirici olmustur (176-177). Bu nedenle ¢alismamizda LA-ES ve N-
ES 6rnek siipernatanlarinda Th alt gruplariyla iliskili sitokinler olan IL-4, I1L-6, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-13, IL-17, IL-22, TNF-a, TGF- ve IFN-y’nin plazma diizeyleri arastirilmustir.
Uriin siipernatanim olasi etkileri ve Iokosit azaltimmmn etkinligi calismamizda bu sekilde

degerlendirilmistir.
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Kan Bilesenlerinde Lokosit Azaltim

Kan bileseni i¢indeki lokositlerin transfiizyon sirasi ve sonrasinda dogurabilecekleri
olumsuz etkiler nedeniyle miktar olarak azaltilmasi islemi l6kosit azaltimi olarak tanimlanir.
Giliniimiizde kan bilesenlerinde 16kosit azaltimi eritrosit antijenlerine karsi antikorlarin
saptanmasindan ve enfeksiydz tarama testlerinin kullanilmaya baslanmasindan sonra
transflizyon tibbindaki en 6nemli ti¢lincii gelisme olarak degerlendirilmektedir (59). Bu
azaltim, filtrasyon, santrifiigasyon ve yikama yollariyla yapilabilmektedir.

Lokosit filtrasyonu, bu yontemlerin i¢inde en etkili 16kosit azaltma yontemi olup, 16kosit
filtreleri araciligryla gerceklestirilen bir islemdir. Uriin bu filtrelerden gegirilerek Iokositten
arindirlir. Farkl 6zellik ve kapasitelerde lokosit filtreleri bulunur. Bunlardan log3 16kosit
filtreleri %99,9 16kosit azaltimi saglarken, log4 16kosit filtreleri en ileri diizey (%99,99)
azaltma saglayan aracilardir. Uluslararas: standartlarin gerektirdigi kan bileseni igindeki
(250-300 mL) Iokosit sayismm 1x10%dan diisiik seviyede olma kosulunu sadece log3 ve
log4 16kosit filtreleri ile uygulanan bu yontem saglamaktadir.

Santrifiigasyon yonteminde iiriiniin santrifligasyonu sonucu lokositlerin yogun oldugu
tabaka (buffy coat) baska bir ortama alinarak 16kosit azaltilmaya caligilir. Yontemin
l6kositten armdirma etkinligi % 70-80 kadardir.

Yikamanin asil amaci 1okosit azaltmak degil plazmanm uzaklastirilmasidir. Ama bu
islem ile de iriin igerisindeki 16kositler belirli diizeyde azaltilabildigi i¢in bu amagla da
kullanilabilmektedir. Bu yontemde lokosit azaltma steril kosullarda, serum fizyolojik ile
eritrositlerin karistirilip santrifiigasyonu ve siipernatanin uzaklastirilmas: seklinde birbirini
tekrarlayan birkag islem seklinde yapilir. Yontemin lokositten arindirma etkinligi % 95-98
kadardr.

Bu islem iki sekilde yapilmaktadir:

1. Depolama &ncesi I6kosit azaltim1 (DO-LA); kan bileseni hazirlanirken yani kan
bileseni kan deposuna girmeden Once yapilir. Bu yolla l6kositlerin depolanma siireci
boyunca zararli bir takim mediyatorleri salgilamasi ve bu mediyatdrlerin {iriin iginde
birikimi engellenmis olur.

2. Depolama sonrasi 16kosit azaltimi (DS-LA); transfiizyon amaciyla alictya
gonderilmeden hemen oOnce yani kan deposundan c¢iktiktan sonra yapilir. Bu yolla
transflizyon sirasinda aliciya gecen lokositler azaltilir ama depolanma siireci boyunca {iriin
icinde bulunan l6kositlerden salinarak biriken mediyatdrler islem etkinligini azaltwr. DS-

LA-ES siipernataninin MNH Kkiiltiirtinde TGF-f aktivitesini artirdigi gosterilmistir (165).
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Bu nedenle en ideal 16kosit azaltma yontemi, 3 log veya tercihen 4 log 16kosit filtreleri
kullanilarak yapilan DO-LA’dir. DO-LA’nmn iiriin icindeki sitokin diizeyini azalttig1
gosterilmistir (178). Ayrica Phelan ve arkadaslar1 (179) calismalarinda, DO-LA’nm ES
transflizyonunun olusturdugu zarar verici etkileri engelledigini gostermistir. Hodge ve
arkadaslar1  (165) ise DO-LA’nin depolanan ES’lerin immiinomodiilator etkilerini
engellerken, DS-LA’nin bu etkiyi yok edemedigini belirlemistir. Bu ¢alismalar DO-LA nin
etkinligini gosteren ¢alismalardan iki tanesidir. En etkili lokorediiksiyon yontemi 16kosit
filtrasyon oldugu i¢in metin igerisinde 16kosit azaltimi ifadesiyle aksi belirtilmedikge lokosit
filtrasyonu isaret edilmistir.

Lokosit azaltimimin, febril non-hemolitik transfiizyon reaksiyonlarin, CMV gibi bazi
enfeksiyoz ajanlarmm gecisini ve HLA alloimmiinizasyonunu engellendigi bilinmektedir.
Ancak transflizyonun diger komplikasyonlar1 lizerindeki etkinligine yonelik kanitlar cesitli
ve celiskilidir. Fransa, Ingiltere, Kanada gibi gelismis iilkeler tiim kan bilesenlerini DO-LA
islemi uygulanarak kullanilmaktadir (iiniversal l6korediiksiyon). Bu iilkelerde tiniversal
I6korediiksiyon uygulamasimdan onceki ve sonraki doneme ait postoperatif enfeksiyon ve
mortalite sikliklarmi degerlendiren “before&after” calismalarindan sadece bir tanesinde
mortalite sikligm tiniversal 16korediiksiyon uygulamasi sonrasi azaldigi saptanmis (180),
digerlerinde mortalite ve postoperatif enfeksiyon siklig1 iizerine olumlu bir etki
belirlenmemistir (1). Bu ve benzeri retrospektif ¢alismalarin yaninda gozlemsel ¢alismalarin
sonuglar1 da degiskendir. Ornegin travma hastalarinda 16korediiksiyonun pnémoni sikligini
%45 oraninda azalttigi (181) ama mortalite tizerine herhangi bir etkisi olmadig:
gozlemlenmistir (182). Bazi metaanalizlerde lokorediiksiyonun enfeksiyoz komplikasyonlar
ve mortalite iizerine etkisi olmadigi hesaplanirken (183-184); bazilarinda da 6zellikle
kolorektal ve kardiyak cerrahi srasmmda LA-AKT alan hastalarda postoperatif enfeksiyon
riskinin %10 daha az oldugu hesaplanmistir (90). Kardiyak cerrahi sirasinda LA-AKT alan
hastalarda mortalitenin ve postoperatif enfeksiyon sikliginin anlamli sekilde diistiigiinii
gosteren randomize kontrollii ¢alismalar (14, 79) 16kosit azaltmanin olumlu etkilerini ortaya
cikaran ve vurgulayan gozlemsel calismalari desteklemektedir. Daha cok gdzlemsel
calismalarda ortaya atilan 10kosit azaltmanmn TRIM gelisimini engelleme konusundaki
olumlu etkisi randomize kontrollii ¢alismalarla net olarak desteklenememektedir. Yukarida
da paylasildig1 gibi olumlu sonuglar bildiren randomize kontrollii ¢aligmalar oldugu gibi
olumsuz sonuclar bildirenler de vardir.

Lokorediiksiyonun etkinligini bizim g¢alismamizda oldugu gibi sitokinler araciligiyla

degerlendirirken; depolanma siirecinde kan bileseni icinde birikebilen ama Iokosit
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filtrelerinden gegerek lokorediiksiyondan kurtulabilen ekzozomlar ve MP’ler (82-83) gibi
molekiilleri, LPS’ler (174-175), serbest demir (68, 169-171), eikosanoidler (168, 172-173)
gibi mediyatorleri goz oniinde bulundurmak gerekir. Ciinkii ES siipernatani TRIM etkisine
yol acabilen l6kositlerden veya l6kosit dis1 kaynaklardan koken alan ¢ok sayida molekiil

icermektedir ve boyle yapilar 16korediiksiyonun etkinligini azaltmaktadir.
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Amag ve Calismanin Onemi

Kesin mekanizmasi belirsiz olsa da, immiin regiilasyondaki kritik dnemleri ve genis
repertuvarlariyla Treg’ler, TRIM’de akla gelen ilk hiicre grubudur. Bu konuda onemli ve
detayli bir ¢alisma olan Baumgartner ve arkadaslarinin (27) ¢alismasi bizim ¢alismamiza
ilham kaynagi olmustur. Baumgartner ¢alismasinda; N-ES ve 3log filtreler ile elde ettigi
LA-ES’lerin 1 ve 42. giin Orneklerine ait siipernatanlar ile saglikli kisilerden alinmis
periferik kan MNH’lerini kiiltiir ortaminda karsilastirarak Treg gelisimini degerlendirmistir.
Ayni1 zamanda LA-ES, N-ES ve kiiltiir siipernatanlarinda sitokin diizeylerini arastirmustir.
Tim ES siipernatanlarinin 16korediiksiyondan ve depolanma siiresinden bagimsiz olarak
hiicre kiiltiiriinde Treg gelisimini uyardigini bildirmis; bu gelisimin siipernatandaki
sitokinlerden bagimsiz oldugunu belirtmistir.

Calismamiz ES’lerin TRIM ile iliskisini degerlendirmek amaciyla kurgulanmistir. Uriin
icinde depolanma siireci boyunca meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi, TRIM ile
iligkilendirilmesi ve lokorediiksiyon-TRIM iligkisinin degerlendirilmesi ¢alismamizin
hedeflerini olusturmustur. Degisim diizeyleri belirlenecek parametreler olarak; Th hiicre alt
gruplar1 ve plazma sitokin diizeyleri secilmistir.  Kan bileseni i¢indeki MNH’lerin
TRIM’deki rollerini belirlemek i¢in; Th alt gruplarinin depolanma siirecinde N-ES’ler iginde
gosterdikleri degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Kan bileseni plazmasinda depolanma
siirecinde biriken BYD-IM ve ¢dziiniir mediyatdrlerin TRIMdeki rollerini belirlemek igin;
N-ES ve LA-ES siipernatanlarindaki sitokin profillerinin siire¢ ic¢inde gosterdikleri
degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir. Lokorediiksiyonun etkinligini yorumlamak i¢in;
N-ES ve LA-ES siipernatanlarindaki sitokin profillerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Analizler ayn1 bagis¢iya ait LA ve N-ES 6rneklerinde gergeklestirilmis; N-ES’lerde Th
hiicre alt gruplar1 arastirilirken, LA-ES ve N-ES’lerde sitokin diizeyleri oOl¢iilmiistiir.
Baumgartner’in ¢alismasindan farkli olarak analizler dogrudan iiriinde yapilmis, tiim Th alt
gruplar1 ve onlarla iligkili sitokinlerin plazma diizeyleri daha sik araliklarla arastirilmis ve
lIokorediiksiyonda 4log filtreler kullanilmistir. Analizlerin {iriin i¢inde yapilmasiyla TRIM
etkisinin ES iginde baslayan bir siirecin hastadaki yansimasi olup olmadigi degerlendirmek
istenmistir. Analiz profilinin genisletilmesiyle Th alt gruplarinin ve irettikleri sitokinlerin
TRIM’deki olast etkilerini degerlendirmek amaglanmistir. 0, 21 ve 42. giin 6rneklerinde
analizlerin yapilmasiyla depolama siirecinin TRIM etkisindeki rolii aragtirilmak istenmistir.
4log filtrelerin kullanimiyla 10 kat daha fazla I0kosit azaltarak bu diizeydeki

lIokorediiksiyonun TRIM etkisini azaltma giiciinii degerlendirmek amaclanmistur.
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2. GENEL BILGILER

Calismamizda bagis¢ilardan alinan kan bilesenleri steril kosullarda ikiye bolindiikten
sonra bunlardan birine i¢indeki l16kositleri azaltmak amaciyla filtrasyon iglemi uygulanirken,
digerine herhangi bir 16kosit azaltict islem uygulanmadi. Boylelikle LA-ES ile N-ES’ler
elde edildi. N-ES’lerde akim-sitometre yontemi ile Th hiicre alt gruplari, Ger¢ek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time-Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) yontemi ile
transkripsiyon faktorleri ve Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ile sitokin
profilleri arastirilirken, LA-ES’lerde sadece ELISA ile sitokin profilleri arastirildi. Bu

nedenle bu boliimde kullandigimiz ii¢ yontem hakkinda kisa bilgiler verilecektir.

Akim-Sitometre

Akan bir stv1 igindeki hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Ol¢iilmesini saglayan sistemdir. Siispansiyon halindeki hiicrelerde yiizey
antijenlerinin belirlenmesi, T ve B lenfosit alt gruplarmin saptanmasi, 16semi ve lenfoma
tiplemesi, DNA analizi, hiicre i¢i sitokinlerin saptanmasi, kromozom analizi gibi bir¢ok
konuda kullanilan bir yontemdir. Siispansiyon halindeki bu hiicrelerin biliyiikliik ve
graniilaritelerine gore tek hiicre diizeyinde 6l¢iilebilmesi yaydiklar1 floresan yogunluguna
baglidir. Bu florensansi saglamak i¢in O6nce bu hiicrelerin floresan isaretli (Fluorescein
isothiocyanate; FITC, Phycoerythrin; PE, Peridinin-chlorophyll proteins; PerCP vb)
monoklonal antikorlarla isaretlenmesi gerekir. Isaretlenmis bu hiicrelerden floresan agiga
cikarmak i¢in glic kaynagi olarak lazer kullanilmaktadir. Lazer 1sminin ayni1 anda tek hiicre
tizerine diismesi ve sadece onun analizi yapabilmesi i¢in isaretlenmis bu hiicrelerin lazer
kaynagi Oniinden tek sira halinde ge¢mesi gerekmektedir. Tek sira halindeki bu gecis,
sistemin hidrolik sistem veya akict sivi sistemi olarak isimlendirilen alt sistemi tarafindan
saglanir. Hidrostatik basingla siispansiyonun akis kabinine gonderildigi hidrolik sistem
sayesinde saniyede yaklagik 500 hiicrenin tek sira halinde lazer dniinden gegisi ve analizi
saglanmaktadir. Bu gec¢is sirasinda lazer yardimiyla agiga ¢ikan floresan sac¢ilimin
analizinin yapilabilmesi igin toparlanip diizgiin bir sekilde dedektorlere gonderilmesi
gerekir. Floresan sagilimlariin derlenmesinden optik sistem olarak isimlendirilen bir diger
alt sistem sorumludur. Optik sistemle toparlanan floresan sagilimlar, Forward Scatter (FS),
Side Scatter (SS) ve floresan dedektorlerine (FL-1, FL-2, FL-3 vb) ulastirilir. FS lazer 151k

kaynagi ile ayni yonde bulunur ve ayni yonde 20" agiyla etrafa yayilan 1sinlar1 toplayarak
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hiicre yiizey alani ve biiytikligii hakkinda bilgi verir. SS eksitasyon ¢izgisine yaklagik 90°
aciyla yayilan 15181 6lgerek graniilarite ve hiicre i¢yapisi hakkinda bilgi verir. FL’ler ise
farkli dalga boylarindaki floresan dlgiimler, florokrom maddelerle isaretlenmis hiicre yiizey
reseptorleri veya sitokin ve DNA gibi hiicre i¢i molekiiller hakkinda bilgi verir.
Dedektorlere ulasan sinyalin “Photo Multiplier Tubes” (PMT) ile amplifiye edilerek elektrik
sinyale ¢evrilmesi ve analiz igin bilgisayara aktarilmasindan da elektronik sistem olarak
isimlendirilen diger bir alt sistem sorumludur. Bu sekilde elde edilen hiicre biiyiikliigi,
graniilaritesi ve isaretli monoklonal antikorlarla belirlenmis hedef antijene ait bilgiler
grafikler araciligi ile gosterilir. FS/SS histogrami ile hiicre siispansiyonu ic¢indeki farkli
popiilasyonlar birbirinden ayrilir. Siispansiyon i¢inde biiylikliik ve graniilarite 6zelliklerine
gore dagilim gosteren bu hiicre popiilasyonlar1 i¢inden bilgi edinilmek istenen gruplar
cergevelenerek belirlenebilir. Bu isleme kapilama islemi denmektedir ve bu islemden sonra
sadece kapilanan bolgedeki hiicreler hakkinda bilgi edinilir (Sekil-4) (185-187) .
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Sekil-4: Kapilama iglemi ve hiicre i¢i sitokin diizeyi

RT-PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu in vitro / in vivo ortamlarda uygulanabilen DNA
amplifikasyon metodudur.  Ozgiin genetik pargaciklarm “Taq polimeraz” yardimiyla
cogaltilmasini saglar. Gerekli reaktif ve ekipman yardimiyla DNA replikasyonunun in vitro
ortamda defalarca tekrarlanmasi sonucu istenen DNA dizisinin (150-3000 niikleotidlik
diziler) milyarlarca kopyasi olusturulabilir. Ancak RNA ile calisilacagi zaman ilk once
reverse transkripsiyonla cONA elde etmek gerekmektedir. Gerekli olan reaktifler:

e Kalip olarak kullanilacak DNA (genomik DNA) veya komplameter DNA (cDNA)

e iki tane tek iplikli sentetik DNA oligoniikleotidi (forward ve reverse primer)

e Dort tip deoksiriboniikleotid trifosfat (AINTPs)

e Yiiksek sicaklikta ¢alisabilecek bir DNA polimeraz (Taq DNA pol.).
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Bu reaktifler yardimi ile {i¢ ana dongiiniin ¢evrimler halinde tekrarlanmasi sonucu
istenen DNA dizisinin kopyalar1 ¢ikartilabilmektedir. PCR temelde ii¢ ana dongiiniin
tekrarlarindan olusur:

e Denatiirasyon

e Annealing (eslesme)

e Elongasyon (uzama)

Denatiirasyon asamasinda 94-98°C’de ¢ift iplik¢ikli DNA’nin iki tek iplikgige
ayrilmasi, annealing asamasmda 37-60°C’de primerlerin tek iplik¢ik halindeki kalip
DNA’ya spesifik olarak baglanmalari, uzama asamasmda ise 72°C’de primerlerle
smirlandirilmis olan bolgelerin Taq polimeraz enzimi tarafindan amplifikasyonu saglanir.
Denatiirasyon ve uzama asamalarindaki sicakliklar degismezken, annealing sicakligi istenen
DNA dizisinin AT/GC igerigine gore degisebilir. Dongiiler yaklasik 30-35 defa tekrar
edilir. Yeni sentezlenen fragmentler bir sonraki dongiide kalip gorevi goreceklerinden her
dongiide ¢ogaltilmak istenen dizinin logaritmik (2") bir artis1 s6z konusudur (Sekil-5).

