T.C.
iZMiR KATiP CELEBI UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

KADAVRA VERICILI BOBREK NAKLI ICIN
CAGIRILAN HASTALARA YAPILAN FARKLI CROSS-
MATCH TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

TOPRAK HAMDI GUNGOR
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Yrd. Doc.Dr. Mustafa SOYOZ

2017- iZMIiR



T.C.
iZMiR KATiP CELEBI UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

KADAVRA VERICILi BOBREK NAKLI ICIN
CAGIRILAN HASTALARA YAPILAN FARKLI CROSS-
MATCH TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

TOPRAK HAMDI GUNGOR
YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Yrd. Do¢c.Dr. Mustafa SOYOZ

Bu tez izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Birimi tarafindan 2015-TYL-SABE-0015 Proje numarasi ile Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

2017- iZMIiR



KABUL VE ONAY SAYFASI

Saglik Bilimleri Enstitii Midiirliigiine;

Izmir Katip Celebi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1ibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali1 Yiiksek Lisans Programi g¢ergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma,

asagidaki jiiri tarafindan Yiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 27 /03 /2017

*(Unvam, Ad1 Soyadi) (Universite) (IMZA)

UYe terrrrrrrernseennesnesessenennaes
*(Unvam, Ad1 Soyadi) (Universite) (IMZA)

UYE 2urtreeeerereenerssnesesessesesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessssssesssssessssessses
* (Unvam, Adi Soyadi) (Universite) (IMZA)

Uye : M0F........ A0 . A e ... ...
*(Unvam, Ad1 Soyadi) (Universite) (IMZA)

UV 2urerteeeerernenerseeesesnssesssessssssssssssssssssesssssssssssessssssessessssssessssasessssessnes

*(Unvam, Ad1 Soyadi) (Universite) (IMZA)
ONAY: Bu yiiksek lisans tezi, Enstitii Yonetim Kurulu’nca belirlenen

yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve kabul edilmistir.
(AMZA)

(Unvani, Ad1 Soyadi)

Enstitii Miidiirii



ONSOZ

Tez ¢alismam siiresince her tiirlii yardimini esirgemeyen, bilgi ve
tecriibeleriyle calismama 1s1k tutan ve kendimi gelistirmemde biiyiik katkis1 olan
basta degerli danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Mustafa SOYOZ’e ve degerli hocalarim
Prof. Dr. Ibrahim PIRIM ve Dog¢. Dr. Tiilay KILICASLAN AYNA’ya; tez
calismamda katkilarini esirgemeyen degerli arkadasim ismail TOTUR ve Ars. Grv.
Asli  OZKIZILCIK KOCYiGiT’e; tez uygulama ve yazim asamasindaki
desteklerinden dolay1 degerli tim Doku Tipleme Laboratuvari ekibine sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica calismam boyunca gosterdigi anlayis ve destegini daima yanimda
hissettigim esim Nihan SECGIN GUNGOR ve biricik oglum Ferman Ege
GUNGOR’e, hayatim boyunca benden destegini, sevgisini ve sabrimi esirgemeyen

aileme sonsuz sevgi ve saygilarimi sunar, tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY SAYFASI ..o [
ONSOZ.......ooieeeeiee et i
ICINDEKILER .........oooviiiieeceeeeeeeeeeee e enie ettt iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cccoooooiiiiiiecece, Vi
SEKILLER DIZINI ... viii
TABLOLAR DIZINI .......oooooiiiiiiiiicc e ix
L R ) 0 21 £ 1
2 GENEL BILGI .....oooooiiiii s 3
2.1. Kronik Bébrek Hastaligt (KBH) ......cooviiiiiiieiiiiicee e 3
2.1.2. BODIEK NAKIT ...t 4
2.2. Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex) .......... 4
2.2.1. MHC Smuf I Molekiilleri:-HLA-A,-B-ve-C-antijenleri .........ccccovvvviiinniinnnnn, 6
2.2.1.0. HLA-C ANTIJENI vttt 8
2.2.2. MHC Smuf II Molekiilleri:-HLA-DP,-DQ-ve-DR-antijenleri...........ccccevvvennee. 9
2.3. Immiin Sistem HECTEIETT .......cvevevereeceereieieeeeeceeie st es et seneeseee s s, 10
2.3.1. LENTOSIEIET ... 10
2.3. 1.1, B HUCTCIETT ..ttt 10
2.3 1.2, T HUCTELETT .ttt 11
2.3.2. Dogal Oldiiriicti Hiicreler (NK HICIEIETT) ....vvvuveceiviveriiircreieveieeeccveie e, 12
2.4. Transplantasyon VB HLA ..o 12
2.4.1. ANtI-HLA ANUKOTIATT .evviiiiiieiee e 13
2.5. Transplantasyonda ANntijen SUNUMU ..........ooiiiiinininieeeee s 15
2.5.1. DIFEKE SUNUM ..ot 15
2.5.2. INAIreKt SUNUML........cooviveveiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 16
2.6. LUumineX XMAP TeKNOIOJIS ...cvveiuveiiieiiieiie ittt 16
2.7. Transplantasyon Oncesi Immiinolojik Degerlendirme ...............cccocevevirerrinnnn. 17
2.7.1. ABO kan grubu uygunlugunun saglanmasi ...........ccceeveeviriviniieiiniiiiiesiseenes 18
2.7.2. HLA Doku Tipleme Test YONtemMICT ......coocvvriiiiiiiiiieiiiiciicccsie e 18
2.7.2.1. PCR-SSP ( Sekans Spesifik Primer) TeSti .........ccccvvvvivieiiieiiiciie e, 19
2.7.2.2. PCR-SSOP (Sekans Spesifik Oligoniikleotit) Testi........cccoeviriiiiiiniiiiinnnnns 20



2.7.2.3. SBT (Niikleik Asitlerin Dizi Analizi “Sequence Based Typing”) Testi...... 20

2.7.3. Nakil Oncesi Anti-HLA antikor Belirleme Yontemleri.........cooovvveverivrerrirennnn. 21
2.7.3.1. Komplemana Bagli Sitotoksik Cross-Match (CDC) TeSti........ccccovervinnnnen. 21
2.7.3.2.1. T FCXM o 23
2.7.3.3. Luminex Cross-Match (DSA; Donor Spesifik Antikor) Testi.......ccocvvernen. 24
2.7.3.4. PRA (Panel Reaktif Antikor) TeSteri.......ccovveviiiiiiieie e 25
2.8. Rejeksiyon Tipleri ve Mekanizmalart..........ccocovvvriiiiiicniiiciiceseee e 26
2.8.1. HIperakut reJEKSIYON ......c..coiiiiiiicieeee s 26
2.8.2. AKUL TEJEKSTYON ...t 26
2.8.3. KIONIK FEJEKSIYON .....c.viiiitiiiiiiciieee e 27
3. GEREC VE YONTEM .........cooooiviiiiiiieieceeeeee e st nes s 28
3.1, CaliSMA GIUDU ..o 28
B2 MALEIYAL ... 28
3.2.1. CDCXM Test Materyalleri ...........ccooeiiiiiiiiiiiceeee e 29
3.2.1.1. T Hiicre Pozitif Kontrol ..........cccooiiiiiiiiiiic e 29
3.2.1.2. B Hiicre Pozitif KONtrol ..........ccooiiiiiiiiiiiicee e 29
3.2.1.3. KOMPIEMAN ...t re e be e nreas 29
3.2.1.4. DIithiothreitol (DTT)..oiiieciciecee et erees 29
3.2.1.5. Fluoroquench Boya (Ethidium Bromide & Acridine Orange).............oc..... 30
3.2.1.6. immiinomanyetik Yakalama BoncukIart ............ccccooevevieriirererieresnerennnns 30
3.2.0.7. Parafin Ol ......ccooveiiiiiici e 30
3.2.1.8. Biocoll Ayirma Sollisyonu (Biochrom) ...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiice 30
Bi2.1.9. L-SHSTIN o 30
3.2.1.10. Fosfat Tamponu 1X (PBS)......cccciiiieiiiieceecie et 31
3.2.1.11. RPMI 1640, L-Glutaminli 1X (RPMI) ......ccooiiiiiiiiieeeeeeee, 31
3.2.2. FCXM Test Materyalleri..........cocooviiiiiiiiiee e, 31
3.2.2.1. POZItif KONIOL.......cviiiiiicicce e 31
3.2.2.2. Negatif KONIOL ......cooiiiiiieiie e 31
3.2.2.3. CD3B-PEICP ... 31
32,24, CD19-PE ...t 32
3.2.2.5. IgG-FITC F(AD7)2. ..ttt 32
3.2.2.6. Fikol Ayirma Sollisyonu (Biochrom)............cccocvevviiieiiiiciieiicieseee e 32



3.2.2.7. Fosfat Tamponu 1X (PBS)......cccciviiiiieieiie e 32

3.2.2.8. RPMI 1640, L-Glutaminli LX(RPMI)......cccooiiiiiiiiiiieiee e, 33
3.2.3. Luminex Cross-Match (DSA) Test Materyalleri ...........ccccocevvveveiveieeiiiennn, 33
3.2.3.1. Yakalama BoncCuKIart.........ccoocuiiiiiiiiiiiiceiec e 33
3.2.3.2. KONjugat COZEILISI....ueeviiiiiiiieiieiiesieee et 33
3.2.3.3. SAPE COZEILISI . ceiuviiuiiiiiiieiie sttt 33
3.2.3.4. Lenfosit Parcalama Tamponu ..........cccoceiieiiiiiinieiice e 34
3.2.3.5. Ornek Sulandirma Soliisyonu (Specimen Diluent)..........c.cocevevieerricvernnens 34
3.2.3.6. Lizat Kontrol Reaktifi..........ccccoeiiiiiiiiiiicce s 34
3.2.3.7. BONCUK KAITSIMI ..cuvviiiiiiiiiieiie ettt ettt 34
3.2.4. Luminex PRA Tarama Test Materyalleri..........c.ccooviiiiiinininniceee, 34
3.2.4.1. BONCUK KATTSIMI ....viiiiiiiiiiiiie ettt ettt 34
3.2.4.2. KONSANTIE KONJUOAL ..ottt 35
3.2.4.3. Y1kama TampPONU.........cueiviiiiiiieiiiiiiiiesie st 35
3.2.4.4. Pozitif KONrol SEIUMU .......cciiiiiiiiiiiiici s 35
3.2.4.5. Negatif KONtrol SErUMU...........ooiiiiiiieie et 35
3.2.5. PCR-SSOP Test Materyalleri...........cccoveiiiiieiieie et 35
3.3 IMBLOA ..o 36
3.3.1. Komplemana Bagl:i Sitotoksik Cross-Match (CDCXM) Yontemi .................. 36
3.3.2. Akim Sitometri Cross-Match (FCXM ) YONteMI ....cceevveeiiirnieieiieiiecniieeeene 38
3.3.3. Luminex Cross-Match (DSA; Donér Spesifik Antikor) Yontemi................... 39
3.3.3.1. Kalite KONrol......ccooviiiiiiiiiic e 40
3.3.3.2. SonuUGIArin ANALIZI.......ccuuiiiiiiiiiie it 41
3.3.4. Luminex PRA Tarama YONTemMI .......cccuveieiiiieiiieiiiesiie e 42
3.3.4.1. Sonuclarin ANALIZI........c.eeiiiiiiiiii i s 43
3.3.5. PCR-SSOP (Sekans Spesifik Oligoniikleotit) YOntemi.........cccccoeeverveirirnennn. 44
4. BULGULAR ...ttt te e sna e e enaesneenseeneennees 46
5. TARTISMA ..ottt st e st et e e s te e teeraesteenseaneenrens 64
6. SONUC ve ONERILER ...........c.cooviiiiieiiceeeeeeeceee e en st en s 70
L0 Y21 i LSRR 71
KAYNAKLAR ..ottt naesteenaeaneesreeeennes 73
L0 )Z.€] 0105\ 1 1570 82



KBY
KD

KIR
LMDCR
LMLCR
LMNC
LMPC
Lum-DSA
MFI
MHC
NK

0SS
PBS
PCR
PD

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Antijen sunan hiicre

: Arkaplan ayarlama faktori

: Komplemana bagimli sitotoksik ¢aprazlama testi
: Kontrol boncuklari

: Capraz reaktif grup

: Dondre 6zgii antikor

: Ditiyotreitol

: Antijen baglayic1 bolge

: Sabit Bolge

: Flow sitometrik ¢caprazlama testi

: Glomeriiler filtrasyon hiz1

: Hemodiyaliz

: Insan 16kosit antijeni

: Immiinoglobulin

: Intravenoz

: Kronik bobrek yetmezligi

: Kadavra donor

: Oldiiriicii hiicre immiinoglobulin benzeri reseptor
: Kurutulmus lenfosit kontrol lizati
: Lizat kontrol serumu

: Negatif kontrol serumu

: Pozitif kontrol serumu

: Luminex dondre spesifik antikor

: Ortalama floresans yogunlugu

: Temel doku uyumluluk kompleksi
: Dogal Oldiiriicii hiicre

: Ornek sulandirma soliisyonu

: Fosfat tamponu

: Polimeraz zincir reaksiyonu

- Periton diyaliz

Vi



PE
PRA
SDBY
Sl
Sl
SSO
SSP
TCR
Th
TX
XM

- Fikoeritrin

: Panel reaktif antikor

: Son donem bdbrek yetmezligi

: Smif  HLA antijeni/antikoru

: Sinif II HLA antijeni/antikoru
: Sekans Spesifik Oligoniikleotit
: Sekans Spesifik Primer

. T hiicre reseptorii

: Yardimer T hiicre

: Transplantasyon

: Caprazlama testi

vii



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.

Sekil 12.
Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.

SEKILLER DIiZiNi

MHC GEN BOIZEST..vviiivviiiiiiiiiiii ittt 6
MHC Smif I ve II molekiillerin sematik yapisi.......ccooccvvviveeiiieeiineniiinnnns 8
Lenfositlerin olgunlagmast.........cccoceiiiiiiiiiiiiicc e 10

Lenfositlerin siniflar1 farkli smiftan lenfositler farkli tipteki

antijenleri tanirlar ve antijenleri ortadan kaldiracak etkin hiicrelere

FarkllaSIrlar ........ccvveiiiic 12
Direkt ve indirect antijen SUNUMU .........ccocveviieiieienenc e 15
Komplemana bagli sitotoksik cross-match test prosediirii..................... 36
LUMINEX MELOAU ...ttt 42
Diizenlenmis oranlarin hesaplanmasi..........ccoccevviivieiiieeiniie e 43
Hasta ve kadavra dondr dagilimi............ceciiiiiiiiiiiciic e 46
Kadavra donér ve hasta kan grubu oranlart ..........ccocevveiiiiininiiniennnnn, 47

Nakil oykiisiine sahip hastalara yapilan ¢aprazlama ve Son PRA
Tarama test SONUCIATT .........cccviieiiiiiiie e 48
Son kan tranfiizyonu olan hastalarin dagilimi............ccocevviiiiieiiiennn, 49
Hastalar ile kadavra dondrlerinin HLA doku tiplerinin lokus
temelinde Oranlari..........ccoovviiiiiiiii 50

Kadavra dondrden nakil olmus hastalarin HLA doku tiplerinin

lokus temelinde oranlart ...........cccocueeiieiiiiiienie e 51
CDCXM ile FCXM testlerinin karsilastirilmast .........c.cocceevivienneennn. 52
CDCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testlerinin karsilastirilmasi............. 54
CDCXM ile PRA Tarama testlerinin karsilastirilmast...........cccceevvveennen. 56
Nakil olan hastalarin son kan transfiizyonu dagilimi...........ccccoeeiininnn 58
Hastalarin diyaliz tipi oranlari.........cccocoeviiiiieniie e 58

Calisma grubundaki nakil olmus hasta ile kadavra dondri

arasinda HLA doku tiplerinin lokus temelinde uyum oranlari................ 62

viii



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.
Tablo 10.
Tablo 11.

Tablo 12.

TABLOLAR DiZiNi

Kronik Bobrek Hastaliginin Evreleri .......ccocvviiiiiiiiiiiiniiiie e 3
Terasaki plak dUZeNI........cooviiiiiiiiiiiiiiiie s 38
Calismaya katilan hasta ve kadavra dondrlerinin demografik

OZEIIIKICT . ..ot 47
Gebelik oykiisii olan hastalarin oranlari..........ccccooceeiiiiiiinniiiciee, 49
CDCXM ile FCXM testlerinin karsilastirtlmast .........ccccooevveiivieiiieennnnn, 52
CDCXM ile Lum-DSA c¢aprazlama testlerinin karsilastirilmasi............. 53
FCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testlerinin karsilagtirilmast................ 55
CDCXM ile PRA Tarama testlerinin karsilagtirilmasi...........cccocoeevnenee. 56
Kadavra donoérii ve hastalarin demografik 6zellikleri.............ccccveneee. 57
Hastalarin alloimmiinizasyon bilgileri ............cocevieiiiiniiiiienieeiec e 59

Calisma grubundaki kadavra donor ile hasta doku tipleri ve
aralarindaki UYUML.........coooiiiiiie e 60
Calisma grubunu olusturan nakil olmus hastalarin caprazlama, PRA

tarama ve PRA tanimlama test Sonuclart .........ccccevvveeiiieeiiieesiiee s 63



1. GIRIS

Transplantasyon antijenleri olarak da bilinen Biiyilk Doku Uygunluk
Kompleksi (MHC) antijenlerinin alic1 ve verici arasindaki uyumu doku ve organ
nakillerinde son derece oOnemlidir. Bu bolge immiin tanimada Onemli olan
molekiilleri kodlar. insan Lokosit Antijeni (HLA) 6. kromozomun kisa Kolu {izerine
yerlesmistir (15). HLA Smuf | genleri tarafindan kodlanan HLA Smuf | antijenleri
(HLA-A, B, C) tiim hiicrelerde bulunur. HLA Sinif Il genleri tarafindan kodlanan
HLA Sinif Il antijenleri (HLA-DR, DQ, DP) ise ozellikle B lenfositleri, makrofaj,

dendritik hiicre, endotel hiicreleri ve aktive olmus T hiicrelerinde bulunur (15,16)

HLA antijenlerine kars1 olusan alloantikorlar, takilan organ (greft) reddi ve
fonksiyon kaybu ile iligkili en 6nemli antikorlardir (70). Nakil 6ncesi hastalarda, daha
onceden olusmus anti-HLA antikorlar1 bulunabilir, bunlar gebelik, kan transfiizyonu
veya onceki nakil sonucu olusabilirler. Ancak, bu onceden olusan antikorlarin
varligi, potansiyel greftin hasar gorecegi anlamina gelmez. Greftin kendisinin, anti-
HLA antikor hedeflerine spesifik HLA molekiillerini ifade etmesi gerekir. HLA
molekiillerini hedef alan bu greft reaktif antikorlara, donor spesifik alloantikorlari
(DSA) ad1 verilir. Alicidaki DSA varligi, nakil gergeklestikten sonra kisa greft yasam
stiresi ile dogrudan iliskilidir (70).

Bobrek nakli oncesi ve sonrast DSA varligini tespit etmek i¢in kullanilan
standart caprazlama teknigi olarak bilinen hiicre temelli yontem Komplemana Bagli
Sitotoksik Caprazlama (CDCXM) testidir (102). 1980’lerde kadavradan bobrek nakli
sonrasi erken greft yetmezligi riski % 35-50 idi. Bununla birlikte 1990°dan beri bu
risk dereceli olarak azalmigtir. Bu basarida, Akim Sitometrisi Caprazlama (FCXM)
gibi non-kompleman antikorlarida ortaya koyabilen daha hassas c¢aprazlama
tekniklerinin kullanimi1 6nemli bir yer tutmaktadir (84). Akim sitometrinin yiiksek
hassasiyetinden dolay1 DSA’lar CDCXM ile negatif olmasina ragmen FCXM ile
saptanabilir (69).

Luminex platformunda boncuk temelli analizler sayesinde hem dondre 6zgii

hem de panel reaktif antikorlarin (PRA) tespiti yapilabilmektedir. Luminex-DSA



caprazlama testi, dondrden elde edilen HLA Sinif | ve HLA Sinif 1l proteinlerine
(Antijen) baglanan ¢oziinmiis 1gG antikorlarini tespit eden Luminex tabanl solid faz
yontemidir (72). HLA Sinif | proteinleri ile kapli boncuklar HLA Sinif 11 proteinleri
ile kapli boncuklardan, boncuklarin kendi sahip oldugu farkli florasan yayilimindan
dolayr ayirt edilir. PRA tarama ve tanimlama testinde ise, bir antijen paneli
kullanilmakta ve serumdaki anti-HLA antikorlar1 saptanabilmektedir (103). Bu

testlerin birbirlerine gére avantajlar1 ve dezavantajlar vardir.

