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GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomeriil filtrasyon hizinin (GFR) kalic1 bir sekilde
azaldigi, bobrek fonksiyonlarinda degisikliklere neden olan durum olarak tanimlanabilir.
Bobrek yetmezliginin tedavisinde hastanin tibbi, demografik ve psikososyal durumlar1 goz
onlinde bulundurularak diyaliz tedavisine baslanir. Ancak bobrek yetmezliginin en kesin
tedavisi uzun donem sagkalim yararlar1 sundugundan bobrek transplantasyonudur. Bobrek
transplantasyonu diinyada ve iilkemizde canli veya kadaverik dondrlerden yapilmaktadir.
Bobrek transplantasyonunda oncelikli degerlendirilen ¢ok degiskenli parametreler bulunur.
Bu parametreler Epsitein-Barr viriisii (EBV), herpes viriisii, sitomegaloviriis (CMV), insan
immiin yetmezlik virlisii (HIV) ve hepatit B viriisiit (HBV) ve hepatit C viriisiit (HCV) i¢in
serolojik degerlendirmeyi i¢ermelidir. Immiinolojik agidan 6nem arz eden parametreler ise
alici-verici kan grubu uyumu, doku yani insan l6kosit antijeni (Human Leukocyte Antigen-
HLA) uyumudur (1).

Anti-HLA antikorlari renal transplantasyonun basarisinda énemli bir role sahiptir (2).
Bu antikorlar kan transfiizyon oykiisii, gebelik ve onceki transplantasyonlar varliginda gelisir
(3). Olusan anti-HLA antikorlariin tespiti nakil 6ncesinde énem arz eder. Komplemana bagli
sitotoksisite yontemi ile antikor tespiti yapildigi gibi son donemlerde akim sitometrisi ve
boncuk temelli sistemlerle antikor tayini yapilmaktadir. Nakil sonrasinda olusan vericiye 6zgii
anti-HLA antikorlar1 greft hasar1 ve kaybina yol agar. Bu nedenle nakil sonrasinda da anti-
HLA antikorlarinin tespit edilmesi 6nemlidir (2,4).

HLA molekiilleri ¢cok sayida antikor tanima bolgesi tasir. Bu bolgeler birkag farkli
HLA antijeni tarafindan paylasilabilir. Paylasilan bu bolgelere epitop denir. HLA antijenlerine
kars1 gelisen antikorlar farkli antijenlerin paylasilan epitoplara karsi olusabilir. Bu yiizden
HLA antijenlerine sensitize olan hastalarda bulunan antikorlar sadece tek bir antijen i¢in degil
baska antijenlere karsi da gelismis olabilir (5).

Son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda en etkili tedavi yontemi organ
transplantasyonudur (6). Yapilan bobrek nakillerinde vericinin bobreginin alici immiin sistemi
tarafindan taninmas1 ve organi kabul etmesi 6nemlidir. Yani nakil edilecek greftin {izerindeki
HLA antijenlerine karsi alicinin serumunda antikor bulunmamasi gerekmektedir (7). Bu
antikorlarin vericiye karsi olanlarini taramak icin ¢apraz uyum testleri yapilirken potansiyel

vericiye kars1 taranan antikorlar panel reaktif antikor (PRA) testleri ile yapilir (2,4).



GENEL BIiLGI

1.1 Kronik Bobrek Yetmezligi

Bobrekler viicudumuzdan fazla suyun atilmasini saglar. Kronik bobrek yetmezligi
(KBY) ise zaman igerisinde bobrek fonksiyonlarinin kaybolmasi sonucu olusur (8). KBY,
glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) azalmasi sonucu, bobregin sivi dengesini ayarlama ve
metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik bozulma halidir (9). KBY diyabet, hipertansiyon
gibi bir¢ok sebepten dolay1 gelisebilir. Kanda iire ve kreatinin diizeyinin yiikselmesi veya
kreatinin armmasimin azalmasi ile bobrek yetmezligi tanisi konulur (1). KBY, tedavi
edilemezse, ilerleyen asidoz, anemi ve azotemi sonucu liremik tablo ortaya ¢ikar. Glomeriil
filtrasyon hiz1 % 5'in altina indiginde ise son donem bobrek yetmezliginden bahsedilir. Boyle

bir durumda hastalar i¢in diyaliz tedavisi veya bobrek nakli kaginilmaz olur (9,10).

1.2 Insan Lékosit Antijeni Sistemi

Biiyiik Doku Uyumluluk Kompleksi (MHC), biitiin omurgalilarda genis bir gen ailesi
tarafindan kodlanan bir hiicre yiizey molekiiliidiir. Hiicre i¢i ve hiicre disindan kdken alan
peptidleri peptid reseptorleri gibi davranarak uygun lenfositlere sunar (10). Bu molekiiller ilk
kez 1937 yilinda Peter Gorer tarafindan farelerle yapilan transplantasyon ¢alismalarinda tespit
edilmistir. Insanlarda MHC molekiillerine ilk olarak 18kositlerde rastlandig1 i¢in insan I6kosit
antijeni (Human Leukocyte Antigen - HLA) ismi verilmistir (11). HLA’ lar genetik olarak
farkli alicilarda immiin yanit1 indiikleyen, doku veya hiicre rejeksiyonuna neden olabilen
molekillerdir (2).

HLA kompleksi 6. kromozomun kisa kolunda, 6p21.3 bolgesinde bulunur, 200'den
fazla gen igerir. Bu genlerin kodladig: hiicre yiizeyinde bulunan veya ¢oziinebilir halde
bulunan proteinler, dokulardaki dagilimina, yapisina ve fonksiyonuna gore 3 smifa (I, Il,ve
II) ayrilir (Sekil 1). Simif I bolgesi HLA-A, HLA-B, HLA-C molekiillerini; Sinif II bolgesi
HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP molekiillerini kodlar (12,13). Simif III genleri kompleman

sistemde rol alan gesitli bilesenleri kodlar (2).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Omurgal%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Gen_ailesi&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0nsan_l%C3%B6kosit_antijeni&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0nsan_l%C3%B6kosit_antijeni&action=edit&redlink=1
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Sekil 1: HLA Simf I, II ve III genlerinin yerlesimi (Mehra ve ark.’dan (14) modifiye
edilmistir.)

1.2.1 HLA Siif I Molekiilleri

HLA Smif I molekiilleri sinif | genleri, tarafindan kodlanan oy, a, ve az domainleri ve
15.kromozomdaki bir genden kodlanan B, mikroglobiilin molekiiliinden olusur. HLA sinif I
molekiilleri tim c¢ekirdekli hiicrelerde bulunur (15). oy ve o, domainleri peptid baglama
bolgesini olusturur. Polimorfik olmayan [, mikroglobulin molekiilii ise transmembran
olmayan bir polipeptittir. B, mikroglobulin molekiilii sinif I HLA molekiiliiniin yapisal

biitlinligiinii saglamak tizere a3 domaini ile non-kovalent etkilesimdedir (16). (Sekil 2)

Smif I HLA molekiillerinin temel gorevi peptit antijenlerini sitotoksik T hiicrelerine
(Tc) sunmaktir (18). Bu molekiiliin sundugu antijenik peptitler, hiicre iginde sentezlenmis
olan proteinlerin par¢alanmasiyla olusmus endojen peptitlerdir. Endoplazmik retikulumda
protein sentezinden hemen sonra o-zinciri ile B,-mikrobulinin etkilesimde olmasi biitiin

heterodimerin hiicre yiizeyine taginmasi i¢in de 6nemlidir (16).

1.2.2 HLA Simif II Molekiilleri

HLA smif II molekiilleri B lenfositleri, aktive T lenfositleri, monositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler, endotelyum ve epitel hiicrelerde eksprese olurlar (2). Bu molekiillerin
baglandig1 peptitler ekzojen peptitlerdir yani fagositoz veya reseptor aracili endositoz ile
disaridan hiicreye girmis olan proteinlerin pargalanmasiyla olusan peptitlerdir (16). HLA sinif

Il antijenleri oy, o, B1 ve B2 zincirlerden olusur (2,16). Her iki zinciri de ekstraselliiler domain,



bir immiinoglobiilin (Ig)-benzeri ekstraselliiler domain, bir hidrofobik transmembran domaini
ve bir kisa sitoplazmik kuyruk igerir (Sekil 2). Peptit baglanma bolgesi a; ve f1 domainlerinin
N-uclarindan olusur. o, ve B, domainleri ise globiiler yapida olup peptit baglanmada rol
oynamazlar. HLA simf II peptit baglanma c¢ukuru sinif I molekiiliindekine benzerdir.
Baglanma peptit iskeleti ile HLA sinif II amino asitlerinin yan zincirleri arasinda hidrojen
baglartyla gergeklesir (16). B zinciri a zincirine gore daha polimorfiktir. Bu sebeple de HLA
tiplemesi yapiliken genellikle B zincirinin tiplemesi yapilir (18).

Sinif I Molekil Peptid Baglanma

e Bolgesi

Sinif 11 Molekiil

p2

Transmembran
Bolim

Sitoplazmik Kuyruk

Sekil 2: HLA sinif I ve simif IT antijen yapist (Kindt ve ark’dan (20) modifiye edilmistir.)

1.3 immiin Sistem Hiicreleri

Immiin sistemde rol alan hiicreler lenfositlerdir. Lenfositler edinsel immiiniteden

sorumlu olan temel hiicrelerdir. B hiicreleri, T hiicreleri lenfosit hiicre popiilasyonlarindandir
(16,20).

1.3.1 T Hiicreleri

Timus’ ta olgunlasan T hiicrelerinde antijenler i¢in birgok reseptorii bulunur. T-hiicre
reseptorii (T Cell Receptor-TCR) yapisal olarak immiinoglobiilinden farkli olsa da 6zellikle
antijen baglama bdlgesi agisindan immiinoglobiilinle benzerdir. TCR” ler serbest antijenleri
tanimazlar. Bunun yerine sadece kendi molekiillerinden bazilarina tutunmus olan antijenleri

tanirlar. Bir antijenin taninmasi i¢in antijen sunan hiicrelerin (ASH) veya viriisle enfekte
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hiicrelerin, kanser hiicrelerinin ve greftlerin ylizeyindeki HLA molekiilleri ile birlikte olmasi

gerekmektedir (21).

1.3.2 B Hiicreleri

B hiicreleri, kemik iligindeki kok hiicrelerden olusur ve gelisimlerini burada
tamamlamaktadir. Kemik iligini terk ettiklerinde her biri kendi membraninda antijen-
baglanma reseptorii eksprese eder. Bu antijen-baglayicit veya B hiicre reseptérii membrana
bagli bir immnuglobulin molekiiliidiir. B hiicrelerin antijen sunma fonksiyonu vardir. Bu

ozellik B hiicre yiizeyinde simif II HLA molekiilleri de ifade edilmesi sayesinde olur (21).

Daha once antijenle karsilasmamis B hiicresi, antijenle ilk defa karsilasir ve antijenin
antikora baglanmasi hiicrenin hafiza B hiicrelerine ve plazma hiicresi denen efektor hiicrelere
dontismesine sebep olur. Bellek hiicreleri uzun 6miirliidiir ve dolasima da gegerek siirekli
sistemde dolasir. Plazma hiicreleri ¢ok biiyiik graniillii endoplazmik retikulum (ER) igerirler
ve dalagin kirmizi pulpunda, lenf nodlarinin medullar kordonunda ve kemik iliginde
bulunmaktadir. Plazma hiicreleri B hiicrelerinin en son farklilasmis halidir ve antikor

sentezleyip sisteme salgilar. 1 veya 2 hafta i¢erisinde plazma hiicrelerinin ¢ogu 6liir (21).

1.4 Antikor

Antikorlar antijen baglayabilen, B hiicre yiizeyinde eksprese olan proteinlerin
transmembran bolgesi degismis formlaridir (21). Antikorlarin ¢ogu gama globiilin
yapisindadir. Bu yiizden de antikorlara, gama globiilinlerin immuniteyle iligskili kismi1

anlaminda immunoglobulinler (Ig) de denir (20,22).

Antikorlar oldukga ¢esitlidirler ve antijene ozgiidiirler. Membrana bagli ve salgilanan
antikorlar olmak iizere iki formda bulunurlar. B lenfositlerin ylizeyinde membrana bagl
antikorlar antijen reseptorii olarak gorev alirken, salgilanan antikorlar dolasima katilarak
toksinleri yok ederler, patojenlerin viicuda girmesini ve yayilmasini engellerler. Salgilanan
antikorlar, kompleman proteinleri, fagositler ve eozinofiller gibi diger bircok immiin sistem

bileseniyle is birligi yaparak antijenlere baglanirlar ve etkisini ortadan kaldirirlar (20).

Tiim antikorlar ayni temel yapiya sahiptir fakat antijenlere baglanan kisimlarinda
belirgin farkliliklar vardir (3). Antijen baglanma bdlgelerindeki bu gesitlilik antikorlarin

yapisal olarak cok ¢esitli antijenlere baglanmasini saglar. Her bireyde bir milyon veya daha



fazla cesitte antikor oldugu disiliniilmektedir ve her biri antijen baglanma bolgesinde
birbirinden farkli aminoasit sekansi icermektedir. Antikorlarin fonksiyonlar1 ve yaygin

fizikokimyasal 6zellikleri ise antijen baglanmayan kisimlariyla ilgilidir (20).

14.1 Molekiiler Yapisi

Antikorlarin ¢ogu gama globiilin oldugundan, molekiiler yapilarindan bahsederken
immunglobulin G esas alinmaktadir. Antikor molekiilleri dort polipeptid zincirinden olusur.
Bu yap1 yaklasik 25 kDa agirliga sahip polipeptidlerden olusan iki 6zdes hafif (L) zinciri, ve
yaklasik 50 kDa molekiiler agirliktan fazla olabilen iki 6zdes agir (H) zincirden olusur (23).
Amino terminal ucun hafif ve agir zincir kistmlarindaki ilk 110 ve daha fazla amino asit kadar
kismi1 degiskendir ve antikorlarin spesifitesini degistirir. Yiiksek degiskenlik sekansi iceren bu
segmentler degisken bolgeler (variable, V bolgesi) olarak adlandirilir, bu bolgeler antijen
baglanma bolgelerini igerirler. Karboksi terminal ucundaki sabit bolgeler (constant, C bolgesi)
kompleman aktivitesi gibi efektdr fonksiyona sahiptir (23). iki agir zincir birbirine disiilfid
baglariyla baglidir ve her bir agir zincir bir hafif zincire yine disiifid bagiyla baglhdir. Ayrica
zincirlerin kendi igerisinde de disiilfid baglari bulunur. Bunlar zincirler iginde domainlerin
olusmasina sebep olur (24). Hafif zincirler bir degisken (V) ve bir sabit domain (C.); agir
zincirler antikor siifina bagh olarak bir degisken (Vi) ve 3 veya 4 sabit domain (Cnl, Cy2,
Cu3, Cyd) icermektedir (25). (Sekil 3)

Antijen

Baglanma

Boigesi v
Antijen / W 7 IR
Baglanma . ( ‘ VH )
Bolgesi Antijen A A Domain

o
NH,
/7
A

Vi Domain

Degisken Bolge Hafif
Zincir (V1)

5nm

Sabit Bolge Hafif
Zincir (Cv)

COOH

Sekil 3: Immunoglobulin yapis1 (Kindt ve ark’dan (26) modifiye edilmistir.)



Immiinoglobulinler mentese kisimlarindan pepsin enzimlerince kesildiginde iki
fragment olusur. Antijen baglayan bolgeleri iceren fragmente antijen baglayan fragment (Fab,
45 kDa), diger kisma ise kristallenebilme 6zelliginden dolayi kristallenebilir fragment (Fc, 55
kDa) denir. Fab kisminin antijen baglama 06zelligi varken, Fc kisminin hiicre yiizey
reseptorlerine ve kompleman proteinlerine baglanma gibi efektor fonksiyonlart vardir (24,25).
Fab ve Fc bolgelerinin arasindaki molekiile elastik 6zelligi kazandiran bolge mentese bolgesi
“hinge region” diye adlandirilir. Mentese her antikor molekiiliiniin antijen baglayan iki Fab
bolgesinin hareket edebilmesine ve farkli uzakliklarla birbirinden ayr1 duran antijen

epitoplarini yakalayabilmesine olanak saglar (27).

