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1 GIRIS

Bobrek nakli son donem kronik bobrek yetmezliginin kesin tedavi seklidir.
Bobrek nakli i¢in iki farkli verici (donor) organ kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bunlar akraba donor ve kadavra donordiir.

Bobrek naklinin basarisi i¢in immiinolojik agidan alic1 ve verici arasindaki kan
grubu ve HLA uyumu, hastada DSA varligi, ve hastanin PRA pozitifligi dnemlidir.
HLA molekiilleri olduk¢a polimorfik ve immunojeniktir. Bu molekiiller hiicrelerin
yiizeyinde eksprese olur. Bu 0Ozelliginden dolayr da kan transfiizyonlarinda,
gebeliklerde ve organ nakillerinden sonra yasanan redlerde HLA’ya kars1 antikorlar
gelisebilmektedir. Alloimmunizasyonla olusan anti-HLA antikorlari i¢in genel olarak
PRA ifadesi de kullanilmaktadir. Nakil dncesi hastada varolan anti-HLA antikorlari
dondre spesifik ise hiperakut rejeksiyonlara sebep olurken, s6zkonusu antikorlar
donore spesifik olmasa bile graft sagkaliminin azalmasina neden olabilmektedir. Nakil
oncesinde herhangi anti-HLA antikoruna sahip olmayan bobrek nakli sonrasinda
kullanilan immunsupresif tedaviye ragmen anti-HLA antikorlar1 gelisebilmektedir. Bu

da kronik rejeksiyonlarin olugsmasinda énemli bir nedendir.

Tez calismasinda Ocak 2014 - Eyliil 2016 tarihleri arasinda kadavra dondrden
yapilan bobrek nakillerinde, 25 hasta-donér ¢iftine HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1
tiplemesi yaninda HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-DQBI tiplemesi yapilmistir. Bu
hastalarinda nakil sonrasi donemde anti-HLA antikorlar1 PRA testleri ile
arastirilmistir. Nakil sonrasi donemde olusan de novo anti-HLA antikorlar ile

rejeksiyon ve graft sagkaliminin iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2 GENEL BILGIi

2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

Bobrek, kan filtrasyonu yaparak, kanin bilesenlerini, kan basincini ve hacmini
diizenleyen 6nemli bir organdir. Biiylik ¢aptaki proteinler haricinde kandaki birgok
molekiil bobrek tarafindan siiziiliir ve zararl, gereksiz bilesenlerin bdylece viicuttan
atilmast saglanir. Geri doniistimsliz bobrek fonksiyonlarinin tam olarak yerine
gelmemesi sonucu ise kronik bobrek yetmezligi (KBY) ortaya ¢ikmaktadir. Ug aydan
daha fazla siiren glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) dakikada 60 ml’den diisiik olmasi
veya GFH normal iken proteintiri, diizelmeyen idrar sediment anormallikleri, bobregin
biyopsisi ile belirlenen kalici anormallikler ve kreatinin, iire gibi biyokimyasal
degerlerin yiikselmesi KBY tanist koyulmasina yardimet olur (1, 2). Bobrek hasarini
bobreklerin fonksiyon kapasitesini degerlendirmek igin (GFH) hastanin Kreatinin
degeri, hasta yasi ve cinsiyeti baz alinarak hesaplanmaktadir. KBY hastalar1 son
donem bobrek yetmezligi (SDBY) evresine ulastiklarinda li¢ temel tedavi segenegi s6z
konusudur. Bunlar; hemodiyaliz, periton diyaliz ve bobrek naklidir. TC. Saglik
Bakanlig1 Organ, Doku ve Diyaliz Merkezleri Koordinatorliigli Nisan 2016 verilerine
gore lilkemizde toplamda 60.132 c¢ocuk ve yetiskin SDBY hastast bulunmaktadir. Bu
rakam her gecen yil hizli bir sekilde artmaktadir. Bobrek hastaligina en ¢ok sebep olan
etmenler, diabetes mellitus, hipertansiyon, kronik glomerulonefrit, polikistik bobrek
hastalig1, hipertansif nefroskleroz ve kronik interstisyel nefrittir (3). Diyaliz, yasam
kalitesini diisiirmekle birlikte, pahali bir tedavi yontemidir. Bobrek nakli ise
immiinolojik agidan kompleks, ancak hastanin yasam kalitesini yiikselten tek tedavi

seklidir (4).



2.2. Bobrek Nakli

Bobrek nakli SDBY hastalarina uygulanan, diyalize nazaran daha konforlu bir
yasam kalitesi olusturan ve bazi vakalarda hastanin hayatta kalabilmesinin tek yolu
olarak goriilmektedir. SDBY’yi tedavi etmek amaciyla yapilan bobrek naklinde, ayni
tiriin farkli bireyleri arasinda nakledilen bir solid organ s6z konusu oldugundan

allograft olarak adlandirilmaktadir (5).

Bobrek nakli canlidan ve kadavradan yapilmaktadir. Ulkemizde Nisan 2016
verilerine gore 2011 yilindan giiniimiize kadar toplamda 17.542 canlidan nakil islemi
gerceklesmistir. Kadavradan yapilan nakiller ise 2011°den gilinlimiize sadece
2.141°dir. Sadece 2016 Nisan ayindaki toplam SDBY hastasinin 60.132 oldugunu
disiiniiliirse bu rakamlar ¢ok diisiik seviyededir. Bobrek nakli basarisi igin
immiinolojik agidan énemli unsurlardan biri hasta ve verici (donor) arasindaki HLA
uyumudur. Ayrica dondr ve hasta cifleri arasndaki kan gruplart uyumu ve hastada
donore karsi anti-HLA antikorlarinin (donor spesific antibody-DSA) belirlenmesi ve
PRA (panel reaktif antikor) sonuglart nakil i¢in 6nemli etkenlerdir. Nakil sonrasi
uygulanan immiinsiipresif tedavi graftin kabuliinde onemli rol oynar (6). Uzun
yillardir immiinolojik agidan olusan bobrek reddinde (rejeksiyon) HLA gen bolgesi
tarafindan kodlanan proteinlerin 6nemi bilinmektedir. Bu protein yapilari birbirine ne
kadar benzerse rejeksiyon ihtimali o kadar azalmaktadir. Bunun yaninda hastada nakil
oncesinde gebelik, kan tranflizyonu, rejeksiyonlar gibi sebeplerden dolayr HLA
antijenlerine kars1 antikorlar (anti HLA antikorlari, Panel reaktif antikorlar)
olusabilmektedir. Bu anti-HLA antikorlarin DSA olup olmadig1 ¢aprazlama (cross-
match-XM) testleri ile arastirilir ve sonuglari bobrek naklinde son derece 6nemlidir.
Bu analizlerin yapilmamasi durumunda nakil basarisizlik ile sonuglanabilmekte ve

hatta hiperakut rejeksiyon goriilebilmektedir (7,8,9).

Bobrek nakil islemi 6ncesinde bir cok immiinolojik testler yapilmaktadir. Kan
grubu uyumu normal kan transfiizyonundaki kaideleri ile ayn1 olup nakil i¢in 6nem
tagimaktadir. Bu yiizden kan grubu uyumsuzlugu bdbrek nakli i¢in bir engel
olusturmaktadir. Kan grubu uyumsuzlugu olan nakilli hastalarin ¢ogunda hiperakut

veya akut rejeksiyon goriilmektedir. Rejeksiyonun A ve B kan grubu antijenleri ile



vaskiiler endotel ilizerinde reaksiyona giren immiinglobulinler tarafindan meydana
geldigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle nakil islemlerinde ilk ve en 6nemli parametredir.
Oncelikle ayn1 kan grubuna sahip hasta ve donér ¢iftleri tercih edilmektedir (10).
Kadaverik nakil islemlerinde ise O kan grubu bir dondrden, A kan grubuna sahip bir
hastaya bobrek takilmasi dnerilmemektedir. A kan grubuna sahip bireyler Al veya A2
alt gruba sahiptir. Bu alt gruplar bireylerde belirlenemediginden dolay1 O kan grubu
bir dondrden A kan grubu bir hastaya nakil yapilmasi riskli olabilmektedir (11,12).

Doku uyumunun belirlenmesi i¢in hasta ve donor arasinda HLA tiplemesi
yapilmaktadir. HLA doku gruplar1 serolojik veya molekiiler yontemler ile
belirlenmektedir. Mikrolenfositotoksisite olarak da bilinen serolojik yontemde,
alloantiserum ile monoklonal antikorlar kullanilarak tersiyer epitoplar ve hiicre
yiizeyindeki HLA  glikoproteinlerinin  ¢apraz  reaksiyon veren  gruplar
tanimlanmaktadir. Ancak serolojik yontemler, yeterli miktarda antiserum olmamasi,
alellerin birbirinden ¢ok iyi bir sekilde ayirt edilememesi, antijen-antikor kompleksi
ve komplemana bagimli olmasi, tekrar edilebilmesinin zor olmasi, degerlendirmesinin
6lii hiicre oranlar1 ile yapilmasi gibi nedenlerle yetersiz kalabilmektedir. Glinltimiizde
molekiiler teknikler ise hizli ve giivenilir bir sekilde sonug veren, homozigotlugu kesin
olarak saptayabilen yontemlerdir. Bu teknikler HLA alellerini DNA diizeyinde
¢cozliimleyebilmektedir (13,14).

Bu testlerin haricinde bobrek nakli agisindan en onemli testler cross-match
(XM) testleridir. Bu testler, hasta serumu ile donér lenfositleri arasindaki ¢aprazlamay1
esas almaktadir (15,16). Bobrek nakli hastalarinda anti-HLA antikorlar: yabanci HLA
antijenleri ile karsilasma sonrasi olusabilmektedir. Bu karsilagma daha once de
belirtildigi gibi kan transfiizyonlari, gebelik ve daha dnceden yapilmis ve rejeksiyon
ile sonuglanmis bobrek nakilleri ile olmaktadir. Nakil oncesi hasta serumunda, anti-
HLA antikorlar1 hiicreye ve boncuga dayali testlerle arastirilmaktadir (17,18,19). Bir
hastanin serumunda anti-HLA antikoru varliginin belirlenmesi i¢in tarama testi
yapilmaktadir ve bu antikorlar da panel reaktif antikorlar (PRA) olarak adlandirilir. Bu
testler yapilmadan veya dikkate alinmadan nakil ger¢eklestirilirse hiperakut rejeksiyon

goriilebilmektedir (20).



2.3. Bagisiklik Sistemi Yanitlar:

Organizma yabanct maddelerle (protein, polisakkarit, mikroorganizmalar,
makro molekiiller vs.) karsilasmasi immiin sistemin farkli boliimiiyle karsilikli ve
diizenli etkilesmesi ile olusan cevaba immiin yanit denir. Immiin yanit, bireyleri
enfeksiyon ve yabanci materyallerden korurken, bobrek nakli hastalari i¢in biiytik bir

engel olusturmaktadir (21).

Insanlar tehlikeli ajanlardan koruyan ve bu tiir ajanlar ile karsilasmadan 6nce de
organizmada varolan koruma islemi yapan mekanizmalar dogal immiinite olarak
bilinmektedir. Fiziksel bariyerler olarak bilinen mukoz ve deri membranlarin, kanda
ve dokuda bulunan fagositik hiicreler (nétrofiller, eozinofiller, makrofajlar),
kompleman sistemi, akut faz proteinleri ile dogal dldiiriicii hiicreler dogal immiinitenin
baglica elemanlaridir. Bu elemanlar yabanci materyaller arasinda bir ayrim
gozetmeden fonksiyon gosterirler. Daha onceden karsilastigi ve tanidigi yabanci
madde ile tekrardan karsilastiklarinda direk siddetli bir sekilde yanit vermektedir.
Makrofajlar tarafindan salgilanan, TNF-a, IFN-B, IFN-a gibi sitokinler de dogal
immunite de 6nemli bir rol Gistlenmektedirler. Adaptif (edinsel) immiin yanit, yabanci
bir materyal ile kars1 karsiya geldiginde, uyarilarak ve ona 6zgii geliserek o materyal
ile tekrardan karsilagildiginda daha sert bir yanit verilmesini saglayan bir immiin yanit

tipidir (22,23,24). Edinsel immunite iki baslik altinda incelenir.

a.Humoral immiinite: Yabanci materyali taniyabilen ve onu yok edebilmek igin

antijen-antikor kompleksi olusturan bir sistemdir.

b.Hiicresel immiinite: Yabanci materyali taniyabilen ve yanit olarak T lenfositleri

kullanan sistemdir.

Immiin Tamima: Insan viidudu spesifik ve dogal immiinitenin reseptorleri aracilig:
ile bag kurabilen hemen hemen her seye yanit olusturabilmektedir. Lenfositlerde
bulunan reseptorler araciligiyla taninabilinmesi antijen adi verilen molekiiller
tarafindan saglanmaktadir (25,26). T hiicrlerin ve B hiicrelerinin yiizeylerinde bulunan
reseptorler, antijenin antijenik epitop bolgesi adi verilen kii¢iikk bir kismini

tantyabilirler. Immiin cevabi etkinlestiren antijen yapilara immiinojenler denir. Biitiin
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antijenler ise immiinojenik degildirler. Kiigiik yapidaki, non-immiinojenik antijenlere
hapten ad1 verimektdir ve immiin yanitin aktivasyonu igin transport olarak adlandirilan
bliyiik immiinojenik molekiillerle kompleks olusturmalar1 gerekir. Biiylik protein
yapisinda olan antijenler transport ve haptene benzer bir epitop igerirler. Bu sebeple
immiinojenik etki gosterirler. Karbonhidratlarin immiinojenik olmasi i¢in proteinlere
baglanmasi1 gerekir. Antijenlerde immiiniteyi artiran maddelere adjuvan denir ve

biiyiik protein antijenleri bile daha immiinojenik yapabilirler (27).

