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ONSOZz

Bu c¢alismam siiresince her tiirlii yardim ve fedakarhigi saglayan, bilgi ve
tecrubeleriyle ¢aligmama 1s1k tutan, ayrica bana bu ¢alismayr vererek kendimi
gelistirmemde biiyiik katkis1 olan basta degerli danisman hocam Prof. Dr. Ibrahim
PIRIM’e ve degerli hocalarim Yrd. Dog. Dr. Tiilay K. AYNA’ya ve Yrd. Dog. Dr.
Mustafa SOYOZ’e; Istatistik verilerimin analizinde yardimci olan degerli hocam Yrd.
Do¢. Dr. Biilent OZKAN’a; Test asamasinda teknik bilgilerinden yararlandigim
degerli calisma arkadasim Halime KiRAZ’a; Tez yazim asamasindaki her tiirlii
yardimlarindan ve manevi desteklerinden dolayr degerli dostlarim Burcu Cerci
GURBUZ’e ve Burcu AKMAN’a; Bu tezi yazarken manevi desteklerini ve sabrini
esirgemeyen degerli Doku Tipleme Ekibi’ne; Hasta takibinde yardimlarin
esirgemeyen Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Organ Nakli Klinigi’nden

Hiilya hemsireye ve organ nakli ekibine sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Her kosulda yanimda olan, sevgisini, destegini ve sabrini esirgemeyen sevgili
esim Ali KOCYIGIT’e, tezimde kullandigim birgok bilgiye ulasmamda biiyiik
katkilar1 olan canim kardesim Asya Ozkizilcik’a ve manevi desteklerinden dolayi

Annem’e ve Babam’a sevgilerimi ve saygilarimi sunarim...
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1 GIRIS

Anti-insan  Lokosit  Antijenleri  (anti-HLA)  antikorlarmin  renal
transplantasyondaki dnemi 40 yildan fazladir bilinmektedir. Bu antikorlar hamilelik,
kan transflizyonu ve dnceki nakillerle uyarilabilmektedir. Bu antikorlarin saptanmasi
i¢in Onceleri komplemana bagimli sitotoksisite testi kullanilirken artik giintimiizde
solid faz temelli teknikler gelistirilmistir (1, 2).

Nakil sonrasinda donére spesifik olan anti-HLA antikorlart HLA antijenlerine
baglanarak ¢esitli yolaklarla greft hasarina ve kaybina yol acarlar. Bu yiizden, bu
antikorlarin nakil 6ncesinde ve sonrasinda hastanin durumunun degerlendirilmesi
esnasinda onemi ¢ok biiyiiktiir (3). Bu antikorlarin saptanmasi igin komplemana
bagimli sitotoksik ¢aprazlama testinin (CDCXM) yaninda flow sitometrik ¢aprazlama
testleri (FCXM), Luminex dondr spesifik antikor testi (Lum-DSA) ve Panel Reaktif
Antikor (PRA) testleri gibi testler de kullanilmaktadr.

Yeni gelistirilen boncuk temelli teknikler daha duyarli ve spesifik olarak
belirtilmektedir. Ginimizde nakil dncesinde ve sonrasinda PRA analizi i¢in flow
sitometrik PRA test kitleri ile hem anti-HLA antikor tarama hem de tanimlama testleri
yapilabilmektedir. Bu testler boncuk sistemine dayanmaktadir ve analiz flow sitometri
cihazinda gercgeklesir.

Nakil sonrasinda hastalarda hiperakut rejeksiyon, akut rejeksiyon, kronik
rejeksiyon gibi rejeksiyon tipleri gorilebilir. Steroidler, anti-proliferatif ajanlar,
kalsindrin inhibitorleri, memeli rapamisin hedef (mTOR) inhibitorleri, poliklonal ve
monoklonal antikorlar gibi immunsUpresor ilaglar hastalarin rejeksiyondan korunmasi

ve greft fonksiyonun devam ettirilmesi i¢in kullanilmaktadir (4).

Bu ¢alismada izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde kadavra veya
canli dondrden bobrek nakli olan hastalarin nakil sonrasindaki parametrelerinin
immiinolojik agidan degerlendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen bulgular nakil
sonrasinda yasanan rejeksiyonlarin engellenmesi yolunda yapilan ¢aligmalara 151k

tutacaktir.



2 GENEL BILGI

2.1 Kronik Bobrek Yetmezligi

Bobreklerin temel gorevi vicudumuzdan atiklarin ve fazla suyun atilmasini
saglamaktir. Kronik bobrek yetmezligi ise zaman igerisinde bobrek fonksiyonlariin
kaybolmasidir (5). Tibbi olarak kronik bobrek yetmezligi, glomeriler filtrasyon
hizinin (GFH) azalmasi sonucu bobregin sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-
endokrin fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir.
Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2015 verilerine gore diyaliz tedavisi goren hasta sayisi
80000-100000’dir. Kronik bobrek yetmezligi diyabetes mellitus, hipertansiyon,
primer glomeriilonefrit, renal arter darligi, malignensi gibi bir¢ok sebepten dolay1
gelisebilir. Kan iire azotu ve Kreatinin diizeyinin ylkselmesi veya kreatinin klirensinin
azalmasi ile bobrek yetmezligi tanist konulabilmektedir. Bunlarin disinda ¢esitli
goriintiileme ve biyopsi teknikleri de taniya yardimei olmaktadir (6).

Renal arter darlig, ekstraseliiler sivi hacminde azalma, kalp yetmezligi, tiriner
tikanma, reflii, infeksiyon, kontrolsiiz kan basinc1 yliksekligi, nefrotoksik maddelerin
kullanimi, hiperiirisemi, hiperkalsemi, hipokalemi gibi faktorler kronik bobrek
yetmezliginde bdbrek fonksiyonlarinin daha fazla bozulmasina yol agabilirler.
Bunlarin diizeltilmesiyle bobrek fonksiyonlarinda iyilesmeler gézlenebilir. Bundan
dolayr bu faktorlerin varligi arastirilmalidir. Son donem bobrek yetmezligi olan

hastalara diyaliz tedavisi veya bobrek nakli yapilmasi gerekir (6).

2.2 Insan Lékosit Antjeni (HLA) Sistemi

HLA smf I ve II lokuslar1 6. kromozomun kisa kolundaki yaklagik 4000
kilobazlik Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC) gen bolgesinde yer almaktadir
(Sekil 1). Bu lokuslarin yabanci organlarin rejeksiyonunda rol oynadig: bilinmektedir.
Ayrica olduk¢a polimorfik hicre yuzeyi molekilleri de yine bu bolgelerden

kodlanmaktadir. Bu molekiiller de antijen sunumunda rol oynamaktadir (7).
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Sekil 1 MHC gen bolgesi (Cassinotti et al. (2009)(8)’dan alinmustir).

2.2.1 HLA Simf I Molekiilleri

MHC gen bolgesinde yer alan simif I HLA genleri tarafindan kodlanan,
cekirdekli hicrelerin yizeyinde ifade edilen glikoproteinlerdir. HLA-A, HLA-B ve
HLA-C antijenleri sinif I HLA antijenleridir. Sinif I HLA molekdllerinin en temel
gorevi peptit antijenlerini sitotoksik T htcrelerine (Tc) sunmaktir (9). Bu peptit
antijenleri endojen peptitlerdir, yani, hiicre iginde sentezlenmis olan proteinlerin
pargalanmasiyla olusmus peptitlerdir. HLA sinif I molekiilleri 44 kDa biiyiikliigiinde
olup g ekstraseltler globiler domaine sahiptir. al ve a2 domainleri zincirin N-ucunda
non-kovalent olarak baghdirlar ve burada peptid baglanma bolgesi olustururlar. Bu
esnada a3 domaini de B2 mikroglobulin polipeptidi ile non-kovalent olarak
etkilesimdedir. Bunun yaninda transmembran ile sitoplazmik domainleri de a zinciri
olusturur. B2-mikroglobulin ise 12 kDa biiyiikliiglinde transmembran olmayan bir
polipeptittir. Bu molekiil simif I HLA molekiiliiniin konformasyonel biitlinliigiinii
saglamak amaciyla a3 domaini ile non-kovalent olarak etkilesimdedir. Protein
sentezinden hemen sonra endoplazmik retikulumda (ER) bu $2-mikrobulinin a-zinciri

ile etkilesimde olmasi biitiin heterodimerin hiicre ylizeyine taginmast igin de 6nemlidir
(10).

HLA smif I molekiillerinin ¢ukur benzeri peptit baglama bdlgeleri oldukga

kiguktur. Bu nedenle biiyiik dogal antijenleri tantyamazlar. Bunun yerine antijenlerin



HLA ¢ukuruna yerlesmeleri ve T hiicrelerine sunulmalar1 i¢in kiigiik peptitlere (8-10
aminoasit uzunlugunda) pargalanmalar1 gerekmektedir. Her bir HLA molekilu birgok
yuksek afiniteli kiiclik peptide baglanabilir ancak bir defasinda sadece bir tanesine
baglanabilir (10) (Sekil 2).

a2 ol

B2- o2

Microglobulin

a3

Sekil 2 HLA smif I ve II molekiillerinin yapis1 (Cassinotti et al. (2009)
(8)’dan modifiye edilmistir).

2.2.2 HLA Simf IT Molekdlleri

HLA sinif IT molekiilleri gogunlukla antijen sunan hiicrelerin (ASH) ylzeyinde
bulunmaktadir. Bu molekiillerin baglandig1 peptitler ekzojen peptitlerdir yani
fagositoz veya reseptor aracili endositoz ile disaridan hiicreye girmis olan proteinlerin
pargalanmasiyla olusan peptitlerdir (10). HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ antijenleri
sif I HLA antijenleridir.

HLA sinif II molekiilii benzer biiyiikliik ve yapiya sahip a (24-32 kDa) ve B (29-
31 kDa) zincirlerinden olusan glikoproteinlerdir. Her iki zincir de N-ug¢lu ekstraseluler
domain, bir imminoglobilin (lg)-benzeri ekstraseluler domain, bir hidrofobik
transmembran domaini ve bir kisa sitoplazmik kuyruk icermektedir. Peptit baglanma
bolgesi al ve 1 domainlerinin N-uglarindan olusur. a2 ve B2 domainleri ise globiiler
yapida olup peptit baglanmada rol oynamazlar. HLA sif II peptit baglanma ¢ukuru
sinif I molekiiliindekine benzerdir. Ancak smif II molekiiliindeki uglar agiktir. Bu
sayede daha uzun peptitler (30 amino asite kadar) baglanabilir. Yine de simf II
molekiiline baglanan peptitlerin ¢ogu 13-18 amino asit uzunlugundadir. Burada
baglanma peptit iskeleti ile HLA sinif I amino asitlerinin yan zincirleri arasinda

hidrojen baglariyla gergeklesir (10) (Sekil 2).



2.3  immiin Sistem Hiicreleri

Lenfositler immin sistemin merkezi hiicreleri olup edinsel imminiteden
sorumludurlar. Lenfositler T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal éldurict (NK) hicreleri

olmak Uzere (¢ populasyona bélinebilir (11).

2.3.1 B Hucreleri

B lenfositler, ismini olgunlastig1 bolgeden almaktadir. Olgunlagsmasinin biiyiik
bir kismi memelilerde kemik iliginde gerceklesmektedir. Olgun B hiicreleri
sentezlenmeleri ve membrana bagli immunoglobalin - molekilleri  (antikor)
goriintimleriyle diger hiicrelerden oldukca farklidir. Bu molekiiller antijenler icin
reseptor gorevi gormektedir. Bunlarin disinda B hiicre yiizeyinde simmif 11 HLA
molekdlleri de ifade edilmektedir. Bu molekuller B hicrelerine antijen sunma

fonksiyonu kazandirir (11).

Antijenle membrana bagli antikor arasindaki etkilesimle birlikte T hiicreleri ve
makrofajlarla da etkilesime ge¢mesi B hiicre klonlarinin aktivasyonuna ve
farklilasmasina sebep olur. Bu siirecte, B hiicre hizla boliiniir ve 4-5 giin igerisinde
farklilagarak plazma ve hafiza hiicre toplulugu olusturur. B hicrelerinin en son
farklilasmis hali olan plazma hiicreleri antikor sentezleyip salgilar. Plazma hiicreleri

en son farklilagsmis halidir ve 1 veya 2 hafta igerisinde ¢ogu oliir (11).

2.3.2 T Hucreleri

T hiicreleri isimlerini olgunlastiklari yer olan Timustan alirlar. B lenfositleri gibi
bu hiicrelerin de antijenler i¢in bir¢ok reseptorii bulunur. Antijen baglayic1 T-hicre
reseptorii (TCR) yapisal olarak immunoglobilinden farkli olsa da immiinoglobiilinle
benzer noktalar1 vardir. Ozellikle de antijen baglama bolgesi benzemektedir. B
hiicrelerin iizerindeki immiinoglobiilinlerden farkli olarak TCR’ler serbest antijenleri
tanimazlar. Bunun yerine sadece kendi molekiillerinden bazilarina tutunmus olan

antijenleri tanirlar. Ozellikle de ¢ogu sadece bu antijen MHC gen bélgesinden



kodlanan kendi molekiiliine tutundugunda tanirlar. Bu antijenin taninmasi i¢in antijen
sunan hucrelerin (ASH) veya virusle enfekte hicrelerin, kanser hicrelerinin ve

greftlerin yizeyindeki HLA molekdlleri ile birlikte olmas1 gerekmektedir (11).

B hiicreleri gibi T hiicreleri de farkli membran molekiilleri eksprese ederler.
Biitin T hiicre alt gruplart TCR eksprese eder. Bu, CD3 igeren bir polipeptit
kompleksidir. Ylzeyinde CD4 eksprese eden T hiicreleri HLA sinif II molekiillerine
bagli antijenlerini taniyabilirken, CDS8 eksprese edenler HLA sinif I molekiillerine
bagli antijenleri taniyabilir. Bunun yaninda, T hiicreleri CD4 veya CD8 eksprese etme
yeteneklerine gore iki gruba ayrilirlar. CD4" T hiicreleri genellikle yardimei T hiicre
(TH) olarak gorev alir. CD8" T hiicreleri ise genellikle sitotoksik T hiicre (Tc) olarak
gorev alir. Normal bir insan periferal kaninda CD4":CD8" oran1 2:1’dir ancak immiin

yetmezlik, otoimmiin hastaliklar1 ve diger bozukluklarda bu oran degisebilir (11).

