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1 GIRIS

Organ ve doku nakilleri sonucunda, yabanci antijenlerle karsilasan alicinin
immiin sistemi, dondre karsi yanit olusturur. Bu immiin yanitin olusumundaki
birincil uyaran siif I ve I Temel Doku Uyumluluk (MHC) antijenleridir. insanlarda,
Insan Lokosit Antijeni (HLA) olarak da adlandirilan bu antijenlerden tiirevlenen
peptitler, alicinin T ve B hiicrelerine sunulurlar ve donér HLA antijenlerine karsi
antikor iiretimini uyarirlar (1). Anti-HLA antikorlari, hiperakut, akut ve kronik
redlere sebep olduklarindan organ nakillerinin basarisinda Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Organ nakli, transfiizyon ve gebelik anti-HLA antikorlarinin
olusumundan sorumludur. Organ nakli bekleme listesindeki kadinlarin ¢ogunun
gebelik Oykiilerinin  bulunmasit ve kan transfiizyonunun daha az goriilmesi,
duyarlilagsma olaylar1 arasinda gebeligi birinci siraya tagimaktadir. Gebelerin yaklasik
%30-50 ‘sinde anti-paternal anti-HLA antikorlarinin bulundugu bildirilmistir(2).
Fakat anti-HLA antikorlarinin gebelik iizerine etkisi ile ilgili bilgiler kisitlidir (3).

Gebelik, paternal kokenli fetal antijenlerden etkilenmemek igin, maternal
immiin sistemin yeniden diizenlemesini gerektiren biyolojik bir siiregtir. Fetiis,
anneye yabanci olan paternal antijenleri de ifade eder ve dolayisiyla nakledilen bir
organ gibi davranmaktadir (4). Anti-paternal antikorlarin gebeligin 28. haftasindan
sonra tespit edilmeye baslandigini belirten ¢aligmalarin yani sira, 28. haftadan 6nce
de tespit edildigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (5,6). Dolayisiyla gebelik
sirasinda olusan anti-paternal antikorlarin tiretilmeye baslandigi gebelik donemi

belirsizligini korumaktadir.

Gebelikteki immiin diizenlenmenin anlasilmasi, sadece gebeliklerin basariyla
sonlanmasina degil, ayn1 zamanda organ nakillerindeki greft kayiplarinin azaltilmasi
ve greft mriiniin uzatilmasina da yarar saglayacaktir. Gebelik, blastosistin desiduaya
tutunmasiyla baglar. Trofoblastlarin invazyonunun yeterli olmasi ile de normal bir
plasenta gelisimi saglanmaktadir. Plasenta fetal trofoblastlar ve maternal desidua ile
etkilesim halindedir (3). Gebeligin 13. haftasindan sonra maternal kan fetal maternal

araylize akmaya baglar. Yine plasental villiislerden kopan trofoblast hiicreleri de



maternal kana gecer. Bu donemden sonra bdlgesel olan anne fetiis etkilesimi tim
viicuda yayilir. Dolayisiyla maternal immiin baskilamaya 6zellikle bu asamadan
sonra ihtiya¢ duyulmaktadir. Saglikli gebeliklerde, trofoblastlar, klasik HLA
molekiillerini degil, daha az polimorfik olan simif I antijenlerini (HLA-G,E,F gibi)
ifade eder ve boylece fetiis T hiicre yanitindan kagabilir (7). HLA-G dogal dldiiriicii
hiicrelerin sitolitik aktivitelerini engeller. Kompleman sistemi, ¢esitli mekanizmalarla
bloke edilir. Trofoblastlar tarafindan firetilen indolemin 2,3 dioksigenaz enzimi
(IDO), triptofan1 katabolize eder ve boylece lenfoid hiicrelerin aktivasyonu
engellenir (8). Progesteronun salgilanmasi ile immiin sistem hiicreleri inaktif hale
getirilir (9). Fakat fetal reddi engellemede gorev alan bu mekanizmalar her zaman ise
yaramamakta ve gebelikler diisiiklerle sonuglanabilir (10). Anti-HLA antikorlarinin
stirekli diistikleri olan kadinlardaki etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda, gebelik

sayisindaki artigin anti-HLA antikorlarinin olusumunu da arttirdigi bildirilmistir (11).

Anti-HLA  antikorlarinin ~ belirlenmesinde  kullanilan ~ standart  yontem
kompleman sitotoksisitesine dayanan (CDC) hiicre temelli bir yontemdir (12).
Zamanla bu yontemin yerini, ELISA ve boncuk temelli kati1 faz yontemleri almigtir
(13). Luminex Teknolojisi boncuk temelli analizlerden biridir ve hem dondre 6zgii
hem de panel reaktif antikorlarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Panel reaktif
antikor tarama ve tanimlanmasinda bir antijen paneli kullanilmakta ve serumdaki
anti-HLA antikorlar1 tanimlanabilmektedir. Kullanilan paneldeki antijenler boncuklar
tizerine tutundurulur ve iki farkli lazer ve dedektdér yardimi ile analizi yapilir.
Luminex sisteminin diger panel reaktif tarama ve tanimlama yontemlerine gore daha

Ozgiin ve glivenilir oldugu yapilan ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (14).

Bu calismada Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum
Poliklinigi’ne bagvuran gebelerde, anti-HLA antikorlarinin, olusum zamaninin
belirlenmesi ve tanimlanmasi amaglanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda,
toplumda sik gorilen HLA antijenleri ile bu g¢alismada tanimlanan antikorlar
arasindaki korelasyon belirlenmeye calisilacaktir. Ayrica gebelik, kiirtaj, diisiik
Oykiileri ve sayilarinin, anti-HLA antikor iiretimi lizerine etkilerinin belirlenmesi
planlanmaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin, gebelik siirecinde iiretilen

anti-paternal HLA antikorlariyla ilgili ¢aligmalara 151k tutmasi beklenmektedir.



Ayrica organ nakli bekleme listesindeki gebelik dykiisii bulunan kadin hastalarin,
nakil sansmi arttirabilmek i¢in yapilacak caligmalara katki saglayacagi

distintiilmektedir.



2 GENEL BILGIi

2.1. Immunoglobulinler

Plazma veya serum proteinleri ¢oziinebilme 6zelliklerine gore albiiminler ve
globiilinler olarak ayrilirlar. Antikorlarin ¢ogu gama globiilin yapisindadir. Bu
yiizden de antikorlara, gama globiilinlerin immuniteyle iliskili kism1 anlaminda
immunoglobulinler (Ig) de denir ve yabanci molekiillere yanit olarak iretilen
proteinlerdir (15,16). Antikorlar oldukga gesitlidirler ve antijene Ozgidiirler.
Membrana bagli ve salgilanan antikorlar olmak fiizere iki formda bulunurlar. B
lenfositlerin yiizeyinde membrana bagli antikorlar antijen reseptorii olarak gorev
alirken, salgilanan antikorlar dolagima katilarak toksinleri yok ederler, patojenlerin
viicuda girmesini ve yayilmasini engellerler. Salgilanan antikorlar, kompleman
proteinleri, fagositler ve eozinofiller gibi diger bircok immiin sistem bileseniyle is
birligi yaparak antijenlere baglanirlar ve etkisini ortadan kaldirirlar.

Mikroorganizmalarin veya toksik mikrobiyal driinlerin yok edilmesi,
kompleman sistemin aktivasyonu, fagositozu kolaylastimak i¢in patojenlerin
opsonizasyonu, enfekte hiicrelerin dogal immiin sistem hiicrelerince lizisinin
saglanmas1 ve parazitik kurtlar1 yok etmek i¢in antikor iligkili mast hiicre
aktivasyonu antikorlarin gorevlerinin arasindadir (15).

B lenfositler antikor molekiillerini sentezleyen tek hiicre grubudur. Bir
antijenle karsilagildiginda B hiicresi, antikor iireten plazma hiicresine doniisiir (15).
Plazma hiicreleri saniyede 5000 molekiil oraninda antikor salgilayabilirler. Cogu
plazma hiicresi birkag giin sonra 6liir, bazilar1 kemik iliginde aylar veya yillarca canli
kalabilir ve antikor salgilamaya devam ederek uzun soluklu korumay1 saglarlar (17).

Tiim antikorlar ayn1 temel yapiya sahiptir fakat antijenlere baglanan
kisimlarinda belirgin farkliliklar vardir (1). Antijen baglanma bolgelerindeki bu
cesitlilik antikorlarin yapisal olarak ¢ok cesitli antijenlere baglanmasini saglar. Her
bireyde bir milyon veya daha fazla gesitte antikor oldugu (teorik olarak 10" farkh

antikor) diigiiniilmektedir ve her biri antijen baglanma bolgesinde birbirinden farkli



aminoasit sekans1 igermektedir. Antikorlarin fonksiyonlar1 ve yaygin fizikokimyasal
oOzellikleri ise antijen baglanmayan kisimlariyla ilgilidir (15).

Basit bir antikor molekiilii, her biri 220 aminoasit iceren 25kDa’luk iki hafif
(L) ve her biri 440 aminoasit iceren 55kDa’luk iki agir (H) zincir olmak {izere dort

polipeptit zincirden olusmaktadir (Sekil 1) (17,18).

A SalgilananIgG B Membran IgM Antijen
Agir Antijen
zincir baglanma

bélgesi

baglanma
bélgesi

Mentese

Hafif
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Fcreseptdr/
kompleman
baglanma bélgesi

B hiicresi
plazma
membrani

Kuyruk
kism1

Disiilfit bagt

Ig domaini : J

Salgilanan IgG’nin kristal yapisi

Sekil 1. Antikor molekiiliiniin yapis1.A. Salgilanmis IgG molekiiliiniin sematik goriiniimii. Antijen
baglanma bolgeleri VL ve VH ile gosterilmistir. Agir zincirin C bolgeleri kuyruk kisminda sonlanir.
B. B lenfositlerin yiizeyinde membrana bagli olarak bulunan IgM molekiilii. IgM IgG’ye gore bir fazla
Cy domaini igerir. Plazma membranina C terminal transmembran ve stoplazmik kisimlarla tutunur. C.
Insan IgG’sinin x-ray kristallografisi. Salgilanan IgG’de agir zincirler mavi ve kirmizi, hafif zincirler
yesil, karbonhidratlar gri renkte gosterilmistir. (Abbas ve ark. 2012°den modifiye edilmistir)

Hafif zincirler bir degisken (V) ve bir sabit domain (C\); agir zincirler antikor
siifina bagl olarak bir degisken (Vy) ve 3 veya 4 sabit domain (Cyl, Cy2, Cu3,
Cn4) icermektedir (5).

Degisken bolgelerin adlari, aminoasit sekanslarindaki cesitlilikten gelmektedir.
Agir ve hafif zincirdeki V bolgelerinden birer tanesi antijen baglanma bdlgesini

olustururlar. C bolgesi domainleri antijen taninmasinda gorev almazlar. Agir zincirin



C bolgesi, diger immiin sistem hiicreleriyle iligki kurar ve antikorun biyolojik
fonksiyonunu yerine getirir (15).

Memelilerde IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM olmak {izere 5 g¢esit antikor
bulunmaktadir ve her biri kendi agir zincirine sahiptir (sirastyla a,9,&,y,u) (Sekil 2).

IgM mikro (u) agir zincirine sahiptir (Sekil 2) Gelisen B hiicresinin iirettigi ve
primer antikor yanit sirasinda kana salinan ilk antikordur (17).

IgD molekiilleri az miktarda salinirlar ve 6zellikle antijenler i¢in hiicre yiizey
reseptorli olarak gorev yaparlar. Salgilanan IgM, bes adet 4 zincirli birimden olusan
pentamer yapisindadir. 10 tane antijen baglanma bolgesi igerir. Her pentamer, J
zinciri denen bagka bir polipeptit zincirin bir kopyasini igerir. J zinciri IgM
salgilayan hiicrelerce salgilanir ve iki komsu kuyruk bolgesinin arasinda kovalent

olarak sokulmustur (17).

Disulfit
bagt

f

Sekil 2. Farkli immunoglobulin tipleri. Hafif zincirler pembe, disiilfti baglar1 siyah renkte
gosterilmistir. IgM ve IgA J zinciri igerirler. Bu zincir iki farkli monomerin Fc bolgesinden iki disiilfit
bagi ile baghdir. Serum IgM’i pentamer, serum IgA’s1 genellikle monomerdir (Goldsby et al.
modifiye edilmistir)

" Mentese
bolgesi

%’%

Coklu baglanma bolgesine sahip bir antijen, pentamerik bir IgM molekiiliine
baglandiginda, pentamerin yapis1 degisir, kompleman sistemini aktive eder.
Kompleman aktivasyonu antijene verilen yanit1 arttirir; antikor-antijen kompleksine
baglanan aktive olmus kompleman, antijenin B hiicreyi uyaric1 6zelligini binlerce kat

arttirir (17).



Kandaki temel Ig sinifi dort zincirli bir monomer olan IgG'dir. Sekonder
antikor yanitta oldukca fazla miktarda iiretilirler. Kompleman aktivasyonunu
saglamalarinin yani sira, IgG molekiiliiniin kuyruk kismi, makrofaj ve nétrofillerin
Ozgiil reseptorlerine baglanirlar (17). Fagositik hiicreler bu tip reseptorler aracigi ile
IgG antikorlar ile kapli mikroorganizmaya baglanir ve pargalarlar (17).

IgG smifi antikorlarin bazilar1, anneden fetiisa plasenta yoluyla gecebilen tek
antikor tiplerini olustururlar. Annenin kani ile iliskide olan plasenta hiicreleri, kan
kokenli IgG molekiillerine baglanan Fc reseptorleri igerirler ve dogrudan fetiise
gegerler (17).

IgA tiikiiriik, gozyasi, siit, solunum ve sindirim yolu salgilarinda bulunur.
Saglikli 70 kg agirliginda bir insan giinde ortalama 2-3 g antikor iretir ve bu
antikorlarin 3’te 2’si Ig A’dir (15). Kanda 4 zincirli bir monomerdir. Salgilara
verilmeden once diger iki polipeptit zincirinin eklenmesi ile dimer halini alir (17).
Gastrointestinal ve solunum yolu duvarlarindaki plazma ve B hiicrelerinde iiretilirler
(15).

IgE molekiilleri 4 zincirlidirler. Dokulardaki mast hiicrelerinin ve kandaki
bazofillerin ylizeylerindeki reseptorlere baglanirlar ve antijenler i¢in pasif reseptorler

olarak gorev yaparlar (17).

2.2. Antijenler

Antijen, immiin sistem tarafindan taninabilen bir organizma, molekiil veya
molekiiliin bir parcasi olarak tanimlanir. Antijenler, basit veya karmasik yapil,
protein, karbonhidrat veya sentetik kaynakli olabilirler (19). T ve B lenfositler
tizerinde bulunan c¢ok sayida reseptdr tarafindan taninirlar (20). Bu reseptorler, bir
antijenin tanman en kiiclik pargast olan antijen baglanma bdlgesi veya epitoplarin
farkl1 bolgelerini tanirlar. Farkli lenfositler ayni antijende farkli epitoplari
taniyabilirler (19).

Antijenlerin T ve B hiicreler tarafindan taninma mekanizmalar1 farklidir. B

hiicreleri, ¢oziinebilir antijenleri taniyabilir. T hiicrelerininse biiyiikk cogunlugu



sadece antijen sunan hiicrelerin yiizeylerindeki MHC molekiillerine bagl antijenleri

tantyabilir (Sekil 3) (18).

Antijen sunan hiicre

:

Smf II MHC

CD4 Peptit

TCR

Ty hocre

Sekil 3. Yardimci T hiicrelerinin yiizeyindeki T hiicre reseptorleri (TCR) ve MHC Sinif 11
molekiiliiniin olugturdugu kompleks (Goldsby ve ark.2002’den modifiye edilmistir). T hiicreleri
MHC’ye bagli peptitleri tantyabilirler. T hiicrelerideki koreseptor olan CD4 MHC molekiilleriiyle
etkilesimde gorev balir. T¢ hiicreleri ise MHC Simif 1 ile ayn1 kompleksi olusturur. Koreseptorleri
CD8’dir (Goldsby ve ark.2002’den modifiye edilmistir).

Tetiklenen immiin yanitin yapisina baglh olarak antijenler {i¢ fonksiyonel tipe
ayrilir: Immiinojen, hapten ve tolerojen (19).

Immiinojenler, hem immiin yaniti indiikleyen hem de bu yanitin hedefini
olusturan epitoplar igerirler. Dogal immiin yanitta, ayn1 immiinojenle tekrar tekrar
karsilagildiginda bile yanitin siddeti aymidir. Edinsel immiin sistemde ise ayni
immiinojenle tekrar karsilagma epitopa 6zgli immiin yanitin yogunlugunu arttirir
(19). Immiinojenlerin biiyiikliik, yap1 ve sekli, reseptorler tarafindan taninmalarinda
onemli olan 6zelliklerindendir (20).

Molekiil boyutu immiinojenligin 6nemli unsurlarindandir. Ornegin diisiik
molekiil agirlikl bilesikler yani haptenler immiin yanit1 uyaramazlar fakat antikorlara
baglanabilirler. Dolayisiyla haptenler immiinojenik olmasa da antijeniktirler. Tastyici
biiyiik bir molekiille birlestiginde haptenler immiinojen halini alirlar. Proteinler gibi
karmasik polimerler ve karmasik karbonhidratlar etkin immiinojenlerdir. Niikleik
asitler, basit polisakkaritler ve lipitler, tekrarlayan monomerlerden olustuklari i¢in
zaylf immiinojendirler. Cozlinmez veya kiimelesmis formdaki (6r: 1siyla presipite

edilen proteinler) karmasik yapili makromolekiiller genellikle miikemmel



immiinojenlerdir. Bu ¢dziinmez materyal fagositlerce kolaylikla alinip, bir immiin
yanita yol acarlar. Buna karsin, ¢oziiniir formdaki molekiiller, fagositlerce alinamaz

ve dolayisiyla zayif immiinojendirler (20).

2.3. Antikor-Antijen Etkilesimleri

Antikorlar ¢ok farkli ¢esitte molekiile, farkli kuvvetlerin etkisiyle
baglanabilirler fakat kovalent baglarla baglanmazlar (21).Antikorlar baglandiklari
antijenleri geri doniigiimsiiz olarak degistirmezler. Dolayisiyla prensipte reaksiyonlar
geri dontistimlidiir (22).

Antijenlerde iki smf epitop vardir. Dizisel epitoplar kisa aminooasit
dizileridir (10-18cm uzunlugunda). Soliisyonda serbest halde veya bir proteine bagl
haldeyken antikorlar tarafindan taninirlar. Konformasyonal epitoplarin, etkilesime
girecegi molekiil {i¢ boyutlu yapida olmalidir. Konformasyonal epitoplar,
baglanacaklar1 bolgedeki aminoasitlerin belirli bir sirada olmasina gerek duymazlar.
Antijenlerin denatiirasyonu, bu tip epitoplarin yapilarinin bozulmasina sebep
olmaktadir (21).

Bir epitopa 6zgii olan antikorlar, benzer yapilari taniyarak gapraz reaktiflik
gosterebilirler. Fakat 6zgiil oldugu antijene benzer yapiya olan baglanma afinitesi
daha dugiiktiir (21).

Antijen- antikor etkilesiminin kuvveti antijen baglanma bdélgelerinin sayisi ve
afinitesine baglidir. Hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve iyonik iligkileri
igeren zayif non-kovalent baglarin hepsi, bu baglanmanin kuvvetini belirler. Bu zayif
etkilesimler sadece antijen molekiilii antikorun ylizeyine yeteri kadar yaklastiginda
etki gostermektedir. Antikorlar antijenin iizerindeki baglanma bolgelerini tanir.
Antijenlerin cogu bircok farkli antijenik baglanma bdlgesi icerir ve multivalan olarak
adlandirilirken, iki veya daha fazla baglanma bolgesine sahip antijene polivalan denir
(17).