Bu calismada Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvari’'nda Ocak 2014 - Aralik 2016 tarihleri arasinda kadavra dondrden
bobrek nakli i¢in bagvuran hastalara yapilan ¢aprazlama test sonuglar1 ve Luminex’e
dayali Panel Reaktif Antikor (PRA) tarama test sonuglar1 karsilastirilarak, testler
arasindaki avantaj ve/veya dezavantajlarin ortaya konmasi amaglandi. Ayn1 zamanda
kadavra donorden nakil olan 25 hasta ve verici ¢iftine rutin ¢calisilan HLA-A, HLA-B
ve HLA-DR doku tiplerine ek olarak HLA-C, HLA-DQAL ve HLA-DQBI lokuslar1
da caligilarak, c¢aprazlama test sonuglarina etkisinin  degerlendirilmesi
amaclanmaktadir. Elde edilen bulgular nakil sonrasinda yasanan rejeksiyonlarin

engellenmesi yolunda yapilan ¢aligmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2 GENEL BILGIi

2.1. Kronik Bobrek Hastahig: (KBH)

Bobrekler viicut sivilarinin igeriginin kontroliinde esas role sahip, viicudun
metabolik son iirlinlerinin atilimin1 saglayan 6nemli bir organdir. Kronik bobrek
hastaligi (KBH) ; sistemik ya da bobrek hastaliklar1 sebebiyle ortaya ¢ikan, ii¢ ay ve
daha uzun siireli bobrek hasar1 sonucu veya glomertiler filtrasyon hizinin (GFR) 60
ml/dak/1.73 m*nin altina diismesi ile bobrek fonksiyonlarmm geri doniisiimsiiz
kayb1 olarak tanimlanmaktadir (1). Bobrek hasarina ait veriler idrar, kan testleri ve
goriintliileme teknikleri ile elde edilebilir.

Kronik bobrek hastaliginin en 6nemli nedenleri, diabetes mellitus, kronik
glomeriilonefrit ve hipertansiyondur. KBH nadiren de olsa geri doniistimliidiir.
Bobrek fonksiyonlarindaki azalma ilerleyicidir, KBH’ye neden olan olay ortadan
kalksa bile bobrek fonksiyonlarindaki azalma devam eder (2).

Kronik bobrek hastaligi, Amerika Ulusal Bobrek (National Kidney
Foundation- NKF) siniflamasina gore, bobrek fonksiyonlarinin derecesi baz alinarak

evrelerine ayrilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Kronik Bobrek Hastaliginin Evreleri (Kopple ve Joel (2001) (1)’den modifiye
edilmistir).

GFR(mI/dk/1.73 m2) Tammlama

1 >90 GFR normal ya da artmig. 290 Bobrek hasar bulgular
mevcut

2 60-89 Hafif azalmis GFR ile birlikte bobrek hasar1 bulgular

3 30-59 Orta derecede azalmis GFR

4 15-29 fleri derecede azalmis GFR

5 <15/veya diyaliz Son dénem bobrek yetmezligi

GFR: Glomeriil filtrasyon orant




2.1.1. Kronik Bobrek Hastahigi Tedavisi

Bobreklerin viicudun ihtiyaglarini karsilayamadigi déneme, son donem
bobrek yetmezligi (SDBY) denir. SDBY tanist konulan hastalarda tedavi secenekleri;
hemodiyaliz (HD), periton diyalizi (PD) ve bobrek naklidir (3).

2.1.2. Bobrek Nakli

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarin ¢ogunda bobrek nakli tercih
edilen bir tedavi yontemidir. Bobrek nakli gergeklesen bu hastalarda, diyaliz ile
yapilan tedavi yontemine gore yasam Kkalitesi, sosyal, fiziksel rehabilitasyon ve

fizyolojik olarak ¢ok daha iyi sonuglar saglar (4).

Bobrek nakli, diger tedavi yontemleri ile kiyaslandiginda hasta mortalitesi ve

morbiditesinin daha diisiik, ayn1 zamanda daha ucuz maliyette oldugu goriilmektedir

(5).

Bobrek nakli canli verici veya kadavradan gergeklesebilir. Nakil sonrasi greft
sag kalimi, 1 yillik canli verici ile ger¢eklesen yaklasik %70-95 iken, kadavra vericili
yapilan nakillerde bu oran %50-80°dir. 5 yillik greft sag kalimi, canli vericili ile
%60-90 iken, kadavra vericili nakillerde %40-60 civarindadir (6). Canli vericili
nakillerin, kadavra vericili nakillere kiyasla daha iy1 bir greft yasam omriine sahip
oldugu goriilmektedir. Ulkemizde kadavradan yapilan nakiller yaklasik %20-30 iken,
bat1 tilkelerinde bu oran %80 i bulmaktadir. Modern tipta, bobrek naklinin sagladigi
yiiksek kalitedeki yasam 6nemli bir ilerleme olarak kabul gérmektedir (7).

2.2. Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)

Transplantasyon antijenleri olarak da bilinen MHC (Major Histocompatibility
Complex - Biiyilk Doku Uygunluk Kompleksi) antijenlerinin alict ve verici
arasindaki uyumu doku ve organ nakillerinde son derece onemlidir. MHC 6.

kromozomun kisa kolu iizerinde sentromere yakin bdlgede olup (6p21.31) 3,5-4



Mbg’lik yer kaplar ve yaklagik 4000 kilobazlik dev bir gen kompleksine sahiptir. Bu
genler tiim insan genomunun %0,1’ini ve fonksiyonu tanimlanmis genlerin de
%0,6’simn1  kapsar (8,9,10). Bu bodlge immiin tanmimada o6nemli olan MHC
molekiillerini ya da insanlarda Insan Lokosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen
- HLA) olarak ifade edilen antijenleri kodlar (11). 1958’de Dausset, Snell ve
Rappaport ilk kez insanda 16kositlerde doku uygunluk antijenlerini gostermislerdir.
Daha sonra yapilan calismalarda bu antijenlerin sadece lokositlerde degil, doku
hiicrelerinde de bulundugu anlasilmis olup, doku nakillerinde ¢ok 6nemli rollerinin
oldugu ve basarili bir transplantasyonun gerceklesmesinde ne kadar énemli bir yere

sahip oldugu gosterilmistir (12,13).

MHC baslica ii¢ ana lokustan meydana gelir. Bunlar sentromerden telomere
dogru sirastyla, MHC Simif II, MHC Sinif Il ve MHC Sinif T lokuslaridir. MHC
Siif I’de HLA DP, DM, DQ, DR ve TAP molekiillerini kodlayan genleri kapsar.
Bunlardan HLA DP, DQ ve DR, antijen sunumundan sorumlu molekiilleri kodlar
(14) ve ozellikle B lenfositleri, makrofaj, dendritik hiicre, endotel hiicreleri ve aktive
olmus T hiicrelerinde bulunur (15,16). DM, TAPl ve 2 tarafindan kodlanan
molekiiller ise antijenin islenmesi ve sunuma hazirlik siirecinde 6nemli rollere
sahiptir (17). MHC Sinif I’de ise basta HLA A, B ve C olmak iizere HLA E, F, G, H
ve X molekiilleri kodlanir. Bu bolge tizerindeki genler ile kodlanan HLA A, B ve C
antijenleri antijen sunumundan sorumludur ve tiim hiicrelerde bulunur. Digerlerinin
gorevleri ise heniiz tam olarak bilinmemekte olup dogal dldiiriicii hiicrelerin (NK)
fonksiyonlarinda rol aldiklar diistiniilmektedir. MHC Sif III bolgesinde ise HLA
molekiilleri kodlanmaz, fakat inflamasyonda ¢ok 6nemli olan Tumor Necrosis Factor
(TNF), kompleman 2 ve 4 (C2, 4), 1s1 sok proteini-70 (HSP-70) ve lenfotoksin (LT)
kodlanir (11,14,17). MHC, organizmanin en polimorfik genlerini kapsayan bolgedir.
Bu o6zelliginden dolayr kan transfiizyonlar1 gebelik ve daha onceki nakiller bu
antijenlere karsi sensitizasyon sansimi artirmaktadir. Nakilden once bu antikorlarin

belirlenmesi, rejeksiyon riski olan nakillerin saptanmasina yardim eder.
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Sekil 1. MHC Gen Bolgesi (Cassinotti ve ark.(2009) (22)’den alinmustir).

Son yapilan calismalar ile insan MHC gen boélgesi tamamen dizilenmis olup
3.673.800 niikleotit, 224 gen ve 14.232 farkli allel igermektedir (18). MHC
genlerinin polimorfik olmalarinin yan sira bagka bir 6nemli 6zelligi de kodominant
olarak eksprese edilmeleridir. Yani normal sartlarda bir bireye anneden ve babadan
gecen genlerden sadece bir tanesi aktif olarak molekiil kodlayip, digeri ise susturulur.
MHC’de ise bu durum farklidir, hem anneden hem de babadan gegen genlerin hepsi
kodlama gergeklestirir, sonug olarak fenotipik olarak iki ebeveynden gegen genlere
ait molekiiller ayni kiside iiretilmis olup, eksprese olur (20). MHC genlerinde ¢ok
sayida farkli allel olmasmnin ve bunlarin yiliksek polimorfizm ve kodominant
ekspresyon  Ozellikleri  gOstermelerinin  temel  sebebi  iirettikleri MHC
molekiillerindeki cesitliligi artirmaktir. Bdylece bireyler immiinolojik olarak
birbirlerinden tamamen farkli hale getirilmis olup, biitlin diinyay1 kapsayacak olas1
bir dliimciil enfeksiyon epidemisi gerceklesse bile yasamaya devam edecek bazi

bireylerin olmasi garanti altina alinmigtir (19,21).

2.2.1. MHC Simf I Molekiilleri:-HLA-A,-B-ve-C-antijenleri

MHC Sinif-I bolgesi antijenleri glikoprotein yapisindadir ve viicutta bulunan
biitiin g¢ekirdekli hiicrelerin zarinda bulunurlar. Bunlar birbirine kovalent olmayan

baglarla baglh bir o (44-47 kD) ve bir f2 mikroglobulin (12 kD) zincirinden meydana



gelmektedir (23). o zinciri polimorfik &zellik gosterir. 2 mikroglobulini 15.
kromozom tarafindan diizenlenen kiiciikk bir proteindir. B2 mikroglobulini, MHC
disinda bir bolgede bulunan genler ile kodlanan sabit bir zincir olup, tim MHC I
molekiillerinde ayni 6zelliktedir. B2 mikroglobulin, alfa zincirinden ayrilir veya
konjenital olarak bulunmaz ise HLA sinif I molekiilii islevini yitirir (24). Smf I
molekiillerinin hiicre ylizeyinde yerlesebilmesi i¢in B2 mikroglobuline ihtiyaglari
vardir. B2 mikroglobulinin goérevi, MHC ile antijenin baglantisim1 gii¢lendirip

sabitlemek ve molekiiliin ti¢ boyutlu yapisinin korunmasinda gorev almaktir (25).

a zinciri 3 bolgeye ayrilir. Bunlar; Hiicre dis1 hidrofilik bolge, hiicre zarimni
gecen hidrofobik bolge ve hiicre i¢i hidrofilik bolgelerdir. Hiicre dis1 bolge, hidrofilik
olup N terminali ile sonlanir. Hiicre dis1 bdlge al, a2 ve a3 zincirleri olarak bilinen
3 kisimdan olusmaktadir. Molekiiliin N ucundaki alve a2 boliimlerinin amino asit
dizilimindeki farkliliklar molekiiliin polimorfizmini meydana getirir. Bu bolge peptit
baglanan yer olup, fonksiyonel olarak molekiiliin en 6nemli yeridir. T lenfosit tanima
stirecinde T hiicresinin CD8+ molekiiliiniin baglandigi a3 birimi ile hiicre zarini
gecen ve hiicre ici bolgeler polimorfik olmayip tim HLA Simif I tiplerinde aynidir
(26,27). MHC I molekiillerinin temel gorevi sitoplazmada yerlesim gosteren yabanct
antijenleri CD8+ sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir. Sitoplazmada yerlesen
antijenler timor antijenleri ve viriislerdir. Baslangigta, sitoplazmada antijen sunan bu
hiicreler (APC) tarafindan internalize edilip islenir ve yiizeylerinde bulunan MHC I
ve II molekiilleri vasitasiyla komsu lenf bezlerindeki naif T hiicrelerine sunulur. Bu
sunum esnasinda asil olarak antijene 6zgiin CD8+ sitotoksik T hiicre klonu ve bir
miktar da CD4+ yardimci T hiicre klonu aktive ve prolifere olmus olur. Bu olaya
capraz sunum denilmektedir. Bundan sonraki agsamada ise efektor hale gelen CD8+
sitotoksik T hiicreler, antijenin asil olarak bulundugu bdlgeye giderek ilgili antijeni
yiizeyindeki MHC I molekiilleri ile eksprese eden hiicreleri tespit eder ve iginde

bulunan antijenle birlikte 6ldiiriir (28).
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Sekil 2. MHC Siif I ve II molekiillerin sematik yapis1 (Ozbolat ve ark. (2014) (29)’dan

almmustir).

2.2.1.1. HLA-C Antijeni

1969°da Dausset, Terasaki ve Walford’un ‘‘C’’ lokusundan kodlanan ilk
antijenleri kesfettigi bilinmektedir. Baslangicta HLA-C tiplemesi i¢in kullanilan
serolojik yontemler tiim antijenler i¢in anti serum eksikligi nedeni ile terkedilmistir.
2010 yilindan sonra HLA-C lokusu molekiiler yontem ile ¢alisiimaya baslanmis,
“w”” eki kaldirilarak ‘‘C*’” geklinde kullanilmaya baslanmistir (81). Simif T HLA
genlerinden HLA-C ile o&ldiiriici Immiinoglobiilin Benzeri Reseptdr (KIR)
polimorfizminin birbiriyle olan iligskisi birgok c¢alismada saptanmistir. Kadaverik
bobrek nakli planlanan hasta ve verici ¢iftlerine birgok merkezde HLA-A, HLA-B ve
HLA-DR lokuslarmin uyumuna bakilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
HLA-C antikorlarinin bobrek nakli sonrasi greft yetmezligi ve rejeksiyon ile iliskisi
gozlemlenmis ve nakil 6ncesi HLA-C uyumunun 6nemine deginildigi goriilmektedir

(82).



2.2.2. MHC Sinif 11 Molekiilleri:-HLA-DP,-DQ-ve-DR-antijenleri

Sinif II antijenlerine, immiinite ile iligkili antijenler de denilmektedir. Sinif I1
HLA molekiilleri kisitli bir hiicresel dagilim gostermektedir. Bunlar immiin sistemle
iliskili olan hiicreler, B-lenfositleri, antijen sunan hiicreler (makrofajlar, dentritik
hiicreler, kupffer hiicreleri) ve insanlarda uyarilmis T hiicreleri iizerinde bulunurlar.
Bunun disinda normal sartlarda Simif II molekiillerini ifade etmeyen hiicreler
(istirahat halindeki T hiicreleri, endotelyal hiicreler ve tiroit hiicreleri)

uyarildiklarinda Sinif II HLA molekiillerini ifade ederler (21).

MHC II molekiilleri birbirine kovalent olmayan baglarla bagli polimorfik bir
a (32-34 kD) ve polimorfik bir B (29-32kD) zincirden meydana gelir. Bu iKi
zincirinde hiicre zar1 disinda sirasiyla al, a2 ve B1, B2 olmak iizere 2 domainleri
bulunur (30). Yapisal galismalar, hiicre membranina daha yakin olan a2 ve B2
domainlerinin karakteristik Ig katlanmasina benzer bir yap1 gosterdiklerini, bununla
beraber membranin distaline yerlesen ve polimorfik bir yap1 6zelligi gosteren al ve
B1 zincirleri snif I molekiillerde oldugu gibi antijenlere ait peptitlerin yerlesebilecegi
oyuga benzer bir yap1 meydana getirirler. Bu bolgeye yerlesenler, hiicre digindan
kaynaklanan daha biiytik peptidlerdir (31). MHC II molekiillerinin gorevi fagositozla
internalize edilen bakterileri CD4+ yardimci T hiicrelerine sunmaktir (19,21,28).
Baslangic olarak, viicuda giren bakterilerle karsilasan ve onlar fagosite eden
APC’ler antijeni isleyip ylizeylerindeki MHC II molekiilleri ile komsu lenf bezinde
bulunan naif CD4+ yardimci T hiicrelerine sunarlar. Aktive ve prolifere olan
yardimcr T hiicre klonu ise efektdr fonksiyonunu gergeklestirmek {izere antijenin
bulundugu bolgeye gider ve ayni antijeni MHC II molekiilleri aracilig1 ile ekprese
eden makrofajlar ve B hiicrelerine yardimda bulunur. Antijeni sunan hiicre makrofaj
ise CD4+ yardimc1 T hiicresiyle, antijeni fagosite etmesi konusunda daha etkin bir

hale getirir, B hiicresi ise onu antikor liretmesi yoniinde uyarir (28,32).



2.3. immiin Sistem Hiicreleri

2.3.1. Lenfositler

Lenfositler hematopoez ile kemik iliginde olusan beyaz kan hiicrelerinden biri
olup, edinsel immiinitenin 6nemli aracilarindandir (33). B lenfositleri kemik iliginde
olgunlagirken, T lenfositler olgunlagsmasini timus bezinde gerceklestirir. Lenfositler,
her bir antijene spesifik reseptorler iireten tek hiicre grubudur. Bu hiicreler,
monoklonal antikor panelleri ile saptanabilen yiizey proteinleri araciligi ile
birbirilerinden ayirt edilebilmektedirler. Bu proteinler ‘‘CD’’ (farklilasma kiimesi-
cluster of differentiation) olarak adlandirilir. Bunlar belli bir hiicre tipi veya hiicre
baskalasim evresini belirtmek i¢in kullanilirlar ve bir antikor kiimesi veya grubu

tarafindan taninirlar (34).
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Sekil 3. Lenfositlerin olgunlagmasi (Abbas ve ark. (2007) (34)’den alinmistir).

2.3.1.1. B Hiicreleri

B hiicreleri, hiimoral bagisiklig1 diizenleyen, antikor iiretebilen tek hiicre
grubudur. B hiicreleri yiizeylerinde antijenleri taniyan ve hiicre aktivasyon olaylarini

baslatan reseptorler olarak gorevli antikorlar igerirler. Naif bir B hiicresi (daha once
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antijenle karsilasmamig hiicre) antijenle ilk karsilastiginda antijenin antikora
baglanmasi hiicrenin hizli bir sekilde boliinmesine ve hafiza B hiicrelerine ve plazma
hiicresi denen efektor hiicrelere doniismesine neden olur (35). B hiicreleri en son

farklilagip plazma hiicrelerine doniiserek antikor sentezleyip salgilar (33).

2.3.1.2. T Hiicreleri

T hiicreleri hiicresel bagisikliktan sorumludur. Olgunlasma esnasinda T
hiicresi membraninda antijen baglayici bir molekiil olan T-hiicre reseptdriinii (TCR)
eksprese eder. Cogu T Ilenfositlerinin antijen reseptorleri, yalnizca protein
yapisindaki antijenlerin peptid parcalarini tanir. Bu peptidler antijen sunan

hiicrelerdeki (ASH), MHC molekiillerine bagli bulunurlar.

T hiicrelerinin iki tane iyi tanimlanmis alt grubu bulunmaktadir: Yardimer T
(Tw) ve sitotoksik T (T¢) hiicreleridir. T lenfositlerden CD4" T hiicreleri yardimer T
hiicreleri, CD8" T lenfositler ise sitotoksik T lenfositleri olarak adlandirilirlar. Bu iki
grup birbirinden hiicre yiizeylerinde CD4 veya CD8 membran glikoproteinlerinden

bir tanesinin bulunmasina gore birbirinden ayrilir (35).

Bir yardimer T hiicresi antijen-MHC smif II molekiilii kompleksini taniyip
etkilesime gectiginde hiicre aktif hale gelmis olur. Efektor hiicre haline gelerek
sitokinler salgilar. Sitokinler B hiicrelerinin, sitotoksik T hiicrelerinin, makrofajlarin

ve immiin yanitta yer alan diger bir¢ok hiicrenin aktivasyonunda dnemli role sahiptir

(35).
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Sekil 4. Lenfositlerin siniflar1 farkli siniftan lenfositler farkli tipteki antijenleri tanirlar ve
antijenleri ortadan kaldiracak etkin hiicrelere farklilasirlar (Abbas ve ark. (2007) (34)’den

almmustir).

2.3.2. Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK Hiicreleri)

Lenfositlerin bir bagka sinifi ise NK (dogal oldiiriicli, natural killer)
hiicreleridir ve dogal bagisikligin yap1 taslarindan biri olup savunmanin erken
evresini olusturur. Bu hiicreler enfekte konak hiicrelerini Oldiiriirler ancak
yiizeylerinde klonal olarak dagilim gdsteren antijen reseptorleri tasimazlar (34). NK
hiicreleri, viral enfeksiyonlarda, tiimorlerde, otoimmiin hastaliklarda, hematolojik
hastaliklarda ve transplantasyonlarda 6nemli rol oynar. Bu lenfositler, hiicre aracili
sitotoksisite ve antikor aracili hiicresel sitoksisite ile aktivasyon gosterirler. Onciil bir

immiinizasyona ihtiya¢ duymazlar (36).

