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ONSOZ

5.5 yil 6nce Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesinde i¢ Hastaliklari Ana Bilim
a asistanlik gérevime basladigimda hastanemizin oldukga mitevazi sayllabileqek
‘olanaklari vardi. Ancak bu mitevazi olanaklari agabilmem igin asistanigima bagladigimdan
beri saygideger hocalarimdan gérmuls oldugum destek ve anlayiga mitesekkirim. Bu
destek sayesindedir ki faklltemin sagladigi olanaklarla yurt digina giderek ¢ok istedigim
Immunoloji dalinda galigma firsati ve bu tezi hazirlama imkani buldum. Bu nedenle kendimi
hocalarima, fakulteme ve ¢ok kisith kaynaklarindan bir kismini benim gibi daha birgok
aragtirmacinin yurt diginda yetigmesi igin harcayan ¢ok sevgili Ulkeme kendimi borglu
hissediyorum. immunoloji konusunda yetismemin yanisira, labratuarinda bagimsizca
caligmama olanak taniyan, elestirileriyle beni ydnlendiren ve bilimsellik adina bana gok sey
Ogreten Prof. Dr. Juan Scornik’in adini da burada sayglyla anmadan gegemiyecegim. Son
olarak ta, tim Ogretim hayatim boyunca daima bana destek olan annemi sikranla,
yurtdiginda bulundugum sirada vefatina son anda yetigebildigim sevgili babami ise hem

sUkranla hem de rahmetle aniyorum.

Dr. Nurullah AKKOG
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OZET

GUnUmlzde HLA uygunsuziugu ile vericide olan fakat alicida olmayan HLA
antijenlerinin varig anlagilir. ‘Ancak HLA molekillerinin aminoasit (AA) sekanslarinin
‘belirlenmig olmasi bu yaklasimi modifiye etme arayiglarina yol agmigtir. Bu paralelde , HLA
‘uygunsuziugu olan durumlarda verici ile alici arasindaki farkl HLA antijenlel;inin sayisi
yerine verici ile alicinin HLA antijen molekUllerindeki farkliik gésteren AA substitusyonlarinin
sayisinin dikkate alinmasi gerektigi ileri sirtimektedir. HLA B62 ile B46 molekll 66 ve 76.
AA’ler arasindaki segment hari¢ birbirleri ile identiktirler. B62'ye baglanan fakat B46'ya
ﬁaglanmayan bir antikorun epitopu bu bélgede olmalidr. Bu galismada kendi HLA
antijenlerinden en az birisinin 66-76. AA segmenti HLA-B62 ile ayni olan sensitize hasta
~ serumlan kullanildi. Serumlar 6nce Homozigot Tiplendirme Hucreleri (HTH) 9031 (A2,B62)
‘ ile absorbe ve elue edildi. Elde edilen eluat daha sonra HTH 9066 (A2,B46) ile absorbe
edildi. Bu sekilde elde edilen antikor preparasyonunun B62'ye baglanip B46'ya
baglanmadigi flow sitometrede gosterildi. Bu antikorlar daha sonra 20 HTH'lik bir panele
karg! flow sitometrede test edilerek , hangi HLA antijenlerine baglandiklari saptandi. Antikor
spesifisitelerinin HLA molekdllerinin AA sekanslari ile birlikte analizi gosterdi ki bunlar 66-
76. segmentteki AA'lere ilave olarak U¢ boyutlu yapida bu segmente yakin olan AA’leri de
taniyorlardi. Sonug olarak yabanci HLA molekultndeki alicinin kendi HLA molekullerindeki

ile ayni olan AA rezidileri, bagka bolgelerdeki farkli AA rezidUleri ile interaksiyona girerek

alloantikor cevabini uyaran epitoplar olusturabilirler.




————

GIRIS

insan Idkositlerine baglanan alloantikorlari ilk olarak 1950'li yillarda Dausseut
saptamig ve Mac olarak adlandirdi§i bu antijenin histokompatibiletede rol oynayabilecegini
ileri sirmustr (1). Ardindan gesitli I6kosit antijenlerinin olusturdugu Hu-1 sistemini tarif
eden Dausseut daha sonra bu alandaki galigmalari nedeniyle Nobel 6dulini kazanmistir.
Van Rood ve Van Leeuven 4a ve 4b adini verdikleri ilk allelik I6kosit antijenlerini tarif
ederek bugunki majér histokompatibilite kompleksi (MHC) adini verdigimiz bu sistemin
anlagiimasina blytk katkida bulunmuglardir (2). Bu kisiler bu antijenlerin belirlenmesi igin
hamile kadinlarin serumlarinin kullanilabilecegi fikrini ilk ortaya atan kisiler olmus ve
kompatur analizleri kullanarak bu alandaki bilgilerin gok stratle gelismesini saglamiglardir.