Antikorun antijenik bir baglanma boélgesine afinitesi, tek bir antikorun, tek bir
antijen baglanma bolgesine olan baglanma giiciidiir. Bivalan veya polivalan bir

antikorun polivalan bir antijene total baglanma kuvvetine avidite denir. Eger IgG ve



IgM molekiillerinin afinitesi ayniysa, [gM molekiilii (10 baglanma bolgesi igerir) IgG
molekiiliine gore (iki baglanma bolgesi) ¢ok daha fazla aviditeye sahiptir (Sekil 4).
Aviditedeki bu farklilik ©Onemlidir, ¢linkii immiin yanitta ilk iiretilen
antikorlarin afinitesi ¢ok daha azdir. Toplam aviditesi yiiksek olan IgM erken evre
antikorlarindan oldugu i¢in, baglanma bdolgelerindeki afinitesi zayif bile olsa etkili

bir sekilde fonksiyon gosterebilir (17).

Avidite: Artan fonksiyonel afinite o

Sekil 4. Multivalan etkilesimler antijen-antikor baglanmasindaki afiniteyi arttirirlar (Actor 2012’den
modifiye edilmistir)

Hafif ve agir zincirlerin N-terminal uglar1 antijen-baglanma bolgesi olusturmak
icin bir araya gelir. Aminoasit sekanslarinin ¢esitliligi antijen baglanma bolgelerinin
yapisal ¢esitliligini saglar (17). Aminoasit sekansindaki farkliliklar, degisik Ig’lerin
degisken bolgelerini (V bolgesi-variable region) olusturur (23). Alt1 tane yiiksek
degiskenlikte bolge komplementerligi belirleyici bolgeler (CDR-complement
determining region) olarak adlandirilir ¢iinkii bu bélgelerin olusturduklari yiizey,
baglandiklar1 antijene komplementerdir (24). CDR’ler antijenle molekiiler temasin
cogunu saglar. Agir ve hafif zincirlerdeki her V kisminin ti¢ CDR’si vardir. CDR1 ve
CDR2 bolgeleri farkli immunoglobulinler arasinda bir o6l¢tide farklidir, fakat
CDR3’lerin birbirinden farkliligi oldukca fazladir. Agir zincirin CDR3’iiniin
ozellikle kompleks bir yapisi vardir ve epitop taninmasinda temel rol oynar (23) .
Protein sekans karsilastirmalart CDR3’ilin V kisminin karboksi terminal kismi, bunu
izleyen 3 aminoasitlik kisa bir ‘farklilik’ kismi ve yaklasik 13-15 aminoasit
uzunlugunda daha uzun bir ‘birlestirici’ kisimdan olustugunu gosterir. Hafif zincirin
kendi CDR3’ii i¢in benzer bir diizenlemesi vardir, fakat D bolgesi yoktur. Tiim

CDR’ler antijen-baglamayla ilgilidir (20).
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Antijen baglama, agir ve hafif zincir polipeptit zincirlerinin 1g katlanma

modelinin bir fonksiyonudur. Sonug, 6zgiin bir antijen-antikor etkilesimidir (20).

2.4.Temel Doku Uyumluluk Kompleksi

MHC (Major histocompatibility —complex-Temel Doku Uyumluluk
Kompleksi), 220 gene sahip, yaklasik 4Mb uzunlugunda, insan genomunun en
polimorfik bolgelerinden biridir (25, 26, 27, 28). MHC, organ ve hemotopoetik kdk
hiicre nakillerinde, enfeksiyoz hastaliklarda, otoimmiin hastaliklarda (diyabet,
romatoit artrit, ¢colyak gibi) ve ila¢ duyarlilik reaksiyonlarinda énemli rol oynayan
Klasik insan 16kosit antijenlerini (HLA) kodlar (29).

HLA kompleksi 6. Kromozomun kisa kolunda, 6p21.3 bdlgesinde bulunur (30,
31) (Sekil 5). Bu bolgenin proteinleri 6zellikle ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeylerinde
ifade edilirler ve hem bagisiklik sisteminde enfeksiyonlara karsi gérev alirken, hem

de hiicre ve organ nakillerini etkilemektedirler (25, 26).

Kromozom 6

Telomer Uzun kol Sentromer Kisa kol Telomer

il il BIBINEINIID

HLA bolgesi
6p21.1-21.3

Simf II Simf I Siuf'1

[ Il Bt 1l I
DP DM pQ DR C4 C2Hsp7OTNF B C E AGF

HHHHHHH—

Insan HLA bolgesinim gen haritasi

Sekil 5. HLA Siuf I, 1T ve III genlerinin yerlesimi(Mehra ve ark.2003’den modifiye edilmistir.)

HLA bélgesinde ii¢ ayr1 kisim belirlenmistir. Kromozomun telomerik tarafina
dogru HLA nin Smif I bolgesi konumlanmistir (32). Bu bolge, HLA-A, -B, -C’den
olusan klasik HLA ‘lar1 ve klasik olmayan HLA-E, -F, G’yi, MICA ve MICB gibi
Sinif I benzeri molekiilleri kodlar. Smif II boélgesi HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ
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molekiillerini ve antijen sunmada gorevli proteinleri kodlamaktadir (Sekil 5) (33).
Smif I ve simif II HLA molekiilleri sirasiyla CD8" ve CD4" T lenfositlere antijen
sunmada gorevlidirler (34). Sinif I molekiilleri ayn1 zamanda dogal 6ldiiriicti (NK)
hiicrelerin yiizeylerindeki oldiiriicii hiicre immunoglobulin benzeri reseptorleri (KIR-
killer cell immunoglobulin-like receptor) tarafindan da taninirlar. Bu 6zellik HLA
molekiillerinin dogal immiin yanitta da gérev almalarini saglar (34).

Smif I ve Stif II arasinda Sinif III bolgesi bulunur. Bu bélgede, immiin yanitta
gorevli HLA-dis1 genler bulunur (25, 33). HLA Smif III bolgesi, C, ve C4B
kompleman faktorlerini, sitokinleri, timoér nekroz faktoriinii (TNF), lenfotoksinleri
(lenfotoksin a-LTA) ve 1s1 sok proteinlerini kodlar (33, 34). HLA sistemi, 1950’lerin
ilk yillarinda, birden fazla dogum yapmis ve birden fazla kan transfiizyonu olmus
kisilerin serumlarinda kesfedilmistir. HLA sistemindeki farkli lokuslarin bulunmasi
bir Nomenklatiir Komitesinin kurulmasini saglamistir (26).

Smif I HLA antijenleri tiim ¢ekirdekli hiicrelerde bulunurlar (35). Kromozom 6
tizerindeki HLA-A, HLA-B ve HLA-C lokuslarindaki genler tarafindan kodlanan
45kd’luk agir zincirden; kromozom 15 {izerindeki genler tarafindan kodlanan 12
kd’luk B2-mikroglobulinden olusur (28).Bu iki alt birim kovalent olmayan baglarla
baglidirlar (35). 2 mikroglobulin polimorfik degildir. Bu protein agir zincire destek
verir. HLA molekiiliiniin 3 bolgeye ayrildigi bilinmektedir: hii¢credisi, membran i¢i
ve hiicre i¢i. Hiicre dist bolge 3 domainden olusur; genin 2. ve 3. ekzonu tarafindan
kodlanan alfa 1, alfa 2 domaini, bu iki domain arasinda, polimorfik olan ve antijenik
peptitlere baglanip T hiicre reseptdrleri ile iliski kuran peptit baglanma bolgesi (26).

HLA Siuf II antijenleri, B lenfositler, aktive olan T lenfositler, monositler ve
makrofajlar, Langerhans hiicreleri, dendritik hiicreler, endotelyum ve epitel
hiicrelerinde ifade edilirler (35). HLA smif II antijenlerinin her biri, HLA-D
bolgesindeki genlerce kodlanan yaklasik 230 aminoasitlik, nonkovalent olarak bagh
a ve B zincirlerden olusan heterodimerdir (28). Beta zinciri alfa zincirine gore daha
polimorfiktir. Bu sebeple de HLA tiplemesi genellikle beta zinciri temel alinarak
yapilir (26).

Alfa zinciri, 2 hiicre dis1 domain i¢ermektedir: alfal ve 2. Her biri tizerinde

oligosakkaritlere baglanma bolgesi icerir (Sekil 6). Beta zinciri, beta 1 ve 2 adinda
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iki ekstraseliiler domain icerir. Aminoasit dizileri alfal ve beta 1 domainlerinin daha

polimorfik oldugunu gostermistir (36).

A. SmfIHLA molekuld B. SmufIl HLA molekilia
Peptit baglanma bolgesi
o zinciri B zinciri
a— ‘ F o @/—\

al 2 o al B1 g
Ekstssliler
soles
CD4
tadlanma
) CHO B2 polgsi
8 baglanma
tal

Sekil 6. Sinif I ve simif I HLA molekiilleri. —ss-, disiilfit bagi. (Johnson ve ark.2012’den modifiye
edilmistir)(36)

HLA antijenleri Mendelin dominant kalitim sekline gore kalitilirlar. MHC’ nin
farkli lokuslarinin birbirine olan yakinligi ve diigiik krossover sikligindan dolayi,
HLA genleri beraber kalitilirlar (28).

Bireyin  bir kromozomunda bulunan genetik baglanti  bdlgesinin
kombinasyonlarina haplotip denir. Kromozom 6 otozomdur ve bu sebeple tim
bireyler iki HLA haplotipine sahiptirler (her bir kromozomda bir tane). Dolayisiyla
iki ebeveynin c¢ocugunda sadece 4 farkli kombinasyonda haplotip olusabilir. Bu
sebeple, biyolojik kardeslerin ayn1t HLA allelerine sahip olma olasilig1 %25 tir (28).

HLA Sinif II lokusundaki en polimorfik motifler ekzon 2 ‘de bulunur. Ekzon 2
peptid baglanma bolgelerini kodlar, peptid ve T hiicre reseptorleri ile iliski kurar. Bu
sebeple siif II genlerinin ekzon 2 sekanslarinin analizleriyle allelik ¢esitliligin ¢cogu
yakalanir. HLA sinif I i¢in de en polimorfik bolgeler Ekzon 2 ve 3 ‘tiir. Son 30 yilda
ilk HLA geninin izolasyonundan itibaren HLA genlerinde tanimlanan

polimorfizmler, isimleri ve sekanslar1t IMGT/HLA veri tabanina girilmektedir (37).
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Her HLA antijeni kendine 0zgii ve diger antijenlere benzemeyen epitop
kombinasyonlarma sahipken, ayni zamanda bu epitoplarin ¢ogu diger HLA
antijenlerince paylasilirlar (38).

HLAMatchmaker, HLA allelleri arasindaki sekans farkliliklarina dayanarak
olusturulmus teorik bir algoritmadir. HLA epitoplarinin yapisal 6zelliklerini
tamimlamay1 saglar (23). Bu veritabani, HLA molekiillerinin aminoasitlerin {iglii
gruplarini lineer bir dizi olarak ele alir. Veritabani donér ile alici arasindaki 3-AA
motiflerini karsilagtirir ve uyumsuz ii¢lii gruplari1 bulur. Temel hipotez, donor ve alici
arasindaki aminoasit polimorfizminin immunojenik olmadig1 ve bu yiizden antikor
iretilmedigine dayanir. Bu programin son siiriimlerinde eplet olarak tanimlanan
bolgelere yogunlagilmistir (Sekil 7). Yapisal epletler lineer dizilerle sinirli degildir.
3A° c¢apindaki yamalar olarak tanimlanmistir. Bu sebeple, ti¢lii gruplara zit olarak
epletler lineer olarak devam etmeyen, kiime halinde duran aminoasitlerden olusur
(38).

TRIPLET

EBLET
Dorusal olarsk ardigik
olmayan, katlanmaden sonma
bi n olan

Sekil 7. Triplet ve eplet kavramlari (Tambur ve ark.2015’ten modifiye edilmistir)(38)

2.5. T hiicrelerine Antijen Sunulmasi

T hiicreleri antijeni HLA proteinleri tarafindan sunuldugunda tanimaktadir.
Farkli antijen parcalanma ve islenme yolaklar1 ile MHC-peptit kompleksleri
olusturulur. Bunlardan biri Sinif I molekiilleri ile iligkili olan endojenik (stoplazmik)
peptitler, digeri ise smf II molekiilleri ile iligskili olan ekzojenik (endozomal)

peptitlerdir. MHC siif I endogenik antijen epitoplarint CD8+ T sitotoksik hiicrelere,
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smif 1l ise ekzogenik antijenleri CD4+ Ty hiicrelere sunar. Tiim ¢ekirdekli hiicreler
MHC smif I sunumu yaparken, sadece Ozellesmis fagositik hiicreler MHC simif 11

sunumu yapar (21).

2.5.1. Endojenik (sitoplazmik) antijen islenmesi ve MHC simif I sunumu

MHC smif I molekiilleri, hiicrenin iginde endojenik olarak sentezlenen,
proteolitik olarak pargalanmis proteinlerden kaynaklanan peptit parcalarina
baglanirlar. Ornegin hiicre igindeki viral replikasyon sirasinda iiretilen proteinler
endojenik olarak tretilen proteinlerdir. Kiigiik peptitler endoplazmik retikuluma
taginir. Burada olgunlasmamis MHC smif I molekiilleri ile birlesirler ve golgi
aygitina gonderilirler. Ardindan hiicre yilizeyine giderek sitotoksik T lenfositlere
sunulurlar. Antijen sunumunda gorev alan tasiyicilar sitozolik proteazlardir. Bunlar
olgunlasmamis MHC smif I molekiilleri ile iliski kurmalar i¢in peptitleri tasirlar.
Adenozin trifosfat baglayici transporter siiperailesinin iki iiyesi olan TAP-1 (peptit
tastyici-transporters of antigenic peptides) ve TAP-2, ATP kullanarak molekiilleri

hiicre membranlar1 arasinda tagiyan énemli proteazlardandir(Sekil 8) (21).

CDs~ T hicrslere
sunum

Visal proteinter= K

endogenitc antijenter ’

Sekil 8. Antijenin islenmesi ve Smif I sunumu i¢in endojenik yolak. Sinif I MHC molekiilleri
proteozomlarca pargalanan peptitlerle etkilesime girerler. Pargalanan peptitler diiz ER’ye taginir
(TAP-1 ve TAP-2 ile) Peptidin baglanmasindan sonra MHC sinif I a zinciri ile B,-mikroglobulin
etkilesimi ile stabilizasyon saglanir ve kompleks golgi aygitinda paketlenerek plazma membranina
gonderilir (Actor 2012’den modifiye edilmistir).
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MHC smif I molekiilleri 8-10 aminoasit uzunlugundaki kiiciik antijenik
peptitlere baglanirlar. T hiicre reseptorleri tarafindan taninmalari ile birlikte, CD8+
molekiilii simif I alfa zincirindeki sabit domaine baglanarak etkilesimi stabil hale
getirir. T hiicre reseptorii antijen-MHC siif I kompleksine baglandigi zaman,
kostimulator sinyal olusur ve T hiicre reseptorii aktive olarak baglandigi hiicreyi

Oldiirmek i¢in toksin tiretip salgilar (21).

2.5.2. Ekzojenik (endozomal) antijen islenmesi ve MHC simif I sunumu

MHC smif II molekiilleri, ekzojenik olarak pargalanmis proteinlerden
tiirevlenen peptit parcalarina baglanirlar. Ornegin fagosite edilmis bakteriyel ajanlar
ekzojenik antijenlerdir. Peptit parcalari endozomda béliimlere ayrilirlar ve hiicre
yiizeyine gonderilmeden once bu kompartmanlarda MHC simif II molekiilleri ile
etkilesirler. MHC smif II molekiilleri 13-25 aminoasitlik daha biiyiik antijenik
peptitlere baglanirlar. Simif II MHC molekiilleri simif I’ler gibi diiz ER’da

sentezlenirler (Sekil 9).

) I

MHC smf I ve li'nin birlegimi

Sekil 9. Antijen islenmesi ve sinif II’ye sunum igin ekzojenik yolak. Simif IT a ve B polipeptitleri
ER’de sentezlenir, birlesir ve sabit zincirle baglanmasi bolgesi kapatilir. Kompleks endozomal
bolgeye gider. Sabit zincir lizozomlarca pargalanir. Boylece Sinif I MHC molekiileri peptitlere
baglanabilirler (Actor 2012’den modifiye edilmistir).

Simif II alfa ve beta zincirleri sabit zincir (li) denilen bir polipeptidin de
eklenmesi sonucunda burada bir kompleks olustururlar. Sabit zincir smif II

molekiiliin olugunu bloke eder ve endojenik antijenlerin baglanmasini engeller.
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MHC-sabit zincir kompleksi asidik endozomal veya lizozomal bolgeye tasinirlar.
Burada pargalanmis antijenik peptit ile karsilastiklarinda sabit zincir ayrilarak
antijenik peptidin baglanmasi i¢in oluk bolgesini agar. Smf II antijen-peptit
kompleksi antijen sunan hiicrelerin (APC) ylizeyine tasinarak burada CD4+Ty
hiicreleri ile etkilesirler. CD4+ TCR antijen-MHC smif II kompleksini bagladiginda
ve kostimulator molekiillerin de baglanmasi ile birlikte CD4+T hiicresi aktive olur,
cogalir ve sitokin salgilar. Sitokinler, humoral veya hiicresel immiin yanit1 olusturan
diger immiin sistem hiicrelerini aktive eder (Sekil 9)(21).

B hiicreleri miikemmel ekzojenik peptit sunan hiicrelerdir. B hiicreleri yiizey
immiinoglobulinlere baglanma yolu ile antijeni fagosite edebilir. Antijen 6ziimsenir
ve MHC smif II molekiillerinin peptit baglanma oyuklarinda, B hiicre yilizeyinde
sunulacak olan peptitlere pargalanirlar. Birincil T hiicresi ile B hiicre etkilesimi
sonucunda peptit-sinif 11 kompleksi taninir, ¢ogalma ve aktivasyon yolagina girilir.
Bu yolakta B hiicreleri antikor sentezleyen plazma hiicrelerine doniisiir. Tim
cekirdekli hiicreler sinif I molekiillerini ifade ederken, B hiicreleri, sinif I veya II

sunum Yyolaklarinda, peptitlerin birlesmesi i¢in antijeni isleme yetenegine sahiptir

(21).

2.6. Kompleman Sistemi

Kompleman sisteminde 30’dan fazla protein gorev alir ve konag istilaci
organizmalara kasi korur. Kompleman kaskadmin aktivasyonuyla, inflamatuar
hiicreler, membran komplekslerini olusturan bakteriyel ve memeli hiicrelerinin
lizizini saglar. Immiin sistemi, yabanci veya kanserli hiicreyi 6ldiirmesi igin tesvik
eder. Kompleman kaskadi, kompleman regiilator proteinlerle (CRP) diizenlenir.
CRP’ler hiicrelerin yiizeyinde ifade edilirler ve kompleman aktivasyonuna yanit
olarak ortaya ¢ikan enflamasyondan dokular1 korumak i¢in énemli bir rol {istlenirler
9).

Kompleman kaskadi, klasik, mannoz baglayici lektin ve alternatif yol olmak

tizere 3 yolla aktive olur (Sekil 10).
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Klasik Yolak | | MB-Lektin Yolak | !

