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Paratiroit hiperplazi dokusundaki giinlere gére HLA-simif II
molekiillerinin gen ekspresyonlarindaki degisim..........c.ccoecvvevvereennnnn

Paratiroit adenom dokusundaki giinlere gére HLA-simif 11
molekiillerinin protein ekspresyonlarindaki degisim...........c.ccoevervenenene

HLA-DR gen ekspresyonu agisindan kargilagtirilmast..............ccoeeene....
HLA-DQ gen ekspresyonu agisindan karsilastirilmast.........c.cceceeveeenee.
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SAGLIKLI, HIPERPLAZIK VE ADENOMATOZ PARATIROIT
DOKULARINDA MINOR VE MAJOR HISTOKOMPATIBILITE
ANTIJENLERININ EKSPRESYON MiKTARLARININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Immiin yanit hakkinda 6grenilen her yeni bilgi; dokulara ait karakteristik
ozelliklerin, immiin yanit1 tetikleme, olusturma ve devaminda gerceklesen siireclerin
Oonemini igaret etmektedir. Bir dokuya ait spesifik immiin yaniti anlamak ig¢in
dokunun immiinojenitesinin  belirlenmesi  gerekmektedir. Immiinojenite  bir
molekiilin immiin sistemi nasil tesvik ettigi veya yaniti meydana getirme
yeteneginin ifadesidir. Dokuya ait immiinojenite kavrami, dokuda bulunan veya
sunulan Major ve Minor Histokompatibilite antijenleri ile tanimlanabilir.

Immiinogenetik arastirmalar sonucunda histokompatibilite antijenleri iki
grupta incelenmeye baslanmistir; major ve mindr histokompatibilite antijenleri. insan
major histokompatibilite antijenleri, “insan 16kosit antijenleri” (HLA) sistemi olarak
bilinir. HLA sistemi 6. kromozomun kisa kolunda bir bdlgede yerlesmis olup
200'den fazla gen bolgesini kodlar ve icerdigi gen bolgeleri ile biyoloji ve tipta ¢ok
biiyiik etkinliklere sahiptir. Temel rolleri organ ve kemik 1iligi nakillerinde alic1 ve
verici arasindaki uyum veya uyumsuzlugun belirlenmesidir.

Edinsel ve dogal bagisiklik arasindaki iliski, organ nakillerinde ve ayni
zamanda paratiroit naklinin sag kalim siiresini etkiler. Allo-tanima siireci, antijen
sunan hiicrelerin peptit/insan 16kosit antijen (HLA) kompleksi ile aktive olur ve T
lenfositlerinin bulundugu lenf nodiillerine yonlenmesi ile baslar. Alicinin, antijen
sunan hiicresinin dondre ait dokuyu tanimasiyla, T lenfositleri aktivasyonu ve
migrasyonu rejeksiyonu indiikler. Paratiroit nakillerinde, kiiltiire edilen dokular
doku-spesifik 16kositten yoksun olarak sayilir ve bu yolla greft sag kaliminin artmast
hedeflenmektedir.

Paratiroit dokusunun immiinojenik 6zelliklerinin HLA molekiilleri agisindan
iyi taranmasi hedefiyle sinif [; HLA-A, HLA-B, HLA-C ve smif II; HLA-DR, HLA-
DP, HLA-DQal, HLA-DQo2 bolgelerinin detayli sekilde hem protein hem gen
ekpresyonlari, kiiltlire edilen paratiroit dokularinda arastirilmistir. Ayrica, otozomal
gecisli mindr histokompatibilite SP110 peptidinin varlii, saglikli, hiperplazik ve
adenomatoz paratiroit dokularinda aragtirilmstir.

Sonug olarak, HLA-A protein ekspresyonu kiiltiir siiresince degismedigi fakat
mRNA ekspresyonunun azaldigr gozlenmistir. HLA-B protein  ve mRNA
ekspresyonu yalnizca hiperplazik paratiroit dokularinda azalmistir. HLA-C ise
protein ekspresyonu agisindan zayif veya belirlenememistir. Ayrica HLA-DQo2 ve —
DR protein ekspresyonlar1 paratiroit hiperplazi ve adenomatdz dokularda yiiksek
bulunmustur. Bu sebeple, paratiroit dokulart HLA sinif II- bagimli immiin yanit
acisindan kiiltiire edilmelerine ragmen potansiyel birer hedef oldugu gézlenmistir.
Bununla birlikte SP110 peptidinin protein ekspresyonlari saglikli, hiperplazik ve
adenomatoz dokularinda sirasiyla belirlenememis veya orta seviyede pozitif
ekspresyon gostermistir.

Diger arastirilan veriler HLA-DQ ve —DR arasindaki uyumlu ekspresyon
sonuglari, paratiroit dokusunun naklinde rejeksiyon/kisa siireli sagkalima muhtemel
bir baglantt oldugunu ifade ettigi diisiiniilmektedir. mRNA ve protein
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ekspresyonlarindaki farkli sonuglarin HLA sinif I-II molekiillerinin gen ve protein
seviyesindeki farkli kontrol edilme siireglerinden kaynaklandigina isaret etmektedir.
Proteinlerin  biyokimyasal islenme siiregleri, mRNA ile fretilen protein
ekspresyonlarinin paratiroit dokularinda degisiklik gostermektedir. Nakil 6ncesinde,
paratiroit dokularmin HLA smif I ve II molekiillerinin ekspresyonlar1 agisindan
degerlendirilmelidir. ~ Yapilan diger c¢alismalar otozomal gecisli  mindr
histokompatibilite antijeni SP110 peptidinin HLA-A*03 aleli tasiyan bireylerin
dokusuna kars1 spesifik olarak makrofajlar1 uyararak immiin sistemi aktive ettigi
bilinmektedir. Gelecek c¢aligmalarda SP110 peptidinin paratiroit dokusundaki
pozitifligi makrofaj aktivasyonu agisindan in vitro olarak degerlendirilmelidir.

Bu calisma Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi
tarafindan desteklenmistir (3.2016/7).
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COMPARISON OF THE EXPRESSION PATTERNS OF MINOR AND
MAJOR HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS IN HEALTHY,
HYPERPLASIC AND ADENOMATOUS PARATHYROID TISSUES

SUMMARY

As we learn more about how immune response occurs, it is becoming clear
that the characteristics of the tissue can be important as immune cells determines the
initiation and progression of an immune response. A formal definition of
immunogenicity can be stated as “the ability of a molecule to provoke an immune
response or the strength of an immune response”. Tissue-specific immunogenicity
can be characterized by the determination of Major Histocompatibility Complex and
Minor Histocompatibility Antigens as well.

The immunogenetic studies of histocompatibility antigens categorized into
two groups; major and minor histocompatibility antigens. Human major
histocompatibility antigens are known as "human leukocyte antigen” system. The
human leukocyte antigen complex is located within the short arm of human
chromosome 6 and contains more than 200 genes, has important activities in biology
and medicine with the gene regions of diverse function. The major role in medicine
is the donor selection in organ and stem cell transplantation.

The coordination between innate and adaptive immunity eliminates the
survival of organ transplantations as well as parathyroid transplantations. In
allorecognition, antigen presenting cells activated by peptide/human leukocyte
antigen (HLA) complex and thus changing its course through lymph nodes where T
cells reside. Once the recipient antigen presenting cells recognize donor tissue, this
leads to activation and migration of T cells where they promote rejection. In solid
organ transplantation, cultured tissue cells were presumed as passenger-leukocyte
free which ensures prolonged graft survival.

With the aim of understanding and characterization of parathyroid gland
immunogenicity; the both protein and gene expression patterns of major
histocompatibility antigens class I; HLA-A, HLA-B, HLA-C and class 1l; HLA-DR,
HLA-DP, HLA-DQal, HLA-DQo2 regions were compared in cultured parathyroid
cells that derived from healthy, hyperplasic and adenomatous parathyroid tissues. In
addition, autosomal restricted minor histocompatibility antigen SP110 protein
expression investigated healthy, hyperplasic and adenomatous parathyroid tissues.

As a result, HLA-A protein expression remained the same during culture but
MRNA expression decreased. HLA-B protein and mRNA expression decreased only
in hyperplasia tissues. HLA-C showed weak/no protein expression for both tissues.
In addition, cultured parathyroid tissues are still potential targets for class II-
restricted allorecognition even during the culture. Therefore, -DQa2 and -DR protein
expression was found higher. Besides, parathyroid tissues showed SP110 peptide
expression level as follows not detected or moderate in healthy, hyperplasic and
adenomatous parathyroid tissues respectively.

In conclusion, HLA class | expression patterns was different at every stage.
The change in mRNA levels and protein levels was not correlated in different
parathyroid tissues and even during culture. Another outcome that the concordance
between HLA-DQ and -DR indicates a possible linkage in rejection/poor graft
survival of parathyroid tissue transplantation via allorecognition. This mainly due to
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the regulation control at different levels between gene and its protein as well. The
biochemical diversity of proteins means that the individual correlation levels with the
associated mRNA varies in parathyroid tissues. Parathyroid tissue should be
evaluated in detail with this expression patterns of HLA class | and Il for
allorecognition prior to transplantation. Current studies showed autosomal restricted
minor histocompatibility antigen SP110 peptide was found to recognize HLA-A*03
allele and significantly induces macrophage activation. In future studies, SP110
positivity of parathyroid tissues evaluates for macrophage activation via in vitro cell
culture system.

Presented work was financially supported by Bezmialem Vakif University Scientific
Research Funding Unit (3.2016/7).
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1. GIRIS VE AMAC

Immiin yanit hakkinda 6grenilen her yeni bilgi; dokulara ait karakteristik 6zelliklerin,
immiin yanit1 tetikleme, olusturma ve devaminda gerceklesen siireclerin dnemini
isaret etmektedir. Bir dokuya ait spesifik immiin yanit1 anlamak i¢in dokunun
immiinojenitesinin belirlenmesi gerekmektedir. immiinojenite bir molekiiliin immiin
sistemi nasil tesvik ettigi ve/veya yaniti meydana getirme yeteneginin ifadesidir.
Dokuya ait immiinojenite kavrami, dokuda bulunan veya sunulan Majér ve Mindr
Histokompatibilite antijenleri ile tanimlanabilir.

Endokrin dokularin %50’sinin immiinojenik olmayan dokudan olustugu bildirilmistir
[1, 2]. Paratiroit endokrin dokularinin HLA sinif I ve sinif II antijenleri i¢in degisken
ekspresyonlara sahip oldugu ve transplantasyon reddinde gorevli olmadigi diisiiniilen
HLA-sinif I’i diisiik miktarda eksprese ettigi (HLA-A, -B, -C), ayn1 sekilde simif II
antijenlerinden HLA-DP’nin ekspresyonlarinin degiskenlik gosterdigi bildirilmistir
[3-6]. Devam eden calismalarda paratiroit dokulari, dokuya yerlesik immiin
hiicrelerden (makrofaj, lenfosit ve endotel hiicreler gibi) ayrilmasi i¢in enzimatik
yontemlerle izolasyona tabii tutularak 4-6 haftaya kadar kiiltiire edilmis ve simif I ve
IT antijen ekspresyonlarinin azaldigr gosterilmistir [1, 5]. Bu antijenler agisindan
ekspresyonlarin azaldig: hiicreler, transplantasyonda kullanilmig ve 2017 verilerine
gore nakil yapilan bireylerin %55,1°1 2 ay, %34,5’1 6 ay, %10,2’si 12 ay, %6,2’s1 24
ay’a kadar siirvi gostermistir [2].

Paratiroit endokrin dokular mindr histokompatibilite antijenleri (MiHa) agisindan
daha Once taranmamugtir. Literatirde bu konuda “proteinatlas” veritabani
incelendiginde, saglikli ve adenomat6z paratiroit dokulariin tanimlanmis MiHa’lar
acisindan taranmadigi veya kesinligi heniiz dogrulanmamis ekspresyonlar
bildirilmistir. Paratiroit bezinin embriyolojisinde; alt paratiroit bezleri timiis ile
beraber 3. brankiyal keseden koken alir. SP110 peptidi ise lenfoid orijinli bir MiHa
petidi olup, 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada HLA-A antijenine spesifik olarak
tretildigi [7] ve Equus caballus Iokositlerinde makrofaj aktivasyonu gosterdigi
iletilmistir [8].

Calismanin hipotezi; kiiltiire edilen paratiroit dokularindaki, HLA-A, HLA-B, HLA-
C, HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQal, HLA-DQa2 ekspresyonlarinin, kiiltiire edilen

paratiroit hiicrelerindeki degisiminin protein ve gen seviyesinde karsilastirilmasi



hedeflenmistir. Bu karsilastirma sonrasi, transplantasyon i¢in verimli kiiltiir
zamaninin belirlenmesi, nakil sagkalimina katki saglayacag diisiintilmektedir.
Ayrica; MiHa agisindan hiperplazik, adenomatéz ve saglikli paratiroit doku
vericileri, periferal kan mononiikleer hiicreleri ile taranmasi SP110 peptit tasiyan
bireylerin paratiroit dokularindaki varligi, saglikli paratiroit dokular1 ile
karsilastirilmasi hedeflenmistir. SP110 peptit izoformlarinin dokularda tanimlanmasi

sayesinde paratiroit transplantasyon etkinliklerinin incelenmesine katki saglayacagi

distiniilmektedir.



1.1 PARATIROIT DOKUSU

1.1.1 Anatomi ve Histoloji

Robert Remak ve Ivar V. Sanstrom 1865-1881 yillar1 arasinda bu dokular1 anatomik
olarak bulunduklar1 yer agisindan "paratiroit" olarak isimlendirmis ve insanlarda 4
diger memelilerde ise 2 adet oldugunu goézlemlemislerdir [9, 10]. 1907'de Haslted ve
Evans tiroit cerrahisinde paratiroit dokularmin korunmasi konusuna dikkat
¢ekmislerdir [11]. Paratiroit dokularinin nasil kanlandigi ve beslendikleri ise 1982
yilinda Flament ve arkadaglari tarafindan tanmimlanmistir [12]. Cesitli sayi,
lokalizasyon ve yapiya sahip olabilen paratiroit dokular1 i¢in otopsi g¢aligmalari
mevcuttur. Akerstrom ve arkadaslari, 1986'da 422 otopsi dokusuna ait histolojik
yapimin caligildig1 seride saglikli paratiroit dokularmin hiicresel anlamda es dagilim
gosterdigini, dokularin %7'sinde hiperplazi ve %2,4’inde adenomat6z yap1 oldugunu
gozlemlemistir [13]. Wang, yaptigi 160 otopsi serisinde; %1,9 oraninda 5 ayri
paratiroit bezi ve %0,6 oraninda 6 ayr1 paratiroit bezi tespit etmistir [14]. Akerstrom
ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger otopsi serisinde 503 olguda dokularin anatomik
diizeni degerlendirilmis ve sayilar1 degerlendirilmis olup; serinin %3'tinde 3’er adet,
%384'tinde 4’er ve %13'linde 4’ten fazla paratiroit bezi oldugu goriilmistiir. Paratiroit
bezlerinin sayica 4’ten az oldugu durumlari, “lokalize edilememe”, 4’ten fazla
oldugu durumlar ise “aksesuar (Ssupernumary) paratiroit” olarak tanimlamislardir
[15].

Paratiroit bezinin distan ¢evreleyen fibrotik ince bir kapsiille ayrilmig vaskiiler
yapisinda, i¢ kisimlara dogru dagilan ince fibroz bantlar mevcuttur ve bu fibréz
yapilar kan damarlari, lenfatikler ve sinirler ile dokunun beslenmesini saglamaktadir
[12, 16]. Makroskopik goriiniimleri degerlendirildiginde; renk degisimi; dokunun
tasidigr yag miktarina, hiicre tipi-sayisina ve kanlanma durumuna gore degiskenlik

gosterebildigi bildirilmistir [16, 17].



1.1.2 Fizyoloji

Insan viicudunda yaklasitk 1000gr kalsiyum bulunmaktadir. Viicutta bulanan
kalsiyumun %99’u kemiklerde depolanmistir ve %1°1 kemik disinda bulunur. Hiicre
ici ve hiicre dis1 alandaki kalsiyumun %50°si iyonize halde (fizyolojik olarak aktif
rol alan kisim), %40’1 ise proteinlere, %10’u ise fosfat, karbonat,gibi anyonik
maddelere bagli olarak bulunmaktadir. Kandaki kalsiyum seviyesi, parathormon
(PTH) ve D vitamininin kemik, bobrek ve ince barsaklar {izerindeki etkisiyle normal
siirlar iginde tutulur [18, 19]. Serbest kalsiyum seviyesi diistiigiinde kalsiyum-
algilayici reseptdr (CaSR) aktivitesi diiser ve PTH salinimi artar. PTH'nin salinimi ile
kemiklerdeki osteoklastlar uyarilir ve kemik rezorpziyonu ile agiga ¢ikan kalsiyum
kana geger. PTH aynm1 zamanda osteoblastlar1 da uyararak olgunlasmamis kemik
hiicrelerinin aktive olmasini ve kemiklerin yenilenmesini indiikler. Kandaki serbest
kalsiyum miktar1 arttifinda ise CaSR aktivitesi artar ve PTH salgilanmasi azaltilir
[20]. PTH ayn1 zamanda bobreklerdeki parathormon reseptorlerini (PTHR) uyararak
fosforun bobreklerden siiziilerek atilmasini saglar. PTH’nin bir diger etkinligi D

vitamini metobozlimasini diizenlemektir [19].

1.1.3 Parathormon

PTH geni; 11. kromozomda bulunur, 3 ekzon tasir; ekzon-l 5'-transle edilmeyen
bolge (UTR), ekzon Il pre-pro-PTH mRNA’sin1 ve ekzon III PTH mRNA’simin ii¢
boyutlu yapisini destekleyen 3'-UTR bolgesidir. Ekzon III ayni zamanda PTH
mRNA'sinin stabil kalmasinda etkindir. Bu stabilite etkinligi kalsiyum ve fosforun
metabolizmasinda yiiksek onem tasir [21, 22]. PTH; 9500 Da agirhikli, 84
aminoasitten (a.a) olusan diiz zincirli bir polipeptittir [21]. Bu hormonun ilk 25.
a.a.lik kismi zincirin sinyal peptidini ve 51.-69.’a.a.'ler arasindaki kisim ise
reseptorlere baglanma bolgesini ifade eder (Uniprot ID:P01270). PTH {iretiminde ilk
olarak ribozomlarda 115 a.a.'lik kisim olan pre-pro-PTH ilk mRNA'dan sentezlenir.
Endoplazmik retikuluma gegebilmesi i¢in bu zincirin 25 a.a.'lik kism1 amino terminal
ugtan kesilir ve pro-PTH olusur. Endoplazmik retikulumdan salinmadan 6nce N-
terminal ucundan 6 a.a.'lik kisminda enzimatik yolla kesilmesini takiben kalan 84
a.a.lik PTH proteininin {retimi tamamlanmis olur. Salgr vezikilleri olarak
paketlenen PTH plazma membranina taginir [21, 23]. PTH mRNA’s1 ile proteinlerin

etkilesimi peptidil-prolil izomeraz 1 (Pinl) enzimiyle diizenlenmektedir. Kandaki
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kalsiyum seviyesinin diismesiyle Pinl aktive olur ve bir¢ok proteini aktive ederek
mRNA'in translasyonunu diizenler. Kalsiyum miktar1 normale dondiikten sonra
Pinl inaktive olur. Pinl'in tiim bu siire¢te sorumlu oldugu 26 niikleotitlik cis-
elementleri sigan, fare, at, maymun, kopek, kedi ve insanda tanimlanmis olup,
evrimsel olarak korunmus bir bolge oldugu belirtilmistir [22, 23].

PTH'nin yarilanma omriiniin hesaplanmasi i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. 1998'de
Maier ve arkadaslari intra-operatif PTH (IOPTH) o6l¢iimii igin sub-total
paratiriodektomi yapilan 12 hastanin dokularini kullanmis ve dokularin ameliyattan
¢ikarilmasini takiben 2,5 dakikalik bekleme siiresi sonrasinda IOPTH o6lgiimii (1-84
a.a.'lik bolgeyi baglayarak Ol¢iim yapan sistem ile) yaparak PTH’nin yarilanma
Oomriiniin 3 dakika 24 saniye oldugunu hesaplamislardir [24]. 1999'da Libutti ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada sub-total paratiriodektomi yapilan, 45 hastada
dokularin ¢ikarilmasini takiben 15 dakika bekleme sonrasi alinan kan ornekleri ile
IOPTH Ol¢timii yapilmig, yarilanma omriiniin 5 dakika oldugu belirtilmistir [25].
2002'de Bieglmayer ve arkadaslari, sub-total paratiriodektomi yapilan 20 hastada
dokularin ¢ikarilmasini takiben 25 dakika bekleme siiresi sonrasi alinan kan
orneklerinde IOPTH 6l¢limii yapmis ve bu 6l¢iim sonuglarin iki ayr1 kinetik model
[26] kullanarak yarilanma dmriinii hesaplamislardir. Iki ayr1 kinetik modele gére bir
farklilik goriillmemis ve yarilanma Omriiniin 4 dakika 3 saniye (£1,6 dakika) olarak
ifade etmislerdir [27]. 2006'da yine Bieglmayer ve ekibinin yaptig1 diger bir ¢alisma
da sub-total paratiriodektomi yapilan 35 hastada dokularin ¢gikarilmasini takiben 10
dakika bekleme sonrasi alinan kan ornekleri 3 ayr1 PTH 6l¢lim teknigi ile birlikte
degerlendirilmis. Yarilanma Omrii Levenberg-Marquardt algoritmas1 [26] ile
hesaplanmistir. Kullanilan IOPTH 6l¢tim tipleri; iPTH-R 7-84 a.a.'lik, N-terminal
intakt PTH (iPTH-N) 39-84 a.a.'lik ve bio-intakt parathormon (bio-iPTH) 1-84
a.a.'lik bolgeden Ol¢lim sonuglari bildirmistir. IOPTH 6l¢iim sonuglart agisindan
IPTH-N yani 39-84 a.a.'lik bolgeyi kullanarak Ol¢lim sonucu veren sistemin daha
efektif, ekonomik ve hizli oldugu ve PTH yarilanma 6mriiniin ise 3 dakika 42 saniye
oldugunu hesaplamiglardir [28]. Yarilanma 6mrii hesaplamalarinda yapilan en genis
seri 2013 yilinda Leiker ve arkadaslarinin yaptigi sub-total paratiriodektomi yapilan
306 hasta verilerine aittir. Yarilanma omrii hesaplamalarinda yas, cinsiyet, 1rk, vuciit
Kitle endeksi ve bobrek fonksiyon ozellikleri ile PTH 6l¢timleri degerlendirilmistir.