Bu dongiisel islemlerin Thermo Cycler (sicaklik diizenleyici) gibi ekipmanla
birlestirilmesi ve sonuglarin islem sirasinda belirlenebilmesi ile RT-PCR gelistirilmistir.
RT-PCR’da iirlinlerin analizi agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda
goriintiilenmesi gibi islemlere gerek kalmadan; diziye spesifik olmayan floresan boyalar ya
da diziye spesifik problar yardimiyla islem sirasinda yapilabilmektedir. Bu yontem ile DNA
ve mRNA ornekleri tek bir test tiipiinde kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilebilmekte ve
cok sayida ornek diistik bir kontaminasyon riskiyle giivenle ¢alisilabilmektedir. Ayrica bu
yontemde ayrica islemler gercek zamanli oldugu igin reaksiyon asamalar1 da

izlenebilmektedir.

ELISA

ELISA, o6zgiil antijen-antikor baglantiSmi enzimle isaretli antikorlarla gostererek,
antijen veya antikorlar1 arastirmaya olanak saglayan immiinokimyasal bir 6lgtim teknigidir.
Isaretlemede kullanilan enzimin spesifik substrat aracih@iyla agiga ¢ikan renkli iiriinlerin
dlciilmesiyle, aranan antijen veya antikor hakkinda bilgi edinmeyi saglar. Ozgiil antikorlar
araciligiyla Ornekteki antijenler, ozgiil antijenler araciligiyla Ornekteki antikorlar

degerlendirilebilir. Gerekli malzeme ve reaktifler sunlardir:
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Sekil-5: PCR

e Kat1 faz olarak kullanilacak polistren Ol¢iim tiipii, boncuk veya mikroplak
kuyucuklar1

e Kat1 faza adsorbe edilmis reaktif: Bu reaktif, 6rnekte antijen arastirilan durumlarda
antikor; antikor arastirilan durumda antijen olabilir.

e Konjugat/Reaktif: Alkalen fosfataz (ALP), horseradish peroksidaz (HRP), biotin ve
benzeri bir enzimle ile isaretlenmis spesifik antikor veya anti-human antikor.

e Substrat: Konjugattaki enzimin renk degistirmesi i¢in kullanilan 5-Bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate/nitro-blue tetrazolium chlorid (BCIP/NBT), Tetrametilbenzidin (TMB)
ve streptavidin ve benzeri kromojenik soliisyonlar.

e Yikama soliisyonu (Phosphate Buffered Saline; PBS): Islem basamaklar1 arasinda
spesifik olmayan baglantilar1 engellemek amaciyla yapilan yikama igleminde kullanilir.

e Durdurma soliisyonu: Kromojenik substratin kendiliginden renk degistirmesini
engellemek icin kullanilan asidik/bazik ¢6zeltiler.

e Spektrofotometre: Islem sonunda ortaya c¢ikacak renk siddeti ve analit
konstrasyonunu 6lgmek i¢in kullanilir.

Reaktif adsorbe edilmis kat1 faza 6rnek pipetlenir ve inkiibe edilir. Ornekte reaktife
spesifik antijen veya antikor var ise reaktife baglanarak antikor-antijen kompleksleri
olusturmasi beklenir. Yikama ile antikor-antijen kompleksleri disindaki maddeler ortamdan
uzaklastirilir.  Konjugat eklenir, inkiibe edilir ve antijen-antikor-konjugat komplekslerinin

[(primer antikor-spesifik antijen-enzim isaretli spesifik antikor) veya (primer antijen-spesifik
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antikor-enzim isaretli anti-human antikor)] olugmasi beklenir. Yikama ile antijen-antikor-
konjugat kompleksi disindaki maddeler ortamdan uzaklastirildiktan sonra substrat eklenir.
Ardindan durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir ve spektrofotometrede
degerlendirilir (Sekil-6). Ornekte reaktife spesifik antijen veya antikor var ise renkli iiriin
olusur ve negatif kontrol degerlerine gore anlamli bir sonug¢ elde edilir. Renkli iiriin

olusumu, 6rnekte bulunan reaktife spesifik ligandin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

e _
v’ a8 A°

Antikor Kapli Plak Serum Inkiibasyonu Enzim Bagl Antikor
(Konjugat) Eklenmesi

V'O O ®

Spektrofotomefre

=

Substrat Eklenmesi Renkli Uriin Olusumu Olgim
Sekil-6: ELISA
Kati faza adsorbe edilen reaktifin ve eklenen konjugatin tiirtine gére ELISA’nin direkt,
indirekt, sandvi¢ ve kompetitif ELISA gibi tiirleri bulunmaktadir. Ayrica kullanilan kati
fazin (lateks partikiil gibi) ve konjugati isaretleyen yapinin (floresan madde, luminesans
veren madde gibi) tiirlerine; yontemdeki ve okuma asamasindaki farkliliklara gore de
Mikropartikiil Enzim Immiinoassay (MEIA), Floresan Polarizasyon Immiinoassay (FPIA),

Kemiliiminesans olarak isimlendirilen ELISA teknikleri bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma;

3.1. Kanlarin alinmasi ve drneklerin hazirlanmasi

3.2. Sitokinlerin ¢aligilacagi 6rnek plazmalarin ayristirilmasi ve ¢aligilmasi

3.3. Filtre edilmemis ES 6rneklerinde akim-sitometrik 6lgiimlerin yapilmasi

3.4. Filtre edilmemis ES oOrneklerinden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve
transkripsiyon faktorlerinin caligilmasi

3.5. Istatistiksel degerlendirmenin yapilmasi asamalarindan olusmaktadir.

3.1. Kanlarin Alinmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calisma i¢in Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’ndan onay alindi
(Onay No: 2011-3/20 ve Onay Tarihi: 25.01.2011). Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dr.
Rasit DURUSOY Kan Merkezine basvuran ve “Ulusal Kan ve Kan Uriinleri Rehberi 2011”
bagis¢1 se¢im Olgiitlerine uygun 10 gonilli bagisgidan CPD/SAG-M Ddértlii Pediatrik
Komponent Sistemi isimli kan torbalarma (Mamiil Kodu: 20000006380, Kansuk, Tiirkiye)
(Sekil-7) alinan 10 iinite tam kanda Sekil-8 deki algoritma uyarinca asagidaki islemler
gergeklestirildi.

e N-ES orneklerinin elde edilmesi

e LA-ES 6rneklerinin elde edilmesi

e LA-ES/ N-ES 6rneklerin sonraki asamalar i¢in hazirlanmasi

Sekil-7: CPD/SAG-M Dortlii Pediatrik Komponent Sistemi
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Eritrosit Stispansiyonu Plazma

Pediatrik Torbalara
Bolme

y

0. Raf Giinii || 21. Raf Giinii||42. Raf Giini|
ES Omegi | ES Omegi || ES Omegi

Sekil-8: Tam Kandan Orneklerin Hazirlanma Algoritmasi

3.1.1. N-ES Orneklerinin Elde Edilmesi:

Oda sicakliginda 2-6 saat bekletilen tam kanlar, ES ve taze plazma elde etmek amaciyla
“Sogutmalr (4C) Komponent Santrifiijii’nde (Hettich, Roto Silenta 630 RS, Almanya) 3100
rpm hizda 18 dakika cevrildi. Tabakalanan tam kanin en iistte kalan boliimii (plazma) ayri
bir torbaya alind1 (Sekil-9) ve “Hortum Kapatma Cihaz” (Delcon, HemoWeld-T, Italya)

aracilig1 ile steril olarak sistemden




Sekil-9: Plazmanin ayrilmasi
ayrildi. Ana torba icerisinde kalan ES’nin iizerine pediatrik torbalardan birinde bulunan ek
soliisyon (SAG-M) eklendi. Elde edilen ek soliisyonlu ES’nin yaris1 esit olarak ii¢ pediatrik
torbaya paylastirildi (Sekil-10a). Ardmdan 6nceden kimliklendirilmis olan ii¢ pediatrik
torba N-ES’lerin 0, 21 ve 42 stok giinii 6rneklerini olusturmak tizere hortum kapatma cihazi

ile birbirinden ayrild1 (Sekil-10b).

Sekil-10: N-ES 6rneklerinin olusturulmasi (a) £S nin bolinmesi, (0) N-ES ve ES érnekleri

3.1.2. LA-ES Orneklerinin Elde Edilmesi:

Pediatrik torbalara boliinmeden ana torbada birakilan ES, LA-ES 6rneklerini olugturmak
amaciyla, 4log 16kosit filtreli Tam Kan Lékosit Filtreli CPD/SAG-M Dortlii Pediatrik

Komponent Sistemi (Kansuk, Tiirkiye) adli torbalarla Sekil-11’de ok ile isaret edilen yerden

- ) )

Sekil-11: Kan Lokosit Filtreli CPD/SAG-M Dértlii Pediatrik Komponent Sistemi
steril kosullarda birlestirildi. Birlestirme icin TSCD-T model “Steril Tiip Birlestirme
Sistemi” (Terumo, ABD) kullanildi. Birlestirme sonrasi ES, birlestirildigi torba sisteminde
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bulunan ve iriin igerisindeki lokositleri %99,99 (4log) azaltma kapasitesi olan lokosit
filtresinden (Pall, Ingiltere) gecirilerek transfer torbaya aktarildi (Sekil-12a). Transfer
torbasina aktarilan ES, ii¢c pediatrik torbaya esit olarak dagitildi. Daha Onceden
kimliklendirilmis olan pediatrik torbalar 0, 21 ve 42. raf giinleri i¢cin LA-ES Orneklerini
olusturdu (Sekil-12Db).

B

Sekil-12: LA-ES 6rneklerinin olusturulmasi (a) ES nin filtrasyonu, (b) LA-ES ornekleri
Olusturulan N-ES ve LA-ES o6rneklerinin 21 ve 42. raf giiniinii temsil edecek olanlar1
kan saklama dolaplarinda (Niive, Tiirkiye) saklanirken, 0. giin Ornekleri ¢alismanin geri
kalan asamalar1 i¢in islemden gegirildi ve hazirlandi. Bu hazirlik islemleri 21 ve 42. raf

giinleri geldiginde ilgili 6rneklere de 0. giin 6rneklerine benzer sekilde uygulandi.

3.1.3. LA-ES/N-ES Orneklerin Sonraki Asamalar icin Hazirlanmast:

LA-ES ve N-ES ornek torbalar1 i¢indeki kanlar 5-7 adet tiiplere 10’ar mL’lik aktarildi
(Sekil-13).

' Pl
P

‘Sekil-13: LA-ES ve N-ES orneklerinin tiiplere aktarilmasi
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LA-ES 6rnek tiiplerinin tiimii, 16kositten arindirildiklar: ve iglerinde teorik olarak yeterli

diizeyde 16kosit bulunmadigi diisiiniildiigii i¢in sadece sitokin ¢aligmalar1 i¢in plazma
kaynagi olarak ayrildi.

N-ES 6rnek tiiplerinin biri lenfosit alt gruplarina yonelik akim-sitometrik dlgiimler igin,

ikincisi RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve transkripsiyon faktorlerini ¢alismak i¢in, geriye

kalanlar ise sitokin ¢aligmalari i¢in plazma kaynagi olarak ayrildi.

3.2. Sitokinlerin Calisilacagi Ornek Plazmalarin Ayristirilmasi ve Calisilmasi

Sitokin ¢aligmalar1 i¢in ayrilan N-ES ve LA-ES 6rnek tiipleri dnce 3.500 x g de 10
dakika santrifiij edildi. Plazmalar1 ayrilarak 1,5 mL’lik kii¢iik tiiplere aktarildi (Sekil-14a).
Kiigiik tiipler plazma i¢inde kalan hiicre artiklarindan plazmay: arindirmak i¢in 15.000 x g
de 7 dakika ikinci kez santrifiij edildi. Santrifligasyon sonrasi 6rnekler yeni tiiplere almarak
etiketlendi ve -20/-80 °C derin dondurucularda (Sanyo, Japonya ve Revco, ABD) saklandi
(Sek11—14b)

tal
j;‘?\’ﬁ\%#xxux\
YNy %Y AN
"V\?33\"\_‘\\

Sekil-14: Ornek plazmalarinm elde edilmesi (a) Kug:uk tuplere aktarma (b) Saklanan érnekler

Saklanan o6rneklerde IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22, TNF-a, TGF-B

ve IFN-y’nin plazma diizeylerini belirlemek icin ticari ELISA kitleri (BioLegend, ABD)
kullanild1.

3.2.1. Reaktiflerin ve Orneklerin Hazirlanmasi:
e Tiim reaktifler kullanmadan gore sulandirildi.
e Wash Buffer (20x) kendisinin 19 kat1 deiyonize su ile sulandirilip 1x diliisyonuna

getirilerek 1x Wash Buffer elde edildi. Iginde kristalize yap1 kalmamasma dikkat edildi.

Kristallesme var ise oda 1sisinda bekletildi ve ¢oziinene kadar vortekslendi.
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e Liyofilize haldeki sitokin standartlar1 20 ng/mL Standart Stok Soliisyonu elde etmek
iizere, sise lzerinde belirtilen miktarlarda Assay Buffer A soliisyonu ile sulandirildi.
Sulandirilan standartlar 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tamamen karigmasi
icin hafifce vortekslendi.

e |L-4 olgiimleri igin liyofilize haldeki matriks C’nin ve IL-8 dl¢ilimleri icin liyofilize
haldeki matriks A’nin kullanilmas1 gerektigi i¢in bu sitokinler dl¢iilecegi zaman liyofilize
malzeme sise i¢inde 2mL deiyonize su ile sulandirilip, 15 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra tamamen karigmasi i¢in hafifge vortekslendi.

e Plazma Orneklerinin sulandirilmasina kit talimatina gore gerek olmadigi i¢in 6rnekler

sulandirilmadi.

3.2.2. Test Prosediru:

e Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

e Her sitokin i¢in istenen oranda diliie edilmis Standart Stok Soliisyonu elde etmek i¢in

belirtilen miktarda Standart Stok Soliisyonu yine belirtilen miktarda Assay Buffer A ile
sulandirilarak 500 pL’lik voliim elde edildi. Elde edilen voliim 250 pL’lik aktarimlarla 6
kez % sulandirildi (Sekil-15).

5 ulL 250l 250 pL 250 puL 250l 250 pL 250 plL

Standart Stok 200 100 50 25 12.5 6.3 3.2 pg/mL

Solusyonu

Sekil-15: IL-17A Standart Stok Soliisyonu dilﬁTyonu
e Plaktaki tiim kuyucuklar en az 4 kez 1x Wash Buffer ile yikandi ve ters cevirip
kurutma kagidina vurularak kurutuldu. Sonraki tiim yikamalar ayni sekilde yapild.

e Standartlarin ve 6rneklerin plak tizerindeki yerlesimi Sekil-16’daki gibi yapildi.
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[ 3

[ a Std1/1 | Std1/1 1 9 17 25 33 41 49 57
| B std1/2 | std1/2 2 10 18 26 34 42 50 58
| ¢ std1/a | stdi/a 3 11 19 27 35 a3 51 59
) std1/s | stdi/s a 12 20 28 36 a4 52 60
| E std 1/16 | std 1/16 5 13 21 29 37 a5 53

| F std1/32 | std1/32 6 14 2 30 38 a6 54

| @ std1/64 | std1/64 7 15 23 31 39 a7 55

| H sifirstd | sifirstd 8 16 24 32 40 48 56

[ standartlar | Ornekler |

Sekil-16: ELISA plaklarinda standartlarin ve 6rneklerin yerlesim plani

e IL-6,9, 10, 13, 17A, 22, IFN-y, TNF-a, TGF-B i¢in, tiim kuyucuklara 50 pL Assay
Buffer A,

e |L-4 icin, standart kuyucuklarina 50 yL Matrix C, 6rnek kuyucuklarina50 pyL Assay
Buffer A,

o |L-8 caligilirken, standart kuyucuklarina 50 yL Matrix A, 6rnek kuyucuklarma 50 pyL
Assay Buffer A eklendi.

e Sekil-16’daki plana uygun sekilde 50’ser YL standart ve 50’ser UL ornek uygun
kuyucuklara pipetlenip plak tizeri Plate Sealer ile kapatildi.

e Plaklar oda 1sinda 2 saat siiresince 200 rpm de galkalanarak (Biosan, Mini Rocker
MR-1; Letonya) inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siiresi sonunda plak igerigi dokiiliip plak 4 kez yikandi.

e Calisilan sitokine spesifik antikorlar her kuyucuga 100’er L pipetlenip, plak tizeri
kapatildiktan sonra oda sicakliginda 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Plak igerigi lavaboya dokiiliip, plak 4 kez yikandi.

e Her kuyucuga 100’er yL Avidin-HRP pipetlenip, plak iizeri kapatildiktan sonra oda
sicakliginda 20 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Plak igerigi dokiiliip, plak 5 kez yikand1. Ilk 4 yikama &ncekiler gibi iken, arka plan
sinyalini en aza indirmek amaciyla 5. yikamada yikama soliisyonu kuyucuklarda 30-60
saniye bekletildi.

e Her kuyucuga 100°er gL Substrate Solution pipetlendikten sonra plaklar karanlikta
10-30 dakika bekletildi.

e Karanliktan ¢ikartilan plaklarin tim kuyucuklarma 100’er yL Stop Solution
eklendikten sonra 30 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Sunrise,
Tecan, Isvigre) absorbans degeri belirlendi (Olgiim dalgaboyu: 450 nm; Referans dalgaboyu:
620 nm).

e Her sitokin i¢in Sekil-17’dekine benzer veriler elde edildi.
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Measurement mode: Absorbance

Measiremsnt length: 450 nm

Read mode: Normal

Unit: OD Raw data
1 2 | 3 4 [ s | & [ 7 g8 | o [ 1o 11 12 |

Al 2888 | 1357 | 0236 | 0402 | 0246 | 0405 | 0327 | 0102 ’I 012 | 0077 | 0 | 0

(Bl 1838 | 1214 | Dass | 0473 | 0258 ¢ 0344 ¢ 0452 | 000 | 0422 | ao7d o a

‘ , - i N

{C| 0388 | 04s8 | 0738 0.9 0222 | 016 | 0273 | 0081 | 0095 | 0.084 0 0

|D| 0311 | 0442 | 1118 | 0217 | 0869 | 02907 0845 | 0082 | ooss | ooss | o 0

E| 0273 | 0228 | 0256 i‘ 0086 | 0108 010t | 0104 | 0111 | o117 | o o o

Fl ote2 | o164 | 1238 | o188 | 0229 | o088 | 0422 | 0114 | 0142 | 0 | o o

el o1 [ o102 | o4s 008 | 0084 | 0092 | 0081 | 0.108 | 0.144 o | o 0

(H| opss | 0os4 | 0083 | 0401 | 0107 | 0089 | 008 | 0086 | 0317 o | o 0

Sekil-17: ELISA sonuglarina 6rnek

3.2.3. Sitokin Diizeyi Sonuclarimin Hesaplanmasi:

Her sitokin igin ayr1 ayr1 egri olusturulup elde edilen verilen buna gore degerlendirildi.
Egri olusturmak i¢in standartlarin sonuglar1 ve referans degerler kullanildi. Her standart
diliisyon i¢in elde edilen 2 degerin ortalamasi alindi. Bu ortalama degerin X eksenine,
referans degerlerin Y eksenine getirilmesi ile egriler ve bunlara iliskin formiiller elde edildi.
Elde edilen formiiller 6rneklerden elde edilen sonuglara uygulanarak sitokin diizeylerine

yonelik asil degerlere ulagildi.