2.4. Transplantasyon ve HLA

Doku uyumluluk antijenleri, genetik olarak birbirinden farkli alicilarda
immiin yanit1 indiikleme yetenegine sahip ylizey antijenleridir. Bu nedenle doku veya
hiicre reddine sebep olabilirler (37). Transplantasyonda immiin toleransin

olusabilmesi ve bu nedenle, greftin alicida reddedilmeden kalabilmesi icin alic1 ve
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vericinin MHC antijenlerinin birbirine uymast gerekir (38). HLA molekiilleri
oldukga polimorfik ve immunojeniktirler. Bu sebeple de HLA allo-antijenlerine
maruz kalan bir bireyde allo-immiin yanit indiiklenir, T lenfositlere karsi allo
reaktiflik olusur ve anti-HLA antikorlar iiretilir. Allogreftler agisindan, humoral akut
rejeksiyonu engellemek i¢in anti-HLA antikorlarinin karakterize edilmesi oldukga
onemlidir (39). Transplantasyon antijenleri olarak bilinen HLA-A, -B, -DR’nin nakil
oncesi yapilan doku uygunluk testlerinde HLA full match (tam uyumlu) olmasi igin
alic1 ve verici arasinda 6 antijeninde ayni olmasi anlamina gelirken (2A, 2B, 2DR),
mismatch (uyumsuzluk) terimi ise vericide olup alicida olmayan HLA antijenleri i¢in
kullanilir. Verici canli yani yasayan biri veya kadavra dedigimiz beyin 6liimii tanisi
konulmus kisilerden olabilir. Transplantasyonu alic1 ve verici gruplarina gore 4 grup
altinda incelenir. Otograft; kisinin bedeninin bir bdlgesinden, baska bir bolgesine
yapilan doku naklidir. Allograft (Allojenik); doku ve organ naklinin ayni tiir canlilar
arasinda gerceklesmesidir. Nakli gerceklesmis dokuda yabanci olarak goriilen
molekiillere alloantijen denir. izograft (Sinjenik); genetik olarak ayni bireyler
arasinda gerceklesir. Ksenograft (Ksenojenik); doku ve organ naklinin farkli tiirler

arasinda yapilmasidir (38).

Transplantasyonda HLA uyumu, daha uzun greft canlihigi, daha az
duyarlilagma, akut rejeksiyon riskini azaltma ve immiinsiipresif kullanimimni azaltici

etkisiyle cok onemlidir (40).

2.4.1. Anti-HLA Antikorlar

Dogal yollarla meydana gelen ABO antikorlarinin aksine HLA antikorlari,
kan transfiizyonlari, multipar gebeliklerde ve rejekte olmus greftler aracigiyla olusan
yabanci antijenlere karsi immiin yanit neticesinde olusur. Anti-HLA antikorlar1 1gG
yapisinda olup, bunlar kavsak bdlgesinin boyutu, agir zincirler arasindaki disiilfit
baglarinin yeri ve sayisina gore 4 alt gruba ayrilmaktadir. (19G1, 19G2, 1gG3, 1gG4)
(33). Antikorun sinifi, antikorun kompleks bir antijen ile arasindaki baglanma
kuvveti ve afinitesine, konagin immiin durumu ve immiin savunma esnasinda hiicre

sunumunun tipine gore farklilik gosterir (42). Bunlardan IgG1 veya IgG3 ile antijen
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birlikteligi kompleman sistemini aktive eder (54). Klasik yolda aktivasyonun
baslamas1 kompleman proteinlerinden C1 proteininin antikorun Fc kismindaki CH2
veya CH3 bolgesine baglanmasi ile baslar. Bu olay diger kompleman proteinlerini
tetikler. Sonugta kompleman aktivasyonu hangi yolda ilerlerse ilerlesin, hedef hiicre
membraninda perforin porlarina benzer porlar meydana gelir ve hiicrenin lizisi

gerceklesir (55).

IgG2 ve IgG4 gibi aktivasyonu komplemana bagli olmayan antikorlarda
Antikora Bagli Hiicre Sitotoksisitesi (Antibody - Dependent Cell Cytotoxicity —
ADCC) ile immiin reaksiyonlarda rol oynar. Sitotoksik aktiviteye sahip olan bazi
hiicreler antikorun Fc kismi i¢in membran reseptorleri eksprese ederler. Antikor
spesifik olarak hedef hiicreye baglandig1 zaman bu reseptorleri tasiyan hiicreler (NK
hiicreleri, makrofajlar, monositler, eosinofiller) antikorun Fc bolgesine bdylece de
hedef hiicreye baglanabilir. Antikora baglanma sitotoksik hiicrelerin lizozomlarinda
ve graniillerinde litik komponentlerin salinimi ile hedef hiicrenin lizisini saglar. Bu

hiicreler TNF, perforin v.b. maddeler salgilarlar (56,57).

Multipar gebeliklerde; fetus normalde anne i¢in immunojeniktir. Ciinkii
babadan gelen antijenler anne i¢in yabanci sayilir. Birinci gebelikte bu antijenlere
kars1 IgM antikorlar1 gelisirken, ikinci ve sonraki gebeliklerde IgG antikorlar1 bol
miktarda yapilir. IgG1, IgG3 ve IgG4 yapisindaki antikorlar plasentadan gecer ve

fetiisiin korunmasinda 6nemli role sahiptirler (41).

Kan transfiizyonlari; anti-HLA antikor olusumu i¢in en biiyiik risklerden
biri olup, bu antikorlar IgM ve IgG smifindadirlar. Antikor titresinin yiiksek
olabilmesi i¢in herhangi bir gebelik dykiisii yoksa ortalama 5 {inite kan transfiizyonu
sonras1 olugabilir. Transplantasyon oncesi bu antikorlar tespit edilip, gerekli

degerlendirilmeler yapilmalidir (42).

Organ nakillerinde ise; antikorlar, nakil sonrasi goriilen rejeksiyon ile
birlikte artis gosterir. Bu ylizden nakil sonrasi rejeksiyon siiphesi gdzlemlenen
hastalarda diizenli periyotlarla anti-HLA antikorlarina bakilmalidir. Nakledilen
organin olusan anti-HLA antikorlarin1 emilimi ile greft rejekte olsa bile herhangi bir

komplikasyon (ates, kanama, enfeksiyon) gelismezse organ alicidan c¢ikarilmaz.
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Transplantasyon sonrasi olusan antikorlarin ¢ogu IgG yapisinda olmasinin yaninda,

IgM yapisinda antikorlara da rastlanilmaktadir (42).

2.5. Transplantasyonda Antijen Sunumu

Lenfositler HLA antijenlerini yiiksek oranda eksprese eder ve Dondr Spesifik
Antikorlarin (DSA) belirlenmesi i¢in hedef hiicre olarak segilirler. Yabanct HLA

molekiilii Immiin Sistem Hiicrelerine iki sekilde sunulabilir. Bunlar;

2.5.1. Direkt Sunum

Islenmemis HLA molekiili ve alict HLA molekiiliiniin yapisindaki
benzerligin sonucudur. Yolcu Iokositler ve greft ile tasinan donériin Antijen Sunan
Hiicreleri (ASH), alic1 lenfoid sistemine geger. T lenfositlerinin aktivasyonuna sebep
olur. Bdylece direkt sunum yabanci HLA molekiillerine 6zgili olarak gelisir. Bu

sunum sekli akut rejeksiyonla iligkilidir (43).

Direk Antijen Sunumu indirekt Antijen Sunumu
Dondr ASH Ahci ASH

vv

- Dondr Donér Tiiretilmig = DondrHLA

Donir

Tiretilmis = ’ HLA Protein Peptit (Donbr_ = Protein
Fert P Hljif/-: Fucre Reseptons
_\\ Fragmarnu) .\_\\
Ahc: T Hicresi Ahcr T Hiicresi
Alicr T Hiicresinin Aktivasyonu Alea T Hiicresinin Aktivasyonu

Sekil 5. Direkt ve indirect antijen Sunumu (Smith ve ark. (2002) (44)’den modifiye
edilmistir).
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2.5.2. indirekt Sunum

Alict HLA molekiilleri ile baglantili olan allojenik HLA molekiillerinden
tiretilmis peptidlerin sunumudur. Bu durumda, donér HLA molekiiliiniin herhangi

bir yabanci protein antijeni oldugu distiniiliir ve dyle islem goriir. Bu sunum sekli

kronik rejeksiyon ile iligkilidir (45,46,47).

Indirekt sunum genellikle CD4+ T hiicreleri tarafindan olusturulur. Ciinkii
alloantijen endozomal vezikiiler yol araciligiyla 6nce konak ASH ’ler tarafindan elde
edilir ve simif II HLA molekiilleri tarafindan sunum sonuglanir. Bununla birlikte
fagosite edilen greft hiicrelerinin bazi antijenleri, antijen sunumunun siif [ HLA
yoluna girer. CD8+ T hiicreleri tarafindan in direkt olarak taninir. HLA benzerligi
doku kabuliinii saptamada tek faktor degildir. Doku genetik olarak farkli bireyler
arasinda transplante edildigi zaman, hatta onlarin HLA antijenleri benzese bile
transplante olan dokunun rejeksiyon olma olasiligi vardir. Bu, cesitli mindr
histokompatibilite lokusundaki farkliliklardan dolayidir (47,48). HLA antijenleri
direkt olarak Ty ve T¢ hiicrelerle tanmir. Bu olay alloreaktivite olarak isimlendirilir.
Aksine mindr histokompatibilite antijenleri sadece kendi HLA molekiilleri ile birlikte
sunuldugu zaman taninabilir. Buna ilave olarak mindr histokompatibilite
farkliliklariyla indiiklenen doku rejeksiyonlari major histokompatibilite farklilig: ile
indiiklenenden daha zayiftir. Fakat bu minér doku farkliliklarina karsi olusan

reaksiyonlar, siklikla greft rejeksiyonu ile sonuglanabilir (47,48,49).

2.6. Luminex xXMAP Teknolojisi

Flow sitometri prensibinde ¢alisan, tek bir mikroplate iizerinde 100 den fazla
analizi ayni anda (multiplex) c¢ok kiiciik hacimlerde 6rnek kullanarak yapabilen
kompleks bir sistemdir. 5,6 mikron ¢apli 100 farkli floresan boya ile boyanmis
polistren mikrokiireciklerdir. Bu kiirecikler hem tanimlamada hem de testlerde solid
faz yiizeyi olarak gorev alirlar (59). 5,6 mikron c¢apli mikrokiirecikler kirmizi ve
kizil6tesi floroforlarla boyanmistir. Farkli gruplar i¢in degisik miktarlarda iki farkh

boya kullanilmasi ile 100 farklt mikrokiirecik seti elde edilmistir. Her bir

16



mikrokiirecik kirmizi ve kizil6tesi boyalarin karisimi sayesinde olusturulmus spektral
imza diyebilecegimiz benzersiz bir yapiya sahiptir. Mikrokiirecikler bu iki boyanin
bilinen spesifik oranlari ile doldurulmustur. Bu sayede her bir mikrokiirecik xXMAP
sistemince taninabilir. Bu sayede 100 farkli set oldugu i¢in 100 farkli test bir

reaksiyon igerisinde gergeklestirilebilir (59).

Luminex okuyucu sisteminde kombine iki lazer, sivi ortam ve gercek zamanli
sinyal isleyebilen dijital islemci vardir. Bu sistem 100 farkli renk koduna sahip
mikrokiirecikleri tek tek ayirabilmektedir. Sistemin sivi ortami (fluidics) okuyucu
sistemden boncuklarin tek tek ge¢cmesini saglar ve bu sayede analiz edilebilir (PE
floresan yogunlugu). Okuyucu 532 nm yesil lazer kullanir (test lazeri). Bu boncuk
tizerinde kurgulanmis olan testte yer alan PE boyasin1 uyarmak i¢indir (streptavidin-
PE fikoeritrin). 635 nm solid state lazer (kirmizi siiflama lazer) boncugu
tanimlamak iizere boncuk igerisindeki boyalari uyarir. Okuyucunun 4 dedektorii
vardir. Testin floresans degerlerini, mikrokiireciklerin ayiriminin yapilmasini ve son

olarak tek ya da agregat haline gelmis mikrokiireciklerin belirlenmesini saglar (59).

2.7. Transplantasyon Oncesi immiinolojik Degerlendirme

Transplantasyon siirecinde karsilasilan ilk engel alici ve verici arasindaki
genetik farkliliklar olup, nakil 6ncesi alici ve verici ¢iftinin HLA doku tipleri
belirlenir. HLA antijenlerinin birbirine uyumu bdbrek nakli sonrasi meydana
gelebilecek immiinolojik olaylar1 belirler. Alict i¢in yabanci olan greft antijenleri
alicinin immiin sistemini harekete gecirerek immiin yanit1 baslatir ve grefte veya
konaga hasar verir. Doku tipinin uyumluluguyla birlikte eger alicida dnceden var
olan anti-HLA antikorlari mevcutsa, nakil sonrasi organin ¢ok hizli bir sekilde
kaybedilmesine yol acabilir. Bu sebeple nakil dncesi, Panel Reaktif Antikor (PRA)
denilen antikor tarama testi ve Donore Spesifik Antikor (DSA) tespiti i¢in testler
uygulanmaktadir. Hastada antikor varligi belirlenirse desensitizasyon tedavileri
baglanir ve tekrar antikor tarama testi yapilabilir. Dondre spesifik antikor tespit
edilirse o dondrden nakil gerceklesmez ve baska bir donér mevcutsa tekrar

caprazlama testleri uygulanabilir. Bu tip reaksiyonlarin gelismemesi veya minimize
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etmek i¢in greftin yasam siiresini uzatmak amaciyla nakil oncesi alici ve vericinin
genetik benzerliginin tespiti, yorumlanmast ve en uygun vericinin se¢imi

yapilmalidir (50). Bu amagla yapilacak immiinolojik degerlendirmeler sunlardir.

2.7.1. ABO kan grubu uygunlugunun saglanmasi

Kan transfiizyonu protokollerine goére uygunluk belirlenir. ABO
uyumsuzlugu, kalp ve bobrek greftlerinde hiperakut rejeksiyona yol agabilir. Bunun
nedeni, ABO kan grubu antijenlerinin bobrek ve kalp greftlerinde oldukg¢a fazla
eksprese edilmesidir. Zorunlu bir durumda kan grubu uyumsuz organ
transplantasyonlar1 gerceklestirilebilir. Ancak bdyle bir durumda nakil 6ncesi
plazmaferez, immiin adsorbsiyon gibi yoOntemlerle antikor titresi azaltilmali,
gerekirse splenektomi yapilmali ve IV immiinglobulin tedavisi uygulanmalidir. Nakil
sonrast donemde ise Ozellikle antikor olusumunu engelleyen immiinsiipresif tedavi
yontemi segilmelidir. Immiinsiipresif terapilerle greftin immiin rejeksiyonunun
Onlenmesi saglanmaya calisilarak, ABO bariyerine kars1 organ transplantasyonlarinin

gerceklesmesine son zamanlarda izin verildigi gortilmektedir (37).

2.7.2. HLA Doku Tipleme Test Yontemleri

Nakil oncesi dondr ile alicitnin HLA antijenlerinin tespiti biiyilk 6nem
tasimaktadir. HLA tiplendirmede bagvurulan yontemler serolojik ve molekiiler
tekniklere dayanir. Serolojik yontem (mikrolenfositotoksisite) antikor ile kaplh
plaklara bireyin lenfositlerinin eklenmesi ile yapilir veya ilerleyen teknoloji ve
bilimsel gelismelerle daha yaygin olarak kullanilan DNA dizileme seviyesinde (DNA

tipleme) yontemleri uygulanmaktadir (51).

Serolojik tiplendirme; temelde kompleman bagimli sitotoksisite testinde,
multipar gebelik Oykiisii olan kisilerden alinmig antiserum paneli kullanilarak
ayrilmig olan T (HLA smif I) ve B (HLA sinif II) hiicrelerinin yiizeyinde eksprese

edilmis olan HLA molekiillerinin tespitine dayanir. Antijen-antikor etkilesimi ile
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meydana gelen Oli hiicrelerin oranma gore degerlendirilir. Cogunlukla Sinif I
antijenlerin tespitinde kullanilir. Bu testte hiicreler canli olmasi gerekmektedir.

Testin sonucu diisiik ¢oziiniirliikte verilmektedir.

Molekiiler teknik; molekiiler yontemlerle yapilan doku tiplendirmelerin
serolojik yontemlere gore birgok avantaji goriilmektedir. Ozgiin, esnek olmalari, yeni
aleller bulundukca yeni reaktiflerin gelistirilebilmesi, istenilen duyarlikta ¢alisma
yapabilecek seceneklerin mevcut olmasi, calismalarda canli hiicre ihtiyacinin
olmayisi, bireyin hastalik ya da tedavi durumundan etkilenmemesi, serolojik ve
hiicresel yontemlere gore otomasyona daha uygun olmasi, es zamanl olarak ¢ok
sayida Ornegin ¢alisilabilmesi, HLA genlerindeki tiim ¢esitliliklerin gosterilebilmesi,
serolojik olarak tanimlanamayan alellerin taninabilmesi olarak sdylenebilir.
Calismalar icin herhangi bir c¢ekirdekli hiicreden elde edilecek DNA o6rnegi
kullanilabilir. Genellikle tercih edilen kandaki l6kositlerin kullanilmasidir (30). DNA
temelli HLA tiplemeleri esasen HLA genlerindeki hedef bdlgelerin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Molekiiler yontemlerle yapilan
HLA tipleme teknikleri, diziye 6zgii primer (SSP), diziye 6zgii oligoniikleotid primer
(SSOP) ve amplifiye edilmis iriinin dizi analizi ile yapilan (SBT) yiiksek
¢coztinirliikli testler ile yapilmaktadir (51).

2.7.2.1. PCR-SSP ( Sekans Spesifik Primer) Testi

SSP yonteminin prensibi sekansa uyumlu primerlere dayanir. Primerlerin
ozgilligli 3> wugtaki tek bazlik mismatch ile non-spesifik reaksiyonlarin
engellenmesiyle olusur. Bunun nedeni, Taq Polimeraz 3°-5" ekzoniikleaz
aktivitesinden yoksun olmasidir. Primerin uzamasi sadece kalip iplikle tamamen
uyumlu ve baglanan durumda gergeklesir (52). Kullanilan primerler, hangi allel igin
hazirlanmiglar ise DNA’nin o alleli tasiyan bolgesine baglanarak (annealing) PCR
reaksiyonunu baslatir. Primerin 6zgiin oldugu DNA segmenti mevcutsa ¢ogalma
(amplifikasyon) meydana gelir. Bunun yaninda, polimorfik bdlgelere uygun

primerlerin secilmesi de spesifik amplifikasyonu arttirir (30).
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2.7.2.2. PCR-SSOP (Sekans Spesifik Oligoniikleotit) Testi

Siklikla bir HLA lokusunun PCR ile ¢ogaltilmasiyla birlikte allellere 6zgii olan
oligontikleotidler  kullanilarak bu c¢ogalmis DNA segmenti ile 0zgiin
oligontikleotidlerin kat1 bir ortam iizerinde (6r: naylon bir membran, kuyucuklar ya
da boncuklar) baglanmasi (hibridlesmesi) saglanir (30). Sekans Spesifik
oligoniikleotitler kullanilarak gerceklestirilen PCR ile olusmus hibridizasyon iiriinleri
hem kolorimetrik (streptavidin-biotin), hem X-ray (digoxigenin-CSPD) hem de
floresansa (FITC, PE) bagh yontemlerle saptanabilir. Her lokus i¢in iki internal
floresan boyalardan kaynakli spesifik renklerle isaretli yaklasik 100 mikrosfer
bulunur. Her mikrosfer tek bir probla kaplidir ve komplementer oldugu biyotinle
isaretli amplikonla hibridize olabilir. Hibridizasyon meydana geldiginde, boncuklar
ile yakalanan isaretli amplikonlar floresans 6zellige (Streptavidin-PE) dayali olarak
Olciilebilir. SSO tiim lokusu i¢ine alacak sekilde primerler segilirken, SSP sadece bir
allel ya da allel grubuna spesifik DNA segmentlerinin ¢ogaltilabilecegi primerler
kullanilir (53).

2.7.2.3. SBT (Niikleik Asitlerin Dizi Analizi “Sequence Based Typing”) Testi

Niikleotit dizileri analiz edilerek bir bireyin tagidig: allellerin tespit edildigi
yontemdir. PCR-SSP ve SSOP yontemlerinden farkli olarak SBT ile bilinen bir alleli
aramak s6z konusu degildir. Bu nedenle dizi analizi 6ncesinde lokusa ya da allel
sekansina 6zgili primerlerin kullanildig1 bir veya birkag PCR asamasi ger¢eklesebilir.
Hedef, ¢esitliligin kaynagi olan bolgelerdir. Yontemin duyarliligt PCR
reaksiyonundan ziyade, daha sonra yapilan dizi analizinden kaynaklanmaktadir. Bu
amacla isaretlenmis niikleotidler kullanilarak yapilan sentez isleminin ardindan
elektroforez teknikleri uygulanabildigi gibi sentez sirasinda dizi analizi yapilan
sistemler de (pyrosequeincing) kullanilmaktadir. Baslangi¢ materyali (mRNA,
DNA), ¢ogaltma yontemleri, cogaltilan bolgeler, dizi analizi i¢in kullanilan kimyasal
tekniklerde degisiklikler yapilarak pek cok dizi analiz yontemi gelistirilmistir. Dizi

analizi, zahmetli ve kompleks bir islem olmasina ragmen 6zellikle hematopoetik kok
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hiicre nakli planlanmis hastalara allel bazinda denk olan vericilerin tespiti, diger
yontemlerle elde edilen karmasik sonuglarin ¢dziilmesi ig¢in her gegen giin daha
yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA dizi analizinde, gliniimiizde siklikla kullanilan
iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlar, Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma

yontemi ile Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemleridir (30).