2.3.1. Dogal immiin Yamtlar

Dogal immiin yanit immiinolojik bir hafizaya sahip degillerdir ve immiin
koruma mekanizmalarini igermektedirler. Bu sebeple, dogal immiin yanitin
Ozelliklerinden biri, antijenle ne kadar karsilagirsa karsilagsin immiin yaniti
degistirmemesidir. Immiin yanitin gelisimi sirasinda 6zgii olamayan yanitlardan daha
once gelismektedir. Dogal immiinite antijenle karsilagiimadigi durumda da aktiftir ve
bunlarin koruyucu etkisi yabanci bir materyale bagh degildir. Bu defans mekanizmasi
bilhassa mikrobiyal patojen ile ilk temas sirasinda onem teskil eder. Dogal
immiinitenin defans mekanizmasi ve solunum sistemi epitel dokusu, GIS, ve deri ve
deri salgilari, eksternal salgilardaki gastrik asit, laktoferrin gibi ¢6ziinebilen
kompleksleri miisin, myeloid hiicreleri ve dolasimda 6nemli bir rolii olan kompleman

ve kompleman komponentlerini igermektedir.
Dogal immiinitenin yapisal bariyerleri.
* Deri
* Eksternal sekresyonlar; Gastrik asitler, Tiikriik ve Lipidler
* Mukoza hiicreleri

 Salgilanan biiyilk molekiiler savunma materyalleri; Miisin, Lizozomal

enzimler



» Kompleman sistemi (aktivasyonlara ihtiya¢ duymaktadir)

Patojenlerin konagi ele gegirebilmesi i¢in, dnce viicudun dis ortam ile temasini
saglayan deri ile mukozanin epitelyal dokusunu geg¢mesi gerekmektedir. Mukoza
epitel hiicreleri patojen mikroorganizmanin etkisinden korunabilmesi i¢in mukus
tabakasi ile ¢evrilidir. Viicut yiizeyi ise farkli dezenfektan ve antimikrobial maddelerle
cevrilidir. Ornegin deride ¢ok fazla miktarda yag asidi bulunmaktadir ve mantarlari
inhibe edilbilmesinde biiyiikk rol oynarlar. Midede bulunan hidroklorik asit ise
gastrointestinal patojenleri inhibe eder; vajina epitel hiicrelerinde bulunan laktik asit
glikojenin bakterilerce pargalanmasi sonucu olusur ve asidik bir ortam olusturur.
Mukozal salgilardaki lizozim, gram pozitif bakterilere kars1 bakterisid 6zellik tasir;
demir baglayic1 bir protein olarak bilinen laktoferrin, bakterilerin ¢ogalmasinda
gerekli olan demiri baglamaktadir. Deride, agizda ve GiS’de bulunan normal flora,

patojenlerin kolonizasyonunu onler (23,28).

Notrofiller ile 16kositler dogal immiinitede hiicresel elemanlarin en biiyiik grubu
olusturmaktadirlar. Akut inflamatuvar hadiselerde inflamasyon bdlgesine ilk ulasan
hiicrelerdir. Notrofiller endotelden gecerek kemotaktik ajanlar vasitasiyla enfeksiyon
bolgesine dogru yol alirlar. Makrofajlar ise, mannoz gibi karbonhidratlari
tantyabilmek icin karbonhidratlra spesifik resoptorlere sahiptirler ve bdylece
kendinden olmayan ile kendinden olan molekilleri taniyabilmektedir. Ayrica
makrofajlar ile notrofiller kompleman resoptorii ve antikorlara sahiptirler. Boylece
antikor, kompleman kompleksi veya her ikisi araciligiyla mikroorganizmalarin
fagositozu artmaktadir. Fagositoza ugrayan mikroorganizmal ajanlar, antimikrobiyal
katyonik proteinler, reaktif oksijen radikalleri ve lizozimal enzimlerle pargalanir.
Dogal immiinite de anahtar rol oynayan hiicresel komponent, dendritik hiicrelerdir.
Deri bulunan Langerhans hiicrelerini de kapsayan bu tip hiicreler, hiicre disinda
bulunan antijenleri stabil ancak ¢ok yavas bir sekilde fagosite eder ve antijen sunan
hiicre (ASH) gibi davranir, antijenleri T lenfositlere sunar. Dendritik hiicrelerde yiizey
kissmda bulunan HLA molekiilleri antijenleri sunmadan once, proteolitik
parcalanmadan geger kisa peptidlere ayrilirlar. Makrofajlar ve nétrofillerden biraz
daha farklilik gosteren eozinofiller ise aktivasyonu sonucu ekstraselliiler siviya

katyonik proteinler ile reaktif oksijenleri salarak parazitleri inhibe olmasini saglar.



Bazofiller ile mast hiicreleri birbirine benzer fonksiyonel 6zellikleri vardir. Her iki
hiicrede yiiksek hassasiyette IgE reseptorlerine sahiptir. Bu sebeple IgE antikorlari ile
cevrilidirler. Bu hiicreler immiinojenik hastaliklar olarak bilinen; astim, saman nezlesi
ve egzema gibi allerjilerde rol oynamaktadirlar. Dogal oldiiriictiler (NK) ise enfekte
ve malign hiicreleri yok ederler. NK hiicreleri hedefini IgG’yi baglayan Fc reseptorleri
ile veya yiizeyinde bulunan 6ldiirmeyi uyaran (KAR) ve 6ldiirmeyi baskilayan (KIR)
reseptorleri yoluyla tanir ve yok eder. Eritrositlerin ve plateletlerin immiin yanitta gok
fazla rolii yoktur, ancak kompleman reseptdrleri tagirlar. Bu yiizden 6zellikle antijen-
antikor ve kompleman elemanlarini iceren immiin komplekslerin temizlenmesinde
biiytik bir rol alirlar (29,30).

Dogal immiinolojik tepkinin ¢oziiniir faktorleri, kompleman, sitokinleri ve akut
faz proteinlerini icerir. Kompleman aktivasyon, ii¢ yoldan biriyle tetiklenebilir. Klasik
yol olarak bilinen antijen-antikor kompleksi, alternatif yol ise mikrobiyal hiicre duvari
ve mikrobiyal karbonhidratlarin plazma lektin yolundaki mannoz baglayici protein ile
etkilesimi ile aktif hale gecer. Akut faz proteinleri ad1 verilen molekiiller, enfeksiyona
kars1 direnci arttirir ve hasar gormiis dokularin onarimini tesvik eder. Bu proteinlerin
plazma seviyelerinde enfeksiyona ve doku hasarina tepki olarak hizla degisir. Bazi
kompleman bilesenlere ek olarak, Creative protein, serum amiloid-A ve pihtilasma
faktorlerini icerir. Sitokinler bir baska ¢6ziiniir ara iiriin grubunu olustururlar. Hem bir
bagisiklik sistemi olarak hem de bagisiklik sistemi ile viicudun diger sistemleri
arasinda bir mesaj vericisi olarak gorev yapmaktadirlar. Haberci islevlerine ek olarak,
baz1 sitokinler savunmada dogrudan rol oynamaktadir. Ornegin, viriis bulagtiriimus
hiicrelerden salinan interferonlar cevreleyen hiicrelerde viral direng olusturmay:

miimkiin kilar (29).

2.3.2 Nakilde Dogal Iimmiin Yanit

Nakledilen organdaki yabanci antijenlerden kaynakli olusan vital yanit ASH’leri

aktivasyonuna ve olgunlasmasina sebep olur ve sekonder lenfoid organlara gog
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etmesini tetikler (27). Dogal bagisiklik, allograft ya da herhangi bir patojenin yabanci
antijenlerine kars1 savunmada ilk rol alan savunma sistemidir. Dogal immiin yanitta
patojen iliskili molekiiler 6rgiileri (PAMPs) taniyan ve bunlara kars1 dogal immiin
yanit1 kolaylastiran toll-benzeri reseptorler (TLR) vardir. TLR’ler PAMPs ile
etkilesime gegtiginde bir sinyal proteini olan MyD88 aktive eder. Akabinde, NF-kB
translokasyonu ile TNF-a, IL-1, 6, 8 ve 12 salinir (13). Sitokinler, dendritik hiicre
(DH)’lerin gelismesini, sekonder lenfoid organlara tasinimini ve T hiicre uyarilmasini
saglayan yiizey proteinlerinin (CD40, CD80 ve CD86) ifadesprese olmasinda rol
oynar. Sekonder lenfoid organlarda, DH’ler naif T hiicrelerini aktive ederek edinsel

immiin evreye gecisini saglamaktadir (23,31,32).

2.3.3. Edinsel immiin Yamtlar

Spesifik immiin yanitin elemanlar1 antijen ile spesifik olarak reaksiyona girerler
ve bu antijenlere sonraki karsilasmalarinda daha gii¢lii bir cevap olustururlar (spesifite
ve hafiza 6zelligi). Mikroorganizmalara karsi olusan immiin yanit, antikor olarak
tanimlanan immiinglobulinler (Ig) ve T lenfositler araciligi ile gerceklesir. Lenfosit
gelisiminin erken sathalarinda bir antijenin varligina gerek yoktur, fakat bu hiicreler
olgun bir antijen reseptorii eksprese ettikten sonra yasamalar1 ve daha ileri degisimleri

antijene bagimlidir (33).

2.3.4. B hiicreleri ve Antikorlar

Gelisimin en erken evrelerindeki B lenfositleri B1 hiicreleri olarak adlandirilir
ve B1 hiicrelerinin ¢cogu CD5 salgilar. Bunlar dogal antikorlar olarak da adlandirilan

IgM molekiillerinin kaynaklaridir ve bu antikorlarin nispeten diisiik afinitesi vardir. B
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hiicrelerinin ¢ogunlugu ilerleyen evrelerde CD5 molekiiliinii kaybeder, bunlar B2
hiicreleri denir. Antijenle karsilasmadan 6nce, olgun B2 hiicreleri yiizeylerinde IgM
ve IgD molekiillerini eksprese eder, ancak hafiza hiicresi olduklarinda antijen
reseptorii olarak IgG, IgA veya IgE'yi doniistirler. B2 hiicrelerinin antikor salgilayan
plazma hiicrelerine dontstiiriilmesinin son asamasi sekonder lenfoid dokularda
goriiliir. B hiicreleri son ayristirma ile plazma hiicrelerine dondiiklerinde, yiiksek
seviyelerde antikor iiretme ve salgilama kabiliyeti kazanirlar. B hiicreleri tarafindan
yapilan antikorlar, birbirlerine disiilfiir bagi ile baglanmis 2 6zdes agir ve 2 6zdes hafif
zincir igerir. Agir zincirlerin sabit bolgesinin amino asit dizilimine gore IgG'ler 5 sinif
(IgG, A, M, D, E), IgG 4 alt gruplar1 ve IgA 2 alt gruplarina ayrilir. Bu siniflar ve alt
gruplarin farkli islevleri vardir. IgD disindaki her antikor tiirii, dolasimdaki veya
duragan bir molekiil olarak yapilabilir. Tiim Ig'ler antikor smifina bagli olarak
glikoproteinler ve %3-13 oraninda karbonhidrat igerir. Karbonhidrat antikor yapisinin
stirekliliginin temelidir. Bir antikor molekiilii, laboratuvar ortaminda proteolitik olarak
boliiniirse, iki antijen baglama yeri (FAB) ve bir sabit bolge (FC) ayrilir. IgM, primer
bagisiklik reaksiyonu sirasinda yapilan ilk Ig'dir ve kompleks sistemi klasik yollardan
aktive eder. IgG ikincil immiin yanit sirasinda yapilir, plasentadan gecen tek Ig'dir ve
hiicre dist sivida egemendir. IgG antikorlart opsonin olarak hareket eder ve
kompleman klasik bir yolla aktive eder. IgA monomerler esas olarak hiicre dist
stvilarda bulunur. Salgi IgA, bir polimerik IgA tiirii, esasen tiikriik ve anne siitii gibi
birgok dis salgilarda bulunan Ig'dir. Sekretuar IgA molekiilleri mukozal ytlizeylerdeki
mikrobiyal ajanlara kars1 6zellikle etkilidir. Mukozal yiizeyde, bakteriyel toksinleri
notralize eder veya bakteri patojenlerinin veya toksinlerinin epitel hiicrelerine
baglanmasin1  Onler. IgD ve IgE, wviicut sivilart iginde yalmzca diislik
konsantrasyonlarda bulunur. IgD olgun B hiicresi ylizeyinde bulunur, IgE bazofil ve
mast hiicre reseptorlerine baglanir ve akut alerjik reaksiyonlarda etkilidir. Antikorlar,
spesifik ve spesifik olmayan immiin yanitlarin gelisiminde Onemli bir rol

oynamaktadir (34,35).
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2.3.4.1 Anti-HLA Antikorlar:

Immiinoglobiilinler olarak da bilinen antikorlar ikisi agir zincir, diger ikiside
hafif zincir olmak {izere birbirlerine distilfid baglar1 ile bagli 4 polipeptit zincirinden
olusan glikoproteinlerdir. Efektor etkiye sahip sabit bolgeler, antijen baglanmasi igin

degisken bolgelerden olusmaktadirlar.