Immiinoglobulin molekiilii, proteinlerin birincil, ikincil, ii¢iinciil ve ddrdiinciil
yapilarindan olusur. Birincil yapt amino asit dizisi, agir ve hafif zincirin, sabit ve degisken
kismini igerir. Ikincil yap1 ise uzun polipeptit zincirinin kendi {izerine dogru antiparalel -
tabaka olusturacak sekilde katlanmasidir (23). Calismalar, immunoglobulin molekiiliiniin
karakteristik bir katlanma yaptigin1 gostermistir. Bu yapr iki paralel p - tabaka plagin birbiri
tizerinde sandivi¢ yapisi olusturmasi seklindedir. P-tabaka plagi amino ve karboksil
gruplarinin birbirlerine ve komsu alanlara hidrojen baglari ile baglanmasiyla sabitlesmistir. B
tabakalar1 hangi 6zellikteki amino asitlerin dizilimi neredeyse ona gore karakterize edilmistir.
Ornegin; hidrofobik amino asitler i¢ bdlgeye dogru dizilim gdsterir, hidrofilik amino asitler

ise dis bolgeye dogru dizilim gosterirler (23).

Immiinoglobiilinlerin katlanmalar1 ve kuartener yapisi non kovalent baglanmalara katki
saglar. Baglanmalar agir ve hafif zincirin birbirinin ayn1 tipi olan bolgelerle (Cy2/ Cn2) ve
birbirinden farkl tipte (Vu/V ) bolgeler arasinda olur. Vy ve V| zincirleri degisken amino

asit zincirleri igerir ve bu bolgeler antijen baglanma bdlgelerini teskil etmektedir (23).

1.4.2 Antikor Sentezi

B lenfositler antikor molekiillerini sentezleyen tek hiicre grubudur. Bir antijenle
karsilagildiginda B hiicresi, antikor iireten plazma hiicresine doniisiir (20). Plazma hiicreleri
saniyede 5000 molekiil oraninda antikor salgilayabilirler. Cogu plazma hiicresi birkag¢ giin
sonra Oliir, bazilar1 kemik iliginde aylar veya yillarca canli kalabilir ve antikor salgilamaya

devam ederek uzun soluklu korumay1 saglarlar (10).

Naif B hiicresi antijenle ilk karsilasma esnasinda sadece IgM antikoru bulunduran

progenitor plazma hiicresine doniisiimii saglanir. Bununla birlikte daha sonra ihtiyag olacak Ig



molekiillerinin klonlar1 IgM antikorundan gelistirilir. Bu degisim, molekiiliin sabit
bolgelerinde meydana gelen izotip doniisiimii ile meydana gelir. Bu olay IgM DNA’sinda
kodlanan agir zincirin V bolgesi ile farkli C segmentlerinin farkli kombinasyonlarinin sekans
olusturmasi ile olur. V bdlgesini heniiz degisime ugramamasindan dolay1 B hiicre klonlari
ayn1 antijenik spesifiteye sahip IgG, IgE ve IgA antikorlar1 olusturur. Immiin sistemde az
miktarda bulunan IgD molekiilii, izotip doniisiimii prosesi ile olusmaz. Hafiza ve plazma
hiicrelerinin her ikisi de yeni izotipler doniistiirme yetenegine sahip hiicrelerdir. (28)

Membrana bagli antikor molekiillerinin, karboksi terminal ucu hidrofobik a-helikal
transmembran  baglayict bolge igerir. Bu bolge  pozitif yiikli membranla proteinin
baglanmasini saglar. Salgilanan antikor molekiilii kanda ve hiicreler arasi sivilarda bulunur ve

bu antikorlarin karboksi terminal boliimleri hidrofiliktir (15).

1.4.3 Antikor Cesitleri

Memelilerde IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM olmak {izere 5 ¢esit antikor bulunmaktadir ve
her biri kendi agir zincirine sahiptir (sirasiyla a,0,¢,y,1t) 1gD molekiilleri az miktarda salinirlar
ve Ozellikle antijenler i¢in hiicre ylizey reseptorii olarak gorev yapar , IgA,; tiikiiriik, gozyasi,
stit, solunum ve sindirim yolu salgilarinda bulunur. IgE molekiilleri dokulardaki mast
hiicrelerinin ve kandaki bazofillerin yilizeylerindeki reseptorlere baglanirlar ve antijenler icin
pasif reseptorler olarak gorev yaparlar (10). IgM; mikro (p) agir zincirine sahiptir. Gelisen B
hiicresinin irettigi ve primer antikor yanit sirasinda kana salinan ilk antikordur (20).
Salgilanan IgM, bes adet 4 zincirli birimden olusan pentamer yapisindadir. 10 tane antijen
baglanma boélgesi igerir. Her pentamer, J zinciri denen baska bir polipeptit zincirin bir
kopyasini igerir. J zinciri IgM salgilayan hiicrelerce salgilanir ve iki komsu kuyruk bolgesinin
arasinda kovalent olarak sokulmustur (20). Coklu baglanma bdlgesine sahip bir antijen,
pentamerik bir IgM molekiiline baglandiginda, pentamerin yapis1 degisir, kompleman
sistemini aktive eder. Kompleman aktivasyonu antijene verilen yanit1 arttirir; antikor-antijen
kompleksine baglanan aktive olmus kompleman, antijenin B hiicreyi uyarict 6zelligini
binlerce kat arttirir (20).

lgG; Kandaki temel Ig smifi dort zincirli bir monomer olan IgG'dir. Sekonder antikor
yanitta oldukca fazla miktarda tiretilirler. Kompleman aktivasyonunu saglamalarinin yani sira,
IgG molekiiliiniin kuyruk kismi, makrofaj ve nétrofillerin 6zgiil reseptorlerine baglanirlar.
Fagositik hiicreler bu tip reseptorler aracigi ile IgG antikorlar ile kapli mikroorganizmaya

baglanir ve pargalarlar. IgG molekiilleri kendi igerisinde y-zincir dizisine gore ayrilip
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serumdaki azalan konsantrasyonlarina gére numaralandirilarak 4 alt gruba ayrilirlar (IgGl1,

19G2, 19G3, 19G4) (21).
YYYy

Igh1 lgh2 Ig63

Sekil 4: Ig G alt tipleri http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/immunoglobulin (29)

IgGl, IgG3 ve IgG4 plasentadan gecer ve gelisen fetiisii korumada O6nemli role
sahiptirler. IgG3 en etkili kompleman aktivatoriiyken IgG2 daha az etkilidir. IgG4 ise
kompleman yolagini1 aktive edemez. IgGl ve IgG3 fagositik hiicrelerin yiizeyindeki Fc
reseptorlerine yiiksek afiniteyle baglanirlar ve opsonizasyona aracilik ederler. IgG4’iin Fc

reseptorleri orta derecede afinitesi bulunurken IgG2’nin ¢ok az afinitesi bulunmaktadir (23).

Tablo 1:1gG alt gruplan 6zellikleri

IgG alt gruplan / Ozellik IgG1 1gG2 19gG3 1gG4
Agir zincir bileseni vl v2 v3 v4
Normal serum kons (mg/ml) 9 3 1 0,5
Klasik kompleman + +- ++ )

yolagi aktivasyonu

Plasentadan gegis + +/- + +
Fagositlerin Fc reseptorlerine baglanmasi ++ +/- ++ +

++ = yiiksek; + = ortalama ; +/- = ¢ok az ; - = yok

1.4.4 Antijen — Antikor Kompleksi

Antikorun hafif ve agir zincirlerinin N-terminal uglar1 antijen-baglanma bdlgesi
olusturmak i¢in bir araya gelir. Aminoasit sekanslarinin cesitliligi antijen baglanma
bolgelerinin yapisal ¢esitliligini saglar ve V bolgesini olusturur (10). Agir ve hafif zincirlerin

her bir degisken bdlgesi liger tane ¢ok degisken bdlge veya tamamlayiciligi belirleyen


http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/immunoglobulin

bolgeler (Complementarity Determining Region - CDR) tasir. Bu ti¢liilerin en degiskeni V ve
C bolgelerinin birlesiminde bulunan CDR3 bdlgesidir. CDR3, immiinglobiilin molekiiliiniin
antijen baglanmasina en ¢ok katilan boliimidiir (20,30,31). Protein sekans karsilastirmalar
CDR3’iin V kisminin karboksi terminal kismi, bunu izleyen 3 aminoasitlik kisa bir ‘farklilik’
kism1 ve yaklasik 13-15 aminoasit uzunlugunda daha uzun bir ‘birlestirici’ kisimdan
olustugunu gosterir. Hafif zincirin kendi CDR3’1i i¢in benzer bir diizenlemesi vardir.Antijen
baglama, agir ve hafif zincir polipeptit zincirlerinin Ig katlanma modelinin bir fonksiyonudur.

Sonug, 6zgiin bir antijen-antikor etkilesimidir (32).

@ 0\

Cesitllik

FR1 FR2 FR3 FR4

ca ca

T T T T

Ig domainindeki amino asit pozisyonu

Sekil 5:Immunglobiilin CDR boélgeleri (Mak ve ark’dan (33) modifiye edilmistir. )

Cogu antijen kompleks yapidadir ve ¢ok sayida antijenik determinant (epitop) igerir.
Antijenlerde iki sinif epitop vardir. Dizisel epitoplar kisa aminooasit dizileridir (10-18cm
uzunlugunda). Soliisyonda serbest halde veya bir proteine bagli haldeyken antikorlar
tarafindan taninirlar. Konformasyonal epitoplar ise antijenik peptidin ii¢ boyutlu yapisi
sonucu olusur. Konformasyonal epitoplar, baglanacaklar1 bolgedeki aminoasitlerin belirli bir
sirada olmasina gerek duymazlar. Antijenlerin denatiirasyonu, bu tip epitoplarin yapilarinin
bozulmasina sebep olmaktadir (34). Immiin sistem antijen iizerindeki farkli epitoplara 6zgii
antikor iretir. Bu yanit ¢cok ¢esitli B hiicre klonu ve stogu gerektirmektedir. Sonugta antijen
ve antikor molekiilleri non- kovalent baglarla etkilesirler (34). Bu epitoplara birkag¢ farkli
HLA antijeni sahip olabilir ve ¢apraz reaksiyon veren antijenik epitop gruplarmi (Cross
reactive epitope gruops-CREG) olusturur. Yani HLA antijenlerine kars1 gelisen antikorlar
farkl1 antijenlerin ayni epitoplarina karsi1 olusabilir. HLA antijenlerine sensitize olan
hastalarda bulunan antikorlar sadece tek bir antijen i¢in degil baska antijenlere karsi da

gelismis olabilir (5).

Hastalarda var olan giiclii antikorlar hasta yiiksek oranda sensitize oldugu durumda

inhibe olabilir veya varliklar1 maskelenebilir. Bu olaya prozon etkisi denmektedir. Prozon
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etkisini gidermek igin serumlar1 belli oranlarda seyreltme yoluna gidilir. Seyreltilen serumda
maskelenmis HLA antikorlar1 ortaya ¢ikar. Seyreltilmemis yiiksek oranda sensitize serumlarin
sonuclarina bu antikorlarin kuvvetinin tamamen yanlis yorumlanmasina neden oldugu

sOylenebilir (35).

1.45 Anti-HLA Antikorlar:

Bu ifade HLLA’ya 6zgii olusan antikorlari ifade etmektedir. Panel reaktif antikor (PRA)
ifadesi genel olarak bir bireyde olusan tiim anti-HLA antikorlardan bahsedilirken
kullanilmaktadir. HLAya kars1 antikor olusumu alloimmiinizasyon olarak kabul edilmektedir
(36). Anti-HLA antijenlerine duyarlilasmayr saglayan risk faktorleri arasinda kan
transfiizyonu, gebelik ve daha Onceki transplantasyon bulunur. Duyarliligin derecesi nakil
uygulanabilirligini ve bobrek transplantasyon basarisini etkiler (37). 1969 yilinda Patel ve
Terasaki, hasta serumlarindaki vericiye spesifik antikor (Dondr spesific antibody-DSA)
varliginin transplantasyondaki hiper akut rejeksiyon ve primer nonfonksiyonunu yiiksek
oranda etkiledigini ilk defa gostermistir (38). Alicilarin yiiksek anti-HLA degeri yiikseldikge
uygun bobrek nakli sansi azalir ve bekleme listesinde bekleme siiresi uzar. (37).

Allogreft rejeksiyonundan sorumlu giicli ve hizli immiin yanitin en Onemli
sebeplerinden birisi, HLA antijenlerine spesifik anti-HLA antikorlarin  varligindan
kaynaklanmaktadir. Transplantasyon da uzun donemde de vericinin HLA antijenlerine karsi
alicida immiin cevap olusmasi soz konusudur (15).

Lokosit antijenlerine karst antikor olusumu alloimmiinizasyon olarak kabul
edilmektedir. Ayrica, verici HLA antijenlerinden bagka 16kosit veya trombosit spesifik
antijenlere karst da antikorlarin varligi s6z konusudur (36). Anti-HLA antijenlerine
duyarlilasmay1 saglayan risk faktorleri arasinda kan transfiizyonu, gebelik ve daha onceki

transplantasyon bulunur (37).

1.45.1 Gebelik

Anne ve embriyo arasindaki iligskinin baslamasi, genetik olarak farkli iki bireyin ayn
anda var olmast durumundan kaynaklanan problemi yaratir. Bu, gebelik boyunca annenin
immiin sisteminin, fetlistaki paternal alloantijenleri tolere etmesi anlamina gelmektedir. Bu
acidan, gebelik benzersiz bir immiinolojik meydan okumadir ve doku veya organ nakilleri ile

karsilastirilabilinir. Genetik anlamda farkli bireylerden transplante edilen hi¢bir doku immun
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yanittan kagamaz. (38). Gebelikte, HLA spesifik antikorlar iiretilebilir. Bu antikor iiretimi
gebeliklerde, fetusla exprese edilen paternal HLA antijenlerine cevapla yapilir. Bu cevap

HLA’ya spesifik antikorlarin olugsmasina sebep olur (39).

1.45.2 Kan Transfiizyonu

Anti-HLA antikor olusumu tetikleyen risklerden kan transfiizyonlaridir. Olusan
antikorlar IgG ve IgM sinifindandir (40).Farkli donorlerden tekrarlayan sekilde verilen kan
iiriinlerindeki 16kositlere alicinin maruz kalmasi sonucunda alicida birgok HLA simif 1
antijenine kars1 farkli antikorlar gelismektedir. Hiicresel kan iirlinlerindeki l6kositler

nedeniyle alloimmiinizasyon gelistigi kabul edilmektedir (36).

KBY ve anemi arasindaki iliski 1986'da son doénem bobrek yetmezligi anemisini
diizeltmede eritropoetinin etkili oldugu gosterilmistir. Son dénem bobrek yetmezligi olan
hastalarda bobrekte eritropoetin {iretimi veya regiilasyonundan sorumlu hiicrelerin hasara
ugramastyla anemi meydana gelir. Aneminin derecesi KBY 'nin agirligiyla paralellik gosterir.
Organizmada Onemli bir eritropoietin deposu yoktur. Baslica eritropoietin iiretim yeri
bobreklerdir. Bobrek yetmezligi anemisinde hormon tedavisinin yetersiz kaldigi durumlarda

kan transfiizyonu yapilmak durumunda kaliabilir (41).