2.7.3. Nakil Oncesi Anti-HLA antikor Belirleme Yontemleri

Hastada, vericinin HLA antijenlerine karsi olusmus antikorlarin varliginda
gerceklestirilen nakillerde hiperakut rejeksiyon, vericiye spesifik olmayan
antikorlarin varliginda da kronik rejeksiyon gelisme riski oldukg¢a fazladir. Panel
reaktif antikor (PRA) olarak da adlandirilan bu antikorlar, hasta serumunda vericinin
hiicrelerindeki HLA antijenlerine kars1 ne kadar anti-HLA antikoru bulundugunu %
PRA olarak gosteren degerdir. Son yillarda solid organ ve kok hiicre nakillerinden

once anti-HLA antikorlarinin tespitinde birgok yontem uygulanmaktadir (58).

2.7.3.1. Komplemana Bagh Sitotoksik Cross-Match (CDC) Testi

Cross-match (XM), alic1 (hasta) serumunda vericinin hiicrelerindeki HLA
(Human Leukocyte Antigen) antijenlerine Kkarsi antikor olusup olusmadigini tespit
edebilmek amaciyla yapilan testlerdir. CDC cross-match testinin temeli, donor
hiicrelerinin (genellikle periferal kan, dalak ve lenf nodundan elde edilen lenfositler)
elde edilmesi ve disaridan eklenen kompleman esliginde donor hiicrelerinin alici
serumuyla karsilastirilmasi prensibine dayanir. Hasta serumunda DSA varsa, bu
antikorlar donor lenfositleri tarafindan eksprese edilen HLA molekiillerine baglanir.
Eger DSA komplemana bagh izotipse ve yeterli miktarda (titrede) varsa, dondr

lenfositleri komplemana bagli hasara ugrar ve oliir (60).

Sitotoksisite testlerinde genellikle total lenfositten ayrilan T ve B hiicreleri
kullanilmaktadir, bu da Sinif I ve/veya Smif II alloantikorlarin varliginin tespit

edilmesine yardimci olmaktadir. Alloantikorlarin tespitindeki hassasiyeti arttirmak
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icin yapilan en kullanishi modifikasyon, antihuman globulin’in (AHG) eklenmesidir
(61). AHG eklenmis CDC’de (AHG-CDC), eksogen ikincil bir antikor (genellikle
immiinoglobulin hafif zincirine karsi), hasta serumu, donor hiicreleri ve kompleman
iceren reaksiyon kuyucuguna eklenir. Ikinci antikorun eklenmesi, daha yakinda
birden fazla antikor Fc bolgesi saglayarak kompleman fiksasyonunun maksimum

diizeyde gerceklesmesine izin verir.

CDC ya da AHG-CDC'nin avantajlarindan biri anti-HLA alloantikorlarin
cesitli izotiplerinin tespit edilebilir olmasidir (6rnegin, IgM). Donér hiicrelerinin
kullanimi, ayn1 zamanda, dondr antijjen repartuarina karsi alicinin allo-
sensitizizasyonunu sorgulamaya izin verir. Antikorun reaktivitesi antijenin {i¢
boyutlu yapisina baghdir (62). Bu yiizden, baz1 hedef HLA molekiilleri, anti-HLA
antikorlar1 tarafindan uygun tanimmmasi i¢in molekiiler konformasyon degisikligi
gerektirebilir (63). Bununla birlikte, CDC ile HLA dis1 alloantikorlarin da tespit
edilebilir olmas1 bu testin dezavantajlarindandir. Bu antikorlar, genellikle graft
fonksiyon bozuklugu ile iliskili degildir (64). HLA dis1 antikorlar ¢ogunlukla
otoantikorlar oldugundan, oto cross-match yapmak yararli olabilir (65). Bunlar
siklikla IgM’dir ve viral enfeksiyon gibi hastaliklarda ortaya ¢ikar. Sitotoksisite
testlerinde IgM’in etkisi cesitli uygulamalarla azaltilabilir (serumun dithiothreitol
(DTT), dithioerytritol (DTE) muamelesi veya 63° de 10 dk tutulmas ile).

CDC testinin sonucu pozitif ise IgG kaynakli pozitiflik genellikle geligsmis
olup, transplantasyon gerceklesmez ve hiperakut rejeksiyon oOngoriisiinde yol

gostericidir.

2.7.3.2. Flow Sitometri Cross-Match (FCXM) Testi

Flow Sitometri, hizla akan bir sivinin i¢inde hareket eden hiicrelerin birden
cok ozelligini ayn1 anda ve tek hiicre bazinda 6l¢en bir teknolojidir. Tibbin farkh
alanlarinda kullanilan Flow Sitometri, Cross-Match (XM) testleri ile transplantasyon
kararinin verilmesinde de son derece 6nemli yer tutmaktadir (66). FCXM de hedef
lenfositlere baglanan insan alloantikorlarini saptamak i¢in indirekt immiinflorasan
kullanilir. indirekt isaretlemede siispansiyon halindeki hiicrelere ilk olarak isaretsiz
antikor baglanir. Isaretsiz antikorla birlesmis bu hiicrelerin analizi i¢in ikinci bir

isaretli antikora daha ihtiya¢ vardir. Bu ikinci antikor da hiicreye baglanmis
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durumda olan birinci antikora baglanir (54). FCXM’de kullanilan ikinci antikor ¢ok
onemlidir. Tercih edilen ikinci antikor, antikorun Fc bdlgesine spesifik olmali, F

(ab’), fragmani olmali, fare ve at IgG’leri ile ¢apraz reaksiyon vermemelidir (54).

Monoklonal antikor, arastirilmasi istenen hiicre popiilasyonunu belirlemeye
yarar. Bununla birlikte ¢ogu solid organ iliskili XM’lerde CD3 T hiicrelerini tanimak
icin kullanilirken, CD19 veya CD20 B hiicrelerini tanimak igin kullanilir. fkincil
antikorun florokrom se¢imini monoklonal antikorlar i¢in kullanilan florokromlar
belirleyecektir. Genellikle ikili boyamalarda monoklonal antikorlar CD3-PE
(Phycoerythrin), CD19-PE / CD20-PE ve IgG-FITC (Fluorescein isothiocyanat)
kullanilir (66,54). Uclii boyama yapiliyorsa CD3-PerCP (Peridinin chlorophyll
protein), CD19-PE ve IgG-FITC tercih edilir. FCXM hem pozitif (+), hem de negatif

(-) kontrol serumlarin1 gerektirir.

2.7.3.21. T FCXM

Flow Sitometrinin yiiksek hassasiyetinden dolayr DSA’lar CDCXM ile
negatif olmasina ragmen FC ile saptanabilir. Bu antikorlarin konsantrasyonlari
greftin hiperakut rejeksiyonunu olusturmak icin yeterli yilikseklikte olmayabilir.
Bununla birlikte pozitif T FCXM’li hastalar ve negatif T CDCXM’li hastalar greft
kaybi agisindan yiiksek riske sahiptir (67).

2.7.3.2.2. BFCXM

Anti HLA Smmif II antikorlarinin transplantasyondaki rolii tartigmalidir.
Sitotoksisite ile Simif I antijenlerinin yoklugunda diisiik titrede DR, DQ antikorlarinin
greft sagkalimi icin zararli olmadig: ile ilgili bulgular vardir (70). Aksine yiiksek
titredeki antikorlar hiperakut rejeksiyon olusturabilir. Ayrica B FCXM pozitifligi
hem Sinif I hem de Sinif II antikorlarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. B
hiicre ylizeyinde Sinif I antijenleri T hiicre yiizeyinden daha yogun olarak eksprese
edilmektedir. Bu nedenle de ¢ok diisiik diizeydeki Sinif I antikorlarimin varligi B
FCXM pozitifligi ile tespit edilebilir (69,70,71).
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Sonugta, bir transplant aday1 i¢in; FCXM negatif CDCXM negatif ise nakil
yapilabilir. FCXM negatif CDCXM pozitif ise nakil yapilmaz. Ciinkii bu sonug
hiperakut rejeksiyon igin yiiksek riski ifade eder. Eger FCXM pozitift CDCXM
negatif ise daha Once transplantasyonu olmayan, gebelik gecirmemis, kan
transfiizyonu yapilmamis kisilere transplantasyon yapilabilir. Ancak hasta yukaridaki
sartlar1 tagiyorsa ya nakil yapilmamali ya da transplantasyon yapiliyorsa greft

rejeksiyonu igin yiiksek risk tagiyan bir hasta oldugu géz oniine alinmalidir (68).

2.7.3.3. Luminex Cross-Match (DSA; Donor Spesifik Antikor) Testi

Lum-DSA, dondrden elde edilen HLA Sinif | ve HLA Smuf Il proteinlerine
(Antijen) baglanan ¢6ziinmis IgG antikorlarini tespit eden Luminex tabanli solid faz

immunassay yontemidir (72).

Lum-DSA testinde kullanilan, yakalama boncuklari her biri dondriin HLA
proteinlerini yakalayan HLA Simif | veya HLA Simif II’ye spesifik monoklonal
antikorlar ile kovalent bagli solid faz yilizeyi olusturur. Yiizeyi kaplanan
boncuklardan dondr lizatindaki baglanmayan proteinler yikamayla uzaklastirilir.
Boylece bu boncuklar hasta serumunda, dondriin hiicrelerine karst olusmus spesifik
antikorlarin olup olmadigini tespit i¢in prob olarak kullanilabilir hale gelir. HLA
Sinif I proteinleri ile kapli boncuklar HLA Sinif II proteinleri ile kapli boncuklardan,
boncuklarin kendi sahip oldugu farkli floresan emisyondan dolay: ayirt edilir. CDC
yontemi ile olusan anti-HLA antikorunun hedef hiicresi (T ve B lenfositler)
belirlenirken, DSA yonteminde olusan antikorun sinifi saptanmaktadir. Bu durum

DSA yo6nteminin bir avantajidir (73).

Periferal kan lokositleri, trombositler, dalak, lenf nodlar1 dondr kaynak
materyali olarak kullanilabilir. Bu dondr kaynak materyallerinden izole edilen
hiicreler, lize eden deterjanla isleme sokulur ve ¢oziinmiis HLA proteinleri elde
edilir. Santrifiijleme ile hiicre fragmanlari uzaklastirillir. Elde edilen lizat hizla

depolanabilir veya kullanilir (74).
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Bir seri kontrol boncuklari farkli fluresan emisyona sahiptir. Bunlar; 1) Solid
matriks boncuklara nonspesifik IgG baglanma miktarlarini belirler 2) Her bir ¢aligma

esnasinda uygun konjugat uygulanir (75).

Kitin i¢inde PE (Fikoeritrin) ile konjuge edilmis iki farkli molekiil vardir.
Konjugatin birisi human IgG’ye baglanan PE ile isaretli anti-human IgG’dir. Digeri
biotinlenmis monoklonal antikorlara baglanan PE ile isaretli streptavidin’dir. Bunlar
yakalama boncuklarina baglanan donér HLA Smif I ve II proteinlerinin miktarin

belirler (76).

2.7.3.4. PRA (Panel Reaktif Antikor) Testleri

Kan transfiizyonlari, rejekte olmus greftler ve multipar gebeliklerden sonra
olusabilecek vericiye kars1 anti-HLA antikorlarin varligini saptayan testlerdir. Nakil
bekleyen hastalarda risk olusturabilecek bu antikorlarin tespiti diizenli periyotlarla
yapilir. Nakilden 6nce yapilan PRA testleri greftin sag kalimi1 ve ¢aprazlama testinin
pozitifligi arasinda fikir vermektedir. PRA testlerinin yapildigi Luminex PRA, Flow
Sitometrik PRA gibi ¢esitli yontemler uygulamada farklilik gosterse de prensipte
hepsi aynidir (77).

PRA Tarama Testi, nakil oncesi ve sonrasinda anti-HLA antikor taramasi i¢in
kullanilan bir yontemdir. PRA Tarama Boncuklari, HLA smf I ve 1II

glikoproteinlerine kars tiretilmis IgG antikorlarini tespit etmek i¢in tasarlanmistir.

Farkli bireylerden elde edilmis HLA smif I ve II glikoproteinleri konjuge
edilerek saflastinlmis ve mikro boncuklara tutturulmuslardir. Bu boncuklardan
olusan bir havuz ile serumdaki antikor yiizdesi belirlenmektedir. PRA tarama testi
sonucu pozitif ¢ikan hastalara antikor tipini belirlemek i¢in PRA tanimlama testi
uygulanir. PRA tanimlama testi sonucu yiiksek oranda sensitize (PRA>%85) ise bu
hastalarin sensitize olmadiklar1 antijenleri saptamak i¢in daha spesifik 6zellige sahip

Tek Antijen Boncuk (SAB) testi yapilir (78).
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2.8. Rejeksiyon Tipleri ve Mekanizmalari

Rejeksiyon, greft yetmezliginin en énemli sebebi olup, viicudun grefte karsi
immiin yanitidir. Genel olarak rejeksiyon tipleri, hiperakut, akut ve kronik olmak

tizere 3 temel sekli ile siniflandirilir (79).

2.8.1. Hiperakut rejeksiyon

Nakil oncesi var olan sitotoksik antikorlar araciligiyla gerceklesir ve bu
antikorlarin tespiti i¢in yapilan cross-match test sonuglar1 negatif olmasi halinde,
nadir karsilasilan bir olaydir. Vaskiiler anastomozlar yapildiktan hemen sonra

goriilebilecegi gibi nakilden sonraki 3 giin icerisinde de gozlenebilir (79).

2.8.2. Akut rejeksiyon

Bu rejeksiyon tipinde rol alan iki immiinopatolojik mekanizma vardir.
Bunlar; hiicre aracili immiinite ve antikor-aracili (humoral) immiinitedir. Hiicre
aracili akut rejeksiyon, erken rejeksiyonun en sik rastlanilan seklidir ve
tibilointerstisyel ve vaskiiler formlart bulunmaktadir. Tibiilointerstisyel hiicre
aracili akut rejeksiyonda birincil anomaliler interstisyumda goriiliir. Interstisyum
yaygin bir sekilde 6demli, az miktarda monosit ve plazma hiicresi ile bir¢ok
transforme gerceklesmis lenfositler araciligiyla infiltre olarak gozlemlenir. Vaskiiler
rejeksiyonda, lenfositler, monositler ve kopiik hiicreleri arteriyel endoteli hasara
ugratabilir. Endotelyal hiicreler, siskin ve c¢ogunlukla vakuolliidiir ancak arter
duvar1 nekrozu bu rejeksiyon tipine 6zgli bir 6zellik degildir. Antikor aracili akut
rejeksiyon, duvarda fibrinoid nekroz ile lenfosit, monosit ve notrofil
proliferasyonunu da kapsayan nekrotizan arteritle karakterizedir. Kapillerde

kompleman bileseni olan C4d yaygin olarak bulunur (80).
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2.8.3. Kronik rejeksiyon

Kronik allograft nefropati (KAN) terimi, kronik rejeksiyon yerine siklikla
kullanilan bir terimdir. Arterler, tiibiller, interstisyum ve glomeriillerde kronik
degisiklikler ile diger rejeksiyonlardan farkli seyreder. Kronik degisikliklerin ¢ogu
immiinolojik aracili gerceklesen ya da gergeklesmeyen kronik organ hasarmin farkli
sekillerinden ortaya cikabilir. Bunlar kronik rejeksiyon, kronik kalsindrin inhibitor

toksisitesi, nefroskleroz, kismi obstriiksiyon, reflii ve kronik enfeksiyonlardir (80).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’nda
Ocak 2014 - Aralik 2016 tarihleri arasinda kadavra dondrden bobrek nakli igin
basvuran hastalara yapilan c¢aprazlama test sonuglart ve Luminex’e dayali Panel
Reaktif Antikor (PRA) tarama test sonuglar1 degerlendirmeye alindi. 113 kadavra
dondre ¢agirilan 416 hastanin sonuclar1 c¢aligmaya dahil edildi. Nakil Oncesi
degerlendirmelerde Komplemana Bagli Sitotoksik Caprazlama (CDCXM) testi tiim
hastalara uygulanmisti. CDCXM testine ek olarak 132 hastaya Akim Sitometrisi
Caprazlama (FCXM), 280 hastanin Luminex platformunda Donér Spesifik Antikor
Caprazlama (DSA) ve 375 hastanin Panel Reaktif Antikor (PRA) tarama test
sonuglar1 yapilmist.

Kadavra donoérden nakil olan 25 hasta ve verici ¢iftine rutin ¢aligilan HLA-A,
HLA-B ve HLA-DR doku tiplerine ek olarak HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-DQB1
lokuslar1 da c¢alisildi.

Calismamuz igin Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi etik kurulundan

29 Temmuz 2015 tarih ve 8 nolu karart ile onay alindi.

3.2. Materyal

Bu ¢aligmada nakil 6ncesi yapilan ¢aprazlama testlerinden CDCXM, FCXM ve
DSA yontemlerinden en az iki tanesi ayni anda uygulandi. Calismada nakil i¢in
bagvuran hastalara Luminex metodu ile PRA taramasi yapildi. Ayrica, kadavra
donorden nakil olmus hasta ve verici ¢iftlerinden olusturdugumuz ¢alisma grubuna,
Lifecodes HLA-C eRES SSO (Immucor, Stanford, USA, LOT: 06024A), Lifecodes
HLA-DQA1/B1 SSO (Immucor, Stanford, USA, LOT: 07065B) kitleri kullanilarak,
PCR-SSOP (Sekans Spesifik Oligoniikleotit) yontemi ile HLA-C, HLA-DQA1 ve
HLA-DQB1 tiplemesi yapildi.
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3.2.1. CDCXM Test Materyalleri

3.2.1.1. T Hiicre Pozitif Kontrol

Tuim HLA-A, HLA-B ve HLA-C molekillerindeki monomorfik
determinantlara spesifik monoklonal antikor ya da kompleman bagimli durumda T

lenfositlerle sitotoksisiteye neden oldugu bilinen herhangi antikor kullanilir.

3.2.1.2. B Hiicre Pozitif Kontrol

HLA-DR molekiillerindeki monomorfik determinantlara spesifik monoklonal
antikor ya da kompleman bagimli durumda B lenfositlerle sitotoksisiteye neden

oldugu bilinen herhangi antikor kullanilir.

3.2.1.3. Kompleman

Toplanmig olan tavsan serum kompleman1 degisme egilimindedir.
Aktivasyon kaybimi minimize etmek icin, stok sisesi (firmadan gelen) hizlica 37 °C
su banyosunda hafifce dondiiriilerek ¢ozdiiriilmeli ve ¢dziiniir ¢6ziinmez banyodan

¢ikarilmalidir.

3.2.1.4. Dithiothreitol (DTT)

0,3086 g DDT’ye 10 mL 1X PBS eklenir ve pH 7-8’e ayarlanir. Siiziiliir ve
200 pL’lik alikotlara ayrilir, -80 °C’de saklanir. 4 ay stabil kalabilir. Toz DTT
desikatorde -20 °C’de saklanabilir.
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3.2.1.5. Fluoroquench Boya (Ethidium Bromide & Acridine Orange)

Ticari olarak firmadan alinmaktadir (One Lambda, Inc.) Igeriginde acridine
orange, EDTA, Sodium Azide, Ethidium bromide, bulunmaktadir. Karanlikta ve 2-
8°C’de saklanmalidir.

3.2.1.6. Immiinomanyetik Yakalama Boncuklar

Ticari olarak firmadan alinmaktadir (FluoroBeads T ve B, One Lambda, Inc.).

T ve B hiicrelerinin ayrilmasi i¢in kullanilan yakalama boncuklaridir.

3.2.1.7. Parafin Qil

Terasaki plagindaki kuyucuklarin igerisinde gerceklesecek olan CDC
reaksiyonunun iizerini kaplayarak hem reaktiflerin buharlasmasini engeller hem de

reaktiflerin kuyucugun dibine itilmesini saglayarak uygun ortami olusturur.

3.2.1.8. Biocoll Ayirma Soliisyonu (Biochrom)

50 mL’lik falconlara alikotlanarak 2-8°C’de stoklanabilir. Lenfosit

izolasyonunda kullanilir.

3.2.1.9. L-Sistin

Ticari olarak firmadan alinmaktadir. Alikotlanarak -20 °C’de stoklanir.
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3.2.1.10. Fosfat Tamponu 1X (PBS)

50 mL 10X’lik (kalsiyum ve magnezyum icermeyen) PBS’e 450 mL dH,0
eklenir. pH 7,4’e ayarlanir. 2-6°C’de 6 aya kadar saklanabilir.

3.2.1.11. RPMI 1640, L-Glutaminli 1X (RPMI)

Kalsiyum ve Magnezyum igerir. 2-6°C’de saklanir. Stabilite iiretici tarafindan
belirtilir. Renkteki herhangi bir degisiklik ve bulaniklik olusumu besiyeri ortaminin

kontamine oldugunu gosterir.

3.2.2. FCXM Test Materyalleri

3.2.2.1. Pozitif Kontrol

Smif I ve II HLA antikorundan yiiksek oranda sensitize (PRA >80) hasta

grubundan bir serum havuzu olusturularak elde edilir.

3.2.2.2. Negatif Kontrol

Herhangi bir sensitizasyonu bulunmayan HLA Smif I ve II antikorlarindan

tamamen negatif bulunmus bireyin serumu kullanilir.