Ameliyat siiresinde dokularin ¢ikarilmasini takiben 5, 10, 15 dakikalik bekleme



stireleri ~ sonrasinda  Olgiilen IOPTH  degerlerini  takiben  Duquenne’nin
multikompartmantal modellemesi [29] ve Levenberg-Marquardt algoritmasi [26] ile

PTH'nin yarilanma 6mriiniin 3 dakika 28 saniye oldugunu hesaplamistir [30].

1.1.4 Paratiroit Dokusu Hiicreleri

Paratiroit dokusu ti¢ tip hiicre tasimaktadir; esas hiicreler (chief-cells), oksifil

hiicreler ve waterclear hiicreler [31].

1.1.4.1 Esas Hiicreler (chief-cells)

Paratiroit dokusunun hiicresel olarak baskin 6zellikli grubunu olusturan esas hiicreler
1942'de Baker tarafindan tanimlanmistir. Baker'in 1942 yilinda notlarinda bahsettigi
koyu “esas hiicreler”inin [32] belirgin sitoplazmik yapilart oldugunu iletmistir.
Cubuk seklindeki mitokondrileri sitoplazma boyunca homojen dagilim gosterir [16].
Esas hiicreler hiicre-i¢i yag agisindan zengindir. ince bir bag dokusu tarafindan
desteklenirler ve buna bagli olarak kapillerlere yakin yerlesim gosterirler [33]. Esas
hiicrelerin ¢ekirdekleri birden fazla olabilmekle beraber, niikleer matriks yapilari
yogun bir sekilde diizenlenmistir [34]. Hiicre c¢aplarinin elektron mikroskop
goriintiilerine gore 0,2u genisliginde olduklart bildirilmistir [35, 36]. Esas hiicrelere
ait golgi cisimciginin agraniiler membran yapist 1957'den sonra goriintiilenmistir
[37]. Bu hiicrelerin en belirgin 6zellikleri ¢ok sayida salgi vezikiilii igermeleridir.
Membranla kapli bu vezikiiller PTH igerirler [38]. Esas hiicreler, kalsiyum
homeostazisinde 6nemli rol oynarlar. Yiizeyinde bulunan CaSR sayesinde kandaki
kalsiyumu dengelemek i¢in hiicre-dis1 kalsiyum miktarini algilayip uygun miktarda

PTH salinimini saglarlar [31].

1.1.4.2 Oksifil Hiicreler

Oksifil hiicreler; diizglin sinirh, eozinofilik sitoplazmali ve piknotik niikleuslu
hiicrelerdir [16, 17, 31]. 1952-53 yillarinda Parade’nin maymun, at ve insan paratiroit
dokularin1 karsilastirdigr ¢alismaya iliskin notlarinda; oksifil hiicrelerin mitokondri
biiytiklikklerinin ve sayilarmin tiirler arasinda degiskenlik gosterdigini ve insan
oksifil hiicrelerinde mitokondri sayisindaki degiskenligin yas ile de iligkili oldugunu
belirtmistir [31, 35, 36]. 1958’de Trier; oksifilik hiicrelerin bazilarmin “koyu”

bazilarinin ise “soluk” boyandigini gézlemlemistir. Soluk-boyanan oksifil hiicreleri



mitokondriyal igeriklerinin “az”, koyu-boyanan oksifil hiicreleri ise mitokondriyal
igeriklerinin “fazla” olusu ile tanimlamistir [16].

1981°de Allen ve Thorburn 114 sekonder hiperparatiroidi (sHPT) hastasina ait
anormal paratiroit dokusunda oksifil hiicrelerin etkinligini incelemistir. Histolojik
degerlendirmenin klinik ile iliskilendirildigi bu retrospektif ¢alismada insan paratiroit
dokularinda, oksifil hiicrelerin  yoklugu, varligi ve sayisi degerlendirilmistir.
Olgularin  %55’inde birden fazla paratiroit dokusunda ise hiperparatiroidi
goriilldiigiinii, %69’unda 4 paratiroit bezinden birinde adenom bulundugunu
bildirmistir. Ayrica olgularin %91’inde oksifil hiicrelerin bulundugunu ve oksifil
hiicre sayisinin serum Kalsiyum seviyesi ile pozitif korelasyon gosterdigini iletmistir
[39].

1990 yilinda Suzuki ve arkadaslari, hemodiyaliz alan hastalara ait 148 paratiroit
dokusunda yaptig1 oksifil hiicre fonksiyonu arastirmasinda ise; oksifil hiicrelerin
morfometrik dl¢iimlerle kapladigi alani, toplam paratiroit kesit alanina (oksifil hiicre
alani/toplam alan) oranlayarak her doku i¢in bir hesaplama yapmustir. Oksifil hiicre
alani/toplam doku alani oranlarmin degerlendirdigi hesaplamalar sonucunda; serum
PTH degerlerinin yas ve diyaliz alim siiresi ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski
tasimadig1 fakat toplam doku biiyiikliigliniin PTH salinimi ile pozitif korelasyon
gosterdigi bildirilmistir. Bu sonuglara dayanarak; kronik bobrek yetmezligi ¢eken
hastalarda PTH salinim degerlerinde oksifil hiicrelerin etkin olmadigini belirtmistir
[40].

1996°da Tanaka ve arkadaslari, baska bir calismada; oksifil hiicre fonksiyonunun
anlasilmasi icin 22 sHPT dokusu kullanmistir. Bu dokulardan 10’unda oksifil hiicre
bulundugu ve bu hiicrelerdeki PTH mRNA’sinin yiiksek miktarda oldugunu
bildirmistir. Farelerde heterotransplantasyon yaparak oksifil hiicre fonksiyon
kontrolii i¢in serumdaki insan PTH miktar1 Olgiilmiis ve hormon miktarindaki
degisimin hiicre sayisi-tipi ile degil nakledilmis doku biyiikligi ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirtilmistir [41].

Yapilan ¢aligmalara ragmen oksifil hiicrelerin tam fonksiyonu hakkinda kesin bilgi
bulunmamaktadir fakat bu konu 2012 yilinda Ritter ve arkadaslari tarafindan ¢esitli
calismalar [31, 42-44] ile bircok yonden aydmlatilmistir. Histolojik olarak
eozinofilik igerigin esas hiicreden oksifil hiicreye dogru artisi; oksifil hiicrelerin

“gecigle” esas hiicrelerden olustugunu diisiindiirmektedir. Bu duruma kanit olarak,



oksifil hiicrelerin, PTH [41] ve paratiroit dokusu gelisiminde rol sahibi olan glial
cells missing 2 (GCM2) paratiroit-spesifik transkripsiyon faktorii [45] eksprese
etmesi gosterilmistir. Oksifil hiicrelerin kronik bobrek yetmezligi hastalarinda sayica
fazla oldugu ve tedavi gormeyen kisilerin dokularina gore oksifil hiicre miktarinin
¢ok daha fazla oldugu gézlenmistir [46, 47]. Oksifil hiicrelerin, parathormon-bagimli
protein (PTHrP) eksprese ettikleri [48, 49] ve bu proteinin PTH iiretim-saliniminda
gorevli oldugu [41] gosterilse de PTH salinim miktar/salinim mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir [31].

Oksifil hiicrelerinin CaSR ekpresyon miktari diger paratiroit hiicrelerine gore
istatistiksel olarak daha yiiksektir. Vitamin D Reseptorii (VDR) agisindan anlamli bir
farklilik goriilmemistir [31, 42]. Oksifil hiicrelerin yiiksek mitokondri igerigi, enerji
ihtiyaglarinin diger paratiroit hiicrelerinden fazla olduguna isaret etmektedir.
Mitokondri VDR metabolizmasinin ger¢eklesmesinden de sorumludur. Ritter’in bir
calismasinda [44] D vitamininin inaktif formu olan 25-hydroxyvitamin D-la-
hydroxylase (1aOHase)’1 yiiksek miktarda eksprese ettigini gostermislerdir. Insan
paratiroit dokusunda laOHase’in miktarinin, yiiksek kalsiyum ile dogru oratili
oldugunu bildirmistir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda kalsimimetik
tedavisinin, oksifil hiicrelerdeki 1aOHase miktarinda anlamli artisa neden oldugunu

iletmistir [43].

1.1.4.3 Waterclear Hiicreler

Waterclear hiicreleri; sitoplazmalarinda c¢ok sayida glikojen graniilleri igerir ve
nadiren goriiliirler. Bu hiicrelere klinik anlamda sHPT ve primer hiperparatiroidi
(pHPT)hastalarinin dokularinda rastlanir [50]. 1992'de Emura'nin tavsan paratiroit
dokusunda yaptig1 c¢alisma, elektron mikroskobu ile gozlemledikleri paratiroit
dokusunda waterclear hiicrelerin fazla sayida vakuol igerdigini ve esas hiicrelerle
dagimmik sekilde bulundugunu belirtmistir. Perivaskiiler bosluk ile bazal lamina
arasinda uzanan waterclear hiicrelerin ise esas hiicrelerle dezmozomal baglantilar
gozlemlenmistir [51]. 2013 yilinda Ezzat ve arkadaslar1 bir ¢alismada, PTH salinimi
ve serum Kalsiyum seviyelerindeki degisimle bu hiicrelerin iligkisi olmadigini
gostermis ve pHPT olgularimin yalnizca % 0,3'linde bu hiicrelere bagli olarak

“waterclear hiicre hiperplazisi” veya “waterclear hiicre adenomatozii” gorildiglni

bildirmistir [52].



1.1.5 Paratiroit Dokusunun Gorevleri

1.1.5.1 Kalsiyum Metabolizmasi

CaSR, G protein aracili sinyal iletimi ile calismaktadir. G protein aracili reseptorler
(GPCR), memelilerdeki tiim hiicrelerde protein aracili sinyal iletiminde gorev alir ve
aktivasyonun baslatildigi a.a.’e gore isimlendirilen yolakla ifade edilir [53].
CaSR’nin yap1 ve fonksiyonunun anlasilmasiyla kalsiyum ve PTH miktar1 arasindaki
ters iliski ortaya cikarilmistir [54]. 2000 yilinda Conigrave ve arkadaslar1 bir
caligmada kalsiyumun set noktasinin 1,1-1,2 pM oldugunu ve hiicre-dis1 kalsiyum
miktariin bu degerin altina diismesiyle birlikte PTH saliniminda 2-4 kat artis
oldugunu gostermistir [55].

PTH salinimut iki ayr1 yolakla saglanabilmektedir. Hiicre-dis1 kalsiyum sensor varligi;
CaSR'nin iyonotropik G reseptdr proteini (Gi) yoluyla siklik adenozin monofosfat
(cCAMP) sentezini aktive ederek, CAMP-bagimli PTH salinimini diizenler. Bu yolla
gerceklesen PTH salinimi “indiiklenen PTH salinim yolagi” olarak ifade edilir [56].
1986'da Fitzpatrick ve arkadaslari, kalsiyum kanallarmin indirekt yollarla fosfotidil
inositol-spesifik fosfolipaz C (PI-PLC), sinyal diizenleyici kinazlar 2 (ERK1/2) ile
PTH salinimini diizenledigini gostermistir. Bu yolla ger¢eklesen salinim ise “spontan
PTH salimim yolag1” olarak ifade edilmektedir [56-58]. Spontan PTH salinim
yolaginin baska iyonlarla olan etkilesimi; 1989°da Chen [59] ve 1990’da Brown
[60]’1n ¢alismalariyla gosterilmistir. Sigir paratiroit hiicrelerinde inorganik divalent
katyon olan magnezyum ve stronsiyumun inositol fosfat miktarini arttirdigi
gosterilmistir [56]. CaSR'nin spontan uyarilmasini saglayan PI-PLC yolagini;
trivalent inorganik katyonlardan Lantanit (La3+), Gadolinyum (Gd3+) [82] ve
Terbiyum (Tb3+)un aktive ettigi fakat cAMP-bagimli PTH salinimini baskiladigi
gosterilmistir [56, 60, 61]. CaSR'nin pozitif veya negatif modiilasyonuna etki eden
divalent, trivalent, polivalent iyonlar ve L-a.a.ler, PI-PLC inhibitorlerinin
mekanizmalar1 aydinlatildikca tedavi igin gelistirilecek ilaclarin yapi, 6zellik,
etkinlik ve spesifitelerinin belirlemesine katki saglamistir [62].

Viicutta giinliik beslenme ile alinan kalsiyumun 9%20'si gastrointestinal sistem
tarafindan emilmektedir. Kalsiyum viicutta 6zellikle duodenum, jejunum ve ileum
kisimlarindan emilir. Intestinal sistemdeki bu segmentlerin kalsiyum igin yiiksek

emilim o6zellikleri vardir [19, 63]. Intestinal epitel yiizeylerde emilim igin 2 yol



vardir; paraselliiler (hiicreler arasinda gerceklesir) ve transselliiler yol (hiicre
igerisinden gecerek gergeklesir). Paraselliiler yol pasif olarak gergeklesir. Kalsiyum
iyonu arttikga gecis devam eder. Paraselliiler yolak indirekt olarak kalsitrol
varliginda, hiicreler arasi siki1 baglantilarin (zonula ocludens) daha gegirgen olmasini
saglar ve kalsiyum iyon gecisini kolaylastirir.

Transselliiler yolakta konsantrasyon gradiyentine bagli olarak gegis g0Osteren
kalsiyum, hizli sekilde kalmoduline baglanir. Kalmodulin-kalsiyum kompleksleri
doygun hale ulasir. Gradiyent degisimi ile kalsiyum gegisi yavaslar. Intestinal epitel
hiicreler, gradientteki azalmaya bagli olarak kalbindin sentezler. Kalmodulin-
kalsiyum kompleksleri ayrilir ve kalsiyum serbest kalir. Bu sekilde sodyum-kalsiyum
degisim kanallarindan, hiicre-i¢i kalsiyum disar1 ¢ikarilir [19, 64].

Bobrekte kalsiyum diizenlenmesi; Kalin ¢ikan kol kisminda %20 oraninda kalsiyum
emilimi gerceklesir. Henle kulpunun kalin ¢ikan kol kismindaki emilim hem
paraselliiler hem de transselliiler yolla gergeklesmektedir [65]. Henle kulpunun inen
ince kol kisminda ise kalsiyum emilimi yoktur. Bobrekteki distal kivrimli tiibiilde
transselliiler yol ile filtre edilen kalsiyumun %5-10 kadart geri emilir. Proksimal
kivrimli tiibiil paraselliiler yol ile su, sodyum ve kalsiyum geri emilimin de gérevlidir
[19].

1.1.5.2 D Vitamini Metabolizmasi

D Vitamini; giines 1smlarmin 7-dehidrokolesterol'i pre-vitamin D3'e, daha sonra
termal izomerizasyon ile vitamin D3'e ¢evirmesi sonucu olusur [66]. D3 vitamini yag
hiicrelerinde depolanir ve gerektiginde bu hiicrelerden salinimi gergeklesir [67].
Dolasimda bulunan D vitamini her zaman vitamin-D baglayict protein (DBP) ile
bagli haldedir. D vitamininin aktive olmasi i¢in 2 hidroksilasyon asamasi mevcuttur.
Ik asama karacierde; D vitamininin 25.karbonu sitokrom P450 tarafindan
hidroksilasyona ugrar ve 25(OH)-D olusur. CYP2R1 ve CYP27A1 gibi birkag
sitokrom P450 enzimi ile 25.karbondan hidroksilasyon devam eder. DBP ile
bobreklere tasinan DBP-25(0OH)-D kompleksi, glamerulustan filtre edilerek, ikinci
hidroksilasyon siireci baslar. CYP27B1 enzimi ile bir¢cok reseptor aracili geri-alinim
tamamlanir ve 1,25(0OH)2D'ye hidroksile edilir [68]. D vitamini olusumun da
bobrekte gergeklesen tiim siireglerde; serumdaki diisiik kalsiyum, fosfor ve yiiksek
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PTH seviyeleri “aktive edici”, fibroblast biiylime faktori 23 (FGF23) ve
1,25(0OH)2D'nin kendiside dahil “inhibe edici” etki olusturabilir [69].
D vitamini kandaki kalsiyum ve fosforun normal sinirlarda kalmasini saglayarak

kemik erimesini onler. Tiroit bezinin fonksiyonlar1 ve normal kan pihtilasmasi i¢in

gereklidir [69].

1.1.5.3 Fosfor Metabolizmasi

Absorbe edilen fosfor hiicre membranindan fosfat olarak tasmir (31 mg/l elemental
fosfor=1 mmol/l fosfat). Plazmaya ge¢en veya hiicre-dis1 fosfat 3 vyolla
yonlendirilebilir: hiicre-igine tasinabilir, kemik veya yumusak dokuda depolanabilir
veya bobrekler tarafindan elimine edilir [70].

Fosfat genellikle kemiklerde depolanir. Serumdaki fosfat seviyesi, depolanmis
miktarin %]1'inden azdir. Fosfatin bu sekilde dengelenmesi viicuttaki bir¢ok hiicresel
fonksiyonun (enerji metabolizmasi, kemik formasyonu, sinyal iletimleri gibi)
caligmasi i¢in gereklidir [19, 71]. Fosforun epitel hiicrelerinden geri emilimi sodyum
gerektiren enerji bagimli bir tasinma seklindedir [50]. Fosfat dengesindeki intestinal
emilim, tip Ilb sodyum-fosfat ko-tasiyict (Npt2b) tarafindan diizenlenir. Npt2b
miktar1, oral yoldan alinan fosfor ve D2 vitamin miktari ile diizenlenir [70]. Bobrekte
3 tip sodyum-fosfat ko-tasiyict bulunur; Npt2a, Npt2c ve Pit-2. PTH salinimina bagli
olarak; fosfat metabolizmasinda gorevli olan Npt2a dakikalar igerisinde ve Npt2c ve
Pit-2 saatler sonrasinda aktivasyonlari artabilir veya azalabilir [72, 73]. Glomerular
filtrasyon diistiikge, serum fosfor miktari artar ve bu da PTH salinimini indiikler [19].
Serumdaki fosfor artisina bagl olarak osteoblastlarda FGF23 {iretimi gergeklesir.
FGF23, bobrekte bulunan Npt2a ve Npt2c tasiyicilarinin ekspresyonunu azaltir.
FGF23'lin {iretimine bagli olarak serumdaki Kkalsitrol azalir ve PTH sentezini
baskilayabilir. FGF23'lin bu 6zelligine ragmen bobrek rahatsizligi ¢eken kisilerde
paratiroit bezlerinin bu biiyiime faktoriine karsi direng gelistirdigi de bildirilmistir
[19, 74].

Fosfat metabolizmasinin  diizenlenmesinde rol alan baska hormonlar da
bulunmaktadir. Ornegin dstrojen, FGF23 sentezini artirarak PTH'y1 baskilayabilir
[75] ve indirekt olarak fosfat emilimini azaltabilir [76]. Bir diger hormon; tiroit
hormonlaridir. Bu hormonlarin seviyesindeki artis, bobreklerdeki fosfat emilimini,

Npt2a ekspresyonunu ve serumdaki fosfor seviyesini yiikseltebilir [77].
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Insanlarda ve siganlarda gastrointestinal sistem, fosfat geri emilimini yiiksek
seviyede duodenum ve jejunumda ¢ok diisiik seviyede de ileumda gergeklestirir [19].
Bobreklerde ise fosfat dengesi glomerulustan filtre edilerek dengelenir. Bobrek
yoluyla giinliik atilan fosfat miktar1 %15 civarindadir. Yaklagik %85'1 geri
emilmektedir. Serumdaki fosfor dengesi ise glomerulustan saglanan, bu geri emilim

ile dengelenmektedir.

1.1.5.4 Magnezyum Metabolizmasi

Magnezyum hiicre icerisinde en c¢ok bulunan ikinci divalent katyondur. Insan
vuciidunda ¢ok onemli fonksiyonlarda gorev alir; hiicre sinyal iletimi, proteinler i¢in
ko-faktor, DNA sentezi, oksidatif fosforilasyon, kardiovaskiiler toniis, kemik
formasyonu gibi.

Vuciitta toplam 24 gram magnezyum bulunmaktadir %99'u hiicre-i¢i; kemik, kas ve
yumusak dokularda depolanir. Serum magnezyum miktarinin; %601 iyonize ve
fizyolojik olarak aktif formda, %10'u serumdaki anyonlara bagli, %30'u ise albumine
bagli haldedir [78].