1.4.5.3 Transplantasyon

Son donem bobrek yetmezligi varilan en son nokta olarak kabul edilir ve varilan bu
noktada hastanin hayatin1 devam ettirebilmek icin renal replasman tedavilerinden (RRT) yani
hemodiyaliz, periton diyalizi veya transplantasyondan birinin kullanilmasi zorunlu hale
gelmistir (42). Sadece bobrek transplantasyonu KBY’nin kesin tedavi seklidir. Ancak
transplantasyonda da alicida vericinin uyumsuz HLA antijenlerine kars1 anti-HLA antikorlar
gelisebilmektedir (43). Yabancit HLA antijenlerinin varligi alicidaki yardimer T hiicrelerinin
aktive edebilir, daha sonra bu hiicreler B hiicrelerini alloantikor olusturan plazma hiicrelerine

dontstiirebilir (15).

1.5 Kompleman Sistemi
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Karaciger hepatositlerinden sentezlenen kompleman sistem elemanlari, proteinler ve
glikoproteinlerden olusur (44). Kompleman hem dogal hem de adaptif immiinite de etkin bir
unsur olarak 6nemli rol oynar (45). Kompleman proteinleri kompleman sistemi sayesinde
aktive olan immiin kompleks fagositik hiicrelerin aktivasyonuna destek saglar. Aktivasyon
isleminden dolayr bu molekiiller ve fragmentleri hiicresel immiin yanitlanabilirlik
diizenlemesi ac¢isindan onemlidir (46).

Kompleman sistemi, immiinolojik opsonizasyon, lizis ve istenmeyen hiicreleri viicuttan
temizlenmesini hizlandirmak {izere tasarlanmis molekiillerin genis bir agim1 kapsar. IgG1 ve
IgG3, komplemana baglanabilen ve tespit olabilen ve IgG antikor alttiirleri olarak bilinir ve
antikor bagli hedef hiicrenin lizisin ve ortadan kaldirilmasina yonlendirerek kompleman
kaskadini baglatir (35).

Komplemanin 6zgiin proteinleri C1, C2, C3 seklinde isimlendirilir. Kompleman
proteinleri cogu kez antijen antikor kompleksleriyle etkilesimler sonucu aktive edilir, fakat
spesifik antikorlarin yoklugunda dogal mekanizmalarla da aktive edilebilirler. Kompleman
proteinleri ardisik olarak reaksiyona girerek, bakteriyel hiicrelerin lizisine neden olabilir veya
fagositler tarafindan taninmayr arttirmak i¢in antijen-sunucu hiicreleri isaretleyerek,
antijenlerin yitkimimin hizlanmasina yol agabilir (45). Kompleman sisteminin aktivasyonu
sonucu mikroorganizmalarin hiicre membraninda polimerik bir protein kompleksi olusur. Bu
yapi, hiicre i¢ine su ve iyon giris ¢ikisini saglayacak bir deligin olusumuna neden olur ve
boylece mikroorganizmalarin yikimi gergeklesir (32).

Antijenlere baglanan antikor izotipleri tarafindan baglatilan klasik yolak, antikor
yoklugunda mikroplar tarafindan baslatilan alternatif ve lektin yolaklar1 olmak iizere ii¢ ana
kompleman yolag1 vardir.

C3 kompleman proteini plazmada en bol kompleman proteinidir ve her {i¢ yolakta da rol
oynar. Bu ii¢ yol izi de C3 bileseninin parcalanmasma ve C3a ve C3b pargalarmin
olusmasina yol acar. C3a histamin gibi inflamatuar bilesenlerin aktivasyonuna ve salinmasina
sebep olur. C3b kompleman kaskadinin ek {iyelerini aktive eder. C5b membran atak
kompleksinin (Membran Attack Complex - MAC) olusumunu baglatir. MAC, hiicre lizisini
aktive eden, por olusturan lipofilik komplekstir. Hiicre membraninda porlar acar ve hiicre
oliimiine sebep olur (20).

Alternatif yolak, C3’ iin yikim iirlinii olan C3b’ nin birikmesi ile baglar. MAC’1 aktive
etmek i¢in klasik kompleman yolu bilesenlerinden bazilarimi kullanan, kompleman

aktivasyonunun spesifik olmayan bir yontemidir (45).
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Lektin yolu, mannozu baglayan lektin seklinde tanimlanan bir plazma proteininin,
mikroorganizmalarin yiizey glikoproteinlerinin terminal mannoz bdlgesine baglanmasinin
ardindan kompleman sistemi harekete geger (32).

Klasik kompleman yolunun aktivasyonunda, antikorun asil gérevi olan, istilaci hiicreleri
tanimak ve saldir1 icin kompleman sistemini aktive etmektir. Komplemanin klasik
aktivasyonu sadece 1gG ve IgM sinifi antikorlarla olusur. Hiicre yiizeylerinde, IgG ve IgM
antikorlart antijeni bagladiginda antikorlar mevcut kompleman proteinlerini baglar.
Kompleman proteinleri kademeli bir sekilde ard arda reaksiyona girer. Antijen antikoru
baglar, C1 bilesenlerinin (C1lq, Clr, C1s) antijen-antikor kompleksine baglanmasi, bitisik
membran bolgesinde C4-C2 baglanmasina; C3’iin baglanmasina ve aktivasyonuna yol agar
(44).

Membrana bagli C3 ikinci bir membran bdlgesinde C5-C6-C7 kompleksinin olusumunu
katalizler; C8-C9’un kompleksle bir araya gelmesi membranda hasar ve hiicrenin erimesine
yol acar. C5-9 bilesenleri MAC olarak bilinir. Por olusturmak igin tek bir memranda
etkilesirler (Sekil6)

Bununla birlikte antikor gelisimine sahip olan her hastada klasik yolak aktive olmaz. Antikor
aracili hasar olusmaz, bobrek transplantasyon agisindan bakacak olursak graft rejeksiyonu
gerceklesmez. Bu olayda, IgG simifi antikorlarin kompleman baglayabilme yeteneginin neden

oldugu zararl etki 6nem arz eder (44).

r ! =
Klasikyolak | ! Lektin Yolagi Alternatif Yolak
" Antijen- antikor | Mannoz baglayan lektin
4 patojen yiizeyindeki Patojen yuzeyi
l kompleksi | lektini baglar
| Clg,C1rCls,c4C2 | ‘ MBL,MASP-1,MASP-2,C4,C2 C3,8veD
\ J

- hpmpqnenlt]eﬁ »

v

C3a,C5a

‘

Enflamasyonda gorevli
peptidler, fagositlerin
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Y
. [ Terminal kompleman |
| C3b |—> bilesenleri; C5b,C6,C7,C8,C9
b l _aa]

Fagositlerdeki
kompleman
reseptorlerine baglanir

Patojenlerin opsonizasyonu

immiin sistem komplekslerinin

uzaklagtinlmasi

Membran atak
kompleksi,patojen ve
hiicre lizisi
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Sekil 6: Kompleman sistemin 3 yolagi (Lolis ve ark. 2003°ten modifiye edilmistir.) (47)

Clq klasik kompleman yolagini baglatan temel kompleman proteinidir. Son yillarda
anti-HLA antikorlarin immunolojik kapasitesini degerlendirmek amaciyla transplantasyon
laboratuvarlarinda Clq test uygulanmaya baslamistir. KBY hastalarinda C1q pozitif olan
DSA ve graft kayb1 arasindaki iliski gosterilmistir. Bu sonuglar de novo Cl1q DSA gelistiren
hastalarda Clq DSA negatif olan hastalara nazaran glomeriilopati gelismesinin daha sik
oldugunu ancak graft kaybinin artmasi ile bir iliski olmadigi yapilan son calismalarla
dogrulanmistir (3). Sutherland ve arkadaslari denovo Clq pozitif DSA hastalarda C4d
birikmesi, graft kaybi goriilmesinin Clq negatif hastalara nazaran daha yiiksek olasilik

oldugunu gostermistir (48).

Crespo ve arkadaglart da sinif I DSA’larin in vitroda C1q baglamasa da antikor aracili
rejeksiyon baslamasiyla iliskili oldugunu ve graft kaybmna yol agtigin1 gostermistir (45).
Arastirmacilar kompleman baglama yeteneginin kliniksel agidan Onemli oldugunu

vurgulamislar (4).

1.6 Panel Reaktif Antikor Belirleme Yontemleri

Gilinlimiizde hem solid organ hem de kok hiicre nakillerinden once anti-HLA
antikorlarimi belirlemede pek ¢cok yontem kullanilmaktadir. Daha da 6nemlisi son geligsmelerle
antikor belirlenmesi ve tanimlanmasi ¢ok daha kolaylasmistir. Bu teknikler sayesinde daha
detayli bir antikor taramasi yapilarak potansiyel immiinolojik risk azaltilabilmektedir

Hastada vericinin HLA antijenlerine karsi olusmus antikorlar nakledilen organin
reddine sebep olacaktir. Bunu oOnlemek i¢in yapilan PRA taramasi, nakil listesindeki
hastalarda, rastgele bir antijen paneline kars1 antikorlarin varligini belirlemek i¢in yapilir. Bu
antikorlar serumda sinif I ve sinif II HLA antijenlerine karsi olusturulanlardir (32,49). PRA
yiiksek olan kisilerin diisiik olanlara gére nakil basarisinin daha az oldugu belirtilmektedir
(49). Yiizde PRA orami kisiye gore zaman zaman antikor titresi degisimine ve yontemde
kullanilan HLA antijenlerine gore farklilik gosterebilir (37). PRA tarama test sonucu pozitif
olan hastalara anti-HLA antikorlarin spesifitesini saptamak i¢in PRA tanimlama testleri
yapilmaktadir. PRA tanimlama testlerinde hiicre panelinin kompozisyonu énemlidir. Panel
populasyonda bulunan HLA allelerini ve frekansini icermelidir (50). Baz1 KBY hastalarinda

ise PRA tarama test sonucu %80 veya daha iizerinde pozitif olabilir. Bu hastalar i¢in yiiksek
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oranda sensize (YOS) ifadesi kullanilmaktadir. Bu hastalarin anti-HLA antikor igerigini
anlamak icin tek HLA antijeni ile kapl boncuklar kullanilmaktadir. Bu sebeple de test sistemi
tek antijen kapli boncuk (Single antigen bead-SAB) olarak adlandirilir.

Son 15 yil1 agkindir, DSA testleri “altin standart” olarak adlandirilan CDC-PRA antikor
analizinden sonra canli hiicre kullanim1 gerektirmeyen fakat solid faz matrislere tutturulmus
¢oziinmis HLA antijenlerinin kullanildigi solid-faz analizleri gelistirilmistir.  Yeni
immiinolojik arastirmalar ve son klinik datalarin birlesimi ile bu analizlerin artmis duyarlilik
ve spesifitesi pretransplant bobrek alicilarinda DSA etkisinin daha incelikli yorumlanmasina
olanak saglar (35).

PRA testleri farkli yontemlerle calisilmaktadir. Laboratuvarlarda boncuk sistemine
dayali PRA testleri siklikla kullanilmaktadir. Bu testlerde kullanilan boncuklar anti-HLA
antijenleri ile kaplidir. Bu sayede serum ile inkiibe edildiklerinde serumdaki antikorlar boncuk
iizerindeki spesifik oldugu antijene baglanir ve fluoresan 1s1ma verir. Bu fluoresanin
yogunlugu olgiilerek sonug alinir. Luminex PRA, flow sitometrik PRA gibi ¢esitli yontemler

bulunmaktadir ancak hepsi prensipte aynidir (51).

1.6.1 Mikrolenfositotoksisite Yontemi (Complement Dependent Cytotoxicty — CDC)

Komplemana bagimli sitotoksisite (CDC) yontemi, anti-HLA antikor taramasinda
kullanilan yontemlerin en eski ve en temel testtir. CDC-PRA teknigi simif I HLA antikorlari
icin canli T hiicre ve sinif II HLA antikorlarin tespiti i¢in canli B hiicre izolasyonuna dayanur.
Bu yontemde canli hiicre izolasyonu i¢in periferal kan kullanilir. Periferal kanda B hiicre
orani daha az oldugu i¢in Smif II antikor tanimlanmasi sinif I antikor tanimlanmas1 yaninda

da daha zordur.

Bu test sadece komplemana baglanan antikorlar tespit eder. CDC-PRA’da test serumu,
HLA tipi bilinen hiicrelerle inkiibe edilir, kompleman olarak tavsan serumu eklenir. Hiicre
Oliimiiniin derecesini belirlemek icin de boya kullanilir. Duyarliligini arttirmak igin bu testte
farkli degisiklikler yapilmistir. CDC-PRA metodu her nekadar nispeten zaman alic1 ve az
duyarli bir yontem olsa da dithiothreitol (DTT) kullanilarak IgM ve IgG antikor izotiplerini
birbirinden ayirmada kolaylik saglamasi1 bakimindan klinik agidan 6nemli sonuglar elde edilir

(52).

1.6.2 Flow Sitometri Yontemi
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Flow sitometrik yontemde saflagtirilmis HLA  partikiilleri mikroboncuklara

tutundurulurlar. Oldukg¢a duyarlidir ve en 6nemlisi de hiicre kalitesine bagli degildir (53).

1.6.3 xMAP Teknolojisi

XMAP Teknolojisi 5,6 um polistren mikroboncuklara dayali analiz yontemidir. Bu
mikroboncuklarin i¢i farkl iki florokromla boyalidir. Bu florokromlarin her birinden hassas
miktarda kullanilarak, spesifik 100 farkli boncuk seti olusturulmustur. Her boncuk seti
yiizeyinde farkli bir HLA antijeni tasir. Boncuk setleri boyandiklar1 florokromlarin yaydigi
isinlara gore ayrildigr icin, tek bir reaksiyon kuyusunda 100 farkli analiti Olgebilir.
Mikroboncuklar, hizla akan bir sivi halinde tek tek geger ve XMAP teknolojisini kullanan
analiz cihazindaki iki farkli lazer tarafindan tanmur. Cihazdan ¢ikan kirmizi lazer
mikroboncuktaki iki florokromu uyarir. Diger yesil lazeri ise mikroboncugun yiizeyine
tutunmus olan okuyucu florokromu uyarir. Dijital sinyal toplanir, mikroboncuga dayali olarak
siniflandirma yapilir ve yiizeydeki reaksiyon oOlgiiliir (45,54). xMap teknolojisi ile antikor

testinde ii¢ tipte boncuk grubuyla farkli seviyelerde antikor tanimlamasi yapilir.

1.6.3.1 XxMAP Teknolojisi ile PRA Tarama

Boncuklar pozitif ve negatif sonu¢ verecek sekilde siif I veya sinif II molekiilleri ile
kaphdirlar. Birden fazla ve farkli etnik kokenden gelen bir dondr havuzundan elde edilen
HLA antijenleri polistren boncuklar iizerine tutturulurlar. Smif I HLA taramasinda kullanilan
bir boncuk iizerinde, birden fazla HLA-A, HLA-B ve HLA-C antijenleri bulunabilir. Ayni
durum Sinif II boncuklari igin de gecerlidir (45,54).

1.6.3.2 xMAP Teknolojisi ile PRA Tanimlama
Her bir boncuk iizerinde sadece tek bir vericiye ait HLA antijenleri bulunmaktadir. Sinif
I ve Simif II anti-HLA antikoru tanimlamasi igin, taramadan farkli olarak iki ayri boncuk

karisimi pozitif ve negatif kontrol serumu vardir (54).

1.6.3.3 XMAP Teknolojisi ile Tek Antijen Boncuk Testi
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Tek antijenli boncuk (Single Antigen Bead- SAB) testinde kullanilan boncuklarin
iizerinde sadece tek antijen bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek PRA' ya sahip serumlardaki
antikor spesifikligi belirlenebilmektedir (55,56).