2.3.3 Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK Hiicreleri)

Bu hiicreler insan periferal kanindaki lenfositlerin %5-10unu olusturmaktadir.
NK hiicreleri iki farkli yolla hedef hiicreleri taniyabilirler. Bazi durumlarda bir NK
hiicresi anormallikleri saptamak igin NK hiicre reseptoriine sahip olabilir (Or: simf I
HLA molekiiliinde azalma, viriislerle enfekte olmus hiicreler, bazi timor hiicrelerinde

gorulen anormal yizey antijenleri gibi) (11).

Diger yolda ise NK hiicreleri potansiyel hedef hiicreyi immiin sistem tarafindan
taninmis ve antitimor veya antiviral antikorlarin tutundugu antijenleri tasiyan bazi
timor hiicrelerini ve virlsle enfekte olmus hiicreleri tanimaktadir. NK hiicreleri CD16
eksprese ettiginden dolay1 (IgG molekillniin karboksil ucu, Fc bélgesi icin membran
reseptoridur) bu antikorlara tutunabilirler ve hedef hicreyi parcalayabilirler. Bu,

antikor-bagimli hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) prosesi olarak bilinmektedir (11).



2.4 Anti-HLA Antikorlar

Antikorlar, imminoglobudlinler (Ig) adi da verilen yaklagik 150-200 kDa
biiyiikliigiindeki glikoproteinlerdir (Sekil 3). 4 polipeptit zincirden olusur. Bunlardan
iki tanesi digerlerinden kiitlece daha hafiftir. Bu yiizden agir olanlara agir zincir,
digerlerine de hafif zincir denir. Iki hafif zincirin (yaklasik 23 kDa) ve iki agir zincirin
(50-80 kDa) ikisi de birbirinin aynisidir. Sabit bolgeler (constant, C bolgesi)
kompleman aktivitesi gibi efektor fonksiyona sahipken, degisken bolgeler (variable,
V bolgesi) antijen baglanma bélgelerini igerirler. Iki agir zincir birbirine disiilfid
baglariyla baglidir ve her bir agir zincir bir hafif zincire yine disiifid bagiyla baglidir.
Ayrica zincirlerin kendi igerisinde de disiilfid baglar1 bulunur. Bunlar zincirler i¢cinde
domainlerin olusmasina sebep olur. Molekilun ortasinda bir mentese kismi bulunur.
Antijen baglanma bolgesi bulunan kollarin rahat hareket etmesini saglar.
Immiinoglobulinler mentese kisimlarindan enzimlerce kesildiginde iki fragment
olusur. Antijen baglayan bolgeleri igeren fragmente antijen baglayan fragment (Fab,
45 kDa), diger kisma ise kristallenebilme 6zelliginden dolay1 kristallenebilir fragment
(Fc, 55 kDa) denir. Fab kisminin antijen baglama 6zelligi varken, Fc kisminin hiicre
yiizey reseptérlerine baglanma gibi efektor fonksiyonlar1 vardir. Immiinoglobulinlerin

bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir (IgA, IgD, IgE, IgM, IgG) (12).

Anti-HLA antikorlar1 IgG yapisindadir. Bunlar da kendi igerisinde y-zincir
dizisine gore ayrilip serumdaki azalan konsantrasyonlarina gére numaralandirilarak 4
alt gruba ayrilirlar (IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4). 1gG1, 1gG3 ve 1gG4 plasentadan geger
ve gelisen fetlisii korumada Onemli role sahiptirler. IgG3 en etkili kompleman
aktivatoriiyken IgG2 daha az etkilidir. IgG4 ise kompleman yolagini aktive edemez.
IgG1 ve IgG3 fagositik hucrelerin yiizeyindeki Fc reseptorlerine yiiksek afiniteyle
baglanirlar ve opsonizasyona aracilik ederler. I[gG4’lin Fc reseptorleri orta derecede

afinitesi bulunurken IgG2’nin ¢ok az afinitesi bulunmaktadir (13).
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Sekil 3  Immiinoglobulin yapis1 (Goldsby et al. (2003) (13)’den alinmistir).
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2.5 Greft Rejeksiyonu

Cogu vakada transplantasyon prosediirii genetik olarak farkli bir bireyden
organin almip kullanilmasini igermektedir ve dolayisiyla alicida ve greftte bir tepki
olusmasina neden olmaktadir. Bu transplanta karsi olusan tepki bir seri olayla
gerceklesmektedir. 11k olarak bobrek dondrden alinir ve hastaya nakledilir. Bu stres
pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve makrofaj gibi inflamatuvar hiicrelerin
grefte gogiinii tetikler. Bir sonraki basamak alicinin T hiicrelerine antijen sunumudur.
Hastanin T hiicreleri TCR sinyali, kostimiilasyon ve sitokinlerce uyarilir ve aktive
olur. Bu basamaktan sonra hiicre aracili immiinite ve humoral immiinite olmak tizere
iki tlirli immiin yanit olugur. Hiicre aracili immiinitede immiin sistem hiicrelerinin
aktivasyonu gergeklesirken humoral imminitede B hiicreleri aktive olur, farklilasir ve
antikor sentezi gergeklesir. Aktif hale gelen hiicreler ve antikorlar grefte go¢ ederek
greft hasarina sebep olurlar (14) (Sekil 4).
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Sekil 4 Bobrek transplantasyonu sonrasinda olugan immiin yanit evreleri (Dallman MJ (2008) (14)’den
modifiye edilmistir).

2.5.1 Transplantasyonda Antijen Sunumu

Allogreft rejeksiyonundan sorumlu gii¢lii ve hizli immiin yanit, MHC gen
bolgesinden kodlanan antijenlerdeki (HLA antijenleri) allelik farkliliklarin
taninmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yiizden allo-tanima donér HLA antijenlerine
kars1 alicida immiin cevap olusmasi anlamma gelmektedir. Antijenler B ve T
hicrelerine sunulduktan sonra bu htcreler aktive olurlar ve ¢ogalirlar. B hiicreleri

farklilasarak antikor sentezi yaparken T hiicreleri (CD4+ ve CD8+) de yardimci veya



sitotoksik etki gosterirler. Antijen sunumlari B ve T hiicreleri igin farklidir. Hastada
dondr HLA molekiillerini tantyan B-hiicre reseptori (BCR) bulunan B hiicreleri vardir
(15). B hiicreleri BCR’leri araciligiyla antijenle karsilastiginda bu antijeni hiicre igine
alir ve pargalar. Bu antijenin peptit pargalarini kendi yiizeyindeki HLA antijenleriyle
T hiicrelerine sunar. Bu sekilde aktive olan T hiicrelerinin salgiladig: sitokinlerle B
hlcreleri aktive olur ve greftin tzerindeki dondr HLA molekdllerine kars1 antikor
olusturur (16). T hiicreleri ise (¢ farkli yolla bu tanimay1 yapabilir: Direkt, indirekt ve

yari-indirekt antijen sunumu (17, 18).

2.5.1.1 Direkt Sunum

Greftteki donorun antijen sunan hucreleri (ASH) dondre ait peptitlerle kompleks
yaparak lenf nodlarina gelir. Burada hastanin T huicreleri direkt olarak dondriin antijen
sunan hicrelerinin Uzerinde bulunan dondr peptit-HLA kompleksini tanir (Sekil 5). Bu

mekanizma akut rejeksiyonla iliskilidir (19).

hiicresi
Donor ASH

Sekil 5 Direkt sunum (Monguio-Tortajada et al. (2014) (18)’den alinmistir.)

2.5.1.2 indirekt ve Yari-indirekt Sunum

Indirekt sunumda, hastanin ASH’leri dondr alloantijenlerini tanir ve hiicre igine
alarak parcalar. Pargalandiktan sonra olusan peptitleri hastanin kendi HLA molekdilleri

hastanin T hiicrelerine sunar. Yari-indirekt sunum ise donor HLA molekiillerinin
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par¢alanmadan hastanin ASH’leri yiizeyinde hastanin T hiicrelerine sunulmasidir

(Sekil 6). Bu iki sunum sekli de kronik rejeksiyonla iligkilidir (18).

Dondr hiicresi

girmesi

Abiciin - Aliesun T hiicresi
MHC

Donor

MHC Alictnun T hiicresi

Ali¢inin APC Albictnin APC
Yar: indirekt allotanima Indirekt allotanima

Sekil 6 Indirekt ve yar1 indrekt sunum (Monguio-Tortajada et al. (2014) (18)’den almmustir.)

2.6 Renal Transplantasyonda Immiinolojik Degerlendirme

2.6.1 Nakil Oncesi Degerlendirme

Nakledilecek organin antijenlerine kars1 daha énceden antikor olusturmus bir
hastaya bu organin nakledilmesi hizli ve ¢ok katii bir sekilde organin hasar gormesiyle
sonuglanacaktir (hiperakut rejeksiyon). En yaygin olarak goriilen 6nceden olusmus
antikorlar ABO kan grubu antikorlart veya HLA-spesifik antikorlardir. Anti-HLA
antikorlar1 hamilelik, kan transfiizyonu ve Onceki nakillerle olusabilmektedir.
Oncelikle donér ile alic1 arasinda HLA uyumsuzluklarina bakilir (20). HLA antijenleri
her bir lokus ayr1 ayr1 olmak iizere (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP) birisi anneden digeri de babadan olacak sekilde aktarilir. Nakil dncesinde
doku uyumuna bakilan donér ve hastanin aslinda bu antijenlerinin uyumluluguna
bakilmaktadir. Bu antijenlerin birbirine uyumu bobrek naklinden sonra olusabilecek
immiinolojik olaylar1 belirler. Bu sebeple, ilk olarak hastanin ve donériin HLA doku

tipleri belirlenir (20).
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Doku tipi her ne kadar uyumlu olsa da dnceden var olan anti-HLA antikorlar1
nakledilen organin ¢ok hizli bir sekilde kaybedilmesine sebep olacaktir. Bunun i¢in de
nakil dncesinde mutlaka PRA tarama testi ve Donore spesifik Antikor (DSA) saptama
testleri uygulanmaktadir. Bu testlerin sonucunda eger hastada higbir sekilde antikor
saptanmazsa immiinolojik acidan kendisine organ nakledilebilir. Ancak hastada
antikor varlig1 saptanirsa desensitizasyon tedavileri uygulanir ve tekrar antikor tarama
testi yapilabilir veya dondre spesifik antikor saptandiysa o dondrden nakil yapilmaz.

Bagka bir donorle tekrar ¢aprazlama testleri yapilabilir (20).

2.6.1.1 Caprazlama (crossmatch) Testleri

Bir hasta icin uygun bir donor bulundugunda alicinin taze serumu ile dondriin
lenfositleri onceden olusmus herhangi bir dondre spesifik antikor (DSA) olup
olmadigint belirlemek amaciyla ¢aprazlama testlerine tabi tutulur. Bu, hiperakut
rejeksiyonun gerceklesmesini 6nemli 6l¢iide engeller. Bobrek naklinin gerceklesmesi
icin bu ¢aprazlama testlerinin sonucu negatif olmalidir (21). Caprazlama testleri ¢esitli
yontemlerle yapilabilmektedir. Bunlarin igerisinde kompleman bagimli sitotoksisite
(CDC) testi altin standart test olarak kabul edilmistir. Ancak zamanla daha duyarli,
solid faz testleri ortaya konmustur. Bunlardan bir tanesi de flow sitometrik caprazlama
testidir. Giiniimiizde doku tipleme laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan yontemler bu

iki yontemdir.

T hiicreleri sadece smif I antijenleri eksprese ederken B hiicreleri hem siif I
hem de simif I HLA antijenlerini ifade ederler. Bununla birlikte B hicrelerinde T
hiicrelerine kiyasla ¢ok daha fazla sinif I antijenleri eksprese edilmektedir. Pozitif bir
T hiicre ¢aprazlama testi sonucu hastada donériin HLA sinif T antijenlerine karst DSA
var oldugunu gosterir. T hiicre ¢caprazlama testinin sonucu negatif, B hiicre testi sonucu
pozitif ise HLA smuf II antikorlar1 bulunabilir veya diisiik titrede HLA simif I
antikorlar1 bulunabilir. T hiicre ¢aprazlama testinin sonucu pozitifken B hiicre testinin

sonucu negatifse non-HLA antikorlarin varligini gosterir (21).
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Bir hastanin kadavra veya canli dondrden bdbrek nakli olabilmesi igin bu
caprazlama testlerinin sonuglar1 negatif olmalidir. Ayrica bu test sonuglarinin yaninda
diger bazi testler ve parametreler de degerlendirilmektedir (PRA, HLA doku tipi,

Hastalarin alloimmiinizasyon bilgileri, vb.).

CDC caprazlama testi:

Periferik kandan, dalaktan veya lenf nodundan T ve B lenfositler izole edildikten
sonra hiicreler kuyulara aktarilir. Bunlarin tizerine hasta serumu ve tavsan komplemani
eklenir. Sitotoksisite, lenfositlerin lizis oraninin kontroliinkine gore karsilagtirilmasi
ile belirlenir. Eger CDC ¢aprazlama testi pozitif ¢ikarsa bu test dithiothreitol (DTT)
eklenerek tekrar edilir. DTT, ortamda bulunan immiinoglobilin (Ig)M yapisindaki
distilfit baglarini koparir ve IgM antikorlarindan kaynaklanan pozitifligi giderir. DTT
uygulamasindan 6nce ve sonraki sonuglarin ikisi de pozitifse IgG yapisindaki DSA

varhigini gosterir. Boyle bir durumda bobrek nakli yapilmamalidir (21).

Flow sitometrik caprazlama testi:

Bobrek nakillerinde flow sitometrik caprazlama testleri (FCXM) CDC
caprazlama testine gore daha duyarli bir testtir. Bu testin prensibi, donor lenfositleriyle
serumun bir arada inkiibe edildikten sonra fluorokrom ile isaretli anti-human 1gG ile
boyanmasina dayanir. Daha sonra flow sitometri cihazinda bu fluorokromun yansittig1
fluoresans yogunlugu olgiilerek kanal kaymasi oranina bakilir. Antikor sinifin1 ayirt
etmek icin T hiicre ylzeyinde bulunan CD3 antijenine ve B hiicre yiizeyinde bulunan

CD19 antijenine 6zgii ticari olarak hazirlanmis monoklonal antikorlar kullanilir (21).