3.2.2.3. CD3-PercP

Bu monoklonal antikorlar T hiicrelerinin yiizeyindeki CD3 antijenlerine
ozgidiir. Uclarinda -PercP fliloresan boyasiyla isaretlidir. Aymi tiipteki hiicre
stispansiyonunda T hiicrelerinin ayirt edilmesini saglar. Ticari olarak alinmakta olup

karanlikta saklanir.
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3.2.2.4. CD19-PE

Bu monoklonal antikorlar B hiicrelerinin yiizeyindeki CD19 antijenlerine
Ozgudiir. Uglarinda —PE (Fikoeritrin) fliioresan boyasiyla isaretlidir. Aymi tiipteki
hiicre siispansiyonunda B hiicrelerinin ayirt edilmesini saglar. Ticari olarak

alinmakta olup karanlikta saklanir.

3.2.2.5. 1gG-FITC F(ab’)2

Bu sekonder antikorlar olusan antijen-antikor kompleksinde antikorun Fc
kismina 6zgiidiir. Uglarinda -FITC fliioresan boyasiyla isaretlidir. Ortamda olusan
antijen-antikor komplekslerinin ayirt edilmesini saglar. Ticari olarak alinmakta olup

karanlikta saklanir.

3.2.2.6. Fikol Ayirma Soliisyonu (Biochrom)

50 mL’lik falkonlara alikotlanarak 2-8°C’de stoklanabilir. Lenfosit
izolasyonunda, lenfositlerin gradient farkina bagli olarak tiipiin ortasinda hiicre

tabakasi olusturmasini saglar.

3.2.2.7. Fosfat Tamponu 1X (PBS)

50 mL 10X’lik (kalsiyum ve magnezyum icermeyen) PBS’e 450 mL dH,0
eklenir. pH 7,4’e ayarlanir. 2-6°C’de 6 aya kadar saklanabilir. Hiicre izolasyonunda
ve diger yikama basamaklarinda hiicrelerin canliligini yitirmemesi igin tampon

soliisyon olarak kullanilmaktadir.

32



3.2.2.8. RPMI 1640, L-Glutaminli 1X(RPMI)

2-6°C’de saklanir. Stabilite {iretici tarafindan belirtilir.

3.2.3. Luminex Cross-Match (DSA) Test Materyalleri

3.2.3.1. Yakalama Boncuklari

Simif I glikoprotein veya smif II glikoprotein igin spesifik monoklonal
antikorlar ile konjuge edilen boncuk karigtmi ve 5 kontrol boncugu igerir.
Boncuklarin saklama tamponu NaCl, Tween 20, Na azide, BSA iceren fosfat tabanli
bir tampon soliisyondur. Isi§a hassastir. 3 saatten fazla 1s13a maruz kalmamalidir.

Karanlikta 2-8 °C’de saklanmalidur.

3.2.3.2. Konjugat Cozeltisi

10X ke¢i anti human IgG-PE’dir. NaCl, Tween 20, ProClin 300, BSA igeren

fosfat tabanli tamponda saklanir.

3.2.3.3. SAPE Cozeltisi

10x stok soliisyonu. NaCl, Tween 20, ProClin 300, BSA iceren fosfat tabanl
tamponda PE ile konjuge edilmis streptavidindir. Is13a hassastir. 3 saatten fazla 1518a

maruz kalmamalidir, karanlikta 2-8°C°de saklanmalidir.
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3.2.3.4. Lenfosit Parcalama Tamponu

10x stok soliisyonu. Noniyonik deterjan ve Na azid igeren tristampon

soliisyonudur. 2-8°C’de saklanmalidur.

3.2.3.5. Ornek Sulandirma Soliisyonu (Specimen Diluent)

BSA ve fare serumu ve Na azid igeren PBS. Kullanim aninda hazirlanmali ve

karanlikta 2-8°C’de saklanmalidir.

3.2.3.6. Lizat Kontrol Reaktifi

10X stok soliisyonu. Smif I ve II HLA antijenlerine spesifik biotinle isaretli

human antikordur.

3.2.3.7. Boncuk karisimi

Calismadaki arka plan kirliligini goriintiilemek i¢in, calismada uygun

konjugatin kullanildigindan emin olmak i¢in kontrol boncuklarini kapsar.

3.2.4. Luminex PRA Tarama Test Materyalleri

3.2.4.1. Boncuk Karisimi

HLA Smuf I ve II glikoproteinleriyle tutturulan boncuklardan ve 4 kontrol

boncugundan meydana gelen karisim fosfat tamponunda siispanse formda bulunur.
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3.2.4.2. Konsantre Konjugat

Fikoeritrin ile isaretli kegiden elde edilen anti-human IgG’nin 10x stogundan

olusur ve kullanmadan 6nce 1/10 oraninda seyreltilmesi gerekmektedir.

3.2.4.3. Yikama Tamponu

Kullanima hazir fosfat taponundan olusur.

3.2.4.4. Pozitif Kontrol Serumu

HLA antijenlerine karsi duyarlilastigi saptanan bireylerden toplanan serum

karisimdir.

3.2.4.5. Negatif Kontrol Serumu

HLA antijenlerine karsi antikor icermeyen bireylerden toplanan serum

karigimidir.

3.2.5. PCR-SSOP Test Materyalleri

e Lifecodes HLA-C eRES SSO (Immucor, Stanford, USA, LOT:
06024A) kiti ve Lifecodes HLA-DQA1/B1 SSO (Immucor, Stanford,
USA, LOT: 07065B) Kiti

e Lifecodes Taqg DNA Polimeraz

e Distile Su

e Streptavidin
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e Biotin primer, dNTPs ve tampon iceren bir master karisimi (ticari
kitlerle temin edilir)

e Pre-Bound oligoniikleotidler ile DNA tiipleri ticari kitlerle saglanir

e 1-10 p, 10-200 p, 200-1000 p lik mikropipetler

e Mikrotite trayler ve lizerini kapatmak icin yapigskanl plastik kaplayici

e Thermocycler

e Verileri analiz etmek i¢in bilgisayar ve software programi

3.3. Metod

3.3.1. Komplemana Bagh Sitotoksik Cross-Match (CDCXM) Y éntemi

Sekil 6. Komplemana bagli sitotoksik cross-match test prosediirii

36



Komplemana Bagli Sitotoksik Cross-match yonteminde ¢alisacagimiz Terasaki
plaginin her kuyusuna yaklasik 13uL parafin oil dagitildi. Pozitif kontroller ve
negatif kontroller eklendi. Serum ve diliisyonlardan 1'er uL dagitildi. lgili kuyulara
I’er uL DTT eklendi. Cross-match i¢in kullanilacak dondr hiicreleri periferal
kandan, lenf nodu ve dalaktan hazirlanabilir. Eger tiim kandan hazirlanacaksa;
15mL'lik polisitren konik tliplere SmL fikol lizerine 10mL hiicre siispansiyonu
dagitilir. Tiipler 2500 rpm'de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan bulanik
halka seklindeki lenfosit tabakasi Pastor pipet yardimi yeni tiiplere aktarildi. Bu
hiicreler 3 kere sirastyla 1800 rpm, 1500 rpm ve 1200 rpm’de santrifiij ile yikamalar1
yapildi. T ve B hiicrelerini ayirmak i¢in immiinomanyetik boncuklar kullanildi. 2
adet parmak tiipten birine 50 pL T, digerine 50 uL B boncuk koyuldu. Uzerlerine
hiicre soliisyonu esit miktarda dagitildi. Parmak tiipler 3 dk manyetik karistiricida
bekletildi. Tiipler 2-3 dk miknatista bekletildi, siipernatant atildi. Uzerine 0,5 ml
PBS eklenip 2. basamak tekrarlandi. Tiiplerin {izerine Pasteur pipet ile 3-4 damla
PBS eklendi. lyice karistirilmis, boncukla izole edilmis lenfosit siispansiyonlar:
serum igeren kuyularin her birine 1pL dagitildi. Plak oda sicakliginda 30 dk inkiibe
edildi. DTT’li serum iceren kuyulara 1pL L-sistin dagitilip 10 dk inkiibe edildi. Tiim
kutulara 6’li Hamilton pipet kullanilarak kompleman soliisyonundan 5’er pL
dagitildi. 60 dk karanlikta inkiibe edildi. Fliioresans inverted mikroskop ile sitotoksik
sonuglar1 tespit etmek icin her kuyuya 6’li Hamilton pipet yardimiyla 1 pL
fluoroquench boya dagitildi. Plak isiktan miimkiin oldugu kadar korunup 1 saat

i¢inde okundu.

37



Tablo 2. Terasaki plak diizeni

1 Neg k Pos k lgG Oto Ot Oto Oto
2 MNeg k Pos k IlgM Oto Ot Oto Ot
3 MNeg k —DTT Pos k—DTT Mo-DTT Mo-DTT to-DTT Mo-DTT
lgG
4 Neg k -DTT Pos k—DTT Mto-DTT Mo-DTT to-DTT Mto-DTT
lgM
(& MNegk Pos k IlgG FBL FBL FEL FEL
5 MNegk Pos k IlgM FBL FBL FEL FEL
7 MNeg k-DTT Pos k-DTT PBEL-DTT PEL-DTT FEL-DTT FEL-DTT
oG
8 MNeg k-DTT Pos k-DTT PBL-DTT PBL-DTT PEBL-DTT PEL-DTT
lgM
q Neghk Pos k IlgG B-CELL B-CELL B-CELL B-CELL
10 Neg k Pos k lgM B-CELL B-CELL B-CELL B-CELL
¥ o5 k-
1 Neg k-DTT Pos k-DTT B-DTT B-DTT B-DTT B-DTT
IgG
12 MNeg k-DTT Pos k-DTT B-DTT B-DTT B-DTT B-DTT
lgM

3.3.2. Akim Sitometri Cross-Match (FCXM ) Yontemi

Akim Sitometri Cross-match yonteminde ilk olarak 12x75 mm flow
tiiplerinin tizerine Negatif kontrol (NK), Pozitif kontrol (PK), Otolog (OTO) ve
cross-match (XM) isimlendirmeleri yazildi. OTO tiipiiniin disindaki biitiin tiiplere
donoér hiicre siispansiyonundan 25 pl aktarildi. OTO tiipiine ise hasta hiicresinden
aktarildi. NK tiipine negatif kontrol serumundan, PK tiipiine pozitif kontrol
serumundan, OTO ve XM tiiplerine de hasta serumundan 25 pl aktarildi. Tipler
hafifce vortekslenerek 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere
dispenser ile 500 pl 1X PBS aktarilip hafifce vortekslendi. Tekrar 500 pul 1X PBS
eklenip hafifce vortekslenerek 1900 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Yikama islemi 3
kez tekrar edildi. Yikama isleminden sonra biitiin tiiplere 5’er pl CD3-PercP ve
CD19-PE monoklonal antikorlar1 eklendi. En son olarak 50’ser pl IgG-FITC eklendi.
Tiipler hafifce vortekslenip karanlikta 30 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
1900 rpm’de 5 dk. iki kez yikama yapildi. En son yikamadan sonra tiiplere 500°er pul

1X PBS eklenerek FacsCalibur Flow Sitometri cihazinda okuma ve analiz yapildi.
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3.3.3. Luminex Cross-Match (DSA; Donor Spesifik Antikor) Yontemi

Yikama soliisyonu ve Ornek Sulandirma Soliisyonu’nu (OSS) oda sicakligina
cikarildi (20-24°C). Plak dizilim semas1 kullanilarak filtreli plakta bir pozisyon
belirlendi. Kurutulmus Lenfosit Kontrol Lizati (LMDCR) igin; 1 kuyu Lizat Kontrol
Reaktifi’'ne (LMLCR), 1 kuyu Pozitif Kontrol Serumu (LMPC)’na ve 1 kuyu da
Negatif Kontrol Serumu (LMNC)’na ayirildi. Her bir test lizat1 i¢in; 1 kuyu Lizat
Kontrol Reaaktifi (LMLCR)’ ine ve 1 kuyu da lizat ile test edilecek her bir serum
i¢cin ayrildi. Testin her bir kuyusu i¢in 8 ul lizat ve 5 pl boncuk gereklidir. Lizat ve
boncuklar1 karanlikta, oda sicakliginda (20-24°C) 200 rpm hizla dénen bir rotator
tizerinde 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Gerekli toplam hacimdeki dilue edilmis LMLCR’yi hazirlandi. Testin her bir
kuyusu igin 50pl dilue edilmis LMLCR gereklidir; (her verici ve kontrol lizati 1
tane). Dilue edilmis LMLCR’yi hazirlamak i¢in kullanilan her kuyu basina 5 pl
LMLCR’yi 45 ul OSS eklendi. Kullanilana kadar oda 1sisinda karanlikta tutuldu.
Plak dizilim cizelgesine gore kullanilmayan kuyularin iizerine yapiskanli plastik
kaplayici kapatildi. Kullanilacak kuyulara 100-300ul distile su eklendi. 2-5 dakika
sonra vakum manifoldu kullanarak plaktaki suyu aspire edildi. 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda dogru miktardaki yikama solusyonu Boncuk / Lizat
karigtmina eklendi. Her bir test kuyusu i¢in 42 pl yikama solusyonu gereklidir.
Karisim 30 saniye vortekslendi. Plak dizilim ¢izelgesine gore plakta o lizat i¢in
ayrilmis kuyulara dilue edilmis ilgili Boncuk / Lizat siispansiyonundan 55 pl
dagitildi. Her kuyuya 100 pl yikama solusyonu eklendi. Plagin yan tarafina hafif
hafif vurarak karistirilip plak aspire edildi. Her kuyuya 250 pl yikama solusyonu
eklenip aspire edildi. Bu islem 250 pul ile yapilan toplam 3 yikama olacak sekilde 2
kez daha tekrarlandi. Dilue edilmis LMLCR 50 pl plak dizilim ¢izelgesine gore
kararlastirilan kuyulara eklendi. Filtreli plagimn her test kuyusuna 38 pl OSS eklenip,
daha sonra tlizerine 12 pl ya hasta serumu ve kontrol serumu eklendi. Plagin tizerini
yapigskanl plastik kaplayici ile kapatilip giines 1s18indan korumak i¢in bir kutuya
koyuldu. Oda sicakliginda (20-24°C) karanlikta 200 rpm hizla dénen bir rotator
tizerinde 30 dakika inkiibasyona birakildi. Gerekli toplam hacimdeki dilue edilmis
SA-PE hazirland1. Dilue edilmis SA-PE’yi hazirlarken testin her bir kuyusu i¢in 5 ul
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LMSA’y1 45ul yikama solusyonu eklendi. Gerekli toplam hacimdeki konjugat
seyreltilerek hazirlandi. Konjugat seyreltilirken testin her bir kuyusu igin 5 ul
LMCJS’yi 45 ul yikama solusyonu eklendi. 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda
dikkatli bir sekilde yapiskanl plastik kaplayiciyr plaktan ¢ikarildi. Her kuyuya 100
ul yikama solusyonu eklendi. Plagin yan tarafina hafif hafif vurarak karistirilip plak
aspire edildi. Her kuyuya 250 pl Yikama soliisyonu eklenip aspire edildi. Bu islem
250 pl ile yapilan toplam 3 yikama olacak sekilde 2 kez daha tekrarlandi. Daha
onceden dilue edilmis LMLCR iceren kuyulara 50 pl dilue edilmis SAPE eklendi.
Daha onceden dilue edilmis hasta serumlar1 ya da kontrol serumlar1 iceren kuyularin
tizerine 50ul dilue edilmis Konjugat eklendi. Plagin iizerini yapiskanli plastik
kaplayic1 ile kapatilip giines 1s18indan korumak ic¢in bir kutuya konuldu. Oda
sicakliginda (20-24°C) karanlikta 200 rpm hizla donen bir rotator iizerinde 30 dakika

inkiibasyona birakildi.

30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda her kuyuya 150 pl yikama soliisyonu
eklendi. Calisma plagi luminex cihazina yerlestirildi. DSA her bir lizat ile ¢alisilan
kontrol reaktifini kapsar. HLA nin yakalandigindan emin olmak ig¢in lizat kontrol
reaktifi, serum Ornekleri ile parelel test edilir. LCR biotinlenmis monoklonal antikor
karigimidir. Bu monoklonal antikorlar Smif I ve II icin spesifiktir. Biyotinlenmis
monoklonal antikorlar dilue edilmis streptavidin-PE konjugati ile saptanir. DSA; tiim
calismanin uygun sekilde yapildigim1 dogrulamak icin kontrol sistemini kapsar.
Bunlar; kurutulmus lenfosit kontrol, negatif kontrol serumu, pozitif kontrol

serumudur.

Hem smif I hem de simif I HLA ‘ya kars1 antikor igeren kurutulmus lenfosit

kontrol i¢in karsilastirilir. Kontrol sistemi her ¢alismada ¢aligilir.

3.3.3.1. Kalite Kontrol

Boncuklar c¢aligma performansint monitorize etmek icin kontrol boncuklari
(CON) igerir. CON boncuklar1 ¢alisma esnasindaki arka plani belirler. Boncuklarin
her bir lotu, arka plan diizenleme faktorii (BAF) elde etmek i¢in 30 dondr lizat1 /30
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nonsensitize bireyden elde edilen negatif serumlari {iretici tarafindan test edilmistir.
BAF, her bir lizat/serum kombinasyonunda arka plan kirliligini dengelemek igin
kullanilan bir Ortalama Floresans Yogunlugu (MFI) degeridir. Her bir 6rnek igin
BAF’lar her bir kitle verilen kayit sayfasi gosterilen lot-spesifik esitlikler
kullanilarak hesaplanir. Prob 77 Human IgG ile baglanmistir ve kuyulara eklenen
Konjugat ile belirlenir. Prob 78 biotinlenmis proteinle baglanmistir ve kuyulara
eklenen SAPE ile belirlenir. Bu kontroller teknik hatalar1 veya kit yetersizliklerini

tespit eder. Prob 77 MFI degeri >10000, Prob 78 degeri >8000 olmalidir.

3.3.3.2. Sonuglarin Analizi

Yakalama boncuklarinin MFI degerlerini bulmak i¢in her ti¢c CON igin bulunan
cutt-off degeri ile (BAF) karsilagtirilir. Her bir testte CON boncuklarinin MFI degeri
olgiiliir ve kayit sayfasinda verilen lot spesifik HLA Smif | ve HLA Sinif 11 yakalama
boncuklar i¢in denklemden BAF degerleri bulunur. Her bir yakalama boncugu igin
bulunan MFI degerinden BAF degeri cikarilir. 2 ya da daha fazla Adjusted MFI
(diizenlenmis MFI) degeri pozitif ise sonug pozitif, 2 ya da daha fazla Adjusted MFI

degeri negatif ise sonu¢ negatiftir.
Negatif Adjusted MFI Degeri;
Ornek:
CONI i¢in Smif | HLA BAF = 49.465(CON1)*°32
CON2 i¢in Smif | HLA BAF = 34.622(CON2)*°*"
CON3 igin Simif | HLA BAF = 29.615(CON3)%%
Ornek:
Smif | HLA Capture Bead MFI - (CON1 i¢in BAF) = Adjusted MFI 1
Smif | HLA Capture Bead MFI - (CON2 i¢in BAF) = Adjusted MFI 2

Sinif | HLA Capture Bead MFI - (CON3 i¢in BAF) = Adjusted MFI 3
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635 nm ayirt eder.

Sekil 7. Luminex metodu

3.3.4. Luminex PRA Tarama Yontemi

Luminex PRA Tarama testi nakil oncesi ve sonrasinda anti-HLA antikor
taramasi icin kullanilan bir yontemdir. Hasta serumlar1 3500 rpm’de 5 dk. santrifiij
edildi (Amag; fibrilleri ve debrileri uzaklastirmak). PRA plak ¢alisma formu (plak bu
diizene gore siralanir) hasta serum numaralart kaydedildi. 300 pl. distile su
kullanilacak bos kuyulara eklenerek islatildi. 2-5 dk. sonra vakumlandi (Amag;
filtrenin doygun hale gelip, sonraki asamalarda eklenen sivilarin agagiya tamamen
inmesini saglamak). Bu sirada boncuklar 30 saniye santrifiij sonrasinda vortekslendi.

Her bir kuyuya sirasiyla asagidakiler eklenir:

40 pl. Yikama Tamponu
12,5 pl. Serum Ornegi Kuyulara eklendi.
5 ul. HLA I/II Boncuklari

Plak kapagi kapatilip, 1s1iktan uzak oda 1sisinda rotatorda 30 dk. inkiibasyona
birakildi (Ortalama 200-400 rpm hiz araliginda birakildi). Inkiibasyon esnasinda

Konjugat hazirlandi.
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(Ornek sayis1 + 1) x 5 = Konjugat } Tek bir ependorf tiipiine

(Ornek sayis1 + 1) x 45 = Yikama soliisyonu aktarilip, karanlikta saklandi.

Inkiibasyon bitiminde kullanilan kuyulara 100 pl. yikama soliisyonu eklenip,
kanstirildi ve aspire edildi. Kullanilan tiim kuyulara, 250 pl. yikama soliisyonu
eklendi ve 3 kez yikanip aspire edildi. Hazirlanan Konjugat + Yikama Soliisyonu
karigimi kullanilan tiim kuyulara 50 pl. eklendi. Plak kapag: kapatilip, 1siktan uzak
oda 1sisinda rototorda 30 dk. inkiibasyona birakildi (Ortalama 200-400 rpm hiz
araliginda birakildi). Inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 150 pl yikama soliisyonu

eklenip, plak Luminex cihazina yiiklendi.