Magnezyumun gastrointestinal sistemdeki geri emilimi, beslenme diizeni ile
degiskenlik gostermektedir. Magnezyumdan zengin beslenme diizeninde absorbsiyon
%25, magnezyum igerigi olarak zayif beslenme seklinde ise %75'e kadar emilim
degisebilmektedir [19, 79]. Magnezyumun ince barsaktan emilimi hem transselliiler
hem de paraselliiler yollarla gerceklesebilmektedir. Transselliler magnezyum
emilimi; katyonik kanal olan, transient reseptor potansiyel kanal-melastatin (TRPM)
-6 ve TRPM-7 tarafindan gerceklestirilir [80]. Beslenme ile magnezyum alimi
arttitkga, emilim paraselliller yolakla yapilir. Beslenme ile magnezyum aliminin
azaldig1 durumlarda ise TRPM-6 ve TRPM-7 ile transselliiler yolak emilimi siirdiiriir
[19].

Bobrek kanallart boyunca magnezyumun %96's1 geri emilir. Magnezyumun %40-
70'inin emilimi; paraselliiler yolak ile Henle kulpunun kalin ¢ikan kol kisminda,
transselliiler yolakla ince inen kol kisminda saglanir [81]. Renal yolla atihim
stirecinde, kalsiyum ve magnezyumun absorbsiyonlar1 birbirinden bagimsiz olarak
gerceklesir. ileri diizeyde magnezyum eksikliginde hipoparatiroidi olusmaktadir. In
vitro ¢alismalar magnezyumun PTH diretiminde kalsiyum iyonu gibi etkinlik
gosterdigi bildirilmistir [19, 82]. 2015'de Fang ve arkadaslari, paratiriodektomi
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yapilan 23 olguda serum magnezyum ve PTH degerlerini takip etmistir. Bu miktarlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon goriilmedigini iletmistir.
Magnezyumun; kalsiyum/fosfor dengesine bagl olarak, degisiklik gosterebilecegini
ifade etmistir [83].

1.1.6 Paratiroit Hastaliklar1

1.1.6.1 Hipoparatiroidi

Paratiroid bezlerinin tiroit cerrahisi sirasinda c¢ikarilmasi veya kanlanmasinin
bozulmasi ile hipokalsemi goriiliir. Ayn1 zamanda hipokalsemi paratiroit dokusunun
embriyonik gelisim bozuklugu veya fonksiyon kaybiyla da olusabilmektedir.
Hipoparatiroidi 2 tiptir; ge¢ici hipoparatiroidi ve kalic1 hipoparatiroidi [84].

Gegici hipoparatiroidi; paratiroitin baskilanmasi veya yiiksek tiroit hormonlar
sebebiyle kemik rezorpsiyonunun, kemik formasyonundan daha fazla oldugu
durumlarda, kalsiyum seviyesinde ki azalma sebebiyle meydana gelebilmektedir [85,
86]. Bu durum, diisen kalsiyum seviyesinin, paratiroid dokusunu PTH salinimi igin
yeniden uyarmasina kadar devam eder [18].

Kalic1 hipoparatiroidi; paratiroit bezlerinin ¢ikarilmasiyla veya kanlanmanin kalict
olarak 6nlenmesi sonucunda olusur. Serumdaki kalsiyum seviyesinin takibiyle teshis
konur. Tiroit ameliyatlarindan sonra 3-6 ay boyunca devam eden hipoparatiroidi

genellikle “kalict hipoparatiroidi”dir [84, 86].

1.1.6.2 Hiperparatiroidi

Paratiroit hastaliklarinin  bir kismi PTH miktarina baghh olarak gelisen
hiperparatiroididir. Paratiroit bezlerinden biri veya birkag¢inin herhangi bir neden
olmaksizin biiyimesi ve PTH salinimini arttirmast pHPT olarak adlandirilir. Bagka
etkenlerle paratiroit bezinin biiylimesine sHPT denir. Paratiroit bezleri; D vitamin
eksikligi, bobrek yetmezligi gibi durumlarda, kalsiyumu dengelemek i¢in siirekli
aktive olur ve bezlerde biiyiime goriiliir [17].

pHPT, CaSR'nin kalsiyum miktarmma baghh olusturdugu yanitin bozulmasiyla
goriilebilen endokrin bir rahatsizliktir. Sekonder metabolik degisiklikler, kalsiyum
dengesindeki bozulma ve PTH'min diizensizlesmesi ile CaSR'nin fonksiyonunda
bozucu etkiler olusur [87]. pHPT hastalarinda; adenomat6z goriilme sikligi, tek
bezde %80 veya 4 bezde %10 oranindadir [88].
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Kalsiyuma karst olusan bu “etkisizlesme” Onceki yillarda CaSR'min sessizlesmesi
olarak disiiniilmekteydi. 2009'da Westin [89], 2016'da Koh [90] ve Lee [88]'nin
yaptigr c¢aligmalarla pHPT'min molekiiler —mekanizmalart detayli  sekilde
tanimlanmistir. pHPT'de tek etkinin, CaSR'nin kalsiyuma olan etkisizlesmesi
olmadig1 anlasilmistir. Ekspresyon seviyesi olarak dengesiz seyreden molekiiler
mekanizmalardan; yag-asitlerinin ligasyon aktivitesi, kalsiyum iyon ligandina alkali
iyon baglanmasi, ligasyon aktivitesi gergeklesirken karbon-siilfiir baginin ortaya
¢ikmast ve simport aktivitesinin bozulmasi ile iyon tasimmmasi, hiicre adezyonu,
katyon ve metal iyonu taginmasi gibi molekiiler siire¢lerin bozuldugu anlasilmistir
[88-90]. pHPT bazen mitokondriyal DNA'da mutasyon sonucu olusabilmektedir.
2007'de Costa'nin yaptig1 bir calismada mitokondriyal DNA mutasyonlarinin oksifil
temelli adenom dokularinda goriildiigii ve hiperplazik dokularda ise bu mutasyonun
olmadigini bildirmistir [91].

Bazi durumlarda bobrek yetmezligi veya D vitamini eksikligi giderilebilir fakat
bezlerdeki kontrol disgi PTH salimimi devam ederse bu rahatsizlik ‘tersiyer

hiperparatiroidi’ye neden olur [92].
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1.2 MAJOR VE MINOR HiSTOKOMPATIBILITE ANTIJENLERI

1.2.1 Major Histokompatibilite Antijenleri

Major histokompatibilite antijenleri, insan 16kosit antijenleri (HLA) olarak bilinir.
HLA genleri 6. kromozomun kisa kolunda sentromere yakin bir bolgede yerlesmis
olup 4Mbp'lik bir yer kaplar ve 200'den fazla gen bolgesini kodlar [93]. Bu genlerin
kodladig1; hiicre yiizeyinde veya sitoplazmada bulunan proteinler dokulardaki
dagilimina, yapisina ve fonksiyonuna gore 3 grupta incelenir; siif I, I ve III
molekiilleri. Smmif I; HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G, -H antijenleri, Simf II; HLA-DR, -
DP, -DQ, -DO, -DM antijenleri kodlar. Sinif III kompleman sistemde rol alan ¢esitli
bilesenleri kodlar [94, 95].

1.2.1.1 HLA Smmf 1

HLA sinif I molekiillerinden -A,-B,-C klasik antijenlerdir, birgok dokuda eksprese
olur ve neredeyse tiim g¢ekirdekli hiicrelerde bulunurlar. Sinif I molekiillerinden -E,-
F,-G klasik olmayan antijenlerdir. HLA sinif I antijenleri; al, a2, a3 domainleri ve
15. kromozomda bulunan bir genden kodlanan B2 mikroglobulin molekiiliinden
olusur. Alfa 1, 2 bolgeleri sinyal peptidi ve peptit baglanma bdlgesini iceren bir cep
yapisina sahiptir. Polimorfik olmayan B2 mikroglobulin ise simif I molekiillerinin
yapisal olarak biitiinliiklerini destekler. Beta-2 mikroglobulin a3 domain ile non-
kovalent bag yapar ve membrana gecis gostermez [96, 97].

Bu smifa ait molekiillerin temel gorevi, peptit antijenlerini T hiicrelerine sunmaktir
[98]. HLA simif I molekiilleri peptitleri 2 yol ile sunar; tasiyici antijen isleme
kompleksine (TAP) bagimli veya TAP-bagimsiz olarak. Yabanci peptitler
endoplazmik retikulumdan membrana tasinirken TAP-bagimli veya TAP-bagimsiz
olsa da ATP gereksinimi her zaman yoktur. Bu taginma seklinde ATP'den ayr1 bir

enerji kaynaginin kullanildig1 diistinilmektedir [99].
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HLA-A

HLA-A; bir agir zincir, bir hafif zincir (B2 mikroglobulin) i¢eren heterodimer
yapidadir. Agir zincir 8 ekzonluk gen bolgesinden kodlanmaktadir. Ekzon 1 sinyal
peptidini kodlar. Ekzon-2-3 ol ve 02 domainlerini kodlar ve ayn1 zamanda peptit
baglanma bolgesi i¢in cep yapisini meydana getirirler. Ekzon-4 o3 domainini, ekzon-
5 transmembran bolgeyi ve ekzon-6-7 sitoplazmik kuyrugu kodlar. Polimorfizimden
ekzon-2 ve -3 yani peptit baglanma bolgesini olusturan domainler sorumludur. 341
a.a. uzunlugundaki bu yapi, 2 disiilfit bagi ile 45kDa biiyiikliigiinde bir molekiildiir.
309-332a.a. pozisyonlarindan membrana gecis gosterir. HLA-A ve —B lokuslarinin
birbirini tekrar eden es bolgelerden olustugu diisiiniilmekte ve 46 farkh

popiilasyonda alel frekansinslarindaki farklilik ile ayrilmaktadirlar [100].

HLA-B

HLA-B; bir agir zincir, bir hafif zincir (B2 mikroglobulin) iceren heterodimer
yapidadir. Agir zincir 8 ekzonluk gen bolgesinden kodlanmaktadir. Ekzon 1 sinyal
peptidini kodlar, ekzon-2-3 al ve 02 domainlerini kodlar ve ayni zamanda peptit
baglanma bolgesi icin cep yapisint meydana getirirler. Ekzon-4 a3 domainini, ekzon-
5 transmembran bolgeyi ve ekzon-6-7 sitoplazmik kuyrugu kodlar. Polimorfizimden
ekzon-2 ve -3 yani peptit baglanma bolgesini olusturan domainler sorumludur.
362a.a. uzunlugundaki bu yapi, 2 disiilfit bagr ile 45kDa biyiikliiglinde bir
molekiildiir. 310-333a.a. pozisyonlarindan membrana gecis gosterir. HLA-A ve —B
lokuslar1 birbirini tekrar eden es bolgelerden olustugu diisiiniilmekte ve 46 farkli

popiilasyonda alel frekanslarindaki farklilik ile ayrilmaktadirlar [100].

HLA-C

HLA-C; bir agir zincir, bir hafif zincir (B2 mikroglobulin) igeren heterodimer
yapidadir. Agir zincir 8 ekzonluk gen bdlgesinden kodlanmaktadir. Ekzon-1 sinyal
peptidini kodlar, ekzon-2, -3 al ve a2 domainlerini kodlar ve ayni zamanda peptit
baglanma bolgesi i¢in cep yapisini meydana getirirler. Ekzon-4 o3 domainini, ekzon-
5 transmembran bolgeyi ve ekzon-6-7 sitoplazmik kuyrugu kodlar. Polimorfizimden
ekzon-2 ve -3 yani peptit baglanma bdlgesini olusturan domainler sorumludur.
366a.a. uzunlugundaki bu yapi, 2 disiilfit bagi ile 45kDa biiyiikligiinde bir
molekiildiir. 309-333a.a. pozisyonlarindan membrana geg¢is gosterir [100]. HLA-C
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diger siif I molekiillerinden farkli olarak antijen sunumu yerine "dogal oldiriicii
hiicre immunglobulin-benzeri reseptoér" (Killer cell immunoglobulin-like receptors,
KIR) igin diizenleyici aktivite gostermektedir [101]. KIR domainleri dogal oldiirticii
hiicre (Nk) ve T lenfosit ylizeylerinde bulunur ve immiin sistemin “self-hiicreleri”
tamimast siirecinde etkinlik gosterir. KIR'ler aktive veya inhibe edici etki
gosterebilirler. HLA-C, KIR vyapisindaki 2 ayr1 domainle bag yapabildigi
gosterilmistir [102].

HLA-E

HLA-E bir agir zincir, bir hafif zincir (B2 mikroglobulin) iceren heterodimer
yapidadir. 358a.a. uzunlugundaki bu yapi, 2 disiilfit bagina sahip bir molekiildiir.
306-329a.a. pozisyonlarindan membrana gegis gosterir [101]. HLA-E genellikle
diger smif I molekiillerinin peptit baglanma bolgesinden gelen sinyaller ile sinirh
olarak eksprese edilir. Timor derecelendirilmesinde ve hastalik seyrinde bir marker
olarak goriilmektedir. Nk hiicrelerinin toleransini tesvik eden bu peptit tiimor hiicre
yiizeyinde bulundugu orana bagli olarak immiin sistemi inhibe edici etkiyi ortaya
cikarttigr diistintilmektedir [103, 104].

HLA-F

HLA-F diger siif I molekiillerinden ayr1 olarak endoplazmik retikulumda ve golgi
aygitinda lokalizedir. Baz1 dokulara ait hiicre tiplerinde (dalak ve lenf nodu gibi)
hiicre membranda bulunabilmektedir. Cok degisken yapida peptit baglanma cebi
icerir. Antijen sunumunda, spesifik bazi peptitleri sunabilir. Diger simif I
molekiillerinin kodlandig1 bolgelerden gelen domainler dahil edilerek transkripte
edilir. Sitoplazmik kuyruk kismi, diger sinif I molekiillerinden daha kisa bir yapiya
sahiptir. Son yillarda yapilan calismalarla HLA-F'in hamilelik, enfeksiyon ve
otoimmiin rahatsizliklarda Nk sinyalizasyonunu diizenleyici etkiye sahip oldugu

bildirilmistir [105, 106].
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HLA-G

HLA-G plasental dokuda eksprese edildigi gosterilmis olup, fetiisiin canliligr ile ilgili
fonksiyona sahip oldugu disiiniilmektedir [107]. Bu fonksiyonu NK hiicreler,
sitotoksik T lenfositleri, makrofajlar tizerinde “tolerans” etkisi saglayarak gosterdigi
bilinmektedir [108]. HLA-A ile protein homodimerizasyonu olusturdugu ve bazi
astim hastalarinda HLA-G'ye bagimli “astim duyarlilig1” olusturdugu bildirilmistir
[109].

1.2.1.2 HLA Sumf I1

HLA smuf II molekiilleri; -DR,-DP,-DQ klasik ve -DO, -DM gibi klasik olmayan
antijenlerdir. Bu eksojen proteinler, B ve T lenfositleri, makrofajlar, dentritik, epitel
hiicreler ve endotelyumda eksprese olurlar [93]. Antijen sunumunda bu molekiiller
fagositoz veya endositoz ile hiicre-igine giren yabanci antijenlerin sunumunu
saglarlar [110].

Heterodimer yapida bulunan sinif II molekiilleri a ve B alt linitelerinden olusur. Her
iki tinite birbirine kovalent olarak baglanir. Bu zincirlerin her biri al, Bl ve a2, 2
olacak sekilde lokalize olurlar. Peptit baglanma bolgesi a ve B heterodimerinin tepe
noktasina baglanir. Smif I molekiillerine gore peptit baglanma bolgesi daha esnektir.
[98].

Sif II klasik antijenleri endoplazmik retikulum igerisinde heteronanomer yapidadir.
Bu molekiiller, antijen sunan hiicrelerde endozomal peptitleri, hiicre membranindan
T hiicrelerine tanitmakla gorevlidir. Eksojen proteinler, antijen sunan hiicreler
tarafindan endositozla igeri alinir. Bu proteinler, lizozomal proteaz/hidrolazlarla
parcalanmasiyla smif II molekiilleri i¢in hazir hale gelirler. Normal hiicre
dongiisiinde iiretilen vezikiiller igerisindeki smif II antijenlerinin tasidigi endojen
peptitler, zaman igerisinde degrade olur ve yikilim sonrasi hiicre membranindan
atilir. Eksojen peptit varliginda, sinif II molekiiliine bagli endojen peptit ile eksojen
peptit bu yikilim 6ncesinde yarigmali ve sunumu i¢in baglanmalidir. Ayni sekilde;
otofaji, endojen peptitler i¢cin bir kaynak mekanizmasidir. Otofagozomlar siklikla
siif II molekiilii “baglanma-kompartmanlari” ile birlesir [111, 112].

Antijen sunan hiicrelere ek olarak gastrointestinal sistemdeki epitel hiicreler sinif 11
molekiilleri eksprese ederler ve sahip olduklari CD74 molekiilii ile antijen sunan

hiicre gibi davranirlar. Bu mekanizmada, endoplazmik retikulum igerisinde
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heterodimer sinif I yapisina (a ve f) CD74'in baglanmasi ile trimer olusur (bu yap1
ayni zamanda invariant zincir veya sinif II histokompatibilite antijeni gamma zinciri
olarak bilinir). Endozomal/lizozomal sistem igerisinde ¢esitli proteazlar sayesinde
CD74'tn bir kisminin kirpilmastyla "simif II-bagintili invariant zincir peptit" (class
Il-associated invariant chain peptide, CLIP) kisa bir fragmente bagli halde (CLIP-
HLA-siif II yapis1) sunuma hazirlanir. Eksojen peptit CLIP'in ayrilmasiyla sinif II
molekiiliine baglanir ve hiicre membran yiizeyinden sunumu gerceklesir. Bu
mekanizmada, klasik olmayan simif II molekiili HLA-DM, eksojen bir peptit
baglanana kadar sinif I molekiillerini endozom igerisinde stabil halde tutar. Eksojen
bir peptit varliginda (bu peptit yeterli afiniteye sahip ise) CLIP yapisini sinif II
molekiiliinden ayrilmasi icin tesvik eder. Eksojen molekiilin endozomal yapi
igerisinde baglanmasi sonrasinda hizlica hiicre membranindan sunumu gerceklesir.
Ozellikle B lenfositlerde; HLA-DM'in sinif II molekiillerine etkimesi i¢in, HLA-
DO (klasik olmayan smf II molekiilii) ile etkilesime ge¢mesi gerekmektedir. HLA-
DO molekiiliinii dentritik hiicreler de tasimaktadir. Biitiin bu siirecin gerceklestigi
lizozomal mikrogevre, bu antijen-baglanma sisteminde yiiksek etkinlige sahiptir.
Yiiksek asidite proteolizisi artirir ve etkin peptit yiiklemesini tesvik eder [110, 113-
118].

HLA-DR

HLA-DR; a ve B zincirinden olusan heterodimer bir yapiya sahiptir. Bu zincirlerin
her biri 5 ayr1 ekzondan kodlanir; ekzon-1 sinyal peptidini, ekzon-2, -3 ekstraselliiler
kismimni ve ekzon-4, -5 transmembran domaini ve sitoplazmik kuyrugu kodlar.
254a.a. uzunlugundaki molekiiliin; a zinciri polimorfizm 6zelligi tasimaz ve 33-35
kDa biiytikliigiindedir. B zinciri ise 26-28 kDa biiyiikliigiinde olup polimorfik bolgeyi
olusturur. Her bireyde HLA-DRBI1 diger tim paraloglarindan 5 kat daha fazla
eksprese edildigi bildirilmistir [111, 113, 114].

HLA-DP

HLA-DP; a ve P zincirinden olusan heterodimer bir yapiya sahiptir. a zinciri 5
ekzondan kodlanir; ekzon-1 sinyal peptidini, ekzon-2, -3 ekstraselliiler kismin1 ve
ekzon-4, -5 transmembran domaini ve sitoplazmik kuyrugu kodlar. § zinciri ise 6
ekzondan kodlanmaktadir; ekzon-1 sinyal peptidini, ekzon-2, -3 iki ayn

ekstraselliiler kismi1, ekzon-4 transmembran domaini ve ekzon-5 sitoplazmik kuyrugu
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kodlar. Bu 260a.a. uzunlugundaki molekiilde hem a zinciri hem de B zinciri
polimorfik 6zellik tasimaktadir. a zinciri 33-35 kDa, B zinciri ise 26-28 kDa
biiytikligiindedir [111, 113, 114].

HLA-DQ

HLA-DQ; a ve B zincirinden olusan heterodimer bir yapiya sahiptir. a zinciri 5
ekzondan kodlanir; ekzon-1 sinyal peptidini, ekzon-2, -3 ekstraselliiler kismini ve
ekzon-4, -5 transmembran domaini ve sitoplazmik kuyrugu kodlar. B zinciri ise 6
ekzondan kodlanmaktadir; ekzon-1 sinyal peptidini, ekzon-2, -3 iki ayr
ekstraselliiler kismi, ekzon-4 transmembran domaini ve ekzon-5 sitoplazmik kuyrugu
kodlar. Heterodimer yapidaki bu sinif II molekiilii dimer yapisint HLA-DQB2 ile
olusturarak endoplazmik retikulumdan vezikiil icerisinde ayrilabilir. Bu 254a.a.
uzunlugundaki molekiillde hem o zinciri hem de B zinciri polimorfik &zellik

tasimaktadir. o zinciri 33-35 kDa, B zinciri ise 26-28 kDa [111, 113, 114].