Mannoz-baglayan lekiin
Aniijen-antikor kompleksleri patojen vitzey lerindeki Patajen Yiizeyleri
(patojen yilzeyleri} mannozu baglar

o3 < 57 t’v‘7
C1q,C1r,C1s MBL, MASP-1, MASP-2 C3
C4 C4 B
C2 C2 D
kl I'1 IJ
< 5
[ C3 konvertaz |
I |7
Jc J
Terminal kompleman
bilesenleri
N C5b
C3a, C5a C3b Cé
v Cc7
C8
C9
< = = 5P
Enflaniasyonda gorevli Fagositlerdeki kompleman Membran atak
peptitler, fagositlerin rescptorlerine baglamr kompleksi, patojen ve
foplanmast e hiicrelerin lizisi
i
Patojenlerin
opsonizasyonu
Immiin komplekslerin
uzaklagtilmasi

Sekil 10. Kompleman Yolaklar1 (http://www.bio.davidson.edu/courses/immunology/ students/
spring2006/finley /c3.html sitesinden modifiye edilmistir)(39)

Klasik yolak, hedef antijene tutunan antikorla uyarilir. Lektin yolagi
mikrobiyal yiizeylerdeki karbonhidratlarla, alternatif yolak ise kendiliginden uyarilir
ve yabanci antijenlere karst yanitta hizli bir kompleman aktivasyonu i¢in plazmada
ve diger viicut sivilarinda aktive olur (9).

Bu ii¢ yol izi de C3 bileseninin par¢alanmasina ve C3a ve C3b parcalarinin
olusmasina yol agar. C3a histamin gibi inflamatuar bilesenlerin aktivasyonuna ve
salinmasina sebep olur. C3b kompleman kaskadinin ek iiyelerini aktive eder. C5b
membran atak kompleksinin (MAC) olusumunu baglatir. MAC, hiicre lizisini aktive
eden, por olusturan lipofilik komplekstir. Hiicre membraninda porlar acar ve hiicre

oliimiine sebep olur (9).

2.7. Organ Nakli Immunolojisi ve Duyarlilasma

Hastalikli bir organ veya dokunun saglikli dokularla yer degistirmesi (nakli)

tibbin uzun siiredir lizerinde ¢alistig1 konulardan biridir fakat bagka bir bireyden
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alinan dokulara kars1 immiin yanitin reddi problem yaratmaktadir. T hiicrelerinin
biiyiik bir kismi allo-MHC antijenleri igin 6zgiil reseptorler tasir. Nakledilen doku
veya organlardaki kendinden olmayan antijenlere kars1 da antikor tiretilebilmektedir.
Bu kisitlamalar, genetik olarak farkli bireylerden yapilacak olan nakilde, doku
tiplerindeki uyumu ve immiin sistemin baskilanmasini gerektirmektedir (40).

HLA Smmif I ve II gibi polimorfik proteinlere karsi duyarlilasma, gebelik,
transflizyon veya organ nakli gibi olaylar sonucu, farkli bireylerden gelen hiicrelerin
aktarildig1 kisilerde meydana gelmektedir (41). Ozellikle dondre 6zgiil antikorlar
(DSA) HLA smf I, II veya MICA ve MICB gibi minér doku uyumluluk
molekiillerine veya endotel ve epitel hiicrelerin yiizeylerinde ifade edilen HLA-dis1
antijenlere kars1 olusturulmaktadir. Birgok ¢alismada panel reaktif (belirli bir antijen
paneline karst yapilan antikor tarama testi) veya donore ozgiil antikora sahip
hastalarda greft omriiniin 3-5 y1l ile sinirli kaldig1 gosterilmistir (42).

Gebelik, organ nakli, transfiizyon 6ykiisiine sahip olmasa da sensitize olmus
kisilerle karsilagiimaktadir. Bunun sebebinin bazi mikroorganizmalar ve allerjenlerde

bulunan gapraz-reaktif epitoplar olabilecegi belirtilmektedir (43).

2.7.1. Organ Reddi Tipleri

Alicinin immiin sistemi MHC sinif 1 ve II molekiilleri tarafindan sunulan
peptitleri tanir. Nakledilmis dokularda, nakledilen hiicrelerin genleri kendilerine ait
olmayan molekiilleri kodlarlar ve bunlar da alic1 immiin sistemi tarafindan saptanip
doku uyumluluk antijenleri olarak islev gorebilirler. T hiicreleri doku uyumluluk
antijenlerini iki farkli yol ile saptayip bunlara karsi etkin olabilir: dogrudan ve
dolayli tanima. Dogrudan tanima alicinin T hiicrelerine vericinin antijen sunan
hiicreleri tarafindan; dolayli tanima ise alicinin antijen sunan hiicreleri tarafindan
antijen sunumunu kapsar (19). Boylece alicinin immiin sistemi nakledilen hiicrelerin
kendinden olmadigini anlar ve tepki verir. Red yanitlar1 gelisme zamani ve
yogunluguna bagli olarak tice ayrilir: kronik, akut ve hiperakut. Kronik red en yavas
seyreden ve en zayif red tipidir. Nakledilen dokular ya da organlar damar baglantisi

kurarlar ve immiin ataga baghh kotiiye gidis bulgulari ortaya g¢ikmadan once
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islevlerini haftalar, aylar, hatta yillar boyu siirdirebilirler (44). Reddin ilk
belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan sonra bile, yama dokusunun yerini hiicre i¢i matriks
ve skar dokusu alir iken, yama zedelenmesi yavas ve kademeli olarak ilerler (19).
Antijenlere karst hem T hiicreleri hem de antikorlar etki ederler. CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinin infiltrasyonuyla sitokinler salinir, hedef dokunun lizisi baglar ve sonugta

greft reddi gergeklesir (Sekil 11) (32).

Sekil 11. Organ reddi mekanizmalari. RBC, Kirmizi kan hiicreleri; APC, antijen sunan hiicreler, CTL,
sitotoksik T lenfositler (Actor 2012°den modifiye edilmistir.)

Akut redde, HLA antikorlar1 gérev alir fakat hiperakut rejeksiyondan farkli
olarak greftin direkt olarak damar yapisina etki eden sitotoksik bir
reaksiyondur(45).Aktarilan doku, iki-dort hafta gibi bir siire araliginda normal
islevini goriir. Daha sonra red ataklar1 ortaya ¢ikmaya baglar (19).

Hiperakut redde neden olan antikorlar koagiilasyona ve kan akiminin
engellenmesine sebep olarak siireci baslatirlar (34).Yani immiin atak yama damar
yapilarina yonelir (19). Eger endotelyum konak hiicreleri tarafindan sarilmaya
baslarsa “uyum” denen siire¢ baslamistir. Eger greft antijenleri endotelyumda tekrar
ifade edilirlerse bu sefer de yikim dongiisii baglar (45).

Greftin immiin baskilayic1 ilaglar sayesinde iyi bir sekilde kabuliiniin
sonuglarindan biri greftin konaga kars1 etkisi (GVHD-graft versus host disease)
olarak bilinir. Bu bir ters rejeksiyondur. Saglikli dondriin lenfositleri hastanin
dokularini yabanci olarak tanir. Zamanla da bu lenfositler deriye, karacigere ve diger
dokulara saldirirlar(21).
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2.7.2. Nakil oncesi antikor belirleme yontemleri

HLA antijenlerine kars1 onceden olusmus antikorlar hiperakut rejeksiyona
neden olmaktadir ve organ nakillerinde engel teskil eder (46). Bunu 6nlemek i¢in
yapilan panel reaktif antikor (PRA) taramasi, nakil listesindeki hastalarda, rastgele
bir antijen paneline kars1 antikorlarin varligini belirlemek i¢in yapilir. Bu antikorlar
serumda HLA-A,B,DR’ye karsi olusturulanlardir  (47). PRA  ¢ogunlukla
sensitizasyonun derecesini belirlemek ig¢in kullanilmaktadir (48). PRA degerleri
yilksek olan kisilerin diisiik olanlara gore nakil basarisinin daha az oldugu
belirtilmektedir (47). PRA tanimlamalar1 hiicre panelinin kompozisyonuna gore
degismektedir. Panelin boyutu yetersizse popiilasyonda bulunan yaygin doku
uyumluluk antijenlerinin orantisal frekansini etkileyebilir (49).

Gilinimiizde hem solid organ hem de kok hiicre nakillerinden 6nce HLA
antikorlarin1 belirlemede pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Daha da 6nemlisi son
gelismelerle antikor belirlenmesi ve tanimlanmasi ¢ok daha kolaylagsmistir. Bu
teknikler sayesinde daha detayli bir antikor taramas: yapilarak potansiyel

immiinolojik risk azaltilabilmektedir (50).

2.7.2.1. Komplemana Dayal Sitotoksisite Testi (CDC)

Dondr hiicrelerindeki antijenlere karsi (HLA ve HLA olmayan) alloantikorlarin
varligimmi belirlemek i¢in komplemana dayali sitotoksisite (CDC) testi ¢ok uzun
yillardir uygulanmaktadir (50, 51).

CDC'de test serumu, HLA tipi bilinen hiicrelerle inkiibe edilir, kompleman
olarak tavsan serumu eklenir. Hiicre 6liimiiniin derecesini belirlemek icin de boya
kullanilir. Duyarliligint arttrmak i¢in bu testte farkli degisiklikler yapilmistir.
Ornegin, ikinci bir antikor olarak anti-insan globulini ve daha farkli inkiibasyon
stireleri gibi.

Son yillarda nakil 6ncesi sensitizasyonun belirlenmesi i¢in kati-faz yontemleri
daha sik olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemler kabaca ikiye ayrilir,

ELISA'ya dayali yontemler ve antijen kapli boncuklara dayali yontemler (Flow
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sitometri veya luminex platformu gibi). Bu yontemler CDC'ye gore ¢ok daha
duyarhdir (52).

2.7.2.2. ELISA

ELISA yonteminde plastik kuyulara tutunmus tek veya grup HLA
molekiillerinden olusur. Test serumu eklenir ve HLA molekiiliine baglanir ikinci bir

enzim bagli anti-insan IgG antikoru eklenir ve renk degisimi okunur (52).

2.7.2.3. Flow Sitometri

Flow sitometrik yontemde saflastirilmis HLA partikiilleri mikroboncuklara

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

2.7.2.4.Luminex Teknolojisi

Luminex xMAP Teknolojisi (Austin, TX) tarafindan gelistirilen, 5,6 pm
polistren mikroboncuklara dayali, multipleks, flow sitometrik analiz yontemidir (54).
Bu mikroboncuklarin i¢i spektral olarak farkli iki florokromla boyalidir. Bu
florokromlarin her birinden hassas miktarda kullanilarak, 6zgiil spektral 6zelliklerde
100 farkli boncuk seti olusturulmustur. Her boncuk seti yilizeyinde farkli bir reaktan
tasir. Boncuk setleri spektral 6zellikleriyle ayrildig: i¢in, tek bir reaksiyon kuyusunda
100 farkli analiti Slgebilir. Ugiincii bir florokrom reporter molekiile baglidir ve
boncugun yiizeyindeki biyomolekiiler etkilesimi 6lger. Mikrosferler hizla akan bir
stv1 nehrinden tek tek gecer ve luminex analiz cihazindaki iki farkli lazer tarafindan
tanmir. 635 nm'lik 10mW kirmiz1 diodlazer mikroboncuktaki iki florokromu uyarir.
532 nm 13mW'luk yttrium aluminum garnet (YAG) lazeri ise mikroboncugun
yiizeyine tutunmus olan haberci (reporter) florokromu uyarir (R-fikoeritrin, Alexa

532, Cy3). Yiiksek hizli dijital sinyal toplanir, mikroboncuga dayali olarak
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simiflandirma yapilir ve yiizeydeki reaksiyonu 0l¢iiliir. Saniyede 1000 mikroboncuk
analiz edilebilmektedir (55).
Luminex Antikor testinde ii¢ tipte boncuk grubuyla farkli seviyelerde antikor

tanimlamasi yapilir.

1. Luminex PRA Tarama

Boncuklar pozitif ve negatif sonug¢ verecek sekilde simif I veya simf II
molekiilleri ile kaplidirlar. Birden fazla ve farkli etnik kokenden gelen bir donor
havuzundan elde edilen HLA antijenleri polistren boncuklar {izerine tutturulurlar.
Simif I anti-HLA taramasinda kullanilan bir boncuk {izerinde, birden fazla HLA-A,
HLA-B ve HLA-C antijenleri bulunabilir. Ayn1 durum Smif II boncuklar i¢in de
gecerlidir (Sekil 12).

Y
T
A3

HLA Siuf I-II paneli Fikoeritrin isaretli

sekonder antikor

B35

N
Anti-B35 Antikoru

Cwé

Sekil 12. PRA Tarama testinin prensibi (Pirim ve ark.2015’ten modifiye edilmistir)

2. Luminex PRA Tanimlama
Her bir boncuk iizerinde sadece tek bir dondre ait HLA antijenleri
bulunmaktadir. Sinif I ve Sinif II anti-HLA antikoru tanimlamasi i¢in, taramadan

farkli olarak iki ayr1 boncuk karigimi ve pozitif kontrol serumu vardir.

3. Luminex Tek Antijen Boncuk (SAB) Testi

Bu testte kullanilan boncuklarin {izerinde sadece tek antijen bulunmaktadir
(Sekil 13). Ozellikle yiiksek PRA'ya sahip serumlardaki antikor spesifitesi
belirlenebilmektedir (46, 52).
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Sekil 13. PRA Tarama, Tanimlama ve SAB testlerinin sematik olarak karsilagtirilmasi (Pirim ve
ark.2015’ten modifiye edilmistir) (56)

Antikor taramalar1 sonucunda elde edilen test sonuglarini yorumlarken bazi
klinik faktorler géz oniinde bulundurulmalidir. Bunlar aliciyla-vericinin akrabaligi,
hastaligin baslangic sebebi, sensitizasyon olaylari, diyaliz zamanlari, yas gibi

faktorlerdir (57).

2.8. Gebelik

2.8.1.Gebelik Evreleri ve Fetal Gelisim

Gebelik, erkek iireme hiicresi spermatozoon ve disi iireme hiicresi oositin
birleserek zigot adi verilen yeni bir organizma olusmas: anlamima gelen
fertilizasyonla baslar (58) (Sekil 14). insan gelisimi, déllenmeden doguma kadar
yaklasik 266 giin siirer ve bu siire trimester denen ii¢ periyoddan olusur(59).

[Ik Trimester:

[lk Ay: Insanlarda yumurta, ovulasyondan hemen sonra, heniiz oviduktun
yukar1 kismindayken dollenir (60). Doéllenme sonucunda yarisi anneden yarisi
babadan gelen kromozomlara sahip zigot olusur ve yariklanma (cleavage) baslar. Her
yariklanmadan sonra hacmi giderek kiigiilen blastomer denilen hiicreler olusur (Sekil
14). Ug dort boliinme sonunda zigot morula evresine gecer (58).

Morula, doéllenmeden sonraki 3. giin civarinda olusur ve i¢ hiicre kiitlesi
(embriyoblast) denen, merkezde yerlesmis hiicre grubundan ve bu hiicre grubunu

cevreleyen dis hiicre kiitlesinden (trofoblast) olusur. Embriyoblastlardan embriyonun
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dokulari, trofoblastlardan da plasenta olusur. Zigot geliserek blastosist adini alir.
Gelisimin 1. haftasinin sonunda zigot morula ve blastosist evrelerinden ge¢mis ve
uterus mukozasina gomiilmeye baslamistir (implantasyon) (Sekil 14) (58,59).
Basarili bir embriyo implantasyonu igin trofoblast ile maternal uterusun etkilesimi
gerekmektedir ve HLA-G de maternal desidua ya invaze olan trofoblastlara yardimci
olmaktadir (61).

Sekil 14. Ovulasyondan d6llenmeye giden siirecin gosterimi. Dollenme ve yariklanma ovidukta
gerceklesir. Embriyo uterusa geldiginde blastosist sathasindadir. Blastosist zona pellucida denilen
zarindan ayrilir ve uterus duvarina tutunur (Mueller ve ark.2015’ten modifiye edilmistir).

Déllenmenin ardindan ikinci haftada, gelisen koryon dallanan uzantilar
olusturur. Buna koryonik frondosum (fetal plasenta) denir ve endometriuma girintiler
yapar. Bu uzantilar etrafindaki endometriyal dokuyu indiikler, degisime ugramasin
saglar ve desidua bazalisi (maternal plasenta) olusturur. Koryonik frondosum ve
desidua basalis birlikte plasentayr olustururlar. Plasentanin i¢inde annenin kani ile
embriyonun kani karismaz. Oksijen ve karbondioksit anneden embriyoya ve
embriyodan anneye difiize olur (59).

Ayn1 zamanda plasenta embriyoyu korur, embriyonik dolagima karisabilecek
molekiilleri detoksifiye eder ve hormon salgilar. Alkol, ilaglar ve antibiyotikler
plasenta tarafindan durdurulamaz ve annenin kanindan fetiise geger (59).

Plasenta tarafindan salgilanan hormonlardan biri koryonik gonadotropindir
(hCG). Bu hormon trofoblastlar koryon haline gelmeden once bile trofoblastlar
tarafindan salgilanir ve gebelik testlerinde bu hormon seviyelerine bakilir. hCG'nin

gorevi korpus luteumu korumaktir. Korpus luteumda estradiol ve progesteron
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salgilanmasimin devamini saglayarak menstruasyonun ve ovulasyonun devamini
engeller (59).

Gastrulasyon dollenmenin ardindan ikinci haftada da devam eder. Embriyonun
yiizeyinde primitif ¢izgi goriiliir ve li¢ germ tabakasi (ektoderm, mezoderm ve
endoderm) farklilasir (59).

Ucgiincii haftada nérulasyon olusmaya baslar. Bu safhada embriyonun dorsal
aksisinde noral tiip olusur. [lk ense halkalari goziikiir ki bu somitler, kaslari,
omurgay1 ve bag dokuyu olusturur. Bu haftanin sonunda bir diizineden fazla somit
olusur ve ardindan kan damarlari ve bagirsak gelismeye baslar. Embriyo bu haftada 2
milimetre uzunlugundadir (Sekil 15) (59).

Dordiincii haftada organogenez baslar. Gozler olusur. Tiibiiler kalp olusur ve
ritmik olarak atmaya baslar. Bu haftanin sonunda 30 ¢ift somit goriiliir ve kol ve
bacak tomurcuklari olusmaya baglar. Embriyo yaklasik Smm'dir (59).

Erken gebelik ¢ok kritik bir siirectir ¢linkii birgok olay bebegin gelisimini
olumsuz etkileyebilir. Spontan diisiikler bu periyotta gergeklesir (59).

Ikinci ay: Morfogenez (seklin olusmasi) ikinci ayda devam eder. Embriyonun
kiigiik organlar1 yetigkinligindeki sekle dontisiir. Kollar, bacaklar, dizler, parmaklar
goriilebilir (Sekil 15). Abdominal kavitede karaciger, pankreas ve safra kesesi olusur.
Ikinci aym sonunda embriyo 25 mm uzunlugunda ve 1 g agirliginda ve insan
gortiiniimiindedir (59).

Uciincii ay: Sinir sistemi ve duyu organlar gelisir ve eller kollar hareket
etmeye baglar. Embriyo emme ve irkilme refleksleri ile yiiz mimikleri gostermeye
baglar. 8. hafta embriyodan fetiisa gegme donemidir. Bu siirede artik tiim organlar
gelismigstir (59).