3.3. Filtre Edilmemis ES Orneklerinde Akim-Sitometrik Ol¢iimlerin Yapilmasi

N-ES’lere ait 6rnek tiiplerinden bir tanesi, akim-sitometre yontemi ile Thl, Th2, Th9,
Th17, Th22 ve Treg hiicrelerinin yilizey belirteglerine ve hiicre i¢i sitokin ekspresyonlarma
gore arastirilmasinda kullanildi. Bu grup calisma, LA-ES igerisinde teorik olarak yeterli

diizeyde l6kosit bulunmadig: diistiniildigii icin, LA-ES’lerde yapilmadi.

3.3.1. Lenfosit Alt Gruplarinin Degerlendirilmesi:

Calismada her &rnek icin 19 adet akim-sitometre tiipii (12x75 mm) kullanildi. insan
MNH yiizey belirteglerine karsi sigan ve farelerden elde edilmis fluorescein isothiocynate
(FITC), phycoerythrin (PE), allophycocyanin (APC), peridinin-chlorophyll proteins
(PerCP), phycoerythrin-cyanin5.1 (PE-Cy5) veya alexa-fluor 647 (AF647) ile isaretli

monoklonal antikorlardan yararlanildi. Kullanilan antikorlarin prospektiis bilgileri
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dogrultusunda Thl, Th2, Th9, Th22 ve Treg hiicreler icin farkli, Th17 i¢in farkli protokol
uygulandi.

Calismamizda kullanilan monoklonal antikorlar: 1gG1 FITC, 1gG1 APC, 1gG1l PE,
IgG2A PE, 1gG1 AF647 |/ CD3 FITC / CD4 PE (BiolLegend, ABD), IgG1-PE Cy5
(eBioscience, ABD), CD3 APC, CD4 FITC, IFN-y PE, TNF-a PE, IL-4 APC, IL-5 PE, IL-9
PE, IL-21 APC, IL-22 PE, IL-17 AF647 / CD3 FITC / CD4 PE (BiolLegend, ABD), IL-13
FITC, IL-21 APC, Foxp3 PE Cy5, CD4 FITC / CD25 PE, CD127 APC (eBioscience, ABD),
CD3 PerCP ve CD4 PE (BD Biosciences, ABD).

3.3.1.1. Thl, Th2, Th9, Th22 ve Treg Protokolii

e Bu grup i¢in 17 adet akim-sitometre tiipii kullanildi.

e Her tiipe N-ES 6rneginden 100 uL eklendi.

e Yiizey belirte¢lerini monoklonal antikorlarla isaretlemek i¢in, boyalar ile konjuge
monoklonal antikorlar her tiipe Tablo-1’de belirtildigi sekilde eklendi.

e Tiipler oda sicakliginda ve karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildi.

e Yiizey belirteglerini monoklonal antikorlar ile isaretledikten sonra hiicre ici
sitokinlerin saptanmasi i¢in bir sonraki agamaya gecildi.

e 10 x Permiabilisation Buffer (eBioscience, ABD) 1/10 oraninda distile su ile diliie
edilerek, inkiibasyonu tamamlanan tiiplere 2 mL eklendi.

e 300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatani pipetlenerek atildi.

e Dipte kalan pelletlerin {izerine 100 yL Intracellular Fixation Buffer (eBioscience,
ABD) eklendi, vortekslendi ve oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

e Tiiplerin tizerine 2 mL 1/10 oraninda diliie edilmis Permiabilisation Buffer eklenerek
300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatani pipetlenerek atildi. Bu basamak bir kez
daha tekrarlandi.

e Tim tiplere Tablo-2 de belirtildigi sekilde konjuge monoklonal antikorlarin
eklenmesi ile hiicre i¢i boyama yapildi.

e (Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

e Her tiipe 2 mL 1/10 oraninda diliie edilmis Permiabilisation Buffer eklenerek 300 X
g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatani pipetlenerek atildi.

e Her tiipe 500 pL 1/10 oraninda diliie edilmis Permiabilisation Buffer eklenerek

akim-sitometrede (Navios, Beckman/Coulter, ABD) okutuldu.
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Tablo-1: MNH yiizey belirtegleri igin monoklonal antikorlar

T\Iug . Antikor l\/(l;jki;lr Antikor N(I;‘klf?r
1 CD4 FITC 6 CD3 APC 3
2 | E CD4 FITC 6 CD3 APC 3
3 CD4 FITC 6 CD3 APC 3
4 CD4 FITC 6 CD3 PerCP 3
5 CD4 FITC 6 CD3 PerCP 3
6 | o CD4 PE 6 CD3 PerCP 3
7 | F CD4 PE 6 CD3 PerCP 3
8 CD4 PE 6 CD3 PerCP 3
9 CD4 PE 6 CD3 PerCP 3
10 | o CD4 FITC 6 CD3 APC 3
11 | F CD4 FITC 6 CD3 APC 3
12 CD4 FITC 6 CD3 APC 3
13 | o CD4 FITC 6 CD3 APC 3
14 | £ CD4 FITC 6 CD3 PerCP 3
15 CD4 FITC 6 CD3 PerCP 3
16 | | CD4FITC/CD25PE 5 1gG1 APC 5
17 | F | cparITC/CD25 PE 5 CD127 APC 5

3.3.1.2. Th17 Protokolii:

e Prospektiis bilgisi geregi Thl7 icin yiizey belirtegleri ve hiicre i¢i sitokinleri es
zamanli ¢alisildi.

e Thl7 i¢gin 2 adet akim-sitometre tiipii kullanildi ve her tiipe N-ES 6rneginden 100 pL
eklendi.

e Uzerlerine 500 pL Fixation Buffer (BioLegend, ABD) eklendi, vortekslendi ve 20
dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

e 1/10 oraninda diliie edilmis Permiabilisation Wash Buffer dan (BioLegend, ABD) iKi
tiipe de 2’ser mL eklenerek 300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatani pipetlenerek
atildi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.

e Tiplere 100’er pL Permiabilisation Wash Buffer ekleyip, iizerine Tablo-3 de
belirtildigi sekilde konjuge monoklonal antikorlar eklendi.

e (Oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

e 1/10 oraninda diliie edilmis Permiabilisation Buffer ile 2 kez yikama yapild.
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Her tiipe 500 pyL 1/10 oraninda diliile edilmis Permiabilisation Buffer eklenerek akim-
sitometrede degerlendirildi.
Tablo-2: Hiicre i¢i sitokinler igin monoklonal antikorlar (A¢ik renkli siitun)

T\Iué) . Antikor N(I:‘klf?r Antikor I\/(ILkS;lr Antikor IVI(LKSII’
1 CD4FITC 6 CD3 APC 3 lgG1 PE 5
2 E CD4 FITC 6 | CD3APC | 3 IFN-y PE 5
3 CD4FITC 6 CD3 APC 3 TNF-a PE 5
4 CD4FITC 6 CD3 PerCP 3 IlgG2A PE 5
5 CD4FITC 6 CD3 PerCP 3 IL-5 PE 5
6 | o CD4 PE 6 CD3 PerCP 3 IgG1 FITC 5
7 | F CD4 PE 6 CD3 PerCP 3 IL-13FITC 5
8 CD4 PE 6 CD3 PerCP 3 IlgG1 APC 5
9 CD4 PE 6 CD3 PerCP 3 IL-4 APC 5
10 | o CD4FITC 6 CD3 APC 3 IlgG2A PE 5
11 | F CD4FITC 6 CD3 APC 3 IL-9 PE 5
12 CD4FITC 6 CD3 APC 3 lgG1 PE 5
13 | & CD4FITC 6 CD3 APC 3 IL-22 PE 5
14 | F CD4 FITC 6 | CD3PercP | 3 lgG1 APC 5
15 CD4 FITC 6 CD3 PerCP 3 IL-21 APC 5
16 | o | CD4FITC/CD25PE 5 IgG APC 5 IgG PE Cy5 5
17 | = | co4FITC/cp2s pE 5 CD127 APC 5 Foxp3 PE Cy5 5

Tablo-3: Th17 yiizey belirtecleri icin monoklonal antikorlar

T\lué) . Antikor M(LkLt?r
18 | ~ IgG1 AF647 / CD3 FITC / CD4 PE 10
19 IE IL-17 AF647 / CD3 FITC / CD4 PE 10

3.4. Filtre edilmemis ES o6rneklerinden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve

transkripsiyon faktorlerinin ¢calisilmasi:

N-ES’lere ait 6rnek tiiplerinden biri, T hiicre alt gruplarina ait transkripsiyon faktorleri
olan T-bet, GATA3, PU.1, RORC2, AHR ve Foxp3’i RT-PCR yontemiyle aragtirmada
kullanildi. Bu calisma, igerisinde teorik olarak yeterli diizeyde 16kosit bulunmadigi i¢in LA-
ES’lerde yapilmadi.  Transkripsiyon faktorlerinin arastirilmasi asagida belirtilen dort

asamada gerceklestirildi.
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3.4.1. Ornek tiiplerindeki MNH’lerin ayristiriimasi

3.4.2. MNH’lerden RNA izolasyonu

3.4.3. cDNA sentezi

3.4.4. Real-Time PCR yontemiyle transkripsiyon faktorlerinin ¢alisiimasi

3.4.1. Ornek Tiiplerindeki MNH’lerin Ayristirilmasi:

MNH’ler Ficoll (Histopaque-1077, Sigma Aldrich, MO, ABD) ile dansite gradient
yontemiyle ayristirildi. Ayristirma islemleri sinif |1 kabinde gergeklestirildi.

e Buislem i¢in 15 mL’lik 4 test tiipiine 3’er mL Ficoll eklendi.

e N-ES 06rnegi 50 mL’lik test tiipiine bosaltildi ve iizerine yaklasik x2 veya x3
oraninda (~20-30 mL) RPMI (Lonza RPMI 1640, Belgika) eklenerek karistirildi. Bu
karisim 4 tiipe, Ficoll’lin iizerine, ama Ficoll ile karistirilmadan esit miktarda dagitildi
(Sekil-18a).

e  Tiipler 2500 rpm hizinda 20 dakika santrifiij edildi.

e  Santrifiigasyon sonrasi igerigi eritrosit, Ficoll, MNH’ler ve RPMI seklinde
tabakalanan tiipten (Sekil-18b), eritrosit ile temas etmeden bir miktar Ficoll tabakasi, MNH

zonu ve bir miktar da RPMI tabakasi pipetlenerek alindi.

Sekil-18: MNH ayristirma (a) Ornegin Ficoll iizerine eklenmesi (b) Santrifiigasyon sonras: tabakalar
e Pipetlenen sivi yeni hazirlanan 15 mL’lik iki test tiipiine aktarildiktan sonra
tizerlerine 10-12 mL seviyesine kadar RPMI eklendi.
e  Butiipler 1500 rpm hizinda 10 dakika daha santrifiij edilip, Siipernatanlar: atildi.
e Dibinde hiicre bulunan tiiplerden ilki vortekslendikten sonra iizerine 1mL PBS

eklenerek restispande edildi. Ardindan ikinci tiip vortekslenerek ilk tiipteki restispande
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edilen hiicreler bu tiipe aktarildi ve karistirildi. Bu sayede yaklagik 1 mL hacme sahip MNH
stispansiyonu elde edildi.

e  Siispansiyonu i¢indeki 16kositler Thoma Lamu ile sayildi.
3.4.2. MNH’lerden RNA Izolasyonu:

MNH siispansiyonundan RNA izolasyonu i¢in UltraClean Tissue&Cells RNA Isolation
Kit (MO BIO Labratories, Inc, , Carlsbad, CA, ABD) kullanild1 (Sekil-19).

~B ..

TRS5

TR1 Koleksiyon Tiipii

Sekil-19: RNA izolasyon Kiti

[zolasyon asagida belirtildigi gibi yapildi ve tiim asamalar oda 1sisinda gerceklestirildi.

e MNH siispansiyonu iki kez 2000 x g de 5 dakika santrifiij edilerek PBS ile yikandi
ve hiicreler ¢oktiirildii. Stipernatani atildu.

e (Coken hiicrelerin homojenizasyonu i¢in, doku matriksini eriterek RNA’nin
serbestlesmesini saglayacak TR1 soliisyonunun hacmi belirlendi. Kullanilan kitin 6nerdigi
sekilde, 16kosit sayis1 5x10° dan az olan Srnekler igin 300 pL, 5x10°~1x10" arasinda olan
ornekler i¢in 600 uL TR1 soliisyonu hazirlandi ve her 100 uL TR1 soliisyonuna 1 pL #
merkaptoetanol (*ME) eklendi.

e Hazirlanan TR1 soliisyonu, ¢okeltinin tizerine 300 (veya 600) uL eklendi.

e Ornek 2 mL’lik yeni bir koleksiyon tiipiine alindi ve goriiniir hiicre debrisi
kalmayana kadar 2 dk vortekslendi.

e Serbestlesen RNA’nin Spin Filtre membranma tutunmasi i¢in gerekli ideal kosul,
lizata (homojenize edilmis hiicre siispansiyonu) TR2 soliisyonundan (%70’lik etanol) 1

voliim (300 veya 600 pL) eklenerek ve karistirilarak saglandi.
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e 600 uL lizat spin filtreye aktarildi ve 11.500 x g de 1 dakika ¢evrildi. Filtre yerinden
cikartilarak dipte kalan filtrat atildi. Filtre ayn1 2 mL’lik koleksiyon tiipiine geri kondu.
TR1 ve TR2 soliisyonlarindan 600°er pL kullanildiysa, islem tekrarlandi. Boylelikle RNA,
membrandan gecerken filtreye baglanda.

e Filtre 500 uL TR3 soliisyonu (kolondan proteinleri uzaklastiran yikama tamponu) ile
yikandi ve 11.500 x g de 1 dakika gevrildi.

e Filtre yeni bir 2 mL’lik koleksiyon tiipiine aktarildi ve 500uL TR4 soliisyonuyla
(etanol igerir ve soliisyon TR3’ten tuzlar1 uzaklastirir) 11.500 x g de 1 dakika ¢evrilerek
yikandi.  Filtre yerinden ¢ikartilarak dipte kalan filtrat atildi.  Filtre aynm1 2 mL’lik
koleksiyon tiipiine geri kondu.

e Yukaridaki 500uL TR4 soliisyonuyla yikama basamagi bir kez daha tekrarlanda.

e Membrani kurutmak igin filtre 2 mL’lik bos bir koleksiyon tiiptinde 13.000 x g de 2
dk cevrildi ve yeni bir 2 mL’lik koleksiyon tiipiine aktarildi.

e Kuruyan membrandan RNA’y1 ayirmak igin, 75 uLL TRS soliisyonu (RNase-Free su)
dogrudan filtre membrani iizerine eklendi. 1 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 11.500
X g de 1 dakika ¢evrildi. Filtre atild1 ve tiipteki RNA, cDNA sentezi i¢in bir sonraki

asamaya aktarild1.

3.4.3. cDNA sentezi:

Basamak 4.2. de elde edilen RNA taslak olarak kullanilarak cDNA sentezlendi. Sentez
icin ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs Inc, Ipswich, MA,
ABD) kullanild1. Kitin protokoliine gore cDNA iiriinii asagidaki gibi elde edildi:

e ilk olarak derin dondurucuda bekletilmesi gereken sistem bilesenleri buzlari
eritilerek sogutulmus supora yerlestirildi.

e Steril RNase igermeyen mikrofiij tiipiine asagidaki bilesenler belirtilen miktarlarda
eklenerek toplam 8 pL’lik bir hacim olusturuldu ve karistirildi. izole edilen RNA miktar1
42. giin o6rneklerinde azaldigi igin kit prospektiisiine uygun olarak, 0 ve 21. giin 6rnekleri ile
42. giin 6rnekleri igin farkli RNA ve primer miktarlari kullanildi (Tablo-4).

e Karigim, 70 C de 5 dakika bekletilerek RNA denatiire edildi.

e 5 dakikalik denatiirasyon asamasindan sonra asagidaki bilesenler belirtilen miktarda
ornek tiiptine eklendi.

o M-MuLV Reaction Mix (dNTPs ve optimize tampon) — 10uL
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o M-MuLV Enzyme Mix (M-MuLV Reverse Transcriptase ve murine RNase
Inhibitor) — 2uL

Tablo-4: Kullanilan RNA ve Primer miktarlari

Ornekler q (T)ZI:\;Ililn fSrOHM) igeljilg’eefsu Toplam miktar

0. giin 3 uL 2ul 3 uL 8 uL

21. giin 3uL 2uLl 3uL 8 uL

42. giin 6 uL 2ulL - 8 uL

e Es zamanh olarak 6rneklerdeki DNA kontaminasyonunu test etmek amaciyla revers
transkriptazsiz bir kontrol reaksiyonu olusturuldu. Kontrol reaksiyonu hazirlanmak
istendiginde, ikinci bir steril RNase icermeyen mikrofiij tiipiinde asagidaki bilesenlerden 8
uL’lik bir hacim daha olusturuldu ve karistirildi.

o RNA 6rnegi — 3 uL,
o Primer d(T)23VN (50uM) — 2ulL,
o Niikleaz igcermeyen su — 3 uL.

o Kontrol reaksiyonu karisimi, 70 T de 5 dakika bekletilerek RNA denatiire edildi.

e 5 dakikalik denatiirasyon asamasindan sonra asagidaki bilesenler belirtilen miktarda
kontrol tiiptine eklendi.

o M-MuLV Reaction Mix — 10uL
o HyO—2uL

e 20 pL cDNA sentez reaksiyonu (hazirlandiysa kontrol reaksiyonu da) 42C da bir saat
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 enzim 80C de 5 dakikada inaktive edildi.

e 30 uL H,0 eklenmesiyle reaksiyon PCR i¢in 50uL’e diliie edildi.

e Elde edilen cDNA iiriinii -20C de saklandh.

e PCR amplifikasyonu i¢in cDNA voliimiiniin PCR reaksiyon voliimiiniin 1/10’unu

asmamasia dikkat edildi.