Bu test ile CDC caprazlama testinden farkli olarak sitotoksik olmayan antikorlar
da saptanabilir. Bu testlerin disinda daha duyarli solid faz testleri de bulunmaktadir
(Or: Luminex DSA, vb.).

2.6.1.2 PRA Testleri

Hastanin dolasiminda 6nceden olugmus alloantikorlar nakledilen organin

reddine sebep olacaktir. Bu ylizden de nakilden 6nce hastada risk olusturan bu
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antikorlarin saptanmasi olduk¢a 6nemlidir. Hastanin serumunda saptanan anti-HLA

antikorunun rejeksiyonlarla iligkili olduklart rapor edilmistir (10).

Hastada ilk olarak panel reaktif antikor (PRA) taramasi yapilarak serumunda
anti-HLA antikorunun varligina bakilir. PRA pozitif bulunan seruma PRA tanimlama
testi yapilarak hangi HLA antijenine 6zgu antikor gelistigi saptanabilir. Bircok
HLA’ya karst olusmus antikorlara sahip hastalar yiiksek oranda sensitize seklinde
tanimlanir (PRA>%385). Bu hastalarin serumlarinda sensitize olmadiklar1 antijenleri
saptamak icin Tek Antijen Boncuk (SAB) testi yapilir. PRA testleri farkli yontemlerle
calisilmaktadir. Boncuk sistemine dayali PRA testleri daha yogun kullanilmaktadir.
Bu testlerde kullanilan boncuklar anti-HLA antijenleri ile kaplidir. Bu sayede serum
ile inkiibe edildiklerinde serumdaki antikorlar boncuk iizerindeki spesifik oldugu
antijene baglanir ve fluoresan 1s1ma verir. Bu fluoresanin yogunlugu 6l¢iilerek sonug
alinir. Luminex PRA, flow sitometrik PRA gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir ancak

hepsi prensipte aynidir (22).

Nakilden 6nce yapilan PRA testleri greftin sagkalimi ve ¢aprazlama testinin

pozitifligi arasinda fikir vermektedir.

2.6.1.3 HLA Doku Tipleme Test Yontemleri

Insan major histokompatibilite kompleksi kesfedildiginden bu yana kisiye ait
HLA polimorfizmlerini veya “HLA tiplerini” belirleme yontemleri hizli bir sekilde
gelismistir ve DNA Uzerindeki bu bdlgenin genetik kompleksliginin ¢oziilmesine
sebep olmustur. Gliniimizde klasik HLA simif I ve II lokuslarmin 2000’den fazla alleli
bilinmektedir. HLA tiplemesinde eksprese edilmis HLA molekdllerinde genetik
varyasyonlarin belirlenmesi (serolojik tipleme) veya daha evrensel olarak DNA sekans

seviyesinde (DNA tipleme) yOontemleri kullanilmaktadir (23).

Serolojik tiplendirme temelde kompleman bagimli sitotoksisite testinde, ¢ok
dogum yapmis kadinlardan elde edilmis antiserum paneli kullanilarak ayrilmis olan T

(HLA smif I) ve B (HLA simnif II) hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilmis olan HLA
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molekiillerinin belirlenmesine dayanir. Bu testte canli hiicrelerin kullanilmasi

gerekmektedir. Testin sonunda diisiik ¢ozunurltklu sonug elde edilir.

DNA temelli tiplendirme yontemleri ise serolojik tipleme ydntemlerine gore
bircok avantaja sahiptir. Canli lenfositler gerekli degildir ve DNA kolayca herhangi
bir cekirdekli hiicreden saflastirilabilir. Ayrica DNA uzun bir siire saklanabilir ve
istenildiginde kullanilabilir. DNA temelli HLA tipleme yontemleri temelde HLA
genlerindeki hedef dizilerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonuna
dayanmaktadir. PZR amplifikasyonu sekans spesifik primerler (SSP) veya sekans
spesifik oligontikleotit problar (SSOP) kullanilarak gergeklestirilebilmektedir (23).

2.6.2 Nakil sonrasi Degerlendirme

Nakilden sonra greftte immunolojik cevaplar beklenir. Bunlardan birincisi;
travmadir. Dondr organ dnceden ne kadar ¢ok yara aldiysa reperfiizyonda o kadar ¢ok
inflamasyon ortaya ¢ikar. Dondr endoteline vaskiiler akisin verilmesi sitokinlerin (0r:
IL-1, IL-6) salgilanmasimna ve makrofajla notrofillerin dokuda birikmesiyle
kompleman aktivasyonuna sebep olur. Dolayisiyla dendritik hiicreler greftten periferal
lenf nodlarina gog¢ eder ve burada olgunlasarak HLA ve kostimulator molekillerin
ekspresyonunu arttirir (20).

Ikincisi ise hastanin T hiicrelerine antijen sunumudur. Nakilden hemen sonra
allogenik donor antijenleri hastanin T hiicreleri tarafindan direkt ve indirekt olmak
tizere iki yolla tanmnir. Direkt tanimada dondr peptitlerini sunan dondr allogenik
HLA’sin1 eksprese eden donor ASH’leri hastanin T hiicrelerini aktive eder. Direkt
tamima nakilden sonraki erken evrede akut rejeksiyona sebep olmaktadir. Buna
karsin, indirekt tanimada dondriin allopeptitleri islenir ve hastanin ASH’leri tarafindan
eksprese edilen hastanin kendi HLA’lar1 ile sunulur ve T hiicreleri uyarilir. Bu yol akut
rejeksiyonun en biiyiik sebebidir ve ayn1 zamanda bobrek, kalp ve akciger gibi
organlarin kronik rejeksiyonuna sebep olan immiinolojik olaylara sebep olur (20).

Ucgiinciisii hastanin T hiicrelerinin aktivasyonudur. T hiicrelerine direkt veya

indirekt olarak antijen sunumunu takiben immiin yanitin devam etmesi i¢in yeterli
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miktarda T hicre aktivasyonu gereklidir. Bu slrecte kostimllasyon ve capraz
baglanmalar 6nemlidir. Bu prosesler ayni zamanda tedavide de 6nemlidir. Bunu takip
eden diger basamaklar da aktif hale gelmis olan hiicrelerin donér greftine go¢ etmesi
ve greft hasarina yol agmasidir (20).

Greft hasarlari iki sekilde gergeklesebilir. Hiicre aracili greft hasarinda aktif
yardimct T hiicreleri (CD4+) interferon-gama (IFN- y) salgilar. Bu molekiil greft
endotelinde adhezyon molekillerinin ekspresyonunu ve lokositlerin bu bdlgelere
adhezyonunu ve gogtinii arttirir. Ayn1 zamanda sirasiyla IL-1 ve timor nekroz faktor
gibi sitokinleri, serbest radikalleri ve 6nemli derecede greft hasarina yol agabilen diger
enzimleri salgilayacak olan makrofajlari da aktive eder. IFN- y greft hucrelerinde ve
endotel hiicrelerinde sinif II HLA’larin hiicresel ekspresyonunu arttirir ve bu yiizden
T hiicrelerin ASH tarafindan aktivasyonunu baslatir. T hiicreleri tarafindan salinan IL-
2, B ve T hiicreleri icin gclu bir biyime faktoru olup greft rejeksiyonunda 6nemli rol
oynar (20).

CD8+ sitotoksik T hiicreleri iki sekilde greft hasarina yol agar. Allo-antijeni
tanidiktan sonra aktif hale gelen bu hiicreler, hiicrelerin ylizeyinde porlar agan perforin
salgilayabilir. Bunun yaninda perforin agtig1 porlardan hiicreye girip hedef hiicrenin
lizisini baglatan granzimleri de salgilarlar. Sitotoksik hiicreler ayn1 zamanda Fas-Fas
ligandi etkilesimini kullanarak apoptozla da hiicre 6liimiine neden olabilir (20).

Antikor-aracihi hiicresel sitotoksisite de diger bir greft hasarina yol agan
mekanizmadir. Antikorlar efektdr hiicre ile hedef dokular arasinda koprii gorevi
goriirler. Antikorlar ayni zamanda kompleman fiksasyonunda da yer alirlar. Bu,
makrofajlarin ve notrofillerin birikimiyle ve endotel hasariyla sonuglanir. Bu
cogunlukla C4d boyamasiyla antikor aracili rejeksiyon tanisinin konulmasinda
kullanilir. Antikorlarin rejeksiyondaki énemleri immiinsiipresiflerin gelistirilmesine

yol agmustir (20).
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2.7 Rejeksiyon Tipleri

2.7.1 Antikor Aracili Rejeksiyon

Rejeksiyona sebep olan antikorlar HLA molekiillerine karsi olusanlar,
endotelyal hiicre antijenlerine karsit olusanlar ve endotelyal hiicrelerle alyuvarlar

tizerindeki ABO kan grubu antijenlerine karsi olanlardir (19).

2.7.1.1 Hiperakut Rejeksiyon

Vaskiiler kros klempin uzaklagtirilmasindan hemen sonra goriilen renal greft
rejeksiyon tipidir. Normal reperfiizyon sonrasi gozlenen “pembelesme” yerine bobrek
zayif ve benekli goriiniir. Bu, glomeriil ve mikrovaskiilatiir endotelyumlari iizerinde
eksprese edilen HLA antijenlerine karsi olusmus antikorlarin buraya biriktigini
gosterir. Greft i¢inde klasik kompleman yolagimnin aktivasyonunu endotelyal nekroz,
trombosit birikimi ve lokal koagulasyonla takip eder. Biitun bu durumlarda, organ
nakli greftin ¢ikarilmasiyla sonuglanir. Caprazlama testlerindeki gelismeler
ameliyattan dnce dondre spesifik antikorlar1 daha iyi saptadigindan bu problem biiyiik

oranda agilmistir (19).

2.7.1.2 Akut Antikor Aracili Rejeksiyon

Antikor aracili rejeksiyon genellikle nakilden sonra birkag giin (eger antilenfosit
antikor tedavisi verilmisse birka¢ hafta) icinde baslar. En temel 6zelligi inflamasyona
bagl olarak hizli greft disfonksiyonudur. Daha 6nceden ayni antijene maruz kalmis
olmasma bagl olarak yliksek titrede kompleman fikse edici antikorlar olusur. Bu
antikorlarin  temel hedefi dondriin peritiibiller ve glomeruler kapillerdeki
endotelyumlardaki HLA antijenleridir. Bunun yaninda agonistik anjiyotensin II tip 1

(AT1)-reseptor antikorlari da bu rejeksiyon tipiyle iliskilendirilmistir (19).
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C4d klasik kompleman aktivasyonunun belirtecidir ve siklikla peritiibiiler
kapillerde bulunur. C5b membran-atak kompleksinin (C5b-C9) bir araya gelmesini
baglatir. Bu kompleks bolgesel endotelyal nekroza, apoptoza ve temel membrandan

endotel hiicrelerinin ayrilmasina yol agar (19).

2.7.2 T-hiicre Aracili Rejeksiyon

Akut allogreft rejeksiyonunun en yaygin goriilen tipi dondr alloantijenlerinin
antjen sunan hiicreler (ASH) tarafindan alicinin T hiicrelerine sunulmasiyla baglar.
Greftteki olgunlasmamis dendritik hiicreler nakledilen organdan dondr antijenlerini
alicinin lenf nodlarina ve dalagina tasir. Bu yolculuk esnasindan bu hiicreler ASH’e
olgunlagirlar. Ayni zamanda alicinin ASH’leri de greft iginde yer alir ve dolagir. Daha

sonra bu ASH’ler lenfoid organlara gidip alicinin T hiicrelerini aktive ederler (19).

Alicinin T lenfositleri hem dondriin ASH’leri (direkt yolak) hem de alicinin
kendi ASH’leri (indirekt yolak) tarafindan sunulan alloantijenleri taniyabilir. Akut
rejeksiyona giden greftlerde T lenfositleri intersitisyal boslukta birikir ve gogalir, renal
tubtllere gecerek tiibilite sebep olurlar. Intersitisyal T hiicrelerince iiretilen
inflamatuar sitokinler tubuler epitel hiicrelerini aktive eder. Bu hiicreler kemokinleri
(CCL2, CCL5 ve CX3CL1) salgilayarak daha fazla T lenfositi ¢ceker (19).

CDS8 T lenfositleri tiibiiliin temel memrbanini gecer burada ¢ogalir ve tiibiiler
hiicrelerin apoptozunu uyarir. Hasar gormiis olan tiibiiler hiicreler de dogal epitelyal
fenotiplerinden ilk mezenkimal miyofibroblastlara doniisebilir ve intersitisyal
fibrozise sebep olabilir. Tiibiiler epitelyal hiicrelerin ve temel membraninin nekrozu

idrar s1zintisi, greft disfonksiyonu ve ilerleyici tbuler atrofiye sebep olur (19).

2.7.3 Vaskiuler Rejeksiyon

Vaskiiler rejeksiyonun histolojik 6zellikleri mononuklear hiicrelerin damarlara
infiltrasyonu, endotelyal hiicre apoptozu ve intimal miyofibroblastlar tarafindan

matriks protein ve kollajenlerinin sentezidir. CD4, CD8 T lenfositleri ve makrofajlar
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birgok molekiil yardimiyla subendotelyuma ve kas arterinin intimasina geger.
Vaskiiler rejeksiyon glukokortikoid tedaviye yanit vermeyen agir bir durumdur.

Bunun yerine anti-lenfosit —antikor tedavisi gerekmektedir (19).

2.7.4 Geg Akut Rejeksiyon

Bu tip rejeksiyon oldukga agir seyreder ve tersine dondiirmek oldukga zordur.
Greft kaybi riski oldukga yiiksektir. Temel oOzellikleri, genellikle aktif immiin
inflamasyon ve kronik tiibiilointersitisyal hasardir. Grefte yiksek derecede immunitesi
olan hastalarda ve kanser veya dnceden siddetli enfeksiyon sebebiyle immiinsiipresor

tedavisi alanlarda veya HLA uyumsuz olanlarda gelisebilir (19).