Onuncu haftada plasenta tarafindan insan koryonik gonadotropin (hCG)
salgilanmasi azalir ve korpus luteum geriler. Fakat menstruasyon gozlenmez ciinkii
plasenta estradiol ve progesteron salgilamaktadir. Plasenta tarafindan salgilanan bu
iki hormonun miktar1 ovaryum tarafindan salgilanandan c¢ok c¢ok fazladir. Gebelik
esnasinda kanda yiiksek miktarda bu iki hormonun bulunmas: folikiil uyarici hormon
(FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) salgilanmasini inhibe eder ve ovulasyonu
engeller. Ayni zamanda uterusu doguma hazirlarlar. Meme bezlerini de uyararak

dogum sonrasinda siit salgilanmasini saglarlar (59).
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Sekil 15. insan gelisim evreleri. (A-D) 30-46 giin. (E-F) 11-26 hafta. Embriyo amniyon tabanindaki
bir blastodiskten geligir. Blastodisk epiblast ve hipoblasttan olugsmustur. Ekstraembriyonik organlar
yolk kesesi, alantois, villoz trofoblastlar ve plasenta goriilmektedir (Mueller ve ark.2015’ten modifiye
edilmistir).

ikinci trimester

Ondordiincti haftada kemikler gelismistir ve bu ayin sonunda bebegin
hareketlerini anne hissedebilir. Besinci ay sirasinda bas ve viicut lanugo denilen
tilylerle kaplidir. Daha sonra bu tabaka kaybolur. Bu ayin sonunda steteskop ile
fetlisun kalp atislar1 duyulabilir. Fetlisun boyu 175 mm agirlig1 ortalama 225gramdir.
Altinc1 ayda fetiis 600 grama ulasir. Bu donemde erken dogumlar meydana
gelebilmektedir fakat bebek uterus disinda kendi kendine yetebilecek durumda
degldir, medikal destege ihtiya¢ duyulur (59).

Uciincii trimester

Gelismeden ¢ok biiyiime evresidir. Fetiisun agirligi iki katina ¢ikar. Beyindeki

noronlar gelisir. Gelisen beyin dakikada 250000°den daha fazla hizla néron iiretir.
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Dogum oncesinde tamamlanir. Eger fetiis norolojik gelisim tamamlanana kadar
uterusta kalirsa, pelvisten giivenli bir sekilde gegebilmek i¢in fazla biliyiimiis olur.
Bunun yerine, dogumdan sonraki aylar boyunca yeni néronlarin gelisimi devam

etmektedir (59).

2.8.2. Plasentanin yapisi ve gelisimi

Plasenta, embriyonun tutundugu ve anneyle madde aligverisini sagladigi, fetal
trofoblastlarla maternal desiduanin etkilesimi sonucu olusan, dinamik bir organdir
(62, 63, 64, 65). Fetal maternal boliimler arasinda vaskiiler bir devamlilik yoktur.
Fetiis maternal kanla direkt olarak degil, plasenta yolu ile iletisim kurar (66).

Blastosist evresindeki embriyo iki tip hiicreden olusur. Dis epitel tabaka
(trofektoderm) plasentanin hiicresel birimlerini olustururken, i¢ kiitle embriyo
gelisimini saglayan bircok hiicre tipine farklilasir. Erken plasental gelisimde,
trofektodermal tabakadaki progenitdr sitotrofoblastlar, villoz ve invasif olmak iizere
iki hiicresel yolakla farklilagirlar. Mitotoik olarak aktif villoz sitotrofoblastlar (vCT)
sinsitiyotrofoblastlar(synCT) denen ¢ok hiicreli yapiyr olusturur (67). synCTler,
besin ve gaz aligverisini kolaylastirirken, sitokinler ve hormonlar gibi bir¢ok biiyiime
faktoriiniin primer kaynagidir (67,68).

Invasiv yolaktaki farklilasma, plasentanm uterus duvarma tutundugu belirli
bolgelerde baglar. Bu bolgelerde cogalan vCT'ler dallanarak trofoblastlarin ¢ok
hiicreli gruplarini olustururlar (artik ekstravilloz trofoblast (EVT) olarak adlandirilir).
EVT'ler maternal uterus stromasi ve spiral arterlerin seklini degistirip invaze olur
(Sekil 16).

Intersitiyal EVT'ler dev trofoblast hiicrelerine doniisiirler ve apoptoza ugrarlar
(Sekil 16). Eger ugramazlarsa myometriuma fazla giris olur. Dev hiicrelerin gorevleri
bilinmemektedir. Insan plasental laktogen (hPL) ve insan koryonik gonadotropinin
(0-hCG) lokal olarak salgilanmasindan sorumlu olduklari diigiiniilmektedir (67).

Endometriyal arterlerin trofoblastlarca yeniden diizenlenmesi sonucunda
buraya kan akisi artar. Aksi durumda plasenta yeteri kadar beslenemez ve pre-

eklemsi veya intrauterin biiylime geriligi gibi sorunlar olusabilir (67).
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Sekil 16. Trofoblast farklilasmasinin sematik diagrami. Tek c¢ekirdekli villoz sitotrofoblastlar cok
cekirdekli sinsitiyotrofoblastlara veya invasif EVT lere farklilagirlar. Invasif yolagiyla
farklilagirlarken, desidua stroma ve arteriolerin seklini yeniden olusturular. Bu degisimle birlikte
fetiise kan akig1 artar. vCT: villoz sitotrofoblast; synCT: sinsitotrofoblast; cEVT: kolon ekstravilloz
sitotrofoblastlari; eEVT: endovaskiiler ekstravilloz sitotrofoblastlari; iIEVT:intersitiyal ekstravilloz
sitotrofoblastlar; mSA:maternal spiral arter; EC: endotel hiicre; EG: endometriyal bez; uNK: uterin
dogal 6ldiriicti hiicreler; Mo: makrofajlar, TGC: dev trofoblast hiicreleri (Aghababaei ve ark.
2015’ten modifiye edilmistir).

Villoz trofoblastlarin sabit bir doniisiimii vardir. Plasentada, sitotrofoblastlarin
proliferasyonu ve farklilasmasi ile baslayan fizyolojik bir apoptoz dongiisiinii,
sitotrofoblast ve sinsitiyotrofoblastlarin fiizyonu izler (Sekil 17). Daha sonra
farklilagsma ve apoptotik materyalin atilim1 gergeklesir (69). Normal gebeliklerde,
inflamasyona sebep olmadan giinlilk gramlarla o6lciilebilecek kadar miktardaki
plasental materyal maternal dolasima katilir. Bu plasental materyal niikleozom ve
kromatinlerden olusmaktadir (63).

Yirmi haftalik gebelikte, trofoblastlar 15m? lik bir alami kaplarlar. Bu yiizden
de immiinolojik olarak koruyucu bir rol oynamaktadirlar (66).

Memeli embriyolart gelisimlerinden 6nce annelerine trofoblastlar yardimi ile
sinyal gondererek gebeligin basladigini bildirirler. Bu hiicreler embriyonun
viicudunu olusturmasalar da, maternal uterin ile iletisim kurarak, implantasyon
bolgesine yeterli kan1 saglarlar ve yari-allojenik fetiisun reddedilmesini Onlerler.

Gebelik 1ilerledikce, trofoblastlar fetiisa besinlerin etkili transportunu ve atiklarin
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gecisini saglarlar. Bu hiicreler endokrin organi1 halini alarak annenin fizyolojisini

gebelige programlar (70).
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Sekil 17. implantasyon. Uterus duvarina invazyon trofoblastlar sayesinde gerceklesir. Trofoblastlar
hiicre membranlarini ¢dzerek sinsitiyum denilen yapiy1 olusturular. Amniyotik kavite, i¢ hiicre
kiitlesindeki hiicrelerin ayrilmasi ile olugur. Hipodermal hiicreler (endodermal) yolk kesesinin
kaviyesini ¢evrelerler ve bos bir kese olusturular. Embriyo heniiz olusmamistir (Mueller ve
ark.2015’ten modifiye edilmistir).

2.8.3.Plasenta immiinolojisi

Gebelik sirasinda anne ile fetlis arasindaki immiinolojik etkilesim farkl
seviyelerde goriilmektedir. Maternal doku ile desiduadaki fetal trofoblastlar
arasindaki fiziksel etkilesim fetal-maternal arayiiz olarak adlandirilir. Gebelikte
desiduadaki temel hiicre grubu, uterus dogal o6ldiirticii hiicreleri (UNK), dendritik
hiicreler, T lenfositler ve makrofajlardan olusur (71,72). Bu hiicreler, 6zellikle
implantasyon bolgesinde ve plasenta bazaliste bulunurlar (72). Buradaki immiin
yanit ekstravilloz trofoblastlar ile uNK hiicreleri arasindaki etkilesimle diizenlenir.
uNK hiicreleri, trofoblast hiicrelerindeki HLA smif I molekiillerini taniyan hem
aktive edici hem de inhibe edici reseptdrleri ifade ederler. EVT hiicreleri HLA-C,
HLA-E, HLA-F ve HLA-G’yi ifade eder ve bunlar bazal desiduada uNK ile
etkilesirler. Erken gebelikte uNK hiicreleri desiduadaki total hiicre popiilasyonunun

%30’unu olustururlar. Fakat bu oran ikinci ve tiglincii trimesterda diiser (71).
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Maternal immiin hiicrelerle fetal trofoblastlar arasindaki etkilesimler gebeligin
saglikli ilerlemesini saglamaktadir. Gelisen embriyo, genlerinin yarisini babadan alir.
Dolayisiyla embriyo, yari-allojenik bir greft gibidir ve maternal immiin sistem
tarafindan reddedilebilir. Immunokompetent bir uterusta birgok farkli mekanizma ile
fetiise immunolojik tolerans gosterilebilir. Bunlardan biri HLA-G ekspresyonudur.
Desiduada fetal trofoblast hiicreleri tarafindan ifade edilen HLA-G molekiilleri
monositler/makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin reseptorlerine baglanirlar (72).

Monosit/makrofajlar maternal immiin hiicrelerdeki en yaygm immiin
hiicrelerdendir. Vaskiiler biiylimeyi ve plasental gelisimi diizenlerler. Ayrica
intraseliiler patojenleri ve tiimor hiicrelerini yok ederler. Trofoblastlarda, diger
polimorfik HLA molekiillerinin ekspresyonu baskilanirken, HLA-G ifade
edilmektedir (72).

Fetal-maternal arayiizde HLA-G ekspresyonu gebelik i¢in gerekli sitokinlerin
olusturulmasin1 saglar. HLA-G, IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi Th2 antiinflamatuar
sitokinlerin ~ seviyesini  arttirrken, IL-2, TNFalfa ve IFN gama gibi
proinflamatuarlarin {iretimini diisiiriir. Tim bu sitokinler, fetiise kan saglayan
vaskiilarizasyonda, trofoblast invazyonunda ve lokal immiinsupresyonda
gorevlidirler (72).

Ayrica HLA-G'nin az ya da anormal ekspresyonunun diisiiklere veya gebelik
komplikasyonlarina sebep oldugu bilinmektedir. Preeklempside, HLA-G'nin
ekpresyonundaki degisim goriiliir. Preklempsi maternal immiin sistemin plasentaya
anormal yanitiyla olusan bir sendromdur. Bu sendromda, trofoblastlar HLA-G'den
yoksundur. Zarar goren trofoblast hiicreleri maternal spiral arterlere yeterli derecede
invaze olamaz ve plasentay1 besleyecek damarlarin gelisimi yeterli olmaz(72).

Fetal-maternal arayiizde desidual monositler /makrofajlar birgok anahtar role
sahiptirler. Desidual homeostaziyi, plasental gelisimi ve yari-allojenik trofoblastlara
tolerans1 saglarlar. Cok az seviyede kostimulator molekiilleri salgiladiklar1 igin
maternal T hiicrelerinin toleransini arttirirlar (72).

HLA-G’nin polimorfizmi ¢ok diisiiktir. Bu yiizden de maternal ve paternal
HLA-G birbirine benzemektedir (71).
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2.8.4.Gebelikte Maternal immiin Tolerans

Plasental memelilerde anne ve embriyo arasindaki iligskinin baglamasi, genetik
olarak farkli iki bireyin ayni anda var olmasi durumundan kaynaklanan problemi
yaratir. Bu, gebelik boyunca annenin immiin sisteminin, plasenta ve/veya fetiistaki
paternal alloantijenleri tolere etmesi anlamina gelmektedir. Bu agidan, gebelik
benzersiz bir immiinolojik meydan okumadir ve doku veya organ nakilleri ile
karsilastirilabilinir. Genetik anlamda farkli bireylerden transplante edilen hi¢bir doku
immun yanittan kacamaz. Fetiis-Plasentaya ait birimlere kars1 gosterilen bu tolerans
oldukga ilgi ¢ekicidir ve tam anlamiyla agiklanamamaktadir (9).

Fetiisun annenin immiinolojik cevabini nasil uyarmadigina iliskin {i¢ hipotez
ileri stirilmistiir: 1. Fetlisun anneden anatomik olarak ayrimi, 2 fetiisun antijenik
anlamda olgunlagmamis olmasi, 3. Annenin immunolojik durgunlugu (9,73).

Anne ve fetilis arasindaki hiicresel elemanlarin ¢ift yonli taginimi, plasentanin
miikemmel bir bariyer oldugunu gostermemektedir. Hemokoriyal plasentasyona
sahip tiirlerde (insanlar ve kemirgenler gibi) anne ve fetlis tam bir epitel hiicre
tabakasiyla ayrilmaz ve bu yiizden plasental trofoblast hiicreleri maternal immiin
hiicrelerine maruz kalirlar. Insanlarda ve sigan gebeliklerinde anne ile fetiis arasinda
¢ift yonli hiicre transferi mikrokimerizme sebep olmaktadir (9).

Fetal antijenlere karsi gelistirilen antikorlarin gebe kadinlarin serumunda
belirlenmesi, fetal antijenlerin anne tarafindan tanindigin1 gosterir. Normal gebeligi
olan kadinlarda tip2 yardimci T hiicre (Th2) sitokinleri salinirken, siirekli spontan
diisiikleri olan kadinlarda tip 1 yardimct T hiicre (Thl) sitokinlerinin salindig
bilinmektedir. Bdylece maternal immiin sistem sadece gebeligi tanimaz, ayni
zamanda gebeligin basarisint da belirler (9).

Organ nakli ¢aligmalarinda yari-allojenik greftler alicinin immiin sisteminin
farmakolojik kontrolii ile rejeksiyondan kurtulurken, yari-allojenik fetiis normal bir
gebelikte immiinolojik yanit olusturmaz. Bu immiinolojik yanitsizhigi, gelisen
fetlisun bazi mekanizmalarla maternal immiin yanitin olugmasinit engelleyerek
sagladig1 diisiiniilmektdir. Aslinda, gebelik ¢alismalarinda paternal alloantijenlerin
maternal immiin rejeksiyonu engelledigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir calismada,

hamile farelerin babadan alinan allojenik tumor greftini reddetmedigi, fakat farkli bir
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donodrden alindiginda reddedildigi bulunmustur. Daha sonra fareler dogum yaptiktan
sonra babadan alinan tiimorlerin reddedildigi goriilmiis ve bu toleransin sadece
gebelik esnasinda oldugu anlasilmistir (9).

Yari-allojenik fetiisun gebelik sirasinda anne tarafindan immiinolojik olarak
tolere edilmesinin fizyolojik mekanizmalarinin anlagilmas1 sadece tiireme
immiinolojisi i¢in degil, ayn1 zamanda immiin sistem hastaliklarin (otoimmiin ve

astum/alerji), kanser ve hiicre ve organ nakillerinin de anlasilmasini saglayacaktir (9).

2.8.4.1. Gebelikte Kompleman Sistemi

Basarili bir gebelik i¢in yeterli kompleman inhibisyonunun gerekli oldugu
belirtilmistir. Trofoblast hiicreleri kompleman aktivasyonunu engelleyen koruyucu
mekanizmalara sahiptir. Plasenta 3 CRP ifade eder: bozulmayi arttiran faktér (DAF),
membran ko-faktér proteini (MCP) ve CD59 (9). Bu diizenleyici proteinler,
kompleman aktivasyonunu belirli basamaklarda inhibe eder (Sekil 18) (8). DAF ve
MCP, C3 aktivasyonunu kontrol ederek kompleman kaskadini erken evrede
etkilerken, CD59 MAC inhibitoriidiir. Bdylece, maternal/fetal arayiizde CRP
ekspresyonu fetiisii, kompleman aktivasyonunun sebep oldugu inflamasyonun

verecegi hasardan korur (9).
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Sekil 18. Fetal dokularda kompleman inhibisyonu (Thellin ve ark. 2003’ten modifiye edilmistir)
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DAF ve CD59’a sahip olmayan bireyler bildirilse de, MCP nin olmadig1 bireye
rastlanmamistir. DAF ve CD59’dan yoksun kisilerde hasarsiz gebelikler gelismistir,
MCP nin olmadig1 bireyler iginse ¢alisma yapilamamistir. Bu proteinin gebelikte
kompleman inhibisyonu i¢in 6nenmli bir rol oynadigi muhtemeldir. Preeklemsiyle
sonuglanan hastalarda, MCP’de mutasyon belirlenmistir ve kompleman
aktivasyonunun  diizenlenememesinin ~ preeklempsiye sebep olabilecegi

diistintilmektedir (9).

2.8.4.2.Fosfokolinasyon

Fosfokolinasyon bir post-translasyonel modifikasyondur. Kiigiik haptenik
molekiil olan fosfokoline, belirli sekresyon glikoproteinlerinin polisakkarit
kisimlarmin eklenmesiyle olusur (9).

Yapilan ¢alismalarla, plasentada, plasental polipeptit ve proteinlerin biiyiik bir
kisminin dokuya ozgli fosfokolin igerdigi goriilmiis ve fosfokolin gruplarinin
varliginin, gebelikte maternal immiin toleransta Onemli bir rol oynadigini
belirlenmistir. Plasentadan salgilanan peptit ve proteinlere fosfokolin eklenmesinin
cok onemli oldugu ve gebelikte maternal immiin toleransta 6nemli bir rol oynadigini

belirtilmektedir (9).

2.8.4.3.Programlanms 6liim ligand1 1 (PDL1)

T lenfositlerin aktivasyonu iki sinyali gerektirir. Birincisi, antijen taninmasinin
ardindan T hiicre reseptorii kompleksi tarafindan iiretilen, digeri ise kostimulator
reseptorler tarafindan iiretilendir. Ikinci sinyal inhibitdr veya aktivator olabilir.
Inhibitér kostimulatdr reseptdr molekiilii olan programlanmis 6liim 1 (PD1) ve
ligandlar1 (PDL1 ve PDL2) in vivoda immiin yanitin diizenlenmesinde rol alir (9).

PD1 55kDA luk bir tip 1 transmembran reseptoriidir ve CD28 IgG
superailesinin bir tiyesidir (74) . PD1 ligandlar1 antijen sunan hiicrelerce ifade edilir.

PDL-1 aym1 zamanda aktif T hiicrelerinin alt popiilasyonunda da bulunur. Ayrica
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ligandlar, kalp, bobrekler, pankreas ve plasenta gibi parenkimal veya endotel
hiicrelerde de indiiklenir veya ifade edilir (9).

T hiicre sinyalini engellemelerinin bir sonucu olarak, PD1/PDL(1/2) sinyalinin,
maternal immiin toleransta dnemli bir rol oynadig1 hipotezi 6ne siiriilmistiir. Gebelik
sirasinda, PDL1 tiim trofoblast populasyonlarinda ifade edilirlerken, PDL2 erken
gebelikte sinsitiyotrofoblastlarda ifade edilirler. Ilk trimesterda PDL1 ekspresyonu
diisiikken, dogumdan sonra artar. PDL2 ise, sinsitiyotrofoblastlarda erken gebelikte

yayginken, dogumdan sonra azalmaktadir (9).