1.2.2 Minor Histokompatibilite Antijenleri

Klasik dogma'da hiicre i¢i proteinler proteozomda parcalanarak HLA-sinif 1
antijenleri ile CD8+ T hiicrelerine sunulurlar [119, 120]. HLA-simf IT molekiilleri ise
hiicre-i¢i veya hiicre-dis1 peptitleri CD4+ T hiicrelerine sunarlar [112, 119, 120].
Normal hiicresel peptitlere, timustaki self-T hiicrelerinin negatif seleksiyon ve
delesyon &zellikleri sayesinde immiin sistem tarafindan yanit olusturulmaz [121].
HLA-es kemik iligi nakillerinde; alicinin T hiicreleri, donériin polimorfik peptitlerini
ayni HLA'lar1 tasidiklar1 halde taniyabilmektedir. Bu polimorfik peptitler minor
histokompatibilite antijenleri (MiHa) olarak adlandirilir. 'Y kromozomundan
kodlanan genlerin iriinii “H-Y MiHa” ve diger kromozomlardan kodlanan genlerin
irlinii olan peptitler ise “otozomal MiHa” olarak smiflandirilir. MiHa'lar alict ve
donor arasindaki spesifik genetik farkliliklarin irtinleridir [119]. MiHa’lar T hiicre
yanit1 olusturabilen allo-peptit’ler olarak tanimlanabilir.

Bir¢ok tanimlanmig MiHa’nin immiin yanittaki rolii bilinmektedir. MiHa'lar ilk
olarak; HLA uygunlugu olan nakiller sonrasi, greft reddinin olusmasiyla
kesfedilmistir [122-125]. 1976 yilinda Goulmy ve arkadaslari tarafindan; HLA
uygunlugu olan erkek bir donérden, kadin aliciya kemik iligi nakli yapildiktan sonra

rejeksiyonun kisa siirede goriilmesiyle mindr peptit yapilar1 kesfedilmistir. Alicinin
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kan 6rnegi alinarak sitotoksik T lenfositleri izole edilmis. Bu hiicrelerin donore ait ve
Y kromozomdan gelen bir peptit varliginda, spesifik yanit olusturdugu belirlenmistir.
Bu peptidin MiHa smiflandirmasinda cinsiyet spesifik H-Y MiHa ailesinden oldugu
bildirilmistir [125]. Bu kesfin agiklanmasini takiben, rejeksiyon gerceklesen HLA-es
nakillerin arastirilmasiyla, Y-kromozomunun kodladigi ve cinsiyete spesifik T
lenfositleri aktive eden birgok MiHa tanimlanmistir. Otozomal kromozomlardaki gen
bolgelerinden iiretilen MiHa peptitleri de dahil olarak 51 genden kodlanan 57 MiHa
peptidi detayli olarak aragtirllmistir. Cinsiyet spesifik ve otozomal eslikli MiHa
peptitleri; delesyon, insersiyon, ¢ergeve kaymasi mutasyonlari, anlamsiz mutasyonlar
sonucunda kodlanan kisa protein dizileri oldugu belirlenmistir [119, 122].

MiHa peptitlerinin belirlenmesi siireci; HLA-tam uygunlugu olan alicinin 6zellesmis
T hiicre se¢imi ile baslar. Klonal ¢ogalma sonrasi aktive olan hiicreler, donérden elde
edilen (kemik iligi veya kan orijinli) hiicrelerle kiiltiire edilir. Genom boyuntunda tek
niikleotit polimorfizm (SNP) bolgeleri ile belirlenir. Bu bolgelerden HLA-siiflarina
ait MiHa bolgeleri secilir. Bu peptitlerin HLA epitoplarina baglanma aktiviteleri
belirlenir [126]. Burada en onemli asama; MiHa peptidi ile yeni aktive olan T
lenfosit popiilasyonunun alicidan izole edilmesidir. Yeni aktive T lenfositler HLA-
DR+ veya CDI137+’tir. Bu saf popiilasyonlar elde edilerek ilgili MiHa peptidi
bulunabilmektedir [119].

HLA smif IT bagimli MiHa antijenleri sayis1 48’dir, bunlarin 36 tanesi normal okuma
cercevesinde SNP ekzonlardan kodlanir. Gen iriiniinde yalnizca bir a.a. degisikligi
gorilir [119]. Alternatif okuma g¢ergevesinden kodlanan MiHa’lar hiicresel
fonksiyon gostermeyen proteinleri olusturur. Bunlar ribozomal protein defektleri
(defective ribosomal products) olarak bilinir ve translasyon sonrasi hizla yikilirlar
[127].

1.2.2.1 SP110

SP110; 2. kromozomun uzun kolundaki 2q37 bolgesinden kodlanan ve otozomal
gegcis gosteren bir MiHa peptididir. Bu gen SP100/SP140 ailesi interferon (IFN) ve
all-trans retinoic acid (ATRA) -indiikleyici genlerin aktivasyonunda goérev alir.
SP100/SP140 niikleoprotein ailesinin bir iiyesidir. Nikleoproteinler, multiprotein

kompleksleridir. Gen transpkripsiyonlarinda gérev alirlar [128].
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2000 yilinda Bloch ve arkadaslari, 16kosit-spesifik niikleoprotein kodlayan cDNA'y1
tanimladilar. Bu cDNA'nin iiriinii olan SP110 proteininin, N-terminal ucunun SP100
ve SP140 proteinleri ile homoloji gosterdigi bildirilmistir. Periferal kan mononiikleer
hiicrelerin (PKMH) IFN-y ile muamelesi sonrasinda, SP110 ekspresyonunun
homoloji gosterdigi proteinlerle birlikte arttigi gosterilmistir [129].

SP110 peptidini kodlayan c¢DNA (GenBank numarasi: AF280094) 2336bp
uzunlugundadir ve normal okuma c¢ergevesinden 78-2146 niikleotitlik bolge ile
689a.a.'lik bu proteini olusturur [129, 130]. N-terminal ucu olusturan 6-159a.a.'lik
bolge SP100 ve SP140 proteinleri ile %49 homoloji gostermektedir [129, 131]. Ayn1
sekilde 452-532a.a.'lik alan SP100 ve SP140 proteinleri ile %53 homoloji gosterir
[129, 132]. Bu protein, gen transkripsiyonunda bir aktivator ve "niikleo-hormon
reseptor ko-aktivator'ii olarak gorev alir. Ayn1 zamanda ribozom biogenezisinde rol
aldig1 diistiniilmektedir. Post-transkripsiyonel modifikasyonlarla 7 farkli izoformu
olusmaktadir [128, 129, 133].

2006 yilinda Warren ve arkadaglari, SP110 peptidinin HLA-A*0301 alelini tasiyan
bireylere spesifik olarak eksprese edildigini bildirmistir. Calismada SP110 peptidinin
reverse order kirpilma ile sentezini; HLA-A*0301 aleli tasiyan 64 nakil yapilan
bireyden aldiklari PKMH’lerinden elde etmislerdir. SP110 proteinini olusturan
299.a.a. pozisyonundaki alanin/glisin degisimini gostermislerdir. Proteozomdaki
kirpilma siirecinde peptidin hangi sirayla ve hangi katalitik aktiviteye sahip

bolgelerden kirpildiklarini detayli sekilde bildirilmistir (Sekil 1.1) [134].
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2. GEREC ve YONTEM

2.1 Gerecler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 2.1’de markalariyla birlikte

belirtilmistir.
Tablo 2.1: Calismada kullanilan sarf malzemeler ve markalari.
Sarf Malzemeler Markast
15 ve 50 mI’lik Falcon tiip Capp
25 ve 75 cm?’lik Flask SantaCruz
2 ml’lik kriyotiipler Corning
Otomatik mikropipetler Finnpipette
96'l1 mikroplaka Corning
12°1i mikroplaka Corning
Petri SantaCruz
1,5 mI’lik ependorf tiipler Capp
5 ve 10 ml’lik serolojik pipet uglari Capp
0,2 um porlu PVDF membran Biorad
0,45 pm porlu PVDF membran Thermo Fisher
0,2 ml’lik PZR tiip Isolab
70 um strainer BD Biosciences

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2.2’de markalariyla birlikte
belirtilmistir.

Tablo 2.2: Caligmada kullanilan kimyasal malzemeler ve markalar.

Kimyasal Malzemeler Markast
McCoy’s SA Medyum Gibco
RPMI 1640 Gibco
Penisilin/ Streptomisin Gibco
Fotal sigir serumu (FBS) PanBiotech
PBS PanBiotech
DMSO SantaCruz
NEAA Gibco
HEPES Gibco
DNase Applichem
Ham’s F10 Gibco
BSA Merck
Kollajenaz Thermo Fisher
HBSS Gibco
NaCl Merck
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CaCl
Tris
SDS
APS
TEMED
Bromofenol Blue
Beta merkaptoetanol
HCI
Metanol
Akrilamid
Bisakrilamid
Izopropanol
Glisin
ECL
Laemmli sample buffer
Ficoll
Boyali marker (protein)
Coomassie Brilliant Blue G-250
Tween 20
RIPA Lizis Tamponu
Anti-HLA-A anitkoru
Anti-HLA-B antikoru
Anti-HLA-C antikoru
Anti-HLA-E antikoru
Anti-HLA-DR antikoru
Anti-HLA-DP antikoru
Anti-HLA-DQal antikoru
Anti-HLA-DQo2 antikoru
Anti-SP110 antikoru
Anti-Bactin antikoru
Anti-mouse IgG antikoru
Anti-rabbit 1gG antikoru
Siit Tozu

Muse Cell Count& Viability Soliisyonu
Human Parathyroid Hormone ELISA kit

High Pure RNA Isolation Kit

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits
SensiFAST SYBR Kit

Merck
Sigma
Merck
Alfa Aesar
Alfa Aesar
Merck
Merck
Merck
Merck
Affymetrix
Affymetrix
Merck
Affymetrix
Biorad
Biorad
GE Healthcare
Biorad
Sigma
Affymetrix
SantaCruz
Abcam
Thermo Fisher
Abcam
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Abcam
Merck
Abcam
Abcam
Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Applichem
Milipore
RayBio Tech
Roche Applied Science
Applied Biosystems

BioLine
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2.2 Yontem

Bezmialem Vakif Universitesi Insan Etik Kurulu’ndan onay alinarak (onay tarih ve
numarast: 30/11/2016-19446) c¢alisma gruplarina ait Orneklerin toplanmasina
baslandi.

Bu ¢alisma patolojik olarak paratiroid hiperplazi ve adenom tanisi alan, yaslar1 25 ile
60 arasinda degisen 38 hastada yapildi. Tiim hastalar endokrinoloji klinigi tarafindan
degerlendirilerek primer ve sekonder hiperparatiroidi tanisi almig ve tedavi olarak
cerrahi midahale yapilmis hastalardi. Ameliyatta ¢ikartilan tiim paratiroid
lezyonlarmin 1/3’tinde ameliyat sirasinda frozen kesit tanist yapildi. Boylelikle
cikartilan lezyonlarin paratiroid dokusu olup olmadiklar1 histopatolojik olarak
dogruland1 ve tanit konuldu. Tani konulduktan sonra dokularin 2/3’ti Bezmialem
Paratiroit Tasima Soliisyonu igerisinde hiicre kiiltiir laboratuvari’na buz igerisinde
tagindi. Histopatalojik tanist dogrulanmis 18 olgunun ameliyat sonrast 10ml’lik
heparinli tiip i¢erisinde kan 6rnekleri alindi.

Calismada, yaglar1 18-65 arasinda degisen beyin oliimii gerceklesmis bireylerden
vasinin onam formunu imzalamasi ile alinan 6 saglikli paratiroit dokusu kullanildi.
Beyin 6liimii gergeklesmis 2 olgudan periferal kan 6rnegi 10 ml’lik heparinli tiipe

alindi.

2.2.1 Paratiroit hiicrelerinin izolasyon ve Kiiltiirii

Doku 6rnegi laminar kabin igerisine alindi. Buz {izerinde tutulan petri kabinda 1X
PBS ile yikandi. Yikanan doku buz iizerinde, steril petri i¢erisinde bistiiri yardimiyla
kiiciik parcalara ayrildi. Doku pargalar1 12°1i mikroplaka igerisindeki kuyuya alindi.
Doku birakilan her kuyuya 215U/mL Kollajenaz, 300U/mL Dnase I, 100pg/mL BSA
ve %50 Ham’s F10 soliisyonu eklendi. 12°1i mikroplaka 37°C’de ve % 95 nem ile %
5 CO2’li inkiibatdrde 12 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra pastor
pipet yardimiyla dokunun dagilmas: saglandi ve steril petri igerisindeki 70pum’lik
strainer’dan gecirildi. Uzerine 10.000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin, %1
eser olmayan amino asit (NEAA), %1 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic asit (HEPES) ve %10 inaktif fotal sigir serum (FBS) iceren
McCoy’s 5A hiicre kiltir medyumu eklendi. Strainer’dan siiziiliip petriye gegen
hiicreler 15ml falkon tiip igerisine konuldu ve 1200 devirde 10dk oda sicakliginda

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildi. Hiicre pelleti McCoy’s 5A kiiltiir
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medyumu ile homojen hale getirildi. Canlilik ve sayim i¢in steril ependorf tiipe 20ul
hiicre stispansiyonu ayrildi. Cell Count&Viability soliisyonuna karistirilan hiicre
stispansiyonu Muse Hiicre Analiz Cihazinda, cihaz protokoliine uygun olarak sayim
ve canlilik tayini tamamlandi.

HLA smiflarinin  arastirilacagi  grup; izolasyon sonrasinda kalan hiicre
siispansiyonlar1 her kriyotiipe 50x10° sayida hiicre dondurulacak sekilde hazirlandi
ve 1400 devirde oda 1sisinda (24°C) 10dk santrifiij edilerek, iist faz atildi. Hiicre
pelleti tizerine (9:1) oraninda hazirlanmis FBS ile DMSO karisimindan 1ml
eklenerek Kkriyotiiplere alindi. Hiicreler sonraki deneyler i¢in, tiim 6rnekler toplanana
kadar -80°C’de muhafaza edildi. Tim doku gruplarinin toplanarak hiicre
izolasyonlarinin tamamlanmasi sonrasinda, -80°C’de dondurularak muhafaza edilen
hiicreler 37°C’de onceden 1sitilmis su banyosuna konularak hizla ¢6ziinmesi
saglandi. Kriyotiipler laminar kabin igerisine alkol ile dist1 silindikten sonra
aktarilarak Onceden hazirlanan McCoy’s SA hiicre kiiltlir medyumu ile birlikte
siispanse hale getirildi. Her doku grubu icin hiicreler 3 ayri 25cm?’ lik flask
igerisinde 3., 6. ve 9. giinde protein ekstraksiyonu yapilana kadar kiiltiire edildiler.
Kiiltiir siiresince her 3 giinde bir medyum degistirildi. Her medyum degistirilen
gruptan parathormon o6l¢limii i¢in kiiltlir medyumu alinarak ELISA deneyi yapilana
kadar -80°C’de sakland1. Hiicrelerin proliferasyonlari, pasajlart ve takip islemleri 151k
mikroskobu kullanilarak gergeklestirildi. Dondurulan kriyotiiplerden her 6rnek doku
icin 1 kriyotiip ag¢ildiktan hemen sonra, protein ekstraksiyonu i¢in hazirlandi. Bu
gruplar 0. giin 6rnekleri olarak kabul edildi.

MiHa SP110 peptidinin arastirilacagi grup; hiicre izolasyonlari tamamlandiktan ve
hiicre canlilik-sayim sonrasinda adenomatdz ve hiperplazi 6rneklerinden 50x10°
sayida hiicre protein ekstrasiyonu i¢in hazirlandi. Kalan hiicreler, 1400 devirde 24°C
10 dakika santrifiij edilerek, tst fazlart atildi. Hiicre pelleti {izerine (9:1) oraninda
hazirlanmig FBS ile DMSO karisimindan 1 ml eklenerek kriyotiiplere alindi. Saglikli
paratiroit dokusu oOrnekleri hiicre izolasyonlarmni takiben hiicre canlilik-sayim

sonrasinda protein ekstraksiyonu i¢in hazirlandi.

2.2.2 Periferik kan mononiikleer hiicre izolasyonu

Kan ornekleri 10ml’lik heparinli tiip igerisine alindiktan sonra steril sartlarda

PKMH’ler izole edildi. Alinan 10ml kan 6rnegi 50ml’lik falkon tiip igerisinde ayni
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miktarda 1X PBS tamponu ile karistirildi. 15ml’lik falkon tiipe 1/3 Ficoll ve 2/3
sulandirilmis kan eklendi. Tipe ilk olarak Ficoll konuldu. Daha sora Ficoll’un
lizerinde tabaka olusturacak sekilde tliplin kenarindan sizdirarak sulandirilan kan
eklendi. Tiip icerigi, iki tabakanin karigmamasina dikkat edilerek 2500 devirde oda
isisinda (24°C) 25 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, tiiplerde en dipten
sirasiyla, kirmizi hiicre (eritrosit-trombosit) ¢okeltisi, Ficoll, beyaz bulutumsu kisim
(buffy coat) ve plazma tabakasimnin olustugu gozlendikten sonra, PKMH’lerinin
bulundugu buffy coat kisim dikkatli bir sekilde steril pastér pipet ile alind.
PKMH’ler, 1 defa 10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin ve %10 FBS iceren
RPMI-1640 medyumu ile 1500 devirde oda 1sisinda (24°C) 10dk yikandi. Yikama
sonrasinda iist faz atild1 ve hiicre pelleti {izerine (9:1) oraninda hazirlanmis FBS ile
DMSO karisimindan 1ml eklendi. Resiispanse edildikten sonra kriyotiiplere alinan
hiicreler -80°C’de tiim muhafaza edildi. Tiim gruplarin kan 6rnekleri tamamlandiktan
sonra PKMH o6rneklerinin 37°C’de 6nceden 1sitilmis su banyosuna konularak hizla
¢ozlinmesi saglandi. Hiicreler RPMI 1640 hiicre kiiltiir medyumu ile birlikte
siispanse hale getirildi ve 1400 devirde 10dk santrifiij edilerek yikandi. Ust faz

atilarak, hiicre pelletleri protein ekstraksiyonu i¢in hazirlandu.

2.2.3 Parathormon ELISA Deneyi

Mikroplaka’nin hazirlanmasi; kit igerisindeki 96’l1 mikroplaka oda sicakligina
gelmesi igin -20°C’den ¢ikartildi. 5X Assay Diluent tozu distile su ile ¢ozdiiriildii ve
anti-PTH antikoru ile karistirildi. Kaplanacak antikor karigimi, 1X Assay Diluent
sollisyonu hazirlanarak 100 kat diliisyon yapildi ve 100l olarak 96’11 mikroplakalara
dagitildi. Plaka +4°C’de bir gece 60 devirde c¢alkalayici iizerinde baglanmaya
birakildi.

Biyotinlenmis PTH ve standartlarin hazirlanmasi; biyotinlenmis PTH 1X Assay
Diluent soliisyonu ile son konsantrasyonu 40pg/ml olacak sekilde ¢ozdiiriildi. Bu
ornekten 100ul pozitif kontrol tiipiine alinarak karistirildi. Ayni 6rnekten 450ul
standartlarin diliisyonu i¢in ayrildi. 15ml’lik 6 ayr1 falkon tiipii 1,000pg/ml,
100pg/ml, 10pg/ml, 1pg/ml, 0.1pg/ml ve Opg/ml konsantrasyonlarinda etiketlendi.
Biyotinlenmis PTH Orneginden 450ul PTH standart tozu iizerine eklendi ve
karistirildi. Bu karisim 1000pg/ml stok olarak kodlandi. Daha sonrasinda 10:1
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seklinde kademeli olarak 1X Assay Diluent soliisyonu ile tiim standartlarin
konsantrasyonlar1 hazirlandi.

Orneklerin ve standartlarin eklenmesi; kiiltiire edilerek st fazi -80°C’de saklanan
siipernatant 6rnekleri buz {izerine alinarak ELISA deneyi i¢in ¢ozdiiriildi. Baglanma
asamasi tamamlanan 96’1 mikroplaka igerisindeki antikor soliisyonu ELISA yikayici
ile aspire edildi. Her 6rnek, standartlar ve pozitif kontrol ikili olarak 96’11 mikroplaka
icerisine 100ul olarak eklendi, oda sicakliginda 2,5 saat 60 devirde calkalayict
tizerinde inkiibe edildi.

ELISA test uygulamasi; inkiibasyon sonrasi 96’11 mikroplaka, ELISA yikayici ile
aspire edildi ve 1X Wash Solution Buffer ile 300ul hacimde eklenerek 4 defa yikandi.
Her kuyuya 100ul HRP-streptavidin soliisyonu eklendi ve 45dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kuyular aspire edilerek 4 defa tekrar yikandi. Sonrasinda her kuyuya
100ul TMB One-Step Substrate soliisyonu eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta
30dk inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 50ul Stop soliisyonu eklenerek 96’1
mikroplaka 450nm’de ELISA okuyucuda olgiimii tamamlandi. Microsoft Excel
programi kullanilarak standartlarin optik dansite degerlerinden standart egrisi

olusturuldu ve 6rneklerdeki parathormon degerleri buna gore hesaplandi.