Hastada ilk olarak PRA taramasi yapilarak serumunda anti-HLA antikorunun varligina
bakilir. PRA pozitif bulunan seruma PRA tanimlama testi yapilarak hangi HLA antijenine
0zgl antikor gelistigi saptanabilir. Birgok HLA’ ya karsi olusmus antikorlara sahip hastalar
yiiksek oranda sensitize seklinde tanimlanir (PRA>%85). Bu hastalarin serumlarinda sensitize

olmadiklari antijenleri saptamak i¢in SAB testi yapilir (51).
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GEREC VE YONTEM
1.7 Cahsma Grubu

2014-2015 wyillart arasinda Tepecik Egitim Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvari’na panel reaktif antikor taramasi i¢in génderilen KBY hastalarinin serumlari
calisgmamiza dahil edilmistir. Rutin PRA tarama ve tanimlama testleri yapilan serumlardan
16’s1 erkek, 36’s1 kadin hastaya ait olmak tizere 52 tanesi ¢calismaya dahil edildi. Tanimlama
sonucuna gore yiiksek oranda sensitize oldugu goriilen 8 seruma ise tek antijenli boncuk

(Single antigen bead-SAB) testi yapildi.

CDC-PRA testinde kullanilan canli hiicreler ise yine TEAH Doku Tipleme
Laboratuvarina doku tiplemesi talebi ile basvuran KBY verici adayr (KBYDA) veya kemik
iligi verici adaylarindan (KITDA) elde edildi. Vericilerden 14’ii kadin, 18’i erkek olmak
tizere 32 kisi ¢caligmaya dahildi.

1.8 Plaklarin Haritalarinin Olusturulmasi

1 pl parafin eklenmis 72 kuyulu Terasaki plaklarina Serumlar 1, ' ve % olmak iizere
PBS ile seyreltilecek sekilde her seruma ait 3 kuyu halinde, 15’er adet olmak {izere plaklar
hazirlandi. Pozitif kontrol serum 1,% ve Y olacak sekilde PBS ile seyreltilerek iki kuyuya
(IgG, One Lambda, Hannover, Almanya) , negatif kontrol serum (NS, One Lambda,

Hannover, Almanya) ise 1 kuyuya eklendi. Her bir plaga o plaga 6zgii isim verildi.

Anti-HLA B27 ve/veya CREG’ ini bulunduran 9 serumdan olusan plaklar B27,
transplantasyon Oykiisii bulunan 11 hastadan elde edilmis serumlardan olusan plaklar TX,
gebelerin belli trimestrda alinmig olan serumlar1 11 adet olmak iizere Geb, PRA tanimlama
sonucu elde edilmis 11 hasta serumu MixA ve anti-HLA smif | veya anti-HLA simif 11
antikorlar1 agisindan yiiksek oranda sentitize olan 10 hastadan olusan son plak ise MixB
olarak isimlendirilmistir. Plaklar hazirlandiktan sonra -20°C dolapta test zamanimna kadar

saklandi.

1.9 Hiicre izolasyonu
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Doku tipleme laboratuvarma gelen KBYDA ve KITDA’larindan heparinli kanlar
alinarak esit miktarda fosfat tamponlu tuz soliisyonu ile diliie edildi. Diliie edilen kan fikol
(Ilymphocyte separated median, LONZA) iizerine yiiklendikten sonra 2500 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilerek olusan polimorfoniikleer hiicre tabakasi toplandi. Toplanan ¢ogunlugunu
lenfositlerin olusturdugu hiicre tabakas1 PBS ile 1800, 1500 ve 1200 rpm olacak sekilde {i¢
kez yikand1. izolasyon sonucu elde edilen lenfositler 2.10° hiicre/ml” ye ayarland: ve Terasaki
plaklarinda hasta ve kontrol serumu bulunan kuyulara ler pl hiicre eklendi ve 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 5 pl kompleman (Rabbit Komplement, Innotrain,
Kronberg, Almanya) tiim kuyulara eklendi ve 1 saat inkiibasyonu takiben boya
(Fluoroguench, One Lambda, Hannover, Almanya) ilave edilerek sonuglar florasan

mikroskobunda degerlendirildi.

1.10 Plaklarin Degerlendirilmesi

Diizenlenmis plak semasi takip edilerek Once pozitif ve negatif kontroller
degerlendirildi. Ardindan hasta kuyular: diliie edilmemis serum, 2 serum ve % serum olacak
sekilde sirasiyla izlenerek hiicrelerin boyay1 alma yogunluklarina gore 1-2-4-6-8 olmak iizere

skorlandi. Kuyularin skorlanmasi tablodaki gibi yapildi.

Tablo 2: Mikrolenfositotoksisite yontemi skor grafigi

Boyanmus hiicre CDC-PRA Skor
orani
%0 1
%25 2
%50 Z
%75 6
%100 8
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BULGULAR

Calismamizda 2014-2015 yillart arasinda Tepecik Egitim Arastirma Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvarina PRA taramasi istemiyle bagvuran KBY hastalariin serumlari
kullanilmigtir. Calismaya HLA siif I antijen pozitif 20 serum, HLA smif II antijen pozitif 12
serum ve HLA smif I ve II antijen pozitif 20 serum olmak iizere toplam 52 serum dahil
edilmistir. Anti-HLA antikor pozitifliklerinin hangi sinif HLA antijenine karsi oldugu PRA
tanimlama ve/veya tek HLA antjen boncuk testleri yapilarak tespit edilmistir. HLA simif
pozitifligine gore 21 seruma sinif I tanimlama, 8 seruma sinif II tanimlama, 13 seruma hem
sinif I hem siuf I testi yapilmistir. Testin degerlendirme kapsamindaki tiim HLA antijenleri
ile reaksiyon veren serumlar yliksek oranda sensitize (YOS) olarak adlandirilmigtir. YOS
olarak belirlenen 8 serum tek antijenli boncuk yontemi kullanilarak tek bir HLA antijenine

kars1 olan reaksiyonu saptanmistir.

Calismamizda kullanilan serumlarin Luminex PRA tarama sonuclari, Luminex PRA
tanimlama yapilmis olan serumlarin antikor ¢esitleri ve MFI degerleri tablo 3’ de verilmistir.
Antijen-Antikor iliskisi belirlenen serumlar terasaki plaklarina dokiildi ve HLA dokusu
bilinen canli lenfosit hiicreleriyle CDC-PRA testi yapildi. Calismamizda kullanilan serumlar
tablo 5’de gosterilen plak diizenlemesiyle hazirlandi. Tablo 3’ de belirtilen serumlarin

demografik 6zellikleri de Tablo 4’de verildi.
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Tablo 3: Serumlarin Luminex PRA tarama-tanimlama sonuglari, antikor tipleri ve MFI
degerleri

B27-1 POZITIF NEGATIF B27 2288 -
B37 6992 -
B47 2735 -
B27-2 POZITIF NEGATIF B27 3008 -
B27-3 POZITIF NEGATIF A25, A24, A23, B27 -
B27-4 POZITIF NEGATIF B7 8884 -
B27-5 POZITIF NEGATIF Al1, A25, A26, B27 -
B27-6 POZITIF NEGATIF B27 1320 -
B27-7 POZITIF NEGATIF A3,B7,B27 -
B27-8 POZITIF NEGATIF A33, A25, A26,B27 =
B27-9 POZITIF NEGATIF B27 2350 -
Tx-1 POZITIF POZITIF - - - -
Tx-2 NEGATIF POZITIF - - - -
Tx-3 NEGATIF POZITIF - - - -
Tx-4 POZITIF POZITIF - , : -
Tx-5 NEGATIF POZITIF - - - -
Tx-6 POZITIF POZITIF - - - -
TX-7 POZITIF POZITIF - = = =
-8 POZITIF POZITIF - - - -
Tx-9 NEGATIF POZITIF - - - -
Tx-10 POZITIF POZITIF - - - -
Tx-11 POZITIF POZITIF - - - -
Geb-1 NEGATIF POZITIF - DQ4 822
Geb-2 NEGATIF POZITIF - DQS8 4421
DQ2 3993
Geb-3 NEGATIF POZITIF - DQS8 3290
DQ7 748
Geb-4 NEGATIF POZITIF - DQ5 1000
DQ7 964
Geb-5 POZITIF POZITIF All 3182 DR4 7269
Geb-6 NEGATIF POZITIF - DR11 4389
DR13 4670
DR7 3263
DQ2 4138
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Tablo 3’e devam:

Geb-7 POZITIF POZITIF A2 10313 - -
Geb-8 POZITIF POZITIF B18 5346 DR13 5035
DR52 3795
DQ6 1766
Geb-9 POZITIF POZITIF A2 3748 DR4 10645
A3 2857 DQ8 6172
Geb-10 NEGATIF POZITIF - DR7 11528
DR9 4144
DQ2 8322
DQ9 3996
Geb-11 POZITIF POZITIF A23 2303 DR15 13600
A24 1500 DQ6 11649
DR1 7520
DQ5 6977
MixA-1 POZITIF NEGATIF A23 5591 - -
MixA-2 POZITIF POZITIF A2 1567 DR1 1799
B7 1709 DR11 1031
DR9 1722
MixA-3 POZITIF POZITIF A30 3081 DR4 1557
A2 2666 - -
MixA-4 POZITIF POZITIF B63 1047 DQ5 3215
DQ6 1175
MixA-5 POZITIF POZITIF A24 14204 DR11 4007
A23 16035 DQ9 9427
MixA-6 POZITIF POZITIF A31 1445 DR1 6317
A33 1110 DR9 6989
A45 1321 DR10 4687
MixA-7 POZITIF POZITIF A2 13053 DR1 2260
DQ6 8731
DQ5 2858
MixA-8 POZITIF NEGATIF A3 3624 = -
MixA-9 POZITIF NEGATIF B13 1454 - -
MixA-10 POZITIF NEGATIF A23 4191 = =
MixA11 POZITIF NEGATIF B7 9782 - -
MixB-1 POZITIF NEGATIF YOS - - -
MixB-2 POZITIF POZITIF YOS YOS
MixB-3 POZITIF NEGATIF YOS - = -
MixB-4 POZITIF NEGATIF YOS -
MixB-5 NEGATIF POZITIF - - YOS =
MixB-6 POZITIF POZITIF YOS - YOS -
MixB-7 POZITIF NEGATIF YOS - - -
MixB-8 POZITIF POZITIF YOS - YOS -
MixB-9 POZITIF NEGATIF YOS - - -

MixB-10 NEGATIF POZITIF = = YOS =



Tablo 4: Plaklarda kullanilan serumlarin demografik verileri ve alloimmiinizasyon bilgileri

B27-1 E 1956 ARh+ - -
B27-2 E 1956 ORh+ - -
B27-3 E 1957 ARh+ - -
B27-4 K 1952 ARh+ 2 -
B27-5 K 1984 ARh+ -
B27-6 E 1979 ARh+ - -
B27-7 E 1961 ARh+ - -
B27-8 E 1967 ABRh+ - +
B27-9 K 1952 ABRh+ 5 -
Tx-1 K 1960 ARh+ 2 +
Tx-2 K 1975 ARh+ 1 +
Tx-3 K 1970 ARh+ - +
Tx-4 K 1976 ARh+ 1 +
Tx-5 K 1986 ORh+ - +
Tx-6 K 1978 ARh+ 1 +
Tx-7 K 1989 ORh+ - +
Tx-8 K 1966 ARh+ 2 +
Tx-9 K 1997 ORh- - +
Tx-10 E 1969 ARh+ - +
Tx-11 E 1971 BRh+ - +
Geb-1 K 1991 BRh+ 1 -
Geb-2 K 1987 ARh+ 1 -
Geb-3 K 1989 ORh+ 1 -
Geb-4 K 1985 BRh+ 1 -
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Tablo 4’ e devam:

Geb-5 K 1986 ARh+ - 1 -
Geb-6 K 1978 ARh+ - 3 -
Geb-7 K 1972 ORh+ - 1 -
Geb-8 K 1989 ABRh+ - 1 -
Geb-9 K 1987 ORh+ - 1 -
Geb-10 K 1985 ABRh+ - 1 -
Geb-11 K 1985 ABRh+ - 1 -
MixA-1 E 2001 ARh+ + - -
MixA-2 E 1970 ARh+ + - -
MixA-3 K 1968 ARh+ + - -
MixA-4 E 1977 ARh+ + - +
MixA-5 E 1972 ARh+ - - +
MixA-6 K 1958 ABRh+ + 3 -
MixA-7 K 1956 ARh+ + 4 -
MixA-8 K 1952 ARh+ - 4 -
MixA-9 K 1966 ARh- + 2 -
MixA-10 K 1963 ABRh+ + 2 -
MixA-11 K 1981 ARh+ - - -
MixB-1 K 1953 ARh+ + 4 -
MixB-2 K 1977 ARh+ - 2 -
MixB-3 E 1982 ORh+ + - +
MixB-4 K 1957 ORh+ + 3 -
MixB-5 K 1953 BRh+ - 3 -
MixB-6 K 1965 ARh+ + 3 +
MixB-7 E 1964 BRh+ + - +
MixB-8 K 1970 ABRh- + 1 +
MixB-9 K 1982 ORh+ + 1 +
MixB-10 E 1960 ARh+ + - +

Plaklarin adlandirilmas: kullanilan serumdaki antikorlarin HLA antijen sinifina gore
yapildi. B27: plak anti-B27 antikoruna sahip serumlari igerir, Tx: plak bobrek nakli olmus

kisilerden alinmig serumlari igerir, Geb: Serumlar bir¢ok gebeligi olmus kisilerden alinanlar,
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Mix-A: smif I ve II antijenleri pozitif olan serumlar, YOS: serumlar en az %90 ve {izeri tim

HLA antijenleriyle reaktif antikor igerir (Tablo 5).

Tablo 5: Igerdikleri farkli anti-HLA antikorlarma gére guruplandirilan serumlarm dokiildiigii
plaklar ve antijen kaynagi olarak kullanilan farkli canli lenfosit hiicre sayilart.

Plaklar icin HLA
Kullanilan Dokusu
Hazirlanan Plak Adi1 | Plakta Kullamilan Serumlarin 6zellikleri Serum Bilinen
Sayisi Hiicre
Sayisi
B27 Anti-HLA B27 antikoru saptanmis serumlar 9 25
T Transplantasyon dykiisii bulunan serumlar 11 25
Geb Gebelik 6ykiisii bulunan serumlar 11 25
Mix-A Anti-HLA Sinif I/ 1II pozitif serumlar 11 25
Mix-B Yiiksek oranda sensitize serumlar 10 25
Toplam 52 25

Antijen Antikor reaksiyon o6zgiilliigiinii belirlemek igin anti HLA antikorlar1 igeren

serumlarin reaksiyona tabi tutuldugu hiicrelerin sinif I ve I HLA antijen dagilimlar1 Tablo

6’da verilmistir. Her bir HLA lokusu i¢in en yaygin reaksiyon veren allellerin dagilimi sekil

7, 8 ve 9’ da gosterilmistir.
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Tablo 6: HLA doku tipi tespit edilmis lenfosit hiicrelerindeki HLA sinif I ve II alleleri

HLA-B HLA-DRB1 HLA-DRB1
CH1 A*24 A*26 B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*11
CH2 A*23 A*24 B*18 B*41 DRB1*11 DRB1*07
CH3 A*24 A*24 B*18 B*35 DRB1*11 DRB1*03
CH4 A*03 A*32 B*18 B*50 DRB1*11 DRB1*07
CH5 A*11 A*24 B*52 B*58 DRB1*16 DRB1*15
CH6 A*66 A*66 B*40 B*50 DRB1*14 DRB1*13
CH7 A*30 A*69 B*08 B*55 DRB1*10 DRB1*11
CHS8 A*03 A*03 B*07 B*44 DRB1*03 DRB1*16
CH9 A*24 A*74 B*44 B*50 DRB1*11 DRB1*03
CH10 A*30 A*74 B*13 B*50 DRB1*07 DRB1*03
CH11 A*03 A*68 B*08 B*18 DRB1*03 DRB1*11
CH12 A*02 A*02 B*44 B*58 DRB1*07 DRB1*14
CH13 A*02 A*24 B*35 B*39 DRB1*16 DRB1*09
CH14 A*01 A*11 B*50 B*57 DRB1*01 DRB1*04
CH15 A*01 A*02 B*35 B*44 DRB1*04 DRB1*15
CH16 A*03 A*11 B*35 B*51 DRB1*12 DRB1*15
CH17 A*02 A*24 B*27 B*50 DRB1*16 DRB1*03
CH18 A*11 A*26 B*07 B*51 DRB1*01 DRB1*13
CH19 A*01 A*03 B*18 B*37 DRB1*11 DRB1*16
CH20 A*26 A*68 B*35 B*38 DRB1*11 DRB1*13
CH21 A*02 A*02 B*07 B*18 DRB1*11 DRB1*07
CH22 A*02 A*30 B*18 B*49 DRB1*12 DRB1*11
CH23 A*30 A*68 B*18 B*38 DRB1*13 DRB1*14
CH24 A*01 A*69 B*39 B*44 DRB1*11 DRB1*16
CH25 A*01 A*24 B*35 B*39 DRB1*13 DRB1*16
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Sekil 7: Tablo 6’ da doku antijenleri verilen lenfosit hiicrelerinin calisma grubumuzdaki
serumlarla inkiibe edilmesiyle reaksiyon olusmus HLA-A lokus allelerinin dagilimi ve
sayilari