2.7.5 Kronik Rejeksiyon

Kronik allogreft rejeksiyon, arta kalan antigreft lenfositlerini veya antikorlarini
kontrol etmek amaciyla uygulanan yeterli immiinosiipresorlerin devam
edilmemesinden kaynaklanir. Ozellikleri, renal fonksiyonda ilerleyici diisiis, T
hiicrelerinin renal parenkimaya invazyonu ve T hiicrelerin ve makrofajlarin
intersitisyuma kalici infiltrasyonunu igerir. Damarlar da diiz kas proliferasyonu ve
hiperplazi goriilebilir. Neointima olusur, internal elastik laminanin fokal yikimi ve son

olarak vaskdiler emilme goralur (19).

Kronik antikor aracili rejeksiyonda onceden saptanamayan dondre spesifik
antikorlar veya nakil sonrasinda olusan antikorlar kapiller endotelinde lizerinde birikir.
Glomeriler ve peritubller kapillere endotelyal hasar hicresel hipertrofi,
subendotelyalde fibriler materyalin birikmesi, glomeruler temel membranin
genislemesi ve duplikasyonuna sebep olur ve bu transplant glomerulopati olarak
bilinir. Ayn1 zamanda peritiibiiler kapillerde C4d birikmesi ve temel-membran

tabakalanmasi da olusabilir (19).

19



2.7.6 Immiinsiipresorlerin Ozellikleri ve Etki Yerleri

Immiinsiipresér ilaglar hastalarin rejeksiyondan korunmasi ve greft fonksiyonun
devam ettirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Steroidler; T hicre ve makrofaj
aktivasyonunu inhibe eder, adhezyon ve HLA molekiillerinin ekspresyonunu azaltirlar
ve IL1 ile IL6 Gretimini inhibe ederler. Anti-proliferatif ajanlar (mikofenolat
mofetil, MMF, azatiyoprin); DNA replikasyonunu inhibe eder, B ve T hicre
proliferasyonunu baskilar. Kalsinérin inhibitorleri (Takrolimus, siklosiporin); IL-
2’yi inhibe etmek icin intraseliiler protinlere baglanirlar ve bu sayede T hiicre
aktivasyonunu azaltirlar. mTOR inhibitdrleri (sirolimus, everolimus); T ve B

hlcrelerinin hiicre dongusunin G1-S fazinda durdurur (4).

Poliklonal antikorlar, insan lenfoid hticrelerinin hayvanlara verilmesi sonucu
olusan antikorlarin saflastirilmasiyla elde edilir. Bu antikorlar lenfoid hiicre
reseptorlerini eksprese eden, kompleman bagimli lizise sebep olan ve retikiilo-
endotelyal sisteme lenfosit alimin1 uyaran hiicreleri maskeleyebilir, uzaklastirabilir
veya oldirebilir. Buna 6rnek olarak tavsan veya attan elde edilen anti-timosit globulin
(ATG) verilebilir. Bu tedavi primer olarak T hiicrelerini hedef alir ve rejeksiyon veya
greft versus host hastalig1 tedavisi i¢in ve indiiksiyon ajani olarak kullanilabilir.
Bunlara benzer diger antikorlar monoklonal antikorlardir. Ancak bunlar tek bir
genetik kaynaktan olusurlar. En yaygin olarak kullanilanlar, basiliximab; T hicre
ylizeyindeki IL2 reseptorii olan CD25 molekiilinii hedef alir. Muromonab-CD3
(OKT3); T hiicre yiizeyindeki CD3 reseptoriinii hedef alir. Son zamanlarda kullanilan
Alemtuzumab; B hicrelerin, T hicrelerin ve monositlerin yizeyinde bulunan bir
protein olan CD52 reseptoriinii hedef alir. Rituximab ise; B hiicrelerinin yiizeyindeki
CD20 molekdliint hedef alir (4).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Hastalar

Bu calismaya 2012-2014 yillar1 arasinda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde bobrek nakli olmus 31 hasta (14 kadavra, 17 canli donérden) dahil
edilmistir. Bu hastalarin bébrek naklinden sonra rutin olarak saklanan 1.giin, 1. hafta,

2. hafta, 4. hafta, 12. hafta, 24. hafta ve 52. hafta serumlar1 ¢aligilmistir.

3.2 Yontem

Bu ¢alismada flow sitometrik yontemle PRA tarama ve pozitif ¢ikan drneklerde
tanimlama yontemleri uygulanmistir. Hastalarin 52. hafta serumundan baslanarak

geriye dogru PRA tarama testleri yapilmistir.

3.2.1 Flow PRA Tarama Yontemi

Bu yontem i¢in FlowPRA Screening Kit (OneLambda, Almanya) kullanilmistir.
Prosediir iiretici firmanin talimatlarina gére gergeklestirilmistir. Bu kitin i¢cinde sinif [
ve II boncuklari, sekonder antikor olarak anti-human IgG-F(ab)’-FITC ve yikama
tamponu bulunmaktadir. Negatif ve pozitif kontrol serumlar1 da ticari olarak satin
alinmistir. Pozitif kontrol serumlar1 sinif I ve Il igin ayr1 ayr1 olmak iizere iki tanedir.
Calisma icin ilk olarak hasta serumlar1 ve boncuklar oda sicakliginda bekletilerek
¢cOzdiirtilmiistiir. 12x75 ml polipropilen tiipleri (Flow sitometri cihazi igin tasarlanmis
olan) hasta ve kontrol tiipleri olmak {izere numaralandirilmistir. Ilk olarak tiipler
bosken boncuklar dagitilmistir. Negatif kontrol tiipiine 5 pl sinif I, 5 pl sinif I boncugu
ve 10 pl negatif kontrol serumu eklenmistir. Hasta tiiplerine 5 pl sinif I boncuk, 5 pl
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smif II boncuk, 20 pl hasta serumu eklenmistir. Siif I pozitif kontrol tiipiine sadece 5
ul sinif I boncugu ve 20 pl sinif I pozitif kontrol serumu, sinif II kontrol tiipline ise 5
ul sadece sinif II boncugu ve 20 pl sinif II pozitif kontrol serumu konulmustur. 30
dakika, oda sicakliginda inkiibasyondan sonra yikama islemleri i¢in biitiin tiplere 1
ml yikama tamponu eklenip 1900 rpm’de 10 dakika santriftijlenmistir. Bu islem iki
kere tekrar edilmistir. Yikama islemi bittikten sonra biitiin tiiplere 50 pl sekonder
antikor eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda yukarida anlatildig: iizere iki kere yikama islemi yapilmustir.
En son olarak negatif kontrol tiiptine 300 ul ve diger tiiplere 200 pl yikama tamponu
eklenerek flow sitometri cihazinda okuma ve analiz yapilmistir.

Analiz esnasinda kullanilmak iizere bir esik degeri bulunmustur. Bu deger
alloimmunizasyonu olmayan 20 farkli bireyin serumundan elde edilen % fluoresan
yogunluguyla ticari olarak alinmis kit igerisindeki negatif kontrol serumundan elde
edilen % fluoresan yogunlugunun farkinin standart sapmalar1 eklenerek
hesaplanmistir. Bu hesaplama sonucunda sinif I i¢in esik degeri % 3,5 olarak

bulunurken sinif I igin % 6,44 bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1 Flow sitometri PRA testi igin esik degerinin belirlenmesi

SINIF I SINIF 11
NEGATIF (% FL1) KONTROL (%FL1) NEGATIF (% FL1) KONTROL (%FL1)
3,76 3,03 2,77 10,47
2,25 0,57 2,69 1,70
2,25 0,84 2,69 1,45
2,38 4,14 1,89 2,02
2,38 0,67 1,89 1,42
2,38 0,63 1,89 1,30
2,38 1,10 1,89 1,03
1,64 0,68 2,38 1,53
1,64 1,31 2,38 1,71
1,42 0,24 2,35 0,16
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Tablo 1 Flow sitometri PRA testi igin egik degerinin belirlenmesi (devami)

SINIF | SINIF 11
NEGATIF (% FL1) KONTROL (%FL1) NEGATIF (% FL1) KONTROL (%FL1)
1,42 0,62 2,35 1,32
1,42 0,35 2,35 1,00
3,21 1,61 4,83 3,63
3,21 2,12 4,83 3,20
3,21 4,29 4,83 6,06
3,21 1,88 4,83 8,68
3,21 5,01 4,83 7,57
3,21 8,22 4,83 12,94
3,21 1,48 4,83 4,39
3,21 1,16 4,83 2,04

3.2.2 Flow PRA Class I-11 Tanimlama Y6ntemi

Bu yontem igin FlowPRA Class | and Il ldentification Kit (OneLambda,
Almanya)  kullanilmigtir.  Prosediir  iiretici  firmanin  talimatlarina  gore
gerceklestirilmistir. Bu kitin i¢inde sinif I i¢in 4 ayr1 grup, sinif II i¢in 4 ayr1 grup
boncuklari, sekonder antikor olarak anti-human 1gG-F(ab)’-FITC ve yikama tamponu
bulunmaktadir. Negatif ve pozitif kontrol serumlar1 Flow PRA tarama yonteminde
kullanilan serumlarla aynidir. Bu ¢alismada PRA tarama yonteminden farkli olarak
oncelikle tipler siif I ve sinif II diye ayrilmistir. Daha sonra ise sinif I kendi i¢inde 4
gruba, smnif II de kendi i¢inde 4 gruba ayrilmistir. Her bir grubun kendi negatif ve

pozitif kontrolleri diizenlenmistir.

12x75 ml polipropilen tiipleri (Flow sitometri cihazi i¢in tasarlanmis olan) hasta
ve kontrol tiipleri olmak iizere numaralandirilmustir. {1k olarak tiipler bosken boncuklar
dagitilmistir. Negatif kontrol tiiplerine 5 pl kendi sinif ve grubunun boncugundan ve
negatif kontrol serumu eklenmistir. Hasta tiiplerine 5 pl kendi simif ve grubunun
boncugundan ve 20 ul hasta eklenmistir. Pozitif kontrol tiplerine 5 pl kendi sinif ve
grubunun boncugundan ve 20 pl pozitif sinif I ve II kontrol serumu konulmustur. 30

dakika, oda sicakliginda inkiibasyondan sonra yikama islemleri i¢in biitiin tiiplere 1
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ml yikama tamponu eklenip 1900 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem iki
kere tekrar edilmistir. Yikama islemi bittikten sonra biitiin tiiplere 50 pl sekonder
antikor eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda yukarida anlatildig: iizere iki kere yikama islemi yapilmistir.
En son olarak negatif kontrol tiiplerine 300 pul ve diger tiiplere 200 pl yikama tamponu

eklenerek Flow sitometri cihazinda okutma ve analiz yapilmistir.

Flow sitometri PRA tanimlama yontemi ile degerlendirilemeyen hasta serumlari

Luminex PRA tanimlama yontemiyle analiz edilmistir.

3.2.3 Luminex PRA Tanimlama Yontemi

Bu yontem ticari olarak hazirlanmis Lifecodes Siuf I ID ve Simif II ID
(Lifecodes, USA) kitleri kullanilarak iireticinin talimatlarina gore yapilmistir. Bu test
icin kullanilan 96 kuyucuklu plak hasta sayisina gore hazirlanmistir. Biitlin ¢alisilacak
kuyular distile suyla 1slatildiktan sonra kuyular 40 pl yikama tamponu, 12,5 pl ilgili
serumundan ve 5 pl boncuk konmustur. 30 dakika karanlikta hafif ¢alkalamali olarak
inkiibasyondan sonra kuyucuklar yikama tamponuyla yikanmistir. Son olarak kuyulara
50 pl konjugat eklenip tekrar 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. En son asamada
ise kuyucuklara 150 pl tampon soliisyon eklenerek Luminex cihazinda (Luminex

Fluoroanalyzer 200, Luminex Corporation, Texas, USA) analiz edilmistir.

3.2.4 Glomeriiler Filtrasyon Hizi (GFH)’nin Hesaplanmasi

Glomertiler filtrasyon hizi (GFH), saglikli ve hastalikli donemde total bobrek
fonksiyonunun en iyi gostergesidir. GFH’nin normal deger aralig1 erkekler igin 120 +
25 mL/dk, kadinlar i¢in ise 95 + 20 mL/dk’dir (24). Hastalarin GFH’leri 4 degiskenli
aMDRD (abbreviated Modification of Diet in Renal Disease) formulline gore

hesaplanmustir.

aMDRD = 175 x (serum kreatinin)+%% x yas02% x (0,762, kadin)
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3.2.5 (istatistiksel Analiz

Butln istatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences for Windows
Version 21.0 (SPSS 21.0 Inc, Chicago, USA) kullanilarak Windows 10 bilgisayar
programi ortaminda yapilmistir. Parametreler arasindaki iliskiler Pearson korelasyon

testi ile anailz edilmistir. p<0,05 degerleri anlamli kabul edilmistir.

25



Bu ¢alismada 2012-2014 yillar1 arasinda canli ve kadavra dontrden bobrek nakli
olmus 31 hastanin nakil sonras1 PRA takibi yapilmistir. Bu hastalarin %45,16’s1
(n=14) kadavra dondrden nakil olmusken %54,84’i (n=17) canli dondrden (canli
donorlerin %29.471 (n=5) kardesten, %23,5’1 (n=4) anneden, %23,5’1 (n=4) babadan,
%11,8’1 (n=2) esinden ve %11,8’i (n=2) diger donor tiplerinden (oglu ve amcakizi))

nakil olmustur (Sekil 7). Hasta ve donérlerinin demografik 6zellikleri Tablo 2

gosterilmistir.