2.2.4 Protein Diizeyinde Ekspresyon Belirleme Deneyleri

HLA smiflariin arastirilacagi érneklem gruplarinda her 6rnek 9 giine kadar kiiltiire
edildi ve kiiltiire edilen gruplarin 0., 3., 6. ve 9. giinlerinde hiicreler 15ml’lik
falkonlara toplanarak 1400 devirde 10dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast ELISA
deneyi i¢in ayrilan serum oOrneginden sonra fazla kalan siipernatant kismi atildi.
Hiicre pelleti protein ekstraksiyonu igin kullanildi. Protein ekstraksiyonu igin

olusturulan 6rneklem gruplari ve icerikleri asagidaki Tablo 2.3°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.3: HLA Simif I ve II’nin arastirilacagr hiicre 6rnek gruplari (+: protein 6rnegi meveut, -:
protein 6rnegi olmayan)

Adenomat6z Paratiroit Dokusu (n=10) Hiperplazik Paratiroit Dokusu
(n=10)
0. giin + +
3. giin + +
6. giin + +
9. giin + +

MiHa SP110 peptidinin arastirilacagi hiicre 6rnek gruplar1 ve her dokusu kullanilan

bireyin PKMH 6rnegini de igerecek sekilde -80°C’de dondurularak saklanan hiicreler
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cOzdiirtilerek protein ekstraksiyonu icin kullanildi. Protein ekstraksiyonu igin

olusturulan 6rneklem gruplar1 ve igerikleri asagidaki Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.4: MiHa SP110 pepetidinin aragtirilacagi hiicre 6rnek gruplari (+: protein 6rnegi meveut, -
:protein 6rnegi olmayan)

Adenomatdz Paratiroit Hiperplazik Paratiroit Saglikli Paratiroit
Dokusu (n=10) Dokusu (n=10) Dokusu (n=2)
PKMH + + +

(n=22)

2.2.5 Total Protein izolasyonu

Protein izole etmek i¢in RIPA Lizis soliisyonu kullanildi. Bu lizis soliisyonu igerisine
200mM proteaz inhibitérii kokteyli ve 100mM sodyum ortovanadat eklendi. Protein
ekstraksiyonu icin hazirlanan her 50x10° hiicreye 300ul lizis soliisyonu kullanilarak
buz iizerinde 4x15 saniyelik vorteks ile lizis islemi yapilip -80°C’de bir gece
bekletildikten sonra 14000 devirde +4°C’de 20dk santrifiij edildi. Siipernatantlar
temiz PCR tiiplerine toplandi. Bu asamadan sonra 6rnekler protein miktar tayini i¢in

hazir duruma getirildi.

2.2.5.1 Bradford metoduna gore protein miktar tayini

Protein miktar tayini i¢in Bradford metodu kullanildi. Bu metod igin kullanilacak
soliisyonlar; 100mg coomassie brilliant blue G-250, 50ml %95 ethanol igerisinde
¢ozdiriildii. Coziindiikten sonra tizerine 100ml fosforik asit eklendi ve soliisyon
distile su ile 1 litreye tamamlandi. Bir gece oda sicakliginda manyetik karigtiricida
¢ozlinmeye birakildi. Whatman filtre kagidindan gegirilip, 151k almayacak sekilde
saklandi. Standart egri olusturmak i¢in 1mg/ml bovine serum albumin (BSA) stok
soliisyonu hazirlandi. Yedi kademeli diliisyon yapilarak standartlara ait
konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan BSA standartlar1 ve Ornekler (1:100
diliisyonla, 3’li tekrarla ¢alisildi) 96’11 mikroplaka icerisine konularak 595nm'de
absorbanslart ELISA okuyucuda 6l¢iildii. Standartlarin absorbans ve konsantrasyon
degisim degerlerine gore standart egri olusturuldu ve olusturulan egriye ait 3.derece

denklem kullanilarak 6rneklerin protein miktarlart hesaplandi.
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2.2.6 Protein Jel Elektroforezi
2.2.6.1 Kullamlan tamponlar

Kullanilan tamponlarin hazirlaniglar asagidaki Tablo 2.5°de verilmektedir.

Tablo 2.5: Jel elektroforezi i¢in kullanilan tamponlarin i¢erik ve miktarlari

Tampon Hazirlanisi

4X Ayristirict Tampon (1.5 M Tris/HCL pH: 8.8; % 0.4 SDS)
18.2 g Tris/HCL + 0.4 g SDS distile su
icerisinde ¢oziilerek 100 ml’ ye tamamlanur.

4X Yigic1 Tampon (0.5 M Tris/HCL pH: 6.8; % 0.4 SDS)
6.1 g Tris/HCL + 0.4 g SDS distile su igerisinde
coziilerek 100 ml’ ye tamamlanir.

% 12 Ayristirict Jel Distile su 3.2 ml + % 30 Akrilamid-
Bisakrilamid Soliisyonu (29:1) 2.7 ml + 4x
Ayristirict Tampondan 2.5 ml + % 10 APS 0.1
ml + TEMED 0.01 mi

% 4 Y1gic1 Jel Distile su 6.1 ml + % 30 Akrilamid-
Bisakrilamid Soliisyonu (29:1) 1.3 ml + 4x
Yigic1t Tampondan 2.5 ml + % 10 APS 0.1 ml +
TEMED: 0.01 ml

%17 Ayrnistirict Jel Distile su 1.7 ml + % 30 Akrilamid-
Bisakrilamid Soliisyonu (29:1) 5.7 ml + 4x
Ayristirict Tampondan 2.5 ml + % 10 APS 0.1
ml + TEMED 0.01 ml

10X Yiiriitme 30 g Tris baz + 144 g Glisin + 10 g SDS + 4.5
Tamponu ml konsantre HCI toplam hacim 1L olacak
sekilde ¢oziiliir. Tampon ¢alisma esnasinda
distile suyla 1x konsantrasyonuna getirildi.

% 4-12’lik SDS-PAGE jel ve protein érneklerinin hazirlanmasi

SDS-PAGE jeli igin 4x konsantrasyondaki ayristirici (seperating) ve yigici (stacking)

tamponlar hazirlandi. %12°lik ayristirict jel hazirlanarak Imm kalinlikta jel iinitesine

dokiildii. Ayristirict jel ylizeyinin diiz olmasi i¢in izopropanol eklendi ve donmasi

beklendi. Ayristici jelin donmasini takiben, izopropanol dikkatlice filtre kagidi ile

emdirilerek sistemden uzaklastirildi. Hazirlanan %4°lik yigict jel eklenerek 10

kuyulu jel taraklari sisteme yerlestirildi. %4-12’lik SDS-PAGE jeli donduktan sonra

1 X yiiriitme tamponu hazirlanarak, dikey elektroforez sistemine eklendi.

Calismada Bradford yontemi ile konsantrasyonlari tayin edilen protein ornekleri

30pg/ml olacak sekilde 4X Laemmli Ornek tamponu ile hazirlandi. Ornekler

tamponla karistirildiktan sonra 95°C’de 5dk 1sitic1 blok igerisinde inkiibe edildi ve

sonrasinda buza alindi.
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Proteinlerin ayristirilmasi ig¢in hazirlanan %4-12’lik SDS-PAGE jelin ilk kuyusuna
boyali marker devaminda protein Ornekleri yiiklenerek 120V’ta 1 saat siireyle
yuriitiildii. Proteinlerin 1iyi ayristigmin belirlenmesinin ardindan Western Blot

calismalarindaki ikinci basamak olan transfer asamasina gegildi.

% 4-17’lik SDS-PAGE jel ve protein érneklerinin hazirlanmasi

SDS-PAGE jeli i¢in 4x konsantrasyondaki ayristirici (seperating) ve yigici (stacking)
tamponlar hazirlandi. %17°1ik ayristirici jel hazirlanarak 1mm kalinlikta jel iinitesine
dokiildii. Ayrnistiricr jel yiizeyinin diiz olmasi igin izopropanol eklendi ve donmasi
beklendi. Ayristirici jelin donmasini takiben, izopropanol dikkatlice filtre kagidi ile
emdirilerek sistemden uzaklastirildi. Hazirlanan %@4’°lik yigict jel eklenerek 10
kuyulu jel taraklar: sisteme yerlestirildi. %4-17’lik SDS-PAGE jeli donduktan sonra
1X yiiriitme tamponu hazirlanarak, dikey elektroforez sistemine eklendi.

Calismada Bradford yontemi ile konsantrasyonlar1 tayin edilen protein Ornekleri
30pg/ml olacak sekilde 2X Laemmli Ornek tamponu ile hazirlandi. Ornekler
tamponla karistirildiktan sonra 95°C’de 7dk 1sitici blok igerisinde inkiibe edildi ve
sonrasinda buza alind1.

Proteinlerin ayristirilmasi igin hazirlanan %4-17’1ik SDS-PAGE jelin ilk kuyusuna
boyali marker devaminda protein 6rnekleri yiiklenerek 50V’da 15dk, 80V’da 3 saat
stireyle yuriitiildii. Proteinlerin 1yi ayristi§inin belirlenmesinin ardindan Western Blot

calismalarindaki ikinci basamak olan transfer asamasina gegildi.

Transfer

Transfer basamagi i¢in gerekli tamponlarin hazirlaniglart Tablo 2.6’da gosterilmistir.

Tablo 2.6: Transfer asamasi i¢in kullanilan tamponlarin igerik ve miktarlar

Tampon Hazirlanigi
Transfer Tamponu 40ml 5X Trans Blot Turbo Transfer tamponu + 40ml
Metanol + 80ml distile su
20X TBS 48.8gr Tris Baz + 160gr NaCl + 800ml Distile su, pH

7.6’ya ayarlandiktan sonra tampon 1L’ye tamamlandi.
+4°C’de muhafaza edildi.
1X TBST 50ml 20X TBS + 950ml distile su + %0,2 Tween-20

Jel elektroforez islemi tamamlanmadan 15dk kadar once 3 ayri kiivete sirasiyla
metanol, distile su ve 1X transfer tamponu eklendi. Jelin biiyiikliigiine gore kesilmis
0.2um veya 0.45um gozenek biyiikligi olan PVDF membran 2dk arayla
tamponlarda bekletilerek aktive edildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel
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filtre kurutma kagitlar1 ve membran arasina yerlestirilerek transfer igin sandvig
modeli olusturuldu.

%4-12’1ik SDS-PAGE ile ayrilan proteinlerin, 0,2um goézenek biiytikligi olan
PVDF membrana transferi, 25V ve 1.3mA’de 25dk siireyle yari-kuru sistemle
gergeklestirildi.

%4-17’1ik SDS-PAGE ile ayrilan proteinlerin 0,2um ve/veya 0,45um gozenek
biiytikligii olan PVDF membrana transferi, 20V ve 1mA’de 35dk siireyle yari-kuru
sistemle gergeklestirildi.

Transfer tamamlandiktan sonra membran spesifik olmayan reaksiyon odaklarinin
bloke edilmesi amaciyla 1X TBST ile hazirlanmis %35 yagsiz siit tozu soliisyonu
icinde 4°C’de bir gece bekletildi.

Primer/sekonder antikor ile muamele ve kemiliiminesan reaksiyonu

Primer ve sekonder antikorlar 1X TBST ile %5 yagsiz siit tozu soliisyonu iginde
asagidaki Tablo 2.7°de gosterilen oranlarda hazirlandi. Kullanilan antikorlar
secilirken uygunluklar blast analizi ile kontrol edildi.

HLA-A antikoru; 34la.a.lik triiniin 50-150 a.a.lik ara dizisine baglanmaktadir
(Uniprot ID:P01891). Bu baglanma bdlgesi igin yapilan blast analizinde insan HLA-
A protein sekanslarina uygunluk orani %98,5'dir.

HLA-B antikoru; 362a.a.'lik triiniin 1-292 a.a.lik ara dizisine baglanmaktadir
(Uniprot ID:P01889). Bu baglanma bolgesi icin yapilan blast analizinde insan HLA -
B protein sekanslarina uygunluk oranit %93,4'dir.

HLA-C antikoru; 366 a.a.'lik iiriiniin ekzon 4 ve 5'ten kodlanan ve transmembran
bolgesinide igeren, C-terminal bolgesine baglanmaktadir (Uniprot ID:P04222). Bu
baglanma bolgesi i¢in yapilan blast analizinde insan HLA-C protein sekanslarina
uygunluk orani %84'diir.

HLA-DR antikoru; 254a.a.'lik iriiniin 150-250 a.a.lik ara dizisine baglanmaktadir
(Uniprot ID:P01903). Bu baglanma bolgesi i¢in yapilan blast analizinde insan HLA-
R protein sekanslarina uygunluk orani %95,5'dir.

HLA-DP antikoru; 260a.a.'lik {iriinin 11-260 a.a.lik ara dizisine baglanmaktadir
(Uniprot ID:P20036). Bu baglanma bdlgesi i¢in yapilan blast analizinde insan HLA-

DP protein sekanslarina uygunluk oran1 %98'dir.
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HLA-DQal antikoru; 254a.a.'lik iiriniin ekzon 4'ten kodlanan ve transmembran
bolgesini de igeren C-terminal bolgeye baglanmaktadir (Uniprot 1D:01909). Bu
baglanma bolgesi i¢in yapilan blast analizinde insan HLA-DQal protein sekanslarina
uygunluk orani %98,7'dir.

HLA-DQo2 antikoru; 35-84.a.a.’lik kistm ve N-terminal bolgeye baglanmaktadir
(Uniprot ID:01906). Bu baglanma bolgesi igin yapilan blast analizinde insan HLA-

DQua2 protein sekanslarina uygunluk oranit %97,4'dir.

Tablo 2.7: Kullanilan primer ve sekonder antikorlarin final konsantrasyonlari

Antikor Konsantrasyon
B-aktin 1:3000
HLA-A 1:2000
HLA-B 1:500
HLA-C 1:1000
HLA-DR 1:200
HLA-DP 1:1000
HLA-DQal 1:5000
HLA-DQo2 1:3000
SP110 2ug/ml
Anti-mouse 19gG 1:3000
Anti-rabbit 1gG 1:3000

Primer antikor inkiibasyon +4°C’de bir gece uygulandi ve sonrasinda membran 1X
TBST ile 5 defa 5dk 80 devirde calkalayici ile yikandi. Ardindan sekonder antikor
inkiibasyonu oda sicakliginda 1 saat siireyle uygulandi ve membran 1X TBST ile 5
defa 5dk 80 devirde calkalayicit ile yikandi. Goriintiileme islemine gegildi.
Kemiliiminesan goriintiileme i¢in ECL kiti igerisindeki substratlar 1:1 oraninda
karistirtlarak, asetat kagidi iizerine aliman membrana eklendi. 1 dakika inkiibe
edildikten sonra membran biiyiikliigiinde kesilmis asetat kagidi ile membran hava
kalmayacak sekilde kapatilarak goriintiilleme ve analizi dokiimantasyon sistemiyle
saglandi. Western blotlama sonucunda elde edilen bantlarin derecelendirilmesi

ImagelJ programu ile belirlendi.

2.2.7 mRNA Diizeyinde Ekspresyon Belirleme Calismalar:

Hedef MHC genlerimiz olan HLA-A, -B, -DR, -DQ antijenlerinin ekspresyon
miktarlarinin mRNA diizeyinde rolatif olarak belirlenmesi amaciyla; kiiltiire edilen

paratiroit hiicrelerinden saglikli paratiroit ornekleri (n=5), adenomatdz paratiroit
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ornekleri (n=11) ve hiperplazik paratiroit 6rnekleri (n=33) kiiltiirin 0,3,6.glinlerine
ait total RNA izolasyonlar1 yapildi. Sonrasinda cDNA sentezi gerceklestirildi ve
belirlenen gRT-PCR protokolleri ile mRNA seviyesindeki gen ekspresyonlari
belirlendi.

2.2.7.1 Total RNA izolasyonu

Paratiroit hiicrelerinin mMRNA ekspresyon analizleri i¢in High Pure RNA Isolation
Kit ile her gruptan 20x10° hiicre kullanilarak total RNA izolasyonlar1 yapild.

Deney diizenegindeki kiiltiire edilen her hiicre grubu ependorf tiiplere aktarilarak
2500 devirde 5dk siireyle santrifiij edildi. Stipernatantlar uzaklastirildi. Hiicre pelleti
200ul 1X PBS igirisinde resiispanse edildi. Hiicrelerin tizerlerine 400ul lizis tamponu
eklendi. Karisim 15sn vorteks yardimiyla resiispanse edildikten sonra cam lifli filtreli
tiiplere aktarildi. 10000 devirde 15sn santrifiij edildikten sonra filtrenin altina gegen
siipernatant atildi. 90ul DNAse I inkiibasyon tamponu ve 10ul DNAse I’ den olusan
karisim hazirlandi ve tamamu filtreli tliipe aktarilarak 15dk oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu tamamlanmis hiicrelerin iizerine 500ul yikama tamponu |
eklenip, 10000 devirde 15sn santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. Sonra
500ul yikama tamponu II eklenip, 10000 devirde 15sn santrifiij ve yeniden 200ul
yikama tamponu II eklenip, 13000 devirde 2dk santrifiij sonrasi filtre yeni bir
eppendorf tiipe aktarildi. Son olarak 30-50ul Elution Buffer eklenip, 10000 devirde
1dk santrifiij edildikten sonra tiipte toplanan ¢ozelti total RNA’miz1 olusturdu. Elde
edilen RNA’ nin miktar1 ve safligit NanoDrop cihaziyla 6l¢lim yapilarak ng/ml olarak

belirlendi.

2.2.7.2 cDNA sentezi

Izole edilen total RNA’lardan komplementer DNA’larinin (CDNA) sentezi icin High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit kullanildi. cDNA sentezi i¢in 10ul total
RNA kullanilarak cDNA reaksiyonu igin asagidaki karisim hazirland1 (Tablo 2.8).
Total RNA’larin iizerine hazirlanmis olan reaksiyon karigimi eklendikten sonra
ornekler 25°C’de 10dk, 37°C’de 120dk, 85°C’de 5dk ve 4°C’de 5dk olacak sekilde
programlanan thermal cycler PZR cihazina yerlestirildi. Reaksiyon siiresinin
sonunda elde edilen cDNA o6rnekleri gen ekspresyonlarini belirleme asamasi igin

yapilacak qRT-PZR islemine gegilene kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 2.8: Hazirlanan cDNA reaksiyon karisimi (n=1 i¢in gosterilmistir).

Icerik Miktar
10X RT Buffer 2ul
25X dNTP Karisimi 0.8ul
10X RT Random Primer 2ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l
ddH,0 4.2ul
cDNA 10pl
Toplam Hacim 20ul

2.2.7.3 HLA simif I ve II’nin mRNA Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Elde edilen c¢cDNA’ lardan hedef genlerimiz olan HLA-A, -B, -DR, -DQ
antijenlerinin mRNA seviyesindeki azalis veya artis oranlar1 referans gen (B-aktin)
ekpresyonu ile kiyaslanmasi sonrasinda saptandi. Bunun igin, tablo 2.9°da gosterilen
primerler HLA-A, -B, -DR, -DQ genlerine 6zgiil olarak tasarlanip sentezlettirildi. Bu
genlere ozgil liyofilize halde gelen primerler son konsantrasyonlar: 100uM olacak
sekilde PZR safligindaki su ile ¢oziilerek ana stoklari hazirlandi. Hazirlanan stoktan
1/10 diliisyon yapilarak 10uM final konsantrasyonlardaki ara stoklar olusturuldu.
Tasarlanan primerlerin erime sicakliklar1 (Tm) gradient PZR yapilarak belirlendi.

Her primer dizisi ve 6zgiil Tm degerleri Tablo 2.9°da gosterilmistir.

Tablo 2.9: HLA genlerine 6zgiil primer dizileri ve erime sicakligi degerleri.

Grup Primer Dizisi ™™
HLA-A Ileri: TTGAGAGCCTACCTGGATGG 61°C
Geri: TGGTGGGTCATATGTGTCTTG
HLA-B fleri: CTTCAAGAGCCTCTGGCATC 60°C
Geri: AGGGGTCACAGTGGACACA
HLA-DR Ileri: ACCTGGTTGCTACTGGTTCG 63°C
Geri: ATCAATGCTGGGACTTCAGG
HLA-DQ Ileri: TTGTGTTCCCACCCTTGG 59,4°C

Geri: AAGGGCAGAGCGTATCCAT

Her bir 6rnek i¢in 6ul distile su, 1l reverse primer, 1ul forward primer, 10ul
SensiFAST SYBR Mix (2X konsatre) eklenerek mikrosantrifiij tiipiine konuldu.
Hazirlanan PCR karisimi homojen hale getirilmesi i¢in vortekslenerek kisa stireli
santrifiij edildi. PCR karisimi, her bir 6rnek i¢in lightcycler kapiller tiiplere 18l
olacak sekilde aktarildi ve 2ul cDNA 6rnekleri eklendi. Termal dongi, 95°C’de 2dk
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1 siklus 6n denatiirasyonun ardindan toplam 40 siklusluk 95°C 5sn denatiirasyon, her

primere 6zgii Tm’ye gore 10sn baglanma ve 72°C’de 20sn sentez ile tamamlandi.

SYBR Green hidrolizine bagh floresan artisi goriilen inceleme 6rneklerinden elde

edilen grafiklerdeki cycle of threshold (CT) verileri degerlendirildi.

mRNA ekspresyon degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan gergek zamanli PZR (QRT-

CT degerlerinin ortalamasi alindi. Genlerin artis, azalis oranlari 2-AACt (hedef gen-

referans gen) yontemi kullanilarak hesaplandi. Yontem formiili;
ACT= CT(hedef) — CT(referans)
AACT= [CT(hedef) — CT(referans)]hasta — [CT(hedef) — CT(referans)]kontrol

2 -AACT = Uriin miktar1 orani

2.2.8 istatistiksel analiz

Grup ortalamalart aras1 farkliliklar student-t testi, diger analizler one way ANOVA
ile GraphPad programinda yapildi. P<0.05 olan degerler istatistiki olarak anlamli
kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Bulgular

3.1.1 Cahisma gruplar:

Calismada paratiroit dokusunun immiinojenik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla;
hiperplazik, adenomat6z ve saglikli paratiroit dokularinda HLA molekiillerinin
ekspresyonlarinin  arastirilmast ve MiHa SP110 peptit varligit acisindan

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

HLA molekiillerinin degisiminin arastirilacagi grupta; SHPT tanist almis yaslar1 37-
55 arasinda degisen 11 hastanin paratiroit hiperplazi dokusu, pHPT tanis1 almis
yaslar1 25-62 arasinda degisen 10 hastanin paratiroit adenom dokusu ve beyin 6liimii
gerceklesmis bireylerden yaglar1t 47-61 arasinda olan 4 bireyin saglikli paratiroit
dokular1 kullanilda.