3.4.4. RT-PCR Yontemiyle Transkripsiyon Faktorlerinin Cahsilmasi:

Elde edilen cDNA’larla, 6zel olarak hazirlanarak kuyucuklarina spesifik primer ve
problar yerlestirilmis olan paneller araciligiyla RNA ekspresyon diizeyleri belirlendi.
cDNA’larin kuyucuklardaki spesifik primer ve problar ile reaksiyona girmesi hedeflendi.

Bunun i¢in 384 kuyucuk (24 siitun, 16 satir) ve 96 kuyucuk (12 siitun, 8 satir) igeren;
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istegimize gore hazirlanmig RealTime Ready (Roche, Almanya) panelleri kullanildi. 384
kuyucuklu panelin her siitunu, transkripsiyon faktorleri ile iliskili 6 gen (TBX21, GATAS,
AHR, SPI.1, FOXP3, RORC2), 5 referans gen (HPRT1, RPL13A, ACTB, GAPDH, YWHAZ),
3 pozitif ve 2 negatif kontrolden olusmaktaydi (Sekil-20). 96 kuyucuklu panelin ilk 6
satirinda transkripsiyon faktorleri ile iliskili ayn1 6 gen ile 5 referans gen ve 1 pozitif
kontrol, 7 ve 8. satirlarinda ise negatif kontrol kuyucuklari bulunmaktayd: (Sekil-21).
Referans genler PCR kontrolii ve arastirilan genin ekspresyonunun roélatif kantitasyonu,
pozitif kontroller reverse transkripsiyon asamasinin kalitesinin degerlendirilmesi, negatif

kontroller RNA’da genomik DNA kalintisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla

plaga eklendi.
1 2 3 4----23 24
A | TBX21 | | TBX21 | | TBX21 | | TBX21 | | TBX21 |
B | GATA3 | | GATA3 | | GATA3 | | GATA3 | | GATA3 |
c | AHR | | AHR | | AHR | | AHR | [ AHR |
D | spL1 | | spL1 | | SsPL1 | | SPL1 | | SPL1 |
E | FOXP3 | | FOXP3 | | FOXP3 | | FOXP3 | | FOXP3 |
F | RORC2 | | RORC2 | | RORC2 | | RORC2 | | RORC2 |
G | HPRT1 | | HPRT1 | | HPRTI | | HPRTI | | HPRTI |
H |RPL13A| [RPLI3A| |RPL13A| |RPL13A | | RPLI13A |
I | ACTB | | ACTB | | ACTB | | ACTB | | ACTB |

J | GAPDH | | GAPDH | | GAPDH | | GAPDH | | GAPDH |
K |YWHAZ| |[YWHAZ| |YWHAZ| | YWHAZ| | YWHAZ |
L

| Kontrol + | | Kontrol+ | | Kontrol+ | | Kontrol+ | | Kontrol + |
M | Kontrol + | | Kontrol+ | | Kontrol+ | | Kontrol+ | | Kontrol + |
N | Kontrol+ | | Kontrol+ | | Kontrol+ | [ Kontrol+ | | Kontrol+ |
(0] | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol - |
P | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol- | | Kontrol - |

Sekil-20: RT-PCR i¢in 384 kuyucuklu RealTime Ready paneli

3.4.4.1. 384 Kuyucuklu Panelle Transkripsiyon Faktorlerinin Arastirilmasi:
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Her ¢cDNA 6rneginden, LightCycler 480 Probes Master (Roche, Almanya) araciligiyla
160’ar yL’lik PCR karigimlart hazirlandi. Bu karisimlar 64 yL su, 90 yL probe master ve
16 pL 6rnek cDNA’lardan meydana geldi. Her ornek i¢in ayr1 ayri hazirlanan bu karigimlar
sekil-20°de goriilen siitunlardaki (1-24 siitun) her siitunun ilk 15 kuyucuguna 10’ar pL
eklendi. 16. satir kuyucuklari i¢in cDNA igermeyen ikinci bir PCR karigimi daha hazirlandi.
Bu karigimlar 4 pL su, 5 pyL probe master ve 1 pL her ornege 6zgii total RNA’lardan
meydana geldi. 10 pL’lik bu karigimlar her 6rnek i¢in ilgili stitunun 16. satirmdaki negatif
kontrol kuyucuguna aktarildi.  Ardindan 3845 kuyucuklu plagm tizeri LightCycler 480
Sealing Foil ile kapatildi. Uzeri dikkatlice kapatilan plak kuyucuklarin kenarina yapismis
olabilecek damlaciklarm inmesi igin 2 dakika yaklagik 1.500 x g de santrigiij edildi. Plak
LightCycler 480 cihazina yerlestirilerek PCR siireci baslatildi.

3.4.4.2. 96 Kuyucuklu Panelle Transkripsiyon Faktorlerinin Arastirilmasi:

Her ¢cDNA 6rneginden, LightCycler 480 Probes Master (Roche, Almanya) araciligiyla
280’ar uL’lik PCR karigimlar1 hazirlandi. Bu karigimlar 112 yL su, 140 uL probe master ve
28 YL ornek cDNA’lardan meydana geldi. Her 6rnek ic¢in ayr1 ayr1 hazirlanan bu karisimlar
Sekil-21°de goriilen satirlardaki (1-6 satirlar) kuyucuklara ve bir negatif kontrol kuyucuguna
(satir 5, siitunl vb) 20’ser uL eklendi. Ayrica ¢cDNA igeren PCR karisimi disinda cDNA
icermeyen ikinci bir PCR karisimi daha hazirlandi. Bu karigimlar 8 pL su, 10 gL probe
master ve 2 UL her ornege 6zgii total RNA’lardan meydana geldi. 20 pL’lik bu karigimlar
her 6rnek i¢in ayrilan diger negatif kuyucuga (satir 6, siitunl vb) aktarildi. Ardindan 96
kuyucuklu plagmn iizeri LightCycler 480 Sealing Foil ile kapatildi. Uzeri dikkatlice
kapatilan plak kuyucuklarin kenarina yapismis olabilecek damlaciklarm inmesi igin 2 dakika
yaklagik 1.500 x g de santrifiij edildi. Plak LightCycler 480 cihazina yerlestirilerek PCR

stireci baslatild1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [ mx21 | [cata3 | [ amr | [ seu1 | [Foxe3s | [RORC2 | [ReL13a| [ywrHaz| [ HPRTI | [ AcTB | [ GAPDH | [ Kontrol+ |
B [ mx21 | [catas | [ amr | [ spr1 | [ Foxp3s | [RORC2 | [RPLI3A| [YWHAZ| [ HPRTI | [ ACTB | [ GAPDH | [ Kontrol+ |
¢ [ mx21 | [cata3 | [ amr | [ seu1 | [ Foxps | [RORc2 | [ReL13A | [ywHaz| [ HPRT1 | [ ACTB | [ GAPDH | [ Kontrol |
D [ mx21 | [catas3 | [ amr | [ seu1 | [Foxe3 | [ROrRc2 | [ReL13A| [yYwHAZ| [ HPRTI | [ ACTB | [ GAPDH | [ Kontrol+ ]
E [ mxa1 | [caras | [ amr | [ ser1 | [Foxe3 | [Rorc2 | [Rei3a| [ywnaz| [ merri | [ actB | [ GaPpH | [ Koatrol+ |
H [ mBx21 | [catas | [ amr | [ seu1 | [Foxes | [Rorc2 | [ReL13A| [YwHaz| [ HPRTI | [ AcTB | [ GAPDH | [ Kontrol |
G ‘ Kontrol- ‘ | Kontrol- | | Kontrol- | ‘ Kontrol- | ‘ Kontrol- ‘ | Kontrol- [ | Kontrol- ‘ ] Kontrol- | \ Kontrol- | ‘ Kontrol. ‘ | Kontrol- | | Kontrol- |
H  [Kontol | [Koatrol- | [Kontrol- | [ Kontrol- | [ Kontrol- | [ Koatrol- | [ Kontrol- | [ Kontrol- | [ Koatrol- | [ Kontrol- | [ Kontrol- | [ Koatrol- |

Sekil-21: RT-PCR i¢in 96 kuyucuklu RealTime Ready paneli
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3.4.4.3. PCR siireci:

PCR siireci denatiirasyon, amplifikasyon ve soguma basamaklarindan meydana geldi.

Bu basamaklarin ayrmntilar1 asagidaki gibi gerceklesti.

Denatiirasyon;
e 1siklus
o 95°C’da 10 dakika

Amplifikasyon;
e 45 siklus

o 95°C’da 10 saniye
o 60°C’da 30 saniye
o 72°C’da 1 saniye

Soguma;
e 1siklus

o 40°C’da 30 saniyelik bir soguma

3.4.4.4. Veri Analizi:

Second derivative ya da fit point metodu ile LightCycler 480 yazilimiyla
gerceklestirildi. Plaga tizerindeki referans genler analiz edilen panel genlerin
ekspresyonlarinin rélatif kantitasyonu i¢in kullanildi. Rolatif kantitasyon analizi ile elde

edilen verilerin AACt metodu ile data analizi yapild1.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda siirekli degiskenler medyan (minimum-maksimum) degerleriyle ifade
edildi. Gruplar arasi karsilastrmalar Mann Whitney testi, grup i¢i karsilastirmalar ise
Wilcoxon isaretli sira testi kullanilarak yapildi. Bagimli zaman dilimlerinde 6l¢limii yapilan
degiskenlerin gruplar arasi karsilagtirmalar1 igin yiizde degisim degerleri hesaplandi ve bu

degerlerin karsilagtirmalar1 yine Mann Whitney testi kullanilarak yapildi.
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Son dl¢iim — 1k 6l¢iim

Yiizde degisim (YD) = K loim
olgii

Istatistiksel analizler SPSS v.21 programinda yapilmis olup, p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

10 adet kan bagis¢isindan tam kanlar alinip, 0, 21 ve 42. depolanma giinleri i¢in LA-ES
ve N-ES oOrnekleri olusturulduktan sonra ilgili testler ¢alisildi. N-ES’lerde T hiicre alt
gruplari, transkripsiyon faktorleri ve sitokinler, LA-ES’lerde ise lokosit icermedikleri
diistincesiyle sadece sitokinler ¢aligildi. Bu testler sonucunda elde edilen tiim bulgulara ve
boxplot grafiklere EKLER boliimiinde bulunan tablolar ve sekiller araciligi ile ulasilabilir.
BULGULAR boliimiinde sadece bu bulgulara yonelik ¢izgi grafiklere ve istatistiksel

degerlendirme sonuglarina yer verilmistir.

4.1. T Hiicre Alt Gruplan I¢in Bulgular

Th hiicre alt gruplarin1 degerlendirmek i¢in hiicre i¢i sitokinlerin akim-sitometrik

Olgtimleri asagidaki sekilde yapildi:

e Thl i¢in; CD3CD4" hiicrelerde IFN-y ve TNF-q,

e Th2 igin; CD3*CD4" hiicrelerde IL-4, IL-5 ve IL-13,

e Th9 icin; CD3*CD4" hiicrelerde IL-9,

e Thl7icin; CD3'CD4" hiicrelerde I1L-17 ve 1L-21,

e Th22icin; CD3'CD4" hiicrelerde 1L-22

e Tregicin;  CD4'CD25"9"hiicrelerde Foxp3,
CD4"'CD25™MI"CD127 hiicreler arastirildi.

Akim-sitometrik 6l¢tim ile tiim T hiirce alt gruplarinin yiizde oranlar1 elde edildi. T
hiicre alt gruplarinin 0, 21 ve 42. giinlerde saptanan yiizde degerleri asagida grafiklerle ifade
edildigi gibidir (Sekil-22). Bu konudaki tiim test sonuglarina ve boxplot grafiklere EKLER

boliimii araciligiyla ulasilabilir.
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Elde edilen sonuglarin minimum, medyan ve maksimum degerlere gore genel

istatistiksel bir 0zeti Tablo-5’te verilmektedir.

Tablo-5: T hiicre alt gruplar1 (%) degerleri 6zeti

(%) 0. GON 21. GON 42. GON
corcortry o] i, | omoms T own
CD3"CDATNF-a" (rr:ii(:jrﬁ?s) (o%g :18,82) (o%g 13 gg) (0%? ?3(1)3)
corcorr p e, T s, T oo,
corcoris gl ST, | S, T 0,
R I P
corconiis pom| 0%, | 9050, | 00,
corcorn o] S8 T 10, T Sgom
CD3'CD4’IL-21" (rTlrewdrzgl?s) (03,1266050%0) (0,002,56 :4(()),217) (0,0%:S :1(?,(2)03)
covcoear el 900, T 050, T 08,

corcom g O ST, | 000N, T 92000,
Co4'CD25™MeD12 RO (ST ke | (000: 5800 | (04b0-3340)

Bulgular degerlendirildiginde 0. gline gére 21 ve 42. giinlerde saptanan degisiklikler
sunlardir: 21. giinde IFN-y, IL-9, IL-22 ve Foxp3 eksprese eden Th hiicrelerinde azalma,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A eksprese eden, CD127 eksprese etmeyen Th hiicrelerinde
artis gorilmiistiir.  1L-21 eksprese eden Th hiicrelerinde belirgin  bir degisiklik
saptanamamustir. 42. giinde ise IFN-y, IL-9 ve IL-22 eksprese eden Th hiicrelerinde azalma,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, Foxp3 eksprese eden ve CD127 eksprese etmeyen Th
hiicrelerinde artig saptanmustir. 1L-21 eksprese eden Th hiicrelerinde belirgin bir degisiklik
saptanamamustir. Bu verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapildiginda asagidaki sonuglara
ulasilmstir:

e 21. giinde, TNF-q, IL-4 ve IL-5 iireten ve CD127 iiretmeyen hiicrelerdeki artis ile
IFN-y, IL-22 ve Foxp3 iireten hiicrelerdeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).

azalma ise anlamli bulunmamustir (p>0,05).

IL-13 ve IL-17A eksprese eden hiicrelerdeki artig ile 1L-9 {ireten hiicrelerdeki
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e 42. giinde goriilen TNF-a, IL-4, IL-5 tireten ve CD127 {iretmeyen hiicrelerdeki artis
ile IFN-y iireten hiicrelerin azalisi istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. [L-13,
IL-17A ve Foxp3’iu eksprede eden hiicrelerdeki artig ile IL-9 ve IL-22 iireten hiicrelerin

azalis1 ise anlamli bulunmamistir (p>0,05). Istatistiksel degerlendirmeye yonelik bilgiler
Tablo-6’da 6zetlenmistir.

Tablo-6: T hiicre alt gruplar1 (%) degerlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari

=] ™ ~

SR YA I A I BB I Sl y| 288

p _ _ 1 _ — 1 1 > —
LL pd - - - - _Il - - o (&)

—_ - — - — — LL ®)

21.- 0. giin | 0,005 | 0,041 | 0,005 | 0,005 | 0,236 | 0,325 | 0,086 | 0,386 | 0,028 | 0,034 | 0,005

42.- 0. giin | 0,007 | 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,102 | 0,172 | 0,028 | 0,678 | 0,721 | 0,066 | 0,005

4.2. Transkripsiyon Faktorleri icin Bulgular

Transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinda 0, 21 ve 42. giinlerde saptanan
degisiklikler asagida grafiklerle ifade edilmistir (Sekil-24). Bu konudaki tiim test

sonuglarma ve boxplot grafiklere EKLER boliimii araciliiyla ulasilabilir.
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Sekil-24: Transkripsiyon faktorleri ekspresyon diizeyleri
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Sekil-24 (devam): Transkripsiyon faktorleri ekspresyon diizeyleri

Elde edilen sonuglarin minimum, medyan ve maksimum degerlere gore genel

istatistiksel bir 6zeti Tablo-7’da verilmektedir.