4

wlKadavra = Anne

BULGULAR

Baba

Sekil 7 Donor tiplerinin dagilimi

Tablo 2 Hasta ve donorlerinin demografik 6zellikleri

2\

Kardes = Es = Diger

Hasta Hastanin yas1 Hastanin kan Diyaliz tipi Dondr  Dondrun Dondrin kan
grubu yasi grubu

TH-1 8 O0Rh (+) PD D-1 7 0ORh (+)
TH-2 39 B Rh (+) PREEMPTIF  D-2 63 B Rh (+)
TH-3 39 ARh (+) PREEMPTIF D-3 34 ARh (-)
TH-4 23 ARh (+) PREEMPTIF  D-4 42 0Rh (+)
TH-5 62 ARh (+) PREEMPTIF D-5 61 ARh (+)
TH-6 60 ORh (+) PREEMPTIF  D-6 78 0 Rh (+)
TH-7 34 ORh (+) PREEMPTIF  D-7 78 0ORh (+)
TH-8 60 AB Rh (-) HD D-8 46 AB Rh(+)
TH-9 52 B Rh (+) HD D-9 56 B Rh (+)
TH-10 25 AB Rh (+) HD D-10 52 AB Rh (+)
TH-11 21 ARh(+) PREEMPTIF  D-11 48 0Rh (+)
TH-12 29 ORh (+) PREEMPTIF  D-12 57 0Rh (+)
TH-13 30 ARh(+) PREEMPTIF  D-13 58 0Rh (+)
TH-14 38 B Rh (+) PREEMPTIF  D-14 30 B Rh (+)
TH-15 18 AR (+) HD D-15 15 ARh (-)
TH-16 46 B Rh (+) HD D-16 46 B Rh (+)
TH-17 30 B Rh (+) PREEMPTIF  D-17 26 0Rh (+)
TH-18 25 ARh (-) HD D-18 26 ARh (+)
TH-19 36 AB Rh(+) PREEMPTIF  D-19 49 AB Rh(+)
TH-20 63 ORh (+) HD D-20 65 0Rh (+)
TH-21 34 ARh(+) HD D-21 37 0 Rh (+)

PD: Peritondiyaliz, HD: Hemodiyaliz



Tablo 2 Hasta ve donérlerinin demografik 6zellikleri (devami)

Hasta Hastanin yast Hastanin kan Diyaliz tipi Dondér  Donérin Donérin kan
grubu yasi grubu
TH-23 41 BRh (9 HD D-23 43 0 Rh (+)
TH-24 38 0 Rh (+) PREEMPTIF  D-24 23 0 Rh (+)
TH-25 26 ARh (+) HD D-25 50 A Rh(+)
TH-26 21 0 Rh (+) PREEMPTIF  D-26 31 0 Rh (+)
TH-27 56 0Rh (+) HD D-27 43 0 Rh (+)
TH-28 15 ARh (+) HD D-28 51 ARh (+)
TH-29 28 ARh (+) HD D-29 60 ARh (+)
TH-30 27 ARh (+) HD D-30 72 ARh (+)
TH-31 54 0Rh (+) PREEMPTIF  D-31 42 0Rh (+)

PD: Peritondiyaliz, HD: Hemodiyaliz

Hastalarin %41,9’unun (n=13) sadece kan transfiizyonu Oykiisii, %9,7’sinin

(n=3) gebelik dykiisii, %3,2’sinin (n=1) nakil ve kan transflizyonu dykist bulunurken,

%45,2’sinin (n=14) alloimmuinizasyon 6ykist bulunmamaktadir (Tablo 3).

Tablo 3 Hastalarin nakil éncesi alloimmunizasyon bilgileri

Hasta TX Kan G D K
Trf.
(Unite)
TH-1 0 3 0 0 0
TH-2 0 0 0 0 0
TH-3 0 il 0 0 0
TH-4 1 1 0 0 0
TH-5 0 0 0 0 0
TH-6 0 0 0 0 0
TH-7 0 20 0 0 0
TH-8 0 1 0 0 0
TH-9 0 1 0 0 0
TH-10 0 1 0 0 0
TH-11 0 0 0 0 0
TH-12 0 0 0 0 0
TH-13 0 0 0 0 0
TH-14 0 1 0 0 0
TH-15 0 0 0 0 0
TH-16 0 0 0 0 0
TH-17 0 2 0 0 0
TH-18 0 0 0 0 0
TH-19 0 2 0 0 0
TH-20 0 0 1 0 5
TH-21 0 6 0 0 0
TH-22 0 2 0 0 0
TH-23 0 0 2 0 5
TH-24 0 0 0 0 0
TH-25 0 2 0 0 0

Tx: Transplantasyon, G: Gebelik, D: Diisiik, K: Kiirtaj
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Tablo 3 Hastalarin nakil 6ncesi alloimmiinizasyon bilgileri (devamu)

Hasta TX Kan G D K
Trf.
(Unite)
TH-26 0 0 2 0 0]
TH-27 0 5 0 0 0
TH-28 0 0 0 0 0]
TH-29 0 0 0 0 0
TH-30 0 0 0 0 0]
TH-31 0 0 0 0 0

Tx: Transplantasyon, G: Gebelik, D: Diisiik, K: Kiirtaj

Bobrek nakli sonrasi ¢aligmaya dahil edilen hastalarin son hafta serumlarinin
%12,9’u (n=4) sadece PRA simif I pozitif, %6,45’i (n=2) sadece PRA smif II pozitif
ve %87,1°’1i (n=27) PRA smif I negatif ve %93,5’i (n=29) PRA sif Il negatif
bulunmustur. PRA sinif I ve Il pozitifliginin beraber oldugu serum tespit edilmemistir.
Hastalarin yaklasik %71°1 PRA sinif I ve II negatif bulunmustur (n=22). Sinif I pozitif
olan 16 numarali hastaya yapilan tanimlama testi sonucunda %6 oraninda B46 ve B62
antijenlerine kars1 spesifitesi oldugu bulunmustur. 25 numarali hastada ise %12
oraninda A23, ve A24 antijenlerine kars1 spesifite bulunmustur. Sadece sinif II pozitif
bulunan hastalardan ikisinin de %27 oraninda DQ2 antijenine kars1 spesifitelerinin
oldugu bulunmustur. Bu bulgular hastalarin diger klinik o6zellikleriyle birlikte

degerlendirilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrasi PRA testi sonuglar1 ve klinik bilgileri

FC-PRA FC-PRA LUMINEX PRA L . 5
IMMUNSUPRESIF SON L. DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . L. HASTA HLA TIPI L. DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Si SII Si Sl SI SII
_ _ A*02, A*03, B*35, A*02, A*23, B*35,
Mikofenolat mofetil
TH-1 POZ NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 0,7 B*35, DRB1*01, B*50, DRB1*03, 1A 1B 1DR kadavra
Takrolimus DRB1*11 DRB1*11
. . A*23, A*31, B*38, A*31, A*32, B*38,
Mikofenolat mofetil
TH-2  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 15 B*49, DRB1*01, B*55, DRB1*04, 1A 1B 1DR baba
Takrolimus DRB1*04 DRB1*14
X X A*11, A*24, B*35, A*02, A*02, B*15,
Mikofenolat mofetil
TH-3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 12 B*38, DRB1*04, B*35, DRB1*04, 1B 2DR kadavra
Siklosporin A DRB1*14 DRB1*14
. A*11, A*68, B*08, A*32, A*68, B*08,
%6 Mikofenolat sodyum )
TH-4  POZ NEG NEG - NEG Prednizolon 0,8 B*51, DRB1*03, B*35, DRB1*03, 1A 1B 1DR annesi
A3 Takrolimus DRB1*13 DRB1*15
. . A*03, A*11, B*35, A*24, A*26, B*18,
Mikofenolat mofetil SIFIR
TH-5  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1,4 B*51, DRB1*01, B*18, DRB1*04, esi
Takrolimus DRB1*07 DRB1*14 UYuMm
. . A*02, A*26, B*39, A*24, A*30, B*27,
Mikofenolat mofetil
TH6 NEG  NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 33 B*52, DRB1*15, B*39, DRB1*15, 1B 2DR kadavra
Takrolimus

DRB1*16

DRB1*16

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Sinif I, SII: Simf II, Tam uyum (2A2B2DR)
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrasi PRA testi sonuglar1 ve klinik bilgileri (devami)

FC-PRA FC-PRA LUMINEX PRA i . § .
IMMUNSUPRESIF SON .. DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . .. HASTA HLA TIPI .. DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Si Sl Si Sl Si Sl
. . A*02, A*31, B*44, A*24, A*30, B*27,
Mikofenolat mofetil
TH-7  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 21 B*60, DRB1*15, B*39, DRB1*15, 1DR Kadavra
Takrolimus DRB1*15 DRB1*16
. _ A*01, A*23, B*07, A*02, A*02, B*35,
Mikofenolat mofetil
TH-8  POZ NEG NEG NEG NEG NEG e 12 B*35, DRB1*11, B*35, DRBL1*11, 1B 1DR kadavra
Takrolimus DRB1*15 DRB1*11
%6 . . A*03, A*24, B*18,
Mikofenolat mofetil A*24, A*31, B*35,
TH-9  POZ NEG B46, NEG - NEG Prednizolon 15 B*35, DRB1*11, 1A1B1DR  kadavra
S B*38, DRB1*11
B62 Sirolimus DRB1*11
i A2, A24(9), B51(5),
Mikofenolat sodyum A2, A26, B35,B51,
TH-10 NEG  NEG NEG NEG NEG NEG [ 19 DRB1*11, 1A1B1DR  kadavra
. DR11, DR4
Prednizolon DRB1*14
. A*03, A*24, B*07, A*01, A*03, B*07,
Mikofenolat sodyum .
TH-11  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 17 B*35, DRB1*11, B*08, DRB1*03, 1A 1B 1DR annesi
Takrolimus DRB1*15 DRB1*15
_ _ A*01, A*03, B*35, A*03, A*26, B*35,
Mikofenolat mofetil .
TH-12  POZ NEG NEG NEG NEG NEG Bkl 16 B*40, DRB1*04, B*38, DRB1*04, 1A1B1DR  annesi
Sirolimus

DRB1*11

DRB1*15

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Sinif I, SII: Simf II, Tam uyum (2A2B2DR)
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrasi PRA testi sonuglari ve klinik bilgileri (devami)

FC-PRA FC-PRA LUMINEX PRA S . 5
IMMUNSUPRESIF SON L. DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . L. HASTA HLA TIPI L. DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Si SHi Si Sl SI SHI
. A*03, A*68, B*08, A*03, A*26, B*08,
Mikofenolat sodyum
TH-13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 11 B*44, DRB1*03, B*08, DRB1*03, 1A 1B 1DR Baba
Takrolimus DRB1*04 DRB1*03
. . A*23, A*29, B*44, A*24, A*24, B*18,
Mikofenolat mofetil
TH-14  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 0,9 B*52, DRB1*11, B*35, DRB1*11, 2DR kadavra
Siklosporin A DRB1*15 DRB1*15
) ) Al A3, B35 B?,  A*03, A*26, B*35,
Mikofenolat mofetil
TH-15 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1 DRB1*04, B*50, DRB1*04, 1A 1B 1DR kadavra
Takrolimus DRB1*04 DRB1*15
All, A28, B35,
. . B40, BW6, CW4, A*23, A*24, B*40,
%6 Mikofenolat mofetil
TH-16  POZ POZ NEG NEG NEG Prednizolon 13 DQB1*05, B*49, DRB1*11, 1B 1DR kadavra
B8 Takrolimus DRB1*01, DRB1*14
DRB1*14, DRB3
. A*02, A*33, B*44, A*26, A*31, B*07,
Mikofenolat sodyum SIFIR
TH-17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1,4 B*04, DRB1*13, B*27, DRB1*01, AT kardes
Takrolimus DRB1*16 DRB1*15
. . A*02, A*24, B*41, A*29, A*30, B*07,
Mikofenolat mofetil
TH-18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1,1 B*51, DRB1*03, B*51, DRB1*08, 1B 1DR kadavra
Takrolimus

DRB1*08

DRB1*13

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Siuf I, SII: Simif I, Tam uyum (2A2B2DR)
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrasi PRA testi sonuglari ve klinik bilgileri (devami)

FC-PRA FC-PRA LUMINEXPRA . . .
IMMUNSUPRESIF SON . DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . .. HASTA HLA TIPI e DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Sl SlHI Sl Sl Sl Sl
. A*11, A*11, B*51, A*02, A*30, B*18,
Mikofenolat sodyum
TH-19  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 2,1 B*55, DRB1*11, B*51, DRB1*11, 1B 2DR kadavra
Takrolimus DRB1*13 DRB1*13
X X A*02, A*24, B*07, A*02, A*24, B*07,
Mikofenolat mofetil TAM
TH-20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 12 B*35, DRB1*11, B*35, DRB1*11, kardes
Takrolimus DRB1*15 DRB1*15 UYUM
. A*29, A*68, B*35, A*03, A*03, B*07,
%27 Mikofenolat sodyum
TH-21  NEG POZ NEG NEG NEG b2 Prednizolon 12 B*42, DRB1*03, B*35, DRB1*01, 1B kardes
Takrolimus DRB1*14 DRB1*15
. . A*24, A*29, B*13, A*24, A*29, B*13,
Mikofenolat mofetil
TH-22  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1,2 B*35, DRB1*04, B*51, DRB1*04, 2A1B2DR  amcakizi
Takrolimus DRB1*07 DRB1*07
. . A*02, A*26, B*38, A*33, A*66, B*14,
Mikofenolat mofetil
TH-23  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 0,9 B*52, DRB1*14, B*52, DRB1*01, 1B 1DR esi
Takrolimus DRB1*15 DRB1*15
A*30, A*68, B*13,
. A*30, A*68, B*13, B*51, DRB1*07,
Mikofenolat sodyum TAM
TH-24 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Everolimus 11 B*51, DRB1*07, DRB1*13, kardes
Prednizolon DRB1*13 DQBl*OZ, UYUM
DQB1*06

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Siuf I, SII: Simif I, Tam uyum (2A2B2DR)
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrast PRA testi sonuglar ve klinik bilgileri (devami)

FC-PRA FC-PRA LUMINEX PRA . . . . L
IMMUNSUPRESIF SON L. DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . L. HASTA HLA TIPI L. DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Si SHi Si Sl SI SHI
%12 . A*03, A*26, B*08, A*01, A*03, B*08,
Mikofenolat sodyum
TH-25 POZ NEG A23, NEG - NEG Prednizolon 1 B*38, DRB1*03, B*37, DRB1*03, 1A 1B 1DR baba
A24 Siklosporin A DRB1*07 DRB1*15
. . A*24, A*32, B*18, A*03, A*24, B*47,
Mikofenolat mofetil
TH-26  NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1 B*52, DRB1*03, B*52, DRB1*07,  1A1B1DR oglu
Siklosporin A DRB1*15 DRB1*15
_ A*02, A*24, B*35, A*02, A*24, B*07,
Mikofenolat sodyum .
TH-27 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 1,6 B*41, DRB1*14, B*35, DRB1*14, 2A 1B 1DR annesi
Takrolimus DRB1*07 DRB1*15
) A*01, A*23, B*49,  A*24, A*24, B*07,
Mikofenolat sodyum
TH-28 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 18 B*58, DRB1*03, B*49, DRB1*03, 1B 2DR kadavra
Takrolimus DRB1*11 DRB1*11
. . A*02, A*03, B*35, A*02, A*03, B*35,
Mikofenolat mofetil
TH-29 NEG  NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 12 B*50, DRB1*15, B*51, DRB1*09,  2A 1B 1DR baba
Takrolimus