2.8.4.4.MHC ve trofoblastlarda ifade edilen non-klasik HLA class 1b genleri
(HLA-E, HLA-G ve HLA-F)

Organ nakillerinde, MHC smif I ve II molekiillerindeki farkliliklar transplant
rejeksiyonunun temelini olustururlar. Bu sebeple, plasentadaki trofoblast hiicreleri
essizdir. Ciinkii MHC simif II antijenlerini ifade etmeyen c¢ok az memeli hiicre
tiplerinden biridir. Bu durum, gebelikteki immiin koruma stratejilerinin en
onemlilerinden biri oldugu disiiniilmektedir (9).

Villoz trofoblastlar ve sinsitiyotrofoblastlar, HLA ekspresyonu yapmazlar ve
bu yiizden de T hiicrelerin hedefi degildirler. Dolasima katilan sinsitiyotrofoblast
mikropartikiilleri monositlere baglanirlar ve inflamatuar sitokinlerin salgilanmasina
sebep olurlar. Bu da gebelikte sistemik inflamatuar yanita ve pre-eklempsiye sebep
olur. Ekstravilloz trofoblastlar, HLA-C, -E, HLA-F ve HLA-G molekiillerini ifade
ederler (75). Bu sinif Ib antijenleri, protein seviyesinde farklilik gosteren az sayida
allele sahiptirler. Ornegin HLA-E 2 allelele, G ise 5 allele sahiptir. HLA-F'nin
literatiirde yaymlanmis herhangi bir allelik varyasyonu yoktur fakat veritabaninda
(http://genome.ucsc.edu) rapor edilmis iki sinonim olmayan aminoasiti vardir (76).
NK hiicreleri, hiicre yiizeyinde HLA ekspresyonu yapmayan hiicreleri oldiirtirler.
Ekstravilloz torofoblastlar bu HLA molekiillerini ifade ederek NK hiicrelerinin
hedefi olmaktan kurtulurlar. Fakat HLA-C ve HLA-E, maternal T hiicrelerinin hedefi
olabilirler (75).

HLA-G, 4 membrana bagl (HLA-G1-G4) ve 3 de ¢6ziinebilir (HLA-G5-G7)
forma sahiptir (Sekil 19) (76). Ayrica hiicre yiizeyinden ayrilarak ¢6ziilebilir sHLA-
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G1(soluble HLA-G1) olusur. EVt hiicreleri hem membrana bagli hem de ¢6ziinebilir
HLA-G ifade edebilir. Sitotrofoblastlar ve sinsitiyotrofoblastlardaki HLA-G
ekspresyonu hala bilinmemektedir. Coziinebilir HLA-G gebe ve gebe olmayan
kadinlarin ve erkeklerin kan plazmalarinda, foliikular ve amniyotik sivida ve sperm

stvisinda belirlenmistir (77).
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Sekil 19. Alternatif kesim mekanizmasi sonucu olusan HLA-G proteinleri (Hunt ve ark.2005’ten
modifiye edilmistir) (76)

HLA-G ekspresyonunun gebelikten dnce ve gebelik sirasinda az olmasinin
gebelik komplikasyonlarina sebep olabilecegi diistiniilmektedir (77).

SHLA-G seviyeleri gebe ve gebe olmayan kadinlarin periferal kanlarinda
degismektedir. Bu varyasyonun sebebi bilinmemekle birlikte genetik faktorlerin
onemli oldugu bildirilmistir. HLA-G geninin 3' transle edilmeyen bélgesinde (3'utr)
lokalize olan 14bp insersiyon/delesyon polimorfizmi (14bp ins/del) oldugu
bilinmektedir. 14bp ins/14bp ins genotipine sahip gebe olmayan bireylerde, diger 14
bp genotiplerine gore kandaki sHLA-G1/GS5 seviyelerinin diisiik olmasiyla iliskili
oldugu diistiniilmektedir. Bu polimorfizmin plazmadaki sHLA-G konsantrasyonunun
en 6nemli genetik gostergesi oldugu goriilmektedir (77).

Fetal kandaki SHLA-G, villiislerdeki fetal kapillerlerden gelen trofoblast orjinli
SHLA-G, fetal immiin hiicrelerce iiretilen SHLA-G ve maternal dolasimdan fetiise
gecen sHLA-G'den olusmaktadir (77).

[k yapilan birkag calismada gebe ve gebe olmayan kadinlardaki s-HLA-G

seviyelerinde farklilik gozlenmemistir. Daha sonraki calismalarda ise normal
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gebeligi olan kadinlarda gebe olmayanlara gére daha yiiksek seviyelerde bulunmus
ve gebelik ilerledikge seviyesinin azaldigi belirtilmistir. Bir ¢alismada HLA-G'nin
her ii¢ trimesterda da gebe olmayanlara gore oldukga yiiksek oldugu, iki ¢alismada
ise son trimesterda HLA-G seviyesinin azaldigi belirtillmistir (77).

HLA-G tanimlanan ilk trofoblast HLA molekiiliidiir ve bu molekiil gebelik
sirasinda fetiisii maternal immiin yanittan korumay1 saglayan c¢ok Onemli bir
molekiildiir. {lging olarak, HLA-G benzeri proteinler insanlarin disindaki primatlarda
da tamimlanmiglardir ve bu durum HLA-G benzeri proteinlerin maternal immiin
toleransta dnemli bir rol oynadigini desteklemektedir (9).

HLA-G’nin maternal arayiizde yiliksek seviyelerde bulundugu belirlendiginden
beri maternal toleransin indiiklenmesinde rol oynadigi belirtilmistir. Farkli
dokulardaki HLA-G’ nin etkilerinin, NK oldiiriicti aktivite tizerinde, hiicre gocii ve
hiicre Omrii iizerinde, proliferasyon ve IFN-gama iiretimi, sitokin iiretiminin
regiilasyonu, sitotoksik T lenfositlerin oldiriicii aktivitesi ve canliliginin
baskilanmasi, yardimct T hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonu ve
baskilanmasmin indiiksiyonu, dendritik hiicrelerin stimule edici kapasitesinin
degistirilmesi oldugu belirtilmistir (78).

HLA-G’nin hi¢bir formunun olmadigr bir gebelik durumu rapor edilmemistir.
Ama HLA-G allelinde mutasyonlar bildirilmistir fakat bu mutasyonlarin gebeligin
normal siirmesi i¢in engel teskil etmedigi belirtilmistir. Bu da HLA-G allellerinin
gebelik i¢cin gerekli olmadigi fikrini akla getirmektedir. Diger c¢alismalar bazi
polimorfizmlerin (ekzon 8 de 14 baz ciftlik insersiyon gibi) preeklemsi ve sebepsiz
kendiliginden olan diisiiklere sebep oldugu belirtilmistir. Fakat bu veriler literatiirle

desteklenememistir ve farkli ¢alismalar HLA-G’nin farkl etkilerini gostermistir (9).

2.8.4.5.Indolamin 2,3-dioksigenaz (IDO) aracili triptofan katabolizmasi

IDO, triptofan aminoasidini katabolize eden bir enzimdir ve trofoblastlar
tarafindan sentezlenir (74). IDO erkek epididim proksimalinde de ifade edilse de asil
gebelik sirasinda maternal fetal arayiizde ifadesi 6nemlidir (79). Rango ve ark. IDO

ekspresyonunun, menstruasyon dongiisiinde basladigini ve ikinci trimesterin sonuna
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kadar devam ettigini belirtmislerdir (80). IDO ekspresyonu saglikli memeli
dokularinin ¢ogunda yoktur fakat enfeksiyon ve enflamasyonla IFN ve diger
faktorlerin {iretimi ile artabilir (9). IDO tarafindan triptofan degredasyonu yapilarak
maternal immiin hiicrelerin inhibe edildigi dolayisiyla maternal immiin toleransta
onemli oldugu bildirilmistir (Sekil 20) (8). Fakat IDO’nun gebelik igin gerekli
olmadigr da pek cok c¢alismada gosterilmistir. Yine pek c¢ok calismada saglikli

kadinlarla diisiik 6ykiisii olan kadinlar arasinda IDO ekspresyonunda anlamli bir fark

»~
Hiicre
\lﬂakhvasyonu Plasentann

maternal
kasmi

olmadigi belirtilmistir (9).

Triptofan eksikligi

DO

Sinsitiyotrofoblast Plasentamn
— T— fetal
kismi

Mezengim
v

Sekil 20. IDO mekanizmasi (Thellin ve ark.2003’ten modifiye edilmistir.)

2.8.4.6.Progesteron

Progesteron gebeligin olusmas1 ve saglikli ilerlemesi i¢in gereken temel steroid
hormonlardan biridir. Endometriyal gelisim ve implantasyonda gorevlidir. Son
zamanlarda yapilan calismalarla progesteronun, maternal immiin toleransta da
gorevli oldugu bildirilmistir (81). Progesteron dnce korpus luteum tarafindan daha
sonra ise trofoblastlar tarafindan salgilanirlar (82). Dogumdan sonra anne kaninda
yavas yavas azalir (9).

Progesteron bir¢ok farkli hiicresel ve molekiiler mekanizma ile immiinolojik
degisiklikler yaratir. Antikor iretimini inhibe edip T hiicre aktivasyonunu ve
sitotoksisitesini baskilarlar, dogal 6ldiirticii hiicrelerin aktivitelerini modifiye ederler
ve koruyucu antikorlarin salgilanmasini indiiklerler (9).

Gebelikte progesteronun koruyucu etkisi, konsantrasyonuyla ve lenfositlerin
progesteron baglama kapasitesiyle iliskilidir. Gebelik sirasinda maternal kandaki

lenfositler progesterona oldukga duyarlidir (9).
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2.8.4.7. Yardima1 T hiicre 1 (Thl) ve 2 (Th2) Profilleri

Gebelikte en ¢ok c¢alisilmis periferal immiin hiicreler T lenfositlerdir. T
lenfositler, yardimer T hiicreler ve sitotoksik T hiicreler olmak tizere ikiye ayrilirlar.
Yardimci T hiicreler, sitokin salgilayarak diger immiin hiicrelerin gorevlerini yerine
getirmelerini saglarlar ve sitokin profillerine gore Yardimer T hiicre 1 (Thl) ve
Yardimci T hiicre 2 (Th2) olarak ikiye ayrilirlar. Th1 hiicresel immiin yanit1 yoneten
timor nekrozis faktor alfa (TNF-alfa), IFN-gama ve interlokin -2(1L-2) yi, Th2 ise
humoral yaniti kontrol eden IL-4, 5, 6, 10 ve 13 i iretir. Farelerde yapilan
denemelerde gebelikte iyi diizenlemis bir sitokin sistemi ile feto-plasental birimin
biiylime ve yasam omriiniin arttirildig1 belirlenmistir (9).

Wegmann ve ark. 1993’te yaptiklar1 ¢alismada, Th2 sitokinlerinin Thl yanitini
inhibe ettigi ve fetal yasam omriinii arttirdigi 6ne siiriilmiis, 2007 ve 2010 ‘da yapilan
calismalarda da bu hipotezin dogru olabilecegi gosterilmistir (83, 84, 85).

Insanlarda yapilan caligmalarla da hiicresel immiin yamtin fetiise zararl
oldugu, basarili bir gebeligin Th2 artisina dayandigi gosterilmistir. Siirekli spontan
diisiigii olan kadinlarda yiiksek oranda IFN-gama ve TNF-alfa tespit edilmistir.
Ayrica gebelik sirasinda lupus gibi humoral iligkili otoimmiin hastaliklarin
alevlendigi, romatoid poliartrit gibi hiicre iliskili olanlarmsa hafifledigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (9).

Sinsitiyotrofoblastlarin ve sitotrofoblastlarin sitokin {irettigi ve Thl/Th2
dengesinde rol oynadigi bilinmektedir. Desidual hiicreler ve uterusa bosalan lenf

nodlar1 da immiin yanit1 baskilamaktadir (9).

2.8.4.8.Regiilator T hiicreleri

Regiilator T hiicreleri (Treg), T lenfositlerin alt grubudur (9). Bu hiicreler
otoimmiiniteyi Onlemede, allojenik organ greftlerine toleransta ve maternal-fetal
immiin toleransta rol alirlar (86, 87). Treg hiicreleri iki ana alt gruba ayrilirlar: dogal
Treg ve indiiklenebilir Treg hiicreleri. Dogal Treg hiicreleri, timiiste gelisir ve 6zgiil

olmadan gorev yapar. Indiiklenebilir Treg hiicreleri veya CD8", sitokin salinimi veya
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dendritik hiicrelere antijen sunmada gorevlidirler. Farelerde CD4" Treg hiicrelerinin
yabanci antijenlere Ozgiil olmadigi ve yari-allojenik gebeliklerle indiiklendigi
gosterilmistir (88).

CD4+ regiilator T hiicreleri 3’e ayrilir. Bunlar Tip 1 regiilator T hiicreleri
(Trl), T-yardimer 3 hiicreleri ve CD4+CD25+ Treg hiicreleridir. Her ticti de diger T
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gérevlerini yerine getirmelerini engeller (9).

Gebelik sirasinda CD4+CD25+ Treg hiicrelerinde artis oldugu ve ikinci
trimesterda pik yaptigi goriilmistiir (74,77). Dogum sonrasinda ise azalmistir (78).
Treg hiicrelerinin, paternal antijenler tarafindan uyarilmasi, fetiisiin rejeksiyondan
korunmasi i¢in gereklidir (20).

Treg hiicrelerinin tolerojenik etkisi nakillerde de gosterilmistir. Dogadaki
tolere edilmesi zorunlu tek transplant olayr gebeliktir. Dolayisiyla Treg hiicrelerinin

ozellikle fetal tolerans i¢in evrildigi disiiniilmektedir (7).

2.8.5. Maternal-fetal arayiizde transport

Koryonik villiis besin ve oksijeni fetal kana, atik {irlinler ve karbondioksiti de
maternal dolasim tasir. SynCT (sinsitiyotrofoblast) emici bir epiteldir ve tasimada
onemli rol oynar. Metabolik olarak aktiftir ve olduk¢a fazla vakuol igerir. Bu
vakkuollerin ¢cogu plasental transferde gérev alan aminoasitleri, diisiik yogunluktaki
lipoproteinleri ve IgG igerir. SynCT’nin ylizeyindeki mikrovilisler villoz yilizey
alanini arttirirlar (Sekil 21) (89).

Sekil 21. Maternal-Fetal Arayiiziin Sematik Gosterimi (John ve ark.2012’den modifiye edilmistir.)

40



Fetiisa bu yolla gecen IgG grubu gama globiilinler, difteri, ¢icek, kabakulak
gibi hastaliklara karsi pasif bir bagisiklik olusturur (58). Boylece dogumdan sonra
yeni dogan kendi immiin sistemi gelisinceye kadar enfeksiyonlardan korunur (89).

Eritrosit antijenleri ile iligkili olarak ortaya ¢ikan Rh uyusmazligi da 6nemlidir.
Fetiisun Rh pozitif, annenin Rh negatif oldugu durumlarda, maternal dolagima gecen
fetal eritrositlerin antijenlerine karsi annede olusan antikorlar, daha sonra fetiisa
donerek bebegin eritrositlerinin yikilmasina yol agarlar. Fetal eritrositlerin yikimi
eritroblastozis fetalis veya fetiisun hemolitik hastaligi olarak bilinir ve fetiisun
6liimiine yol agar (58).

Plasental transferde, pasif diflizyon, kolaylastirilmis difiizyon, aktif transport
ve pinositoz olmak tiizere dort mekanizma tamimlanmistir (65). Fetal materyal,
sinsitiyotrofoblastlardan ayrilan mikropartikiillerin maternal periferal kana geg¢isi ile
maternal dolagima karisir. Fetal hiicreler (mikrokimerizm), fetal DNA ve apoptotik

hiicre kalintilart da dolagima katilir (Sekil 22).

Sekil 22. Fetal Antijenlerin Maternal immiin Sisteme Gegis Modeli (Petroff 2005’ten modifiye
edilmistir.)

2.8.6. Anti-paternal antikorlar ve gebelik iizerindeki etkileri

Gebelik, maternal immiin sisteme ragmen, yari-allojenik fetal hiicrelere tolere
edilmeye ¢aligilan fizyolojik bir durumdur (74). Paternal kokenli antijenlere karsi
anne immiinolojik olarak naif olsa da, gebelik sirasinda tolerans gostermeyi 6grenir.
Bu tolerans, uzun siireli veya gecici olabilmektedir, klinik olarak durumlari ¢ok net
degildir (5). Fakat bir¢ok arastirmaci, maternal immiin sistemi aktif hale getiren

plasental genlerin secici baskilanmasi ile immiin sistemi baskilayan genlerin aktif
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hale gelmesinin maternal-fetal toleransin kilit noktasi oldugunda hem fikirdir.
Trofoblast hiicrelerinin ylizeylerinde HLA-A ve HLA-B’nin ifade edilmemesi,
maternal immiin sistemin fetliisun yabanciligima tepkisiz kalmasma yol actig1
disiiniilmektedir (74).

Antipaternal antikorlar ilk olarak van Rood et al. ve Payne et al. tarafindan
1958’de tanimlanmistir. Bu antikorlar saglikli kadinlarin10-30% ‘unun gebeligi
sirasinda gorilmiis ve gebeligin 28. haftasindan sonra insidansinin arttig
belirtilmistir (5, 90, 91). Nadiren gebeligin 28.haftasindan 6nce belirlenmistir (6).

Gebelikte paternal HLA antijenlerinin  immunojenitesi annenin  HLA
antijenlerinden etkilenir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, paternal HLA’ya
kars1 antikorlarin indiiksiyonu yabanci epitoplarla (paternal HLA antijenlerindeki
antikorlar i¢in erigilebilir olan aminoasit sekans tripletleri) iliskilidir.
Immunizasyondan aylar ve yillar sonra belirlenebilir antikor miktarinda azalma
gozlenmekteyken, bu antijenlere 6zgiil sitotoksik T lenfositlerin 10 yildan fazla var
olabildigi belirtilmistir (5).

Gebelik komplikasyonlarinda, HLA veya paternal antikorlarin hem varhigi
hem de yoklugu tanimlanmistir. Ayrica, preeklemsi ve siirekli diisiiklerde de paternal
antikorlarin roliniin oldugu belirtilmektedir (5). Anti-paternal antikorlarin
tiretilmesindeki potansiyel faktorlerin plasentadan gecen fetal hiicrelerin sayisi,
cocuk ve anne arasindaki HLA uyumsuzluklari, anti-HLA antikorlarina karsi
olusturulan anti-idiyotipik antikorlarin gelisimi veya daha onceki gebelikler oldugu
belirtilmektedir (90).

Yapilan pek ¢ok calismada, birden ¢ok gebeligi olan kadinlarda allo-
sensitizasyonun goriildiigii ve paternal HLA antijenlerine kars1 gelisen antikorlarin
varligi tespit edilmisken, birka¢ calismada paternal HLA antijenlerine 6zgiil immiin
hiicre aktivitesi belirlenmistir (91). Daha once yapilan ¢alismalarda, paternal HLA
antijenlerine 6zgii olarak gelisen IgG antikorlarinin, primer sitotoksik T lenfositlerle
(CTLs) iliskisi oldugu belirtilmistir. CTL’lerin gebelikten sonra 10 yil boyunca
belirlendigi baska bir ¢aligmada belirtilmistir (92).