3.3.4.1. Sonuglarin Analizi

Bir 6rnegin pozitif veya negatif olarak degerlendirilmesi i¢in her bir boncugun
MFI degeriyle, tic farkli kontrol boncuklarinin (CON) sinyal yogunlugu ile
karsilastirilir. Boncuk karisimindaki her bir boncuk icin 3 farkli oran bulunur. BAF,
boncuk/CON oranindan ¢ikartilarak, her boncuk/CON orani i¢in diizenlenmis oran
(adjusted ratio) bulunur. BAF degeri, her lot icin Onceden belirlenmistir ve
yontemdeki arka planin kompenzasyonu i¢in kullanilir. HLA Sinif T ig¢in 7 simif [
boncugundan biri pozitifse, sinif II i¢in 5 boncuktan biri pozitifse sonug pozitiftir.

Boncuk MFI degeri
Negatif Kontrol Boncugu 1

-BAF = Diizenlenmis oran 1

Boncuk MFT degeri _BAF
Negatif Kontrol Boncugu 2

= Diizenlenmis oran 2

Boncuk MFI degeri
Negatif Kontrol Boncugu 3

-BAF = Diizenlenmis oran 3

Sekil 8. Diizenlenmis oranlarin hesaplanmasi
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3.3.5. PCR-SSOP (Sekans Spesifik Oligoniikleotit) Yontemi

Bu yontem igin Lifecodes HLA SSO (Immucor, USA) Kiti kullanilarak, her
bir lokus i¢in farkli kitlerle ¢alisma yapilmasimi saglamaktadir. Kitlerin igerisinde
lokusa spesifik olarak belirlenmis olan master mix ile probe mix bulunmaktadir.
Calisma prosediirti, iiretici firmanin talimatlarina gére hazirlanmigtir. HLA-C, HLA-
DQAL1 ve HLA-DQBL1 tiplemesi, amplifikasyon ve hibridizasyon asamalarindan
olusan polimeraz zincir reaksiyonu tabanli sekans spesifik oligoniikleotid prob (PCR-
SSO) yontemi ile yapilmistir. Bu testi sirasiyla; DNA izolasyonu, Amplifikasyon

(PCR agamast), Hibridizasyon, Streptavidin ve Luminex basamaklar ile yapilmistir.

DNA izolasyonunda; EZ1 DNA Blood 200 ul kit kullanildi. QIAGEN Geno-
M6 marka cihaz ile DNA’lar izole edildi. DNA izolasyonundan sonra Nanodropta
Olciim yapilarak, konsantrasyon <50 ng/ul ve safligi 1.70 ile 2.00 arasinda olan

DNA’lar ile ¢alisilmasi uygun goriildii.

DNA’lar ve Master Mix oda sicakliginda 3-5 dakika bekletildi. DNA’lar
izolasyondan kalan boncuklari dibe ¢oktiirmek i¢in 15-20 saniye miknatista tutuldu.
Her bir lokus i¢in ¢alisacagimiz ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik PCR tiipii hazirlanip,
her &rnek i¢in 4 ul DNA (kuyularin dibine), PCR tiiplerine pipetlendi. Ornek sayisi
+1 olacak sekilde reaktifler hesaplanarak Mix hazirlandi. Bir hasta i¢in 6 pl Master
mix, 10 pl dH;0 ve 0,2 pl Taq Polimeraz karigtirilarak hazirlandi. Hazirlanan Mix
karisimdan 16 pl PCR tiiplerinde bulunan DNA’lar iizerine eklendi. Thermal cycler
cthazi kullanim talimatina uygun bir sekilde, 95 °C’de 5 dk.; Dongii sayisi: 1, 95
°C’de 30 saniye, 60 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye; Dongii sayist: 8, 95 °C’de
30 saniye, 63 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye; Dongii sayisi: 32, 72 °C’de 15
dakika; Dongii sayisi: 1, 4 °C’de 5 dakika; Dongii sayis1 1 protokoliiyle calistirildi.

PCR basamagindan sonra hibridizasyon basamagina gecilip, 5 pul PCR {irlinii
Costar Plate’e alikotlandi. Boncuk karisimi (Probe Mix) (Her lokusa 6zgii ayr1 siyah
tiiplerde bulunur, kit kutusunun iginde +4°C’de saklanir), 1s1 blogunda 55 C’de 7
dakika 1sitild1. 15 saniye boyunca sonike edildikten sonra 15 saniye vortekslendi. 15
ul Boncuk karigimi ilgili testin tim kuyularina dagitildi. Her 8-12 kuyudan sonra

boncuk karigimi vortekslendi. Tiim kuyulara boncuk mix dagitildiktan sonra ¢alisma
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plagi iizeri yapiskanl plastik kaplayici ile kaplanip, thermal cycler cihazina konuldu.
97 C’de 5 dakika, 47 C’de 30 dakika, 56 C’de 10 dakika ve 56 C’de 10 dakika
protokoliine dayanarak thermal cycler cihaz kullanim talimatina uygun bir sekilde
calistirldi. Ik 56 derecelik protokoliin 3/4 asamasma gelindiginde her kuyu icin
“170 ul Dilisyon soliisyonu + 0,85 ul Streptavidin” (+1 kuyu olarak hesaplandi)
sollisyon hazirlandi. Son 56 derecelik protokoliin 4/4 asamasi biter bitmez thermal
cycler kapagi acilip yapiskanli plastik kaplayict ¢ikarilip streptavidin soliisyonu
konuldu. Dilusyon mutlaka 56 °C’de yapilmalidir.

Soliisyon eklendikten hemen sonra test sonuglarinin analizi Luminex
Fluoroanalyzer 200 cihazinda Luminex cihazi kullanim talimatinda da belirtildigi
gibi uygulandi. Sonuglarin degerlendirilmesi Match IT program: allel v3.21

veritabani ile yapildi.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in Microsoft Windows uyumlu Statistical Package for
Social Sciences Version 21.0 (SPSS 21.0 Inc, Chicago, USA) kullanildi. Demografik
analizlerde tanimlayic testler kullanildi. Veriler frekans ve ylizde degerleri seklinde
ifade edildi. Verilerin analizi, Pearson Ki-kare testi ile yapildi ve p<0,05 degerleri

anlamli1 kabul edildi.
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4 BULGULAR

Bu calismada Ocak 2014 - Aralik 2016 tarihleri arasinda Izmir Tepecik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvari arsivi ve Probel
Hasta sonug sistemi kullanilarak kadavra donoérden bobrek nakli i¢in bagvuran
hastalara yapilan c¢aprazlama test sonuclari1 ve Luminex’e dayali Panel Reaktif
Antikor (PRA) tarama test sonuglar1 incelendi. Taramalar ve ¢alismalar sonucunda
elde edilen veriler, arastirma kapsamina uygun olarak hazirlanan excel dosyalarina
kayit edilip, bu veriler istatistiksel program SPSS ile degerlendirildi. 113 kadavra
dondre ¢agrilan 416 hastanin sonuglar1 calismaya dahil edildi (Sekil 9).

. Kadavra donér

M Hasta

Sekil 9. Hasta ve kadavra donor dagilimi

Kadavra donorlerinin yas ortalamasi 46,08+16,09, hastalarin yas ortalamasi
46,12+12,44°dir. Kadavra dondrlerinin ortalama kreatin degeri 1,20+0,81 (mg/dL)
olarak bulunmustur. Hastalardan %58,9’u erkek (n=245), %41,1°1 kadindir (n=171).
Kadavra dondrlerden %66,4 erkek (n=75), %33,6 kadindir (n=38). Kadavra
donérden bobrek nakli i¢in bagvuran hastalardan %93’ hemodiyaliz (n=293)
hastasi, %7°si periton diyalizi (n=22) hastasiydi. Hasta ve kadavra donoérlerinin

demografik 6zellikleri Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Calismaya katilan hasta ve kadavra donérlerinin demografik 6zellikleri

Parametreler Hasta Kadavra donor
| Yas (Ortalama+SD) ~ 46,12£12,44 46,08+16,09

Cinsiyet

Erkek (n, %) 245 (%58,9) 75 (%66,4)

Kadin (n, %) 171 (%41,1) 38 (%33,6)
Diyaliz

HD (n, %) 293 (%93) 0

PD (n, %) 22 (%7) 0
Kreatin (Ortalama +SD) 0 1,20+0,81

HD: Hemodiyaliz, PD: Periton diyaliz

Kadavra dondrlerin ve hastalarin kan grubu oranlart  Sekil 10°da
gosterilmistir. Calisma grubumuzdaki, kadavra donoérler ve hastalarda en sik 0 Rh
(+), en az AB Rh (-) saptanmistir. Kadavra dondrlerin %36,3’niin (n=41), hastalarin
%33,9’u (n=141) 0 Rh (+) kan grubuna sahiptir. Kadavra donoérlerin %0,9 nun (n=1),
hastalarin %1,4’i (n=6) AB Rh (-) kan grubuna sahiptir.

40,0% 36,3%

35 0% > 33,9%
30,0%
25.0%
20,0%
15,0%

10,0% 8'0%8'2%
5 0% 3,5% 3,4%

B oowian
0,0% _ﬂ:::i:i:i N _ - : carenas . i
ORh(-) ORh(+) ARh(-) ARh(+) ABRh(-) ABRh(+) BRh(+) BRh(-)

34,5%33, 204

13,3%12,0%

m Kadavra : Hasta

Sekil 10. Kadavra donor ve hasta kan grubu oranlart
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Ocak 2014-Aralik 2016 yillar1 aras1 kadavra dondrden bobrek nakli olmak
icin bagvuran 416 hastadan %14 {iniin (n=60) Onceden bobrek nakil Oykiisii
bulunmaktaydi. Bu hastalardan, %355’1 (n=33) canlidan, %45’ (n=27) kadavra
dondrden nakil Oykiisiine sahipti. Nakil Oykiisii olan 60 hastanin %18’1 (n=11)
rejeksiyon sonucu bobregin ¢ikarildigr belirlendi. Nakil dykiisiine sahip bu hastalar,
Ocak 2014-Aralik 2016 yillar1 arasi kadavra dondrden nakil olmak igin tekrar
basvurup, bobrek nakli 6ncesi ¢aprazlama testleri ve son PRA taramalar1 yapilmistir
(Sekil 11). Bu testler sonucu 10 hastaya, Ocak 2014-Aralik 2016 yillar1 araliginda
kadavradan tekrar nakil gerceklesmisti. Onceki nakil gegmisinde canlidan nakil olan
hastalardan birinde, bobrek 11 yil islevini korurken, kadavra nakillerinde ise en uzun
13 yil bir hastada kaldig1 saptandi. Onceki nakil gegmisinde 2014 yilinda kadavra
donodrden nakil olan bir hastanin hiperakut red sebebi ile bobregin ¢ikarildig: tespit
edildi.

70,0%

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

Test sonuglarinin orani (%)

10,0%

0,0%

CDCXM
B hiicre
= Negatif oran| 54,4% 56,1%
= Pozitif oran | 45,6% 43,9%

Sekil 11. Nakil oykiisiine sahip hastalara yapilan ¢aprazlama ve Son PRA Tarama test

sonugclari

Ocak 2014-Aralik 2016 yillar1 arast kadavra donérden bobrek nakli olmak
icin bagvuran 416 hastanin %43,8’nin (n=182) gebelik dykiisii vardi. Gebelik oykiisii
olan hastalardan, %58,2’nin (n=106) dogum Oykiisli, %21,4’nlin (n=39) diisiik

Oykiisii ve %20,3 niin (n=37) kiirtaj 6ykiisii vardi. Gebelik dykiisii olan bu hastalarin
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ka¢ defa dogum, disik ve kiirtaj gegirdigi oranlari ile birlikte Tablo 4°de

gosterilmistir.

Tablo 4. Gebelik 6ykiisii olan hastalarin oranlari

Dogum (n, %) Diisiik (n, %) Kiirtaj (n, %)
1 14 (%13,2) 23 (%59,0) 18 (%48,6)
2 35 (%33,0) 8 (%20,5) 12 (%32,4)
3 23 (%21,7) 5 (%12,8) 4 (%10,8)
>4 34 (%32,1) 3 (%7,7) 3 (%8,2)

Ocak 2014-Aralik 2016 yillar1 arasi1 kadavra donérden bobrek nakli olmak
icin basvuran 416 hastanin %52,4’nlin (n=218) kan transfiizyonu Oykiisii vardi.

Hastalarin son kan transflizyonu dagilimi Sekil 12°de verilmistir.

- 1 Unite
%2 Unite
= 3 Unite
"5 4 Unite

& >5 Unite

Sekil 12. Son kan tranfiizyonu olan hastalarin dagilimi

Hasta ile kadavra dondrleri arasindaki HLA doku uyumlarimin dagilimi Sekil
13’de verilmistir. Bu hastalardan kadavra dondrii ile en ¢ok goriilen uyum 1DR
(%31,3; n=130) olarak belirlenirken, uyumsuz (%0,5; n=2) olarak bulundu. Yalnizca
bir hastada kadavra donériin dokusu ile tam uyum (2A2B2DR) gozlendi (%0,2;
n=1).
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B Lokuslara gére HLA Uyum Orani (%)

2DR 8,2%
2B,1DR
2A2DR

TAM UYUM
2A/1DR
2A,1B,2DR
2A1B,1DR
1DR
1B,2DR
1B,1DR

1B

1A,2DR
1A,2B,1DR
1A,1DR
1A,1B,2DR
1A,1B,1DR
1A
uYuMSUZ

31,3%

Sekil 13. Hastalar ile kadavra dondrlerinin HLA doku tiplerinin lokus temelinde oranlar

416 hastanin %28,8’ine (n=120) nakil ger¢eklesmisti. Nakil olan bu
hastalarin kadavra dondérii ile 1 DR uyumu en ¢ok goriildii (%23,3; n=28). %1,7’si
(n=2) uyumsuz, %0,8’i (n=1) tam uyum olarak belirlendi (Sekil 14). Bunlardan 2
gebelik Oykiisii olan, kadavra donorii ile haploidentik (1A1B1DR) uyumu belirlenen,
caprazlama test sonuglari ve son PRA tarama test sonuglari negatif olan bir hasta

hiperakut red sonucu bobregin ¢ikarildig: belirlendi.
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i Lokuslara gére HLA Uyum Orani (%)

2B,1DR [=2 0,8%
2A,2DR @i 0,8%
TAMUYUM FE=2 0,8%
2A,1B,2DR i 0,8%
2A,1B,1DR [E= 0,8%
1DR BN BB BN BB BBl Bl 23'3%
1B,2DR ez 1,7%
1B,1DR A R R R RN NN N 22,5%
1B
1A,2DR
1A,2B,1DR
1A,1DR
1A,1B,2DR :
]_A,lB,lDR AR REREERRERR R RN RREER RN 15,0%
UYUMSUZ ez 1,7%

Sekil 14. Kadavra dondrden nakil olmus hastalarin HLA doku tiplerinin lokus temelinde

oranlari

416 hastanin tamamina CDCXM testi, %32’sine (n=132) FCXM testi ve
%68’ine (n=281) Luminex platformda DSA caprazlama testi yapilmisti. Bu testlere
ek olarak, %90’ninin (n=376) son PRA tarama test sonuglarina ulasildi. Calisma
grubumuzdaki hastalarin kadavra dondrleri ile yapilan caprazlama test sonuclari,

testlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerini degerlendirebilmek amaciyla karsilastirildi.

Ik olarak; CDCXM ile FCXM testleri karsilastirild1 (Tablo 5 ve Sekil 15).
CDCXM T hiicre yonteminde sonuglardan 112°si (%84,9) negatif, 20’si (%15,1)
pozitif olarak sonuglanmistir. CDCXM T hiicre yonteminde 112 negatif sonucun
106’s1 (%80,3) FCXM T hiicre yonteminde de negatif, 6’s1 (%4,6) pozitif olarak
sonuglanmistir. CDCXM T hiicre yonteminde pozitif 20 sonucun 1’i (%0,7) FCXM
T hiicre yonteminde negatif, 19’u (%14,4) pozitif olarak goriilmiistiir. Toplamda
FCXM T hiicre yontemi 25 (%19,0) pozitif sonug verirken, CDCXM T hiicre 20
(%15,1) pozitif sonug¢ verdigi ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit
edildi (p<0,05). CDCXM B Hiicre ile FCXM B Hiicre ¢aprazlama testleri
karsilagtirildiginda, her iki yontemin ayni1 anda yapildigr 132 test sonucuna ulasildi
(Tablo 5 ve Sekil 15). CDCXM B Hiicre yonteminde sonuglardan 115°1 (%87,1)
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negatif, 17’si (%12,9) pozitif olarak sonuclanmistir. CDCXM B Hiicre yonteminde
115 negatif sonucun 102’si FCXM B Hiicre yonteminde de negatif, 13’ (%9,9)
pozitif olarak sonu¢lanmistir. CDCXM B Hiicre yonteminde 17 (%12,9) pozitif
sonucun 17’s1 (%12,9) FCXM B Hiicre yonteminde de pozitif olarak gozlenirken,
negatif sonu¢ bulunamamistir. Toplamda FCXM B Hiicre yontemi 30 (%22,8)
pozitif sonu¢ verirken, CDCXM B Hiicre yontemi 17 (%12,9) pozitif sonug verdigi
ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p<0,05).

Tablo 5. CDCXM ile FCXM testlerinin karsilastiriimasi

CDCXM FCXM

T hiicre B hiicre T hiicre B hiicre

Negatif | 112 (%84,9) | 115 (%87,1) | 107 (%81,0) | 102 (%77,2)

<0,05
Pozitif 20 (%15,1) | 17 (%12,9) | 25(%19,0) | 30 (%22,8) P
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
0,
30,0% . 19,0% 22,8%
20.0% 151%, e 129%-700
10,0% CPLIL et -
, e lii ':':‘:
0,0% rio) ) g
Negatif Pozitif
BCDCXM-T +“FCXM-T =CDCXM-B - FCXM-B

Sekil 15. CDCXM ile FCXM testlerinin karsilagtirilmasi

CDCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testleri karsilastirildiginda, her iki
yontemin ayni anda yapildigi 281 test sonucuna ulasildi (Tablo 6 ve Sekil 16).
CDCXM T Hiicre yonteminde sonuglardan 241’1 (%85,8) negatif, 40’1 (%14,2)
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pozitif olarak sonuglanmistir. CDCXM T Hiicre yonteminde 241 negatif sonucun
227’si (%80,8) Lum-DSA Sinif | yonteminde de negatif, 14’1 (%5,0) pozitif olarak
sonuglanmistir. CDCXM T Hiicre yonteminde pozitif 40 sonucun 0’1 Lum-DSA
Sinif I yonteminde negatif, 40’1 (%14,2) pozitif olarak goriilmiistiir. Toplamda Lum-
DSA Smif | yontemi 54 (%19,2) pozitif sonug verirken, CDCXM T Hiicre 40
(%14,2) pozitif sonug verdigi ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit
edildi (p<0,05). CDCXM B Hiicre ile Lum-DSA Smif II ¢aprazlama testleri
karsilastirildiginda, her iki yontemin ayni anda yapildigi 281 test sonucuna ulasildi
(Tablo 6 ve Sekil 16). CDCXM B Hiicre yonteminde sonuglardan 246’s1 (%87,5)
negatif, 35’1 (%12,5) pozitif olarak sonuglanmistir. CDCXM B Hiicre yonteminde
246 negatif sonucun 237’si (%84,3) Lum-DSA Simuf II yonteminde de negatif, 9’u
(%3,2) pozitif olarak sonuglanmistir. CDCXM B Hiicre yonteminde 35 (%12,5)
pozitif sonucun 20’si (%7,1) Lum-DSA Simnif II yonteminde de pozitif, 15’1 (%5,4)
negatif olarak goriilmiistiir. Toplamda Lum-DSA Sinif Il yontemi 29 (%10,3) pozitif
sonu¢ veritken, CDCXM B Hiicre 35 (%12,5) pozitif sonug¢ verdigi ve istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0,05).