IgG yapisinda olan anti-HLA antikorlar1 dort ¢esit yapidadir. IgG1, IgG3 ve
IgG4 anne karnindaki bebegi korumada primer rol oynar. IgG1 ve IgG3 komplemanin
aktivasyonu i¢in onemlidir. IgG1 ve IgG3 makrofaj ve noétrofillerdeki Fc kismina

baglanarak fagositoz islemini tetikler.

Anti-HLA antikoru olugsmasinda alloimmiinizasyon onciil rol oynamaktadir.
Daha once karsilastigi ve yabanci antijenlere kars tiretilebilirler. Gebelik, organ nakli
ve kan transfiizyonu gibi durumlar anti-HLA antikoru olusumunu tetiklemektedir.
Gebelikte annede fetiis ile birlikte babadan gelen antijenlere karsi anti-HLA antikoru
olustugu gozlenmektedir. Ayni durum organ nakli ve kan transfiizyonu olan hastalar

icinde gegerlidir (36).

2.3.4.2 De novo anti-HLA Antikorlar:

Daha 6nceden anti-HLA antikoruna sahip olmayan yeni bir alloimmiinizasyon
ile olusan antikorlara de novo anti-HLA antikorlar1 denir. Yapilan ¢alismalar
gebeliklerde, nakilden sonraki donemde, kan transfiizyonu sonucu, viral ve otoimmiin
hastaliklarda anti-HLA antikoru olusumunda etkili olabilecegini gostermektedir (37).
Antikorun sinifi, aviditesi ve afinitesi, konagin immiin durumu, immiin savunmadaki
hiicre sunumunun tipine ve immiinizasyonun gidis yoniine gore farklilik gosterir.
Multipar gebe kadilarin % 15-20 de tanimlanan HLA antikorlar1 IgG sinifinda, yiiksek
titrede ve afiniteye sahiptir (38,39). Kan transfiizyonu sonucunda da anti-HLA

antikorlar1 olusabilmektedir. SDBY olan hastalar hastaligin seyri geregi anemiktir. Bu
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sebeple de hastalara kan transflizyonu ihtimali yiliksektir. Kan transfiizyonlarinda
tilkemizde ve diinyada sadece hasta ve dondr arasindaki kan grubu uyumu dikkate
alinmaktadir. Kan transfiizyon sayis1 arttik¢a hastalarda anti HLA antikor sayisinda da
artis oldugu goriilmektedir. Ozellikle nadir HLA antijenlerine sahip hastalarda anti-
HLA antikor gelisme olasiligi artmaktadir (39). Organ nakillerinde ise; nakil sonrasi
donemde graftin HLA’lar spesifik antikorlar gelisebilmektedir. Bu dénemde olusan
de novo antikorlarin dikkatle takip edilmesi gereklidir. Ozellikle bobrek nakillerinde
rejekte olmus ve/veya graftin eksplante edildigi birgok hastada de novo anti-HLA
antikoru gelisebilmektedir. Nakilden sonra olusan antikorlarin titresi dondr ve hasta
arasindaki HLA  uyumsuzlugunun derecesine bagli olarak degiskenlik
gosterebilmektedir. Genellikle nakil sonras1 donemde DSA olusan hastalarda AMR ve
graft kayb1 orani yiiksektir. Ancak DSA varligina ragmen AMR goriilmedigini
saptayan c¢aligmalar da mevcuttur. Bu grafttaki sitokinler, kemokinler, diizenleyici
kompleman proteinleri, kompleman proteinlerinin polimorfizmi, IgG altsinifi ve bu
antikorlarin glikolizasyon ozellikleri gibi farkli faktorlerin immun reaksiyonlari
etkiledigini diisiindiirmektedir. AMR'nin histolojik bulgulari, endotelyal inflamasyona
yol acarak, klasik komplemen aktivasyonu ve efektor hiicrelerin devreye girmesi ile

HLA antikoru baglayan endotel fonksiyon hasarini gostermektedir.

Nakilden sonra, IgGl antikorlari, yaklasik % 90 HLA o6zgiilliigiine sahipken
IgG2 / 3 / 4'in antikorlar1 yaklasik % 40 veya daha diisiik oranda HLA 6zgiilliigiine
sahiptir. Bu sonuglar, her donor HLA antijenlerinin, ¢ogunlukla IgGl'i kapsayan ¢oklu
alt siniflar tarafindan taninan poliklonal bir yanit olusturdugunu gostermektedir. HLA
antijen-anti HLA antikor tepkilerini domine eden IgGl/3 raporlarina ragmen, DSA alt
siifinin ve klinik sonucun iligkilendirilmesiyle ilgili farkli sonuglar da mevcuttur.
Karaciger ve bobrek naklinde IgG3 DSA'larin, AMR ve allograft kaybi riskini artirdigi
saptanirken, digerleri DSA alt sinifi ile ve AMR veya graft kaybi arasinda korelasyon
saptamamustir (40).

HLA-DQA ve HLA-DQB digerlerine gore daha az polimorfik oldugu
bilinmektedir. Bu yiizden bdbrek nakli dncesinde yapilan calismalarda daha az
onemsenmistir. Ancak son yillarda de novo anti-HLA-DQB antikorlarinin boébrek

nakillar1 sonrasinda en fazla olusan sinif II anti-HLA antikorlar1 oldugu saptanmustir.

12



Buda Anti-HLA DQ antikorlarinin organ nakillerinde énemli bir yere sahip oldugu
diistindiirmektedir (39).

2.3.5.. T Hiicreleri ve Hiicresel immiinite

T-lenfosit kok hiicreleri siirekli olarak kemik iliginden timusa go¢ ederler ve T
hiicrelerinin gelisimini tamamlarlar. Ergenlik doneminde kismi pubertal dejenerasyon
goriilmekle birlikte, T hiicreleri yasam boyu timusta gelismeye devam etmektedir. Her
bireyin immatiir T hiicreleri kendi HLA molekiillerini tanir. Bu olay, timik
antrenmanla zamaninda olumlu ve olumsuz bir se¢im yapildiktan sonra Ogrenilir.
Timik korteksin kendi epitel hiicreleri tizerinde HLA molekiilleri ile etkilesime girme
kabiliyetine sahip T hiicreleri, pozitif se¢im vasitasiyla apoptoz yoluyla ortadan
kaldirilir. T hiicrelerinin % 95'inden fazlasi bu asamada segilemez ve timusta
oldurilir. T hiicre reseptorinde CD4 ve CD8 molekiilleri ile T hiicre reseptor
kompleksinin bir boliimiinii olugturan CD3 molekiilleri 6zellikle 6nemlidir. CD4 HLA
siuf II molekiillerine baglarken, CD8 HLA smif I molekiillerine baglanir. CD4 + T
hiicreleri genellikle yardimer T hiicreleri (Th) olarak islev goriir ve antijeni HLA siif
I molekiilleri ile birlikte tanir. CD8 + T hiicreleri genellikle sitotoksiktir ve HLA sinif
I molekiilleri ile antijeniktir (36,38). Timusta T hiicresi gelisiminin erken evrelerinde,
olgunlasmamis T hiicreleri CD4 ve CD8'1 birlikte gosterir. Timus olgunlasmasi
sirasinda bu molekiillerden birinin ifadesi kaybolur ve yalnizca CD4 veya CDS8 pozitif
T hiicreleri gelisir. CD4 + Th hiicreleri sentezledigi sitokinlere gore 2 alt gruba ayrilir;
Th1 hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri ve makrofajlar1 aktive ederek hiicresel bagisikliga
neden olan sitokinleri salgilarlar. Hiicresel bagisiklik, virlisler, mikobakterler ve
mantarlar gibi hiicre i¢i enfeksiydz ajanlara kars1 korunmak icin 6zellikle dnemlidir.
Th2 hiicreleri, B hiicreleri tarafindan antikor iiretimini arttiran sitokinleri tiretirler (41).
Humoral bagisiklik, hiicre dis1 patojenlere yanit olarak 6zellikle 6nemlidir. Viral
enfekte hiicrelerin eliminasyonu CD8 + sitotoksik T hiicreleri saglar. Enfekte hiicreler,
hiicre i¢i viral proteinlerden olusan peptitleri yiizeylerine uygulayarak sitotoksik T

hiicreleri i¢in kendilerini hedef olarak ifade eder. Bu viral peptidler, sinif | MHC
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molekiillerinin peptid baglanma yerlerine baghdir. Sitotoksik T hiicreleri, bu viral
peptit-HLA kompleksine baglanir ve daha sonra enfekte olmus hiicreleri 6ldiiriirler.
Enfekte hiicreleri direkt olarak 6ldiirmenin yani sira CD8 + T hiicreleri, TNF-alfa ve
limfotoksin de dahil olmak iizere birgok sitokini salgilar. CD8 T hiicrelerinin bir baska
tiriini olan IFN-gama, komsu hiicreler tarafindan enfeksiyona direng arttirarak

antiviral bir etki gosterir (41, 42).

2.4. Human Leukocyte Antigen (HLA- Insan Lokosit Antijenleri)

HLA gen bolgesi, 6. kromozomun kisa kolu iizerine yerlesmis 200°den fazla
gen iceren bu bdlge 4 santimorgan uzunlugundadir ve ortalama 4 Mbp’lik alan
kaplamaktadir (Sekil 1). HLA, gesitli hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan proteinleri
kodlayan gen bolgesidir. Polimorfizimin ciddi anlamda yiiksek oldugu bu bolgedeki
genler tarafindan kodlanan proteinlerin hasta-dondr ¢iftleri arasindaki uyumsuzlugu

rejeksiyonlarda dnemli olabilmektedir (43).

2.4.1. HLA Sinif I Molekiilii

HLA smif I molekiilleri, ¢ekirdegi olan biitiin hiicrelerin yiizeyinde bulunan
glikoprotein yapisindaki molekiillerdir. Antijenlerin sitotoksik T hiicrelerine sunmak
gibi 6nemli bir role sahiptir. Bu bdlgede fonksiyonel olarak rol alan HLA-A, HLA-B
ve HLA-C’den olugmaktadir (44). Hiicre disinda bir amino grubu olan bir agir zincir
ile non-kovalent bagli B2 mikroglobulinden olusan iki ayri polipeptid zincirinden
meydana gelir. Bunlardan o polipeptid zincir birbirine disiilfit baglar1 ile bagli 338

aminoasit uzunlugunda, 44 kD agirliginda ii¢ kisimdan olusmaktadir (45).
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Sekil 1. 6. kromozomda bulunan HLA molekiili

Bu molekiil ekstraseliiler hidrofilik bolge (1-281 rezidii), transmembran
hidrofobik bolge (282-306 rezidii) ve intraselliiler hidrofilik bolge (307-338 rezidii)
olmak iizere ii¢ kisimdan olusur. Membran yiizeyinde bulunan agir a1 ve oz olmak
tizere iki kistmdan olusur. Bu molekiiller peptid baglama bolgeleridir. T hiicresi
izerinde bulunan CD8 molekiilii ise membran proksimalinde yer alan oz ile

gergeklesir (45).

HLA Sinif I’in agir zincir baglantisinin stabil hale gelebilmesi ve HLA
molekiiliiniin konformasyonel biitlinliiglinii saglamak icin 15. kromozomda bulunan
bir gen tarafindan kodlanan B2- mikroglobulin tarafindan bulunmaktadir. 12 kDa'lik
biiyiikliige sahip olan bu protein polimorfik degildir. B2-mikroglobulin agir zincir-

antijenik peptid etkilesimi i¢in 6nemli bir yere sahiptir (45,46).

HLA smif I molekiiliiniin antijen baglama bolgeleri oldukca kiiciiktiir. Bundan
dolay1 biiyiikk dogal peptidleri taniyamazlar. Bu yiizden antijenlerin daha kiigiik
birimlere par¢alanmalari gerekmektedir (46). HLA Sinif T incelemelerinde genellikle
ekzon 2 ve ekzon 3 incelenir (47) (Sekil 2).
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2.4.2. HLA Sinif II Molekiilii

Sinif II HLA molekiilleri immiin sistemle iliskili olan, B-lenfositleri, antijen
sunan hiicreler (makrofajlar, dentritik hiicreler, kupffer hiicreleri) ve insanlarda
uyarilmis T hiicreleri iizerinde bulunurlar. Simif II HLA molekiilleri; 34 kDa
uzunlugunda alfa ve 29 kDa uzunlugunda beta polipeptit zincirlerinden olusan
transmembran glikoproteinlerdir. Membrana yakin olan alfa2 ve beta2 bolgeleri
kendine 6zel immunoglobulin katlanmasina benzer bir yap1 olustururlar. Ayrica alfal
ve betal bolgeleri beta-kirmali tabakanin {izerinde 2 alfa-heliksin olusturdugu
cukurumsu bir yap1 olusturur. Alfa zinciri A, beta zinciri ise B genleri tarafindan
kodlanir. Bu nedenle sinif II bolgesinde yer alan DR, DQ ve DP bolgeleri sirasiyla
DRA ve DRB, DQA ve DQB, DPA ve DPB olarak ikiye ayrilirlar. DR bolgesinde alfa
zinciri kodlayan tek gen varken, beta zinciri i¢in 9 farkli bolge vardir. Sinif IT antijen
ve genlerinde ortak olarak kullanilan D harfinin sebebi bu antijenlerin ilk olarak HLA-
A, B ve C den sonra gosterilen antijen HLA-D olarak isimlendirilmesidir. Zamanla
alloreaktif antikorlarin yardimi ile de HLA-DR ve DQ alt birimleri tanimlanabilmistir.
DRB genlerinin ancak % 6 kadar1 kodlama yapar ve ekzon 1-6 olarak siralanmislardir.