Paternal antijenler, maternal immiin sistemi, gebelik, cinsel iligki veya paternal
16kosit immiinizasyonu gibi farkli yollarla uyarabilirler. Paternal antijenlere

toleransin, birden fazla gebeligi olanlarda tek gebeligi olanlara gore daha fazla
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oldugu belirlenmistir. Bu durumun partnerinin spermiyle daha az karsilasmasindan
dolay1 ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir. Gebe kalmadan 6nce partnerinin spermi ile
daha fazla karsilasanlarda pre-eklempsi riskinin azaldig: belirtilmistir (93).

Bazi transplant merkezlerinde, hamileligi olan kadinlara esleriyle ayn1 HLA
antijenlerine sahip dondrlerden nakil yapilmamaktadir. Hamilelikten sadece humoral
bilesenler degil, hiicresel bilesenler de etkilenmektdir (91, 10). Giiniimiizde
uygulanan farkli immiinsupresif terapilerle bu durumun asilmasi i¢in c¢aligilmaktadir

(94, 95, 96).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1.Calisma Grubu

Aralik 2013-Eyliil 2015 tarihleri arasinda izmir Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’nde gebelik takibi yapilan 76
goniillii gebe ¢alismamiza dahil edildi. 9 kisinin gebeligi diisiikle sonlandigi, 26 kisi
de c¢esitli nedenlerle takiplerine gelmedikleri i¢in calisma grubundan c¢ikartildi
(n=35). Kontrollerine diizenli gelen 41 gebeden birinci (1-13 hafta), ikinci (14-26
hafta) ve lclincli trimesterda (27-42 hafta) kan alinmig ve 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek serumlari ayrilarak analize kadar -20°C’de saklandi. Analizden 6nce
serumlar oda sicakligina getirildi ve 3500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra
calisildi.

Izmir Katip Celebi Universitesi Etik Kurul Komitesi’nin 19.09.2013 tarihli ve
135 nolu karar ile calismanin etik kurul onayr alindi. Gebeler ¢alisma ile ilgili

bilgilendirildi ve Bilgilendirilmis Goniillii Onay Formu imzalatildu.

3.2.Materyal

Calismada gebelerden elde edilen serumlarin Luminex’e dayali Panel Reaktif
Antikor taramasi ve tanimlanmasi yapildi. Bu yontemler i¢in Lifecodes LifeScreen
Deluxe (Immucor, Stanford, USA, LOT:3002119), Lifecodes Class | ID (Immucor,
Stanford, USA, LOT: 3002047), Lifecodes Class Il IDv2 (Immucor, Stanford, USA,
LOT: 3002419) kitleri kullanildu.

44



PRA Tarama Kit Icerigi (Lifecodes LifeScreen Deluxe)

Reajen Miktar Aciklama

Boncuk Karigimi 480 ul | HLA Smf I ve II glikoproteinlerinin tutturuldugu
boncuklardan ve 4 kontrol boncugundan olusan
karistm  fosfat tamponunda siispanse halde
bulunur.

Konsantre Konjugat 550 ul | Fikoeritrin ile isaretli kecgiden elde edilen anti-
human IgG’nin 10x stogundan olusur ve
kullanmadan o6nce 1/10 oraninda seyreltilmesi
gerekmektedir.

Yikama Tamponu 150ml | Kullanima hazir fosfat taponundan olusur.

Pozitif Kontrol Serumu 80 ul HLA antijenlerine karst duyarhilastigi bilinen
bireylerden elde edilen serum karigimidir.

Negatif Kontrol Serumu 80 ul HLA antijenlerine karst antikor igermeyen

bireylerden elde edilen serum karigimidir.

PRA Tammmlama Smmf I Kit I¢erigi (Lifecodes Class | ID)

Reajen Miktar | A¢ciklama

HLA Simif I Boncuk 120 ul | Farkli bireylerden elde edilen HLA Smf I

Karigimi glikoproteinlerinin tutturuldugu boncuklardan ve 4
kontrol boncugundan olusan karigim, fosfat
tamponunda siispanse halde bulunur.

Konsantre Konjugat 170 ul | Fikoeritrin ile isaretli kecgiden elde edilen anti-
human 1IgG’nin 10x stogundan olusur ve
kullanmadan o6nce 1/10 oraninda seyreltilmesi
gerekmektedir.

Yikama Tamponu 30 mi Kullanima hazir fosfat taponundan olusur.

Pozitif Kontrol Serumu 80 pl HLA antijenlerine kars1 duyarhilastigi bilinen
bireylerden elde edilen serum karigimidir (>85%
PRA).

Negatif Kontrol Serumu 80 ul HLA antijenlerine karst antikor igermeyen

bireylerden elde edilen serum karisimidir (<10%
PRA).
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PRA Tamimlama Simf II Kit I¢erigi (Lifecodes Class IT ID)

Reajen Miktar Aciklama
HLA Simif IT Boncuk 120 pl | Farkli bireylerden elde edilen HLA Smmf II
Karigimi glikoproteinlerinin tutturuldugu boncuklardan ve 4

kontrol boncugundan olusan karisim, fosfat
tamponunda siispanse halde bulunur.

Konsantre Konjugat 170 ul | Fikoeritrin ile isaretli kegiden elde edilen anti-
human IgG’nin 10x stogundan olusur ve
kullanmadan o6nce 1/10 oraninda seyreltilmesi
gerekmektedir.

Yikama Tamponu 30ml Kullanima hazir fosfat taponundan olusur.

Pozitif Kontrol Serumu 80 ul HLA antijenlerine karsi duyarlilastigi bilinen
bireylerden elde edilen serum karisimidir (>85%
PRA).

Negatif Kontrol Serumu 80 ul HLA antijenlerine karsi antikor icermeyen
bireylerden elde edilen serum karisimidir (<10%
PRA).

Test sonuglarinin analizi LUMINEX Fluoroanalyzer 200 cihazinda, sonuglarin
degerlendirilmesi LIFECODES MATCH IT Antibody Software v1.2 veritabam
kullanilarak yapildi.

Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Cihaz Adx Marka-Model (Mensei) Mensei
Fluoroanalyzer Luminex 200 ABD
Buzdolab1 Indesit TIAA12 Italya

Derin dondurucu Vestel FT245B Tiirkiye
Vorteks Biosan V1 italya
Santrifiij Hettich Rotina 46R Almanya
Santrifiij Hermle 2233 Almanya
Vakum cihaz1 Millipore WP6122050 Almanya
Mikropipetler Discovery Giiney Afrika
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3.3.Metod

Luminex’e dayal Panel Reaktif Antikor Tarama Yontemi

Bu test i¢in prosediir dretici firmanin talimatlar1  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Test kitinin icerigini HLA Sinf I ve II boncuklari, konsantre
konjugat, yitkama tamponu, pozitif ve negatif kontrol serumlari olugturmaktadir. PRA
test plaginda kullanilmayan kuyularin istii seal ile kapatilir. Kullanilacak olan
kuyular 200ul distile su ile 1slatilir. 2-3 dakika beklendikten sonra plak vakumlanir.
40 pl Wash buffer, 12,5 ul oda sicakligina getirilen serum 6rnegi ve 5 pl boncuk
siispansiyonu kuyulara paylastirilir. ilk kuyuya negatif kontrol serumu, ikinci kuyuya
pozitif kontrol serumu eklenir. 30 dakika rotatorda 200 devir/dk karanlikta inkiibe
edilir. Her kuyuya 100ul wash buffer konarak hafifce karistirilir ve vakumlanir. Her
kuyuya 250 wash buffer eklenerek vakumlanir ve bu islem 3 kere tekrarlanir.
Konjugat 1/10 oraninda seyreltilerek kullanildigi igin, kuyu basina 5 ul konjugat/45
ul wash buffer olacak sekilde hesaplanir ve her kuyuya paylastirilir. 30 dakika
rotatorda 200 devir/dkkaranlikta inkiibe edilir. inkiibasyonun ardindan 150 pl wash

buffer tiim kuyulara eklenir ve luminex cihazina plak yiiklenir.
Sonug¢larin Analizi

Bir 6rnegin pozitif veya negatif olarak degerlendirilmesi i¢in her bir boncugun
sinyal yogunlugu (Ortalama Floresans Yogunlugu = MFI) ¢ farkli kontrol
boncuklarinin (KON) sinyal yogunlugu ile karsilastirilir. Boncuk karigimindaki her
bir boncuk i¢in 3 farkli oran bulunur. Arka plan diizenleme faktérii (BAF)
boncuk/KON oranindan ¢ikartilarak, her boncuk/KON orani igin diizenlenmis oran
(adjusted ratio) bulunur (Sekil 23). BAF degeri, her lot i¢in 6nceden belirlenmistir ve
yontemdeki arka planin kompenzasyonu i¢in kullanilir. HLA smif 1 i¢in 7 smif |

boncugundan biri, sinif II i¢in 5 boncuktan biri pozitifse sonug pozitiftir.
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Boncuk MFI degeri

Negatif Kontrol Boncugu 1 -BAF = Ditzenlenmis oran 1
Boncuk MFI degeri BAF = . .
- = D 1 2
Negatif Kontrol Boncugu 2 tizeffetinty oran
B(?ncuk MFI degeri‘ -BAF = Diizenlenmis oran 3
Negatif Kontrol Boncugu 3

Sekil 23. Diizenlenmis oranlarin hesaplanmasi

Luminex’e dayal Panel Reaktif Antikor Tanimlama Yo6ntemi

Bu yontem PRA Tarama sonucu pozitif ¢ikan serum orneklerindeki anti-HLA

antikorlarmin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Yontemin basamaklar1 PRA Tarama

yontemi ile aynidir. Bu yontemde sinif I ve sinif II i¢in ayri HLA boncuk karigimlari

bulunmaktadir. Her bir boncuk iizerinde tek bir donérden elde edilen antijenler

bulunmaktadir.

Sonuglarin Analizi

PRA Tanimlama yonteminde dordiincii bir negatif kontrol hesaplamasi ise

hesaplanmis kontrol olarak adlandirilir ve bu deger reaksiyon gdstermeyen antijen-

iceren boncuklara dayanir.

Boncuk MFI degeri
Hesaplanmmg KON

-BAF = Diizenlenmis oran 4

Sekil 24. Diizenlenmis oran 4’iin hesaplanmast

Diizenlenmis oranlardan iki veya daha

degerlendirilmesi, o boncugun pozitif reaksiyon

fazlasinin

gosterdigini

pozitif  olarak

belirtmektedir.

Diizenlenmis oranlardan ii¢ veya daha fazlasi negatif olarak sonug¢ veriyorsa, o

boncugun negatif reaksiyon gosterdigini belirtir.
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Tanimlama testinde %PRA degerleri asagidaki gibi hesaplanir.

Simf [

%PRA - Pozitif reaksiyon veren boncuk sayisi <100

Kontrol boncuklan disindaki yéntemdeki tiim boncuklarn sayisi

Siuf II

(Pozitif reaksiyon veren DR boncuklannm sayist) + (pozitif reaksiyon veren DQ, negatif reaksiyon veren DR antijeni igeren boncuk sayisi)

0 PRA = x100
DR antijeni igeren tim boncuklann sayilarimin toplami

Sekil 25. Yiizde PRA oranlarinin hesaplanmasi

3.4 Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler Microsoft Windows uyumlu Statistical Package for Social

Sciences Version 21.0 (SPSS 21.0 Inc, Chicago, USA) kullanilarak, Pearson Ki-kare
testi ile yapildi ve p<0,05 degerleri anlaml1 kabul edildi.
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4 BULGULAR

Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Poliklinigine
basvuran gebelerin birinci, ikinci ve tiglincii trimesterda kanlar1 alinip serumlari elde
edildi. Her bir gebe i¢in bir bilgi formu diizenlendi ve tiim bilgileri kaydedildi.
Calisma grubunun demografik bilgileri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Caligma grubunun demografik 6zellikleri

Hasta D. Kan  Akraballk Dogum Onceki Rh Sigara/Alkol
Kodu tarihi Grubu sekli dogumlar1  Uyusmazh@g  Kullamimi
GYT8 1991 BRh+ - N iD > =
GYT10 1987 ARh- - N iD - -
GYT12 1993 ORh+ - N iD - -
GYT21 1989 ORh- - S iD - -
GYT24 1985 BRh+ - S iD - -
GYT25 1980 BRh+ - N N - -
GYT29 1972 ARh+ - S S - -
GYT34 1970 ABRh+ - N N - -
GYT35 1989 ARh+ S S - -
GYT36 1990 ARh- N N - -
GYT38 1971 ARh+ - S N - -
GYT41 1991 BRh+ + N N - -
GYT42 1976 ABRh+ - S N - -
GYT48 1977 BRh+ - S 1S-1N - -
GYT52 1994 ARh+ - N iD - -
GYT54 1988 ARh+ - N iD - +
GYT56 1994 ABRh+ - N N - -
GYT58 1983 ABRh+ - N N - -
GYT59 1982  ARh- - S S - -
GYT62 1992 ARh- + N N - -
GYT73 1987 ORh+ - N N - -
GYT74 1983 ARh+ - S S - -
GYT16 1987 ORh+ - N iD - -
GYT17 1988 BRh+ - N iD - -
GYT18 1986 ORh+ - N iD - -
GYT19 1996 BRh+ - S iD - -
GYT20 1991 ORh+ - S iD - -
GYT22 1980 ARh+ - N iD - -
GYT23 1971 ARh+ - S iD - -
GYT26 1987 ARh+ - S S - -
GYT27 1985 ABRh+ - S S - -
GYT28 1978 ORh+ - S iD - -
GYT30 1974 BRh+ - S N - -

N, Normal dogum; S, Sezeryan; ID, ilk dogum.
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Tablo 1. Calisma grubunun demografik 6zellikleri (devam)

Hasta D. Kan  Akraballk Dogum Onceki Rh Sigara/Alkol
Kodu tarihi Grubu sekli dogumlar1  Uyusmazh@g  Kullanim

GYT31 1974 ORh+ N N

GYT51 1986  ORh+ S S

GYT53 1991  ARh+ N iD

GYT55 1985  ARh+ S S

GYT57 1986  ARh+ S N

GYT60 1994  ORh+ N N

GYT61 1991 BRh+ S iD

GYT63 1996 ARh+ N N

N, Normal dogum; S, Sezeryan; ID, ilk dogum.

Calisma grubunun %29,3’liniin daha Once bir gebelik dykiisti (diistik, kiirtaj,
dogum) yokken, %70,7’sinin gebelik 6ykiisii bulunmaktadir. %34’iiniin 2. gebeligi
(n=14), %17’sinin 3. gebeligi (n=7), %10’unun 4. gebeligi (n=4), %2’sinin 5.
gebeligi (n=1), %7’ sinin 6. gebeligidir (n=3) (Tablo 2). Gebelerin %24,4 ‘niin diisiik
(n=10), %7,3 liniin kiirtaj (n=3), % 58,5 ‘inin dogum O6ykiisii bulunmaktadir. %31,7
kisinin 1, %17,1 kisinin 2 (n=7), %9,7 ‘nin 3 veya daha fazla dogum 06ykiisii vardir
(n=4) (Tablo 2).

Calisma grubunu olusturan 41 kisinin birinci, ikinci ve Ugiincii trimester
serumlarinda anti-HLA antikorlar tarandi. Buna gore I ve II. trimesterda elde edilen
serumlarda benzer oranda HLA Sinif I (%32) ve smf II (%29) antijenlerine karsi
anti-HLA antikoru saptanirken, III. trimesterda tespit edilen anti-HLA antikor
yiizdelerinin arttig1 gozlendi (SI %34, SII %41). Bu artis hem kisi sayis1t hem de
yiizde oranlar1 olarak Sekil 26’da gosterildi.
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Tablo 2. Calisma grubunun gebelik, diisiik, kiirtaj ve dogum sayilari

. Diisiik Kiirtaj
Gebelik Sayis1* Toplam S Toplam S Toplam
0 1 2 3 4 5 1 2 1 2 0
Kisi o0 44 7 4 1 3 @ 7 3 10 2 1 3 17
Tl 93 G4 (17D (98 @4) (713 (100 (71 (73 @44 (49 @4 (73 (@19 G(L7) (171 (49) 24 (4

Dogum Sayisi

1
13

2
7

3
2

4
1

5
1

Toplam

41
(100)

*Mevcut gebelikleri dahil degildir

18 45%
16 40%
14 35%
;_: 12 30%
:-;\‘: 10 ;;‘:E'?
B 8 20%%
Z 6 15%
4 10%
2 5%
0 0%
SI SII SI SII SI SII
1 2 3
Trimester

. Kisi sayisy  =——TYi{izde

Sekil 26. Trimesterlara gore PRA Sinif I-Sinif 11 pozitiflikleri

Kisi Yiizdesi
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Sadece Smif I HLA antijenlerine, sadece Siif II HLA antijenlerine ve hem Sinif I
hem de Sinif II HLA antijenlerine karsi olugmalarina gore anti-HLA antikorlar1 3 grup
altinda incelendi ve elde edilen veriler Sekil 27°de gosterildi. 1. ve 2. trimesterlarda elde
edilen serumlarda Smif I anti-HLA antikorlar1 (%33), sinif II “ye kars1 olusan antikorlardan
(%28) daha fazla oranda tespit edilmistir. Ugiincii trimesterda sinif II HLA antijenlerine
kars1 gelistirilen antikor oranin artti1 (%36), sadece smif I pozitifligi olan bir kisinin de

hem siif I hem siif II HLA antijenlerine kars1 antikor gelistirdigi tespit edildi.