MiHa SP110 peptidinin varliginin arastirilacagi grupta; SHPT tanis1 almis yaslar1 32-
54 arasinda degisen 9 hastanin paratiroit hiperplazi dokusu ve ayn1 bireylerin PKMH
ornekleri, pHPT tanis1 almis yaslart 25-43 arasinda degisen 10 hastanin paratiroit
adenom dokusu ve beyin oliimii gerceklesmis bireylerden yaslar1 53-59 arasinda olan

2 saglikl1 bireyin paratiroit dokular1 ve ayn1 bireylerin PKMH 6rnekleri kullanilda.

3.1.2 Hiicre izolasyonlar

HLA antijenlerinin arastirilacagi gruba ait 25 dokunun enzimatik izolasyonlari
sonrasinda Muse hiicre analiz cihazi ile canlilik ve sayim tayini yapildi. Bu verilere
gore paratiroit hiperplazi dokularinin ortalama canlilik orant %98,3 (Sekil 3.1),
paratiroit adenom dokularinin ortalama canlilik orant %91,5 ve saglikli paratiroit
dokulariin ortalama canlilik oran1 %83,7'dir. Biitiin sayim verileri Sekil 3.1°de
gosterilen kapilama ayarlar ile yapildi. Dokularin biiyiikliikklerine gore izolasyon

sonrasi elde edilen hiicre miktarlar1 farklidir.

Paratiroit hiperplazi ve adenom dokularmin izolasyonlar1 tamamlanarak 25cm?lik

hiicre kiiltiir flasklarinda kiiltiire edildi. izolasyonun tamamlandig1 giin kiiltiiriin

38



sifirinc1 giinii kabul edilerek ve yaklasik 30-50x10° hiicre; her gruptan ayrilarak

yarisi total protein izolasyonuna, kalan yarisi ise RNA izolasyonuna tabii tutuldu.
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Sekil 3.1: Dort numarali paratiroit hiperplazi dokusunun Muse hiicre analiz cihazindaki canlilik

profili.

MiHa Sp110 peptit varliginin arastirilacagi gruba ait 21 dokunun hiicre izolasyonlari
yapilip canlilik profilleri tanimlandi. Sekil 3.1°deki kapilama ayarlar1 kullanilarak
Muse hiicre analiz cihazinda sayim tamamlandi. Ayni1 sekilde her bireyin PKMH
izolasyonlari tamamlanarak, canlilik ve sayim profilleri belirlendi (Sekil 3.2). Biitiin

PKMH o6rnekleri Sekil 3.2°de gosterilen kapilama ayarlari kullanilarak sayildi.
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Sekil 3.2: Iki numarali paratiroit adenom doku vericisine ait PKMH’lerin Muse hiicre analiz
cihazindaki canlilik profili.

Hiicre izolasyonlar1 yapilan ve canlilik profilleri tanimlanan, MiHa Sp110 peptidinin
arastirilacagi gruba ait 21 doku ve 21 PKMH ornekleri total protein izolasyonuna
tabii tutuldu.

3.1.3 Parathormon ELISA

HLA antijenlerinin arastirildig1 ve 9 giine kadar kiiltiire edilen ve -80°C’de saklanan

supernatant drneklerine ait PTH degerleri, ELISA yontemiyle belirlendi. PTH ELISA
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Kitine ait standartlarin optik dansite degerlerine gore olusturulan standart egri ve bu

egriye ait ticlincii derece denklem Sekil 3.3’de verilmektedir.
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Sekil 3.3: PTH ELISA standartlarina ait optik dansite degerlerinden olusturulan standart egri ve bu
standart egriye ait 3derece denklem.
Paratiroit hiperplazi Orneklerine ait kiiltiirtin 3., 6. ve 9. giinlerinde toplanan
stipernatantlara ait PTH degisimi Sekil 3.4’te verilmektedir. 33 6rnege ait ortalama
PTH degeri 34pg/mL’dir. Tiim Orneklerin birbirine yakin miktarda PTH iiretmesi
caligmay1 gerceklestirdigimiz paratiroit hiperplazi dokularinin benzer histolojiye

sahip olduklarini gostermektedir.
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Sekil 3.4:Paratiroit hiperplazi dokularinin kiiltiirii sonucunda 3., 6. Ve 9. giinlerde toplanan
stipernatant 6rneklerine ait PTH degerlerinin degisimi (n=33 —her grup i¢in n=11).

Paratiroit adenom oOrneklerine ait kiiltiiriin 3., 6. ve 9. giinlerinde toplanan
slipernatantlara ait PTH degisimi Sekil 3.5’te verilmektedir. 33 6rnege ait ortalama

PTH degeri 17pg/mL’dir. Tiim 6rneklerin birbirine yakin miktarda PTH iiretmesi
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caligmay1 gercgeklestirdigimiz paratiroit adenom dokularinin benzer histolojiye sahip

olduklarina isaret etmektedir.
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Sekil 3.5: Paratiroit adenom dokularinin kiiltiirii sonucunda 3., 6. ve 9. giinlerde toplanan siipernatant
orneklerine ait PTH degerlerinin degisimi (n=33 —her grup ig¢in n=11).

3.1.4 Protein Kantitasyonu (Bradford)

HLA antijenlerinin arastirilacagi paratiroid hiperplazi ve adenom dokularmin
kiiltirlerinin 0, 3, 6 ve 9. giinlerine ait 90 6rnegin protein izolasyonu tamamlandi.
Protein izolasyonlar1 tamamlanan Orneklerin kantitasyonlar1 Bradford metodu ile
Sekil 3.6'daki egriye ait formiil ile yapildi. Orneklere ait protein konsantrasyonlart

tablo 3.1'de verilmektedir.
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Sekil 3.6: Bradford metoduna gore yedi kademeli diliisyonla gerceklestirilen optik dansite degerlerine
ait standart egri grafigi ve 3.derece denklem.
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Tablo 3.1:Paratiroit hiperplazi ve adenom doku hiicrelerinin total protein konsantrasyonlar: (H:hiperplazi, A:adenom).

Ornekler KO?;ZU%? on Ornekler KOI('];ZT}:]I:]&LS{ on Ornekler Ko?;agr}:;agl on Ornekler KO?;%H?SI on Ornekler Ko?;g}gﬁf)y on
H3-1 36,917 H6-8 39,544 HO-4 36,465 A3-1 26,849 A9-1 21,426
H3-2 35,233 H6-9 34,994 HO-5 37,170 A3-2 25,055 A9-2 23,376
H3-3 36,943 H6-10 37,250 HO-6 36,979 A3-3 27,7221 A9-3 23,048
H3-4 36,222 H6-11 37,352 H0-7 37,594 A3-4 26,849 A9-4 22,978
H3-5 36,014 H9-1 34,708 HO-8 37,779 A3-5 27,078 A9-5 20,114
H3-6 6,737 H9-2 34,365 H0-9 37,001 A3-6 26,389 A9-6 23,158
H3-7 35,729 H9-3 35259 HO-10 36,386 A3-7 27,306 A9-7 29,008
H3-8 37,173 H9-4 35833 HO-11 37,563 A3-8 27,420 A9-8 22,047
H3-9 37,122 H9-5 38,064 A3-1 26,380 A3-9 26,676 A9-9 23,458
H3-10 36,351 H9-6 36,248 A0-2 26,389 A6-1 26,648 AO-1 22,657
H3-11 34,814 H9-7 37,937 A0-3 27,563 A6-2 24,645 AO-2 23,198
H6-1 36,789 H9-8 37,109 A0-4 24,908 A6-3 26,445 A0-3 24,890
H6-2 39,420 H9-9 38,311 A0-5 27,152 AG-4 26,706 AO-4 21,058
H6-3 41,752 H9-10 36,3631 A0-6 26,418 A6-5 23,376 AO-5 21,009
H6-4 35,937 Ho-11 37,056 AO-7 26,820 A6-6 23,989 AO-6 23,490
H6-5 31122 Ho-1 37,016 A0-8 26,560 AB-7 23,938 AO-7 21,798
H6-6 37,148 HO-2 36,457 A0-9 26,590 A6-8 24,439 AO-8 22,223
H6-7 41873 HO-3 36,541 A0-10 26,619 A6-9 24,368 A0-9 21,089
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3.1.5 Total RNA izolasyonlar: ve cCDNA sentezi

Paratiroit hiperplazi (n=30), adenom (n=10) ve saglikli (n=4) dokulara ait
hiicrelerden "Roche high pure RNA isolation" kit kullanilarak total RNA
izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen RNA'larin nanodrop cihazi ile saflik ve
konsantrasyon tayinleri tamamlandi (Tablo 3.2). Saflik tayini sonrast A260/A280
orani 1,6-2,1 araliginda olan RNA 6rneklerinden cDNA sentezi gergeklestirildi.

Tablo 3.2: Paratiroit Hiperplazi, adenom ve saglikli dokulara ait hiicrelerin total RNA safliklari
(H:hiperplazi, A:adenom, S:sagliklr).

Ornekler A260/A280 Ornekler A260/A280 Ornekler A260/A280
orani orani orani
HO-1 2,02 H3-9 1,58 H9-7 1,99
HO0-2 1,93 H3-10 1,63 H9-8 2,03
HO-3 2,05 H6-1 1,68 H9-9 2,0
HO0-4 2,12 H6-2 2,05 H9-10 1,97
HO0-5 2,13 H6-3 2,01 A0-1 1,89
H0-6 2,04 H6-4 1,99 A0-2 1,88
HO7 2,01 H6-5 2,02 A0-3 2,09
HO-8 2,09 H6-6 2,01 A0-4 2,04
HO0-9 1,98 H6-7 2,01 A0-5 1,94
HO0-10 1,93 H6-8 1,93 A0-6 1,96
H3-1 1,77 H6-9 1,79 AQ-7 1,88
H3-2 1,96 H6-10 1,81 A0-8 1,69
H3-3 2,01 H9-1 1,93 A0-9 1,73
H3-4 2,09 H9-2 1,94 A0-10 1,99
H3-5 1,97 H9-3 1,77 S1 2,03
H3-6 1,98 H9-4 1,86 S2 2,1
H3-7 1,46 H9-5 2,07 S3 1,94
H3-8 2,06 H9-6 2,11 S4 1,99

Total RNA orneklerinden High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA
ornekleri ile erime sicakligi (Tm) degerleri belirlenerek optimize edilen kosullarda

gRT-PZR islemi gerceklestirildi.
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3.1.6 Housekeeping Protein Beta-aktin Ekspresyonu

Beta-aktin housekeeping proteini, HLA antijenlerinin arastirildigi 90 6rnek (Sekil 3.7
ve Sekil 3.8)ve MiHa Sp110 peptidinin arastirildigi 42 6rnege (Sekil 3.9 ve Sekil
3.10) ait proteinlerde ekpresyonlart kemiliiminesan goriintiileme sonucunda elde
edilen veriler sunulmaktadir. Tiim proteinler SDS-PAGE jel elektroforezinde 30ug

yiiklenmistir.
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Sekil 3.7: Paratiroit adenom 6rneklerinin housekeeping protein beta-aktin degisimi
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Sekil 3.8: Paratiroit hiperplazi 6rneklerinin housekeeping protein beta-aktin degisimi.
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Sekil 3.9: Paratiroit hiperplazi, adenom ve saglikli dokulara ait PKMH 6rneklerinin housekeeping
protein beta-aktin degisimi.
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Sekil 3.10: Paratiroit hiperplazi, adenom ve saglikli dokulara ait housekeeping protein beta-aktin
degisimi.

3.1.7 HLA-Smif I Antijenlerinin Ekspresyonlari

Konsantrasyonlari Bradford metodu ile belirlenen total proteinler; SDS-PAGE jel
elektroforezinde biiyiikliiklerine gére ayrilmasi i¢in 4x laemmli tampon kullanilarak

final konsantrasyonu 30pg/mL olacak sekilde yiiklendi.

HLA-smif I antijenlerinin protein ekspresyonlarinda; HLA-A i¢in %4-17'lik, HLA-B
ve -C ic¢in %4-12'lik SDS-PAGE jel kullanildi. Jelde ayrismasi saglanan protein
orneklerinin PVDF membran transferi yar1 kuru sistemle tamamlandi. Transfer
asamasini takiben bloklama, primer ve sekonder anitkor muamelesi ve
kemiliiminesan goriintiileme yapildi. FElde edilen gorseller, Image] analiz
programinda analiz edilerek beta-aktin sonuglarina gore rolatif dansite degerleri ile

istatistiksel analizleri tamamlandi.

HLA-A protein ekspresyon degisimi; paratiroit hiperplazi dokularinda Sekil 3.11°de

ve paratiroit adenom dokularinda Sekil 3.12°de gosterilmektedir.

HLA-B protein ekspresyon degisimi; paratiroit hiperplazi dokularinda Sekil 3.13’de

ve paratiroit adenom dokularinda Sekil 3.14’de gosterilmektedir.

HLA-C protein ekspresyon degisimi; paratiroit hiperplazi dokularinda Sekil 3.15°de
ve paratiroit adenom dokularinda Sekil 3.16’de gosterilmektedir.

HLA-smif 1 antijenleri HLA-A ve —B gen ekspresyonu analizinde, enzimatik
izolasyon sonrasi elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle total RNA izolasyonlari
tamamlandi ve cDNA eldesi sonrast qRT-PZR ile kantitatif analizi yapildi. Sonuglar
cycle of treshold (CT) verileri ile AACt formiilii kullanilarak degerlendirildi.

45



1 2 3 4 5 1 7 8 !Gon'.'1
avo gl BOS D BN SR BER PEE B B o
S B N R R R e .
Gl n Pl e e - e s
BE . wanppa BN - macas

\

y,
Sekil 3.11: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-A
antijeni degisimi (n=9).
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Sekil 3.12: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin kiiltiiriin 0,3,6,9. giinlerindeki HLA-A antijeni
degisimi (n=9).
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Sekil 3.13: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin, kiiltiiriin 0,3,6,9. giinlerindeki HLA-B
antijeni degisimi (n=9).

46



4 R

1 2 3 4 5 6 7 8 +control Giinler

— — — o - - Bz oo

Sekil 3.14: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin kiiltiiriin 0,3,6,9. giinlerindeki HLA-B antijeni
degisimi (n=9).
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Sekil 3.15: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin kiiltiiriin 0,3,6,9. giinlerindeki HLA-C
antijeni degisimi (n=9).
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Sekil 3.16: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin kiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-C antijeni
degisimi (n=9).

3.1.8 HLA-Smif II Antijenlerinin Ekspresyonlari

Konsantrasyonlar1 Bradford metodu ile belirlenen total proteinler; SDS-PAGE jel
elektroforezinde biiyiikliiklerine gore ayrilmasi ig¢in 4x laemmli tampon kullanilarak

final konsantrasyonu 30ug olacak sekilde yiiklendi.
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HLA-sinif Il antijenlerinin protein ekspresyonlarinda; HLA-DR, -DP ve —DQul, -
DQo2 igin %4-12'lik SDS-PAGE jel kullanildi. Jelde ayrigmasi saglanan protein
orneklerinin PVDF membran transferi yar1 kuru sistemle tamamlandi. Transfer
asamasini takiben bloklama, primer ve sekonder anitkor muamelesi ve
kemiliiminesan goriintiileme yapildi. Elde edilen western blot sonuglari, ImageJ
analiz programinda analiz edilerek beta-aktin sonuglarina gore rolatif dansite

degerleri ile istatistiksel analizleri tamamlandi.

Gen ekspresyonlarmin analizinde, HLA-simmif II antijenlerinden; HLA-DR, -DQ
enzimatik izolasyon sonrasi elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle total RNA
izolasyonlar1 tamamlandi ve ¢cDNA eldesi sonrasi qRT-PZR ile kantitatif analizi

yapildi. Sonuglar CT verileri ile AACt formiilii kullanilarak degerlendirildi.

3.1.8.1 HLA-DR Protein Ekspresyonlari

Paratiroit hiperplazi ve adenom dokularinin ekspresyon analizinde elde edilen HLA-

DR degisimi sirasiyla Sekil 3.17 ve 3. 18’de verilmektedir.
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Sekil 3.17: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin; kiiltiirin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DR

antijeni degisimi (n=10).
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Sekil 3.18: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DR

antijeni degisimi (n=10).
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3.1.8.2 HLA-DP Protein Ekspresyonlari

Paratiroit hiperplazi ve adenom dokularinin protein ekspresyon analizinde elde edilen
HLA-DP degisimi sirasiyla Sekil 3.19 ve 3.20°de verilemektedir.

s N

. J/
Sekil 3.19: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DP
antijeni degisimi (n=9).

Gunler )

. J
Sekil 3.20: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DP
antijeni degisimi (n=9).

3.1.8.3 HLA-DQal ve -DQa2 Protein Ekspresyonlari

Paratiroit hiperplazi ve adenom dokularinin protein ekspresyon analizinde elde edilen
HLA-DQal degisimi; paratiroit hiperplazi dokularinda Sekil 3.21’de ve paratiroit
adenom dokularinda Sekil 3.22’de gosterilmektedir. HLA-DQo2 degisimi; paratiroit
hiperplazi dokularinda Sekil 3.23’de ve paratiroit adenom dokularinda Sekil 3.24°de
gosterilmektedir.
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Sekil 3.21: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DQa.l

antijeni degisimi (n=9).
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Sekil 3.22: Paratiroit adenom dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DQua1
antijeni degisimi (n=9).
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Sekil 3.23: Paratiroit hiperplazi dokularina ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA -
DQo2 antijeni degisimi (n=9).
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Sekil 3.24: Paratiroit adenom dokularmna ait hiicrelerin; kiiltiiriin 0, 3, 6, 9. giinlerindeki HLA-DQo2
antijeni degisimi (n=9).

3.1.9 Saghkh Paratiroit Dokularimin HLA-Smif I ve II Gen Ekspresyonlari

Saglikli paratiroid dokularinin gen ekspresyonlarmin analizinde, HLA-simf 1
antijenlerinden; HLA-A, -B ve HLA-smif II antijenlerinden; HLA-DR, -DQ
degisimleri arastirildi. Enzimatik izolasyon sonrasi elde edilen hiicrelerin kiiltiire
edilmesiyle total RNA izolasyonlar1 tamamlandi ve cDNA eldesi sonrasi qRT-PZR
ile kantitatif analizi yapildi. Sonuglar CT verileri ile AACt formiili kullanilarak

degerlendirildi.
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3.1.10 MiHa SP110 Peptit Protein Ekspresyonlari

Konsantrasyonlar1 Bradford metodu ile belirlenen PKMH orneklerine ait total
proteinler; %4-12'lik SDS-PAGE jel elektroforezinde biiyiikliiklerine gore ayrilmasi
icin 2x laemmli tampon kullanilarak final konsantrasyonu 50ug/mL olacak sekilde
yiiklendi. Ayni sekilde paratiroit hiperplazi, adenom ve saglikli dokulara ait
niikleolar protein 6rneklerinin konsantrasyonlari Bradford metodu ile belirlendikten
sonra %4-17'lik SDS-PAGE jel elektroforezinde biiyiikliiklerine gore ayrilmast i¢in
2x laemmli tampon kullanilarak final konsantrasyonu 100pg/mL olacak sekilde
yiiklendi. Jelde ayrismasi saglanan total ve niikleolar protein Orneklerinin PVDF
membran transferi yar1 kuru sistemle tamamlandi. Transfer agamasini takiben
bloklama, primer ve sekonder antikor muamelesi ve kemiliiminesan goriintiileme
yapildi. SP110 ekspresyonlari; paratiroit hiperplazi Sekil 3.25°de, paratiroit adenom
Sekil 3.26°da ve paratiroit saglikli Sekil 3.27°de dokulara ait degisimi gosterilmistir.
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Sekil 3.25: Paratiroit hiperplazi dokular1 ve PKMH’lerine ait SP110 peptit ekspresyonlart. A;PKMH

protein 6rneklerinin SP110 peptit ekspresyonlar1 %4-12’1ik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western

blotlama sonrasi elde edilmistir. B; 100pug/mL protein 6rneklerinin SP110 peptit ekspresyonlar1 %4-
17’lik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western blotlama sonrasi elde edilmistir.
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Sekil 3.26: Paratiroit adenom dokular1 ve PKMH’lerine ait SP110 peptit ekspresyonlari. A;PKMH
protein 6rneklerinin SP110 peptit ekspresyonlar1 %4-12"1ik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western
blotlama sonrasi elde edilmistir. B; 100pg/mL protein 6rneklerinin SP110 peptit ekspresyonlar1 %4-

17°1ik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western blotlama sonrasi elde edilmistir.
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Sekil 3.27: Saglikl paratiroit dokular1 ve PKMH’lerine ait SP110 peptit ekspresyonlari. A;PKMH
protein 6rneklerinin SP110 peptit ekspresyonlar1 %4-12’1ik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western
blotlama sonrasi elde edilmistir. B; 100pg/mL protein drneklerinin SP110 peptit ekspresyonlart %4-

17’lik SDS-PAGE jel elektroforezi ve western blotlama sonrasi elde edilmistir.
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3.2 Tartisma

3.2.1 HLA Smif I Ekspresyonlar1 Analizi
3.2.1.1 HLA-A

Paratiroit hiperplazi (Sekil 3.28) ve adenom (Sekil 3.29) dokularimin protein
ekspresyon analizinde elde edilen HLA-A 45 ve 43 kDa’lik {iriinlerin degisimi,
rolatif dansite oranmna (beta-aktin) gore degerlendirildi. Outlier o6rnek; protein
izolasyonu, western blotlama gibi asamalarda olusabilecek hatalar nedeniyle
ekspresyon sonuglarinin ortalamasindan en ¢ok sapma gosteren orneklerden segildi

ve drnekler western blotlama gorsel sonuglarindan ¢ikarildi.