HLA Sinif I incelemelerinde genellikle ekzon 2 incelenir (46,48).
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HLA Smif II alt birimi olan HLA-DQ' nun alfa ve beta zincirini sentezleyen
genler HLA-DQA1 ve HLA-DQBI olarak adlandirilir. A1 ve B1 genleri peptid
baglayan bolgeleri kodlarken A2 ve B2 bolgeleri ise immiinglobulin benzer yapida
molekiilleri kodlamaktadir. HLA DQA ve HLA DQB toplamda 5 ekzonluk gen
bolgesinden olusmaktadir. Ekzon 2 en polimorfik bdlgedir. HLA DQA toplamda
435bp biiyiikliigiinde iken HLA DQB 396bp biiyiikliigiindedir. HLA DQB’nin
hastaliklarla iligkili oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Genel olarak ¢olyak
hastalig: ile iliskisi bilinen HLA-DQ bolgesi az polimorfik oldugu i¢in nakillarda
Oonemi ¢ok fazla goriilmemektedir. Ancak; son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda
Ozellikle renal nakilden sonraki dénemlerde HLA-DQ anti-HLA antikoru gelisimi

lizerine ¢alismalar 6nem kazanmistir (49) (Sekil 2).

HILA SINIF I HILA SINIF II
N
1 § B1
¢
o DL
3 k&w‘a B-2 Mikroglobulin

HUCRE ZARI

SITOPLAZMA .
o C (0

Ismail Totur, 2016

Sekil 2. HLA Siif I ve Sinif IT molekiilleri

2.5. Nakilde Alloimmiin Yanit

Alloantijenlere kars1 olusan immunite sasirtict derecede giicliidiir, bu reaksiyon

HLA molekiilleri tarafindan yonlendirilir. HLA genlerinin yiiksek allelik ¢esitliligi
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patojenlere kars1 popiilasyonlarin korunmasi i¢in bir avantajdir. Fakat bu durum hiicre
ve organ nakli i¢in istenmeyen bir durumdur. Transplante edile organ (allograft)
alicinin T hiicreleri tarafindan direk ve indirek yollarla taninir. Her iki taninmada T
hiicrelerinin farkli altsiniflarinin yani sira B hiicreleri, monositler, makrofajlar gibi

immun sistem hiicrelerinin aktivasyonu s6z konusudur (50).

2.5.1. Direkt Tanima

Direkt tanima, allograft ASH’lart ve endotel hiicreleri gibi diger dondr
hiicrelerinde eksprese olan HLA ve esligindeki proteinlerin alicinin T lenfositleri
tarafindan taninmasima dayanir. Dondr ASH’lar1 hastaya takilan bobreklerden lenf
nodlarma go¢ ederler. Daha sonra HLA ile sunulan peptid ise hastanin alloreaktif T
hiicresi tarafindan ‘yabanci’ olarak algilanip T hiicre aktivasyonuna yol agar (50). Bu
immun reaksiyon ile olusan efektor T hiicreleri lenf nodlarinda dolagima gegerek diger

dondr hiicreleri ile immun reaksiyon olusturabilir. (Sekil 3).

Allograftta APC

|

HLA Sinif 1l

HLA Sinif |

SITOTOKSIK YARDIMCI
T HUCRE I T HUCRE

Yardimci-Uyaran Sinyal Yardimci-Uyaran Sinyal

Ismail Totur, 2016

Sekil 3. Direkt tanima
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2.5.2. indirekt Tanima

Dondr hiicreleri lizerindeki alloantijenler, hastanin ASH’leri tarafindan taninir,
fagositoz ile alinir, islenir ve HLA molekiilii ile alic1 T lenfositlerine sunulur. Direkt
tanima daha kuvvetli bir immiin yanit olusuyor gibi goziikse de her iki tanima yolu ile

gerceklestirilen allotanima allograft rejeksiyonu igin yeterli olmaktadir (50) (Sekil 4).
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Yardimci-Uyaran Sinyal
HLA Sinif |
Allojenik Endotel Ismail Totur, 2016

Hiicresi

Sekil4.  Indirekt Tanima

Alloimmiin yanitta T lenfositler primer rol oynamaktadir. ASH’ler ile sunulan
verici antijenleriyle, allospesifik T lenfositler ¢cogalir ve efektor hiicrelere farklilagir
veya allograft lizerindeki hasar1 ortadan kaldirmaya calisan diger hiicrelere yardim
eder (51). Insanoglunda alloimmiin yanittan sorumlu antijenler HLA olarak

adlandirilan MHC proteinleri ile gergeklesmektedir (43, 52).
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2.6. Rejeksiyon Tipleri

2.6.1. Hiperakut Rejeksiyon

Hastada daha 6nceden taninan antijene karsi hizli bir sekilde antikor iiretimi
sonucu olusan rejeksiyon tipidir. Nakil islemi esnasinda hastanin damarlari ile bobrek
damarlariin anastomozundan hemen sonra baslayan bir rejeksiyon tipi oldugu igin
hiperakut rejeksiyon denilmektedir. Hiperakut rejeksiyonun sebeplerinin basinda anti-
HLA antikorlar1 gelmektedir. Bu yiizden nakil olacak hastanin alloimmiinizasyonu iyi
degerlendirilmeli hastanin panel reaktif antikoru olup olmadig arastirilmali ve alict ile
dondr arasinda yapilan CDCXM testinin negatifliliginden emin olunmalidir. Bagka
bir hiperakut rejeksiyon sebebi de kan grubu uyusmazliklaridir. Kan transiizyonu

uygulanmasindaki kaide organ naklinde de gecerlidir (10).

2.6.2.Akut Rejeksiyon

Nakilden sonra baglayan 7. giin ve 90. giinlerde goriilen klinikte en fazla
goriilen rejeksiyon tipidir. Genelde erken donemde ortaya g¢ikar. Sonraki donemde
c¢ikan akut rejeksiyonlar ge¢ akut rejeksiyon olarak adlandirilir ve hem tedaviye olan

yanitlart hem de prognoza olan etkisi daha kotidir (2,53).

2.6.3.Kronik Rejeksiyon

Uzun donemde allograft yapisinin kaybi ve fibrozis ile tanimlanan rejeksiyon
tipidir. Allograft nefropatisi olarakta bilinmektedir. immiinolojik sebeplerden kaynakli
kronik rejeksiyonda HLA uyumu, de novo anti-HLA olusumu, yetersiz

immiinsupresyon sebep olmaktadir (2).
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3 GEREC YONTEM

Tez calismasindaki ¢alisma grubunu Ocak 2014- Eyliil 2016 tarihleri arasinda
kadavra donérden bobrek nakli yapilan 25 hasta-dondr ¢ifti olusturmaktadir. T.C
Saglik Bakanligi bobrek nakli bekleme listesindeki SDBY hastalarinin HLA-A, HLA-
B ve HLA-DR tipleme sonuglar1 kayithidir. Bu ¢alisma hasta ve dondrlerin HLA
tipleme testleri izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvari’nda yapilmistir. XM testleri de hiicresel ve/veya boncuk (bead) teknigi

ile yine ayni laboratuvarda yapilmstir.

Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul Komitesi’nin etik kurul
onayl almmistir. Hastalar calisma ile ilgili bilgilendirilerek ve Bilgilendirilmis

Goniillii Onay Formu imzalatilmigtir.

3.1. Materyal

Diinyada birgok nakil merkezinde oldugu gibi iilkemizde de Saghik Bakanligi
bobrek nakillerinde hasta ve donérlerde HLA-A, HLA-B ve HLA-DR tiplemesini esas
almaktadir. Caligsma siirecinde belirtilen HLA lokuslariin tiplemesi yapildiktan sonra
DNA izole edilerek -20°C’ de HLA-DQ tiplemesi i¢in muhafaza edildi. Calisma
doneminde kadavra dondrden bobrek nakli olan hastalardan HLA-DQA ve HLA-DQB
doku tiplemesi i¢in EDTA’l1 kan alinarak DNA izolasyonu yapildi ve HLA-DQ
tiplemesi i¢in -20°C’ de muhafaza edildi. = HLA-DQA ve HLA-DQB tiplemesi SSO
(Sekans Spesifik Oligoniikleotid) yontemi ile Luminex cihazinda ¢alisildi. Bu yontem
icin Lifecodes HLA-DQA1/B1 SSO Typing Kit (Immucor, Stanford, USA, LOT:
07065B) kiti kullanilda.

Kadavra dondrden nakil olan hastalardan nakil sonrasi donemde (3ay-24 ay)
hastanenin rutin kontrollerine geldiklerinde PRA testi i¢in separator jel iceren tiiplere
kan alindi. Tiipler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek Serumlar ependorflara
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koyularak test tarihine kadar -20°C’de saklandi. Bu serumlara Luminex metodu ile
PRA tarama testi yapildi. PRA tarama sonucu pozitif olan hastalara PRA tanimlama
testi yapildi. PRA tarama testi i¢in Lifecodes LifeScreen Deluxe (Immucor, Germany,
LOT: 3004480), PRA Sinif I tanimlama i¢in Lifecodes Class I ID (Immucor, Germany,
LOT: 3004259) PRA Smf II tanimlama i¢in ise Lifecodes Class Il IDv2 (Immucor,
Germany, LOT: 3004223) kullanildu.

3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA Izolasyonu islemi ilk basamakt1 ve bu ¢alismada EZ1 DNA Blood 200pul
Kit ve QIAGEN Geno marka ve modelli DNA Izolasyon cihazi kullanildi. DNA
izolasyonundan sonra nanodropta DNA konsantrasyonu ve safligi olgiildi.
Konsantrasyonu <50 ng/ul ve safligi 1.70 ile 2.00 arasinda olan 6rnekler PCR-SSO

(Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Sekans Spesifik oligoniikleotid) ¢alismasina alindi.

3.2.2. Luminex Teknolojisi

Luminex xMAP Teknolojisi (Austin, TX) tarafindan gelistirilen, 5,6 pm
biiyiikliigiinde polistren mikroboncuklara dayali, multipleks, flow sitometrik analiz
yontemidir (20). Bu mikroboncuklarin i¢i spektral olarak farkli iki florokromla
boyalidir. Bu florokromlarin her birinden hassas miktarda kullanilarak, spesifik
spektral Ozelliklerde 100 farkli boncuk seti olusturulmustur. Her boncuk seti
yiizeyinde farkli bir HLA antijeni tasir. Boncuk setleri spektral 6zellikleriyle ayrildig
igin, tek bir reaksiyon kuyusunda 100 farkli analiti 6lgebilir. Ugiincii bir florokrom
reporter molekiile baglidir ve boncugun yiizeyindeki biyomolekiiler etkilesimi dlger.
Mikroboncuklar, hizla akan bir sivi nehrinden tek tek gecer ve luminex analiz
cthazindaki (Floroanalizor) iki farkli lazer tarafindan taninir. 635 nm'lik 10mW kirmizi
diodlazer mikroboncuktaki iki florokromu uyarir. 532 nm 13mW'luk yttrium
aluminum garnet (YAG) lazeri ise mikroboncugun yiizeyine tutunmus olan reporter
florokromu uyarir (R-fikoeritrin, Alexa 532, Cy3).
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Yiiksek hizli dijital sinyal toplanir, mikroboncuga dayali olarak siiflandirma
yapilir ve yilizeydeki reaksiyonu olgiiliir (Sekil 5). Saniyede 1000 mikroboncuk analiz
edilebilmektedir (21).
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mixture

Sekil 5. Luminex XMAP Teknolojisi

3.2.1.1. Luminex SSO Boncuk Yontemi ile HLA-DQA, DQB Tiplemesi

Lifecodes HLA SSO Typing Kit (Immucor, ABD) ile uygulanan bu yontem
her bir lokus igin farkli kitlerle ¢alisma yapilmasini saglamaktadir. Uretici firmanin
belirledigi yontem esas alinarak calisma gerceklestirilmektedir. Kitlerin igerisinde
lokusa spesifik olarak belirlenmis olan master mix ile probe mix bulunmaktadir. HLA
DQA/B doku ¢aligsmasi i¢in tek bir kitte hem HLA-DQA hemde HLA-DQB doku
tiplemesi yapilabilmektedir. Bu yontemin ilk asamasit HLA-DQA ve HLA-DQB
bolgeleri PCR yontemiyle cogaltma esasina dayalidir.