0, 0,
45% 29% 39% 41%
40% 36%
35% 33% 33%

2 30% 28% 28%
o
X 25% 23%
>~ 20%
J 15%
10%

5%

0%

1 2 3 n

Trimester

mS|poz mS|lpoz mSI-Sllpoz
Sekil 27. Trimesterlara gore anti-HLA antikor tarama testi sonuglarinin pozitiflik oranlar

PRA pozitiflik yiizdeleri gebelik sayilarina gore incelendi. Buna gore ¢alisma grubu
1. Gebeligi olanlar Grup 1, 2. Gebeligi olanlar Grup 2, 3 ve daha fazla gebeligi olanlar da
Grup 3 olmak tizere 3 gruba ayrildi ve sonuglar Tablo 3’de gosterildi. Grup 1°de simf II
antikor oran1 daha fazlayken (1.ve 2.trimesterda %16, 3.trimesterda %32), Grup 2’de sinif
Il anti-HLA antikorlarinin 3. trimesterda (27. Haftadan sonra) olusmaya basladigi tespit
edildi (%7). Grup 3’te ise sadece simif I HLA antijenlerine karsi olusan anti-HLA
antikorlar1 gézlendi, hem smif I hem de sinif II antijenlerine kars1 olusan antikor seviyesi
ise diger gruplara gore daha fazlayd: (1.ve 2.trimesterda %40, 3.Trimesterda %47). Bu
artis Tablo3, Sekil 28a, Sekil 28b ve Sekil 28¢’ de gosterildi.
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Tablo 3. Gebelik Sayisina gore PRA pozitiflik yiizdeleri

Grup 1 (n=12) Grup 2 (n=14) Grup 3 (n=15)
Trimester/ Sl Sl SI+SllI Si Sl SI+SlHI Sl Sl SI+SlI
PRA poz.
l.trimester 8% 16% 0 36% 0 7% 0 20% 40%
2.trimester 8% 16% 0 36% 0 7% 0 20% 40%
3.trimester 8% 32% 0 29% 7% 14% 0 20% 47%
35%
30%
o 25%
O
T 20%
Hesi
7 15% ®
2 10%
e ® °
5%
0% e = °
1 2 3
Trimester

-——5| —@—S5|| =—0—S5|+SlI

Sekil 28a. Grup 1’in Gebelik Sayisina gére PRA pozitiflik yiizdeleri

$

= e

o u

X X
®

1 1 2
Trimester

w

—=G| =@=G|| =@=S5|+SI|

Sekil 28b. Grup 2’nin gebelik sayisina gére PRA pozitiflik yiizdeleri
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50%

40%
.é
2 30%
H=)
>
% 20%
M
10%
0% C @ ®
1 2 3
Trimester
SH SI+S|| =—@=S]

Sekil 28c. Grup 3’iin gebelik sayisina gore PRA pozitiflik yiizdeleri

PRA Tarama testi pozitif c¢ikan gebelerin serumlari, anti-HLA antikorlarinm
tanimlayabilmek icin PRA Tanimlama Testi ile analiz edildi. Toplamda 22 hastanin
tanimlama testi yapildi ve 1 kisinin tanimlama sonucu negatif olarak bulundu. 21 hastanin
tanimlama test sonucunun hesaplanmasinda kullanilan Kontroll (CON1), kontrol 2
(CON2), kontrol 3(CON3) ve hesaplanmis kontroliin (CalCON) ortalama floresans
yogunluk (MFI) degerleri Tablo 4 ‘te gosterildi. Yine hesaplamalar sonucunda elde edilen
anti-HLA antikor tipleri ve bunlarin MFI degerleri, dogru pozitif (DP), yanlis pozitif (YP),
dogru negatif (DN), yanlis negatif (YN) degerleri de Tablo 4’te gosterildi. >500 MFI
degerine sahip antijenler PRA pozitif olarak degerlendirildi. ki hasta smif I anti-HLA
antikoru agisindan yiiksek oranda sensitize (YOS) olarak degerlendirildi. Bazi antijenlerin
capraz reaktiflik gosteren gruplari (CREG) da analiz sonuglarina eklendi ve “+CREG”

olarak belirtildi.
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Tablo 4. PRA Tanimlama Kontrol ve Ornek MFI Degerleri

Hasta KONI  KON2 KON3  Hes. KON  Antikor DP DN YP YN N MFI
kodu MFI MFI MFI MFI Tipi
GYT8 84 81 190 94 DQ4 3 29 10 0 42 822
GYT10 37 60 50 116 DR4 10 21 11 0 42 5831
DQ8 3 21 6 0 29 4421
DR7(DQ2) 2 21 4 0 27 3993
GYT12 60 86 117 81 A6602 1 31 2 0 34 9141
GYT21 43 22 112 60 DQ8 1 28 2 1 32 3290
DQ7 1 27 1 1 30 748
GYT24 43 60 283 117 DR1 1 9 3 0 13 912
DQ5 2 10 13 0 25 1000
DQ7 1 9 5 0 15 964
GYT29 3707 248 695 188 All 5 34 11 0 50 3182
541 57 497 117 DR4 4 38 0 0 42 7269
GYT25 94 135 169 119 DQ2 2 38 2 0 42 2232
GYT34 78 76 95 99 DR4 6 28 4 1 42 10991
DQ8 2 28 2 0 32 6172
360 246 141 217 A2+CREG 9 17 24 0 50 3748
(A30,A80)
A3+CREG 7 17 0 0 41 3419
(A33,A29)
GYT35 2069 834 1440 669 A2 9 24 17 0 50 9381
A68 7 24 10 0 41 7230
B57 1 21 0 0 22 6002
361 130 725 133 DR7 3 33 0 42 6607
DQ2 2 33 1 0 36 6170

KON, Kontrol; Hes. KON, hesplanmis kontrol degeri; DP, dogru pozitif, YP, yanlis pozitif, DN,dogru negatif, YN, yanlis negatif; N, say1; MFI, ortalama
floresans yogunlugu (mean flourecence intense); CREG, ¢apraz reaktif grup (cross reactive group)




Tablo 4. PRA Tanimlama Kontrol ve Ornek MFI Degerleri (devami)

Hasta KON1I  KON2 KON3  Hes. KON  Antikor DP DN YP YN N MFI
kodu MFI MFI MFI MFI Tipi
GYT36 454 675 211 461 A2+CREG 9 27 14 0 50 10313
(A68,B17)
165 223 180 379 DR11 18 17 7 0 42 11442
DR18 18 17 0 0 42 13329
DR7 1 16 1 0 18 8456
DR9 1 16 2 0 19 10090
GYT38 715 386 737 338 B18 2 4 0 0 6 5320
468 154 820 184 DR13 3 12 0 0 15 4923
DR52 16 17 7 2 42 3795
DQ6 2 17 5 0 24 1766
GYT41 266 100 181 159 DR11 6 19 0 0 25 5328
DR13 7 19 0 0 26 4553
DR7 1 19 1 0 21 3263
DQ2 2 19 3 0 24 4138
GYT42 228 68 182 107 DR7 6 0 0 0 6 10728
DR9 6 0 0 0 6 4235
DQ2 8 1 0 0 9 5272
DQY 2 11 3 1 17 3996
GYT48 1356 390 139 207 A23 5 36 1 0 42 2303
A24 7 36 6 1 50 1500
279 229 151 256 DR1 1 13 1 0 15 7520
DR15 5 13 0 0 18 13825
DQ6 2 13 3 0 18 11649
DQ5 1 13 0 0 14 6977

KON, Kontrol; Hes. KON, hesplanmis kontrol degeri; DP, dogru pozitif, YP, yanlis pozitif, DN,dogru negatif, YN, yanlis negatif; N, say1; MFI, ortalama
floresans yogunlugu (mean flourecence intense); CREG, ¢apraz reaktif grup (cross reactive group)



Tablo 4. PRA Tanimlama Kontrol ve Ornek MFI Degerleri (devami)

Hasta KON1  KON2 KON3  Hes. KON  Antikor DP DN YP YN N MFI
kodu MFI MFI MFI MFI Tipi
GYT52 143 1274 362 962 CI YOS
GYTS6 334 104 65 125 A30 8 16 26 0 50 1256
B35 6 0 1 1 3481
GYT58 360 449 105 1221 B8+CREG 4 1 0 0 5 18505
B7+CREG 9 0 0 10 11154
cw? 23 1 26 0 50 13048
100 109 131 177 DR11 4 25 13 0 42 3668
DR14 3 25 10 0 38 3157
DQ5 7 21 7 0 35 3215
GYT59 622 138 86 156 A2+CREGS 9 22 19 0 50 4337
A68 7 22 12 0 41 3465
GYT62 605 1988 522 8802 Cl YOS
225 183 477 294 DR13 5 21 16 0 42 3297
DQ6 2 21 8 0 31 4837
GYT73 736 915 181 297 B7+CREG 8 28 14 0 50 6176
GYT74 537 299 174 244 A2+CREG 9 28 13 0 50 5206
B44 2 28 4 0 34 5278

KON, Kontrol; Hes. KON, hesplanmis kontrol degeri; DP, dogru pozitif, YP, yanlis pozitif, DN,dogru negatif, YN, yanlis negatif; N, say1; MFI, ortalama
floresans yogunlugu (mean flourecence intense); CREG, ¢apraz reaktif grup (cross reactive group)



Tanimlanan anti-HLA antikorlar1 gebelik sayilarina gore degerlendirildi ve
HLA-A, HLA-B, HLA-DR ve HLA-DQ antijenlerine karsi olusan antikorlar ayri
sekillerde gosterildi. Birinci ve ikinci gebeligi olan kisilerde en fazla anti-HLA-A2
antikoru tespit edildi (n=3). Bu antikorun en yiiksek MFI degerine sahip oldugu

belirlendi (MFI >10000) (Sekil 29).

12000
= 10000 o
2 8000 & o xj
& 6000 g % ? é
= oy oy S
5 % Y% 5 G G ow w Y
8 0% ©z 8 ¥ 9 I 8 9
g 5 8% < 5g < < <
GYT12 GYT34 GYT35 GYT36 GYT48 GYT29
2 2 2 2

1 2
Anti HLA-A antikoru-Hasta kodu-Grup

Sekil 29. Grup 1 ve 2’de tanimlanan anti HLA-A antikorlar1 MFI degerleri

Grup 3’lin A lokusu tanimlama sonuglart Sekil 30°da gosterilmistir. En yiiksek

MFTI degerine sahip olan anti-HLA antikoru Grup 1 ve 2’deki gibi A2 antijenine kars1

olusturulandi (MFI > 5000).
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- 7
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A2+CREG A30 A68 A2+CREG
GYT74 GYT56 GYT59

Anti HLA-A antikoru-Hasta kodu

Sekil 30. Grup 3’te tanimlanan anti HLA-A antikorlar1 MFI degerleri
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Grup 1’de HLA-B lokusuna kars1 gelistirilen HLA antikoruna rastlanmadi.

Grup 2 ve 3 ‘te tanimlanan anti-HLA B antikorlart ve MFI degerleri Sekil 31°de

gosterildi. kinci gebeligi olan kisilerde en fazla anti HLA-B7 antikoru tespit edildi,

MFI degeri en yiiksek antikorun ise anti-HLA-B8 antikoru
g6zlendi(MFI>18000).

20000
18000
16000

B44 B7+CREG B7+CREG B8+CREG B35 B18 B57
GYT74 GYT73 GYT58 GYT56 GYT38 GYT35

2 2 2 2 3 3
Anti HLA B antikoru-Hasta kodu-Grup

Sekil 31. Grup 2 ve 3’te tanimlanan anti HLA-B antikorlar1 MFI degerleri

oldugu

Grup 1 ve 2’de tamimlanan anti-HLA-DR antikoru tipleri Sekil 32’de

gosterildi. En yiiksek MFI degerine sahip antikorun anti-HLA DR4 antikoru oldugu
belirlendi(MFI>5000) (Sekil 32).
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GYT10 GYT24 GYT58 GYT62
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Anti HLA-DR antikoru-Hasta kodu-Grup

Sekil 32. Grup 1 ve 2’de tanimlanan anti HLA-DR antikorlar1t MFI degerleri
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Grup 3’te tanimlanan anti-HLA DR antikor tipleri Sekil 33’de gosterildi. Buna
gore en fazla MFI degerine sahip olan anti-HLA antikorlart DR15 ve DR18 ‘dir
(MFI>12000). Bu iki antikoru DR 11 ve DR 17 izlemektedir (MFI>10000) (Sekil
33).
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DR7 DR7 DR9 DR11DR18DR17DR52DR13 DR1 DR15 DR7 DR9 DR4 DR7 DR13DR11 DR4
GYT35 GYT36 GYT38 = GYT48 GYT42 GYT29 GYT4l GYT34
Anti HLA-DR antikoru-Hasta kodu

Sekil 33. Grup 3’te tanimlanan anti HLA-DR antikorlar1 MFI degerleri

Grup 1 ve 2’de tanimlanan anti HLA-DQ antikorlarinin MFI degerleri Sekil
34’de gosterildir. Buna gore en yiiksek MFI degerine sahip olan antikor anti HLA-
DQ6. (MFI>4000) ve en sik goriilen antikor tiplerinin ise DQ5, DQ7 ve DQ8 (n=2)
oldugu bulundu (Sekil 34).
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Anti HLA-DQ antikoru- Hasta kodu-Grup

Sekil 34. Grup 1 ve 2’de tanimlanan anti HLA-DQ antikorlart MFI degerleri
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Grup 3’te tanimlanan anti HLA-DQ antikorlarinin MFI degerleri Sekil 35°te
gosterildi. HLA-DQ6 ‘nin en yiiksek MFI degerine sahip oldugu ve DQ2’nin de en

fazla tanimlanan antikor olarak bulundu (n=4).
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Anti HLA-DQ antikoru- Hasta kodu

MFID

Sekil 35. Grup 3’te tanimlanan anti HLA-DQ antikorlar1 MFI degerleri

Tanimlanan tiim HLA antikorlarina gore en sik rastlanan anti HLA antikoru

tipleri Sekil 36’da gosterildi.

40% 5114

5/17 5/17

% 2506 4117
% 20% > 3117 3/17 3/17
Z 15%
10%
5% II
B7 DQ2 D

A2 R7 DQ8 DR4 DR11 DR13
Anti-HLA antikoru

Sekil 36. PRA tanimlama yontemi ile en fazla tespit edilen anti-HLA antikorlar

Sinif I, Sif II ve hem Smif I hem de Sinif II PRA Tarama sonucu pozitif
olarak degerlendirilen kisiler PRA pozitif olarak kabul edildi ve gebelik Oykiisii,

dogum oykiisii, disiik oykiisi ve kiirtaj oykiisii arasindaki iligki Pearson ki-kare testi
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ile istatistiksel olarak analiz edildi. Ayrica Phi katsayisi hesaplanarak elde edilen
veriler Tablo 5°te gosterildi. PRA pozitifligi ile gebelik, disiik, kiirtaj ve dogum

Oykiileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur.

Tablo5. PRA Pozitiflik oranlarinin istatistiksel olarak gosterilmesi

GEB. p P DOG. p ) DUS. p [ KUR. p [
0. 0. 0. 0.
(n=29) (n=24) (n=10) (n=3)
PRA -
%773 >05 0,155 %682 >05 0211 %182 >.05 %18,2 >.05 0,261
POZ 0,156

PRA POZ, PRA pozitif olarak degerlendirilen kisi orani; GEB.Q., Gebelik Oykiisii; DOG. O., Dogum
Oykiisii; DUS. Op. Diisiik Oykiisii; KUR.O., Kiirtaj Oykiisii; p degeri <0,05’ten kiiciikse istatistiksel
olarak anlamhidir; @, phi degeri 1’e yaklastikca Ornek sayisinin istatistiksel olarak yeterli diizeyde

oldugunu gosterir

Kan gruplar1 ile PRA pozitifligi arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir iligki
yoktur (Tablo 6).

Tablo 6. Kan gruplari ile PRA pozitifligi arasindaki istatistiksel iligkinin gosterimi

KAN GRUBU
ORh- ORh+ ABRh+ ARh- ARh+ BRh+ p D
(n=1) (n=9) (n=5) (n=4) (n=13) (n=9)
ﬁg@ 450% 910% 1820%  1820% 27.30% 22.70% >05 0484

PRA POZ, PRA pozitif olarak degerlendirilen kisi orani; p degeri <0,05’ten kiigiikse istatistiksel
olarak anlamlidir; @, phi degeri 1’e yaklastikga 6rnek sayisinin istatistiksel olarak yeterli diizeyde

oldugunu gosterir

Dogum tipi, akrabalik ve PRA pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki yoktur (Tablo 7).
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Tablo 7. PRA pozitifligi ile Dogum tipi ve akrabalik arasindaki istatistiksel iligkinin gésterimi

DOG. TiP. AKRABALIK P ()
N S p (0]
PRA POZ 59,1% 40,9% >,05 0,86 18,20% 0,05 0,306

PRA POZ, PRA pozitif olarak degerlendirilen kisi oran1; DOG. TIP, Dogum Tipi; N, Normal dogum;
S, Sezeryan dogum; p degeri <0,05’ten kiiciikse istatistiksel olarak anlamlidir; @, phi degeri 1’e

yaklastik¢a drnek sayisinin istatistiksel olarak yeterli diizeyde oldugunu gosterir
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5 TARTISMA

Dolasimda bulunan anti-HLA antikorlari, hiperakut, akut ve kronik redlere,
dolayisiyla da organ nakillerinde basarisiz sonuglara sebep olabilmektedirler (97).
Anti HLA antikorlarin1 baskilayabilmek i¢in ¢esitli yontemler olsa da her zaman
basarili olunamamaktadir. Dolayisiyla organ bekleme listesindeki hastalarda
herhangi bir nedenle olusmus anti-HLA antikorlariin varligi problem yaratmaktadir.
Onceden yapilan doku veya organ nakli, kan nakilleri ve gebelik anti-HLA antikoru

olusumuna sebep olmaktadirlar (98).

Nakil bekleme listesindeki kadinlarda, gebelik esnasinda, fetiisiin ifade ettigi
paternal HLA antijenlerine kars1 olusturulan antikorlarin sorun teskil ettigi ve nakil
sanslarini azalttig1 bilinmektedir. Ayrica anti-paternal antikorlar, babalarin, anne igin
donor olma potansiyelini de azaltmaktadir. Bu sebeple bazi transplant merkezleri,
gebelik Oykiisii olan kadinlara, esleriyle ayn1 HLA antijenlerine sahip dondrlerden

bile nakil yapmamaktadir (91).

Gebelikteki uterus ve olusan plasenta, 135 yil 6nce Van Dooremaal tarafindan,
kopek goziiniin anterioriinde, fare deri greftinin canli kalabildigini gdozlemlemesinden
beri, immiinolojik olarak ayricalikli bdlgeler olarak tanimlanmiglardir (9).
Dolayisiyla basarili bir gebelik siirecinde, yar1 paternal yar1 maternal antijenleri
tastyan fetils, annenin immiin sistemi tarafindan reddedilmemektedir (7).
Trofoblastlarin  klasik olmayan MHC molekiillerini ifade etmesi, triptofan
katabolizmasi, T hiicre apoptozisi, kompleman sistemi ve programlanmis hiicre
olimii gibi pek ¢ok farkli mekanizma ile fetiis maternal immiin sistemden
korunmaktadir (78).

Gebeligin ilk trimesterinda, maternal fetal hiicrelerin etkilesimi desidua, dogal
Oldiirticti hiicreler, T hiicreleri ve antijen sunan hiicrelerle sinirlidir. 2.trimesterin
basinda maternal kan, intervilloz arayiize sizmaya baslar. Trofoblastlar da, plasental
villiislardan maternal kana sizar ve maternal kanda fetal hiicreler tespit edilmeye

baslanir. Bu durum, ikinci trimesterda fetal hiicrelerle maternal doku arasindaki lokal
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etkilesimin, tiim viicuda yayildig1 anlamina gelmektedir (7). Bu hiicrelerden herhangi
biri, antijen sunan hiicrelerce taninan antijenlerin kaynagini olusturabilir (74, 99).

Saglikli gebeliklerde, paternal kokenli fetal antijenlere tolere edilir ve fetiis
herhangi bir immiinolojik redle karsilasmaz (7). Fakat gebeligin sorunsuz ilerlemesi
annenin duyarhilagsmadigr anlamina gelmemektedir. Anne ile fetlis arasindaki
ozellikle ikinci trimesterdan sonra hizlanan hiicre trafigi, feto-maternal arayiizdeki
kanamalar ve dogumdan sonra uterus boslugunun temizlenmesi sirasinda maternal
hiicreler tarafindan fetal HLA antijenlerinin taninmasi, maternal duyarlilagsmaya
sebep olabilmektedir (11). Fakat anne ile fetiis arasindaki madde aligverisi genellikle
ticiincii trimesterda ¢alisilmistir. Dolayistyla erken gebelikle ilgili bilgiler kisithidir ve
etik kurallardan dolayr plasental transportun in vivo ¢alismalar1 engellenmektedir
(100).