Tablo-7: Transkripsiyon faktorleri degerleri 6zeti

0. GON 21. GON 42. GON

TBX21 medyan 0,00064 0,00000 0,00023
(min:maks) | (0,000 : 0,004) (0,000 : 0,001) (0,000 : 0,002)

medyan 0,01750 0,00147 0,00000
GATA3 (min:n¥aks) (0,006 : 0,027) (0,000 : 0,005) (0,000 : 0,000)

AHR medyan 0,02410 0,00560 0,38495
(min:maks) | (0,011 : 0,098) (0,000:0,411) (0,336 : 0,437)

SPI1 medyan 0,25925 0,03665 0,00019
(min:maks) | (0,167 : 0,564) (0,000:0,212) (0,000 : 0,001)

FOXP3 medyan 0,00273 0,00040 0,05410
(min:maks) | (0,002 : 0,006) (0,000 : 0,062) (0,042 : 0,098)

RORC? medyan 0,00131 0,00000 0,33805
(min:maks) | (0,000 : 0,006) (0,000 : 0,458) (0,232 :0,492)

Bulgular degerlendirildiginde 0. giine gére 21 ve 42. giinlerde saptanan degisiklikler

sunlardir:  21. giinde transkripsiyon faktorlerinin tiimiiniin ekspresyonlarinda azalma, 42.
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giinde ise TBX21, GATA3 ve SPI.1 ekspresyonlarinda azalma ile AHR, FOXP3 ve RORC2
ekspresyonlarinda artig saptanmistir. Bu verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapildiginda;
e 21. giinde goriilen TBX21, GATA3 ve SPI.1 ifadelerindeki azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunurken (p<0,05), AHR, FOXP3 ve RORC2 ekspresyonlarmdaki azalma
ise anlamli bulunmamistir (p>0,05).
e 42, giinde goriilen TBX21, GATAS3 ve SPI.1 ifadelerindeki azalma ile AHR, FOXP3
(p<0,05)

bulunmustur. Istatistiksel degerlendirmeye yonelik bilgiler Tablo-8’da 6zetlenmistir.

ve RORC2 ckspresyon diizeylerindeki artis istatistiksel olarak anlamli

Tablo-8: Transkripsiyon faktorleri p degerleri

TBX21 | GATA3 AHR SPI.1 FOXP3 [ RORC2
21. giin- 0. giin p 0,005 0,005 0,074 0,007 0,074 0,386
42. giin- 0. giin p 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005

Bu bulgulara gore 3 transkripsiyon faktorii (TBX21, GATA3 ve SPI.1) hem 21. giinde
hem de 42. giinde istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0,05).

transkripsiyon faktorii (AHR, FOXP3 ve RORC2) 21. giinde istatistiksel olarak anlamli

Diger 3
olmayan diistis (p>0,05), 42. giinde ise anlaml1 yiikselme (p<0,05) g6stermistir.
4.3. Sitokinler i¢in Bulgular
IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-22, IFN-y, TNF-a ve TGF-B diizeyleri
hem LA-ES’lerde, hem de N-ES’lerde arastirild.

goriilebilecegi gibi, IL-6, 1L-10 ve TNF-a degerleri tim LA-ES / N-ES 6rneklerinde sifir
bulundu. IL-4 degerleri LA-ES 6rneklerinden 2 tanesi (birinde 0 ve 21 giinler, digerinde 21

EKLER boliimiinde ayrintisiyla

giin) ve N-ES oOrneklerinden 2 tanesi (birinde 21 ve 42 giinler, digerinde 42 giin) hari¢ sifir
bulundu. IL-9 diizeyleri N-ES 6rneklerinden 1 tanesi (sadece 42 giin) hari¢ sifir bulundu.
Ayrica LA-ES orneklerinde IL-22 (bir 6rnek 0 giin hari¢) ve TGF-f diizeyleri sifir bulundu.
Bu nedenle, LA-ES/N-ES o6rneklerinde 1L-4, IL-6, IL-9, IL-10, TNF-a, LA-ES 6rneklerinde
IL-22 ve TGF-B degerleri hem istatistiksel degerlendirmeden, hem de sonuglarin grafik
olarak aktarimindan ¢ikartildi. IL-8, IL-13, IL-17A, IL-22, IFN-y ve TGF-B diizeylerinde O,
21 ve 42. giinlerde saptanan degerler asagida grafiklerle ifade edildigi gibidir (Sekil-25). Bu

konudaki tiim test sonuglarina ve verilere EKLER boliimii araciligiyla ulagilabilir.
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Sekil-25 (devam): N-ES / LA-ES orneklerde sitokin diizeyleri

Elde edilen sonuglarin minimum, medyan ve maksimum degerlere gore genel

istatistiksel bir 6zeti Tablo-9-10-11"te verilmektedir.

Tablo-9: IL-8 ve IL-13 degerlendirme sonuglari

IL-8 IL-13

LA-ES N-ES LA-ES N-ES

0. GUN medyan 25,46 40,01 11,36 13,19
(min:maks) | (17,65 :112,60) (25,46 : 200,39) (8,48 : 173,26) (4,44 : 174,64)

21. GUN medyan 34,56 63,50 16,05 16,38
(min:maks) | (12,45 :102,84) (27,41 : 1218,76) (4,44 : 639,15) (0,74 : 61,62)

42. GUN medyan 28,71 36,51 23,28 21,43
(min:maks) | (20,26 : 495,62) (27,41 : 2214,37) (5,11 : 877,63) (0,00 : 142,68)
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Tablo-10: IL-17 ve IL-22 degerlendirme sonuglari

IL-17 IL-22

LA-ES N-ES LA-ES N-ES

0. GUN medyan 5,58 4,24 0,00 3,67
’ (min:maks) (2,55 :9,78) (2,93 : 14,41) (0,00 : 0,00) (0,00 : 650,46)

- medyan 6,79 5,78 0,00 0,00
21. GUN (min:maks) (5,25 : 10,74) (2,07 : 12,96) (0,00 : 0,00) (0,00 : 2,33)

.- medyan 9,20 3,66 0,00 0,00
42. GUN (min:maks) (6,30 : 13,93) (1,87 : 14,70) (0,00 : 0,00) (0,00 : 454,40)

Tablo-11: IFN-y ve TNF-a degerlendirme sonuglari

IFN-y TGF-B

LA-ES N-ES LA-ES N-ES

0. GUN medyan 22,88 23,34 0,00 1,39
: (min:maks) | (0,01 : 161,48) (0,01 : 481,48) (0,00 : 0,00) (0,00: 62,72)

21. GUN medyan 26,60 13,81 0,00 55,87
’ (min:maks) | (0,00 : 365,67) (0,55 : 380,09) (0,00 : 0,00) (0,00 : 106,06)

42. GUN medyan 12,65 19,39 0,00 36,84
’ (min:maks) | (0,00 : 304,74) (1,48 : 537,30) (0,00 : 0,00) (0,00 : 162,61)

Bulgular degerlendirildiginde 0. gline gére 21 ve 42. giinlerde saptanan degisiklikler
sunlardir:  21. giinde LA-ES’lerde, IL-8, IL-13, IL-17A, IFN-y diizeylerinde artis
saptanirken, 1L-22 ve TGF-f i¢cin herhangi bir deger saptanamamustir. N-ES’lerde IL-8, IL-
13, IL-17A ve TGF-p diizeylerinde artig, 1L-22, IFN-y diizeylerinde azalma saptanmuistir.

42. giinde LA-ES’lerde, IL-8, IL-13, IL-17A diizeylerinde artis, IFN-y diizeyinde azalma
saptanirken, 1L-22 ve TGF-f i¢in herhangi bir deger saptanamamistir. N-ES’lerde IL-13 ve
TGF-p diizeylerinde artis, 1L-8, IL-17A IL-22 ve IFN-y diizeylerinde azalma saptanmistir.

0, 21 ve 42. giinlerde saptanan degisimlerin istatistiksel degerlendirmesi gruplar arasi
(N-ES ve LA-ES arasi) karsilastirma ve grup i¢i (N-ES ve LA-ES i¢inde) degerlendirme
seklinde iki bigimde yapilmistir. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirma yapilirken, N-ES
orneklerine yonelik degerleri sifir olan IL-22 ve TGF-B bu degerlendirmenin disinda
brrakilmistir.  Karsilastrma 1L-8, IL-13, IL-17A ve IFN-y’nun LA-ES ve N-ES i¢in
hesaplanan yiizde degisim (YD), YD-1 ve YD-2 degerleri arasinda yapilmistir. Buna goére
sadece LA-ES oOrneklerin 42. giiniinde IL-17A diizeyinde goriilen artista sinirda bir
anlamlilik saptanmustir (p=0,052). Diger sitokin diizeylerinde gruplar arasinda anlamlt bir

farklilik bulunamamistir (p>0,05)(Tablo-12).
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Tablo-12: Filtre edilmis ve edilmemis gruplar arasinda farklilik

IL-8 IL-13 IL-17 | IFN-y

Baseline p| 019 | 0739 | 0190 | 0971
YD-1 p| 0579 | 0393 | 0912 | 0436
YD-2 p | 0684 | 0631 | 0052 | 0,529

Grup ig¢i istatistiksel degerlendirme (LA-ES):
e 21. glinde goriilen IL-8, IL-13, IL-17A, IFN-y diizeylerindeki artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0,05) (Tablo-13).

e 42, giinde goriilen IL-17A diizeylerinde artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(p<0,05), IL-8, IL-13 diizeylerinde artis ve IFN-y diizeyinde azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05)(Tablo-13).

Tablo-13: LA-ES sitokin diizeylerinde degisim

IL-8 IL-13 | IL-17 | IFN~y
21.giin-0.giin p | 0859 | 0646 | 0169 | 0,386
42.giin-0.giin p | 0285 | 0508 | 0012 | 0721

Grup igi istatistiksel degerlendirme (N-ES):
e 21. giinde goriilen IL-22 diizeyindeki azalma ve TGF- diizeyindeki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunurken (p<0,05), IL-8, IL-13, IL-17A diizeylerindeki artis ile IFN-y

diizeylerinde azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p>0,05) (Tablo-14).

e 42, giinde gorilen TGF-B diizeylerinde artis istatistiksel olarak smnirda anlamli

bulunurken (p=0,051), IL-13 diizeyindeki artis ile IL-8, IL-17A 1L-22 ve IFN-y
diizeylerinde azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05)(Tablo-114).
Tablo-14: N-ES sitokin diizeylerinde degisim

IL-8 IL-13 IL-17 IL-22 IFN-y TGF-B
21. giin- 0. giin p 0,103 0,541 0,646 0,043 0,878 0,008
42. giin- 0. giin  p 0,878 0,799 0,906 0,345 0,878 0,051
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5. TARTISMA VE SONUC

AKT sonrast alicida graft omriiniin uzamasi, Crohn hastaligi rekiirrenslerinin ve
tekrarlayan spontan abortuslarin azalmasi, postoperatif bakteriyel enfeksiyonlarin, kanser
rekiirrenslerinin  ve mortalitenin artmasi, latent enfeksiyonlarmn alevlenebilmesi gibi
sonuglarla karsilasilabilmektedir. TRIM fenomeni olarak tanimlanan bu etkinin iiriin
icindeki 16kositlerden, plazmada biriken BYD-IM’den veya ¢HLA smif I molekiillerinden
kaynaklandig1 ifade edilmistir (1). Yani ES’ler i¢indeki 16kositler ve siipernatan iki farkl
kaynak durumundadir. Bu iki kaynagmn depolanma siirecindeki ES’lerde gosterdigi
degisimleri belirlemek ve TRIM ile iliskilerini degerlendirmek igin planlanan ¢alismamizda;

e Th hiicre profilindeki degisimler ve

e ES siipernatanindaki Th hiicrelerle iliskili sitokinlerin diizeyleri arastirilmus,

e Lokorediiksiyonun TRIM’i engellemedeki etkinligi degerlendirilmistir.

Th Hiicre Profilindeki Degisimler

TRIM ve allojeneik 16kositler konusunda yapilan ¢alismalarin bir kismi allojeneik
lokositlerle TRIM etkileri arasindaki iliskiyi desteklerken; bazilar1 zit yonde sonug
bildirmistir.  Ornegin allojeneik 16kositlerle kanser rekiirrensleri (84-86), postoperatif
bakteriyel enfeksiyonlar (88-89), kisa donem mortalite (91, 93), graft 6mrii (95) ve latent
enfeksiyonlarin reaktivasyonu (96) arasinda bir iliski bulunmadigini gosteren ¢aligsmalarin
yani sira; yine postoperatif bakteriyel enfeksiyonlar (90), kisa donem mortalite (14, 79, 92)
ve graft Omrii (94) arasindaki iligkiyi gosteren ¢alismalar da vardir. Bu konuda ¢ok sayida
klinik ¢alisma yapilsa da laboratuvar ¢aligmalar smirli sayidadir. Kan bileseni i¢indeki
degisikliklerle TRIM iligkisini incelemeyi hedefleyen az sayidaki bu laboratuvar ¢alismadan
bir tanesi arastrmamizin yonlendiricisi olmustur (27). Calismamizda ES’ler igindeki Th
hiicrelerin depolanma siirecinde gosterdigi degisimler ve bu degisimlerin TRIM ile iliskisi
incelenmistir.

Bundan yaklasik 20 y1l 6nce fonksiyonlarina ve sitokin paternlerine gore Th hiicrelerin
Thl ve Th2 alt gruplar1 bulundugu seklinde yapilan siniflandirilmasinin ardindan, zaman
icinde Th9, Th17, Th22 ve Treg alt tipleri tanimlanmustir. Calismamizda tim bu Th alt
gruplari, spesifik transkripsiyon faktorleri ve hiicre igi-ylizeyi ekspresyonlar: araciligiyla
degerlendirilmistir. T hiicre alt gruplar ile ilgili tiim test sonuglar1 ve boxplot grafikler

EKLER bolimiinde bulunmaktadir.
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Th1 Hiicreler

Naif Th hiicrelerden IL-12, IFN-y (105) ve spesifik transkripsiyon faktorii TBX21’in
etkisiyle (106) gelisen Thl hiicreleri, yiiksek doz IFN-y (102) ve TNF-a/p (103) iiretirler.
Bu nedenle ¢alismamizda Thl hiicreler TBX21, IFN-y ve TNF-a ekpresyon diizeylerine
gore degerlendirilmistir. Yapilan testlerin sonucunda buldugumuz TBX21 ve
CD3'CD4*IFN-y" diizeylerinde goriilen anlamh (21 ve 42 giin p<0,05) azalma bize Thi
hiicrelerin yerlerini diger alt grup hiicrelerine biraktigmi diisiindiirmiistiir. CD3"CD4 TNF-
o' diizeylerinde saptanan anlamli (21 ve 42 giin p<0,05) artis tabloyu biraz karistirsa da;
TNF-o’nin Thl hiicrelerin imza sitokini olmamasi, Thl hiicrelerin asil fonksiyonunu bu
sitokin iizerinden olusturmamasit ve bu sitokinin Th22 gibi farkli hiicreler (103, 121)
tarafindan da tretildiginin gosterilmesi, TNF-a artisiyla, Thl aktivitesi arasinda paralellik
olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle bulgularimiz depolanma siirecinde Thl
hiicrelerin azaldiginin, aktivitelerini yitirdiginin veya yerlerini diger efektor Th hiicrelere
brraktiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Uriin i¢inde buldugumuz bu sonucun AKT araciligiyla alicida da aynen gelisip
gelismedigi bilinmemektedir. Sonucun alicida da aymi sekilde gelismesi, yani Thl
aktivitesinin azalmasi kosuluyla; AKT sonrasi alicilarda Thl tipi sitokin diizeylerinin
diistiigiinii gosteren ¢esitli ¢alismalara (38, 53, 55-58) ve TRIM etkisinin Th1—Th2
doniisiimii sonucu olustugu varsayimimna (42, 59-60) destek veren bir sonug elde edilmis
demektir. Thl aktivitesinin kaybolmast AKT sonrasi alicida Crohn hastahigi
rekiirrenslerinin, tekrarlayan spontan abortuslarin azalmasi ile postoperatif bakteriyel

enfeksiyonlarin ve kanser rekiirrenslerinin artmasini saglayan neden olabilir.

Th2 Hiicreler

Primer immiin yanit sirasinda erken IL-4 iretimi sayesinde naif Th hiicrelerden
farklilagirlar (109). IL-4 araciligiyla aktive olan spesifik transkripsiyon faktorii GATAS,
Th2 farklilasmasini tetikleyerek IL-4, 1L-5 ve IL-13 eksprese eden Th2 hiicrelerin gelisimini
saglar (103). Calismamizda Th2 hiicreler GATAS3, IL-4, IL-5 ve IL-13 ekspresyon
diizeylerine gore degerlendirilmistir. Test sonuglarmma gdére 21 ve 42 giinlerde GATA3
diizeylerindeki azalma (p<0,05) ile CD3"CD4"1L-4" (p<0,05), CD3"CD4"IL-5" (p<0,05) ve
CD3'CD4"IL-13" (p>0,05) diizeylerindeki artis bize depolanma siirecinde iiriin icerisinde
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anlamli sekilde Th2 gelisimi oldugunu gosterrmektedir. Bu sonug birgok otorite tarafindan
TRIM’in olus mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen AKT alicisindaki Th1—Th2
donitistimiiniin (38, 42, 53, 55-60) aslinda {iriin igerisinde baslayan bir siire¢ olabilecegini
diisiindiirmektedir. Diger bir ifade ile TRIM’in ger¢ek nedenlerinden biri Thl1—Th2
doniisiimii olabilir ve bu doniisiim {iriin igerisinde baglayan bir siirecin alicidaki devami
seklinde gergeklesiyor olabilir. Ornegin bu hiicrelerin iirettigi sitokinler veya alicida bu
Th2’lerin bir sekilde sag kalimi bu etkiye yol aciyor olabilir. Ayrica Th2 yanitinin
giiclenmesi durumunda es uyaran ekspresyonunda azalma oldugunun gosterilmesi de TRIM
etkisine katkida bulunuyor olabilir (55, 61).

Sonuglarimiza bakildiginda spesifik transkripsiyon faktorii ile hiicre i¢i sitokin diizeyleri
arasinda uyumlu bir seyir bulunmamaktadir. GATAS3 ile Th2 sitokinleri arasindaki bu
uyumsuzluk stiphe uyandmrmaktadir. Calismamizda bulunanin aksine GATA3 seviyesi
yilksek ama sitokin diizeyi diisik bulunmus olsa; bu duruma RNA interferans,
posttranslasyonel modifikasyonlar gibi bir takim mekanizmalarla agiklama getirilebilirdi.
Ancak, ekspresyonu zamanla neredeyse tamamen sifirlanan bir transkripsiyon faktorii ile
yiiksek diizeyde sentezlenmis hiicre i¢i sitokinlerin agiklamasi, transkripsiyon faktoriiniin
erken evrede aktive olarak gerekli indiiksiyonu yaptiktan sonra yok olmasi olabilir. I1L-4
endojen olarak sentezlendikten sonra Th2 farklilasmasmin siirmesi igin pozitif bir dongii
olusturmaktadir (113). IL-4 bu siireci gliclendirdigi ve bu polarizasyonu yonlendirdigi i¢in
Olciimlerimizde Th2 gelisimi saptanmis ancak zaman i¢inde diizeyi azalan GATA3
saptanamamis olabilir. Belki de IL-4 pozitif dongiisii olustuktan sonra GATA3’e gerek
duyulmuyor ve GATAS3 ile Th2 farklilasmas1 arasindaki gibi bir tablo ortaya ¢ikiyor olabilir.
Ya da tiim bunlarin disinda GATA3 6l¢iimii i¢in yararlanilan RT-PCR siireci veya RNA
izolasyon-cDNA elde etme siiregleriyle ilgili yasanan bir takim aksakliklar bu sonuca yol
agmig olabilir.  Sonu¢ olarak GATA3 ekspresyon diizeyi desteklemese de; Th2
doniisiimiiniin akim-sitometrik olarak saptanmis olmasint TRIM ag¢isindan 6nemli bir bulgu

olabilir.