Her 6rnek icin 4 pul DNA, PCR tiiplerine pipetlendi ve reaktifler hesaplanarak
HLA-DQA/B karigimi (mix) hazirlandi. Bir hasta i¢in 6 ul master mix, 10 ul dH20 ve
0,2 ul taq polymeraz olan karistm 16 pl DNA {izerine eklendi. Thermal cycler cihazi
kullanim talimatina uygun bir sekilde ¢alistirildi. Sicaklik, siire dongii sayilari asagida

belirtilen protokole gore ¢alisildi (Tablo 1).
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Tablol. HLA-DQA ve DQB PCR iiriinlerinin amplifikasyon protokolii

Sicaklhik (°C) Dongii sayisi
95 5 dakika 1
95 30 saniye
60 45 saniye 8
72 45 saniye
95 30 saniye
63 45 saniye 32
72 45 saniye
72 15 dakika 1
4 5 dakika 1

PCR basamagindan sonra hibridizasyon basamagina gecildi. 5 ul PCR iiriinii Costar
Plate’e aktarildi. HLA-DQA/B Bead mix (Probe Mix) 1s1 blogunda 55°C’de 7 dakika
sitild1 ve 15 saniye boyunca sonike edildikten sonra 15 saniye vortekslendi. 15 pl
HLA-DQA/B Bead Mix (Probe Mix) ilgili testin tiim kuyularina dagitildi. Tim
kuyulara bead mix dagitildiktan sonra plate iizeri seal ile kapatildi ve thermal cycler
cihazina konuldu Tablo 2’de ise HLA-DQA ve DQB hibridizasyon protokolii

goriilmektedir.

Tablo2. HLA-DQA ve DQB PCR iiriinlerinin hibridizasyon protokolii

Sicaklik (°C) Siire ‘
97 5 dakika
47 30 dakika
56 10 dakika
56 10 dakika

[k 56°C’lik protokoliin 3/4 asamasma gelindiginde her kuyu i¢in “170 ul Dilution
solution + 0,85 ul Streptavidin™ soliisyon hazirlandi. Son 56°C’lik protokoliin 4/4
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asamast biter bitmez thermal cycler kapagi acildi, seal c¢ikarildi ve 56°C de
bekletilirken streptavidin soliisyonu konuldu. Soliisyon eklendikten sonra hemen
Luminex cihazinda Luminex cihazi kullanim talimatina gore MatchIT programi allel

veritabani versiyon 3.21 ile sonuglarin analizi yapild1

3.2.3. Luminex PRA

3.2.3.1. Luminex PRA Tarama

Luminex PRA tarama testi transplantasyon Oncesi ve sonrasinda anti-HLA
antikor taramasi i¢in kullanilan bir yontemdir. PRA tarama boncuklari, HLA sinif I ve
IT glikoproteinlerine kars1 iiretilmis IgG antikorlarini tespit etmek i¢in tasarlanmistir.
Farkli bireylerden elde edilmis HLA smif I ve II glikoproteinleri konjuge edilerek

saflagtirilmis ve luminex boncuklarina tutturulmuslardir (Sekil 6-7).

g e
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Anti-B35 Antikoru

Cw6

Sekil 6.  PRA tarama paneli ve boncuk sistemi

Smif I i¢in 7 (C1-01, C1-02, C1-03, C1-04, C1-05, C1-06, C1-07) Sinif II igin
ise 5 boncuk (C2-01, C2-02, C2-03, C2-04, C2-05) grubu bulunmaktadir. C1-01 ve
C2-01 boncuklar1 disindaki tiim boncuklarin iizerinde birden fazla dondrden elde
edilen smif I ve simif II antijenleri bulunmaktadir. C1-01 boncugu, 100 Kafkas, 100
Afrika-Amerikali1 ve 100 Ispanyol kokenli kan dondriinden elde edilen smif I
glikoproteinleri ile kaplidir. C2-01 boncugunda, DR1, DR4, DR7, DRS, DR10, DR11,
DR12, DR13, DR14, DR15, DR16, DR17, DR18, DR103, DR51, DR53 antijenleri
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bulunmaktadir. Lota 0zgii olarak boncuklarin {izerindeki antijenler farklilik

gosterebilir.

Testin prensibi az miktarda serum 6rnegi ile boncuklarin inkiibe edilmesine
dayanmaktadir. Sensitize olan boncuklar baglanmamis antikorlar1 uzaklastirmak igin
yikanir. Fikoeritrine bagli anti-human IgG antikoru eklenerek ikinci bir inkiibasyona
kaldirilir. Seyreltilen test 6rnegi Luminex cihazinda analiz edilir. Negatif kontrol
boncuklarindan elde edilen sinyalle, tiim boncuklardan elde edilen sinyaller
karsilagtirilarak 0rnegin antikor igerip i¢ermedigi belirlenir. MFI degerleri 2000’in
tizerinde olan boncuk kiimelerine bakilir ve MFI degerinin yiiksek olmasina neden

olan antikor tespit edilir.

| PRATARAMA
1 DR13
— DQ7 DR17
=
— = DRI11 DRS
3 z
Z. 5]
i DRI2 DQ4
s | DQ6
Sekil 7. PRA tarama smif I ve II boncuklarinin sematik gosterimi

3.2.3.2.Luminex PRA Tanimlama

Testin prensip ve uygulanisi PRA tarama testi ile aynidir. Smif I tanimlama igin 50,
Sinif II tanimlama i¢in ise 42 boncuk bulunur. Her bir boncugun iizerinde tek bir

donorden saflagtirilan HLA antijenleri tutturulmustur (Sekil 8).
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iki veya daha fazla deger pozitif olarak belirlenmisse pozitif, iic veya daha

fazlas1 negatif olarak belirlenmisse negatif deger sonug olarak belirlenir.

PRA TANIMLAMA
Cw8 A24
DR12 ,_\‘ DR10
B77 B60 DQ7 DQ5
SinufT Smmf 1l

Sekil 8. PRA tanimlama simif I ve II boncuklarinin sematik gosterimi

3.3.istatiksel Analizler

Yapilan istatikler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinin
21.00 veritaban1 ile Windows 10 bilgisayar ortaminda yapildi. GFH ile PRA
arasindaki iligki Pearson Ki-kare testi ile PRA ile kreatinin degeri arasindaki iligki

ise Pearson korelasyon testi ile yapildi. Anlamli deger p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Ocak 2014-Eyliil 2016 aras1 izmir Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na Izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Organ Nakli Koordinatorliigii tarafindan gonderilen kadavra
donor ve hastalardan ¢aligma grubu olusturulmustur. Calisma grubu demografik

bilgileri Tablo 3 ve 4’ de gosterilmistir.

Kadavra donorlerin %48’i (n=12) erkek, %52’si (n=13) kadin bagis¢idir.
Donorlerin yas ortalamasi1 35+32°dir. Hastalarin ise %52°si (n=13) erkek,%48’i (n=12)
kadindir (Sekil 9). Hastalarin yas ortalamast da 34+25°dir. Beyin dliimii gerceklesmis
kadavra donorlerin bagis¢1 olduktan sonra 6lgiilen kreatinin degerlerinin ortalamasi ise

1,97 +1,89’dur.

Tablo 5’de calismaya dahil ettigimiz hastalarin alloimmunizasyon bilgileri
goriilmektedir. Toplam kan transfiizyon bilgisi ve son transfiizyon tarih ve miktari,
kadin hastalar i¢in gebelik bilgileri (dogum, abortiis, diisiik, kiirtaj) ve Onceki
transplantasyon ve rejeksiyon bilgileri mevcuttur. Sekil 10’da ise tiim hastalarin

alloimmiinizasyon orani gosterilmistir.

25 hasta ve donor ¢iftine CDCXM testi ve bu teste ek olarak 6’sina FCXM
testi, 19’una Luminex DSA testi calisilmistir. Tiim cross match sonuglari negatif

olarak degerlendirilmistir.

Cross match sonuglar1 negatif olan ve kadaverik donérden bobrek nakli olan
hastalardan nakil sonras1 donemde, anti-HLA antikoru ve dondre 6zgii HLA antikoru
olusup olugsmadigini arastirmak i¢in PRA testleri yapildi. Nakil sonrast donem erken
donem (nakil sonrasi 0- 3 ay) ve ge¢ donem (nakil sonrast 3-24 ay) olmak iizere 2
gruba ayrildi. Yedi hasta erken donem, 18 hasta ise ge¢ donem serumu kullanilarak
PRA tarama testi yapildi. PRA tarama testi pozitif olan serumlarda olusan anti-HLA

antikorunun 6zgilliigiinii belirlemek i¢in PRA tanimlama testleri yapildi.
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Hastalarin %40°1 A Rh(+), %32’si 0 Rh (+), %16’s1 B Rh (+), %8’i A Rh(-),
%4’ AB Rh(+)’tir. Dondrlerin ise %481 A Rh (+), %28’1 0 Rh (+), %16’s1 B Rh (+),
%41 AB Rh (-) ve %4’1 de 0 Rh (-)’tir. Calisma grubunda hasta-donér kan gruplari

birebir uyumludur.

Tablo 3. SDBY hastalarin demografik bilgileri

No Yas/ Kan Diyaliz  Diyaliz
Cinsiyet grubu tipi siiresi
(ay)
H1 44/K A Rh(-) HD 84
H2 52/E ARh (+) PD 36
H3 48/K A Rh (+) HD 48
H4 40/E B Rh (+) HD 168
H5 28/K 0 Rh (+) HD 180
Hé 42/E A Rh (+) HD 120
H7 34/K B Rh (+) HD 78
H8 62/E 0 Rh (+) PD 6
H9 57/K A Rh (+) HD 144
H10  42/E A Rh (+) HD 10
H11  59/K B Rh (+) HD 108
H12 57/K ARh (+) HD 118
H13  9/K 0 Rh (+) HD lay
H14 41K ARh (+) HD 140
H15 51/E 0 Rh (+) HD 131
H16  17/E ARh (-) HD 58
H17  54/E A Rh (+) HD 140
H18  46/E A Rh (+) HD 72
H19  51/E 0 Rh (+) HD 101
H20  59/E 0 Rh (+) HD 126
H21  38/K 0 Rh (+) HD 82
H22  32/K ARh (+) HD 79
H23  53/E 0 Rh (+) HD 61
H24  33/K B Rh (+) HD 66
H25  52/E AB Rh (+) HD 72
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Tablo 4.

Kadavra donorii demografik bilgileri

No Yas/ Kan Kreatinin Oliim Sebebi
Cinsiyet grubu

D1 50/E A Rh(+) 0,79 SAK

D2 43/K A Rh(+) 1,1 Kafa Travmast

D3 50/E A Rh(+) 1,52 Trafik Kazasi

D4 48/E B Rh(+) 0,82 ASR

D5 51/K 0 Rh(+) 13 icH

D6 36/K A Rh(+) 0,4 Beyin TM

D7 48/E B Rh(+) 1,7 Intrakranial Hematom

D8 53/K 0 Rh(+) 0,9 SAK

D9 59/E A RNh(+) 1,7 Intrakranial Hemaroji

D10 50/K A Rh(+) 0,65 SAK

D11 46/K B Rh(+) 0,9 Anevrizma

D12 59/K A Rh(+) 1,3 SH

D13 3K 0 Rh(+) 0,8 SAK

D14 46/E A Rh(+) 0,8 SAK

D15 38/E 0 Rh(-) 1,1 Kardiyak Arrest

D16 46/E A Rh(+) 0,8 SAK

D17 36/K ARN(+) 0,4 Beyin TM

D18 39/K ARh (+) 0.9 Kafa Travmasi

D19 20/E 0 Rh (+) 1,2 Intrakranial Kanama

D20 56/E 0 Rh(+) 0,98 Post CPR Enselpati

D21 51/K 0 Rh(+) 1 SAK

D22 53/E A Rh(+) 1,2 Hipoksik Ansefolopati

D23 51/K 0 Rh(+) 3,86 Intraserebral Hemotom

D24 56/K B Rh(+) 1,26 Subdural Hemotom

D25 67/E AB Rh(-) 1,01 Iskemik Infarkt
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Tablo5 Bdobrek nakli olan hastalarin alloimmunizasyon bilgileri

No

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25

Nakil Oncesi
Toplam Kan
Transfiizyonu
(Unite)

3

P W N W R, RPN N O DN DN W R N DNDDN PO WD DD O NN

Son Kan

Transfiizyonu

Tarihi/Miktar1 (Unite)

2014/2
2014/1
2015/2
2016/2
2016/2
2016/2
2009/3
0
2013/1
2015/2
?
2009/2
?
2010/2
2015/2
?

0
2012/2
?
2015/1
2016/1
2012/3
1980/2
2009/3
2016/1
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GEBELIK
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Onceki = Onceki

Nakil
Tarihi

o o o o o

2006
2011

o o o o

2009

2009

Rej.