Bu calismada gebeligi pozitif olarak belirlenen 41 kisinin takibi yapildi, son
adet tarihlerine gore gebelik haftalari hesaplandi. 1-12, 13-26, 27-42 haftalar arasinda
(1.,2. ve 3. Trimester) elde edilen kan Orneklerinin anti-HLA antikor tarama ve
tanimlamalar1  yapildi. Calisma grubunu, oOnceki gebelikleri disinda bir
alloimmiinizasyon Oykiisii olmayan, yas ortalamast 30+£7 olan gebeler
olusturmaktadir. Gebelerin hicbirinde kan uyusmazligi ve otoimmiin hastalik yoktur.
Gebelerden ikisi esiyle 1. derece, ikisi de 2. derece akrabadir. Gebelerin son
trimesterdaki anti-HLA antikor iiretme yiizdelerine bakildiginda, %54’iiniin panel
reaktif antikor tarama sonucu pozitif olarak tespit edildi (Siif I ve/veya Sinif II).
Foca ve ark’lar1 (101) 1983’te yaptiklar1 ¢alismada, hamilelik sirasinda, kadinlarin
%10-30'unun paternal HLA antijenlerine karsi antikor {iirettigini belirtmislerdir.
Aradaki farkin anti-HLA antikoru belirlemede kullanilan yontem farkindan
kaynaklandig1 disiinilmektedir. Foca ve arkadaslari (101) calismalarmi karigik
lenfosit kiiltiiriinde sitoflorimetrik yontemle gerceklestirmistir. Bu c¢alismada ise
boncuk temelli luminex teknolojisi ile panel reaktif antikor seviyeleri ¢alisildi.
Luminex teknolojisine dayali anti-HLA antikor tespit yOnteminin O6zgilligi,
duyarlilig1 ve sitotoksik yontemlere olan iistiinliikleri pek ¢ok ¢alismada belirtilmistir
(52, 102,103, 104, 105).

PRA tarama testi ile yapilan analizin sonucunda, I ve II. Trimesterda PRA

pozitiflik oran1 degismezken, III. Trimesterda bu oran artmistir (I. ve II. trimesterda
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n=18, tg¢iincii trimesterda n=22). Rogenhofer ve ark. (6) 2008’de yaptiklari
calismada, paternal HLA haplotiplerine karsi olusan anti-paternal antikorlarin
gebeligin 28. haftasindan 6nce nadiren tanimlandigini belirtmislerdir. Dolayisiyla bu
calisma ile elde ettigimiz veriler desteklenmektedir.

Trimesterlara gore SI, SII ve hem SI hem de SII pozitiflikleri
degerlendirildiginde (Sekil 23) ve ilk iki trimesterda herhangi bir degisiklik
goriilmemesine ragmen (%33 SI, %28 SII, %39 SI ve SII), III. trimesterda Sl
pozitifligi gériilme oraninin azaldigi gozlendi (%23). Sadece Sl ve hem SI hem de
SIT “si pozitif olanlarin sayisi ise arttig1 bulundu (sirasiyla %36 ve %41). Ayrintili
incelendiginde I ve II. trimesterda sadece SI pozitifligi olan 1 kisinin III. trimesterda
SII antijenlerine karsi da antikor irettigi belirlendi. PRA’s1 negatif olan bir kiginin
III. trimesterda hem SI hem de SII antikorlari, {i¢ kisininse SII antikoru irettigi
bulundu. Ozetle, gebelik haftasi ilerledikce Sinif I ve Simif II anti-HLA antikoru
tiretiminin arttig1, SII ‘ye kars1 gelistirilen anti-HLA antikorlarindaki artisin SI’e gore
daha fazla oldugu tespit edildi. Lee ve et al. (11) 2011°de spontan diisiikleri olan
kisilerle yaptiklar1 ¢alismada, simif I anti-HLA antikorlarinin siif II’ye gore daha
fazla tretildigini belirtmiglerdir. Bu durumu, HLA simif I antijenlerinin daha fazla
hiicre tipinde ifade edildigi i¢in, sinif II seropozitifligine gore daha fazla goriildiigii
seklinde yorumlamiglardir. Gebelikle PRA pozitifligi arasindaki iligkinin belirlendigi
calismalarda, o6rnekler genellikle nakil bekleme listesindeki hastalardan elde edilmis,
bulgular gebelik Oykiilerine gore degerlendirilmistir. Pirim ve ark. (106) 2015°te
yaptiklar1 ¢alismada farkli sensitizasyon olaylarini karsilastirilmis ve sadece gebelik
Oyktisi olan kisilerde sinif II antikor tiretiminin daha fazla oldugunu bildirmislerdir
(SI %31,9, SI1%34,1). Masson et al. (3) ise tam tersi sonuglar elde etmislerdir (SI
%86, SIl %62). Bu calismada, sadece Onceki gebeliklerde olusan anti-HLA
antikorlar1 degil, ilk gebeligi olan kisiler analiz edilerek, mevcut gebelikleri sirasinda
olusturulan antikorlar da belirlendi.

Anti-HLA antikorlar1 tek bir gebelikle olusabilecegi gibi, birden fazla gebeligi
olan kadinlarda ise goriilmeyebilir (10). Densmore et al.(107) ilk gebeligi olan
kadinlarin %7,8’inde, 2 veya 3 gebeligi olanlarin %14,6’sinda, 4 ve daha fazla
gebeligi olanlarin ise %26,3’linde anti-HLA antikorlarini tespit etmislerdir. Viwes

(108) gebelik esnasinda ilk gebeligi olanlarin %19,2’sinde, ikinci gebeligi olanlarin
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%?22’sinde sitotoksik antikorlar tespit etmistir. Morin et al.(109) ise ilk gebeligi
olanlarin %18,2’sinde, ikinci gebeligi olanlarin %27,3’linde, 3 ve daha fazla gebeligi
olanlarin %50’sinde siif I anti-HLA antikorlarini tespit etmislerdir. Tiim bu elde
edilen veriler bizim bulgularimizla uyumludur. Fakat bu c¢alismalarda yiizde
oranlariyla ifade edilen antikorlarin komplemana bagimli antikorlar oldugu,
Luminex’e dayali yontemle ise komplemana bagimsiz antikorlarin da tespit
edilebilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda, ilk gebeligi olan
kisilerin %42’sinin, ikinci gebeligi olanlarin %350’sini, iic ve daha fazla gebeligi
olanlarin ise %67 sinin anti-HLA antikoru iirettigi tespit edildi. ilk gebeligi olan
kisilerde, 27. haftaya kadar SII anti-HLA antikor goériilme oraninda bir degisiklik
yoktu (%16), 27. haftadan sonra ise artis gozlendi (%32). 2. Gebeligi olan kisilerde
siif II anti-HLA antikorlar ilk iki trimesterda gézlenmezken 3. Trimesterda arttig1
(%0 ‘dan %7’ye), simif I antikorlarinin ise azaldigi tespit edildi (%36’dan %29’a). 3
ve daha fazla gebeligi olanlarda ise sadece smif I pozitifligine sahip kisiye
rastlanmazken, hem Sinif T hem de sinif I PRA pozitifliginin yine 27. haftadan sonra
arttigr bulundu (%40°dan %47°ye). Her li¢ grupta da, IIl. trimesterda sinif II anti
HLA antikor iretiminin arttigi gozlendi. Bulgularimiza gore anti-HLA antikoru
tiretimi gebelik sayist ile dogru orantili sekilde artmaktadir. Gebelik siirecinde
doguma yaklasildikca maternal fetal hiicre gegisinin artis1 ile beraber anti-HLA
antikor tiretiminin de artabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

PRA pozitifligi ile gebelik, dogum, diisiik ve kiirtaj oykiileri arasindaki iligki
incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir Phi degerleri de hesaplanan
bu degiskenlerin i¢cinde sadece diislik dykiisii ile PRA pozitifligi arasinda bir negatif
bagimlilik oldugu belirlenmistir. Diger gebelik dykiileri i¢in istatistiksel anlamliligin,
kisi sayisinin arttirilmasi ile elde edilebilecegi phi degerleriyle de belirlenmistir.

Luminex'e dayali anti-HLA antikor tarama ve tanimlama yontemleri oldukga
duyarhidir ve MFI (ortalama floresans yogunlugu-mean flourecent intence)
degerlerine gore pozitif veya negatif olarak sonuglar degerlendirilmektedir. Bir¢cok
kan merkezi, HLA antikoru tanimlamada kullandig1 yontemlerin esik MFI
degerlerini belirlemekte, bu degerler merkezler arasinda farklilik gostermektedir
(110). Fakat son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, MFI degeri 300 civarinda olan

antikorlarin da humoral redde sebep olabilecegi bildirilmistir (111). Calismamizdaki
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anti-HLA antikoru iirettigi belirlenen kisilerin, antikorlarinin tanimlanmasinda, >500
MFTI degerine sahip antijenler PRA pozitif olarak degerlendirildi. Bu degerlendirme
sirasinda MFI degerlerinin yani sira, elde edilen antijenlerin dogru negatif ve dogru
pozitif olarak degerlendirilme oranlari, capraz reaktif gruplar ve maskelenmis
antijenler de dikkate alindi. Capraz reaktiflik, bir anti-HLA antikorunun iki veya
daha fazla HLA antijeni ile reaksiyona girmesidir. Bu durum, iki antijenin benzer
epitoplara sahip olmasindan veya benzer aminoasit polimorfizmine sahip olmasindan
ileri gelebilir. Capraz reaktifli§in tanimlanmasi ile tam uyum olmamasina ragmen,
epitoplar1 benzer HLA antijenlerine sahip dondrlerden, organ nakli yapilabilmesi ile
ilgili galismalar giindeme gelmistir (112).

Yine bazi allellerin de arka plan kirliligine sebep olabilecegi belirtilmistir.
HLA matchmaker programi ile antijene 06zgli degil, epitoplara 6zgli antikorlar
dokiimente edilmistir. Bu sayede antijenite dnem kazanmistir (111). Resse et al.(111)
yaptiklar1 bir ¢aligmada, ¢apraz uyum testlerinin negatif fakat PRA seviyesinin
pozitif olarak degerlendirildigi bir hasta-donér ¢iftin, uyumsuz doku allelleri igin
epitop analizini gerceklestirmistir. Buna gore sadece uyumsuz olan HLA
antijenlerine karsi degil, hasta-donoér ¢iftinin her ikisinde de bulunmayan antijenlere
kars1 da antikor gelistirildigi belirlenmistir. Epitop analizinde ise, MFI degeri diisiik
bile olsa, dondriin antijenleri ile ayni epitopa sahip HLA antijenlerine karsi da
antikor Uretilebilecegini bildirmislerdir (111).

HLA antijenlerinin c¢oklu epitopa sahip oldugu, HLA molekiillerinin
yapilarinin modellenmesi ve aminoasit sekanslarindaki farkliliklarin belirlenmesi ile
kesfedilmistir. Bir antikor, ayni eplete sahip allellerle farkli MFI degerleri
gosterebilir. Bu farkliligin, aminoasit konfigiirasyonundaki farkliliktan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Ayn1 eplete sahip allellerdeki MFI degerleri arasindaki farkliliktan
dolay1 peptite bagimli HLA antikorlari tanimi giindeme gelmektedir (113). HLA
antijenleri birbirinden farkli sayilarda epitoplara sahiptir ve bu yilizden de
antijeniteleri farklidir. Yine epletlerin pozisyonunun da antijenitede 6nemli oldugu,
molekiiler ylizeye yakin olanlarin, daha zor ulasilabilir pozisyonda olanlara gore
antijenitesinin fazla oldugu belirtilmistir. Ayrica aminoasitlerin elektrostatik
yiiklerinin ve hidrofobisitelerinin de HLA uyumsuzluklarina kars1 gelistirilen

antikorlari etkiledigi belirtilmektedir (113).
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Tiirk popiilasyonundaki allel frekanslarina bakildiginda, en sik A*02, A*11
A*24, A*26, B*35, B*44, B*51, DRB1*04, DRB1*11, DRB1*7, DQB1*03,
DQBI1*05, DQB1*02 antijenlerine rastlandigi belirtilmektedir (114, 115).
Dolayisiyla bu antijenlere karsi olusturulan anti-HLA antikorlarinin tespit edilme
oranmin daha fazla olmas1 beklenmektedir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, en sik
goriilen anti-HLA antikor tiplerinin, A02, A01, BO7, DRB1 11 antijenlerine karsi
olusturuldugu belirtilmistir (116). Calismamizda simif I HLA antijenlerine karsi en
fazla anti HLA-A2 (n=5/14) ve HLA-B7 antikoru (n=2/14), Siuf II HLA
antijenlerinde ise en fazla DR7 ve DQ2 antikoru gozlendi (n=5/17). Tirk
popiilasyonunda tanimlanan HLA allellerinin frekansi ile bu ¢aligmada tanimlanan
anti-HLA antikorlarimin sayilart dogru orantilidir. Ayrica yiiksek oranda sensitize
hastalar daha immunojenik olan HLA epitoplarna karsi  alloantikor
olusturmaktadirlar (113). HLA A3 antijenine sahip kadinlarda, diger A antijenine
sahip olanlara gore alloantikor iiretiminin daha fazla oldugu belirtilmektedir. Yine
A2, B7,B35 ‘in yiiksek oranda immunojenik oldugu, B15 ve B40’1n ise daha az
immunojenik oldugu Dankers ve ark tarafindan 2003’te belirtilmistir (90).
Dolayisiyla toplumda sik karsilasilan HLA allellerinin yani sira, antijenlerin
immiinojenitesi de, belirli antijenlere spesifik antikorlarin goriilme sikligin
arttirmaktadir.

Kan gruplar ile ¢esitli hastaliklar arasindaki iliskinin belirlenmesiyle ilgili olan
caligmalarin yani sira, kan gruplari ile HLA antijenlerinin ifadesi arasindaki iliski ile
ilgili de c¢alismalar yer almaktadir. Erikoglu ve ark. (117)2011°de yaptiklari
calismada HLA antijenleri ve kan gruplar1 arasindaki iliskiyi tespit etmeye caligmis
fakat istatistiksel olarak anlamli bulamamislardir. Calisma grubumuzdaki gebelerin
%32’si ARh+ (n=13), %22’si B Rh+ (n=9), %22’si 0 Rh+ (n=9), %12’si AB Rh+
(n=5), %10 A Rh- (n=4), %2 0 Rh- (n=1)’tir. ARh- ve ORh- kan gruplarina sahip
hastalarin hepsinde anti-HLA antikoru belirlenmistir. Fakat toplumda nadir rastlanan
kan gruplarindandirlar ve istatistiksel olarak anlamli sonug elde edebilmek i¢in 6rnek
sayisinin arttirilmasi gerekmektedir (4 kisi ARh-, 1 kisi ORh-). Yine akrabalik ve
dogum tipleri ile PRA pozitifligi arasindaki iliski istatistiksel olarak incelendiginde,
anlamli bir iliski elde olmadigi goriildii ve phi degerine goére Ornek sayisinin

arttirtlmasi gerektigi belirlendi.
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Sonug olarak, gebelik sirasinda babadan gelen HLA antijenlerine karsi tiretilen
anti-HLA antikorlarinin gebelik sayisinin artigi ile arttigi gozlendi. Ayrica gebeligin
27. haftasina kadar anti-HLA antikoru goriilme oranlar degismezken, 27. haftadan
sonra 6zellikle sinif II antikor liretiminin arttig1 tespit edildi. Trofoblastlar tarafindan
smif II HLA antijenlerinin ifade edilmemesinden kaynaklabilecegi, siif 11 HLA
antijenlerine kars1 gelistirilen antikorlarin 27. haftadan sonra, anne ile fetiis
arasindaki hiicre gecisinin artmasiyla olusabilecegi diistiniilmektedir. Calismanin
ilerleyen asamalarinda, babalarin HLA doku tiplemeleri yapilarak ¢alismaya farkli
bir boyut kazandirilmas: hedeflenmektedir. Bu ¢alismanin, gebelik sirasinda olusan
anti-paternal HLA antikorlar1 tespit edilen kisilerdeki doku ve organ nakli basarisina

katki saglayacag diistiniilmektedir.
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OZET

GEBELIK SURECINDE PATERNAL ANTIi-HLA ANTIKORLARIN
ARASTIRILMASI

Gebelik, organ nakillerinde redlere sebep olan duyarlilasma olaylarindan
biridir. Fetal hiicreler tarafindan ifade edilen paternal antijenlerin maternal immiin
sistem tarafindan tanmmasi ile anti-HLA antikorlar1 iiretilir. Bu calismada Izmir
Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Poliklinigine basvuran
gebelerde, trimesterlara gore anti-paternal anti-HLA antikor profillerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in 41 gebenin 1-13, 14-26 ve 27-42 haftalar
arasinda toplanmig olan serumlarindaki anti-HLA antikorlar1 tarama ve tanimlamasi,
Luminex’e dayali panel reaktif antikor yontemi ile yapilmistir. Gebelerin anti-HLA
antikor iiretme ylizdelerine bakildiginda, %54’linlin panel reaktif antikor tarama
sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir. Sinif I ve/veya Sinif II. PRA tarama testi ile
yapilan analizin sonucunda, I ve II. Trimesterda PRA pozitiflik oran1 degismezken
(n=18), III. Trimesterda bu oran artmistir (n=22). Trimesterlara gore SI, SII ve hem
SI hem de SII pozitiflikleri incelenmis ve ilk iki trimesterda herhangi bir degisiklik
goriilmemesine ragmen (%33 SI, %28 SII, %39 SI ve SII), II1. trimesterda sadece SII
ve hem SI hem de SII ‘si pozitif olanlarin sayisi ise artmistir (sirastyla %36 ve %41).
Gebelik sayilarina gore anti-HLA antikoru iiretim oranlarima bakildiginda, ilk
gebeligi olan kisilerin %42’sinin, ikinci gebeligi olanlarin %50’sinin, ii¢ ve daha
fazla gebeligi olanlarin ise %67 sinin anti-HLA antikoru iirettigi tespit edilmistir.
Her iic grupta da, III. trimesterda simif II anti HLA antikor iretiminin arttigi
belirlenmistir. PRA Tarama sonucu pozitif olan hastalarin antikor profilleri
tanimlandiginda ise en sik tspit edilen antikorlar, sinif I HLA antijenlerine kars1 anti
HLA-A2 (n=5/14) ve HLA-B7 (n=2/14), Smf II HLA antijenlerinde ise en fazla
DR7 ve DQ2 antikoru tanimlanmistir (n=5/17). Sonu¢ olarak anti-HLA antikor
tretiminin 27. Haftadan sonra ve gebelik sayisinin artmasi ile arttig1 belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Anti-paternal antikorlar, Anti-HLA antikorlari, Panel Reaktif
Antikorlar, Gebelik, Organ nakli
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ABSTRACT

DETECTION OF PATERNAL ANTI-HLA ANTIBODIES DURING
PREGNANCY

Pregnancy is one of the sensitization events that causes rejection in organ
transplantation. Anti-HLA antibodies are produced by maternal immune system
against fetus that expresses paternal antigens. In this study, it was aimed to evaluate
the paternal anti-HLA antibody profiles of sera that were collected from pregnant
women in 1-13, 14-26 and 27-42 weeks who registered to Izmir Tepecik Education
and Research Hospital Gynaecology Clinic. Anti-HLA antibody screening and
identification tests were performed by luminex based panel reactive antibody test in
the sera. 54% of the women were PRA positive. It was determined that the PRA
positive patient ratio increased in 3 trimester (n=22), while it was the same in 1%
and 2" trimester (n=18). 33%, 28% and 39% of the patients were only CI, only ClI
and CI/CII positive in 1% and 2™ trimester, respectively. 36% and 41% of the patients
were positive in 3" trimester for CIl and CI/CII, respectively. 42% of primigravidae
were PRA positive. 50% of the patients with second pregnancy were PRA positivity.
67% of the women with >3 pregnancies were positive. It was observed that class Il
anti-HLA antibody production increased in all of the patients during 3rd trimester.
There was not a statistically significant relation between PRA positivity and
pregnancy, abortion and miscarriage (p>0.05). The most frequently produced
antibodies were against HLA-A2 (n=5/14), HLA-B7 (n=2/14), HLA-DR7 and HLA-
DQ2 (n=5/17). In conclusion, anti-HLA antibody production increased after 27
weeks of gestation.

Keywords: Anti-paternal antibodies, Anti-HLA antibodies, panel reactive

antibodies, pregnancy, transplantation
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