DRB1*07

DRB1*15

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Sinif I, SII: Simf I, Tam uyum (2A2B2DR)
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Tablo 4 Hastalarin nakil sonrasi PRA testi sonuglari ve klinik bilgileri (devami)

FC-PRA FC-PRA LUMINEX PRA . . . . R
IMMUNSUPRESIF SON L. DONOR HLA DOKU .
HASTA TARAMA TANIMLAMA TANIMLAMA . L. HASTA HLA TIPI L. DONOR
ILACLAR KREATININ TIPI UYUMU
Sl Sl Sl Sl Sl Sl
Al1, A30(19), B35,
A*01, A*31, B*35,
Mikofenolat mofetil B53, BW4, BW6,
TH-30 NEG NEG NEG NEG NEG NEG Prednizolon 19 B*51, DRB1*07, 1B 1DR kadavra
Takroli CW4, DRB1*07,
akKrolimus DRB1*16
DRB1*07, DRB4
. . A*01, A*24, B*08, A*03, A*32, B*35,
%27 Mikofenolat mofetil
TH-31  POZ POZ - - NEG b2 Prednizolon 18 B*08, DRB1*03, B*51, DRB1*01, 0 kardes
Takrolimus DRB1*03 DRB1*04

POZ: Pozitif, NEG: Negatif, SI: Simf I, SII: Simf II, Tam uyum (2A2B2DR)
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6 tane hastanin flow sitometrik PRA tanimlama testinin sonucu ikinci bir yontem

olan Luminex PRA tanimlama testi ile teyit edilmistir (Tablo 5).

Tablo5 Luminex PRA testi ile teyit edilen hastalarin sonuglari

TEST FC-PRA TARAMA FC-PRA LUMINEX PRA
SONUCLARI TANIMLAMA TANIMLAMA
Sl Sl Sl Sl Sl Sl

TH-1 POZ NEG NEG NEG NEG NEG

TH-8 POZ NEG NEG NEG NEG NEG

TH-12 POZ NEG NEG NEG NEG NEG

TH-16 POZ POZ NEG NEG %6 NEG

B8

TH-21 NEG POZ NEG NEG NEG %27

DQ2

TH-31 POZ POZ - - NEG %27

DQ2

Neg: Negatif, Poz: Pozitif, SI: Simf'I, SII: Simf 11

Calismamizdaki 31 hastanin nakilden sonra 52. haftaya kadar toplanan

serumlarinda smif I anti-HLA antikor taramasi flow sitometrik PRA yontemiyle

yapilmis olup her flow PRA medyan degerindeki degisim haftalara gore Sekil 8 ve

8a’da verilmistir.
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Posttx sire (hafta)

®TH-1
®TH-2
®TH-3
@®TH-4
®TH-5
®TH-6
@ TH-7
@®TH-8
@®TH-9
@®TH-10
@®TH-11
@®TH-12
®TH-13
®TH-14
TH-15
®TH-16
® TH-17
TH-18
@®TH-19
® TH-20
® TH-21
@ TH-22
@®TH-23
® TH-24
® TH-25
®TH-26
TH-27
®TH-28
TH-29
TH-30
@ TH-31

Sekil 8 Sinif I pozitif PRA hastalarin pozitif bulundugu nakil sonrasi siirenin karsilagtirilmasi

1: 1. gun, 2: 1. hafta, 3: 2. hafta, 4: 4. hafta, 5: 12. hafta, 6: 24. hafta, 7: 52. hafta
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2. hafta

—@— 4. hafta
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—@—12. hafta
23 24. hafta
—@—52. hafta

22

21

20

Sekil 8a Sinif I pozitif PRA hastalarin pozitif bulundugu nakil sonras siirenin karsilagtirilmasinin
radar tipi grafikle gésterimi

31 hastanin nakilden sonra 52. haftaya kadar toplanan serumlarinda sinif II anti-
HLA antikor taramas1 da flow sitometrik PRA yontemiyle yapilmis olup her flow PRA

medyan degerindeki degisim haftalara gore Sekil 9 ve 9a’da verilmistir.
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Posttx stire (hafta)

®TH-1
® TH-2
®TH-3
®TH-4
®TH-5
®TH-6
®TH-7
® TH-8
®TH-9
® TH-10
®TH-11
®TH-12
®TH-13
®TH-14
TH-15
®TH-16
®TH-17
TH-18
®TH-19
® TH-20
®TH-21
® TH-22
®TH-23
®TH-24
®TH-25
®TH-26
TH-27
®TH-28
TH-29
TH-30
@®TH-31

Sekil 9 Sinif II pozitif PRA hastalarin pozitif bulundugu nakil sonrasi siirenin karsilastirilmasi

1: 1.glin, 2: 1. hafta, 3: 2. hafta, 4: 4. hafta, 5: 12. hafta, 6: 24. hafta, 7: 52. hafta
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—@— 1. hafta
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2. hafta

—@— 4. hafta
24

—@—12. hafta

24. hafta

23 10

—@—52. hafta

22 11

21 12

20 13

19 14

18 15
17 16

Sekil 9a Sinif 11 pozitif PRA hastalarin pozitif bulundugu nakil sonrasi siirenin karsilastirilmasinin
radar grafikle gdsterimi

Hasta-dondr HLA doku uyumlariin dagilimi Sekil 10 ‘da verilmistir. En fazla
uyum orant canli dondrden nakillerde haploidentik (1A1B1DR) uyum iken (%41,8;
n=7) kadavra nakillerinde en yuksek oran 1B1DR (n=4), 1B2DR (n=4) ve 1A1B1DR
(n=4) (%28,57) uyumu seklindedir.
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9 45
c 40
o
o 35
§ 30
3
25
g
I 20
Q
5 15
[T}
© 10
[1]
- 5
3 _l l. _
° 0
- UYUM 1A 1B 2A1B  2A 1B
suz lDR 1DR 2DR 1DR = 2DR UYUM
EKADAVRA 0 0 7.14 2857 7.14 2857 2857 0O 0 0
B CANLI 17.65 5.88 0 5.88 0 41.8 0 11.76 = 5.88  11.76

Lokuslara gore HLA uyumu
Sekil 10 Hastanin HLA doku tipi ile donériin doku tipinin lokus temelinde oranlari
Hastalarin nakil sonrasinda alinan en son Kreatinin degeri, 6rnegin alindigi siire

(hafta) ve hasta-donér HLA doku uyumuyla iligkilendirilerek her bir dondr tipi igin
ayr1 ayr1 incelenmistir. (Sekil 11,12,13,14,15,16).

200 4
— 180
< 3.5
e 160 an s
= 140
B 120 2.5
k] I
o 100 2
? 80 s
2 .
= 60 .
g 40 ‘
a 20 |{-| 0.5
o b ol E
AT e 18 18 1B 1B 1B 1B
1B 1DR 1B 2DR 1B
1o 2DR | 2DR 1R bR 1DR 1DR | 2DR|2DR 1DR

[C—IKreatin degeri (mg/dL) | 0.5 15 33 21 11 1408 1 14/12|21 1.7 18
Posttx siresi (hafta) 130124 114 113 123 168 117 106 108 87 30 60 47

[ Kreatin degeri (mg/dL)

Posttx stresi (hafta)

Sekil 11 Kadavradan nakil olan hasta grubundaki (n=13) post-tx siire ile HLA doku uyumlarinin
kreatinin degerleriyle iligkisi
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POST-TX SURESI (HAFTA)

[C—Kreatin degeri (mg/dL)

165
145
125
105
85
65
45
25

-15

Post-tx stresi (hafta)

1A 1B 1DR
0.8
127

1A 1B 1DR 1A 1B 1DR
1.5 1.6
159 154

HASTA-DONOR HLA DOKU UYUMU

——

2A 1B 1DR
1.7
64

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

(MG/DL)

KREATININ DEGERI

Sekil 12 Annesinden nakil olan hasta grubundaki (n=4) post-tx siire ile HLA doku uyumlarinin kreatinin

degerleriyle iliskisi

POST-TX SURESI (HAFTA)

[ Kreatin degeri (mg/dL)

165
145
125
105
85
65
45
25
5
-15

Post-tx stresi (hafta)

1A 1B 1DR
1.5
131

1A 1B 1DR 1A 1B 1DR
0.9 1
117 69

HASTA-DONOR HLA DOKU UYUMU

L

2A 1B 1DR
1.1
58

1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

(MG/DL)

KREATININ DEGERI

Sekil 13 Babasindan nakil olan hasta grubundaki (n=4) post-tx sure ile HLA doku uyumlarinin kreatinin

degerleriyle iliskisi
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POST-TX SURESI (HAFTA)

—Kreatin degeri (mg/dL)

165
145
125
105
85
65
45
25
5
-15

Post-tx suresi (hafta)

Uyumsuz
1.4
52

/

1

Tam uyum 1B Tam uyum | Uyumsuz
1.2 1.2 1.1 1.8
84 116 64 40

HASTA-DONOR HLA DOKU UYUMU

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

(MG/DL)

KREATIN DEGERI

Sekil 14 Kardesinden nakil olan hasta grubundaki (n=5) post-tx sire ile HLA doku uyumlarinin
kreatinin degerleriyle iligkisi

POST-TX SURESI (HAFTA)

[——JKreatin degeri (mg/dL)

165
145
125
105
85
65
45
25
5
-15

Post-tx stresi (hafta)

\
S o
Uyumsuz 1B 1DR
14 0.9
108 60

HASTA-DONOR HLA DOKU UYUMU

1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

(MG/DL)

KREATIN DEGERI

Sekil 15 Esinden nakil olan hasta grubundaki (n=2) post-tx stre ile HLA doku uyumlarinin kreatinin

degerleriyle iliskisi
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165 1.4
= 145 T 1.2
£ 125
< 1
S 105
7 85 - 0.8
7 .
o
2 65 T = 0.6
= 45
o 0.4
0 25
1 5 0.2
-15 R —— R — 0
2A 1B 2DR 1A 1B 1DR
[ Kreatin degeri (mg/dL) 1.2 0.9
Post-tx stresi (hafta) 53 64

HASTA-DONOR HLA DOKU UYUMU
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Sekil 16 Diger dondrden nakil olan hasta grubundaki (n=2) post-tx sire ile HLA doku uyumlarinin

kreatinin degerleriyle iligkisi

Hastalarm nakilden sonra en son elde edilen kreatinin degerleri hasta ve donor

yaslariyla HLA doku uyumu agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular Sekil

17-22°de verilmistir.
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Sekil 17 Kadavra dondrden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaslarimin Kreatinin seviyeleri

Uzerindeki etkisiyle HLA doku uyumunun iliskilendirilmesi
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Sekil 18 Annesinden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaslarinin kreatinin seviyeleri tizerindeki

etkisiyle HLA doku uyumunun iligkilendirilmesi
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Sekil 19 Babasindan dondrden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaglarinin kreatinin seviyeleri

Uzerindeki etkisiyle HLA doku uyumunun iligkilendirilmesi
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Sekil 20 Kardesinden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaglarimin Kkreatinin
Uzerindeki etkisiyle HLA doku uyumunun iliskilendirilmesi
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Sekil 21 Esinden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaslarinin kreatinin seviyeleri zerindeki

etkisiyle HLA doku uyumunun iligkilendirilmesi

45



70 14

60 I 1.2
= a
< 50 i 1 g
< 3
o 40 0.8 x
2’ . L
HO) >
z <
Q 30 a2 4 06 2
< =
2 20 04 %
T o
N4
10 0.2
0 0
2A 1B 2DR 1A 1B 1DR
[—JKreatin degeri (mg/dL) 1.2 1
Hasta yasi 41 56
Dondr yasl 32 31

HAST-DONOR DOKU UYUMLARI

[C—JKreatin degeri (mg/dL)

Hasta yasl Dondr yas!

Sekil 22 Diger dondrden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta yaslarmin kreatinin seviyeleri
tzerindeki etkisiyle HLA doku uyumunun iligkilendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasinda en son elde edilen kreatinin degerleri dondr
yaslartyla HLA doku uyumu arasindaki korelasyon Pearson korelasyon testi ile
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler Tablo 6’da gdsterilmistir. Buna

gore p<0,001 ve korelasyon 0.644 olarak bulunmustur.