Tarihi

o O o o o

2008
2016

o o o o
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Sekil 9. Hasta ve kadavra donér cinsiyetleri

2
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19
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Sekil 10. Hastalarda alloimmiinizasyon oranlari

Tablo 6’da hasta-donor ¢iftlerinin HLA-A, B, C, DRBL1 tipleme sonuglar1 ve
uyum derecesi goriilmektedir. Tablo 7’de ise tez kapsaminda g¢alistigimiz HLA-

DQA,DQB tipleme sonuglari ve uyum derecesi goriilmektedir.
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Tablo 6. Hasta ve kadavranin HLA-A, B, C, DR doku tipi ve uyum derecesi

Nakil HLA-  HLA- HLA- HLA-  HLA- HLA- HLA- HLA- UYUM
kodu A* A* B* B* C* c* DRB1* DRB1*

D1 24 07 49 07 03 11 1A,1DR
H1 02 24 51 16 14 11 15

D2 24 27 51 15 11 1B,2DR
H2 02 66 50 51 17 06 11 01

D3 03 24 35 38 04 13 1B,1C,1DR
H3 01 02 35 44 02 04 13 16

D4 03 32 35 44 16 04 04 14 1C,1DR
H4 02 24 18 75 12 01 04 16

D5 02 32 40 51 15 02 11 16 1A,1DR
H5 02 02 60 60 03 04 11 15

D6 03 29 07 44 16 07 07 15 1DR
H6 02 02 13 15 14 06 12 07

D7 02 24 35 51 15 04 13 14 1A,1B,1DR
H7 02 25 08 51 07 16 03 14

D8 02 24 39 51 14 07 13 11 1A,1B,2DR
H8 03 24 15 51 15 04 11 13

D9 03 24 13 35 04 06 07 11 1B,1C
H9 01 31 35 03 04 01 14

D10 02 35 51 14 04 04 14 1C,1DR
H10 29 68 27 58 03 14 04 4

D11 02 24 35 51 15 11 1A/1DR
H11 02 2 44 55 01 05 11 13

D12 02 26 13 40 12 06 07 1A1DR
H12 02 24 18 51 14 07 07 13

D13 11 29 07 51 14 07 11 15 1C,1DR
H13 03 32 08 49 07 03 11

D14 02 03 13 44 16 06 04 07 1A,1DR
H14 02 33 65 51 01 08 04

D15 11 68 35 44 14 04 11 15 1B,1C,1DR
H15 02 24 35 51 03 04 11 01

D16 02 03 13 44 16 06 04 07 2DR
H16 30 69 49 49 07 02 04 07

D17 03 29 07 44 07 02 07 15 1C, 1DR
H17 11 30 42 52 07 03 15

D18 02 24 51 51 14 16 10 14 1B,1DR
H18 26 29 51 38 12 15 07 14

D19 02 23 44 57 05 6 04 11 1A,1C,1DR
H19 02 02 08 50 06 04 03

D20 24 26 40 56 01 07 04 11 1A,1DR
H20 24 29 37 58 03 06 04 10

D21 23 32 49 55 03 07 11 1DR
H21 24 24 35 49 14 07 11 14

D22 02 11 49 51 14 07 10 15 1A,1B,1C,1DR
H22 02 31 18 51 07 11 15

D23 11 23 14 15 07 08 16 11 1C,1DR
H23 02 24 18 01 02 07 11 01

D24 01 02 50 52 12 06 08 15 1B,1C,1DR
H24 11 29 40 52 12 02 15 16

D25 01 24 40 58 03 07 04 13 1A,1C
H25 03 24 08 44 16 07 03 04
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Tablo 7.

Hasta ve kadavranin HLA-DQA,DQB doku tipi ve uyum derecesi

Nakil HLA- HLA- HLA- HLA- UYUM
kodu DQA1* DQAI* DQB1* DQBI*

D1 05 02 03 1DQA
H1 01 05 06

D2 05 03 2DQA
H2 05 03 2DQB
D3 01 06

H3 01 05 03 05 1DQA
D4 01 03 03 05 2DQA
H4 01 03 03 05 2DQB
D5 01 05 03 05 1DQA
H5 05 03 1DQB
D6 01 02 02 06 1DQA,
H6 02 05 02 03 1DQB
D7 01 05 03 05 1DQA
H7 05 03 03 05 2DQB
D8 05 03 1DQA
H8 01 05 06

D9 02 05 02 03 1DQA
H9 01 05 03 05 1DQB
D10 01 03 03 05 1DQB
H10 02 03

D11 01 05 03 05 2DQA
H11 01 05 03 06 1DQB
D12 02 02 1DQA
H12 01 02 02 06 1DQB
D13 01 05 03 06 1DQA
H13 05 02 03 1DQB
D14 02 03 02 03 1DQA
H14 03 03 04 03 1DQB
D15 01 05 03 06 1DQA
H15 05 03 1DQB
D16 02 03 02 03 2DQA
H16 02 03 02 03 2DQB
D17 01 02 02 06 1DQA
H17 01 05 02 06 2DQB
D18 01 01 05 05 1DQA
H18 01 02 03 05 1DQB
D19 03 05 03 03 2DQA
H19 03 05 03 05 1DQB
D20 03 05 03 03 1DQA
H20 01 05 03 05 1DQB
D21 05 03 1DQA
H21 05 03 06 03 1DQB
D22 01 01 05 06 1DQA
H22 01 05 03 05 1DQB
D23 01 05 03 05 1DQA
H23 05 03 1DQB
D24 01 06 03 06 1DQA
H24 01 05 06 1DQB
D25 01 03 03 06 1DQA
H25 03 05 02 03 1DQB
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Calisma grubumuzdaki hasta ve kadavra donér ciftlerindeki HLA-DQA ve
HLA-DQB allellerine bakildiginda en fazla DQA*01, DQA*05, DQB*03, DQB*06

rastlanmistir.

Tablo 8’de erken donem PRA testi yapilan hastalarin, nakil 6ncesi ve sonrasi
PRA sonuglar1 ve DSA 6zelligi goriilmektedir. Hastalarin %14,3’tinde (n:1) nakil
oncesi donemde sinif I ve II PRA sonucu pozitif iken nakil sonrast donemde de Sinif

I ve Il PRA sonucu %14,3 pozitifti.

Tablo 8. Erken donem PRA testi yapilan hastalarin nakil 6ncesi ve nakil sonrasi PRA

sonuclart ve kreatinin degerleri, DSA olusumu

No N.O N.O N.S N.S DSA Son
PRA-I PRA-II PRA-I PRA-II Kreatinin

H5 0 0 0 0 0 0,97
H20 0 DQ2 0 DQ2 0 2,3
H21 0 0 0 0 0 1

H22 A3,B81, 0 A3,B81, 0 0 1,9

A25 A25

H23 0 0 0 0 0 2,75
H24 0 0 0 0 0 3

H25 0 0 0 0 0 1,8

N.O: Nakil Oncesi N.S:Nakil Sonrast

Tablo 9’de ise ge¢ donem PRA testi yapilan hastalarin, nakil 6ncesi ve sonrasi
PRA sonuglart ile DSA 6zelligi goriilmektedir. Bu grupta hastalarin % 5,5’inde (n:1)
nakil 6ncesi donemde sadece sinif I PRA sonucu pozitif iken, nakil sonras1 donemde
Sinif I PRA oran1 %11,1 (n:2) ve 1l PRA sonucu %20 (n:3) olarak saptanmistir. Nakil
oncesinde tiim hastalarin Sinif II PRA sonuclar1 negatifken, nakil sonrasinda %16,6’
sinda (n:3) pozitiflik goriilmiistiir (Sekil 12). Ge¢ donem PRA yapilan hasta grubunda
nakil sonrasi olusan anti-HLA antikorlar1 %16,6’s1 (n:3) DNDSA olmayan anti-HLA
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antikorlara sahipken, %5,5 (n:1) DNDSA’idi. DNDSA gelisen H7 numarali hasta

besinci ayda rejeksiyon nedeniyle boregini kaybetmistir.

Tablo9. Ge¢ donem PRA testi yapilan hastalarin nakil 6ncesi ve nakil sonrasi PRA sonuglart

ve kreatinin degerleri, DSA olusumu.

No N.O N.O N.S N.S DSA Son
PRA-I PRA-II PRA-I PRA-II Kreatinin

H1 0 0 0 0 0 2
H2 0 0 0 0 0 1,2
H3 0 0 0 0 0

H4 0 0 0 DR1,DR10,DR15,DR 0 1,25

16
H6 A24,A23 0 A24,A23 DR4,DR9,DQ8 1,36
H7 0 0 ALA24A23, DRILDR7,DQ9, CW4A24, 2,80
CW4,CW16  DQ7,DR13DR11 A2

H8 0 0 0 0 0 1,7
H9 0 0 0 0 0 13
H10 0 0 0 0 0 1,2
H11 0 0 0 0 0 2,1
H12 0 0 0 0 0 16
H13 0 0 0 0 0 0,7
H14 0 0 0 0 0 0,9
H15 0 0 0 0 0 1,9
H16 0 0 0 0 0 1,7
H17 0 0 0 0 0 12
H18 0 0 0 0 0 1,2
H19 0 0 0 0 0 2
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Bobrek nakli olan tiim hastalarin (n=25) nakil 6ncesi ve nakil sonras1 donem
PRA sonuglar1 incelendiginde nakil dncesi donemde %8’ inde (n=2) PRA-I pozitifligi,
%4 tinde PRA-I1 pozitifligi goriildii. Nakil sonrast donemde ise PRA-I %12’ye (n=3),
PRA-I1 %16’ya (n=4) yiikseldigi gdzlemlendi (Sekil 11).

22
21
20
19
18
17
16
15
14
13
12
11
10
%16
%4

N.O PRA-I N.S PRA-I N.O PRA-II N.S PRA-II

Hasta Sayisi (n)

ORLrNWRARUIOINOO

M POZITIF & NEGATIF

Sekil 11.  Bobrek nakli olan hastalarin nakil dncesi ve nakil sonrasi PRA sonuglari

Tablo 10. PRA pozitifligi ile GFH arasindaki iliski

GFH p )
PRA
.. 75,96+20,2
Pozitif
>.05 0,065
PRA
i 70,1+46,4
Negatif

(®=Phi degeri 1’e yaklastikca yeterli diizeyde hasta sayisinin oldugunu gosterir. P<0,05 degeri
anlamlidir.)
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M POZITIF ® NEGATIF
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Sekil 12.  Bobrek nakli olan hastalarin nakil 6ncesi ve nakil sonras1 ge¢ donem PRA sonuglar

PRA pozitif ve negatif hastalarin, son kreatinin degerleri essas alinarak GFH
sonuclar1 hesaplandiginda, istatiksel olarak anlamsiz sonug elde edilmistir (Tablo 10).
Ayrica nakil sonrast donemde PRA sonuglari pozitif ve negatif olan hastalarin
kreatinin degerlerine karsilastirildiginda da sonuglart pozitif olan hastalarin kreatinin
degerleri ile PRA sonuglart negatif olan hastalarin kreatinin degerleri arasinda

istatiksel agidan anlamli sonuglar saptanmamistir (p>0,05) (Sekil 13).
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1,7

1,63 1,63

1,6
%z 15 1,48
S g
C © 114
£ 14
5K
> 1,3

1,2

N.S PRA SINIF-I N.S PRA SINIF-II
i PRA POZITIF  ® PRA NEGATIF
Sekil 13. Bobrek nakli olan hastalarin nakil 6ncesi ve sonrast donemde PRA Sinif-I ve Simif-11

testlerinin pozitif ve negatif olmasina gore ortalama kreatinin degerleri

PRA pozitifligi olan ve PRA tanimlama testi ¢calisilan H4, H6, H7, H20 ve H22
numaralt hastalarin nakil oncesi ve sonrasi donemdeki MFI degerleri

karsilastirilmistir.
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Sekil 14.  H4 nolu hastanin PRA tanimlama MFI degerleri

DR10 DR11 DR15

i Nakil Sonrasi

MFI| Degerleri

Alloimmiinizasyon OvKkiisii

* Herhangi bir alloimmiinizasyon 6ykiisii yoktur.

Hasta grubumuzda bulunan H4 numarali hastada nakil sonrast ge¢ donem
serumunda (10. ay) HLA Simf-II’”de DNDSA olmayan anti-HLA antikorlarina
rastlanmistir (Sekil 14). Bu hastanin nakil 6ncesi donemde hicbir alloimmiinizasyonu
bulunmamaktadir. Ancak nakil sonrasi 1.ayda 2 iinite kan transfiizyonu yapilmistir.
Asagida hasta ve kadavra donoriin HLA-DR,DQ doku tipi goriilmektedir (Sekil 14).

HLA- HLA- HLA- HLA- HLA- HLA- UuyuM

DRB1* DRB1* DQA1* DQA1* DQB1* DQB1* 1DR

“ 04 14 01 03 03 05 2DOA 2D0B
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Sekil 15.  H6 nolu hastanin PRA tanimlama MFI degerleri

Alloimmiinizasyon Ovkiisii
* PRA testinden 6 ay dnce 2 iinite kan transfiizyonu yapilmustir.

* 2006’da kadavradan nakil olmus ve 2008°de rejeksiyon gecirmistir.

H6 numarali hastada nakil Oncesi bakilan PRA testinde onceki
alloimmiinizasyondan kaynakli oldugu diisiiniilen HLA Simif-I’de anti-HLA-A23 ve
anti-HLA-A24’¢ rastlanmistir. Nakil sonrasi donemde ise hastada Sinif-II’de DR4,
DR9 ve DQ8’¢ kars1 bir de novo anti-HLA antikorlarina rastlanmistir (Sekil 15).