Th9 Hiicreler

Bu hiicreler naif Th hiicrelerden IL-4 ve TGF-B birlikte etkisiyle (120) eksprese edilen
spesifik transkripsiyon faktorii SP1.1%in (122) aktivasyonu ile gelisir; IL-9 ve 1L-10 eksprese
ederler. IL-9’un en dnemli kaynag1 goriinseler de bu sitokin Th2 ve Thl7 tarafindan da
eksprese edilebilmektedir (123-124). Calismamizda Th9 hiicreler SP1.1 ve IL-9 ekspresyon
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diizeylerine gore degerlendirilmistir.  Depolanma siireci boyunca SPI.1 (p<0,05) ve
CD3'CD4"IL-9" (p>0,05) degerlerinde belirlenen azalma bize iiriin igerisinde Th9
aktivitesinin azaldigini diisiindiirmiistiir. Transkripsiyon faktoriindeki anlamli azalmaya
paralel olmayan hiicre i¢i IL-9 azalis1i, Th2 ve Th17 hiicrelerin de IL-9 eksprese etmesinden
kaynaklaniyor olabilir (123-124).

Cesitli aragtirmacilar tarafindan IL-9’un Thl7 gelisimini ve Treg’lerin supresif
aktivitesini giiclendirdigi gosterilmis (123-124), patolojik ve koruyucu immiin yanitlar
arasinda dengeleyici bir roliiniin olabilecegi 6ne siriilmistiir (117). Ancak ¢alismamizda
stipernatanda IL-9 diizeyi Olglilememesi elde ettigimiz Treg ve Thl7 sonuglariyla IL-9
arasinda bir iliski bulunmadigmi diisiindiirmektedir. Th9’larin  iirlin  igerisindeki
aktivitelerinin zamanla azalmasi ve IL-9 ile diger Th hiicreler arasinda bir iliski

saptanamamasi, Th9 ve IL-9’un TRIM siirecinde bir etkisinin olmadigini diisiindiirmiistiir.

Th17 Hiicreler

Naif Th hiicrelerden IL-6 ve TGF-B’nin birlikte etkisiyle eksprese edilen spesifik
transkripsiyon faktorii RORC2 araciligiyla farklilasan Th17 hiicreler IL-17A, IL-17F ve IL-
21 eksprese ederler (119, 127). Calismamizda Th17 hiicreleri RORC2, IL-17A ve IL-21
ekspresyon diizeylerine gore degerlendirilmistir.  Bulgularimiza bakildiginda RORC2
diizeyinin 21. giinde azaldig1 (p>0,05), 42. giinde arttig1 (p<0,05), CD3"CD4*IL-17A"
diizeylerinin arttig1 (21. giin p>0,05, 42. giin p<0,05) ve CD3"CD4*IL-21" diizeylerinde
anlamli bir degisikligin olmadig1 goriilmektedir. Bu tablo bize depolanma siirecinin
sonlarina yaklastik¢a iiriin iginde Th17 aktivitesinin arttigini diisiindiirmektedir.

Bulgularimizdaki artan Th1l7 aktivitesiyle azalan Thl aktivitesi, bu iki hiicre grubu
arasindaki mutlak antagonizmadan kaynaklaniyor olabilir (133, 136-137). Azalan bu Thl
aktivitesinin IL-17 baskisiyla m1 olustugu, yoksa artan Th17 aktivitesinin azalan IFN-y
araciligiyla m1 meydana geldigini anlayabilmek igin siipernatandaki sitokin diizeylerine
bakmak yararli olabilir. Depolanma siireci igerisinde ES siipernatanlarinda IL-17’nin ve
IFN-y’nin belirli diizeylerde bulundugunu belirlemis olmamiz bu etkilesimin IL-17"nin Thl
farklilagmasimi baskilamasi seklinde gelismis olabilecegini diislindiirmektedir.  Ciinki
stipernatanda IFN-y azalma gdstermemektedir.

Sonuglarimiza bakildiginda dikkati ¢eken bir durum, 21 giinde RORC2 diizeyindeki
azalmaya ragmen IL-17A artis1 ve belirli bir diizeyde IL-21 iiretimidir. Bu tabloyu da
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GATA3’teki azalmaya ragmen IL-4, IL-5 ve IL-13 diizeylerindeki artis1 saglayan benzer
nedenler ile agiklamak miimkiin gériinmektedir.

Yapilan bir ¢alismada Thl ile Thl7 arasindaki karsilikli etkilesimin bozulmasinin,
ozellikle Thl yanitinin yoklugunun deneysel olarak daha siddetli otoimmiiniteye yol agtig1
bildirilmistir (133). Calismamiz sonunda buldugumuz Thl hiicrelerdeki azalma ve Thl7
hiicrelerdeki artig bu tabloya uymaktadir. Azalan Thl hiicre aktivitelerine ek olarak Th17
hiicrelerinin depolanma siirecinin sonlarmma dogru kazandigi bu aktivitenin 6zellikle raf
omriiniin sonlarma yaklasmis N-ES alan hastalarda otoimmiiniteye yatkinlik saglayip
saglamadigi bilinmemektedir. Bu konu arastirmaya agiktir. Yogun ve raf dmriiniin sonuna
yaklagmis N-ES transfiizyonu alan kisilerin otoimmiiniteyle iliskisi klinik bir ¢aligmayla
degerlendirilebilir. ~ AKT sonrasi meydana gelen transplant alicisinda graft Omriiniin
uzamasi, postoperatif bakteriyel enfeksiyonlarin, kanser rekiirrenslerinin artmasi, latent
enfeksiyonlarin alevlenebilmesi gibi tablolar immiinsupresif bir etkiyi veya zayiflayan Thl
yanitini igaret etmektedir. Eger AKT immiinsupresyon yapiyorsa boyle bir baskilanmaya
otoimmiin siireglerin eslik etmesi teorik olarak mantikli olmayacaktir. Ama eger AKT
immiinsupresyon yapmiyorsa, tablodan Th2 hiicre aktivitesinin sorumlu oldugunu diistinmek
ve bazi kisilerde bir takim otoimmiin siireglerin harekete gegebilecegini varsaymak miimkiin

olabilir.

Th22 Hiicreler

Th22 hiicreler, transkripsiyon faktorlerinin (AHR) ve ortamda bulunan IL-6 ve TNF-
o’nin birlikte etkisiyle naif Th hiicrelerden farklilasan hiicrelerdir (103, 141) ve IL-22
uretirler (121). Calismamizda bu hiicreler AHR ve IL-22 ekspresyon diizeylerine gore
degerlendirilmistir. AHR diizeyinde 21 giinde azalma (p>0,05), 42 giinde artis (p<0,05)
belirlenirken, CD3"CD4"IL-22" diizeyinde 21 (p<0,05) ve 42 giinlerde azalma (p>0,05)
saptanmustir.  Bu sonug¢ bize depolanma siirecinde iiriin igerisinde Th22 aktivitesinin
azaldigin diisiindiirmektedir. 42 giinde AHR’deki anlamli artisa ragmen, CD3"CD4"I1L-22"
diizeyindeki azalmanin miRNA’lar, posttranslasyonel modifikasyonlar gibi ¢esitli genetik
mekanizmalarin transkribe olan genin protein haline doniismesini engellemesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Ote yandan Eyerich ve arkadaslarma (121) gore Th22’ler TNF-o. da eksprese
etmektedir. Eger oyle ise CD3"CD4 TNF-o" ekspresyon diizeyindeki anlamli artis Th22
hiicrelerden de kaynaklantyor olabilir.  Ancak hem bu sitokinin Thl ve Th22’lerden
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eksprese ediliyor olmasi, hem de Th22 hiicrelerin imza sitokini olmamasi nedeniyle bu artis
Th22 doéniistimiinii destekler bir bulgu olarak degerlendirilmemistir. Sonug olarak hiicrenin
asil fonksiyonunu ifade eden sitokinin etkileri ve hiicre igi ekspresyon diizeyleri bu

hiicrelerin TRIM gelisiminde rol almadiklarini diisiindiirmiistiir.
Treg Hiicreler

Enflamasyon gelisimini saglayan efektor T hiicrelerin aksine, kontroliinden sorumlu
olan Treg hiicreler TGF-B etkisiyle, dogal olarak timusta (nTreg) veya periferde naif Th
hiicrelerden farklilagarak meydana gelirler (144-145). Foxp3’iin hiicre i¢i ekspresyonu Treg
hiicrelerin en spesifik belirteci olarak kabul edilir (144-145). Bazi kosullarda aktive olan
efektor T hiicrelerin gecici bir siireligine diisiikk diizeyde Foxp3 eksprese ettiklerinin
gosterilmesi Treg hiicreleri belirlemede zorluk yaratmaktadir (144). Bu hiicreler
Treg’lerden farkli olarak yiiksek diizeyde CD127 eksprese ederler (148-149). Calismamizda
Treg hiicreler transkripsiyon faktorii FOXP3 ve hiicre i¢i Foxp3 ekspresyonlarina gore
degerlendirilmistir. Depolanma siireci boyunca FOXP3’ilin 21. giinde azaldig1 (p>0,05), 42.
giinde arttig1 (p<0,05), CD4*CD25"¢"Foxp3* diizeyinin 21. giinde azaldig1 (p<0,05), 42.
giinde arttig1 (p>0,05), CD4*'CD25™%" CD127" diizeyinin 21 ve 42 giinde arttig1 (p<0,05)
belirlenmistir. Bu tablo Treg hiicrelerin 21. giinde aktivitelerini yitirirken; 42. giinde
aktivite artis1 gosterdigini diisiindiirmektedir. Bu sonug iiriin i¢erisindeki Treg aktivitesinin
depolanma siirecinin sonlarma dogru arttigin1 gostermektedir. Elde ettigimiz bu sonug
Baumgartner’in (27) ¢alismasinin sonucuna kismen benzerlik gostermektedir. En azindan
depolanma siirelerinin sonlarma yaklasan N-ES’lerdeki Treg aktivitesi bu benzerligi
saglamaktadrr. Bulgularimiz raf 6mriiniin sonuna yaklasan N-ES’lerin transfiizyonu ile
transflizyonun immiinsupresif etkisi arasinda iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Th2 immiin yanitinin Treg gelisimini baskiladigi
gosterilmistir. Th2’lerin bunu GATA3’ilin dogrudan promoter bdlgesine baglanarak Foxp3
ekspresyonunu baskilamasiyla yaptigi ifade edilmistir (188). Calismamizda GATA3
diizeyinin azaliyor olmasi ve Treg’lerin 42 giinde aktivitelerinin artiyor olmasi bu
mekanizmanin en azindan 21 giinde goriilen tablo ile iliskili olabilecegini diigiindlirmektedir.
Ote yandan 21 giindeki aktivite azalmas1 Th17/Treg Karsilikli diizenlenmesi kavramma da
uymaktadir (111, 138-139). Calismamizda Th17 aktivitesi de Treg aktivitesi de depolanma
slireci sonlarinda artmaktadir. Ancak 21 giinde Treg aktivitesi azalirken, Th17 aktivitesi

istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmaktadir. 21 giindeki bu tablo Th17 hiicrelerin,
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Treg hiicre farklilasmasini zayiflatmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan Foxp3’iin
RORC2 fonksiyonlarini antagonize ederek Thl7 gelisimini bloke ettigi de bildirilmistir
(140). Ancak bu bulgu bizim sonuglarimizla uyusmamaktadir.

Bildigimiz gibi efektdr Th hiicreler, naif hiicrelerden, ASH’lerin yardimi ve aktive
olmus Th hiicreler tarafindan yaratilan sitokin ¢evresinin yonlendirmesi ile sekonder lenfoid
organlarda farklilasmaktadir. Tartisma igerisinde bahsedilen “ES’lerin depolanma siireci
boyunca Th hiicrelerinde meydana gelen farkililasma™ acaba naif Th hiicrelerden efektér Th
hiicrelere olan farklilasma midir? Bizim ¢alismamizin kan saklama dolabinda bekleyen
kanlardaki Th alt gruplarmi incelemek iizere tasarlandigi; Th alt gruplari igerisindeki
farklilasmalarin lenfoid dokulardan alinan 6rneklerde degil de N-ES 6rneklerinde ¢alisildigi
diistiniildiigiinde, baska mekanizmalarin rol oynamakta oldugunu varsaymak miimkiindiir.
Teorik olarak naif Th hiicrelerden efektér Th hiicrelere farklilasmanin kan torbalar1 iginde
gerceklesmesi beklenen bir durum degildir. O halde depolanma siirecinde Th alt grup
profilinde belirledigimiz farklilasmalari nasil izah edebiliriz?

Asagidaki ii¢ yoldan birisi veya kombinasyonlar1 bu sonucu dogurmus olabilir.

e Naif Th hiicreler bilmedigimiz bir mekanizma ile sekonder lenfoid dokularin
disindaki dokularda da (kan vb) efektor T hiicrelere doniisebiliyor

e Higbir doniisiim olmuyor ama depolanma siirecinde hiicrelerden bir kismi 6liirken
sag kalan hiicreler one ¢ikarak elde ettigimiz sonuglar1 olusturuyor

e Plastisite sonucu canli hiicreler birbirlerine doniisiiyor

Bu boliime kadar Th alt gruplarina yonelik sonuglarimizin naif Th hiicrelerin efektor Th
hiicrelere farklilagsmasiyla olustugunu diisiinerek tartistik. Ama bunun olabilmesi ic¢in
gerekli kosullar tam olarak olusmamasi sonuglarimizin bu yol ile gelisme olasiligimin diisiik
oldugunu disiindiirmektedir. Ama bilinmeyen bazi mekanizmalarin bu tabloya yol agma
olasiligin1 hesaba katmakta yarar vardir.

Depolanma stirecindeki LA ve N-ES’lerde 16kosit sayimi yapmamamiz ¢alismamizin
eksik kalmig bir yonii olarak kabul edilebilir. Bu nedenle hem 16korediiksiyonun etkinligi
degerlendirilememis; hem de iiriin igerisindeki 16kositlerin azalip azalmadigin1 dokiimante
edilememistir. Ancak laboratuvar gozlemlerimiz, akim-sitometrik ¢alismalarda yasanan
zorluklar ve RNA izolasyonu i¢in Thoma laminda yaptigimiz sayimlar depolanma siiresi
boyunca ES igindeki l6kositlerin azalmakta oldugunu bize gostermistic. Depolanma
siirecinde 10kositlerin karsilagtigi gesitli etkenler, bazi Th hiicre alt gruplarmimn yok olmasima
yol acarken, kosullara bagli olarak digerlerinde daha farkli etkide bulunmus olabilir.

Boylelikle gruplar arasinda dagilim farkhilig1 ortaya ¢ikmis, elde ettigimiz sonuglardaki Th
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alt gruplar1 arasindaki oransal farklilik meydana gelmis olabilir. Ancak 21 giin azalan
CD4+CD25+highFOXp3+ ve CD3"CD47IL-22" degerlerinin 42 giinde tekrar artis gdstermesi,
bu 6ngoriiyli zayif kilmaktadir. Diger alt gruplar1 ifade eden parametrelerdeki ciddi azalma
nedeniyle 42. giindeki bu artislar olusmus olabilir diisiincesi de; siirekli artig gosteren Th2 ve
Th17 hiicreler nedeniyle anlamli olmamaktadir.

Yakin zamanda farklilagmis T hiicrelerin uygun uyaran bulunmasi durumunda farkli bir
efektor hiicreye dontisebildigininin (118) ve farklilagsmis Th hiicrelerin in vitro olarak sitokin
profillerini degistirebildiginin (152) gosterilmesi elde ettigimiz sonuglarda plastisitenin de
rolii olabilecegini diisiindlirmektedir. ~Th17 hiicrelerin IFN-y eksprese etme oOzelligi
kazanarak IFN-y ile IL-17’yi es zamanl iretmesi (153-154) plastisiteye Ornek olarak
verilebilir. Ama g¢alismamizda hiicre i¢i IFN-y diizeyinin azalmakta olmasi bu hiicrelerin
sonuclarimizla iliskisi olmadigini disiindiirmektedir.  Bunun yaninda Thl7 hiicreler
Th17/Th2 hiicrelere de doniisebilmektedir (155). Burada akla hemen su sorular gelmektedir.
Acaba bulgularimiz arasinda ozellikle 42 giinde pik yapan CD3*CD4°IL-4" ve
CD3'CD4IL-17A"lardan bir boliimii Th17/Th2 hiicrelerden kaynaklaniyor olabilir mi? 42
giinde aktivitesini artiran Th17 hiicreler Th2 hiicrelere destek olmak amaciyla bir takim
immiin mekanizmalarin sonucunda mu aktivite kazaniyor? Elimizdeki verilerle bu sorulara
cevap vermemiz miimkiin olmasa da, boyle bir degisimin olabilirligini bilmek tabloya farkl
bir bakis acisiyla bakmay1 saglamaktadir ve bu nokta arastirilmaya aciktir. Treg hiicrelerin
de plastisitesine yoOnelik bulgular bulunlaktadir.  Treg’lerin Foxp3 ekspresyonlarini
azaltabildigi veya ortadan kaldirabildigi, bu sayede diger T hiicre alt gruplarina
doniisebildigi bilinmektedir (157-158). Treg hiicreleri Th17 hiicrelere doniisebilmekte, hem
Foxp3 hem de IL-17 eksprese eden hiicrelere haline gelebilmektedir (159-160). Ote yandan,
benzer bir donilisimiin Treg-Th2 hiicreleri arasinda da oldugu ifade edilmistir. Treg
hiicrelerin Th2 hiicreler doniistiigii ve bunun Th2 tip immiin yanit ile iliskili hastaliklarin
temeli olabilecegi bildirilmistir (158, 161). O halde, Foxp3 diizeyinin azalip, Th2 ve Th17
aktivitesinin arttigr buldugumuz 21 gilindeki tablonun boyle bir doniisimiin sonucu
olabilecegini diislinebilir miyiz? Evet, bu donemde iiriin igindeki Treg hiicrelerin efektor
Th2 ve Thl7 hiicrelere doniistiigiinii diisiinmek miimkiindiir. Bu donemde artis gdsteren
Th2 ve Th17 aktivitesi bu doniisiime baglanabilir. Ayni zamanda azalan Foxp3 diizeyinin
RORC?2 iizerindeki antagonist etkisinin azalmasindan (140) veya aktive olan Th2 hiicrelerin
yaratacag1 sitokin ¢evresinden dolay1 naif Th hiicreler Th17 ve Th2 hiicrelere donisiiyor, 42
giinde belirlenen Th17 ve Th2 aktivasyonunu meydana getiriyor olabilirler. Belki de bu

giinde yeterli diizeyde Thl7 ve Th2 aktivitesi saglandigi icin Treg’leri bu doniisiime
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yonlendiren uyaran ortadan kalkiyor, 42. giindeki CD4*CD25""9"Foxp3* ve CD4*CD25*""
CD127" diizeyindeki artig saglaniyor olabilir. Foxp3 diizeyinde azalma ile Treg hiicrelerin
Th2 ve Thl7 hiicrelere doniisebilme 06zelligi kazanmalar1 c¢alismamizda buldugumuz
sonuglar ortlismektedir. Ayrica Foxp3 eksprese eden Treg hiicrelerin, Thl farklilasmasini
saglayacak kiiltiir ortaminda IFN-y (98, 162-163), IL-4 bulunan ortamda ise 1L-9 eksprese
ettigi de (164) gosterilmistir. Thl ve Th9 ¢alismamizda aktivite yitiren hiicreler oldugu i¢in
bu doniigiimiin sonuglarimizla bir iligkisi olmadigini diistiniilmiistiir.