Tablo 6 Hastalarin kreatinin degerleriyle donor yaglarimin istatistiksel analizi

KREATIN DONOR YASI
KREATIN Pearson Korelasyonu 1 .644™
p <0,001
N 31 31

**Korelasyon 0,01 seviyesinde anlamlidir. N: hasta say1si, p: olasilik (istatistiksel anlamlilik)

Hastalarin nakil sonrasinda yaslarina gore hesaplanan ortalama tahmini GFH ve
son serum kreatinin degerleri Sekil 23°de verilmistir. 0-18 yas araliginda n=3, 19-40

yas araliginda n=19, 41-60 yas araliginda n=7 ve 61-80 yas araliginda n=2 hasta
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bulunmaktadir. Buna gdre en yiiksek GFH degeri 0-18 yas grubunda bulunurken en
diisiik GFH degeri 41-60 yas grubunda bulunmustur.
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[—Ortalama GFH (mL/dk/1.73
81.4 49.6 39.3 41.7
m2)
Kreatin degeri (mg/dL) 1.1 1.4 1.6 1.3

YAS ARALIKLARI

Sekil 23 Yas araliklarina gére GFH ve kreatinin degerlerinin dagilimi. GFH: Glomeriiler Filtrasyon Hizi

Hastalarin nakil sonrasindaki ortalama GFH’leri ile hasta yas gruplar1 arasindaki

iliski de istatistiksel olarak incelenmistir (Tablo 7)

Tablo 7 Hastalarin yas araliklar1 ile GFH ortalamalar1 arasindaki iligki

GFH hastayasgrup
GFH Pearson Korelasyonu 1 -.494™
p <0,01
N 31 31

**Korelasyon 0,01 seviyesinde anlamlidir. N: hasta sayisi, p: olasilik (istatistiksel anlamlilik),
GFH: Glomeriiler Filtrasyon Hizi

Nakil sonrasinda hastalarin GFH’lerinin kreatinin degerleriyle arasindaki

istatistiksel iligski Tablo 8 ‘da gosterilmistir.
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Tablo 8 Hastalarin ortalama GFH ile kreatinin degerlerinin karsilagtirilmasi

GFH KREATIN
GFH Pearson Korelasyonu 1 -714™
p <0,001
N 31 31

**Korelasyon 0,01 seviyesinde anlamlidir. N: hasta sayisi, p: olasilik (istatistiksel anlamlilik), GFH:
Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

Canli ve kadavra dondrden nakil olan hastalarin ortalama kreatinin degerleri de

karsilastirtlmistir (Sekil 24).

kreatin kreatin
1.3 1.6

M Kadavra

M Canli

Sekil 24 Kadavra ve canli donérlerden nakil olan hastalarin ortalama kreatinlerinin
karsilastiriimasi
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5 TARTISMA

Immiin sistemin hiimoral kolu ekstraseliiler patojenlere karsi antikor iireterek
koruma saglar. Bu hiimoral sistem ayni1 zamanda solid organ transplantasyonunda da
onemli bir bariyerdir. Ciinkli nakledilen organlarin {iizerinde eksprese edilen
karbonhidratlar1 ve kendine ait olmayan proteinleri antikor araciligiyla taniyarak greft
kaybina sebep olabilmektedir (25). Antikor aracili rejeksiyon (AAR) hiperakut, akut
veya kronik sekilde olabilir. Hiperakut AAR Onceden yiksek titrede var olan dondre
spesifik antikorlardan kaynaklanmakta olup greft hasarna yol agar ve birkag saat
icinde gelisir. Akut AAR birka¢ giin sonra gelisen greft disfonksiyonuyla
karakterizedir ve 6nceden var olan veya nakil sonrasinda de novo olusan donére
spesifik antikorlarla iligkilidir. Bunun yaninda biyopside genellikle endotelyal hiicre
biylmesi, glomerulusa ve perittbdler kapillere nétrofil infiltrasyonu ve pozitif C4d
boyamasiyla karakterizedir. Kronik AAR ise glomeriiler mezengiyal genisleme,
kapiller taban membraninn duplikasyonu veya ayrilmasi, intersitisyal fibroz/tlibiiler
atrofi ve arterlerde kalinlasma ile karakterizedir (26). Nakil sonrasinda immunsipresor
tedavisinin yetersiz gelmesinden kaynaklanabilmektedir (19).

Donor spesifik antikorlara bagli olarak AAR klasik kompleman yolagiin
aktivasyonuna neden olur. Dolasimdaki plazma hiicreleri tarafindan iiretilen donor
spesifik antikorlar dondr perittibdler ve glomertler kapillerinin endoteline baglanir ve
AAR’nin patolojik dizisini baglatir. C1q endotele baglanan donor spesifik antikorlara
baglanir ve klasik kompleman yolagini baslatir. Tan1 ise renal biyopsiyle peritiibuler
kapillerde C4 kompleman bileseni (C4d) pargasinin bulunmasiyla gerceklesir ve bu,
AAR’nin morfolojik olarak gostergesidir (26).

Son yillardaki gelismelerden bir tanesi de komplemana baglanan (Clq testi)
veya kompleman: aktive edici (C4d testi) HLA antikorlariyla komplemana
baglanmayan veya aktive etmeyen HLA antikorlari1 ayird edebilen testlerin
gelistirilmesidir (26). Yapilan ¢aligmalarla 6zellikle nakilden sonra de novo olusmus
komplemana baglanan donoére spesifik antikorlara (DSA) sahip olan hastalarda greft

kayb1 orani digerlerine oldukea yiiksek bulunmustur (26, 27).
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CD30 molekiilii ilk olarak Hodgkin’s ve Reed Sternberg hiicrelerinin yiizeyinde
bulunmus olup 120 kDa buyuklugiindeki bir glikoproteindir. Serumdaki ¢6ziinmiis
CD30 (sCD30) molekilunun bobrek greft sonucunun éngorilmesinde bir biyomarker
olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir (28). Daha sonraki ¢alismalarda nakilden
once veya sonra serumdaki yiksek ¢oztnebilir CD30 molekilinin kisa greft mriyle
iliskili oldugunu ve akut ile kronik rejeksiyon riskini arttirdig1 gézlenmistir (29). Buna
karsin, Valke et al. (30) yaptiklar1 calismada sCD30 molekiiliiniin akut rejeksiyon i¢in
biyomarker olarak kullanilmasinin uygun olmadigini 6ne stirmiistiir.

Bu caligmada toplamda 31 bobrek nakli olmus hastanin serumu nakil sonrasi
donemde olusabilecek anti-HLA antikorlar1 bakimindan incelenmistir. Hastalarin
ortalama yas1 37,97£14,69 iken ortalama donér yas1 45,84+17,33 olarak bulunmustur.
Hastalarin %351,6’s1 nakil 6ncesinde diyalize girmemisken %45,2’si hemodiyalize,
%3,2’si peritondiyalize girmistir (Tablo 2). Nakil 6ncesinde alinan diyaliz tedavisinin
tipinin nakil sonrasinda greft 6mrii tizerindeki etkisine iliskin ¢aligmalar yapilmistir.
Bunlardan bir tanesinde diyaliz tipinin etkisinin bulunmadigi belirtilmistir (31). Bizim
caligmamizda greft 6mriiyle ilgili bir ¢alisma yapilmamistir.

Calisilan hastalarin %35,5°1 A Rh(+), %29°u 0 Rh(+), %19,4’i B Rh(+), %6,5’1
AB Rh(+) ve (-) ve %3,2’si A Rh(-)’tir. Donorlerin ise %48,4’i 0 Rh(+), %22,6’s1 A
Rh(+), %12,9’'u B Rh(+), %6,5’i A Rh(-) ve AB Rh(+)’dir. Calisma grubunun
%32,2’sinde hasta-donor kan gruplari birebir uyumludur.

Kan transflizyonu, gebelik ve daha onceki nakiller gibi alloimminizasyon
olaylarinin bobrek naklinden once ve sonraki immiinolojik degerlendirmelerde 6nemi
bilinmektedir. Son yillarda yapilan bir derlemede bu alloimmiinizasyon 6ykdleri
hiyerarsik bir siralamaya sokulmus olup eger hastanin nakil 6ncesinde daha dnceden
bir nakli varsa nakil sonrasinda de novo DSA olusum olasiliginin daha fazla oldugu
ve bunu sirasiyla kan transfliizyonu ve gebeligin izledigi belirtilmistir (32). Bu
caligmadaki hastalarin %3,2’sinin daha Onceden nakil Oykist varken (n=1),
%41,9’unun kan transfiizyonu (n=13) ve %9,7’sinin gebelik Oykiisii (n=3)
bulunmaktadir. Hastalarin %45,2’sinin herhangi bir alloimmiinizasyon Oykiisii
bulunmamaktadir (Tablo 3).

Hastalarin bobrek nakli oncesinde ve sonrasindaki degerlendirmelerde hasta

serumunda genel olarak anti-HLA antikoru bulunup bulunmadigini saptamak i¢in flow
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sitometrik PRA tarama ve tanimlama testleri yapilmaktadir (2). PRA testinin yaninda,
dondre spesifik antikor taramasi i¢in c¢aprazlama testleri yapilmaktadir (Flow
sitometrik, kompleman bagimli sitotoksik test, vb.). Hastalarimizin hepsine nakil
oncesinde bu testler uygulanmis olup PRA ve ¢aprazlama testleri negatif bulunmustur.
Nakil sonrasinda ise hastalarin %12,9’u (n=4) sadece PRA sinif I pozitif ve %6,45’i
(n=2) PRA smif I pozitif bulunurken %87,1°i (n=27) PRA sinif I negatifken %93,5’i
(n=29) siif II negatif bulunmustur. Hastalarin yaklasik %71°i PRA siif I ve Il negatif
bulunmustur (n=22) (Tablo 4). Hastalarin PRA sonuglartyla kreatinin degerleri
arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,05). Yapilan bir ¢alismada anti-HLA
antikoruna sahip hastalarda daha yiiksek kreatinin seviyeleri gozlenmis ve bu sonug
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (33). Bunun sebebi hasta sayilarinin >100
olmasidir.

PRA smif I pozitif olan hastalarin %100’iinde (n=4) 52. haftada, %50’sinde
(n=2) 24. haftada ve %25’inde (n=1) 12. haftadan Once anti-HLA antikorlar
saptanmigtir. PRA sinif II pozitif olan hastalarin %100’tinde (n=2) 52. haftada ve
%50’sinde (n=1) 24. haftada anti-HLA antikorlar1 saptanmistir (Sekil 8,8a,9,9a). Bu
sonuclara gore anti-HLA antikorlarinin ¢gogunlukla 24. hafta ve sonrasinda olustugu
bulunmustur. Ancak hasta sayilar1 5’ten az oldugu i¢in istatistiki olarak
degerlendirilememistir. Zhang et al (34) yaptiklar1 ¢alismada hastalarinin yaklasik 3
aydan sonra anti-HLA antikoru gelistirdigini rapor etmistir. Bu ¢alismadaki bulgular
da bunu desteklemektedir. PRA tanimlama testi sonucuna gore de olusan anti-HLA
antikorlarin dondre spesifik olmadigi (non-DSA) tespit edilmistir. Yapilan
arastirmalarda nakil sonrasinda olugsan de novo antikorlarin donore spesifik olmasi
veya olmamasi da greft hasari iizerinde etkisi oldugu bulunmustur. Dondre spesifik
antikoru olanlarin yaklagik 1 yil icerisinde grefti kaybettigi belirtilmektedir (35).
Bizim hastalarimizda greft rejeksiyonu rapor edilmemistir. Bunun sebebi hastalarda
non-DSA antikor geligsmesi olabilir.

PRA sinif I pozitif olan hastalar farkli donér tiplerinden nakil olmuglardir ve
%75 oraninda hasta-dondr arasinda 1A1B1DR uyumu bulunmaktadir. PRA smif 11
pozitif olan hastalarin ikisi de kardesinden nakil olmustur (Tablo 4). PRA sonuglariyla
dondr tipleri veya HLA doku uyumlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir sonug

elde edilememistir. PRA smif I pozitif ¢ikan hastalara yapilan tanimlama sonuglarina
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gore sadece bir tanesinde donore spesifik antikor bulunmustur (TH-4, A32). Smif II
pozitif ¢ikan hastalar i¢in bu yorum yapilamamistir ¢linkii bu hasta ve dondrler sadece
HLA-A, -B ve -DR lokuslari bakimindan degerlendirilirken hastalarin HLA-DQ tipi
calisiimadigindan degerlendirilememistir. Aslinda son yillarda yapilan g¢alismalar
HLA DR uyumunun yaninda DQ uyumlarimin nakil sonrasinda de novo DSA’larin
olusmasinda katkisi olabilecegini 6ne siirmektedir (32). Ulkemizde de bébrek nakli
olacak olan hastalarin HLA-A, -B, -DR, DQ olacak sekilde HLA doku tiplerinin
calisilmasi Onerilebilir.

Solid organ nakillerinin basarili bir sekilde sonuglanmasinda gelismis
immunsupresif tedavilerin etkisi buytktir. Gunimuzde bu amacla kortikosteroidler
(Prednizolon vb.), anti-proliferatifler (Mikofenolat mofetil, mofenolik asit, vb.),
kalsindrin inhibitorleri (Siklosporin, Takrolimus, vb.), TOR inhibitérleri (Sirolimus,
Everolimus, vb.), poliklonal anti-lenfosit antikorlar1 (ALG, ATG, ALS, vb.) ve
monoklonal antikorlar (Muromonab-CD3, Basiliximab, Daclizumab, vb.)
kullanilmaktadir. Bu ilaglar genellikle ti¢lii kombinasyonlar halinde kullanilmaktadir
(4). Birgok ¢alismada da nakil sonrasinda ¢esitli immiinsiipresif tedavileri tartisilmistir
(35, 27, 20). Bobrek nakli sonrasinda bu ¢alismadaki hastalarin %48,4’ti Mikofenolat
mofetil-Prednizolon-Takrolimus (n=15), %25,8’1 Mikofenolat sodyum-Prednizolon-
Takrolimus (n=8), %9,7’si Mikofenolat mofetil-Prednizolon-Siklosporin A (n=3),
%6,5’1 Mikofenolat mofetil-Prednizolon-Sirolimus (n=2) ve Mikofenolat sodyum-
everolimus-Prednizolon (n=2) ve %3,2’si Mikofenolat sodyum-Prednizolon-
Siklosporin A (n=1) tedavisi almistir (Tablo 4). Hastalarin bobrek nakli sonrasinda
kullandig ilaglarla PRA sonuglart arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Bunun
yaninda kullanilan ilaglarla hastalarin kreatinin degerleri arasinda da anlamli iliski
bulunamamistir. Bu hasta sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Son yillarda anti-HLA antikorlarinin saptanma yontemlerine iligkin ¢ok fazla
calisma yapilmistir. Bu yontemler solid faz ydntemleri olup duyarliliklar1 ve
spesifiteleri yonlinden bir¢ok calismada karsilastirilmigtir. Yapilan bir ¢alismada
Luminex teknolojisi CDC ve ELISA yontemleriyle karsilastirilmis ve Luminex
teknolojisinin en duyarli oldugu belirtilmistir (36). Bizim ¢alismamizda da butln
hastalar flow sitometrik PRA tarama yontemiyle test edilmistir. Pozitif ¢ikan

hastalarda flow sitometrik PRA tanimlama yontemiyle spesifik olarak hangi anti-HLA
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anitkorunun var oldugu saptanmistir. Ancak flow sitometri PRA tarama yontemiyle
pozitif bulunan hastalarin bazilar1 flow sitometrik PRA yontemiyle negatif
bulunmustur. Bu sebeple de bu hastalarin testleri Luminex yontemiyle tekrar edilmistir
ve sonuclar analiz edilmistir (Tablo 5). Sonug olarak bizim galismamizda da Luminex
testi Flow sitometri ile sonug¢ elde edilemeyen Orneklerde sonug¢ vermistir. Ancak
istatistik olarak degerlendirilebilmesi i¢in ¢ok daha fazla 6rnegin karsilastiriimasi
gerekmektedir.