HLA-A
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Sekil 8: Tablo 6’da doku antijenleri verilen lenfosit hiicrelerinin ¢alisma grubumuzdaki
serumlarla inkiibe edilmesiyle reaksiyon olugsmus HLA-B lokus allelerinin dagilimi ve sayilari
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Sekil 9: Tablo 6’da doku antijenleri verilen lenfosit hiicrelerinin ¢aligma grubumuzdaki
serumlarla inkiibe edilmesiyle reaksiyon olusmus HLA-DR lokus allelerinin dagilimi ve
sayilari

Hicre Ylizeyi HLA-DR Allel Sayisi

HLA-DR Antijen Cesitleri

Tablo 3’de verilen serumlarmn anti-HLA antikoru igerdigi ticari Kitler ile tespit edildi

anti HLA antikorlari, laboratuvarimizda HLA antijenleri tespit edilmis canli hiicrelerle

kompleman bagimli sitotoksisite metodu kullanarak inkiibe edildiginde hiicrelerde olusan

sitotoksisite 1 ila 8 arasinda skorlanmistir (1: sitotoksisite yok; Antijen Antikor kompleksi

olusmamis, 8: tiim hiicrelerde sitotoksisite olusmus; Antijen Antikor kompleksi tim

hiicrelerde olugsmus) (tablo 2).
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Tablo 7: B27 seri no’lu plaklarda organize edilen serumlarin CDC-PRA skorlar1

B27 SERISiNDE A25, All, A33,

TESPIT EDILEN  |B47, A24, A25, A25,

ANTIKORLAR* |B37, A23, A26, A3,B7, |A26,

B27 B27  |B27 B7 B27  |B27 B27 |B27  |B27

SERUM NO: B27-1 | B27-2 | B27-3 | B27-4 | B27-5 | B27-6 | B27-7 | B27-8 | B27-9 |Serumlar ile testlenen hiicrelerin HLA allelleri (antijenleri) | Hiicre No:

SKOR 1 1 1 I : | 2 2 2 |a*24 [a*26 [B*35 [B*51 |DRB1*11 |DRB1*11 CH1
1 1 1 1 1 1 2 1 [A*23 [A*24 [B*18 [B*41  |[DRB1*11 |[DRB1*07 CH2
1 1 1 1 1 1 1 1 [A*24 [A*24 [B*18 [B*35 [DRB1*11 |[DRB1*03 CH3
1 1 1 1 1 1 1 1 [A*03 [A*32 [B*18 [B*50  |[DRB1*11 |[DRB1*07 CH4
1 1 1 1 1 1 1 1 [A*21 [A*24 [B*s2 [B*58  |[DRB1*16 |[DRB1*15 CH5
1 1 1 EE . 1 1 |A*66 |A*66 [B*40 [B*50  [DRB1*14 |[DRB1*13 CH6
1 1 1 1 1 1 1 1 [A*30 [A*e9 [B*08 [B*55  [DRB1*10 |[DRB1*11 CH7
1 1 1 1 2 1 2 1 |A*03 [A*03 [B*07 [B*44  |DRB1*03 |DRB1*16 CH8
1 1 1 1 2 1 1 1 [A*24 [A*74 [B*a4 [B*50  [DRB1*11 |[DRB1*03 CH9
1 1 1 1 1 1 1 1 |A*30 [A*74 [B*13 [B*50  |DRB1*07 |DRB1*03 CH10
1 1 1 1 2 1 2 2 |[A*03 [A*68 [B*08 [B*18  [DRB1*03 [DRB1*11 CH11
1 1 1 2 2 1 1 1 |A*02 [A*02 [B*44 [B*58  |DRB1*07 |DRB1*14 CH12
1 1 1 1 1 1 1 1 [A*02 [A*24 [B*35 [B*39  [DRB1*16 |[DRB1*09 CH13
1 1 1 2 1 1 1 1 |A*01 [A*11 [B*S0 [B*57  |DRB1*01 |DRB1*04 CH14
1 1 1 1 1 1 2 1 [A*01 [A*02 [B*35 [B*44  [DRB1*04 |[DRB1*15 CH15
1 1 1 1 2 1 1 1 |A*03 [A*11 [B*35 [B*51  |DRB1*12 |[DRB1*15 CH16
1 1 1 1 2 1 1 1 [A*02 [A*24 [B*27 [B*50  [DRB1*16 |[DRB1*03 CH17
1 1 1 1 1 1 1 |a*11 [A*26 [B*07 [B*51  |DRB1*01 |DRB1*13 CH18
1 1 1 1 1 1 1 |a*o1 [Aa*03  [B*18 [B*37  [DRB1*11 |DRB1*16 | CH19
1 1 1 1 1 1 1 |A*26 [A*68 [B*35 |[B*38  |DRB1*11 |DRB1*13 CH20
1 1 1 1 2 2 1 2 [A*02 [A*02 [B*07 [B*18  [DRB1*11 [DRB1*07 CH21
1 1 1 1 1 1 1 1 |A*02 [A*30 [B*18 [B*49  |DRB1*12 |[DRB1*11 CH22
1 1 1 1 2 1 1 [A*30 [A*e8 [B*18 [B*38  [DRB1*13 |[DRB1*14 CH23
1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 [A*69 [B*39 [B*44  |DRB1*11 |DRB1*16 CH24
1 1 1 1 2 1 1 1 [a*01 [A*24 [B*35 [B*39  [DRB1*13 |[DRB1*16 CH25

*B27 plaklarinda kullanilan serumlarin Luminex PRA tanimlama testi yapilarak tespit edilmis ihtiva ettikleri anti-HLA antikorlar1
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Tablo 8’ de renal transplantasyon Oykiisii bulunan antikor taramasi yapilmis 11 farkli serum (Tx-1/Tx-11), HLA antijenleri bilinen canli

hiicrelerle sitotoksisite testi uygulanarak inkiibe edildi, skorlar1 tablo 8 de gdsterildi.

Tablo 8: Tx seri no’lu plaklarda organize edilen serumlarin CDC-PRA skorlar1

Tx Serisi
Sinif I + - + - + - +
Sinif Il + + + + + + +
SERUM NO: Tx-1 Tx-2 Tx-3 Tx-4 Tx-5 Tx-6 Tx-7 Tx-8 Tx-9 Tx-10 Tx-11 |[Serumlar ile testlenen hiicrelerin HLA allelleri (antijenleri) | Hiicre No:
SKOR: Ey 1 1 1 1 1 1 1 A*24  A*26 B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*11 CH1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*23  A*24 B*18 B*41 DRB1*11 DRB1*07 CH2
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*24  A*24 B*18 B*35 DRB1*11 DRB1*03 CH3
2 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*32 B*18 B*50 DRB1*11 DRB1*07 CH4
= 1 1 1 1 1 1 1 1 A*11  A*24 B*52 B*58 DRB1*16 DRB1*15 CH5
1 1 1 1 1 1 1 1 A*66  A*66 B*40 B*50 DRB1*14 DRB1*13 CH6
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*30 A*69 B*08 B*55 DRB1*10 DRB1*11 CH7
2 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*03 B*07 B*44 DRB1*03 DRB1*16 CHS
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*24  A*74  B*44 B*50 DRB1*11 DRB1*03 CH9
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*30  A*74 B*13 B*50 DRB1*07 DRB1*03 CH10
2 2 2 2 2 2 2 I A*03  A*68 B*08 B*18 DRB1*03 DRB1*11 CH11
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*02  A*02 B*44 B*58 DRB1*07 DRB1*14 CH12
1 1 1 2 2 1 1 1 1 A*02  A*24 B*35 B*39 DRB1*16 DRB1*09 CH13
2 1 1 2 1 1 1 1 1 A*01  A*11 B*50 B*57 DRB1*01 DRB1*04 CH14
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01  A*02 B*35 B*44 DRB1*04 DRB1*15 CH15
2 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*11 B*35 B*51 DRB1*12 DRB1*15 CH16
2 2 1 2 1 1 1 1 1 A*02 A*24 B*27 B*50 DRB1*16 DRB1*03 CH17
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*11  A*26 B*07 B*51 DRB1*01 DRB1*13 CH18
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01  A*03 B*18 B*37 DRB1*11 DRB1*16 CH19
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*26  A*68 B*35 B*38 DRB1*11 DRB1*13 CH20
1 1 1 1 1 1 I 1 A*02  A*02 B*07 B*18 DRB1*11 DRB1*07 CH21
1 1 1 2 1 1 1 1 1 A*02  A*30 B*18 B*49 DRB1*12 DRB1*11 CH22
2 1 1 1 1 1 1 1 1 A*30 A*68 B*18 B*38 DRB1*13 DRB1*14 CH23
2 1 1 2 1 1 1 1 1 A*01  A*69 B*39 B*44 DRB1*11 DRB1*16 CH24
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01  A*24 B*35 B*39 DRB1*13 DRB1*16 CH25
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Tablo 9’da gebelik 6ykiisii bulunan hastalarin PRA tanimlama yapilan serumlar (11 farkli serum Geb-1/Geb-11), HLA antijenleri bilinen canli

hiicrelerle sitotoksisite testi uygulanarak inkiibe edildi, skorlar1 tablo 9* da gdsterildi.

Tablo 9: Geb seri no’lu plaklarda organize edilen serumlarin CDC-PRA skorlar1

Geb Serisi
Sinif | antikorlar: All A2 B18 A2, A3 (A23 A24
DR11,
DR13,
DQ2, |pQ7,  |Das, DR7, |DR13, DR1, DQ5,

Sinif Il antikorlar DQ4 DQ8 DQ8 DQ7 DR4 DQ2 DR52 DR4 DQ8 DR15 DQ6

SERUM NO: Geb-1 | Geb-2 | Geb-3 | Geb-4 | Geb-5 | Geb-6 | Geb-7 | Geb-8 | Geb-9 | Geb-10 | Geb-11 [Serumlar ile testlenen hiicrelerin HLA allelleri (antijenleri) [ Hiicre No:

SKOR: 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 [A*24 A*26 B*35 B*51 DRB1*11 DRB1*11 CH1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 = 1 [A*23 A*24 B*18 B*41 DRB1*11 DRB1*07 CH2
1 1 i @ 1 1 1 1 1 |aA*24  A*24 B*18 B*35 DRB1*11 DRB1*03 CH3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  |A*03 A*32 B*18 B*50 DRB1*11 DRB1*07 CH4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*11 A*24 B*52 B*58 DRB1*16 DRB1*15 CH5
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*66 A*66 B*40 B*50 DRB1*14 DRB1*13 CH6
1 1 2 1 1 1 N 1 1 1 |A*30 A*69 B*08 B*55 DRB1*10 DRB1*11 CH7
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  |A*03 A*03 B*07 B*44 DRB1*03 DRB1*16 CHS
1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 |A*24 A*74 B*44 B*50 DRB1*11 DRB1*03 CH9
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*30 A*74 B*13 B*50 DRB1*07 DRB1*03 CH10
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*03 A*68 B*08 B*18 DRB1*03 DRB1*11 CH11
1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 |A*02 A*02 B*44 B*58 DRB1*07 DRB1*14 CH12
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  |A*02 A*24 B*35 B*39 DRB1*16 DRB1*09 CH13
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 A*11 B*50 B*57 DRB1*01 DRB1*04 CH14
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 A*02 B*35 B*44 DRB1*04 DRB1*15 CH15
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*03 A*11 B*35 B*51 DRB1*12 DRB1*15 CH16
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  |A*02 A*24 B*27 B*50 DRB1*16 DRB1*03 CH17
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*11 A*26 B*07 B*51 DRB1*01 DRB1*13 CH18
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 A*03 B*18 B*37 DRB1*11 DRB1*16 CH19

[ 1 1 1 1 1 1 = 1 |A*26 A*68 B*35 B*38 DRB1*1l DRB1*13 CH20

1 2 1 2 1 2 1 2 2 |a*02 A*02 B*07 B*18 DRB1*11 DRB1*07 CH21
1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 |A*02 A*30 B*18 B*49 DRB1*12 DRB1*11 CH22
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*30 A*68 B*18 B*38 DRB1*13 DRB1*14 CH23
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 A*69 B*39 B*44 DRB1*11 DRB1*16 CH24
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |A*01 A*24 B*35 B*39 DRB1*13 DRB1*16 CH25
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Tablo 10’ da sinif I ve sinif II antikor tanimlamasi yapilmis serumlar (11 farkli serum MixA-1/ MixA11), HLA antijenleri bilinen canli hiicrelerle

sitotoksisite testi uygulanarak inkiibe edildi, skorlar tablo 10’ da gosterildi.

Tablo 10: MixA seri no’lu plaklarda organize edilen serumlarin CDC-PRA skorlari

MixA Serisi
A31,A33,
sinif | antikorlar A23| A2,B7| A30,A2 B63| A24,A23 Ads| A2 A3 B13 A23 B7
DR1 DR1
,DR11, DQ5,| DR11,| ,DR9,| DRI,
Sinif Il antikorlar DR9 DR4 DQ6 DQ9 DR10 DQ6
SERUM NO: MixA-1| MixA-2 | MixA-3 MixA-6 | MixA-7 | MixA-8| MixA-9 | MixA-10 | MixA-11 [Serumlar ile testlenen hiicrelerin HLA allelleri (antijenleri) Hiicre No:
SKOR:| 1 1 1 1 1 1 1 N : A*24 A*26  B*35  B*51 DRB1*11 DRB1*11| CH1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*23  A*24  B*18  B*41 DRB1*11 DRB1*07| CH2
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*24  A*24  B*18  B*35 DRB1*11 DRB1*03] CH3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*32  B*18  B*50 DRB1*11 DRB1*07| CH4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*11  A*24  B*52  B*58 DRB1*16 DRB1*15| CHS
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*66  A*66  B*40  B*50 DRB1*14 DRB1*13|  CH6
1 1 2 1 1 1 2 1 1 A*30 A*69  B*08  B*55 DRB1*10 DRB1*11]  CH7
1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*03  B*07  B*44 DRB1*03 DRB1*16| CH8
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*24  A*74  B*a4  B*50 DRB1*11 DRB1*03] CH9
1 | 1 1 1 1 1 1 A*30  A*74  B*13  B*50 DRB1*07 DRB1*03| CH10
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03 A*68  B*08  B*18 DRB1*03 DRB1*11| CH11
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*02  A*02  B*44  B*58 DRB1*07 DRB1*14] CH12
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*02 A*24  B*35  B*39 DRB1*16 DRB1*09| CH13
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01 A*11  B*50  B*57 DRB1*01 DRB1*04| CH14
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01 A*02  B*35  B*44 DRB1*04 DRB1*15| CH15
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*03  A*11  B*35  B*51 DRB1*12 DRB1*15| CH16
1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 A*02  A*24  B*27  B*50 DRB1*16 DRB1*03| CH17
1 1 1 1 1 2 1 1 1 [ ~*11  A*26 B*07  B*51 DRB1*01 DRB1*13| CH18
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01 A*03  B*18  B*37 DRB1*11 DRB1*16] CH19
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*26  A*68  B*35  B*38 DRB1*11 DRB1*13| CH20
1 1 1 1 1 1 1 1 1 [ A2 A*02  B*07  B*18 DRB1*11 DRB1*07| CH21
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*02  A*30  B*18  B*49 DRB1*12 DRB1*11| CH22
1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 A*30 A*68  B*18  B*33 DRB1*13 DRB1*14] CH23
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01 A*69  B*39  B*44 DRB1*11 DRB1*16| CH24
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A*01  A*24  B*35  B*39 DRB1*13 DRB1*16] CH25

33



Tablo 11°de yiiksek oranda sensitize oldugu tespit edilmis serumlar (10 farkli serum MixB-1/ MixB-10), HLA antijenleri bilinen canli hiicrelerle

sitotoksisite testi uygulanarak inkiibe edildi, skorlar tablo 11° de gosterildi.