Tablo 6. CDCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testlerinin karsilagtirilmasi

CDCXM Lum-DSA
T hiicre B hiicre Simif I Simif 11
Negatif 241 (%85,8) | 246 (%87,5) | 227 (%80,8) | 252 (%89,7)
* p<0,05
Pozitif 40 (%14,2)* | 35 (%12,5)** | 54 (%19,2)* | 29 (%10,3)** **AD

**AD: Anlamli degil
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Sekil 16. CDCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testlerinin karsilastirilmasi

FCXM testi ile Lum-DSA testleri karsilastirildiginda her iki yontemin ayni
anda yapildig1 5 test sonucuna ulasildi (Tablo 7). FCXM T hiicre test yonteminde 3
(%60) negatif test sonucu, ayni zamanda Lum-DSA Sinif I gaprazlama testinde de
negatif olarak gortildii. FCXM T hiicre test yonteminde 2 (%40) pozitif test sonucu,
aynt zamanda Lum-DSA Siif I ¢aprazlama testinde de pozitif olarak goriildii.
FCXM B hiicre caprazlama testi ile Lum-DSA Simif II ¢aprazlama testleri
karsilagtirildiginda her iki yontemin aynmi anda yapildigi 5 test sonucuna ulasildi
(Tablo 7). FCXM B hiicre test yonteminde 3 (%60) negatif test sonucu, ayni
zamanda Lum-DSA Sinif II ¢aprazlama testinde de negatif olarak goriildii. FCXM B
hiicre test yonteminde 2 (%40) pozitif test sonucu, aynt zamanda Lum-DSA Sinif 11
caprazlama testinde de pozitif olarak goriildi. FCXM testi ile Lum-DSA
yontemlerinin ayni anda yapildigi 5 ¢alisma birbirleri ile uyumlu olup, istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0,05).
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Tablo 7. FCXM ile Lum-DSA ¢aprazlama testlerinin karsilastiriimasi

FCXM Lum-DSA

T hiicre B hiicre Smif I Smif 11

Negatif 3(%60,0) | 3(%60,0) | 3(%60,0) | 3(%60,0)

Pozitif 2(%40,0) | 2(%40,0) | 2(%40,0) | 2(%40,0) AD

AD: Anlaml1 degil

CDCXM ile PRA Tarama testleri karsilastirildiginda, her iki yontemin ayni
anda yapildigi 376 test sonucuna ulasildi (Tablo 8 ve Sekil 17). CDCXM T Hiicre
yonteminde sonuglardan 319°u (%84,8) negatif, 57’si (%15,2) pozitif olarak
sonuglanmistir. CDCXM T Hiicre yonteminde 319 negatif sonucun 260’1 (%69,1)
PRA Tarama Smif I yonteminde de negatif, 59°u (%15,7) pozitif olarak
sonuclanmistir. CDCXM T Hiicre yonteminde 57 (%15,2) pozitif sonucun 49°u
(%13,1) PRA Tarama Smif I yonteminde pozitif, 8’1 (%2,1) negatif olarak
goriilmiistiir. Toplamda PRA Tarama Smif I yontemi 108 (%28,8) pozitif sonug
verirken, CDCXM T Hiicre 57 (%15,2) pozitif sonug verdigi ve istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p<0,05). CDCXM B Hiicre ile PRA Tarama
Siif II testleri karsilastirildiginda, her iki yontemin ayni anda yapildigi 376 test
sonucuna ulasildi (Tablo 8 ve Sekil 17). CDCXM B Hiicre yonteminde sonuglardan
326’s1 (%86,7) negatif, 50’si (%13,3) pozitif olarak sonuglanmistir. CDCXM B
Hiicre yonteminde 326 negatif sonucun 270’1 (%71,8) PRA Tarama Smuf II
yonteminde de negatif, 56’s1 (%14,9) pozitif olarak sonug¢lanmistir. CDCXM B
Hiicre yonteminde 50 (%13,3) pozitif sonucun 37’si (%9,9) PRA Tarama Smif II
yonteminde de pozitif, 13’1 (%3,4) negatif olarak goriilmiistiir. Toplamda PRA
Tarama Sinif II yontemi 93 (%24,8) pozitif sonu¢ verirken, CDCXM B Hiicre 50
(%13,3) pozitif sonug verdigi ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit

edildi (p<0,05).
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Tablo 8. CDCXM ile PRA Tarama testlerinin karsilastiriimasi

CDCXM PRA Tarama
T hiicre B hiicre Simf I Simf 11
Negatif | 319 (%84,8) | 326 (%86,7) | 268 (%71,2) | 283 (%75,2)
p<0,05
Pozitif 57 (%15,2) | 50 (%13,3) | 108 (%28,8) | 93 (%24,8)
100,0% .
90.0% 86,7%
80,0% 75,2%
70,0% e
60,0% e g
50,0% gty
40,0% - -
' - 28,8%
30,0% - = .-:.:-:.:-:-:-(.)'- 24,8%
20,0% - 152%mmmn 133% -
— = = T o o} - =
10,0% e LEAEAES e e
0.0% _ e e
Negatif Pozitif
HCDCXM-T =PRASI =CDCXM-B :PRASII

Sekil 17. CDCXM ile PRA Tarama testlerinin karsilastirilmasi

Ocak 2014 - Aralik 2016 tarihleri arasinda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma

Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvarinda, kadavra dondrden nakil olan 25 hasta

ve verici ¢iftinin bilgilerinin oldugu bir ¢alisma grubu olusturuldu. Calisma
grubundaki bu hasta ve verici ciftlerine, rutin ¢alisilan HLA-A, HLA-B ve HLA-DR
doku tiplerine ek olarak, HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-DQB1 tiplemeleri yapildi.

Calisma grubu demografik 6zellikleri Tablo 9° da gosterilmistir.
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Tablo 9. Kadavra donérii ve hastalarin demografik 6zellikleri

KADAVRA KADAVRA KADAVRA HASTA HASTA HASTA HASTA

YASI KAN YASI KAN DiYALiZ

GRUBU GRUBU Tipri
KD-1 50 A Rh(+) H-1 44 ARh(-) HD
KD-2 43 A Rh(+) H-2 52 A Rh(+) PD
KD-3 50 A Rh(+) H-3 48 A Rh(+) HD
KD-4 48 B Rh(+) H-4 40 B Rh(+) HD
KD-5 51 0 Rh(+) H-5 28 0 Rh(+) HD
KD-6 36 A Rh(+) H-6 42 A Rh(+) HD
KD-7 48 B Rh(+) H-7 34 B Rh(+) HD
KD-8 53 0 Rh(+) H-8 62 0 Rh(+) PD
KD-9 59 A Rh(+) H-9 57 ARh(+) HD
KD-10 50 A Rh(+) H-10 42 A Rh(+) HD
KD-11 46 B Rh(+) H-11 59 B Rh(+) HD
KD-12 59 A Rh(+) H-12 57 A Rh(+) HD
KD-13 3 0 Rh(+) H-13 9 0 Rh(+) HD
KD-14 46 A Rh(+) H-14 41 A Rh(+) HD
KD-15 38 0 Rh(-) H-15 51 0 Rh(+) HD
KD-16 46 A Rh(+) H-16 17 ARh(-) HD
KD-17 36 A Rh(+) H-17 54 A Rh(+) HD
KD-18 39 A Rh(+) H-18 46 A Rh(+) HD
KD-19 20 0 Rh(+) H-19 51 0 Rh(+) HD
KD-20 56 0 Rh(+) H-20 59 0 Rh(+) HD
KD-21 51 0 Rh(+) H-21 38 0 Rh(+) HD
KD-22 53 A Rh(+) H-22 32 A Rh(+) HD
KD-23 51 0 Rh(+) H-23 53 0 Rh(+) HD
KD-24 56 B Rh(+) H-24 33 B Rh(+) HD
KD-25 66 AB Rh(-) H-25 52 AB Rh(+) PREEMPTIF

KD: Kadavra donér, H: Hasta, PD: Periton diyaliz, HD: Hemodiyaliz

Calisma grubundaki kadavra dondrlerinin %52’si (n=13) erkek, %48’i (n=12)
kadindi. Hastalarinda ayni sekilde %52°si (n=13) erkek, %48’i (n=12) kadindi.
Kadavra dondrlerinin yas ortalamast 46,16+12,93, hastalarin yas ortalamasi
44,04+13,20’di. Kadavra donérlerinin ortalama kreatin degeri 1,13+0,65 (mg/dL)
iken, hastalarin 1,62+0,59’du. Calisma grubundaki hastalarin %88’nin (n=22) kan
transfiizyonu Oykiisii vardi (Sekil 18). Bu hastalarin %92’si hemodiyaliz (n=22)
hastasi, %8’1 periton diyalizi (n=2) hastasiydi (Sekil 19).
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H0 Unite 1 Unite ®2 Unite 113 Unite

Sekil 18. Nakil olan hastalarin son kan transfiizyonu dagilimi

=Hemodiyaliz - Periton diyaliz

Sekil 19. Hastalarin diyaliz tipi oranlart

Calisma grubundaki hastalarin gebelik oykiisii incelendiginde, %12’si (n=3)
diisiik, %19°u (n=5) dogum ve %]12’sinin (n=3) kiirtaj Oykiisii vardi. Hastalarin,
%19°nun (n=5) oOnceden nakil Oykiisii vardi. Nakil Oykiisii olan hastalarn 3’1

kadavra dondrden, 2’si ise canli dondrden nakil olmustu (Tablo 10).
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Tablo 10. Hastalarin alloimmiinizasyon bilgileri

SON KAN GEBELIK TX GECMISi
TRANSFUZYONU
DUSUK  DOGUM  KURTAJ  TX TARIH “fri';;“i(m VAKINLIK
H-1 2 0 4 0 0 0 0
H-2 2 0 0 0 0 0 0
H-3 2 1 3 0 0 0 0
H-4 0 0 0 0 0 0 0
H-5 2 0 0 0 0 0 0
H-6 2 0 0 0 2006 2008 KADAVRA
H-7 3 0 0 0 2011 2015 CANLI
H-8 0 0 0 0 0 0 0
H-9 1 0 2 4 0 0 0
H-10 1 0 0 0 0 0 0
H-11 2 4 3 2 0 0 0
H-12 2 0 4 0 2009 2016 CANLI
H-13 1 0 0 0 0 0 0
H-14 3 0 0 0 0 0 0
H-15 2 0 0 0 2009 2015 KADAVRA
H-16 2 0 0 0 0 0 0
H-17 0 0 0 0 0 0 0
H-18 2 0 0 0 0 0 0
H-19 2 0 0 0 0 0 0
H-20 1 0 0 0 0 0 0
H-21 1 0 0 0 2010 2012 KADAVRA
H-22 3 1 0 1 0 0 0
H-23 2 0 0 0 0 0 0
H-24 3 0 0 0 0 0 0
H-25 1 0 0 0 0 0 0

Tx: Transplantasyon

Calisma grubumuzdaki 25 hasta ve verici giftlerine, rutin ¢alisilan HLA-A,
HLA-B ve HLA-DR doku tiplerine ek olarak, PCR-SSOP (Sekans Spesifik
Oligoniikleotit) yontemi ile HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-DQB1 tiplemeleri yapildi
(Tablo 11).
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Tablo 11. Calisma grubundaki kadavra donér ile hasta doku tipleri ve aralarindaki uyum

KD-1 24 7 49 7 3 11 5 2 3 1A,1DR,1DQA
H-1 2 24 51 16 14 11 15 1 5 6

KD-2 24 27 51 15 11 5 3 1B,2DR,2DQA,2DQB
H-2 2 50 51 17 6 11 5 3

KD-3 3 24 35 38 4 13 1 6 1B,1C,1DR,1DQA
H-3 1 2 35 44 2 4 13 16 1 5 3 5

KD-4 3 32 35 44 16 4 4 14 1 3 3 5 1DR,2DQA,2DQB
H-4 2 24 18 75 12 1 4 16 1 3 3 5

KD-5 2 32 40 51 15 2 11 16 1 5 3 5 1A,1DR,1DQA,1DQB
H-5 2 60 15 11 15 1 5 3 6

KD-6 3 29 7 44 16 7 7 15 1 2 2 6 1DR,1DQA,1DQB
H-6 2 13 15 14 6 12 7 2 5 2 3

KD-7 2 24 35 51 15 4 13 14 1 5 3 5 1A,1B,1DR,1DQA,2DQB
H-7 2 25 8 51 7 16 3 14 5 3 3 5

KD-8 2 24 39 51 14 7 13 11 5 3 1A,1B,2DR,1DQA
H-8 3 24 15 51 15 4 11 13 1 5 6

KD-9 3 24 13 35 4 6 7 11 2 5 2 3 1B,1C,1DQA,1DQB
H-9 1 31 35 3 4 1 14 1 5 3 5

KD-10 2 35 51 14 4 4 14 1 3 3 5 1C,1DR,1DQB
H-10 29 68 27 58 3 14 4 2 3

KD-11 2 24 35 51 15 11 1 5 3 5 1A,1DR,2DQA,1DQB
H-11 2 44 55 1 5 11 13 1 5 3 6

KD-12 2 26 13 40 12 6 7 2 2 1A/1DR,1DQA,1DQB
H-12 2 24 18 51 14 7 7 13 1 2 2 6

KD-13 11 29 7 51 14 7 11 15 1 5 3 6 1C,1DR,1DQA,1DQB
H-13 3 32 8 49 7 3 11 5 2 3

KD-14 2 3 13 44 16 6 4 7 2 3 2 3 1A/1DR,1DQA,1DQB
H-14 2 33 65 51 1 8 4 3 4 3

KD-15 11 68 35 44 14 4 11 15 1 5 3 6 1B,1C,1DR,1DQA,1DQB
H-15 2 24 35 51 3 4 11 5 3
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Tablo 11. Calisma grubundaki kadavra donér ile hasta doku tipleri ve aralarindaki uyum (devami)

KD-16 2 3 13 44 16 6 4 7 2 3 2 3 2DR,2DQA,2DQB
H-16 30 69 49 7 2 4 7 2 3 2 3

KD-17 3 29 7 44 7 2 7 15 1 2 2 6 1C,1DR,1DQA,2DQB
H-17 11 30 42 52 7 3 15 1 5 2 6

KD-18 2 24 51 14 16 10 14 1 5 1B,1DR,1DQA,1DQB
H-18 26 29 51 38 12 15 7 14 1 2 3 5

KD-19 2 23 44 57 5 6 4 11 3 5 3 1A,1C,1DR,2DQA,1DQB
H-19 2 8 50 6 4 3 3 5 3 5

KD-20 24 26 40 56 1 7 4 11 3 5 3 1A,1DR,1DQA,1DQB
H-20 24 29 37 58 3 6 4 10 1 5 3 5

KD-21 23 32 49 55 3 7 11 5 3 1C,1DR,1DQA,1DQB
H-21 24 35 49 14 7 11 14 5 3 6 3

KD-22 2 11 49 51 14 7 10 15 1 5 6 1A,1B,1C,1DR,1DQA,1DQB
H-22 2 31 18 51 7 11 15 1 5 3 5

KD-23 11 23 14 15 7 8 16 11 1 5 3 5 1C,1DR,1DQA,1DQB
H-23 2 24 18 2 7 11 5 3

KD-24 1 2 50 52 12 6 8 15 1 6 3 6 1B,1C,1DR,1DQA,1DQB
H-24 11 29 40 52 12 2 15 16 1 5 6

KD-25 1 24 40 58 3 7 4 13 1 3 3 6 1A,1C,1DR,1DQA,1DQB
H-25 3 24 8 44 16 7 3 4 3 5 2 3

Calisma grubu disiik ¢oziniirliikte Sekans Spesifik Oligoniikleotid Metodu ile ¢alisildigindan dolayr homozigot ¢ikan gruplar tek allel olarak

girilmistir.
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Calisma grubumuzdaki nakil olmus 25 hasta ve kadavra dondrlerinin lokuslarina

gore HLA uyum oranlar1 Sekil 20’de verilmistir. Bu hastalardan kadavra donorii ile

en fazla uyum %16 ile (n=4) 1A,1DR,1DQA,1DQB’dir.

Lokuslara gére HLA uyum orani (%)
2DR,2DQA,2DQB 4,0%
1DR,2DQA,2DQB 4,0%
1DR,1DQA,1DQB 4,0%
1C,1DR,1DQB 4,0%
1C,1DR,1DQA,2DQB 4,0%
1C,1DR,1DQA,1DQB
1B,2DR,2DQA,2DQB 4,0%
1B,1DR,1DQA,1DQB 4,0%
1B,1C,1DR,1DQA,1DQB 8,0%
1B,1C,1DR,1DQA 4,0%
1B,1C,1DQA,1DQB 4,0%
1A,1DR,2DQA,1DQB 4,0%
1A,1DR,1DQA,1DQB
1A,1DR,1DQA 4,0%
1A,1C,1DR,2DQA,1DQB 4,0%
1A,1C,1DR,1DQA,1DQB 4,0%
1A,1B,2DR,1DQA 4,0%
1A,1B,1DR,1DQA,2DQB 4,0%
1A,1B,1C,1DR,1DQA,1DQB 4,0%

12,0%

16,0%

Sekil 20. Calisma grubundaki nakil olmus hasta ile kadavra donorii arasinda HLA doku

tiplerinin lokus temelinde uyum oranlar

Calisma grubunu olusturan 25 hasta ile kadavra dondrleri arasinda

caprazlama test sonuclari, PRA tarama ve PRA tanimlama test sonuglar1 Tablo 12’de

verilmistir.
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Tablo 12. Caligma grubunu olusturan nakil olmus hastalarin ¢aprazlama, PRA tarama ve PRA tanimlama test sonuglari

HASTA KODU PRA TARAMA PRA TANIMLAMA
T Hiicre B Hiicre T Hiicre B Hiicre Smmfl SmmfIl  Simfl Simf 11 Simif I Simif 11
H-1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-4 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG DR1, DR10, DR15, DR16
H-5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-6 NEG NEG NEG NEG POz POz A24, A23 DR4, DR9, DQ8
H-7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG A29, Al, A24, DR11, DR7, DQ9,
A23, CW4,CW16 DQ7, DR13, DR11
H-8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-14 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-15 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-16 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-19 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POz NEG DQ2
H-21 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-22 NEG NEG NEG NEG POz NEG A3, A25, B81 NEG
H-23 NEG NEG NEG NEG NEG NEG POz POz NEG NEG
H-24 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
H-25 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

NEG: Negatif, POZ: Pozitif
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5. TARTISMA

Her insanin anne ve babasindan kalitilan kendine has 6zel bir HLA (Insan
16kosit antjeni) yapis1 vardir. Bobrek nakli vakalarinda viicut nakledilen organ
tizerindeki HLA antijenlerini tanir. Kendisine ait olmadigini tespit eder ve bu HLA
antijenlerine kars1 spesifik antikorlar olusturur. Nakil 6ncesinde hasta ve vericinin
immunolojik ag¢idan degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu amagla ABO kan
gruplarinin, HLA antijenlerinin belirlenmesi ve hastada verici (dondr) HLA
antijenlerine karst olusmus anti-HLA antikorlarinin saptanmasi gerekmektedir
(83,84). Eger vericiye 0Ozgl antikor (donére spesifik antikor- DSA) saptanirsa;
bunlarin IgG kaynakli m1 yoksa IgM kaynakli m1 oldugu, hangi hedef hiicreye (T, B)
spesifik oldugunun bilinmesi 6nemlidir. Nakilden dnce bu antikorlarin saptanmasi,
rejeksiyon riskinin belirlenmesine yardimci olur. Ciinkii lenfositler HLA antijenlerini
yiiksek oranda eksprese eder ve DSA’larin belirlenmesi i¢in hedef hiicre olarak

secilirler (54).

Bobrek nakli 6ncesi ve sonrasinda hastada grefte kars1 herhangi bir anti-HLA
antikoru olup olmadigin1 saptamak icin PRA tarama ve tanimlama testleri
yapilmaktadir. PRA testi ile birlikte, dondre spesifik antikor varlifinin tespiti i¢in
caprazlama testleri yapilmaktadir. Caprazlama testleri; vericideki HLA antijenlerine
kars1 alicida bulunan anti-HLA antikorlarinin saptanmasi amaciyla yapilan testlerdir.
Bobrek naklinden 6nce yapilan ¢aprazlama testleri ile antikor aracili hiperakut organ
reddi engellenmeye calisihir. Terasaki et al. (70) yaptigi caligmada sitotoksik
caprazlama test sonucu pozitif olan 30 hastanin 2 giin ve sonrasinda %80°1 (n=24)
bobrek reddi gerceklestigi goriilmiistiir. Caprazlama test sonucu negatif olan 195 test
sonucunun %4,1’inde (n=8) bobrek reddi goriilmiistiir. Burada goriildiigii tizere
pozitif ¢aprazlama test sonucu akut greft kaybi i¢in yiiksek risk ifade etmektedir.
Caprazlama test sonucu pozitif olan bir hastaya nakil gerceklestirilmemelidir. Baz1
antikorlar (anti-HLA disindakiler) direkt donér lenfositlerine karsi olmakla birlikte
klinik olarak iliskisiz oldugu tartismalidir. Bobrek nakli dncesi yapilan ¢aprazlama

testlerinin baslicalar;; CDCXM, FCXM ve Luminex ¢aprazlama (DSA)’dir.
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Bu calismada 113 kadavra dondrden bobrek nakli i¢in bagvuran 416 hastaya
yapilan ¢aprazlama test sonuglari ve Luminex’e dayali Panel Reaktif Antikor (PRA)
tarama test sonuclar1 incelendi. Kadavra donodrden bobrek nakli i¢in basvuran
hastalardan %93’1i hemodiyaliz (n=293) hastasi, %7’s1 periton diyalizi (n=22) hastas1
idi. Nakil 6ncesinde uygulanan diyaliz tedavisinin tipinin nakil sonrasinda greft dmrii
tizerindeki etkisi ile ilgili birgok ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligmalardan birinde diyaliz

tipinin greft dmri iizerinde etkisinin olmadigi belirtilmistir (86).

Calisma grubumuzdaki hasta ve kadavra donorlerinde en sik goriilen kan
gruplart 0 Rh (+) ve A Rh (+)’tir. 0 Rh (+) kan grubuna sahip hasta ve donérlerinde
strastyla (%33,9, %36,3) goriilirken, A Rh (+) (%33, %34,5) goriilmiistiir. Yapilan
aragtirmalarda tilkemizde en sik %39 ile A Rh (+) kan grubu gorilmistiir (104).
Calisma grubunda hasta ile dondr arasindaki kan gruplart birebir uyumludur. Kan
gruplart ile HLA antijenleri ifadesi arasindaki iliski ile ilgili bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Calismamizda, HLA ve ABO kan gruplar1 arasinda anlamli bir iliski
bulunmamuistir. Erikoglu ve ark. (87) 2011°de yaptiklar1 ¢alismada HLA antijenleri
ve kan gruplar arasindaki iligkiyi saptamaya caligmis ancak istatistiksel olarak
anlamli bulamamislardir. Soy6z ve ark. (105) 2016’da yaptiklar1 ¢alismada HLA-B
ve HLA-DRBI lokuslarinda HLA ve ABO kan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iliski saptamiglardir.