HLA-A* HLA-A* HLA-B* HLA-B* HLA-C* HLA-C*

03 29 07 44 16 07

02 13 15 14 06 UYUM

1DR,1DQA,
1DQB

41



18000
16000
14000

12000
10000
8000
[}

80 6000
4000

2000 i
0

Al A23 A24 Ccw4 DR7

DR11 DQ7 DQ9

rleri

MFI
D

M Nakil Sonrasi

Sekil 16.  H7 nolu hastanin PRA tanimlama MFI degerleri

Alloimmiinizasyon OyKkiisii
* PRA testinden 7 yil 6nce 3 iinite kan transflizyonu yapilmastir.

* 2011°de annesinden nakil olmus, 2015 yilinda rejeksiyon gecirmistir.

Nakil 6ncesi donemde herhangi bir anti-HLA antikoru bulunmayan H7 nolu
hasta nakil sonras1 5.ayda rejeksiyon gecirerek bobregini kaybetmistir. Hastanin daha
oncesinde annesinden nakil oldugu 4 yil sonra rejeksiyon gegirdigi bilinmektedir. Bu
hastada nakil sonras1 4.ayda A24, Cw4’e karsi de novo DSA anti-HLA antikorlarina
saptanmistir. Hastada ayrica DNDSA olmayan anti-HLA antikorlarida gelistigi tespit
edilmistir (Sekil 16).

No HLA-A* HLA-A* HLA-B* HLA-B* HLA-C* HLA-C*

24 35 51 15 04

02 25 08 51 07 16

1A,1B,1DR,

1DQA,2DQB
HLA- HLA-
DRB1*  DQAL*
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Sekil 17.  H20 nolu hastanin PRA tanimlama MFI degerleri

Alloimmiinizasyon (")kiisii

* PRAtestinden 1 yil once 1 iinite kan transfiizyonu yapilmistir.

Nakilden 1 yil 6nce kan bankasindan 1 iinite tam kan takilan H20 numarali
hastanin, nakilden 6nce ve sonra DQ2’ye kars1 bir anti HLA antikoru oldugu tespit

edilmistir (Sekil 17).

HLA- HLA- HLA- HLA- Y

* * * *
DRB1 DRB1 DQA1 DQAL -
1DQA,1DQB
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Sekil 18.  H22 nolu hastanin PRA tanimlama MFI degerleri

Alloimmiinizasyon Ovkiisii
* PRA testinden 4 y1l 6nce 3 iinite kan transfiizyonu yapilmastir.

* 1 abortus, 1 kiirtaj olmak tizere 2 gebelik Oykiisii vardir.

Nakil oncesi donemde A3, A25 ve B81 anti-HLA antikorlar1 saptanan H22
numarali hastanin 1 abortus, 1 kiirtaj ve nakilden 3 yil o6nce 3 linite ERT kan

transflizyon Oykiisii vardir (Sekil 18).

No HLA-A * HLA-A* HLA-B* HLA-B* HLA-C* HLA-C* UYuM

D22 02 11 49 51 14 07 1A,1B,
H22 02 31 18 51 07 1C
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Calisma grubundaki hastalardan %12’si (n=3) tanesi kardiyak ve septik soktan
dolay1 kaybedilmis ve %4’iinde (n=1) de novo DSA olusumu gézlemlenmis hasta
rejeksiyon gecirerek bobregini kaybetmistir. Nakilden bir ay sonra hasta sagkalim %88
(n=22), graft sagkalimi ise %100’diir (n=25). Nakiden sonraki 1 ay ve 12 aylik dilimde
ise herhangi bir hasta kaybedilmemis ancak, bir hasta 5. ayda rejeksiyon gecirmis ve

graft sagkalim oran1 %96 (n=24) olarak degismistir.
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5 TARTISMA

Immiin sistem patojenlere karsi antikor iireterek savunma mekanizmasini
olusturmakta ve insan1 zararli ve yabanci molekiiller olan antijenlere karsi
korumaktadir. Bu durumda, antijenik epitoplar immun sistem hiicrelerine HLA
molekiillerinin olugunda tanitilmaktadir. HLA genlerinin yiliksek allelik cesitliligi
patojenlere kars1 popiilasyonlarin korunmasi i¢in bir avantajdir. HLA nin, kendinden
olan ve olmayani ayirt edebilme 6zelligi solid organ nakillerinde hastaya dezavantaj
saglamaktadir. Ciinkii, nakledilen organlarda eksprese edilen HLA ve beraberindeki
molekiiller hasta immun sistemi tarafindan taninmakta hiicresel yolla ve humoral yolla

grafte zarar vermektedir. (53).

Humoral yolun aktivasyonu sonucu olusan antikorlar bir¢cok farkli efektor
fonksiyonlar araciligiyla graft hasar1 ve graft kaybina sebep olur. Bu AMR olarak
bilinir. AMR graft disfonksiyonunun nedeni olarak ortaya ¢ikar ve giincel tedavilere
cevapsizlik olusur. Antikorlardan kaynakli rejeksiyon hiperakut, akut ve kronik
sekilde olabilmektedir. Hiperakut rejeksiyon hastanin donor greftine karsi yiiksek
titrede var olan donére spesifik antikorlardan kaynaklanir ve hizli bir sekilde graft
kaybmna sebep olmaktadir. Akut rejeksiyon, birkac¢ giin igerisinde gerceklesir ve
onceden dondre spesifik olan tespit edilemeyen ve nakil sonrasi olusan DNDSA aracili
olmaktadir. Bunu yaninda biyopside genellikle endotelyal hiicre biiyiimsi, glomerul ve
peritiibiiler kapillere nétrofil infiltrasyonu ve CD4 T hiicre gelisimi ile karakterizedir.
Nakil sonrast donemde de graft HLA antjenlerine spesifik antikor geligebilir. Boyle
bir durumda kronik rejeksiyon riskinin arttigi ¢aligmalarda gosterilmistir. Kronik
rejeksiyonda ise glomeriiler mezengiyal genisleme, kapiller duplikasyonu ve
ayrilmasi, intersitisyal fibroz/tiibliler atrofi ve arterde kalinlasma ile karakterizedir

(54).

Anti-HLA antikorlarmin varligi iki tip reaksiyonla sonlanmaktadir. Ya Clq
kompleman proteini araciliiyla kompleman yolaginin aktive olmasi yada antikorun

Fc bolgesine spesifik reseptor tasiyan hiicrelerin salgiladiklart molekiiller araciliiyla
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graftin haraplanmaktadir. Nakil sonras1 donemde DNDSA gelisen hastalarin kiigiik
bir grubunda rejeksiyonun klinik ve patolojik bulgular: saptanmamaktadir. Bu durum
akomidasyon olarak adlandirilir. Genel diisiince rejeksiyon acisindan bu sessiz evrenin
daha sonraki donemlerde alevlenerek alloimmun reaksiyonlarin baslayacagi

yoniindedir (63).

Diinyada bobrek nakli bekleme listesindeki adaylarin %30’undan fazlasisi
HLA antikorlarina sahiptir (65). Bobrek nakli olan SDBY hastalarinin %8-25’inde
nakilden sonra DNDSA gelisir. Nakil 6ncesi duyarlilasmis hastalarin yarisi ve de novo
DSA’l1 hastalarin 1/3’1 nakilden sonraki ilk bir yil i¢inde AMR gelisebilir. Dondr
HLA antijenlerine kars1 antikor cevaplar1 giincel immunsupresif rejimlerle kontrol
edilemez. Boylece AMR herhangi bir zamanda olusabilir (40). Wiebe ve
arkadaslariyaptigi ¢alismada nakil Oncesi PRA’s1 negatif olan 315 bobrek nakli
hastasinin 4,6+3 yil izleminde %15’inde nakil sonrast olusan de novo anti-HLA
antikorina saptamistir. De novo DSA pozitif olan hastalarda ortalama 10 yillik bobrek
sag kalimi orani daha diisik oldugu belirtilmistir. Saito ve arkadaslarinin bir
calismasinda hasta ve verici arasinda crossmatch testi yapilmis ve negatif ¢ikanlara
PRA testi ¢alisilmig, bu hastalarin nakil 6ncesi dénemde %20’si anti-HLA antikoru
oldugu bildirilmistir (66). Pirim ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada ise 444
alloimmiinizasyon Oykiisii olan kadin hastanin PRA sonuglari incelenmis, bu
hastalarin %50,5’inde PRA-I pozitif, %42,6’sinda PRA-II pozitif, %40,8’inde hem
PRA-I hem de PRA-II pozitif olarak saptamislardir (67). Bizim ¢alismamizda XM
sonuclar1 negatif olan hasta ve dondr ¢iftleri nakil 6ncesi ve nakil sonrasi PRA’larina
bakildi. Nakil 6ncesi donemde hastalarin %12’sinin (n=3) PRA pozitifligi bulunurken,
nakil sonras1 donemde bu oran %20’dir (n=5). Nakil 6ncesi donemde PRA Sinif-I
pozitifligi %8 (n=2), PRA Sif-II pozitifligi %4 (n=1)’dir. Hastalarin nakil sonrasi
PRA Simf-I pozitifligi %12 (n=3), PRA Smuf-II pozitifligi ise %16 (n=4) olarak tespit
edilmistir. Bu hastalarin PRA testini nakil dncesi ve sonrasi olarak kiyaslandiginda
nakil oncesi donemde olmayan ancak nakil sonrast donemde tespit edilen anti-HLA
antikoru PRA Sinif-I’de %4 (n=1), PRA Smif-II’"de %12 (n=3) olarak tespit edildi.
Nakil 6ncesi donemde PRA pozitifligi goriilen hastalarin tamaminda nakil sonrasi

donemde de ayni antikorlarin varligina saptanda.
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Hasta grubumuza baktigimizda %28 (n=7)’nin erken donem PRA sonuglar1
degerlendirildiginde nakil dncesi ile PRA pozitiflik oranlarinin ayni oldugu goriildii.
H20 ve H22 numarali hastalarda gézlemlenen bu pozitifliklerin MFI degerleri arasinda
da 6nemli bir fark bulunmamistir (Sekil 19,20). Ancak uzun dénemde PRA ¢alisilan

hastalarda antikor gelisen hasta ve antikor oranlarinda artis oldugu goriilmiistiir.

Diinyada birgok transplantasyon merkezinde oldugu gibi iilkemizde de nakil
oncesinde donor ve alictya HLA-A, B ve DRBI tiplemesi yapilmaktadir. Ancak son
donemde yapilan ¢alismalarda HLA-C, DRB3, DRB4, DRB5 ve DQ tiplemesinin de
Oonemi lizerinde durulmaktadir. Nakil sonrasi donemde de en fazla smif I antikor
olarak, anti-HLA-A antikorlarmin ve smuf II antikorlardan da anti-HLA-DQ
antikorlarin olustugunu saptayan c¢alismalar yayinlanmaktadir. HLA-A tiplemesi
standart ¢aligmalarda yapildigindan tez galigmasinda hasta ve donorlere, HLA-DQ
tiplemesini de ekleyerek nakil sonrasi donemde olusan antikorlarin DSA 6zelligini
inceledik. Bu kapsamda toplam 50 kisinin (25 hasta-donér ¢ifti) HLA-DQA ve HLA-
DQB tiplemesi yapildi ve en fazla DQA*01, DQA*05, DQB*03, DQB*06
rastlanmistir. Tiirk popiilasyonunda DQA*01, DQA*05, DQB*03 ve DQB*06 en ¢ok
rastlanan allel gruplaridir (68). Bizim calismamizdaki DQA ve DQB allelerinin

literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Hasta ve kadavra dondrleri arasindaki HLA-DQA ve HLA-DQB uyumlarina
bakildiginda %12’sinde (n=3) tam uyum saptandi. Bu hastalarin nakil 6ncesi donemde
PRA pozitifligi gozlemlenmezken, nakil sonras1 donemde %33,3’linde (n=1) PRA
Sinif-1I"de HLA-DR’ye bagli bir pozitiflik oldugu saptandi. Geri kalan 2 hastada ise
herhangi bir PRA pozitifligi gézlemlenmemistir.

Hastalarin  %92’si nakil Oncesi donemde hemodiyaize girerken %8’
peritondiyalize girmistir. Rejeksiyon Oykiisii yasayan bir hasta olmus, o da
hemodiyaliz grubuna donmiistiir. Nakil oncesinde alinan diyaliz tedavisinin tipinin
nakil sonrasinda greft 6mrii tizerindeki etkisi ile alakali ¢aligmalar yapilmis ve diyaliz

tipinin etkisinin olmadig belirtilmistir (55).

Kan transflizyonu, gebelik ve transplantasyon Oykiisli alloimmiinizasyonu

olusturan etkenlerdir. Alloimmiinizasyon ise solid organ transplantasyonlarinda
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greftin sagkalimi oraniyla iligkilidir ve bununla alakali bir¢ok calisma yapilmistir.
Pirim ve arkadaslar1 gebelerin anti-HLA antikor iiretme yiizdelerine gore arastirmislar,
%354 linilin panel reaktif antikor tarama sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir (38).
Bu ¢alismadaki hastalarin %20’sinin (n=5) daha 6nce nakil ge¢misi varken, %92’sinin
(n=23) kan transflizyonu Oykiisii, %28’inin de (n=7) gebelik Oykiisii oldugu
belirtilmistir. Calismamizda nakil Oncesi ve/veya sonrasi, PRA pozitifligi olan
hastalarin ikisi kan transfiizyonuna, ikisi kan transfiizyonu ve nakil, bir tanesi de kan

transflizyonu ile gebelik dykiisiine sahipti.