Tablo 11: MixB seri no’lu plaklarda organize edilen serumlarin CDC-PRA skorlar1

MixB Serisi
Sinif I:
Sinif Il
SERUM NO:
SKOR:

YOS POZITIF YOS YOS NEGATIF| YOS YOS YOS YOS NEGATIF
NEGATIF | POZITIF | NEGATIF| NEGATIF YOS YOS |NEGATIF| YOS NEGATIF YOS
MixB-1 | MixB-2 | MixB-3 | MixB-4 | MixB-5 MixB-10 |Serumlar ile testlenen hiicrelerin HLA allelleri (antijenld Hiicre No:
1 1 1 A*24 A*26 B*35 B*51 DRB1*11DRB1*11 CH1
1 1 1 1 A*23 A*24 B*18 B*41 DRB1*11DRB1*07 CH2
1 1 1 1 A*24 A*24 B*18 B*35 DRB1*11DRB1*03 CH3
1 1 1 1 A*03 A*32 B*18 B*50 DRB1*11DRB1*07 CH4
1 1 1 1 A*11 A*24 B*52 B*58 DRB1*1¢ DRB1*15 CH5
1 1 1 1 1 A*66 A*66 B*40 B*50 DRB1*1/DRB1*13 CH6
2 1 1 1 2 A*30 A*69 B*08 B*55 DRB1*1(DRB1*11 CH7
1 1 1 1 1 A*03 A*03 B*07 B*44 DRB1*0:zDRB1*16 CH8
1 2 1 1 1 A*24 A*74 B*44 B*50 DRB1*11DRB1*03 CH9
1 1 1 1 1 A*30 A*74 B*13 B*50 DRB1*07DRB1*03 CH10
2 1 1 1 1 A*03 A*68 B*08 B*18 DRB1*0zDRB1*11 CH11
1 1 1 1 1 A*02 A*02 B*44 B*58 DRB1*07DRB1*14 CH12
1 1 1 1 1 A*02 A*24 B*35 B*39 DRB1*1¢ DRB1*09 CH13
1 1 1 1 A*01 A*11 B*50 B*57 DRB1*01DRB1*04 CH14
1 1 1 1 A*01 A*02 B*35 B*44 DRB1*04DRB1*15 CH15
1 1 1 1 A*03 A*11 B*35 B*51 DRB1*1zDRB1*15 CH16
1 1 1 2 A*02 A*24 B*27 B*50 DRB1*1¢ DRB1*03 CH17
1 1 1 2 A*11 A*26 B*07 B*51 DRB1*01DRB1*13 CH18
1 1 1 1 A*01 A*03 B*18 B*37 DRB1*11DRB1*16 CH19
1 1 1 1 A*26 A*68 B*35 B*38 DRB1*11DRB1*13 CH20
2 2 1 2 A*02 A*02 B*07 B*18 DRB1*11DRB1*07 CH21
1 1 1 1 A*02 A*30 B*18 B*49 DRB1*1zDRB1*11 CH22
1 1 1 1 A*30 A*68 B*18 B*38 DRB1*1:DRB1*14 CH23
1 1 1 1 A*01 A*69 B*39 B*44 DRB1*11DRB1*16 CH24
1 1 1 A*01 A*24 B*35 B*39 DRB1*1:DRB1*16 CH25
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%90 tizerinde HLA sinif I (Serum no: MixA-5; MixB-4; 2; 6; 7; 8; ve 9) antijenleriyle
reaksiyon veren serumlar HLA antijenlerini allelik temelde belirleyen tek antijen boncuk
yontemiyle (Luminex SAB) analiz edildi. Serumlarin SAB sonuglari, serumlarin CDC-PRA
ile testlenen canli hiicre HLA tipleri ve her bir hiicre ile gosterdigi reaksiyonlar Tablo 12°de

gosterildi.

Tablo 12: MixA-5, MixB-4, 2, 6, 7, 8, ve 9 no’lu serumlarin Luminex-SAB sonucuna gore
spesifik antijen reaktivitesinin CDC-PRA ile gosterdigi reaksiyonlar.

MixA-5
A*23:01 9261 A*23 1 1 0
A*24:02 8470 A*24 8 5 3
A*24:03 3887 A*24
A*01:01 1923 A*01 5 1 4
MixB-4
A*02:03 18443 A*02 6 6 0

A*02:05 18037
A*02:02 16798
A*02:01 16061

A*68:02 15364 A*68 3 1 2
A*69:01 13229 A*69 2 2 0
A*24:03 12798 A*24 8 5 3
A*23:01 10068 A*24 1 0 1
B*18:01 3938 B*18 8 2 6
B*27:03 6170 B*27 1 1 0
B*27:05 12967

B*35:01 15206 B*35 7 4 3
B*35:08 15334

B*37:01 10092 B*37 1 0 1
B*38:01 10367 B*38 2 1 1
B*40:01 2079 B*40 1 0 1
B*41:01 4391 B*41 1 0 1
B*44:02 10242 B*44 6 4 2
B*44:03 12223

B*49:01 14641 B*49 1 1 0
B*50:01 13574 B*50 6 2 4
B*51:01 6967 B*51 3 3 0
B*52:01 5765 B*52 1 1 0
B*55:01 2434 B*55 1 1 0
B*57:01 15262 B*57 1 1 0
B*58:01 10074 B*58 2 2 0
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Tablo 12’ye devam

MixB-2

A*02:03
A*02:05
A*02:02
A*02:01
A*01:01
A*03:01
A*24:02
A*24:03
A*66:01
A*11:01
A*11:02
A*23:01
A*26:01
A*69:01
A*66:02
A*74:01
A*30:01
B*07:02
B*07:03
B*27:08
B*27:05
B*27:03
B*41:01
B*55:01
B*49:01
B*50:01
B*39:01
B*35:01
B*35:08
B*40:02
B*08:01
B*44:02
B*51:01
B*58:01

18363
18283
18185
17818
17796
16495
15075
14619
13213
11079
11758
11376
11093
9838

9062

8304

6626

18118
14321
17942
18088
7370

17492
16315
15726
17996
12276
9679

11262
11072
11035
9094

7294
4004

A*02

A*01
A*03
A*24

A*66
A*11
A*11
A*23
A*26
A*69
A*66
A*74
A*30
B*07
B*07
B*27
B*27
B*27
B*41
B*55
B*49
B*50
B*39
B*35
B*35
B*40
B*08
B*44
B*51
B*58

[e)]

IS

W AN NDNDWRE

N W o R R

N W N -

[e)]

IS

W A N NNDNN R

AW o R

N W N -

o

o o

o O OO0 o o r o

» O O O o o

oo oo o
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MixB-6

A*01:01
A*02:01
A*02:02
A*02:03
A*02:05
A*03:01
A*23:01
A*24:02
A*24:03
A*26:01
A*32:01
A*66:02
A*69:01
B*07:02
B*07:03
B*08:01
B*13:02
B*27:03
B*27:05
B*27:08
B*37:01
B*38:01
B*40:01
B*40:02
B*41:01
B*44:02
B*49:01
B*50:01
B*51:01
B*52:01
MixB-7
A*01:01
A*03:01
A*11:01
A*26:01
A*68:01
A*68:02
A*74:01
Tablo 12°ye devam

12285
12250
18480
18545
18253
2814
17015
15544
16877
1967
20253
1650
7356
16148
10145
7522
13160
10946
13341
19767
15359
13858
8805
4197
6344
13758
16110
2840
10179
8376

15468
16605
10960
11705
2471

8146

10224

A*01
A*02
A*02
A*02
A*02
A*03
A*23
A*24
A*24
A*26
A*32
A*66
A*69
B*07
B*07
B*08
B*13
B*27
B*27
B*27
B*37
B*38
B*40
B*40
B*41
B*44
B*49
B*50
B*51
B*52

A*01
A*03
A*11
A*26
A*68
A*68
A*74

R W o = U =N = N w NN R W O -

w w ~r o wv

w o N ON o

(NS

P WU RN R

R W b~ NN U,

O - - = o N O - - o o

o O r O kFr o

o O o &~ O
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MixB-8

MixB-9

B*08:01
B*44:02
B*44:03

A*01:01
A*03:01
A*11:01
A*11:02
A*26:01
A*30:01
A*32:01
A*66:01
A*66:02
A*68:02
A*74:01
B*07:02
B*07:03
B*08:01
B*13:02
B*18:01
B*35:01
B*35:08
B*37:01
B*38:01
B*39:01
B*40:01
B*40:02
B*41:01
B*44:02

A*01:01
A*11:01
A*11:02
A*23:01
A*24:02
A*24:03

12137
4806
6274

15634
15393
15924
17008
13394
18445
5475
10065
12237
1337
18470
17603
12688
12711
3027
11934
18207
17092
10578
2527
3138
11876
1146
11380
7544

8183
9341
4192
17772
17472
16391

B*08
B*44
B*44

A*01
A*03
A*11
A*11
A*26
A*30
A*32
A*66
A*66
A*68
A*74
B*07
B*07
B*08
B*13
B*18
B*35
B*35
B*37
B*38
B*39
B*40
B*40
B*41
B*44

A*01
A*11
A*11
A*23
A*24
A*24

N RN W

w

N o0 RN w

R W N R

N O P, W

N

N o O O

P W = O

o W N N o » W O o

o O K~ -

o
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Tablo 12’ye devam

Tablo 12’ye devam

A*26:01 8612 A*26 3 1 2
A*66:01 7405 A*66 2 0 2
B*08:01 4166 B*08 2 0 2
B*35:01 5721 B*35 7 4 3
B*35:08 6423 B*35

B*37:01 3849 B*37 1 0 1
B*57:01 8203 B*57 0

B*58:01 5686 B*58 2

Tablo 12 ‘de gosterilen serumlarin reaksiyonlart MixB-4 no’lu serum igin Sekil 10 ve 11,
MixB-2 no’lu serum igin Sekil 12 ve 13, MixB-6 no’lu serum igin Sekil 14 ve 15 ‘da

gosterildi.
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Sekil 10: MixB-4 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlari

MixB-4

=@ A\*24 A*26 em@ue A*23 A*24 em@um A*24 A*24 w=ge=A*03 A*32 em@meA*1]1 A*24
=@=A*66 A*66 ==@mmA\*30 A*69 em@me\*03 A*(3 e=@meA*24 A*7/ a=@gmm\*30 A*74
=@=*03 A*68 em@mm \*02 A*02 ==@=A*02 A*24 ==@=A*01 A*1]1l ==@==A*01 A*02

@=A*03 A*]1] e=@meA*02 A*24 e=@eeA*1]1 A*26 em@meA*0] A*03 e=@ee A*26 A*68
=@ \*02 A*02 e=@m=A*02 A*30 em@me A*30 A*68 em@meA*01 A*69 ==@=A*01 A*24

A*24:03 A*24:02

A*24:03 A*24:02 8 @
A*69:01g 2
6 A*¥32:01
A*02:03 A*02:05 A*02:02 5 .
C 24 *24:02
A*02-01 @ @/*24:03 A*24:0
A*02:03 A*02:05 A*02:02 3 @
A*02:01 2
A*68:02 ® b “9 ® A*69:01
o
@9 ®
[~}
¥
* . * .
P ° A*24:03 A*24:02
A*02:03 A*02:01 A*24:03
A*24:02 %
o A*68:02

A*02:03 A*02:05 A*02:02¢

A*02:01 %*OZ:OA 02:03 A*02:05

3 A*24:03 A*24:02

Sekil 10 ‘da MixB-4 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile
antikor taramasinin karsilastirilmast HLA-A antikorlart bakimindan gosterilmistir. Radyan
grafigin en dis halkas1t CDC-PRA tekniginde skorlamasindaki en yiiksek pozitif deger olan 8
skorunu, en i¢ halka negatif deger olan 1 skorunu temsil eder. Her biri farkli renkte olan

boncuklar serumun iizerine eklenen antijen tiplerini ifade eder. Boncuklarin radyan grafigin
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etrafindaki hizasinda belirtilen antikorlar ise serumda SAB testi ile tespit edilen antikor

tipleridir.

Sekil 11: MixB-4 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlari

MixB-4

@=@==B*35 B*5] =@ B*18 B*4] emigmmB*18 B*35 «=(g=>B*18 B*50 em@mm B*52 B*58
e=@=B*4(0 B*50 «=@m=B*08 B*55 emigme B*(07 B*44 em@gme B*44 B*50 emgmmB*13 B*50
e=@u=B*08 B*18 em@meB*44 B*58 em@me B*35 B*39 em@ee B*50 B*57 ==gg==B*35 B*44

@ B*35 B*5] e=@==B*27 B*50 ==@=B*07 B*5] e=@==B*18 B*37 e=m@==B*35 B*38
e=@=B*(07 B*18 ==@=B*18 B*49 emggmm B*18 B*38 emg@gmm B*39 B*44 ==g==B*35 B*39

B*35:01 B*35:08 B*51:01
B*35:01 B*35:08 8 @
B*44:02 B*44:03°

7
6 B*18:01 B*50:01
5
B*18:01 B*49:019 & 03*52:01 B*58:01
*1Q. 3 1]
B*18:01g
2
B*35:01 B*35:08 B*38:01 ® : QQ ™ B*55:01
I Py
=) B*44:02 B*44:03
@
B*51:01 @ @
B*27:01 B*27:05 B*50:01 ®

B*35:01 B*35:08 B*51:01%
B*35:01 B*35:08 B*44:02g

B*44:02 B*44:03 B*58:01
B*44:03%50:01 B*57:01 ®+35.01 B*35:08

5:

Sekil 11°de MixB-4 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 12: MixB-2 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlar1

MixB-2

=@ A*24 A*26 em@um \*23 A*24 em@um A*24 A*24 e=gee A*¥03 A*32 em@me A*11 A*24

e=@r=A*66 A*66 =m@mmA\*30 A*69 em@mmA*(3 A*(3 em@gmeA*24 A*74 amgem\*30 A*74

=@ \*03 A*68 em@mmA\*02 A*02 ==@=A*02 A*24 ==gr=A*01 A*11 ==g=A*01A*02

@ A*03 A*1] em@ue A*02 A*24 e=geeA*11 A*26 em@ee A*0]1 A*03 e=@ee A*26 A*68

== A*02 A*02 =@=A%02 A*30 e=@mmA*30 A*68 ==gmmA*01 A*69 ==@=A*01A*24
A*24:02 A*24:03 A*26:01

A*01:01 A*24:02 A*24:03U 3 @ &*24:02 A*24:03 A*23:01
A*01:01 A*69:0]° A*24:02 A*24:03

7
A*30:01 6 UA*O?’:Ol A*32:01
*
A*02:03 A*02:05 A*OZ:OZO 5 QA*ll:Ol A*¥11:02 A*24:02...
4
A*02:03 A*02:05 A*OZ:OZQ o 3 QA*66:02
2
A*26:01@ 1 @A*30:01 A*69:01
0
A*01:01 A*03:01 @
A*11:01 A*11:02 A*26:01@ @A%03:01
A*02:03 A*02:05 A*02:02@ @1%24:02 A*24:03 A*74:01
)
A*03:01 A*11:01 A*11:02¢ 0A*3O:01 A*74:01
A*02:03 A*02:05 A*02:02% A*03:01

A*01:01 A*11:01 A*ll:O? i %*02103 A*02:05 A*02:02...
A*02:03 A*02:05 A*02:02...