Dondre spesifik antikorlarin saptanmasi i¢in gelistirilen bir cok yonteme ragmen
bobrek transplantasyonunda hasta ile donor arasindaki HLA doku tipi uyumu oldukca
onemlidir. Hasta-donor HLA doku tipi uyumlar1 karsilastirildiginda kadavra donérden
nakillerde en fazla gorulen uyum 1B1DR, 1B2DR ve 1A1BI1DR’dir (Sekil 10).
Kadavra donérden nakillerde tam uyum (2A2B2DR uyumu) bulunmazken canli
donorlerde tam uyum orani %11,76’dir. Canli donérden nakillerde ise en fazla uyum
haploidentik (1A1B1DR, %41,18) uyumdur. Hastalarin nakil sonrasindaki donemde
2014 ve 2015 yillarinda 6lgiilen serum Kreatinin degerleriyle nakil sonrasindaki siire
ve HLA doku uyumlar1 arasindaki iliskiler analiz edilmistir (Sekil 11-16).
Kadavradan, annesinden, kardesinden ve diger donérlerden nakil olan hasta
gruplarinin verilerine gore en uzun suredeki kreatinin degeri en yiiksek olan degildir.
Bu grup agisindan nakil sonrasinda gecen siire ile kreatinin degerleri arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir korelasyon goriilmemistir. Bu calismada degerlendirilen
hastalar 24-36 aydir takip edilmektedir. Bu hastalarin daha uzun donemde de takipleri
yapilip greft sagkalimlar1 irdelenebilir (37). Hariharan ve ark. (38)’nin 1988 ve 1998
yillart arasinda yaptiklari ¢aligma sonucunda ilk 6 aydaki kreatinin degerlerinin uzun
greft omrii tizerinde 6nemli derecede etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu farklilik hasta
sayilarinin >100.000 olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna karsin bu c¢aligmadaki
babasindan nakil olan hasta grubunda en yiiksek kreatinin degeri en uzun nakil sonrasi
dénemde bulunmustur. Esinden nakil olan grupta da en uzun siirede en yiiksek, en kisa
stirede en diisiik kreatinin degerleri bulunmustur. Ancak bu gruplardaki hasta sayisi
<5 oldugundan istatistiksel degerlendirme yapilamamastir.

Uzun sureli greft émri Gzerinde etkisi oldugu bilinen bir diger parametre de
donor yasidir (38). 31 hastanin en son elde edilen kreatinin degerleriyle dondr yaslari

arasinda istatistiksel olarak pozitif iliski bulunmustur ve aralarindaki iliski anlamlidir
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(p<0,001) (Tablo 6). Donoér yasi arttikga Kreatinin degerinin de arttigi gézlenmistir.
Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada kreatinin klirensi ve Glomeriiler Filtrasyon Hiz1
(GFH) da ele alinarak 7 giin sonraki greft fonksiyonlari tizerinde don6r yasinin etkisine
bakilmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunamamustir (39).

Bu ¢alismada ayni1 zamanda hasta ve dondr yaslarinin HLA doku uyumlar1 da
g6z oOniline alinarak, Kkreatinin seviyeleri (zerindeki etkisi donor tipine gore
incelenmistir (Sekil 17-22). Kadavradan nakil olan hasta grubunda hasta yasi en
yuksek olan hastalardan bir tanesinin kreatinin degeri en yiiksek bulunurken yas1 ayni
olan diger bir hastanin kreatinin degeri olduke¢a diistiktiir. Bunun sebebi de donér
yasina bagli gozikmektedir. Cunki kreatinin degeri en yiiksek bulunan bu hastanin
donorii de en yasli donordiir. Ayni yastaki dondriin alicisinin Kreatinini ise digerine
gore daha diisiiktlir. Bu da hastanin kendi yasinin diisiik olmasina bagli olabilir. Her
ne kadar en yash grubundan kreatinin degerleri diisiik olsa da serum kreatinin degeri
>1.2 mg/dL istenmeyen bir durumdur. Ikinci en yasl donériin alicistnin Kreatinin
degeri 2.1 mg/dL’dir. Genel olarak sekilde (Sekil 17) dondr ve hasta yagiin Kreatinin
degerleri lizerinde etkisi oldugu goriilebilmektedir ancak hasta sayisina bagli olarak
istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Annesinden nakil olan grupta da dondr
yasiyla kreatinin degeri arasinda anlamli bir iliski oldugu goriilmektedir. En yash
anneden nakil olan hastanin kreatinini en yiiksek olandir. En gen¢ anneden nakil olan
hastanin Kreatinini en diisiik olandir. Bu grupta hasta yaslariyla kreatinin arasinda bir
korelasyon bulunmamaktadir. Babasindan nakil olan grupta ise en yasli hasta en yash
babadan nakil olmusken en geng hasta da en geng¢ babadan nakil oldugu gozlenmistir.
Bu nedenle de en yasli olan hastada kreatinin degeri en yiiksek, en geng olanda ise en
diisiik olarak bulunmustur. Kardesinden nakil olan hasta grubunda dondr ve hasta
yaslariyla kreatinin arasinda anlamli bir iliski gozlenememistir. En yasl donérden yine
en yasli hasta nakil olmustur ve buna ragmen Kreatinin degeri ¢ok yiiksek degildir (1,2
mg/dL). Bunun sebebi diger bir parametre olan HLA doku uyumu olabilir. Bu ciftin
HLA tipleri tam uyumludur. Bu sebeple de dondr veya hasta yas1 kreatinin degerlerini
cok fazla etkilememis olabilir. Esinden nakil olan hasta grubunda da donor ve hasta
yaslartyla kreatinin degeri arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. Yash olan ciftteki

hastanin kreatinin degeri daha yiiksek iken, geng olan ¢iftteki hastanin kreatinin degeri
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daha disiiktiir. Diger dondrlerden nakil olan hasta grubunda anlamli bir sonug
bulunamamustir.

Nakil 6ncesinde veya sonrasinda bobrek fonksiyonlar1 degerlendirilirken serum
kreatinin degerleri olduk¢a 6nemlidir ancak tek basina yeterli bir paratmetre degildir.
Clnku kreatinin degerlerinin normal aralikta olmasi bobrek fonksiyonunun da normal
calisngint her zaman gostermemektedir. Serum kreatinin degerleri farkli
parametrelerden etkilendiginden dolayr GFH hesaplanirken de bu parametreler goz
ondnde bulundurulur. Bu sebeple GFH bdbrek fonksiyonunun en iyi gostergesidir.
Bobrek fonksiyonlart azaldiginda heniiz semptomlar goriilmeden once GFH’de
azalma baglar (24). Bu calismadaki hastalarin yaklasik ortalama tahmini GFH’si
62,4+27,5 (ml/dk/1,73m?) ve ortalama kreatinin degeri 1,4+0,5 (mg/dL) olarak
bulunmustur. Yas araliklarina gére GFH istatistiksel acidan degerlendirildiginde
aralarindaki iligki anlamli bulunmustur (p<0,01). Buna gore hastalarin yaglar arttikca
ortalama GFH’leri de azalmistir (Tablo 7, Sekil 23). Hastalarin yas araliklarinin
yaninda bir de hasta kreatinin degerleriyle de GFH iliskisi incelenmistir ve istatistiksel
acidan anlamli bir iligski bulunmustur (p<0,001) (Tablo 8). Yapilan bir ¢alismada da
yine MDRD ve aMDRD denklemlerine gore hesaplanmis olan GFH’larin yas,
kreatinin ve kreatinin klirensiyle iligkisine bakilmis ve belirli yas araliklarinda
istatistiksel agidan anlamli iligkileri oldugu bulunmustur (24).

Canli ve kadavra dondrden nakil olmus olan hastalarin da ortalama serum kreatin
degerleri karsilastirilmistir. Buna gore istatistiksel agidan anlamli bir sonug elde
edilmemesine (p>0,05) ragmen kadavra dondrden nakil olan hastalarin kreatin
seviyeleri daha yiiksek bulunmustur (Sekil 24). Bunun sebebi de bobrek ¢ikarildiktan
sonra soguk iskemi siiresinin uzun siirmesi olabilir. Bununla ilgili yapilmis olan
calismada soguk iskemi siiresinin daha yiiksek kreatin degerleriyle iligkili oldugu
bulunmustur (40).

Sonug olarak, son yillarda donér yasi, hasta yasi, hastalarin serum kreatinin
degerleri ve GFH degerleri ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada da dondr
yasi ile kreatin degerleri, ortalama GFH degerleriyle hasta yaslar1 ve ortalama GFH
degerleriyle kreatinin degerleri arasinda beklenildigi gibi anlamli bir iliski
bulunmustur. Bu sonugclarla diger ¢calismalar da desteklenmistir. Ancak yine de daha

cok sayida hasta-dondr cifti dahil edilerek calisma genisletilip diger donor
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merkezlerini de i¢ine alarak veri taban1 olusturulabilir. Bunun yaninda, Izmir Tepecik
Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde nakil olan hastalarin nakil sonrasindaki
serumlarinin belirli araliklarla toplanip saklanmasi pilot olarak uygulanmaktadir. Bu
uygulamanin sadece bu hastanede degil biitiin bobrek nakli olan hastalara
uygulanmasinin daha dogru olacagi goriisiine varilmistir. Bu ¢alismadaki hastalarin
bir kisminda dondre spesifik anti-HLA antikoru saptanmistir. Bu testlerin nakil
sonrasinda belirli araliklarla da yapilmasi Onerilmektedir. Bu sayede hastalarin
immiinsiipresif tedavileri daha dogru segilebilir ve ileriye donik greft omri
uzatilabilir. Organ naklinde basarinin 5 yil greft sagkalimi1 oldugu diisiiniildiigiinde,

nakil sonrasi takipler bu basariya ulagilmasina katki saglayacaktir.
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OZET

Bobrek Nakli Olan Hastalarda Nakil Sonrasinda Olusan Anti-HLA

Antikorlarinin Saptanmasi

Bu ¢alismada {zmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde kadavra ve canl
donorden bobrek nakli olan hastalarin nakil sonrasinda haftalara gore toplanan serum
orneklerinde hastanin grefte karst immiinolojik cevabmin anti-HLA antikor
mevcudiyetine bakarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in 31 hastanin
bobrek nakillerinden sonra bir yil boyunca 1. glin, 1. hafta, 2. hafta, 4. hafta, 12. hafta,
24. hafta ve 52. haftalarda toplanmis olan serumlarinda anti-HLA antikor tarama ve
tanimlama testleri flow sitometri yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu yontemle
degerlendirilemeyen hastalar ise Luminex yontemiyle dogrulanmistir. Bu hastalarin
%12,9’u sadece smif I, %6,45°1 ise sadece II PRA pozitif bulunmustur. Hastalarin
hicbirisi PRA sinif I ve II pozitif bulunmamistir. Hastalarin %87,1°1 PRA sinif I negatif
bulunurken, %93,5’1 PRA smif II negatif bulunmustur. Dondr yasi ile hastalarin
kreatin degerleri arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,001). Hastalarin yas
araliklarina gére GFH istatistiksel agidan degerlendirildiginde aralarindaki iligki
anlamli bulunmustur (p<0,01). Bu ¢alismadaki hastalarin yaklasik ortalama GFH’si
62,4+27,5 (ml/dk/1,73m?) ve ortalama kreatinin degeri 1,4+0,5 (mg/dL) olarak
bulunmustur. Ortalama GFH degerleri ile kreatinin degerleri arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur  (p<0,001). Greft ve hastanin doku uygunluklari agisindan
degerlendirildiginde canli dondrden nakil olan hastalar i¢in en fazla gorilen uyum
1A1B1DR seklinde (%41,8, n=7) ve kadavradan nakil olan hastalar i¢in en fazla
gorilen uyum 1B1DR (%28,57, n=4), 1B2DR (%28,57, n=4) ve 1A1B1DR (%28,57,
n=4) seklinde bulunmustur. Greft naklini takiben 1. giin, 1., 2. ve 4. haftalarda greftteki
uyumsuz antijenlere karsi antikor olusmazken 12. haftadan sonra bazi hastalarda
olustugu bulunmustur.

Anahtar s6zciukler: bobrek nakli , DSA, flow sitometri, PRA
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ABSTRACT

Detection of Anti-HLA Antibodies Produced in Renal Transplated Patients

After Transplantation

In this study, it was aimed to evaluate the immunological response to graft in
their sera samples collected during post-transplantation term from patients
transplanted from deceased or alive donors in Izmir Tepecik Education and Research
Hospital in terms of anti-HLA presence. Anti-HLA antibody screening and
identification tests were performed by flow cytometry in the sera samples collected
from the patients after kidney transplantation on 1st day, 1st, 2nd, 4th, 12th, 24th and
52nd weeks. The samples which were not assessed by flow cytometric methods were
analyzed by Luminex method. 12.9% and 6.45% of the patients were only class | and
Il positive, respectively. None of the patients was class | and Il positive. 87.1% and
93.5% of the patients were negative. There was a statistically significant relation
between donor age and creatinine of the patients (p<0.05). There was also a significant
relationship between GFR and patient age groups (p<0.01). The mean GFR of the
patients was approximately 62.4+27.5 (ml/m/1,73m?) and the mean creatinine value
of them was 1.4+0.5 (mg/dL). There was a significant relation between the average
GFR and creatinine values of the patients (p<0.001). When the patients were evaluated
according to their tissue compatibility with the graft, it was found that the most
frequently observed compatibilities were 1A1B1DR (41%, n=7) for the patients
transplanted from related donor and 1B1DR (%28.57, n=4), 1B2DR (%28.57, n=4)
and 1A1B1DR (%28.57, n=4) for the patients transplanted from deceased donor. It
was found that antibodies were not produced against mismatched antigens on 1st day,
1st, 2nd and 4th weeks after transplantation, while they were produced in some cases
12 weeks after transplantation.

Keywords: DSA, flow cytometry, kidney transplantation, PRA
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