Sinif T antijenlerinin klasik yapis1 diistintildiiglinde; transmembran domaini tek heliks
doniisii ile al, a2, a3 domainlerinden olusan agir zincir yapisindan olustugu
bilinmektedir [100]. HLA-A antijeni 341 a.a. uzunlugunda bir proteindir. (2
mikroglobulin molekiiliiniin kovalent etkilesimiyle hiicre membraninda heterodimer
bir yapida bulunur. Agir zincir transmembran bir bolge igerir. Yaklasik 45kDa
biyiikligiindedir. Paratiroit hiperplazi ve adenom dokularinda kiiltiire edilen
glinlerde kullanilan total proteinlere ait ekspresyonlari Sekil 3.11 ve 3.12'de
goriildiigii gibi dimer yapisinda bulunmaktadir. 45kDa biiyiikliiglindeki yapinin
membrana yerlesim gosteren 3 o domainine isaret ettigi diisliniilmektedir. Sinif I
molekiillerinin hiicre membranina yerlesim gosterme asamasi [135] ve endoplazmik
retikulum yilizeyinden vezikiil igerisinde, membrana yerlesiminin tamamlanmasi
gerektigi bilinmektedir [136]. Burada elde edilmis yaklasik 43kDa'luk bantlarin,
endoplazmik retikulum igerisinde, katlanma siirecinde olan HLA-A proteinleri

oldugu tahmin edilmektedir.

HLA-A 45kDa’luk iriiniin; hiperplazi dokusunda (Sekil 3.28) kiiltiire edilen
hiicrelerde, protein ekspresyonlarindaki degisim istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (p=0,4839).
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Sekil 3.28: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-A 45kDa’luk {iriiniin
beta-aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,4839).
Ayni sekilde adenom dokusunda (Sekil 3.29) kiiltiire edilen hiicrelerde protein

seviyesindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,0581).

HLA-A 43kDa’lik iriiniin hiperplazi dokusunda (Sekil 3.30) Kkiiltiire edilen
hiicrelerde protein seviyesindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamisgtir
(p=0,1463). Aym sekilde adenom dokusunda (Sekil 3.31) kiiltiire edilen hiicrelerde
protein seviyesindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0,2399).
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Sekil 3.29: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-A 45kDa’luk {iriiniin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,0581).
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Sekil 3.30: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-A 43kDa’lik {iriiniin
beta-aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,1463).
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Sekil 3.31: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-A 43kDa’lik iiriiniin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,2399).

HLA-A gen ekspresyonunun analizinde, paratiroit hiperplazi 6rneklerinin, kiiltiire

edildikleri glinlere gore gen ekspresyonlarinin degisimi Sekil 3.32’de gosterilmistir.

Kiiltiirin sifir glinlinden itibaren altinci giiniine dogru gen ekspresyon seviyesinin

azaldig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0146).

55



Paratiroit Hipesplazi
HIAA

e wkaprevyon mitarkan
w

Sekil 3.32: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6. giinlerindeki HLA-A gen ekspresyonunun
degisimi (p=0,0146).
HLA-A,; 45kDa ve 43kDa biiytikliigiindeki iki dimer yapisinin paratiroit hiperplazi
dokularinda birlikte veya bagimsiz olarak incelendiginde sonucun degismedigi
belirlenmistir. Gen ekspresyonlarindaki 0. giinden, 6. giine dogru gozlenen azalis,
protein seviyesinin kiiltiiriin 9. gilinline kadar degismedigi gozlenmistir. Protein
analizleriyle, gen ekspresyonlar1 degerleri arasindaki farkli sonuglar, bu ve benzeri
caligmalarda “sadece gen” ya da “sadece protein” analizinin hatali sonuglara neden

olabilecegini gostermistir.

3.2.1.2HLA-B

Paratiroit hiperplazi dokularin ekspresyon analizinde elde edilen HLA-B degisimi,
rolatif dansite oranina (beta-aktin) gore degerlendirilmistir. Outlier 6rnek; protein
izolasyonu, western blotlama gibi asamalarda olusabilecek hatalar nedeniyle
ekspresyon sonuglarinin ortalamasindan en c¢ok sapma gosteren Orneklerden

secilmigtir ve 6rnekler western blotlama gorsel sonucglarindan ¢ikarilmistir.

HLA-B antijeni 362 a.a. uzunlugunda bir proteindir. Agir zincir transmembran
bolgeyi icerir ve yaklasik 45kDa biiyiikliigindedir. HLA-B; hiperplazi dokusunda
(Sekil 3.33) kiiltiire edilen hiicrelerdeki protein ekspresyonlarindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0005). HLA-B; paratiroit adenom
dokusunda (Sekil 3.14) kiiltire edildikce 0. glinden sonra 30ug/mL protein
orneginden kemiliiminesan goriintiileme sonucunda veri elde edilememistir. Western
blotlama deneyinde SDS-PAGE jel elektroforezinde pozitif kontrol olarak PKMH

ornegi kullanilmistir.
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HLA-B gen ekspresyonunun analizinde, paratiroit hiperplazi 6rneklerinin, kiiltiire
edildikleri glinlere gore gen ekspresyonlarinin degisimi Sekil 3.34’de gosterilmistir.
Kiiltiiriin sifir gliniinden itibaren altinci gliniine dogru istatistiksel olarak anlamli
sekilde gen ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir (p=0,0125). Gen
ekspresyonlarindaki 0. giinden, 6. giine dogru gozlenen azalis, protein seviyesinin
kiltirtin 9. giinline kadar degismedigi gbzlenmistir. Protein analizleriyle, gen
ekspresyonlari degerleri arasindaki farkli sonuglar, bu ve benzeri c¢aligmalarda
“sadece gen” ya da “sadece protein” analizinin hatali sonuglara neden olabilecegini

gostermistir.

Paratiroit adenom orneklerinin, kiiltliriin sifirinc1 giintindeki verilerinin HLA sinif 1
gen ekspresyon seviyeleri acisindan degisimi Sekil 3.35’de gosterilmistir. Hiicre
izolasyonlarinin tamamlanmasini takiben elde edilen total RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi ile yapilan qRT-PZR kantitasyon verileri smif 1 agisindan

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir

(p=0,8243).
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Sekil 3.33: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-B antijeninin beta-aktine
gore rolatif dansite degerleri (p=0,0005).
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Sekil 3.34: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6. giinlerindeki HLA-B gen ekspresyonunun
degisimi (p=0,0125).
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Sekil 3.35: Paratiroit adenom dokularilarinin sinif 1 antijenleri HLA-A ve —B agisindan gen
ekspresyonlarinin degisimi (p=0,8243).

3.2.1.3 HLA-C Ekspresyonlari

HLA-C; paratiroit adenoma ve hiperplazi dokularinda (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16) her
ornek icin yiiklenen 30pg/mL protein Orneginden kemiliiminesan goriintiileme
sonucunda veri elde edilememistir. Western blotlama deneyinde SDS-PAGE jel
elektroforezinde pozitif kontrol olarak PKMH 6rnegi kullanilmstir.

3.2.2 Saghkh paratiroit dokusunun HLA-sinif I gen ekspresyonlar1 analizi

Saglikli paratiroid dokusunda sinif I antijenlerinden HLA-A’nin HLA-B’ye gore gen
ekspresyonundaki (Sekil 3.36) artis istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir
(p=0,0002).
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Sekil 3.36: Saglikli paratiroit dokusunda simf T antijenlerinden HLA-A ve -B antijenlerinin gen
ekspresyonunun degisimi (p=0,0002).

3.2.3 HLA Smnif II Ekspresyonlar1 Analizi

3.2.3.1 HLA-DR

HLA-DR antijeni 254a.a. uzunlugunda a ve P zincirinden olusan heterodimer bir
yapida bir proteindir. a zinciri 33-35 kDa ve B zinciri ise 26-28 kDa
biiytikligiindedir. HLA-DR; hiperplazi dokusunda (Sekil 3.37) kiiltiire edilen
hiicrelerde protein ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,6759). HLA-DR; paratiroit adenom dokusunda (Sekil 3.38) kiiltiire edilen
hiicrelerdeki protein ekspresyon degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p=0,2634).
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Sekil 3.37: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-DR antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,6759).
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Sekil 3.38: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9 giinlerinde HLA-DR antijeninin beta-aktine
gore rolatif dansite degerleri (p=0,2634).

Paratiroit  hiperplazi Orneklerinin, kiiltiire edildikleri gilinlere gore gen

ekspresyonlarinin degisimi Sekil 3.39’da gosterilmistir. Kiiltiirlin sifir gliniinden

itibaren altinci giintine dogru HLA-DR gen ekspresyonlarindaki degisim istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p=0,6211).
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Sekil 3.39: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6.glinlerindeki HLA-DR gen ekspresyonunun
degisimi (p=0,6211)

3.2.3.2 HLA-DP

HLA-DP antijeni 260a.a. uzunlugunda a ve B zincirinden olusan heterodimer yapida
ve o zinciri 33-35 kDa, B zinciri ise 26-28 kDa biiytikliiglindedir. HLA-DP;
hiperplazi dokusunda (Sekil 3.40) kiiltiire edilen hiicrelerde protein seviyesinde
gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0451). HLA-DP;
paratiroit adenom dokusunda (Sekil 3.41) kiiltiire edilen hiicrelerde protein

seviyesindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,2382).
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Sekil 3.40: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-DP antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,0451)
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Sekil 3.41: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9. giinlerindeki HLA-DP antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,2382)

3.2.3.3 HLA-DQ

HLA-DQ antijeni 254a.a. uzunlugunda a ve P zincirinden olusan heterodimer yapida
ve o zinciri 33-35 kDa, B zinciri ise 26-28 kDa biiyiikliigiindedir. HLA-DQual;
hiperplazi dokusunda (Sekil 3.42) kiiltiire edilen hiicrelerde protein seviyesindeki
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,9572). HLA-DQa1; adenom
dokusunda (Sekil 3.43) kiiltiire edilen hiicrelerde hiicrelerde protein seviyesindeki

degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,0616).
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Sekil 3.42: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-DQal antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,9572).
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Sekil 3.43: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-DQa.1 antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,0616).

HLA-DQa2; hiperplazi dokusunda (Sekil 3.44) kiiltiire edilen hiicrelerde protein

seviyesindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,8118). HLA-

DQo2; adenom dokusunda (Sekil 3.45) kiiltire edilen hiicrelerde protein

seviyesindeki artis kiiltiirin 0. giiniinden itibaren 9. giine kadar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0,042).
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Sekil 3.44: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-DQa2 antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,8118).
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Sekil 3.45: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0,3,6,9.giinlerindeki HLA-DQa1 antijeninin beta-
aktine gore rolatif dansite degerleri (p=0,042).

Paratiroit  hiperplazi Orneklerinin, kiiltiire edildikleri gilinlere gbére gen
ekspresyonlarinin degisimi Sekil 3.46’da gosterilmistir. Kiiltiirlin sifir gliniinden
itibaren altinc1 giiniine dogru HLA-DQ gen ekspresyonlarinda goriilen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0311). Gen ekspresyonlarindaki O.
giinden 6. giine dogru gozlenen azalig, protein seviyesinin kiiltiirlin 9. giiniine kadar
degismedigi gozlenmistir. Protein analizleriyle, gen ekspresyonlar1 degerleri
arasindaki farkli sonuglar, bu ve benzeri ¢alismalarda ‘“sadece gen” ya da ‘“‘sadece

protein” analizinin hatali sonuglara neden olabilecegini gostermistir.

Paratiroit adenom o&rneklerinin, 0. giinlerine ait HLA-DR ve -DQ gen
ekspresyonlarinin degisimi Sekil 3.47°da gosterilmistir. Kiiltiiriin sifirinct giiniinde
HLA-DR ekspresyonlar1 HLA-DQ gen ekspresyonundan daha yiiksek olusu
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0286).
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Sekil 3.46: Paratiroit hiperplazi dokusunda kiiltiiriin 0,3,6.glinlerindeki HLA-DQ gen ekspresyonunun
degisimi (p=0,0310).

63



Paratiroit Adenom
LT Simif 2

Gen ekspresyon miktan

14
e
0- T
* o

o
%J \’*\y

Sekil 3.47: Paratiroit adenom dokusunda kiiltiiriin 0.glinlerindeki HLA-DR ve -DQ antijenlerinin gen
ekspresyonunun degisimi (p=0,0286).

3.2.4 Saghkh paratiroit dokusunun HLA-sinif II gen ekspresyonlar1 analizi

Saglikli paratiroid dokusunda siif Il antijenlerinden HLA-DR ve HLA-DQ
antijenlerinin gen ekspresyonlar1 (Sekil 3.48) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir (p=0,6242).
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Sekil 3.48: Saglikl paratiroit dokusunda simf II antijenlerinden HLA-DR ve -DQ antijenlerinin gen
ekspresyonunun karsilastirilmast (t test, p=0,6242).

3.2.5 Paratiroit dokularinda SP110 peptit varhg

Elde edilen verilerde 10 hiperplazik paratiroit dokusunda izoformlardan(100ug
protein varliginda); 81kDa’lik {iriiniin 7 dokuda pozitif oldugu, 78kDa’lik iiriiniin 5
dokuda, 46kDa’lik iiriiniin 3 dokuda ve 26kDa’lik iiriiniin 4 dokuda pozitif oldugu
goriilmiistiir. Kullanilan dokulara ait her bireyin PKMH SP110 agisindan pozitif
oldugu bilinmektedir.

Elde edilen verilerde 10 adenomatdz paratiroit dokusunda izoformlardan (100ug
protein varhiginda); 61 ve 46 kDa’lik {irlinlerin her dokuda pozitif oldugu
gosterilmistir. Kullanilan dokulara ait her bireyin PKMH SP110 acisindan pozitif

oldugu bilinmektedir.
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Elde edilen verilerde 2 saglikli paratiroit dokusunda izoformlardan(100ug protein
varliginda); veri elde edilememistir. Kullanilan dokulara ait her bireyin PKMH

SP110 agisindan pozitif oldugu bilinmektedir.
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4. SONUC ve ONERILER

Solid organ nakillerinde, immiin ret yanit1 dogal ve edinsel bagisiklik arasindaki
koordinasyon sayesinde meydana gelmektedir. Immiin sistemin bu siireci, T
hiicrelerinin etkinligi ile baglatip yonlendirdigi bilinmektedir. Bir aliciya ait T
hiicreler aktive olduktan sonra, klonal ¢ogalmaya yonlenerek efektor hiicrelere
doniistirler. Migrasyon ile efektér T hiicreleri, nakledilen dokuya yonelir ve doku
harabiyetini gerceklestirirler. CD4 T lenfositler B lenfositlerinin allo-antikor

salinimini da indiikleyerek yanit1 daha hizli olusturabilmektedir [119, 137].

Biitlin bu aktivasyon ve yanitin olugabilmesi HLA ve MiHa antijenlerinin varligina
baglidir. 6. kromozondan kodlanan HLA sinif I ve II molekiilleri, T hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan T hiicre reseptdrii (TCR) ile baglanarak sunumu tamamlar. CD8+
T hiicreler HLA smif I, CD4+ T hiicreler HLA smif II molekiillerine baglanirlar
[126, 137].

Olgunlasmamis T lenfositler dolasima dahil olmadan 6nce; timus “self-peptit”lere
diisiik afinite ile baglandig1 ve yanit gelistirmedigi zaman bu hiicreleri dolagima dahil
eder. Buradaki secilim siirecinde T hiicrelerinin “self-peptit”lere diisiik, “yabanci-
peptit’lere yiliksek afinite gostermesi, olusturacagi yanitin diizenlenmesinde anahtar
gorevi yapar. T hiicrelerinin antijen sunumunda, aktive olmalari bu afinitenin

derecesi ile dogrudan iligkilidir [121].

HLA smif I; antijen sunum siireci iyi tamimlanmustir. Hiicre-i¢i patojenlerin
taninmasinda, tolerans gelisiminde, otoimmiinite ve noronal fonksiyonlarda gorev
aldig1 bilinmektedir. Neredeyse tiim cekirdekli hiicrelerin membranlarinda eksprese
ettigi sinif I molekiilleri, sitotoksik T lenfositlerine spesifik olarak peptit sunumunda
rol alir. Hem dogal hem de edinsel immiinitedeki ortak gorevleri; dokuya spesifik
olarak tanimlanmalarinda 6nem tagimaktadir [96]. Paratiroit dokusunun HLA sinif I
antijenleri agisindan hem hiicre yiizeyi, hem de hiicre-i¢i ekspresyonlarinin protein
ve gen analizlerinin yapilmasi, paratiroit dokusuna ait immiinojenik o6zelliklerin

tanimlanmasina katki saglamaktadir.
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Bugiine kadar paratiroit dokusunun HLA antijenleri acisindan tarandigi ¢aligmalar;
doku tipine gore farkliliklar belirtse de HLA-A, HLA-B ve HLA-C antijenlerinin
ayr1 ayr1 ekspresyonlar1 degerlendirilmemistir. 1993’te  Bjerneroth smif [
molekiillerine ortak bir antikor kullanmistir (ayn1 anda HLA-A, -B ve -C
molekiillerine baglanabilen poliklonal bir antikor). Doku tipine gore pozitifligin
degisebilecegini belirtmistir. Immiinohistokimya ile yaptig1 bu arastirmanin, dokuya
yerlesik immiin hiicrelerin elimine edilmesiyle, sinif I molekiilleri a¢isindan daha net
degerlendirilebilecegini belirtmistir [5]. 1999°da Tsuji ve arkadaslarinin, mekanik
izolasyon ile kiiltlire ettigi paratiroit dokularini simif I molekiilleri agisindan akim
sitometrisi ile kontrol etmistir. Kiiltiire edildikge az miktarda eksprese olan
molekiillerin kiiltiiriin 5.giiniinde belirlenemedigini bildirmistir [3]. 2001’de Timm,
sicanlarda gergeklestirdigi paratiroit nakli; 6ncesi ve sonrasinda (nakilden 8 hafta
sonra ¢ikarilan dokularda) sinif I molekiilleri agisindan histolojik degerlendirme
yapmustir. Tir-i¢i (Syngeneic) nakillerde greft siirvisinin daha uzun oldugunu ve
farkl: tiirlerle yapilan nakillerde rejeksiyonun ¢ok daha hizli gelistigini bildirmistir.
Sinif I antijen ekspresyonlarimin yogun oldugu dokularda, siganlarda gergeklesen
rejeksiyonlarm siif I ile iligkili olarak gergeklestigini iletmistir [138]. 2007°de
Nawrot ve arkadaglarinin, paratiroit dokusuna ait hiicreleri nakil 6ncesinde 6 hafta
kiiltiire etmis ve kiiltiire edilen hiicrelerin sinif I molekiillerini (ayn1 anda HLA-A, -B
ve —C molekiillerine baglanabilen poliklonal bir antikor kullanmistir) eksprese

etmedigini belirtmistir [1].

HLA sinif I molekiillerinin, 43-45 kDa biiyiikliigiine sahip olmalar1 sebebiyle ayri
ayr1 degerlendirilmesi, paratiroit dokusunun sinif I antijenlerinin daha ayrici sekilde
belirlenmesini  saglamigtir. Calismada, sinif I molekiillerinden HLA-A ve -B
molekiilleri, hem protein hem de gen seviyesinde paratiroit hiperplazi ve adenom
dokulardan elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesi ile taranmistir. Saglikli paratiroit,
HLA-A ve -B acisindan gen ekspresyonu seviyesi olarak karsilastirilmistir. HLA-C
molekiilii, protein seviyesinde paratiroit hiperplazi ve adenom dokulardan elde edilen

hiicrelerde taranmustir.

Saglikli paratiroit dokularinda HLA-A molekiiliiniin, HLA-B molekiiliine ve diger
iki doku tipine (hiperplazi-adenom dokular1) gore, gen seviyesindeki ekspresyonlari
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1). Saglikli dokunun,

hiperplazi ve/veya adenomatéz gelisimi siirecinde HLA-A’nin gen ekspresyon
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seviyesinin anlamli farklilign hastalik gelisiminde bir faktor olup olmadig:

bilinmemektedir.