Sekil 12’de MixB-2 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile
antikor taramasinin kargilastiritlmast HLA-A antikorlar1 bakimindan gosterilmistir. MixB-2

serumu her antijen ile reaksiyon gostermistir.
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Sekil 13: MixB-2 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlar1

MixB-2

=@ B*35 B*5] em@meB*18 B*4] emi@gme B*18 B*35 e=ig=B*18 B*50 em@mmB*52 B*58
e=@=B*40 B*50 em@me B*08 B*55 em@gme B*(7 B*44 e=@gme B*44 B*50 e=@meB*13 B*50
@=@==B*08 B*18 em@mmB*44 B*58 === B*35 B*39 e=@ge=B*50 B*57 ==@g==B*35 B*44

@ B*35 B*5] em@me B*27 B*50 e=@==B*(7 B*5] em@me B*18 B*37 em@mm B*35 B*38
e=@=B*(07 B*18 e=@=B*18 B*49 em@me B*18 B*38 em@gmm B*39 B*44 «=@g=>B*35 B*39

B*35:01 B*35:08 B*51:01
B*35:01 B*35:08 B*39:O]“ 38 @ 08*41:01

B*39:01 B*44:02 B*44:03¢ . B*35:01 B*35:08
* o * .
B*38:01 6 @B*50:01
5 o
B*49:01g . @B*52:01 B*58:01
3
B*07:02 B*07:03 @ - @B*40:01 B*40:02 B*50:01
2
1
B*35:01 B*35:08 B*38:01@ @5%55:01
0
B*37:01@ @8+07:02 B*07:03 B*44:02...
B*07:02 B*07:03 B*51:01@ @B+44:02 B*44:03 B*50:01
B*27:03 B*27:05 B*27:08%® ® @5+13:02 B*50:01
B*35:01 B*35:08 B*51:01% B*08:01

B*35:01 B*35:08 B*44:07% : %*44:02 B*44:03 B*58:01
B*50:01 B*57:OP %*35:01 B*35:08 B*39:01

Sekil 13°te MixB-2 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile
antikor taramasinin karsilastirilmast HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir. MixB-2

serumu her antijen ile reaksiyon gdstermistir.
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Sekil 14:MixB-6 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlar1

MixB-6

=@ \* Q4 A*26 em@umm A*23 A*24 emum A* 24 A* 24 eoigeo A*¥3 A*32 em@um A*]11 A*24
=@r=A*66 A*66 em@gmm \*30 A*60 am@mm A*3 A*3  am@umA*4 A*T) a=ggmm A*30 A*T74
=@ A*3 A*68 em@mmA\*) A*) e A*) A*24 e=@ee A1 A*L] =@ A*1 A*2
@=A*3A*]]l e=@mA*2 A*24 =@ A*1] A*26 em@meA*] A*3 =@ A*26 A*68
== A*2 A*) e A*) A*30 em@mmA*30 AT68 em@mmA*] A*69 === A*1A*24

A*24:02 A*24:03

* o
A*01:01 A*24:02 2601 ps53.01 A%24:02

A*24:03 8@ @ A*24.03
A%24:02 A*24:03

7
@ 6
A*02:01 A*02:02 5 ¢
' ’ A*24:02 A*24:
A*02:03 4 o 0 03
A*02:01 A*02:02 3 .
A%02:03 @ Py , QA 66:02
[
L~ I
& o
@A*03:01
A*26:01@ . P @ 7*24:02 A*24:03
A*02:01 A*02:02
A*02:03 A*24:02 @ a .
A*24:03 (*]
A*03:01 ®,403.01
A*01:01 A*02:01 A*02:01 A¥62:63 A*02:02
A*OZZOZ A*02203 A*01:01 %*0203 A*zzﬁ692103
A*24:03

Sekil 14’de MixB-6 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-A antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 15: MixB-6 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlar1

MixB-6

e=@=B*35 B*5] e=@=B*18 B*4] ==@=B*18 B*35 ==@==B*18 B*50 e=@==B*52 B*58
e=@=B*40 B*50 em@mmB*8 B*55 em@mmB*7 B*4{ em@mmB*44 B*50e=@m=B*13 B*50
=@ B*3 B*18 em@meB*44 B*58 em@gmmB*35 B*39 em@ue B*50 B*57 === B*35 B*44

@ B*35 B*5] em@me B*27 B*50 e=@==B*7 B*5] em@mwB*18 B*37 em@msB*35 B*38
e=@=B*7 B*18 e=@=B*18 B*4) em@mmB*]18 B*38 emggmmB*39 B*44 ==@g==B*35 B*39

B*51:01
8@ gravnol
7
QG
5 o
B*49:01 . @B*52:01 B*58:01
B*07:02 B*07:03@ P ; @B*40:01 B*40:02 B*50:01
[~}
19 g
e o
@B8*07:02 B*07:03 B*41:01
B*07:02 B*07:03 B*51:01@ @ ® @B+*44:02 B*44:03 B*50:01
B*27:03 B*27:05 B*27:08g o e,
B*50-01 o ® B*13:02 B*50:01

B*51:01 &:+03:01

B*44:02 B*44:03 @ B*44:02 B*44:03 B*58:01
B*50:01 B*57:01

Sekil 15°de MixB-6 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilastiritlmas1 HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 16: MixB-7 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlari

MixB-7

=@ A*24 A*26 em@mm A*23 A* 24 e A* 24 A* 24 wmigem A*3 A*32 em@ume A*11 A*24
=@ A*66 A*66 em@me A*30 A*6O am@me A*3 A*3  a=@umeA*24 A*74 ax@gms A*30 A*74
=@ A*3 A*68 em@mmA\*) A*)  em@es A*Q AF24 e=@eA*1A*L] =@ A1 A*2

@=A*3A*]] em@mA*2 A*24 =@ A*1] A*26 en@ue A*] A*3  e=@emeA*26 A*68
=@=A*2 A*2  e=gEmA*) A*¥30 em@mmA*30 A*68 am@mmA*] A*¥69 ==g=A*1A*24

A*26:01
A*010L 8 @
A*01:01g .
6
5 * *
. @~ *11:01 A*11:02
3
2
A*26:01 A*68:01 A*68:02 ® #
o

A*01:01 A*03:01@

A*11:01 A*11:02 A*26:01@

A*03:01 A*11:01 A*11:02%

A*01:01%
A*01:01 A*11:01 A*11:0%*

Sekil 16’da MixB-7 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-A antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 17: MixB-7 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlari

MixB-7
=@ B*35 B*5] em@meB*18 B*4] em@gee B*18 B*35 emige=B*18 B*50 em@mm B*52 B*58
e=@==B*40 B*50 em@meB*3 B*55 em@mmB*7B*44 e=@meB*44 B*50e=gmsB*13 B*50
e=@=B*3 B*18 em@mmB*44 B*58 ==gg==B*35 B*39 e=g@gm==B*50 B*57 ==g=B*35 B*44
@ B*35 B*5] em@meB*27 B*50 ==@=B*7 B*5] em@meB*18 B*37 em@meB*35 B*38
e=@==pB*7 B*18 e=@==B*18 B*4) em@meB*18 B*38 em@gme B*39 B*44 «=gg=B*35 B*39

@ 8
* . * .
B*44:02 B*44:03g 2
6
5
4 @
3
2
v ¢
@
@
@

@
B*44:02 B*44:03% ®

Sekil 17°de MixB-6 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 18: MixB-8 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlari

MixB-8

=@ A*24 A*26 e=@mm A*23 A*24 e A* 24 A* 24 e=g== A*3 A*32 am@mm A*11 A*24
=@ A*66 A*66 am@ue A*30 A*60 em@me A*3 A*3  am@me A*24 A*T4 emgmm A*30 A*74
== \F3 A*68 am@um A2 A*2 @=A*2 A*24 em@ue A*] A*1] e A*1 A*2
@=A*3A*]] e=@mA*2 A*24 e=@eeA*]1] A*26 em@mm A*] A*3 =@ A*26 A*68
=@ A2 A*)  em@um A*2 A*30 em@ueA*30 A*68 em@mm A*]1 A*69 =g A*1 A*24

A*26:01
A*01:01, 8 @
A*01:01 » ;
6
5 (]
A*30:01 @A*11:01 A*11:02
4 W
. 3
) A*66:01 A*66:02
@ 2 e
e,
A*26:01 A*68:02@ L U
o @
e ™
’ ® @A*03:01
i
A*11:01 A*11:02@ A*74:01

A*03:01 A*11:01 A*11:02%

A*01:01® :
A*01:01 A*11:01 A*11:0%# @

Sekil 18’de MixB-8 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-A antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 19: MixB-8 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlar1

MixB-8

e=@=B*35 B*5] e=@g==B*18 B*4] === B*18 B*35 ==(g==B*18 B*50 e=mggmmB*52 B*58
e=@==B*4(0 B*50 em@meB*8 B*55 em@meB*7 B*44 em@meB*44 B*50e=@msB*13B*50
@B 3 B*18 em@meB*44 B*58 em@gmsB*35 B*39 em@gmeB*50 B*57 e=gy=B*35 B*44

@ B*35 B*5] em@gmmB*27 B*50 ==@=B*7 B*5] em@mmB*18 B*37 emgm=B*35 B*38
e=@==B*7 B*18 e=@==B*18 B*4) em@meB*18 B*38 em@me B*39 B*44 ==g==B*35 B*39

B*35:01 B*35:08 B*51:01

B*35:01 B*35:08 B*39:01, & @ B*18:01 B*41:01
B*39:01 B*44:02 B*44:03 2 B*18:01 B*35:01 B*35:08
6
5 %
B*18:01 B*49:01 @B*52:01 B*58:01
4 e
. 3
B*40:01 B*40:02 B*50:01
W 2 @
o 1
B*35:01 B*35:08 B*38:01@ @ -
o @
b @
OB*07:02 B*07:03 B*44:02
o 9 B*44:03
)
B*51:01 B*07:02 B*07:03@ B*44:02 B*44:03 B*50:01

B*50:01
B*35:01 B*35:08 B*51:01%

B*35:01 B*35:08¢ @

B*50:01 B*57:0 %*35:01 B*35:08 B*39:01

Sekil 19’da MixB-8 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.

50



Sekil 20: MixB-9 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA A antikorlari
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Sekil 21°de MixB-9 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-A antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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Sekil 21: MixB-9 no’lu serumda CDC-PRA ile saptanan anti-HLA B antikorlari
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Sekil 21°de MixB-9 no’lu serumun SAB testi ile tepit edilen antikorlar ile CDC-PRA testi ile

antikor taramasinin karsilagtirilmasi HLA-B antikorlar1 bakimindan gosterilmistir.
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TARTISMA

HLA antijen molekiiliiniin en dis bdlgelerinde konumlanan aminoasit dizileri antikor
tanima bolgesini yani epitop bolgesini olustururlar. HLA epitoplarinin anti-HLA antikorlarini
tanimastyla iliskili en temel ve en kiigiik bolgeler epletleri olusturur (57). Paul Terasaki 2003
yilinda HLA antikorlarimin allograft rejeksiyonuna neden oldugunu ve organ
transplantasyonundaki basarisizlig1 etkiledigini kanitlamistir. Daha sonra HLA antikorlarinin
epitop denen aminoasit bdlgelerini tanidigini rapor etmis, HLA uyumundaki epitop Seviyesine
dikkat ¢ekmistir. (58). HLA antijenlerindeki epitop yapisinin varligi serolojik diizeyde
Terasaki tarafindan gergeklestirilen caligmalarla ortaya konmus ve serolojik reaktivite ile
belirlenen bu bdlgeler ilerleyen teknolojiyle birlikte artik aminoasit dizileri ile

haritalandirilabilir duruma gelmistir (42).

Birka¢ farkli HLA antijeninin tek bir antikor tarafindan taninmasi HLA antijenleri
arasindaki ¢apraz reaksiyonlar olarak bilinir. Capraz reaksiyonlar, ¢apraz reaktif grup ( cross
reaktive group-CREG) antijenler arasindaki aminoasit sekanslarindaki ortak bolgelerden
kaynaklanir. iki antijen benzer epitoplara sahip olabilir veya benzer aminoasit polimorfizmine
sahip olabilir. Bir antikor, ayn1 eplete sahip allellerle farklit MFI degerleri gosterebilir. Bu
farkliligin, aminoasit konfigiirasyonundaki farkliliktan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ayni
eplete sahip allellerdeki MFI degerleri arasindaki farkliliktan dolay1 peptite bagimli HLA
antikorlari tanimi giindeme gelmektedir (59,60,61).

Resse et al. yaptiklari bir calismada, hasta ve verici arasindaki ¢apraz uyum testlerinin
negatif olmasina ragmen PRA seviyesinin pozitif olarak degerlendirildigi durumda, hasta ve
verici arasindaki uyumsuz doku allelleri i¢in epitop analizini gerceklestirmistir. Buna gore
sadece uyumsuz olan HLA antijenlerine karsi degil, hasta-dondr ¢iftinin her ikisinde de
bulunmayan antijenlere karsi da antikor gelistirildigi belirlenmistir. Epitop analizinde ise,
MEFT degeri diisiik bile olsa, dondriin antijenleri ile ayni1 epitopa sahip HLA antijenlerine karsi

da antikor iretilebilecegini bildirmislerdir (59).

Antikorlar1 olusturan B hiicresi gelisimi esnasinda VH ve VL antikor genlerinde
yeniden diizenlenme meydana gelir. Bu yeniden diizenlenen antikor genleri B hiicre
yizeyinde bulunan reseptorlerin repertuarlarinin  kendilerine 6zgii HLA epitoplarini
tanimasin1 saglar. Bu reseptorlerin ii¢ agir tic hafif zinciri vardir (CDR). CDR bolgeleri

ylizeyde bulunan epitop bdlgeleri ile temas kurar. Agir zincirin tiglincii CDR bdlgesi (CDR3)
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en fonksyonel ve degisken olan aminoasit kompozisyonuna sahiptir ve yapisal olarak en etkili

epitop bdlgelerini tanimada etkili rol oynar (62).

Anti-HLA antikorlarinin gelismesi gebelik, kan transfiizyonu ve transplantasyon
Oykiileri ile olusur. Hastada nakil dncesinde vericinin HLA antijenlerine karsi antikorlarin
varligi organ transplantasyonunda graft sagkalimi acisindan Onemlidir. Nakil Oncesinde
vericinin HLA antijenlerine kars1 HLA antikoru saptanmasi cross match testinin pozitif
olmasidir ve organ nakli yapilamaz (42,63). Nakil 6ncesinde yapilan anti-HLA antikoru tespit
yontemleri komplemana bagli olarak reaksiyon gozlemlenen CDC-PRA, akim sitometri
yontemi olan Flow-PRA veya yiizlerce HLA antijeni veya antijenleri ile kapli mikro boncugu
cok kisa siirede ¢ift lazer sisteminden gegirip degerlendiren Luminex-PRA ile yapilir (3,35).
CDC-PRA yonteminde kompleman bagimli antikorlar tespit edilebilirken Luminex-PRA
yonteminde kompleman kullanilmadigindan komplemana bagimli ve bagimsiz antikorlar
topluca tespit edilir. CDC-PRA metodu ile antikor analizi; popiilasyondaki yaygin HLA
antijenine sahip olan vericilerin periferal kanlarindan lenfositler elde edilip ve potansiyel
organ nakli alict hastalarin serumlart ile karistirilir. Vericiye spesifik antikorlar varsa uygun
antijen ile birlesmesi beklenir. Kompleman eklendiginde komplemani aktive edici antikorlarin
aktivasyonuyla membran atak kompleksi olusur ve antikor baglanan hiicrenin plazma zarinda
genis por kompleksleri olusur. Por kompleksi olugsmus hiicreler molekiiler agirligi biiyiik olan
kirmizi boyay1 porlardan igeri alir, kirmiz1 boya por kompleksi olusmamis hiicre zarindan
gecemez. Antijen-Antikor reaksiyonu olugsmamis durumda kompleman baglanamayacagindan
hiicre zarinda por kompleksleri olusmayacaktir bu durumda kirmizi boya hiicreye
giremeyecek onun yerine molekiiler agirligi diisiik hiicre zarindan gegebilen yesil boya ile
hiicre sitoplazmas1 boyanacaktir. Mikroskop altinda kirmizi ya da yesil boya oranlar
skorlanarak HLA antijenine kars1 olusmus kompleman ile baglanabilen anti-HLA antikorlar
tespit edilir. Kirmiz1 boya alan hiicreleri barindiran kuyular géz 6niinde bulundurularak total

kuyulara gore yiizdesi alinir ve paneldeki reaktif antikor diizeyi belirlenmis olur (22, 40,42).