T hiicrelerinin plastisitesi, naif Th hiicrelerden efektor T hiicrelere doniisiimden farkli
olarak sekonder lenfoid organlar disinda gergeklesebiliyor ise elde ettigimiz sonuglar1 daha
cok plastisite ile agiklamak mantikli olacaktir. Ancak her hangi sekilde gelisiyorsa gelissin
depolanan N-ES’ler igerisinde Th profilinde degisiklikler olugsmaktadir. Ancak bu degisim
iriin icerisindedir. Th hiicreler AKT sonras1 aliciya gegtiklerinde {iriin i¢inde iken
kazandiklar1 &zelliklerini  siirdiirebiliyor ve sag kalabiliyorlarsa, TRIM’in &nemli
etkenlerinden olabilirler. Sonuglarimiz, kan torbasi i¢indeki tablonun aliciya benzer sekilde
yansimasi kosuluyla, bugiine degin TRIM’in en 6nemli nedeninin AKT’nin alicida Th2
yanitii gliglendirmesi oldugunu diistinenleri destekler niteliktedir. Her AKT sonras1t TRIM
bulgularina rastlanmamasi da, torba igindeki tablonun aliciya sinirli durumlarda ayni sekilde
yansimasindan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug¢ olarak depolanma siirecinde Thl, Th9 ve Th22 hiicreleri aktivitelerini
kaybederken Th2 ve Th17 hiicreler aktivitelerini artirmistir. Bu durum Treg hiicrelerde 21.
giinde azalmis 42. giinde artmustir. Th alt gruplarinda depolanma siirecinde buldugumuz bu

degisiklikler TRIM ¢ yol agan mekanizmalar1 agiklama konusunda degerli veriler olabilir.
Lokorediiksiyonun Etkinligi

AKT sonrasi bagisct ile alic1 arasindaki HLA-DR antijenlerinin paylasim durumuna
gore alloimmiinizasyon veya immiinsupresyon gelisebilecegi bildirilmistir (189). En
azindan bir antijenin paylasimi durumunda toleransin uyarildigi, paylasimin olmadigi
durumlarda ise alloimmiinizasyonun gergeklestigi one siriilmistir (190).  Allojeneik
16kositlerin ve 16kosit antijenlerinin istenmeyen bu durumlarin temel unsurlari olabilecegi ve
16kosit azaltmanin bu tablolardan kurtulmak igin yararli olabilecegi ifade edilmistir (16).
Caliymamizda 16korediiksiyonun etkinligi N-ES ve LA-ES siipernatanlarindaki sitokin
profillerinin karsilagtirilmasi ile belirlenmek istenmistir. Etkinlik degerlendirmesinde Th

hiicre karsilastirmasina yer verilmemistir. Bunun nedeni teorik olarak depolanma oncesi
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4log lokorediiksiyon islemi uygulanan LA-ES orneklerinde Olgiilebilir miktarda 16kosit
bulunmayacaginin diisiiniilmesidir. Kan merkezimizde diizenli olarak yapilan kalite kontrol
calismalarinin sonuglar1 da bu goriisti desteklemektedir.

Lokosit azaltimimin, febril non-hemolitik transfiizyon reaksiyonlarin, CMV gibi bazi
enfeksiyoz ajanlarin gegisini ve HLA alloimmiinizasyonunu engellendigi bilinmektedir.
Ancak transflizyonun diger komplikasyonlar1 {izerindeki etkinligine yonelik kanitlar ¢esitli
ve celiskilidir. Etkili oldugunu gosteren ¢alismalarm (14, 79, 90, 180-181) yani sira etkisiz
oldugunu gosteren caligmalar da (1, 182-184) bulunmaktadir.

Bugiine kadar lokorediiksiyonun etkinligini degerlendirmeyi amacglayan c¢alismalarin
onemli bolimiini Klinik temelli ¢alismalar olusturmustur ve TRIM’in klinik sonuglar1
tizerinden degerlendirme yapilmistir. Bizim ¢alismamiz bir laboratuvar ¢alismasi oldugu
icin TRIM’de rol oynamas1 olas1 hiicreler ve molekiiller ile 16korediiksiyonun etkileri iiriin
icerisinde yapilan ¢esitli dlgtimlerle belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonuglarimiza bakildiginda,
bu anlamda istatistiksel olarak anlamli bulunabilecek tek sonug, LA-ES siipernatanlarinda
42. giinde IL-17A diizeylerinin, N-ES’lerinkilere gore sinirda bir anlamlilikla (p=0,052)
yiiksek bulunmasidir. Ilgingtir ki teorik olarak icinde yeterli diizeyde 16kosit bulunmayan
LA-ES orneklerinde IL-17A diizeyleri N-ES 6rneklerinden daha fazla artis gostermistir.
Ancak lokorediiksiyonun etkinligine yOnelik karsilastirlarimamizda IL-17A’dan ¢ok daha
onemli bir bulgumuz bulunmaktadir. Sadece N-ES siipernatanlarinda 6lgtilebilen TGF-
diizeyleri bu baglamda bize oldukca 6nemli bilgiler vermektedir. TGF-B hi¢cbir LA-ES
orneginde saptanamamig ama N-ES oOrneklerinde depolanma siireci boyunca artis
gostermistir (21 giin p<0,05, 42 giin p=0,051). LA-ES’lerde saptanamadig igin iki grubun
karsilagtirildig: istatistik degerlendirmeye alimamasa da, N-ES siipernatanlarindaki bu artis,
TGF-f’nin TRIM gelisimi agisindan o©nemli olabilecegini 6ne siiren c¢alismalari
desteklemektedir (165). Ote yandan, LA-ES’lerde bdyle bir artisn bulunmamast,
I6korediiksiyonun TRIM’i engellemede saglayabilecegi yararin gostergesi olarak kabul
edilebilir. AKT ile aliciya gegen bu sitokin, 6zellikle yogun sekilde N-ES alan hastalarda
yiiksek miktarlara ulasip naif Th hiicrelerin Treg hiicrelere doniismesine ve transfiizyonun
immiinsupresif etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden oluyor olabilir. N-ES’lerde TGF-
artiginin kaynagi, iiriin igerisinde bulunan ve bu sitokini eksprese eden T hiicreler de dahil
birgok 1okosit alt grubu olabilir. Bu ekspresyonun nedenlerinden bir tanesi de iiriin iginde
biriken LPS’ler olabilir. Uriin iginde biriken LPS’lerin hiicre kiiltiiriinde sitokin iiretimini
uyardig1 ve Treg aktivitesini artirdigi gosterilmistir (174-175). LPS’ler sitokin tiretimi ve

Treg aktivasyonuyla klinik olarak immunsupresif etkinin goriilmesine neden oluyor veya
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etkiyi giliclendiriyor olabilir. LPS kdkenli bu etki, l6korediiksiyon ile azaltilamaz ve
lIokorediiksiyonun etkisinin smirlt kalmasinda yol agabilir. Bizim belirledigimiz TGF-3
artis1 belki de boyle bir etkinin sonucudur. Sadece N-ES’lerde artis saptanmasinin nedeni
de, LA-ES orneklerinde LPS’ler tarafindan uyarilarak TGF-f iiretecek yeterince 16kositin
bulunmamasi olabilir. Ancak LA-ES’ler transfiize edildiginde, tiriin i¢inde birikmis olan bu
LPS’ler alicida benzeri bir etki ile Treg aktivasyonu sagliyor ve bdylece lokorediiksiyon
etkinligini yitiriyor olabilir. Belki de lokorediiksiyonun TRIM’i engelleme konusunda
yetersiz oldugunu gosteren c¢alismalarin bu sekilde sonu¢ vermesinin nedeni, lokosit
filtrelerinden gecerek etkilerini siirdiirebilen, eritrositler, ekzozomlar gibi l16kosit kokenli
yapilar veya LPS’ler gibi lokosit dis1 etkenler olabilir. Eger TRIM gelisiminde boyle
yapilarin etkisi varsa, tek basmna lokorediiksiyonun TRIM’i Onlemek i¢in yetersiz

kalabilecegini 6ne slirmek yanlis olmayacaktir.

Siipernatanda Bulunan Sitokinler

ES’lerin depolanma siirecinde biriken bir takim BYD-IM’in (21-24, 28, 68, 167-171),
¢oziiniir FasL ve ¢oziiniir HLA klas I molekiillerinin (1, 59, 87, 165) TRIM etkisinde rolleri
olabilecegi bilinmektedir. Sug¢lanan mediyatorlerden bir tanesi de sitokinlerdir (21-24). ES
siipernatanlarinda depolanma siirecinde sitokin diizeylerinin gosterdigi degisiklikler ve
etkileri (27, 165-166, 176-178) gesitli arastirmalarla gosterilmistir. Bu ¢alismalar transfiize
edilen siipernatanin alicida da TRIM etkisine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda, LA-ES ve N-ES siipernatanlarinda I1L-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-13, IL-17A, IL-22, IFN-y, TNF-0 ve TGF-p diizeyleri 6lgiilerek TRIM etkisiyle iliskileri
degerlendirilmek istenmistir. Arastirmamizda bu sitokinlerden IL-4, IL-6, IL-9, IL-10 ve
TNF-a diizeyleri ya hi¢ Olclilememis ya da istatistiksel degerlendirmeye katilamayacak
kadar az sayida ve diizeyde belirlenmistir. Burada hemen su soru akla gelmektedir:
Calismamizda depolanma stireci i¢ginde Th2 ve Th17 aktivitelerinde artis saptandigina gore,
stipernatanda IL-4, 1L-10 ve IL-6 diizeylerinde artis saptamak gerekmez miydi? Th2
aktivitesinin siipernatandaki karsilig1 olarak 1L-4 ve IL-10 diizeylerinin, Th17 farklilasmas1
icin siipernatanda biriken TGF-B’ya eslik etme anlamimda IL-6 diizeylerinin dlgiilmesini
beklenmek miimkiin olabilirdi. Benzer sekilde hiicre i¢inde artig gdsteren TNF-a’nin, siire¢
icinde azalsa da aktivitesi devam eden Th9 hiicrelerin yansimasi olarak IL-9’un 6zellikle N-
ES siipernatanlarinda 6lgiilmesi beklenebilirdi. Ancak bu sitokinlerin diizeyleri ne LA-ES

ne de N-ES siipernatanlarinda belirlenemedi. Bu durum laboratuvar kaynakli olabilecegi
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gibi, sitokinlerin kolay yikilma, ELISA ile zor saptanma ve kisa yar1 dmiirlii olma gibi bir
takim Ozelliklerine veya siire¢ boyunca iriin iginde kullaniliyor olmalarima bagli olarak
karsimiza ¢ikiyor olabilir. Ote yandan siipernatanda IL-4 ve IL-6 diizeylerinde herhangi bir
deger saptanamamasina ragmen Th2 ve Th17 farklilagmasinin olugmasi; iiriin i¢inde naif Th
hiicrelerden efektor Th gelisimine siipheli bakisimizi destekler niteliktedir. Bu hiicrelerin
gelisimi i¢in naif Th hiicrelerin ortamda bulunan bu sitokinlere gereksinimleri
bulunmaktadir.

Calismamizda LA-ES’lerde IL-8, IL-13, IL-17A, IFN-y diizeyleri, N-ES’lerde IL-8, IL-
13, IL-17A, IL-22, IFN-y, TGF-B diizeyleri degerlendirilebilmistir. LA-ES’lerde IL-8, IL-
13 ve IFN-y diizeylerinin 0, 21 ve 42 giin giinlerde gosterdigi degisiklikler ile IL-17A’nm 21
giin Orneklerinde gosterdigi artis anlamli bulunmamustir (p>0,05). Sadece 42 giin
orneklerinde IL-17A’nin gosterdigi artig anlamli bulunmustur (p<0,05). LA-ES’lerde IL-8,
IL-13, IL-17A, IFN-y diizeylerinin saptanabilir olmasi hatta IL-17A’nin artig gostermesi
ilgin¢ bir durumdur. Bu durumun sitokin diizeylerinin siire¢ boyunca ¢ok fazla degisiklik
gostermemesi nedeniyle LA-ES’lerin elde edildigi ilk giin {iriin icerisindeki var olusla
aciklanmast pek mimkiin goriinmemektedir.  Sitokinlerin yar1 Omiirlerinin kisaligi
nedeniyle depolanma siirecinde diizeylerinde bir azalma olmasi beklenirken, diizeyin sabit
kalmas1 veya artig gostermesi Sitokin ekspresyonunun siirdiigiinii diisiindiirmektedir. LA-
ES’lerdeki bu iiretimin kaynagi tam olarak anlasilamasa da, iiriin igerisinde bulunan lokosit
dis1 kaynaklardan veya 16kosit filtresini gegebilen 16kosit iligkili yapilardan koken aldigini
diisiinmek miimkiindiir. Lokosit dis1 kaynaklarm ¢alisma protokoliimiiz geregi hem LA-ES
hem de N-ES’lerde esit diizeyde bulunmasi gerektigi diisiincesinden hareketle; LA-ES’lerde
sitokin ekspresyonunun ve IL-17A artisinin daha ziyade lokosit filtresinden gegebilen
l1okosit iliskili yapilardan kaynaklandigi diisinmek mantikli goriinmektedir. Bu bakis
agisiyla ekzozomlar ve plazma membrani kaynakli ekzozomlar ve MP’ler 6ncelikli olarak
diisiiniilebilir. Bu yapilar boyutlar1 nedeniyle 16korediiksiyondan kurtularak iiriin i¢inde
devam eden sitokin ekspresyonuna yol agabilirler. LA-ES siipernatanlarinda N-ES’lere
yakim 0Olctiigiimiiz sitokin diizeylerinin ve IL-17A artisinin nedeni bu yapilar olabilir. LA-
ES’lerde dnemsenmeyecek diizeyde bulunan/bulunmayan lokositler tarafindan bu yapilardan
eksprese edilen sitokinlerin kullanilamamasi, kiimiilatif birikimle saptamis oldugumuz IL-
17A artismm nedeni olabilir.  Ancak IL-22 ve TGF- diizeylerinin LA-ES’lerde
saptanamayip N-ES’lerde saptanabilmesi ve diger sitokin diizeylerinin artig gostermemesi

bu varsayimi zayiflatmaktadir.
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Calismamizda, N-ES siipernatanlarinda LA-ES’ninkilere ek olarak IL-22 ve TGF-
diizeyleri de 6lgiilebilmistir. 1L-8, IL-13, IL-17A ve IFN-y diizeylerinin 0, 21 ve 42 giin
orneklerinde gosterdigi degisiklikler ile 1L-22°nin 42 giin orneklerinde gosterdigi azalma
anlamli bulunmamustir (p>0,05). Sadece 21 giin 6rneklerinde 1L-22’nin gosterdigi azalma
ile TGF-B’nin 21 giin 6rneklerinde gosterdigi artis anlamli bulunmustur (p<0,05). TGF-
B’nin 42 giin Orneklerinde belirlenen artis ise smnirda anlamlidir (p=0,051). N-ES
stipernataninda biriktigini belirledigimiz TGF-B, TRIM fenomeninin nedenlerinden birisi
olabilir. Bulgumuz ES plazmasmin immiin diizenleyici etkisinden TGF-B’nin sorumlu
oldugu varsayimimi (165) destekler niteliktedir. TGF-p, birincil etkisi T lenfositlerin ve
diger lokositlerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu baskilamak olan bir sitokindir. Antijen
ile uyarilmig T hiicreleri, LPS ile aktive olmus mononiikleer fagositler ve diger bazi hiicre
tipleri tarafindan eksprese edilir. T hiicrelerin fonksiyonel olarak farkli olan alt gruplarina
farklilagmasinin diizenlenmesi proliferasyonlarinin ve efektor fonksiyonlariin baskilanmasi
gibi fonksiyonlar1 vardir (101). TGF-B bu 6zellikleri sayesinde N-ES’lerin transflizyonu ile
alicida gecici bir immiinsupresyon meydana getiriyor veya naif hiicreleri Treg hiicrelere
yonlendiriyor olabilir. DO-LA-ES’lerle alictya TGF-B gegisini engelleyerek, TGF-p’nin
notrofil hareketleri (21), T hiicre proliferasyonu (165) lizerine olumsuz ve baskilayici
ozelliklerinin Oniine gegilebilir. Belki de bu sayede post-operatif bakteriyel enfeksiyonlar,
kanser rekiirrensi gibi baz1 TRIM etkileri engellenebilir. Ancak tiim TRIM etkilerinin TGF-
B ile agiklanacak kadar basit olmadigi unutulmamahdir. Baumgartner ve arkadaslarinin (27)
bulduklar1 sonu¢ bizim N-ES siipernataninda buldugumuz gibi siipernatanda biriken TGF-
B’den kaynaklantyor olabilir.

Ek olarak sitokin sonuglarimiza bakildiginda garip bir sonug ile de karsilagilmaktadir.
Ayn1 bagis¢iya ait LA-ES oOrneklerinin 0. giiniinde TGF-B ve IL-22 diizeyleri “0”
bulunurken, N-ES 6rneklerinin 0. giiniinde on bagig¢inin besinde yiiksek TGF-f ve 1L-22
diizeyi saptanmistir. Her iki sitokin i¢in elde edilen bu bes degerin {igii ortak (1, 7 ve 8.
bagiscilar) bagis¢ilarda bulunmustur. Ayni anda ayni kisilerden alinan kanlardan hazirlanan
LA ve N-ES o6rneklerinin 0. giinlerinde IL-22 ve TGF-f’nin bu farkli degerlerinin nedeni
anlasilamamustir.