Anti-HLA antikorlarmin gelismesinde, nakil Oykiisii, transflizyon ve
gebeligin rol oynadigi bilinmektedir (85). Calisma grubumuzdaki hastalarin nakil
oncesi, %52,4’nlin (n=218) kan transfiizyonu, %43,8’nin (n=182) gebelik ve
%14’liniin (n=60) bobrek nakli dykiisii vardi. Nakil oykiistine sahip hastalarda PRA
pozitifligi daha fazla gorildi (%30; n=20). Son yillarda yapilan bir ¢alismada
alloimmiinizasyon Oykiilerinin nakil sonrasinda de novo DSA olugma ihtimalinin en
yiiksek nakil ge¢cmisi olan hastalarda tespit edilip, bunu sirasiyla kan transfiizyonu ve
gebeligin izledigi belirtilmistir (88). Pirim ve ark. (85) yaptiklar1 ¢alismada, anti-
HLA antikor iiretme yiizdeleri incelendiginde gebelik Oykiisii olan hastalarin

%354 linlin panel reaktif antikor tarama sonucu pozitif olarak saptamislardir.

HLA antijenleri yliksek derecede immiinojenik olduklarindan nakilde alict ve

verici arasinda farkli olan HLA antijenleri edinsel immiin cevabi aktiflestirerek

65



rejeksiyona neden olur. HLA molekiillerinin polimorfik &zellikleri ve yaygin
ekspresyonlarindan dolay1 bu antijenlere kars1 anti-HLA antikorlar1 olugabilmektedir.
Bobrek nakillerinde, hasta ile vericisi arasinda HLA doku uyumu aranmaktadir.
Hastalar ile donorleri arasinda en ¢ok 1DR uyumu goriildii (%31,3; n=130). Tam
uyum (2A2B2DR) (%0,2; n=1) iken, uyumsuz (%0,5; n=2) olarak belirlendi. 1DR
uyumu olan hastalarin %19,2’sinin ¢aprazlama ve PRA sonuglari pozitif bulunmustu.
416 hastanin %28,8’ine (n=120) bobrek nakli gerceklesmisti. 1DR uyumu olan
hastalarin % 21,5’ine nakil ger¢eklesmisti.

CDCXM T hiicre ve FCXM T hiicre caprazlama test sonuclari sirastyla su
pozitif sonuglar1 vermistir (%15,1, %19,0). Bu karsilastirmalarda CDCXM T
hiicresinin %3,9 negatif sonucu FCXM T hiicre testinde pozitif olarak saptanmustir.
CDCXM B hiicre ve FCXM B hiicre ¢aprazlama sonuglari ise sirastyla su pozitif
sonuglart vermistir (%12,9, %22,8). Burada CDCXM B hiicrenin %9,9 negatif
sonucu FCXM B hiicre testinde pozitif olarak saptanmistir. Herczyk et al. (89)
yaptiklari ¢calismada CDCXM testinde % 32 negatif sonucu FCXM testinde pozitif
olarak saptamistir. Koktathong et al. (90) yaptiklar1 ¢alismada CDCXM testinde %
3,4 negatif sonucu FCXM testinde pozitif olarak saptamistir. Gebel et al. (91)
yaptiklar1 calismada CDCXM testinde % 8,7 negatif sonucu FCXM testinde pozitif
olarak saptamistir. Kilicaslan-Ayna ve ark. (106) yaptiklart calismada CDCXM
testinde % 19,1 negatif sonucu FCXM testinde pozitif olarak saptamistir. Dolayisiyla
bu ¢aligmalardaki veriler ile elde ettigimiz veriler desteklenmektedir. CDCXM nakil
sonras1 saatler/giinler igerisinde meydana gelen ve allogreft reddi ile greft kaybi
acisindan artmis risk ile iligkili olan diisiik seviyedeki DSA’lar1 tespit etmek icin
yeterli hassasiyete sahip degildir (91). Immiinolojik risk (dogum, kan nakli, daha
onceki bobrek nakli) tagiyan hastalarda CDCXM testinin yani sira FCXM testinin de
yapilmas1 Onerilmekte ve daha diisiik diizeyde saptanabilen antikorlarin klinik
anlamli olabilecegi diistiniilmelidir (92). Bobrek nakli adayi ig¢in; FCXM sonucu
negatif CDCXM sonucu negatif ise nakil disiiniilebilir. FCXM negatif CDCXM
pozitif ise nakil uygun degildir. Ciinkii bu sonug hiperakut red i¢in ytiksek riski ifade
eder. Eger FCXM pozitif, CDCXM negatif ise daha o6nce nakil dykiisii olmayan,
gebelik ge¢irmemis, kan transfiizyonu yapilmamis kisilere nakil diisiiniilebilir.

Ancak hasta yukaridaki sartlar1 tasiyorsa ya nakil yapilmamali ya da nakil
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yapiliyorsa greft reddi i¢in yiiksek risk tasiyan bir hasta oldugu gbz oniine alinarak

ilgili tedavi yontemleri uygulanmalidir (68).

Calismamizda CDCXM T hiicresinin %5 negatif sonucu Lum-DSA Simif I
testinde pozitif olarak bulunurken, Lum-DSA Sinif II hiicresinin %2,2 negatif sonucu
CDCXM B hiicre testinde pozitif olarak saptanmistir. Yine ayni ¢alisma grubunda
yapilan testlerden FCXM testi ile Lum-DSA caprazlama testinin ayni anda yapildigi
5 test sonucuna ulagilip testler ayni sonuclari vermistir. Son yillarda kat1 faz
yontemleri gelismekte olup, akis esasli boncuk analizleri Luminex teknolojisi
sisteminin CDCXM yonteminden ¢ok daha hassas oldugu kanitlanmigtir ve bobrek
nakli bekleyen alicilarda HLA antikorunun diger yoOntemleri tarafindan

saptanamayan 0n duyarlilig1 ortaya ¢ikarmistir (93).

CDCXM T hiicresinin %13,6’lik kism1 PRA Sinif I testinde pozitif olarak
bulunurken, CDCXM B hiicresinin %11,5’lik kism1 PRA Smuf II testinde pozitif
olarak saptanmistir. Bobrek nakli 6ncesi saglik bakanliginin nakil tercihi ¢aprazlama
ve PRA test sonuglarinin negatif olan hasta gruplaridir. Bu testlerin hepsinin negatif
sonu¢ vermesi DSA varliginin olmayist yorumu yapilabilir. Caprazlama ve PRA test
sonuglariin pozitif olmasi alicida DSA varlig1 diisiintilebilir. Nakil sonras1 greft sag
kalimi igin belirli araliklarla PRA bakilmalidir. Nakil sonras1t PRA sonucunun pozitif
¢ikmasi alicidda de novo antikor olugsmus olabilecegi diisiindiiriir. Bu antikorlarin
hangi HLA antijenine karsi olustugunu belirlemek i¢cin PRA tanimlama veya tek
antijen boncuk (SAB) testleri yapilabilir. Bobrek nakli oncesinde Olgiilen yiiksek
PRA diizeylerinin erken ve ge¢ donemde olusan greft fonksiyon kaybi i¢in dnemli
bir risk faktorii oldugu bilinmektedir (91). Anti-HLA antikorlarin; akut rejeksiyon,
rejeksiyon sayisi, kronik rejeksiyon, greft kaybi, hatta yeni yayinlanan kesitsel bir
calismada belirtildigi lizere kanser ve tiim nedenlere bagl mortalite riskini artirdigi
gosterilmistir (91,95). Her ne kadar teorik olarak solid faz teknikleri ile saptanan
donore spesifik antikor olmast durumunda FCXM sonucu pozitif olmasi beklenirse
de, bu her zaman olagan bir durum degildir. FCXM sonucu negatif iken donore
spesifik antikorlarin pozitif olmasi solid faz calismalarin daha sensitif olmasindan
kaynaklanabilir, mikro boncuklarin iizerinde bulunan saflastirilmig HLA antijenleri

dondre spesifik antikorlarin erisimini kolaylastiriyor olabilir. Patel and al. (96)
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yaptiklart ¢alismada nakil Oncesi donemde dondr spesifik antikor pozitif olan,
CDCXM ve FCXM sonucu negatif hastalarda antikor aracili rejeksiyon riskinin
anlamli diizeyde artmis oldugunu gostermistir. Ayni zamanda bu hastalarin %75’
inde nakil 6ncesi PRA pozitifligi saptanmistir. Nakil 6ncesi donemde PRA yontemi
ile saptanmis HLA Smuf II antikoru olan hastalar CDCXM ve/veya FCXM
yontemlerle calisilan lenfosit ¢apraz karsilastirma testlerinin sonuglar1 negatif olsa
bile allogreft rejeksiyonu ve azalmis greft sag kalimi riski tasirlar. Bu nedenle
tarihsel olarak PRA pozitifligi olan hastalarin, CDCXM/ FCXM sonucu negatif
olmasi durumunda bile Luminex solid faz calismalari1 ile dondre spesifik antikor
varligr agisindan arastirilmalart olast immiinolojik risklerin tam anlami ile

degerlendirilebilmesi i¢in gereklidir (97).

Bu ¢alismamda ayrica kadavra dondrden nakil olmus 25 hasta ve verici ¢iftini
kapsayan bir caligsma grubu olusturup HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-DQBI1 lokuslari
da calisildi. Nakil olmus bu hastalarin donorleri ile ¢aprazlama test sonuglarinin
hepsi negatiftir. Bekleme listesindeki hastalara nakil karari verilebilmesi igin
caprazlama test sonuglarmin negatif olmasi gereklidir. HLA-C, HLA-DQA1 ve
HLA-DQBI lokuslarinin greft sag kalim siiresine etkilerinin goriilebilmesi i¢in uzun
stireli nakil sonrasi takip gereklidir. Calismamiza dahil ettigimiz hastalarin takibi
devam etmektedir. Doku uyumluluk antijenleri, genetik olarak birbirine benzemeyen
alicilarda immiin yanit1 indiikleme yetenegine sahip ylizey antijenleridir. Dolayisiyla
doku veya hiicre redlerine sebep olurlar (98). Bushell et al. (99) yaptig1 ¢calismada, 62
hastadan olusan ¢aligma grubunda, 25 HLA-DQ uyusmayan hasta ve dondriinii
karsilastirmis, sonucu bagimsiz bularak HLA-DQ uyumunun greft sag kalimi ile
arasinda iliski olmadigini saptamistir. Ancak Hsia et al. (100) yaptigi ¢alismada ise,
63 hasta ve dondriinden olusan bir calisma grubunda HLA-DQ sonuglarin

kiyaslayip, HLA-DQ uyumunun sag kalima fayda sagladigini tespit etmislerdir.

Rene J. Duquesnoy et al. (82) 2011°de yaptig1 calismada, HLA-C doku tipi
uyusmayan 45 olgudan alinan post-allogreft nefrektomi serumlarini inceledi. HLA-C
antikorlar1, basarisiz bobrek grefti olan hastalarda nakil basarisizliklarina katkida
bulundugu rapor edildi. Hasta ve verici arasinda HLA-C uyumsuzluklarinin, % 60

oraninda antikorlara neden oldugunu gostermislerdir. HLA-C antikorlari, basarisiz
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bobrek grefti olan hastalarin hangilerini primer olarak etkiledigi tam olarak
bilinememektedir. HLA-C epitoplarinin nakil oncesi yapilan hasta ve verici gifti
arasindaki c¢aprazlama sonuglarina etkisi halen arastirllmakta olup, bu bilginin
eksikligi nakil adaylarna yapilan ¢alismalarda etkiledigi goriilmiistiir. Yapilan son
caligmalar neticesinde, bobrek naklinde, HLA-C tiplemesinden yararlanilip ve
duyarl hastalarda uyumsuzlugu daha iyi degerlendirmenin ne kadar 6nemli oldugunu
gostermistir (101). Gelecekteki ¢alismalarimizda bu konu ayrica degerlendirilecektir.
Birgok farkli birimden yapilmis nakillerden elde edilen verilerle bir havuz
olusturulup hasta sayisi arttirilarak daha kapsamli bir ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu
disiiniilmektedir. Simdiye kadar elde edilen verilerle HLA-C, HLA-DQA1 ve HLA-
DQBL tiplendirmenin 6nemi anlagilmaya baslanmis ve HLA-A, HLA-B ve HLA-DR
tiplendirmelerine ek olarak rutin calismalara entegre olmasi ve bu sayede hastalarin

greft sag kalim siirelerine olumlu katki sagliyacagi ongoriillmektedir.

Bobrek nakli 6ncesi yapilan caprazlama testlerinin avantaj ve dezavantajlari
ele alindiginda; herhangi bir hiicre antijenine karsi olusmus kompleman fikse eden
antikor (1g1,1g3,IgM) araciligi ile meydana gelen hiicre O6limiinii saptamasi,
CDCXM testinin en 6nemli avantajini gosterir ve hiperakut rejeksiyon 6ngoriisiinde
onemli bir yontemdir. Testin dezavantaji, komplemani aktive etmeyen antikorlar
tayin edememesi, canli hiicre gerektirmesi, duyarlili§inin diisiik olmas1 ve HLA igin
spesifik olmayigidir. FCXM testinin avantaji, tim IgG alt siniflarin1 saptamasi (Ig1,
1g2, 193, Ig4) ve biitiin antikorlar1 tayin edebilmesidir. FCXM testinin dezavantaji,
reaktif ve donanimlarinin pahali olmasi ve yanlis +/- sonu¢ verebilmesidir. FCXM
tarafindan saptanan antikorlarin klinik onemi ile ilgili tartismalar vardir. Hiicre
yiizeyi antikorlar1 spesifik olmayan sekilde baglanmayla yanlis pozitiflige neden
olabilir. CDCXM ve FCXM testleri ile olusan anti-HLA antikorunun hedef hiicresi
(T ve B lenfositler) belirlenirken, Luminex ¢aprazlama (DSA) testi ise sadece HLA
ya kars1 olusmus antikorlarin (komplemani fikse eden ya da etmeyen) varligini1 saptar
ve olusan antikorun hangi simif HLA’ya karsi olustugunu vermesi ile yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliigii saglar (94). Canli hiicreye gereksinim duymayisi, az serum
ile ¢alisiyor olmasi da bu testin avantajlarindandir. Luminex caprazlama (DSA)
testinin dezavantaji, bircok serum faktoriinden etkilenebilmesi, epitop yapisi

degisimi olabilmesi ve non-HLA antikorlarini tayin edememesidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Luminex c¢aprazlama (DSA) testi; ¢ok diisiik miktardaki antikor titresini
saptayabilirken, FCXM; orta diizeyde antikor titresini, CDCXM; dondre spesifik
antikorlar1  saptayabilmesi i¢in serumda yliksek miktarda antikor olmasi
gerekmektedir. Nakil oncesi ¢aprazlama testlerinin karsilastirilmasi ile ilgili yapilan
calismalarda, testleri icerisinde sensitivisi en yiiksek olan solid faz yontemine dayali
luminex ¢aprazlama (DSA) verilirken, CDCXM’in sensitivesi en disiik oldugu
sonucu belirtilir. Calismamizdaki sonuglar, diger c¢alismalarin sonuglar1 ile

uyumludur ve bunu desteklemektedir.

Bu calismada testlerin duyarlilik, 6zgiilliik, avantajlar1 ve dezavantajlar ele
alinarak bobrek nakli 6ncesi ve sonras1 uygunluklar: hakkinda diger ¢alismalara katki
saglayacag1 disiliniilmektedir. Bu testlerin 6nceligi merkezlerin imkéanlar
dogrultusunda belirlense de kadavra dondrden yapilacak nakiller ©ncesinde
fizyolojik sartlara uygunlugu nedeniyle CDCXM altin standart test olarak
yapilmasini, bunun yaninda FCXM veya Lum-DSA ¢aprazlama testlerinden birinin
de yapilarak sonuglarin birlikte degerlendirilmesini Oneriyoruz. Gilinlimiizde nakil
oncesi yapilan ve naklin basarisini Oongdrebilen immiinolojik testler sayesinde
nakilden sonraki dakikalar veya saatler igerisinde ortaya ¢ikan hiperakut
rejeksiyonun goriilme orami azalmis olsa da, akut ve kronik rejeksiyon allogreft

nakillerin 6niinde asilmas1 gereken 6nemli bir engel olarak durmaktadir.
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OZET

Kadavra Vericili Bébrek Nakli I¢in Cagirilan Hastalara Yapilan Farkh
Cross-match Testlerinin Karsilastirilmasi

HLA antijenlerine karsi olusan alloantikorlar, organ (greft) reddi ve
fonksiyon kaybi ile iligkili en dnemli antikorlardir. Nakil oncesi hastalarda, daha
onceden olusmus anti-HLA antikorlarinin tespit edilmesi ve grefte karsi olusacak
immiin reaksiyonun caprazlama testlerinde belirlenmesi greft yasam siiresinde
onemli bir yer tutar. Bu ¢alismada Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde
kadavra vericili bobrek nakli i¢in ¢agirilan hastalara nakil 6ncesinde yapilan farkli
caprazlama test sonuglarinin karsilastiritlmas: amaglanmaistir.

Ocak 2014 - Aralik 2016 tarihleri arasinda, 113 kadavra vericili bobrek nakli
icin ¢agirilan 416 hastanin komplemana bagl sitotoksik (CDCXM), akim sitometri
(FCXM), luminex dondre spesifik antikor (DSA) ¢aprazlama ve panel reaktif antikor
tarama (PRA) sonuglar1 ¢calismaya dahil edildi. Kadavra vericilerinin yas ortalamasi
46,08+16,09 olup, ortalama kreatin degeri 1,20+0,81 (mg/dL) olarak bulundu. Nakil
Oncesi ¢aprazlama test sonuglarina gére FCXM T hiicre pozitiflik oraninin CDCXM
T hiicreye gore daha fazla oldugu goriildii (sirasiyla %19,0, %15,1; p<0.05). FCXM
B hiicre sonucunun ise CDCXM B hiicre pozitifliginden anlamli derecede ytliksek
oldugu saptandi (sirasiyla %22,8, %12,9; p<0.05). Lum-DSA Smf I pozitiflik
oraninin CDCXM T hiicreye gore daha fazla oldugu goriiliirken (sirasiyla %19,2,
%14,2; p<0.05), Lum-DSA Sinif Il ile CDCXM B hiicre pozitifligi arasinda anlamli
bir fark bulunamadi (%10,3, %12,5). FCXM testi ile Lum-DSA yo6ntemlerinin ayni
anda yapildig1 5 testin sonuglari uyumluydu.

Bu testlerin Onceligi merkezlerin imkanlar1 dogrultusunda belirlense de
kadavra dondrden yapilacak nakiller 6ncesinde CDCXM’in mutlaka altin standart
test olarak yapilmasini, bunun yaninda Flow veya Lum-DSA ¢aprazlama testlerinden
birinin de yapilarak sonuglarin birlikte degerlendirilmesini 6neriyoruz.

Anahtar Sozciikler: Bobrek nakli, Cross-match, CDCXM, FCXM, DSA
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ABSTRACT

(Comparison of different cross-matching assays in deceased-donor renal
transplant candidates)

The alloantibodies to HLA antigens are the most important antibodies
associated with rejection of the organ (grafts) and loss of function. Detection of
previously formed anti-HLA antibodies in the pre-transplant patients and
determination of the immunological reaction against the graft in the cross-match tests
have an important place in the graft life. In this study, it was aimed to compare the
results of different cross-match tests performed at the izmir Tepecik Training and
Research Hospital before cadaveric kidney transplantation.

Complement-dependent cytotoxicity (CDCXM), flow cytometry (FCXM),
luminex donor specific Antibody (DSA) cross-match and panel-reactive antibody
screening (PRA) results of 416 patients who were invited for 113 cadaveric
transplantation between January 2014 and December 2016 were included in the
study. The mean age of the deceased donors was 46.08 + 16.09 and the mean
creatinine level was 1.20 = 0.81 (mg / dL). According to pre-transplant cross-match
test results, FCXM T cell positivity ratio was found to be higher than CDCXM
(19.0% and 15.1%, respectively; p <0.05). FCXM B cell results were found to be
significantly higher than CDCXM B cell positivity (22.8% and 12.9%, respectively;
p <0.05). Lum-DSA Class I positivity was found to be higher than CDCXM T cells
(19.2% and 14.2%, respectively; p <0.05). No significant difference was found
between CDCXM B cell positivity and Lum-DSA Class Il result (10.3% and 12.5%,
respectively; p> 0.05). Five studies where the FCXM test and Lum-DSA methods
were performed simultaneously were compatible.

We recommend to perform CDCXM as a gold standard test, and to evaluate
the results together with simultaneously performed one of the Flow or Lum-DSA
cross-match tests before cadaveric transplantation, although the priority of these tests
is determined by the facilities of the centers.

Keywords: Renal transplantation, Cross-match, CDCXM, FCXM, DSA
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