Geligen teknolojiyle birlikte CDC-PRA yontemi ile antikor analizinin yerini boncuk
temelli solid faz teknikler ile antikor tayini almistir. CDC-PRA yonteminde kullanilan
hiicrelerin canliligim1 koruma gereksinimi analizde problemlere yol a¢maktaydi. Boncuk

temelli solid faz yontemlerle bu sorunun 6niine gegilmis oldu (42, 43, 51).
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Calismamizda gostermek istedigimiz, CDC lenfosit hiicre paneli ile kompleman bagimhi
sitotoksisite testini kullanip taramada pozitif olan PRA’larin  hiicre yiizeyindeki HLA

antijenlerinin hangi epitoplarini tanidig1 fizyolojik sartlarda gdstermektir.

Anti-HLA antikoru varligint tespit ettikten sonra ( n=52) antikor tanimlamasi
yaptigimiz (n=41) serumlar1 terasaki plaklarina yerlestirdik. Antikor tanimlamasi yapilmis
serumlardan 8 tanesi YOS serum olarak belirlendiginden bir ileri tetkik olan SAB testi ile
mevcut antikorlarinin antijenleri belirlendi. Laboratuvarimiza doku tiplendirmesi istemi ile
basvurmus goniillii verici adaylarin periferal kanlarini alarak canli hiicre elde ettik.
Lenfositlerin yilizeyinde bulunan HLA antijenlerini tespit ettigimiz her vericinin lenfositleri

plaklarda haritalanmis serumlarla muamele edildi ve reaksiyonlar gézlemlenip degerlendirildi.

B27-4 no’lu serumda, Luminex PRA ile MFI degeri 8884 olarak belirlenen B7 antikoru
oldugu bilinmektedir. Bu serum CDC-PRA ile testlendigi 25 hiicreden 3'i ile (CH1; B*35
B*51,CH6; B*40 B*50,CH18; B*07 B*51,CH20; B*35 B*58) yiiksek pozitiflikte reaksiyon
verdi. Reaksiyon gormeyi bekledigimiz ancak reaksiyon vermeyen hiicre gruplari ise CHS;
B*07 B*44, CH21 B*07 B*18 seklindedir. Reaksiyon gbzlenmesinin nedeni; serumun sahip
oldugu antikorun alt tipiyle, serumun iizerine ekledigimiz antijenin gurubunun alttipleri
farkliligindan, serumdaki antikor ve hiicredeki epitop farkliligindan veya serumdaki antikorun
komplemana bagimli bir antikor olmamasi ile agiklanabilir. Dolayisiyla kompleman bagimli
sistemi kullandigimiz CDC-PRA testinde reaksiyonu goézlemleyemeyebiliriz. Ornegin; B27-4
serumunu bdbrek alict adayi, eklenen hiicreleri de bdbrek verici adayr olarak
diisindiigiimiizde ve B*07 HLA antijenine sahip verici adaylarindan CH8 ve CH21 ile B27-4
serumuna sahip alict adaymin doku tiplerinin transplantasyon i¢in uygun oldugu durumda;
B27-4 serumunda Luminex PRA testi ile B7 antikoru varligi goriilmesine ragmen,
caligmamizdaki verilere gore bu iki verici adayinin lenfositleri ile alict adaymin serumu
arasinda bir nevi capraz uyum testi gibi islev géren CDC-PRA testinde reaksiyon
gbzlenmedigi icin bu hiicre tipine sahip verici adaylarindan transplantasyon yapilabilinir.
Ancak yine B*07 antijenine sahip CHI18 verici adayindan CDC-PRA testinde reaksiyon
varligindan dolayr bobrek transplantasyonu diisiiniilemez. Ayni durum A2, DR13,DR52
antikorlar1 oldugu bilinen Geb-7 serumunda da goriildi. A*02 HLA antijenine sahip CH21 ile
yapilan CDC-PRA testinde serum reaksiyon vermedi. Diger HLA A*02 antijenine sahip
hiicreler ile yiiksek reaksiyon verdigi goriildii (Tablo 9).

Tx-2, 3, 4, 5, 6, 9 numarali serumlarda PRA pozitifligi oldugu bilinmesine ragmen bu

serumlar higbir hiicre grubu ile reaksiyon vermedi (Tablo 8). Bu durumda PRA tarama
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metodundaki MFI degerlerinin CDC-PRA ile antikor tarama yapilacak kadar yiiksek olmadigi

distiniilebilir.

MixB-2 no’lu serumda bulunan antikorlar ¢ok ¢esitli ve yiikksek MFI degerindedir
(Tablo12). YOS olarak adlandirilan en az %90 HLA antijenleriyle reaksiyon verdigi igin

laboratuvarimizda PRA pozitif kontrol serumu olarak da kullanilabilir.

CDC- PRA yontemi canli hiicre izolasyonu temeline dayanir. Calismada kullanilan
canli hiicreler goniilliilerin periferal kanlarindan elde edildi. Simif I anti- HLA antikorlarinm
tamimlamak icin yeterli miktarda canli T hiicre, Sinif II anti-HLA antikorlarin1 tanimlamak
icin ise canli B hiicre gerekmektedir (52). Calismamizda B ve T hiicre ayrimi yapilmamis
olup total lenfosit olarak kullanildi. Periferal kandaki lenfositlerin %70-80’ini T, %10-15’ini
B hiicre olusturur (22). MixB-5 ve 11 no’lu serumlarin sadece sinif II PRA’lar1 luminex PRA
tanimlama testi ile YOS olarak tanimlandi, sinif I PRA’lar1 negatifti. Bu iki serum CDC-PRA
yontemiyle de calisildiginda kullandigimiz hiicrelerle reaksiyon gozlenmedi. Sebebi B ve T

lenfosit ayirim yapilmamasina baglandi.

Tablo 12’ de SAB yontemi ile antikor tanimlamasi yapilan serumlarin antikor tipleri ve
karsilarinda MFI degerleri belirtilmistir. Tabloda bu serumlarla testlenen hiicre tipleri her bir
antikorun tanimasi gereken antijenler ile eslestirilerek verilmis ve testlenen antijenin sayisi,
testlenen antijen ile antikorlarin verdigi pozitif reaksiyon sayisi ve reaksiyon goézlenmeyen
antijen sayilar1 detaylar1 ile verilmistir. Pozitif reaksiyon vermesi beklenen yani antijen
antikor kompleksi ger¢eklesmis oldugu yorumu yapilirken, reaksiyon goézlenmesi beklenirken
reaksiyon vermeyen durumlarda serumlarda var olan antikorlarin alt tipleri ile serumun
testlendigi ayni antijenlerin alt tipleri arasinda farklilik olabileceginden kaynaklanan antikor
baglanma bolgesi degisiklikleri antijen antikor kompleksi olusmasini engellemis olabilecegi
seklinde degerlendirilir. CDC, Flow ve luminex yontemleri ile antikor analizi esnasinda yanlis
negatif sonu¢ gézlemlenmesinin gesitli sebepleri olabilir; diigikk hassasiyette tiretilmis kitler,
serumdaki antikor seviyesinin diigiik olmasi, antijen bakimindan yetersiz temsil edilen ticari
Kitler veya hiicre panelleri, bir diger sebep olarak asir1 serum seyreltilmesidir (64,65). HLA
antijenleri polimorfik molekiillerdir bu antijenlere karsi olusturulan HLA antikorlar1 da
cesitlidir. Baz1 HLA antijenleri digerlerine gore daha antijeniktir, bu sebeple de bu antijenlere

kars1 gelisen antikorlarin daha ¢ok tanimlandigi diisiiniilmektedir (66).

Hiicre membran1 yiizeyinde yer alan HLA antijenleri molekiiler olarak biiyiik

proteinlerdir. Bu sebepten ihtiva ettigi aminoasitlere bagli olarak protein katlanmasi
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gergeklesir. Yabanci ortamda alicinin immiin sistemi bu proteinin degisik bolgelerini
tanimlayabilir. Yani bir proteine karsi birgok antikor {iiretilebilir. Biiylik bir molekiilde ayni
molekiile kars1 olusmus farkli antikorlar ve epitoplar vardir. Calismamizda alloimmiinizasyon
neticesi olusmus anti-HLA antikorlarin1 sentetik bir boncuga yerlestirilmis kiigiik HLA
fragmentleri eklenmis tek epitoplu proteinin sadece tek bir kismini igeren antijenler olarak
sunulmugtur. Olusan antikor eger kullanilan bu epitopa karsi degil proteinin farkl
yiizeyindeki epitopa karsi olusmus ise antikor tanimlanamayacaktir. Dugensoy ve ark.
yaptiklar1 bir vaka g¢alismasinda yiliksek c¢oziiniirliikte yapilan doku tiplemesiyle B*44:03
antijeni belirlenmis alici ile C*07:04 antijenine sahip oldugu bilinen vericiden organ
transplantasyonu gergeklestirilmis. B*44:03 antijenin B*44:02 antikoru ile reaksiyon
gosterdigi bilinmekteydi. C*07:04 antijeninin ise 156DA epletine sahip oldugu ve B*44:02 ve
bir grup HLA-B allelini (B*08:01, B*37:01, B*41:01, B*42:01, B*44:02) iceren alleler ile bu
epleti paylastigi bilinmekteydi. Dolayisiyla alicinin serumunda tiim bu antikorlara karsi

reaksiyon gerceklesmistir (58).

Bu durum benzer ¢alismamizdaki Luminex SAB yontemi ile igerigindeki antikorlar
belirlenmis MixA-5, MixB-2, MixB-4, MixB-6, MixB-7, MixB-8, MixB-9 serumlarinda
gozlendi. (Tablo10, Tablo 11) MixA-5 serumunda Luminex SAB yontemi ile A*24:02 ve
A*24:03 antikoru yliksek MFT ile tespit edildi. Diisiik ¢oziiniirliikte tespit edilmis HLA-A*24
antijeni igeren 8 farkli hiicre ile CDC-PRA yontemi ile testlenen bu serum 5’1 ile reaksiyon
gosterirken 3’1 ile géstermedi. Bu durumda reaksiyon gozlenmeyen diger A*24 anitjenlerinin
eplet bolgelerinin bu antikorlarla ortak olmadig: diisiiniilebilir.

Ayni sekilde Luminex SAB yontemi ile anti-HLA A*01:01 antikoru tespit edilmis
MixB-8 serumunun toplamda testlenen 5 farklt HLA A*01 antijenine kars1 1 dogru pozitif ve
4 yanlis negatif gostermesi A*01 antijenlerinin eplet bolgelerinin farklarindan kaynaklaniyor

olabilir.

Calismamizdaki sonuclardan elde ettigimiz veriler fizyolojik olarak hiicre ve hiicre
yiizeyinde tam bir protein olarak antijeni kullanmanin antikoru hangi epitopa kars1 veya ayni
proteinin gercekte higbir epitopa karsi reaksiyon vermedigi fakat olusan antikorun epitop
benzerliginden dolayr baska HLA allelleriyle reaktif oldugu gosterilmistir. Ayrica solid faz
tekniklerle testpit edilmis anti-HLA antikoru olmasinin, o antikorun antijenini barindiran
lenfositler ile yapilan komplemana bagimli testlerde de reaksiyon verecegi anlamina

gelmedigi goriilmiistiir.
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CDC yontemi ile antikor tanimlamasi i¢in giivenilir ve ekonomik test olan CDC-PRA
yonteminin halen laboratuvarlarda kullanilamamasinin nedeni yontemin gerektirdigi canli
hiicrelerin canliligin1 korumadaki sorunlar tespit edilen tiim HLA antijenlerini igeren hiicre
gruplarin1  bulmaktaki zorluklar ana sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. korumaktaki
sorunlardir. CDC-PRA yonteminin anti-HLA antikorunun HLA proteindeki epitopu
tanimasini fizyolojik sartlarda gosterilmesi antikorun antijene spesifitesi ve aviditesi i¢in altin
standart test olabilecegi, maliyetin de diger metodlara gore diisiik olmasi transplantasyona
hizmet veren doku tipleme laboratuvarlarinda yerel ya da bolgesel olarak hazirlanabilecek bir

test oldugunu gosterdik.
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OZET

ALLOIMMUNIZASYONLA OLUSAN ANTIi-HLA
ANTIKORLARININ MiKROLENFOSITOTOKSISITE
YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Bu calismada anti-HLA antikoru olusum sebeplerinden kan transfiizyonu, gebelik ve
transplantasyon oykiisiine sahip olan KBY hastalarindan alinan serum 6rneklerinin fizyolojik
sartlara yakin ortamda antikor antijen etkilesimi gozlemlenebilen mikrolenfositotoksisite
yontemi ile panel reaktif antikor taramasi yapildi. Bunun i¢in laboratuvarimiza rutin anti-HLA
antikoru taramasi icin basvuran KBY hastalarmin arasindan Luminex PRA tarama
sonuclarindaki HLA sinif I ve HLA smif II pozitifligine gore hastalar secildi. Ardindan 21
seruma smif I tanimlama, 8 seruma smif II tanimlama, 13 seruma hem sinif I hem sif II
Luminex PRA tanimlama testi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5 farkli temada terasaki
plaklart diizeninde serumlar laboratuvarimiza bagvuran doku tipi bilinen verici adaylarindan
elde edilen lenfositler serumlarin {izerine eklenerek mikrolenfositotoksisite yOntemi ile
testlendi. Sentetik boncuklarin iizerine HLA fragmentlerinin yerlestirilmesi ile antikor
tanimlamasi yapilan Luminex PRA yonteminin fizyolojik sartlarda gergek hiicre lizerindeki
HLA antijenleri ile antikor birlesmesi saglayan mikrolenfositotoksisite yontemi ile her zaman
ayn1 antikorlar1 saptamadig1 goriildii.

Anahtar sozciikler: Anti-HLA antikorlari, mikrolenfositotoksisite, PRA
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ANTI-HLA ANTIBODIES PRODUCED BY
ALLOIMMUNIZATION BY MICROLYMPHOCYTOTOXICITY METHOD

In this study, panel reactive antibodies were screened in Chronic Kidney Disease (CKD)
patient sera samples who had blood transfusion, pregnancy, and previous transplantation
history by microlymphocytotoxicity method which was performed under conditions similar to
physiological conditions. For this purpose, the samples were selected from the patients, who
applied to our laboratory for routine anti-HLA antibody screening test, according to their
Luminex PRA class I and Il positive results. 21 sera samples were identified for class | PRA,
8 samples were identified for class 1l PRA, and 13 samples were identified for both class |
and class Il PRA by Luminex PRA identification method. These sera were then added on the
wells of Terasaki plates which were designed in 5 different theme according to the
identification results. The lymphocytes obtained from donors, whose HLA tissue types were
known, were tested by adding on the sera samples on Terasaki plate for
microlymphocytotoxicity method. In conclusion, it was determined that the results obtained
from antibody identification by HLA fragments attached to synthetic beads for Luminex PRA
identification method were not always the same as the results obtained from identification
under physiological conditions.

Keywords: Anti-HLA antibodies, microlymphocytotoxicity, PRA
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