Ozetlemek gerekirse LA ve N-ES siipernatanlarinda 6lgtiigiimiiz sitokin degerlerinden
hem T hiicre alt grup sonuglarimizla bagdasan, hem de TRIM gelisiminde rol alma olasilig1
olan sitokinler IL-17A ve TGF-p’dir. IL-17A’nin naif Th hiicrelerin Th17 hiicrelere
dontigiimiinden ziyade, Th17 hiicrelerden eksprese edildikten sonra farklilasmay1

giiclendirici etkisi oldugu bilinmektedir (130). Bu nedenle IL-17A’nin, Th17 aktivitesini
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giiclendirip, Thl yanitinin zayiflamasina, Th2 yanitinin giiclenmesine aracilik ederek TRIM
etkisine katki sagladig diisiiniilebilir. TGF-f ise alicidaki naif Th hiicrelerin Treg hiicrelere
farklilagmasina aracilik ederek TRIM etkisinin immiinsupresif 6zelliklerinin gelismesini
sagliyor olabilir.  Lokorediiksiyon islemiyle bu supresif etkiden kurtulmak miimkiin
goriinmektedir. Diizeyini 6lcemedigimiz veya seviyelerini anlamlandiramadigimiz diger
sitokinlerin TRIM gelisimine katki agisindan rolleri tarafimizca degerlendirilememistir.

Stipernatan degerlendirirken depolanma siiresi boyunca siipernatanda biriken sitokin
dis1 yapilarin da gdz Oniinde bulundurulmasinda yarar vardir.  Ornegin uzun siire
depolanmig ES’ler araciligyla nakledilen apoptotik hiicrelelerin TGF- aracili
immiinsupresyona (63), allograft kabuliiniin giiclenmesine ve Treg diizeyinin artisina neden
oldugu gosterilmistir (64). Uriin i¢indeki bu 6lii hiicre artiklar1 da TRIM nedenlerinden bir
tanesi olabilir. Bundan baska plazma serbest demirinin de potansiyel immiin diizenleyici
etkileri oldugu (169), diisiikk demir diizeyinin immiin yanitin Thl, artan diizeyinin ise Th2
yoniinde gelismesine yol agtigi bilinmektedir (171). Depolanma siirecinde N-ES ve LA-
ES’lerde biriken serbest demir ile TRIM arasinda iliski bulunabilir. Bir iirlin igerisindeki
demir diizeyi belki bu durumu doguracak kadar yiikselmeyebilir. Ancak yogun ve gorece
olarak uzun siire depolanmis ES transflizyonu alan hastalarda kiimiilatif olarak yiikselen
demir diizeyi bu tabloya yol aciyor olabilir. Bu durum AKT’nin immiin diizenleyici
etkilerinin triiniin depolanma siiresi (67, 75-78) ve transflize edilen {irlin says1 (14, 79) ile
iliskili oldugunu One siiren goriislere de destek saglanmaktadir.  Bununla birlikte
makrofajlarim demir yiiklenmesinin, immiin yanitin Th2 yoniinde kaymasina aracilik
ettikleri (171) ve proenflamatuvar (M1) formdan antienflamatuvar (M2) forma doniistiikleri
One sirilmiistiir (68).  Depolanma siirecinde biriken demirin AKT sonrasi alici
makrofajlarinda benzeri etkiler gostererek immiin yaniti Th2 yoniinde degistirmesi
miimkiindiir.  YoZun ve uzun siire depolanmis ES transfiizyonu alan hasta immiin
sisteminde, ES siipernatanindaki serbest demir nedeniyle meydana gelebilecek M2 ve Th2
aktivitesindeki artig, bulgularimizda gosterdigimiz {riin i¢indeki Th2 aktivite artisi ile
birlikte TRIM mekanizmasinda sinerjik bir etki olusturuyor olabilir. Serbest demir, ES
stipernataninda depolanma siirecinde biriken ¢ok sayida molekiil ve mediyatorlerden sadece
bir tanesidir. Transflizyonun immiin diizenleyici etkisininin nedenlerini anlamak i¢in
sipernatandaki diger molekiill ve mediyatorlerin degerlendirildigi kapsamli c¢aligmalara
gerek vardir.

TRIM etkisinde l0kositler ve silipernatanin disinda eritrositlerle ilgili bir takim

ozelliklerin de rolii olabilecegi c¢esitli ¢aligmalarla isaret edilmistir. ES depolanma

74



slirelerinin, transflize edilen {iriin sayismin ve eritrosit kokenli MP’ler gibi etkenlerin TRIM
gelisiminde rol oynayabilecegi tartisilmistir.  Yapilan ¢esitli ¢aligmalar eritrositlerin de
kanser gelisimi ve progresyonu iizerine olumsuz etkileri oldugunu (66-67), sepsis riskini,
hatta mortaliteyi artirabildigini (67), makrofaj plastisitesini (M1- M2) etkiledigini (68), HO-
1 araciligryla Treg indiiksiyonuna aracilik ettigini (70-72) gostermistir. Ote yandan eritrosit
depolanma lezyonlarinin da transflizyonun immiin diizenleyici roliine sagladiklar1 katkilar
tartisilmaktadir.  Ozellikle eritrosit kokenli MP’lerin AKT ile alictya gectiklerinde
immunsupresif bir etkiye neden olabilecekleri bildirilmistir (81-82). Eger eritrositler
yukarida bahsettigimiz gibi, depolanma siireleri, transflize edilen {iriin sayilar1 ve MP’leri
araciligiyla immiin diizenlenmede rol aliyorlarsa, lokorediiksiyonun TRIM gelisimini
engelleyici bir etkisi olmadigin1 savunan goriislere destek saglanmis olacaktir. Ancak
eritrositler ve TRIM etkisi arasindaki iligki ile ilgili yeni bilgilere ve ¢aligmalara gerek
vardir.

ES’lerin depolanma siiresiyle TRIM iligkisini degerlendiren ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. 14 giinden uzun siire depolanan ES’lerin bir yillik mortaliteyi (75) ve
enfeksiy6z komplikasyonlari (76) artirdiginin, ortalama 6 giin daha uzun siireyle depolanmis
ES’lerin multiorgan yetmezligine (77) ve ortalama 8 giin uzun depolananlarin sepsise bagh
Olimlere yol agtiginin (78) gosterilmesi bu c¢aligmalara Ornek olarak verilebilir.
Calismamizda Th2, Th17 ve Treg hiicrelerinin depolanma siirecinin sonlarma dogru aktivite
kazanmasi1 ve stipernatandaki TGF-p diizeyindeki yiikselme uzun siire depolanmis N-
ES’lerin transflizyonunun immiinmodiilator etki ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu etkilerin transflizyon sayisi arttikca daha fazla artis gosterecegini dngdrmek yaniltici
olmayacaktir. Zaten 3 iiniteden fazla ES transflizyonunun mortaliteyi artirdigii gosteren
calismalar (14, 79) da bu 6ngoriiyii desteklemektedir.

Bu giine degin TRIM konusunda yapilan c¢alismalar genellikle klinik calismalar
olmustur.  Bizim c¢alismamiz laboratuvar ortaminda {iriin i¢indeki immiinolojik bazi
parametrelerdeki degisimi belirlemeyi hedeflemistir. Bir ¢ok otoriteye gore TRIM etkisi,
AKT’nin alicida immiin yanit1 Th1’den Th2’e doniistiirmesiyle ortaya ¢ikmaktadir ve bu
doniisiimde siklikla mikrokimerizm (53-54), transfiizyonun 1V yapilan bir uygulanma
olmasi (51) ve siipernatanda biriken molekiiller (57) su¢lanmistir.  Calismamizin
sonuclarindan bir tanesi bu goriisii destekler niteliktedir. Uriin igerisinde depolanma siireci
boyunca Thl hiicreler aktivitelerini yitirmis, Th2 hiicreler baskin hale gelmistir. N-ES’ler
icinde buldugumuz Th2 aktivite artis1 belki de alicidda mikrokimerizm, iV uygulama vb

nedenlerle gelistigi diisliniilen Th1—Th2 doniisiimiiniin temel nedenidir ve transfiizyon
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aractli mikrokimerizmin sonucu degil sebebidir. Uriin igindeki Th1—Th2 déniisiimii
transfiizyon alicisina yansidiginda TRIM’e yol agiyor olabilir.  Ayrica AKT’nin iV
uygulanmasinin, ES’lerin uzun siire depolanmasmin ve Th2 tip immiin yanitin alicida
anerjiye yol acarak TRIM’e neden olmasi (51, 55, 61); depolanma siireci boyunca artan Th2
aktivitesinin TRIM’e anerji aracili katilhmini da sagliyor olabilir. Th2’ler disinda diger
onemli bulgumuz da depolanma siireci boyunca iiriin igerisinde artig gosteren Thl7
aktivasyonu olmustur. TRIM ve Thl7 hiicre aktivasyonu iliskisiyle ilgili calisma
bulunmamaktadir.  Ayrica TRIM’in otoimmiin bir siireci de kapsayip kapsamadigi
bilinmemektedir. Bu tartismaya ve calismaya acik bir konudur. Calismamizda Treg
hiicreler siire¢ icerisinde Once aktivitelerini yitirmig, depolanma siireci sonlarmna dogru
tekrar kazanmistir. Bu tablo AKT’nin immiinsupresif etkilerinde baskin rolii Treg’lerin
oynamadigini ya da depolanma siiresi uzun ES’ler transfiize edildiginde oynayabilecegini
disiindiirmektedir. ~ AKT sonrast alicida gelisen Treg aktivasyonunun olusturdugu
immiinsupresyonun TRIM gelisiminde 6nemli oldugu bildirilmistir (17, 27, 64). TRIM
Treg’ler aracilifiyla depolanma siiresinin sonlaria yaklasmis N-ES’lerin transfiizyonu ile
gelisiyor olabilir. Ote yandan LA-ES ve N-ES siirenatanlar1 karsilastirdigimizda siireg
icerisinde N-ES siipernataninda artis gosteren TGF-B, transflizyonun immiinsupresif
etkilerinin baslica kaynagi olabilir. Bu sitokinin LA-ES’lerde saptanamamis olmasini da
lIokorediiksiyonun AKT’nin immiinsupresor etkKilerini azaltabileceginin gostergesi olarak
kabul edilebilir.

Sonug olarak, AKT ile aliciya 6nemli miktarda hem ¢6ziiniir, hem de hiicre ile iliskili
yabanc1 antijen/molekiil gegmektedir. Bu antijen/molekiillerin alic1 dolasiminda varliklar1
ve kaliciliklar1 ¢esitli immiin yanitlar i¢in uygun zemini hazirlamaktadir. Bu yapilar
nedeniyle alicida olusan immiin diizenlenmeye TRIM ad1 verilmektedir. TRIM gelisiminde
daha ¢ok bu antijen/molekiillerin 16kosit kokenli olanlar1 sug¢lanmaktadir. Ama eritrosit
kokenli yapilardan da siiphelenilmektedir. N-ES depolanma siirecinde Th2, Th17 ve Treg
aktivitelerinde buldugumuz artis TRIM etkisinin iiriin i¢inde baslayan bir siire¢ olabilecegini
ve ES igindeki MNH’lerin bu siirecte rol oynayabileceklerini gdstermistir. Ozellikle Th2 ve
Treg sonuglarimiz ile TRIM’in olas1 mekanizmalar1 arasinda paralellikler bulunmaktadir.
Ote yandan 6zellikle N-ES siipernataninda biriken TGF-p alicidaki immiinsupresyonda rol
oynuyor olabilir. Bu durum yogun transfiizyon alan hastalarda daha sik ve siddetli
yasaniyor olabilir. Bu tablo ES siipernataninin TRIM gelisimideki etkilerini ve transflize
edilen iiriin sayisi ile olumsuz sonuglar arasinda iliski olabilecegini gostermektedir. Yine

TGF-f’nin sadece N-ES siipernatanlarinda saptanabilmesi lokorediiksiyonun siipernatan
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aracili TRIM gelisimini engellemede etkin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayni sekilde
TRIM ile iliskili olduklarini diisiindiiren Th alt gruplarma yonelik sonuclarimiz da
lIokorediiksiyonla TRIM etkisinin azaltilabilecegini gostermektedir. Ama 1okosit dis1
nedenler her zaman bu etkinligi smirlandiracaktir.  Uriin icinde Th2, Thi7, Treg
aktivitelerinde saptadigimiz artisin depolanma siiresinin uzunlugu ile paralel olmasi da, iiriin
raf 6mrii ile TRIM arasinda iliski oldugunu gdstermesi agisindan 6nemli bir bulgudur.

Son olarak, TRIM etkileri her transfiizyon sonucunda karsilasilan durumlar degildir ve
etkilerin her birinin temelinde muhtemelen farkli mekanizmalar yatmaktadir. Tim bu
etkilere {iriine ve hastaya baglh farkli degiskenler yol agmaktadir. Her ne kadar TRIM
etkisinin temelinde iiriin igerisinde bulunan lokositler ile siipernatanda biriken BYD-IM’in
rolii oldugu ifade edilse de eritrositlerin, hatta kan bilesenlerinin elde edilmesi ve uzun siire
depolanmasi amaciyla torba sistemleri ig¢inde bulunan soliisyonlarin bile etkilerinin
bulunabilecegi unutulmamalidir. Bundan sonra bu konuda planlanacak ¢alismalarin bu
mantik cercevesinde hazirlanmasi elde edilecek verileri daha degerli kilacaktir. Ciinkii her
bir TRIM etkisinin nedeni iirlin i¢cindeki farkli bir yapmnin ilgili hasta grubunda gosterdigi
fonksiyona bagl olabilir. Ornegin transfiizyon her hastada bakteriyel enfeksiyon yapmaktan
ziyade postoperatif durumlarda bu tabloya yol agmaktadwr. Bu hasta grubu i¢inde de
lokorediiksiyon kardiyak cerrahi hastalarinda bakteriyel kontaminasyonu engellerken, diger
operasyonlardan sonra etkisi olmamaktadir. Biiyiik olasilikla her hasta grubu {iriin i¢indeki
farkli etkenlerden etkilenip TRIM’in klinik sonuglarini gostermektedir. Bu durum bize her
hastanin ve transflizyonun digerlerinden farkli, essiz oldugunu isaret etmektedir. Her
hastada TRIM meydana gelmemesinin nedenleri, AKT alicisinda Th hiicrelerin sag
kalamamasina, siipernatandaki mediyatdrlerin diliie olmasina, hastalarin bu degisikliklerden
etkilenecek klinik Ozellige sahip olmamasina, alinan transflizyon sayisina ve iiriiniin raf
Omriine vb baghh olabilir. Bu yiizden TRIM’i nedenleri ve sonuglar1 acisindan
degerlendirirken, bu konuda arastrma planlarken bu degiskenleri akilda tutmakta yarar

vardrr.
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:;‘,’1‘; TBX21 | GATA3 | AHR SPL1 | FOXP3 | RORC2
0 4.79E-04 | 9.68E-03 | 108E-02 02078 207E-03 | 129E-03
1 21 1.63E-05 9.01E-04 3.28E-03 1.89E-02 1.63E-03 0
42 0 0 04325 0 543E-02 0.325
0 1.69E-03 2.17E-02 2.15E-02 0.2446 3.11E-03 1.32E-03
2 21 | 6,10E-04 | 196E-03 | 554E-03 | 423E-02 | 7.93E-04 | 2.70E-04
42 | 155E-03 | 3.14E-04 03357 6.78E-04 | 5.09E-02 0.245
0 1,02E-03 1.86E-02 2.67E-02 0.1671 6.47E-03 1.98E-03
3 21 0 2.86E-03 | 456E-03 | 522E-02 | 195E-03 0
42 0 0 04166 1.38E-04 4 78E-02 0.3001
0 6.53E-05 | 236E-02 | 9.78E-02 03144 2.83E-03 | 6,18E-03
4 21 0 127E-03 | 206E-05 | 428E-04 | 423E-06 | 162E+02
42 0 1.45E-04 03724 2.44E-04 | 451E-02 02317
;?3 0 5.79E-04 | 104E-02 | 192E-02 0.3455 4.88E-03 | 597E-04
9.: s 21 1.87E-04 8.86E-04 7.15E-03 1.01E-01 0 0
2 42 | 193E-04 0 03611 1,72E-04 | 6,80E-02 03382
Q 0 2.62E-03 2.66E-02 2.10E-02 0.1854 2.73E-03 1.64E-03
F' 6 21 0 1.04E-03 5.65E-03 3.10E-02 0 0
; 42 1.60E-03 0 0.3899 3.10E-04 7.58E-02 04277
0 6.79E-04 1.44E-02 4.67E-02 0.3226 1.64E-03 7,00E-04
7 21 0 2.17E-03 7.27E-03 8.97E-02 0 4 77E-07
42 | 271E-04 | 156E-04 03526 531E-04 | 9.82E-02 03379
0 569E-05 | 634E-03 | 3.54E-02 0.564 235E-03 | 493E-04
8 21 0 2.33E-04 0.4108 0 6.15E-02 03733
42 0 0 0.4354 137E-04 | 4,16E-02 0,339
0 6.09E-04 | 2.60E-02 | 193E-02 0.2093 2.73E-03 | 104E-03
9 21 | 6.86E-06 | 499E-03 | 121E-02 02116 124E-03 | 439E-04
42 | 457E-04 0 038 2.14E-04 | 6.74E-02 0.3966
0 376E-03 | 164E-02 | 4.76E-02 0.2739 2.01E-03 | 1,71E-03
10 21 3.46E-05 1.67E-03 2.61E-03 2.06E-02 0 0
42 | 3.79E-04 0 0.4366 123E-05 | 5,39E-02 0.4922

Ek-2: Transkripsiyon faktorleri sonuglar
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Ek-5: Depolanma siirecinde TBX21 ekspresyon diizeyleri
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Ek-6: Depolanma siirecinde IFN-y ve TNF-a ekspresye eden Th hiicreleri
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Ek-7: Depolanma siirecinde GATA3 ekspresyon diizeyleri ve IL-13 eksprese eden Th

hiicreler
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Ek-8: Depolanma siirecinde IL-4 ve IL-5 eksprese eden Th hiicreler
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Ek-9: Depolanma siirecinde SPI.1 ekspresyon diizeyleri ve hiicre i¢i IL-9 eksprese eden Th

hiicreler
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Ek-10: Depolanma siirecinde AHR ekspresyon diizeyleri ve IL-22 eksprese eden Th

hiicreler
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Ek-11: Depolanma siirecinde RORC2 ekspresyon diizeyleri
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Ek-12: Depolanma siirecinde IL-17A ve IL-21 eksprese eden Th hiicreler
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Ek -13: Depolanma siirecinde FOXP3 ekspresyon diizeyleri
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Ek-14: Depolanma siirecinde Foxp3 ve CD127 eksprese eden Th hiicreler
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Ek-15: Depolanma siirecinde LA ve N-ES’lerde IL-8 ekspresyon diizeyleri
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