Simif I molekillerinin, hiperplazi ve adenom dokularda giinlere goére gen
ekspresyonlarindaki azalma ve buna ragmen HLA-A igin protein seviyesinin
degismemesi, transplantasyonda etkinlik gosterme egilimine isaret etmektedir.
Herhangi bir antijen sunulumu bulunmadigi durumlarda, sinif I molekiilleri bos kalan
peptitleri hiicre yiizeyine yalnizca fizyolojik sicaklik degisimlerine bagli olarak
tasimaktadir  [139]. 2013’de Cano ve arkadaglari, MEX-3C (mRNA
stabilizasyonunda rol alan bir Ubikuitin E3 ligaz aktivitsine sahip protein)
molekiiliiniin, HLA-A yapisinin stabilizasyonunda rol aldigin1 bildirmistir [135].
2014’de Vigneron ve arkadaslari, simif I molekiillerinin enoplazmik retikulumdan
proteozomal yap1 igerisinde ayrilip hiicre membranina yerlesmeden once, peptit
yiikklenmesi siirecinin netlesemeyebilecegini bildirmistir. Bu siiregte rol alan
farkliliklar beraber diisiiniildiiginde, her durum igin ayr1 bir mekanizmanin
olabilecegine dikkat ¢ekmistir. Ornegin TAP-bagimli simf I antijen sunulumunda,
peptitidin yiikklenmesinden sorumlu proteozomal kompleks golgi aygitina ulagtiginda
kalite kontrolden gececektir. Proteinin diizenlenmesinde C veya N terminal ugtan
kirpilmasinin stabilizasyonlarin1 ve/veya etkinliklerini degistirecegini belirtmistir

[140].

HLA smf I molekiillerinin peptit yliklenmesi tamamlanana kadar endoplazmik
retikulum igerisinde stabilize halde kalmalarint saglayan bircok molekiil
bulunmaktadir. Saperonlarin, kirilgan smif I molekiillerinin baglanma bdlgesini
saatler ve gilinlece sabit tutarak, membrana yerlesmelerini destekledigi gdsterilmistir
[141]. Bazi farkli proteinlerin ise sinif I yapisina kovalent olarak baglanan B2
mikroglobiilin ile zayif etkilesimde kaldigir ve hiicre membraninda daha uzun siire

stabil kalmalarini destekledigi bildirilmistir [142].

Calisma da paratiroit dokularinda sinif I molekiillerinin sirasiyla HLA-A, HLA-B ve
—C’ye gore daha stabil oldugu, yapilan protein ekspresyon sonuglarinda
gosterilmistir. Gen ekspresyonlarinda azalma goriilse dahi; sinif I molekiillerinin
proteozomal/lizozomal yapiya yiiklenmesi, TAP-bagimli veya bagimsiz sinif I yapisi
ile membrana tasinmas siireglerinin, farkli proteinlerle kontrolii bu yapilarin gen ve
protein diizeyinde farkli siireglerle takip edildigine isaret etmektedir. Hem hiperplazi
hem de adenom dokularda HLA-A molekiiliiniin kiiltire edilen hiicrelerde 9 giine
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kadar 45 kDa, 43kDa’lik protein iiriinlerinin her ikisininde degismemesi stabilize
edici molekiillerin varliindan kaynaklandigim1  diisiindiirmektedir. Burada
bilinmeyen faktor smif I molekiillerinin hangi lizozomal/proteozomal islenme ile
membrana tasindigr ve post-transkripsiyonel modifikasyonlarin farkliigidir (Sekil
4.2 ve Sekil 4.3). Protein analizleriyle, gen ekspresyonlar1 degerleri arasindaki farkli
sonugclar, bu ve benzeri ¢alismalarda “sadece gen” ya da “sadece protein” analizinin
hatali sonuglara neden olabilecegini gostermistir. Calismamizin en Onemli
bulgularindan biri gen ekspresyonlar1 verisi ile protein diizeyi verilerinin birlikte

degerlendirilebilmesidir.

404

201

201

101

Gen ekepresyon mikian

& &

Sekil 4.1: Saglikl, hiperplazik, adenomat6z paratiroit dokularinin HLA-A antijeni gen ekspresyonu
acisindan karsilastirilmast (p<<0,0001).
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Sekil 4.2: Paratiroit hiperplazi dokusundaki giinlere gére HLA-smif I molekiillerinin protein
ekspresyonlarindaki degisim. A-0.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa ve HLA-B protein ekspresyon
seviyeleri (p=0,5706). B-3.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa ve HLA-B protein ekspresyon seviyeleri
(p=0,6888). C-6.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa ve HLA-B protein ekspresyon seviyeleri
(p=0,5506). D-9.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa ve HLA-B protein ekspresyon seviyeleri (p=0,002).
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Sekil 4.3: Paratiroit adenom dokusundaki giinlere gore HLA-sinif T molekdillerinin protein
ekspresyonlarindaki degisim. A-0.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa protein ekspresyon seviyeleri
(p=0,4330). B-3.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa protein ekspresyon seviyeleri (p=0,8855). C-
6.giindeki HLA-A 45kDa, 43kDa protein ekspresyon seviyeleri (p=0,425). D-9.glindeki HLA-A
45kDa, 43kDa protein ekspresyon seviyeleri (p=0,0531).
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HLA sinif II molekiilleri birgok immiin yanitin olusmasinda kritik éneme sahiptir.
Sinif II molekiillerindeki varyasyonlar, immiin yanitin keskinligini tanimlamaktadir.
Endozomal proteolitik siire¢ler, sinif II molekiillerinin sunacagi peptidin baglanma
bolgesinin spesifitesini  belirler. Bu spesifik molekiillerin baglayacaklar1 ve

sunacaklar1 peptit yapisinin olusturacagi net yanit, immiin sistemin yoniinii belirler.

Siif II molekiilleri protein komplekslerinden, endozomal veya lizozomal
kompartmanlarda hidrolize edilirler. Smif II molekiilleri endoplazmik retikulum
icerisinde o ve P zincirleri baglanarak dimer yapilarini olustursa da, smif I
molekiillerinin aksine yabanci peptitlerle ancak endositik yolaga gectikten sonra
baglanabilirler [143, 144]. Yabanci antijenlerin HLA siif II molekiillerine
baglanmadan 6nce, klatrin-bagimli reseptorlerle diizenlenen endositoz veya klatrin-
bagimsiz macropinositoz ile hiicre icine alinmasi1 gerekmektedir. Hiicre i¢ine alinan
yabanci antijenler; proteozomal/lizozomal kompleks igerisinde pH seviyesi

diistiriilerek, kademeli olarak bircok degrade edici proteazlar sayesinde pargalanirlar
[144-146].

HLA smf II molekiilleri saperon proteinlerin kontroliinde ve invariant zincir'in (li
yani CD74) yapiya baglanmasi ile endoplazmik retikulumda katlanma ve golgi
aygitina tasmnma siirecine girerler. Smif II-CD74 kompleksi endozomal yap1
icerisinde; multivezikiiler yapi/fagozom/simif II benzeri saperon proteinler olarak da
bilinen HLA-DM ve -DO varhiginda peptit yiiklenmesine hazir hale getirilirler.
CD74'tin baglanmasi ile sinif II molekiilleri stabil hale gelir. CLIP yapisi ise, yabanci
peptit molekiilii baglanana kadar smif II molekiillerine bagh kalir. HLA-DM
antijenik peptidin vezikiil icerisine dahil olmasi ile CLIP yapisinin ayrilmasini
indiikler. CLIP yapisinin peptit-baglanma bolgesindeki kismi, yabanci peptit ile
baglanma bolgesi icin yarismalidir [116-118, 144]. Herhangi bir tehlike sinyalinin
olmadigi durumlarda, yani "self-peptit" ile bagli olan smf II molekiillerinin
genellikle hiicre membraninda lizozomal kompartmanda hizla yikildig: bildirilmistir
[110].

Smif II molekiillerinin stabilizasyonunda rol alan bir¢ok faktér tanimlanmistir.
Endoplazmik retikulum igerisinde her iki zincirin bir araya gelmesinde gorev alan
hidrojen baglari, saperon proteinler, CD74 ve ayn1 zamanda a ve B zinciri arasindaki
belirli a.a. pozisyonlarinin degrade edici enzimlere karsi, yapinin stabilizasyonuna

destek oldugu bildirilmistir [139].
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Paratiroit dokusunun HLA siif Il antijenleri agisindan hem hiicre yilizeyi hem de
hiicre i¢i ekspresyonlarinin, protein ve gen analizlerinin yapilmasi, paratiroit
dokusuna ait immiinojenik 6zelliklerin tanimlanmasina katki saglamaktadir. Bugiine
kadar paratiroit dokusunun HLA antijenleri agisindan tarandig1 calismalarda doku
tipine gore farkliliklar belirtilse de HLA-DR, HLA-DP ve HLA-DQal, HLA-DQa2
antijenlerinin ayr1 ayri1 ekspresyonlart hem gen hem protein seviyesinde

degerlendirilmemistir.

1993’te Bjerneroth ve arkadaslari, sinif II molekiillerinden HLA-DR ekpresyonunu
farkli paratiroit dokularindan izole ettigi hiicreleri, IFN varliginda/yoklugunda
kiiltiire ederek degerlendirmistir. Doku tipine gore pozitifligin degisebilecegini ve
immiinohistokimya ile yaptig1 bu arastirmada saglikli dokularin zayif ekspresyona
sahip oldugunu belirtmistir [5]. 1998’de Bjerneroth ve arkadaslarimin baska bir
caligmasinda, HLA-DR, -DQ, -DP ekspresyonlarini 27 adenom ve 11 hiperplazi
dokusunda immiinohistokimya ile gostermistir. Bu dokularda HLA smf I
molekiillerinin ekspresyonlarinin, en fazla olandan en az olana dogru sirastyla HLA-
DR, -DQ ve —DP oldugunu bildirmistir. Bu simif II molekiillerinin saglikli dokudan
farkli olusunu, viral enfeksiyonlar veya onkogenik aktivasyonlarin patolojik
degisikliklere neden olabilecegine dikkat c¢ekmistir [4]. 2007°de Nawrot ve
arkadaglari, paratiroit dokusuna ait hiicrelerin nakil Oncesinde 6 hafta kiiltiire

edildiginde sinif II ekspresyonlarinin azaldigini bildirmistir [1].

Bobrek nakillerinde; siif IT molekiillerinde HLA-DR i¢in alici-verici arasinda en az
bir alel uyumu sartt bulunmaktadir. Son yillarda nakil sonras1 gelisebilen donor
spesifik antikoru olusumunda HLA-DQ'mun etkinligi bildirilmistir. HLA-DQ
uyumsuz yapilmis 55 bdbrek naklinde, dondre spesifik antikor olugsma orani diger
HLA-uyumsuz nakillere gore 3 kat fazla oldugu gosterilmis ve DQ zincirinin
Ozellikle alfa zincirini kodlayan genlere ait alel farkinin 6nemi belirtilmistir [147,
148]. Kemik iligi nakillerinde ise alici-verici arasindaki HLA-A, -B, -C ve -DRB1
icin uyum sart1 bulunmaktadir. Bu tip nakil genellikle alel uyumu tasiyan kardesler

arasinda yapilir. HLA-DP ise son yillarda bu nakil tipinde 6nem kazanmaktadir.

Calismada smif Il molekiillerinden HLA-DR, -DP ve —DQual, -DQa2 molekiilleri
hem protein, hem de gen seviyesinde paratiroit saglikli, hiperplazik ve adenomatoz

dokulardan elde edilen hiicrelerde tanimlanmustir.
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Hiperplazik paratiroit dokularinda smif II molekiillerinin protein ekspresyon
seviyeleri kiiltlirtin 0., 3., 6., 9. giinleri i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; HLA-DP
ve HLA-DQa2 ekspresyonlarmin HLA-DR ve HLA-DQal molekiillerine gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir (Sekil 4.4). Gen
ekspresyonlar1 agisindan ise kiiltiiriin yalnizca 0. giiniinde HLA-DR, HLA-DQ’ya
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek seviyede eksprese oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.5).

Adenomatdz paratiroit dokularinda smif II molekiillerinin protein ekspresyon
seviyeleri kiiltiiriin 0., 3., 6., 9. gilinleri i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; 3. ve 6.
giinlerde HLA- DQal ve HLA-DQa2 protein ekspresyonlariin HLA-DR ve HLA-
DP’ye gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiliksek oldugu gdsterilmistir (Sekil
4.6). Kiiltiiriin 0. glinlinde HLA-smif II molekiillerinin protein ekspresyonlarinda
anlatim diizeyleri arasinda bir artig gortiliiyor olsa da bu durumun istatistiksel olarak

anlaml1 oldugu gosterilememistir (p=0,0582) (Sekil 4.6-A).

Saglikli paratiroit dokulariin HLA-DR agisindan, diger iki doku tipine (hiperplazi-
adenom dokular1) gore, gen seviyesinde ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli
sekilde az oldugu gosterilmistir (Sekil 4.7). Saglikli dokunun, hiperplazi ve/veya
adenomatoz gelisimi siirecinde HLA-DR’nin gen ekspresyonu seviyesinin anlamli

farkliligy, hastalik gelisimine bir etken olup olmadigi bilinmemektedir.
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Sekil 4.4: Paratiroit hiperplazi dokusundaki giinlere gére HLA-sinif II molekiillerinin
protein ekspresyonlarindaki degisim. A-0.giindeki HLA-DR, -DP ve HLA-DQul, -
DQa2 protein ekspresyon seviyeleri (p=0,011). B-3.giindeki HLA-DR, -DP ve HLA-
DQal, -DQo2 protein ekspresyon seviyeleri (p<0,0001). C-6.giindeki HLA-DR, -DP
ve HLA-DQal, -DQa2 protein ekspresyon seviyeleri (p<0,0001). D-9.giindeki HLA-
DR, -DP ve HLA-DQal, -DQo2 protein ekspresyon seviyeleri (p<0,0001).
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Sekil 4.5: Paratiroit hiperplazi dokusundaki giinlere gére HLA-sinif Il
molekiillerinin gen ekspresyonlarindaki degisim. A-0.giindeki HLA-DR ve HLA-
DQa gen ekspresyon seviyeleri (p=0,0309). B-3.giindeki HLA-DR ve HLA-DQu

gen ekspresyon seviyeleri (p=0,2267). C-6.giindeki HLA-DR ve HLA-DQa gen
ekspresyon seviyeleri (p=0,203).
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Sekil 4.6: Paratiroit adenom dokusundaki giinlere gére HLA-sinif 11
molekiillerinin protein ekspresyonlarindaki degisim. A-0.giindeki HLA-DR, -DP
ve HLA-DQul, -DQa2 protein ekspresyon seviyeleri (p=0,0582). B-3.giindeki
HLA-DR, -DP ve HLA-DQa1, -DQo2 protein ekspresyon seviyeleri (p=0,0037).
C-6.giindeki HLA-DR, -DP ve HLA-DQual, -DQa2 protein ekspresyon seviyeleri
(p=0,0203). D-9.giindeki HLA-DR, -DP ve HLA-DQal, -DQa2 protein
ekspresyon seviyeleri (p=0,1563).

a3 L - e
L M 1 N

Gan eksprasyon miktan

=
& &

Sekil 4.7: Saglikli, hiperplazik, adenomatdz paratiroit dokularmnim HLA-DR
antijeni gen ekspresyonu agisindan karsilastirilmasi (p=0,0214).
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Sekil 4.8: Saglikli, hiperplazik, adenomatdz paratiroit dokularinin HLA-DQ
antijeni gen ekspresyonu agisindan karsilastirilmasi (p=0,8077).
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MiHa antijenleri baz1 bireylerde eksprese edilen, alict ve verici arasinda spesifik
antijenik farkliligi tanimlayan proteinlerdir. MiHa antijenlerinin dokulardaki varhigi,
dagilimi, HLA smuf I ve Il molekiillerine 6zgii olusu ve cinsiyet/otozomal gegis
gostermesi immiin rejeksiyonun transplantasyon sonrast yanitini tanimlamaktadir
[125]. Alici-verici arasindaki herhangi bir proteinde bulunan olast polimorfizm T
hiicrelerinin HLA-bagimli aktivasyonunda gorev alabilmektedir. Ilk kesfedildikleri
donemde, MiHa’lar smif I ve II molekiillerinin her ikisiyle de sunulabilen ve hem
CD4 hem de CD8 T Ilenfositlerini aktive edebilen peptitler olduklari
diisiiniilmekteydi. Fakat kornea, kemik iligi ve solid organ nakillerinde gerceklesen
immiin reddin arastirilmas: ile CD4 veya CD8 T lenfositler i¢in ayr1 sunum
etkinlikleri gosterdikleri belirlenmistir. Bazi iyi tanimlanmis MiHa peptitleri Tablo
4.1°de ozetlenmistir [149, 150]. T hiicrelerinin tek bir a.a. degisikligindeki farklilig
tantyabilme yetenekleri kemik iligi nakillerinde etkindir. Bugiine kadar 100’den fazla
MiHa tamimlanmigtir. Bu antijenlerin transplantasyon etkinliklerine ait veriler ¢ok
daha azdir [149, 151].

2010-2017 willar1 arasinda, MiHa tanimlanma siireci i¢in farkli bir ydntem
kullanilmistir. Bu yontem; tim genom sekanslama ile alici-verici arasindaki SNP
uyumunun taranmasidir [126, 152, 153]. Fakat polimorfik MiHa antijenleri kadar,
polimorfik olmayan MiHa’larin da bulunmasi bu yontemi yetersiz kilmaktadir [154].
Transkripsiyonel, translasyonel ve post-transkripsiyonel modifikasyonlar HLA
molekiilii ile sunulacak peptitidin yapisinda bir¢ok degisiklige sebep olmaktadir
[155]. Bu sebeple MiHa antijenlerinin taranmasi ve yapisinin belirlenmesi i¢in kiitle
spektroskopisi ve proteomik analizlerin yapilmasinin daha net bir tarama saglayacagi

diistiniilmektedir [151].

Paratiroit dokusunun MiHa peptitlerince varliginin arastirilmasi, HLA uygunlugu
olan nakillerde, nakil-reddi durumuna agiklik getirmesi umulmaktadir. SP110 peptidi
HLA-A aleli tasiyan bireylerin dokularinda eksprese edildigi bildirilmis olup,
2017’de yapilan bir ¢calismada; at (Equus caballus) 16kositlerindeki SP110 peptidinin
4 izoformu elde edilerek, makrofaj aktivasyonundaki rolleri belirlenmistir [8].
Insanlarda SP110 peptidi 689a.a.’lik bir molekiilden post-transkripsiyonel
diizenlenme sonrasinda 7 farkli izoformu olustugu bildirilmistir. Bu 7 farkli

izoformun insanlarda hangisinin aktif rol oynadigir heniiz bilinmemektedir. Yedi
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izoformun alternatif kirpilma ve “reverse order” sentezinin gergeklestigi 2016

yilinda belirlenmistir [134].

Paratiroit dokularindaki SP110 peptidinin varliginin arastirilmasi; ilk olarak
paratiroit dokusunun embriyolojisinden segilmistir. Ust paratiroid bezleri
embriyolojik hayatta 4. brankiyal keseden, lateral tiroid ile beraber gelisir. Alt
paratiroid bezleri ise timus ile beraber 3. brankiyal keseden kokenini alir. Gog
sirasinda timus ile beraber asagi dogru inerken boyun alt kisimlarinda timustan
ayrilir ve tiroid alt kutbunun yakininda yer alirlar [156, 157]. SP110 peptidinin
lenfoid orijinli olusu [158] ve alt paratiroit bezlerinin timusten farklilagsmasi
paratiroit dokusundaki SP110 varliginin arastirilmasinda énem kazanmstir. ilerleyen
caligmalarda SP110 peptidinin paratiroit transplantasyonundaki etkinliginin detayli

arastirmalarla belirlenmesi hedeflenmektedir.

Tablo 4.1: lyi tammlanmis MiHa peptitleri.

. dbSNP
. . MHC Tissue
MiHa Species Chromosome Gene - e Reference
restriction  specificity D
HA-1 Human 19p13.3 HMHA1  HLA- Hematopoietic  rs1801284
A2/B60
HA-2 Human 7pl3-pll.2 MYO1G  HLA-A2 Hematopoietic -
HA-3 Human 15024-925 AKAP13 HLA-Al Ubiquitous s7162168
HA-8 Human 9p24.2 KIAA0020 HLA-A2 Ubiquitous rs2173904
HB-1 Human 5032 HMHB1  HLA-B44 B-cell rs161557
ACC-1 Human 15924.3 BCL2A1  HLA-A24  Hematopoietic  rs1138357
ACC-2 Human 15024.3 BCL2A1 HLA-B44  Hematopoietic  rs3826007
SP110 Human 2937.1 SP110 HLA-A03  Hematopoietic  rs1365776
PANE1 Human 22q13.2 CENPM HLA-A03  Hematopoietic -
UGT2B17 Human 4913 UGT2B17 HLA-A29 Ubiquitous -

Literatiirde nakil protokollerinde 6zellikle HLA-A, -B, -DR ve —DQ antijenleri alici-
verici arasindaki uyum agisindan 6nemli olmasi, bu calismada degerlendirilen HLA
molekiillerinin protein diizeyleri ile birlikte es zamanli olarak gen ekspresyon
degerleri de incelenmistir.

Paratiroit nakilleri i¢in literatiirde henliz HLA sinif I-II veya MiHa molekiillerinin
etkinligi bilinmemektedir. Bobrek, kemik iligi gibi nakil tiplerinde rutin olarak test
edilen immiinolojik tarama testleri (cross match testleri, HLA tipleme,
mikrolenfositotoksisite, panel reaktif antikor gibi) icin kriterler belirlenmemistir.

Paratiroit nakillerinin bu anlamda degerlendirilmesi; dokunun immiinojenik
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Ozelliklerinin  detayli olarak bilinmesi ve MiHa peptit dizilerinin nakil
basarisi/basarisizligi gibi durumlarda etkinliklerinin takip edilmesi gerekmektedir.
Bu c¢alismanin gelecekte yapilacak nakil basarisinin artirilmasina, nakledilecek doku

seciminde belirli kriterlerin olusmasina destek olacagi diisiiniilmektedir.
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