Bobrek nakillerinde, hastada grefte karsi herhangi bir anti-HLA antikoru olup
olmadigmin tespiti yapilmaktadir. McClelland ve Terasaki tarafindan gelistirilen
lenfositotoksisite ¢apraz uyusma CDCXM yontemi, alict HLA'larina kars1t DSA'larin
hassas olarak saptanmasi i¢in kullanilmaktadir (40). DSA alt sinifi ve CDCXM
sonuclart her zaman birbiriyle iliskili degildir. Bu yiizden boncuk yontemi ile

gelistirilen PRA testi ek olarak ¢alisilmaktadir.

DNDSA’lar bobrek sag kalimi ile yakindan iliskilidir. Raymond ve arkadaslari
nakil oncesi PRA negatif olan 245 bdbrek nakli olan hastada yapilan c¢aligmada
transplantasyon sonrasi 1, 4 ve 12. aylarda olusan DNDSA’lar1 incelemislerdir. 1. ay
sonunda %8,2, 4. Ayda %8,5 ve 1.yilin sonunda %8,2 DNDSA olusumu gézlemlenmis
ve bunlarin %2,4’ti HLA Smif-1, %6,5 ise HLA Smif II oldugu belirtilmistir. Bu
calismanin sonucunda DNDSA olusan hastalarda rejeksiyon riski daha yiiksek oldugu
saptanmistir (56). Bizim ¢alismamizda nakil sonrasi erken donemde DNDSA
olusumunda degisiklik olmazken, ge¢c donemde 5. ayda de novo PRA DNDSA
olmayan anti HLA antikorlar1 gelismistir. Ge¢ donem grubundaki hastalarin
%11,1’inde (n=2), sinif II de novo anti-HLA antikorlar1 geligsmistir. Sinif [ DNDSA
ve smif I de novo anti-HLA antikoru gelisen bir hasta rejeksiyon nedeniyle bobregini
kaybetmistir (Tablo 9).

Lim WH. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada bobrek nakli igin 788 kadavra
donorii ve hastadan HLA-DQ uyumu olmayanlar ve bir veya iki HLA-DQ uyumu
olanlar olarak iki grupta arastirma yapilmistir. HLA-DQ uyumu olmayan nakiller ile
bir veya iki HLA-DQ uyumlu olan bobrek nakillerine, rejeksiyon riskinin daha fazla
oldugunu saptamislardir (58). Birka¢ c¢alisma, HLA-DQ eslesmesinin allograft sag
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kalim tizerine etkisini ele almistir. Bushell ve arkadaglarinin kiiciik bir HLA-DR
eslesmis ve bulunan 62 hastadan olusan bir kohort calismasinda 25 HLA-DQ
uyusmayan hastay1 karsilagtirmis, sonucu bagimsiz bularak HLA-DQ uyumunnun
graft sagkalim ile arasinda etkisi olmadig1 kanaatine varmistir (59). Ancak bu rapor
ile ¢eligkili baska bir HLA-DQ calismasi ise Hsia ve meslektaglari tarafindan
yapilmistir. 63 hastanin sonuglarini kiyaslayarak ve HLA-DQ uyumunun sag kalima
fayda sagladigini bulmuslardir (60). En biiyiik c¢alisma 1997'de Freedman ve
arkadaglar1 tarafindan yiritilmiistiir (61). Serolojik olarak tiplendirilmis 12.050
kadavra nakli sonuglari analiz edilmistir. Bagimsiz HLA-DQ uyusmazligimin higbir
etkisi bulunamamistir. Bununla birlikte, HLA-DR uyusmazIig1 da dahil olmak iizere,
kotii sonug ile iligkili oldugu bilinen diger faktorlere gore ayarlandiginda, HLA-DQ
lokusunda bagimsiz eslemenin genel bir yarar1 olmadigini belirtmiglerdir. Bizim
calismamizda hasta ve kadavra donorleri arasindaki HLA-DQA ve HLA-DQB
uyumlarma bakildiginda %12’sinde (n=3) tam uyum saptandi. Bu hastalarin nakil
oncesi donemde PRA pozitifligi gozlemlenmezken, nakil sonrasi doénemde
%33,3’iinde (n=1) PRA Smif-II’"de HLA-DR’ye bagl bir pozitiflik oldugu saptandi.
Geri kalan 2 hastada ise herhangi bir PRA pozitifligi goézlemlenmedi. Bizim
calismamizda de novo anti-HLA sinif I antikoru gelisen 3 hastadan 2’sinde anti-HLA

DQ antikoru geligmistir.

De-novo DQ-DSA'nin roliinii belirlemek i¢in Lee H. ve arkadaslarinin
transplantasyondan 6nce 155 hasta iizerinde bir ¢aligma yapmislardir (62). DSA
sonuclarina gore Yalnizca DQ, non-DQ, DQ olmayan ve DSA olmayan olmak iizere
4 grup halinde smiflandirmiglardir. Toplam hasta grubunda de novo DSA 79 (% 30.0)
hastada pozitif ve DQ-DSA (% 64.6) en sik oldugu goriilmiistiir. Nonsensitize alt
grupta, 45 (% 29.0) hastada de novo DSA tespit edilmis ve DQ-DSA en yaygin olarak
belirtilmistir. (% 73.3). AMR genel insidans1% 17.9 olan ¢aligmalarinda B-DSA, DR-
DSA ve DQ-DSA AMR ile iligkili ancak, kronik AMR igin yapilan analizde, hem
toplam hem de duyarsizlagtirilmis alt grupta yalnizca DQ-DSA 6nem gosterdigini
bulmuslardir. Bu bulgular, hastalia yakalanmayan hastalarda DQ-DSA'nin
saptanmasinin, kronik AMR ve gec allograft basarisizliginin gelisimi ile anlamli
derecede iliskili oldugunu diistindiirmektedir. Calisma, bobrek naklinde immiinolojik

riskin tanimlanmasinda HLA-DQ yazimi ve eslestirmenin onemini vurgulamaktadir.
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Bizim hastalarimizda ise nakil Oncesi donemde PRA Smif-II’ye bakildiginda
hastalarin %4’tinde (n=1) HLA-DQ pozitifligi gézlemlendi. Nakil sonras1 donemde de
ayni1 antikorla karsilagilmistir. Nakil 6ncesi donemde PRA sonuglar1 negatif olup nakil
sonras1 déonemde de novo anti-HLA-DQ olusumu %8,3 (n=2) olarak tespit edildi. Bu
hastalarin kadavra ile arasindaki HLA-DQ uyumuna bakildiginda ise H-6’da
1DQA,1DQB, H7’de ise 1DQA, 2DQB uyumu oldugu goriildii ve dondre 6zgii bir
anti-HLA-DQ antikoru olusumu tespit edildi.

Bobrek nakillerinde hasta ile dondr arasindaki HLA doku tipi uyumu biiyiik
Onem tasimaktadir. Bizim calismamizda en fazla uyum
1A,1B,1C,1DR,1DQA,1DQB’dir (H22). Bu hastanin daha 6nceden 1 nakil dykiisii, 1
abortusu ve 3 kan transfiizyonu vardir ve nakil 6ncesi donemde PRA Smif-I pozitif
saptanmigtir. Ancak nakil sonrasi donemde, nakil oncesi donemde gozlemlenen

antikorlar disinda herhangi bir anti-HLA antikoru gozlemlenmemistir.
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6 SONUC VE ONERILER

Nakil sonras1 donemde anti-HLA antikoru olusumu, de novo DSA olusumu,
HLA-DQ uyumu ve anti HLA-DQ antikoru olusumunun bobrek sag kalimindaki
Oonemi hakkinda bir¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢calismalarda 6zellikle de novo DSA ve
non-DSA olusumunun organ reddiyle arasinda beklendigi gibi anlamli bir iligki
bulunmusgtur. Bizim c¢alismamiz da bunu desteklemektedir. Ayrica, yapilan
calismalarda HLA-DQ uyumu ve anti HLA-DQ arastirmalar1 anlamli sonug¢ vermis
fakat HLA-DQ arastirmalar1t HLA-DQB ile sinirlandirilmistir. Bizim ¢alismamiz da
diinyada ilk defa hasta ve kadavra dondr arasindaki DQA ve DQB uyumlari ayr1 ayri
bakilmistir. Anti HLA antikorlariin tespiti i¢in yapilan panel reaktif antikor tarama
testlerinin sadece HLA-DQB’yi tespit etmesi HLA-DQA’y1 tespit edememesi de novo
DSA olusumunda DQA ’nin roliinii belirleyememizin sebebidir. Bir¢ok farkli birimden
yapilmis nakillerden elde edilen verilerle bir havuz olusturulup hasta sayis1 arttirilarak

daha kapsamli bir ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZET

Kadavradan Yapilan Bobrek Nakillerinde, Hasta-Verici Ciftlerinin HLA-DQ
Uyumunun Saptanmasi ve Nakil Sorasi Donemde De Novo Anti-HLA
Antikorlarinin Arastirilmasi

Bobrek nakli son donem kronik bobrek yetmezliginde kesin tedavi seklidir.
Bobrek nakillerinin basarisi i¢in alic1 ve verici ¢iftlerinin arasindaki kan grubu ve HLA
uyumu, DSA varligi ve PRA pozitifligi 6nemlidir. Calismamizda Ocak 2014 -Eyliil
2016 tarihleri arasinda 25 hasta-kadavra vericisi ¢iftini kapsamaktadir. Alici-donor
ciftlerinin HLA doku tiplemesi (HLA-A, B, C, DRB1, DQAL1, DQB1) Luminex-SSO
yontemi yapilmistir. Hastalarin nakil oncesi, nakil sonrast donemlerde olusan anti-
HLA antikorlarinin Luminex-PRA yontemi ile arastirilarak, sonuglarin graft sagkalimi
ile iliskisi degerlendirilmistir.

Nakil oncesi donemde hastalarin %12’sinde (n=3) PRA pozitifligi goriiliirken,
nakil sonrasi donemde bu oran %20’ye (n=5) yiikseldigi goriildii. Nakil sonrasi
dénemde PRA Smif-I’"de %4 (n=1), PRA Smif-II’de %12 (n=3) DNDSA olmayan
anti-HLA antikorlar1 tespit edildi. Bir hastada DNDSA gelismistir. Bu antikorlar sinif
I DNDSA 6zelligindedir. Bu hasta nakil sonrasi besinci ayda graftin1 kaybetmistir.

Calismamizda hasta ve kadavra ciftlerinde en fazla gériillen HLA-DQA, DQB
allelleri sirasiyla DQA*01, DQB*03, DQA*05 ve DQB*06’dir. Nakil sonrasi
dénemde olusan Sinif-11 de novo anti-HLA antikorlarinin %66,6’s1 (n=2) anti-HLA
DQ oldugu goriildii. Her iki hastada fonksiyonel graftleri ile yasamlarini
stirdiirmektedir.

PRA pozitif ve negatif hasta gruplarinin GFH degerleri karsilastirildiginda iki
grup arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliskiye saptanmamistir. Hasta gruplarinin
uzun donem takiplerinin yapilarak, anti-HLA antikorlarinin graft lizerindeki etkisi
izlenmesinin faydali olacagi diislincesindeyiz.

Anahtar Sozciikler: Bobrek Nakli, De Novo Anti-HLA, DSA
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ABSTRACT

Detection of HLA-DQ Compatibility of Recipient-Donor Couples in Renal
Transplants From Deceased Donor and Investigation of De Novo Antibodies

After Transplantation

Kidney tranpslantation is the certain treatment for end-stage chronic kidney
failure. Blood group and HLA tissue type compatibility, DSA presence, and PRA
positivity between recipient and donor are important for the success of kidney
transplants. In this study, totally 25 recipient-deceased donor couples who applied to
our laboratory in January 2014-September 2016 were included. HLA tissue typings of
the couples (HLA-A,B,C,DRB1,DQAL1,DQB1) were performed by Luminex-SSO
method. Pre- and post-transplant anti-HLA antibodies were investigated by Luminex-
PRA method and the association of the results with graft survival were assessed.

PRA positivity was found in 12% (n = 3) of the patients in the pre-transplant
period, but it increased to 20% (n = 5) in post-transplant period. Non-DNDSA anti-
HLA antibodies were detected in 4% (n = 1) of PRA Class-1 and 12% (n = 3) of PRA
Class-11 post-transplantation period. One patient developed DNDSA. These antibodies
are in class | DNDSA. This patient lost graft in the fifth month after transplantation.

The most common HLA-DQA and DQB alleles in our study were DQA * 01,
DQB * 03, DQA * 05 and DQB * 06, respectively. In post-transplant period, 66.6%
(n = 2) of Class-Il de novo anti-HLA antibodies were anti-HLA DQ. Both patients
continue their life with functional grafts.

When the GFR values of the PRA positive and negative patient groups were
compared, no statistically significant relation was found between the two groups. We
think that it will be useful to monitor the effect of anti-HLA antibodies on grafts by
making long term follow-ups of patient groups.

Keywords: Kidney Transplantation, De Novo Anti-HLA, DSA
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