insanda Human Leucocyte Antigens (HLA) da denilebilen majér histokompatibilite
kompleksinin transplantasyonda rol oynadiginin ilk isiklari 1962 yilinda yapilan kigik bir
retrospektif caligmadan gelmistir (3). Terasaki ve grubu ise 1968 yilinda yaptiklar detayl
bir retrospektif caligmada HLA uygunlugu ve kadavradan yapilan bébrek transplantasyonu
arasindaki iligkiyi ortaya koymuslardir (4). Bu arastircilar bes major antijen baktiklar
hastalarinda HLA uygun transplant yapilanlarin kreatin klirenslerinin daha distk oldugu
ve rejeksiyon ataklarinin sayisinin daha az oldugunu gérmuslerdi . O zamandan beri
yapillan gok sayidaki caligmalarin biylk gogunlugu da bu sonuglan desteklemistir..
Siklosporinin transplantasyon alaninda kullanima girmesinden sonra HLA uyguniugunun

artik faydall olmadig bazi arastiricilar tarafindan ileri strdlmisse de bunun dogru olmadigi



anlagiimigtir. Siklosporin kullanan 40.000 hastallk gok merkezli bir galigmada HLA
antijenleri arasinda uygunluk oldugunda yapilan transplantasyonlarda 10 yilda graft yagami
canli dondér kullanidiginda % 88 , kadaverik donér kullanildiginda '% 52 olarak
bulunmustur (5). HLA  antijenleri arasindaki uygunluk derecesi koéti olan
transplantasyonlarda ise bu rakamlar canli donér kullanildiginda %49, kadavra donér
kullanildiginda %31 idi.

insanda majér histokompatibilite kompleksine HLA kompleksi de depir. HLA
kompleksi 6. kromozomun kisa kolu Uzerinde 4 santimorganlik bir alan kaplar. HLA lokusu
Uzerinde 7 genetik locus belirlenmigtir: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D, HLA-DR, HLA-DP
ve HLA-DQ. HLA kompleksi Gzerinde oldugu bilinen baska genler de vardir (C2, C4 ve
properdin gibi). HLA lokuslar son derece polimorfiktir. HLA-A lokusunda 23, B lokusunda
47 ve C lokusunda 8 allel vardir ve bunlarin sayisi her gegen gun artmaktadir. Bir
kromozom Uzerindeki farkl lokuslardaki allellerin birbirine gok yakin olmasi nedeni ile
bunlar ebeveyden gocuga birlikte nakledilirler. Anne ve babadan birer kromozom geldigine
gobre her insanda biri anneden , digeri babadan gelen iki HLA haplotipi vardir.

Dokulardaki dagilimlarina ve strukturlerine gére HLA antijenleri iki sinifa ayrilir. Sinif
| antijenler HLA-A, B, C; Sinif Il antijenler ise HLA-D, DR, DP, DQ dur. Sinif | antijenler
hemen butun hicrelerde bulunur. Sinif | HLA molekdilleri 44.000 molekul agirh@indaki ¢ok
polimorfik olan bir glikoprotein ve 15. kromozomdaki bir genin Grinu olan 12.000 molekul
agirhgindaki non-polimorfik 8,-mikroglobulinden olusur. Polimorfik bdlge 338 aminoasitten
(AA) olusup ¢ bdlgeye ayrilir: Ekstraselltler hidrofilik bolge (1-281), transmembrandz

hidrofobik bdlge (282-306) ve intrasellller hidrofilik bolge (306-338). Ekstrasellller boige




2, VE ay olmak Gzere U¢ kivimdan olusur. Sinif i antijenleri ise monositlerde, B
‘ wfositlerinde ve aktive olmug T lenfositlerinde bulunur. Bu antijenlerin molekduileri non-
kovalent olarak birbirine baglanmig rpolekﬁler agrrliklari 34.000 ve 29000 olan iki
glikoprotein zincirinden olugur.

Son yillarda transplantasyon immunolojisi alanindaki en blyik gelismeler arasinda
HLA molekilindn kristalografik inceleme sonucu g boyutlu yapisinin anlasulmésn (6) ve
HLA molekullerinin AA sekanslarinin ortaya konmasi sayilabilir (7). Bugun yaklagik olarak
50 kadar HLA molekUlinin AA sekansi bilinmektedir.

GunOmuzde, HLA uygunsuziugu denilince donérde alicida olmayan HLA
antijenlerinin mevcut oldudu anlagilir. Ancak, gittikge artan sayida HLA antijeninin AA
sekanslarinin ortaya konmusg olmasina paralel olarak HLA uygunsuzluQUnun tarifindeki bu
hep veya hig yaklagiminin gézden gegirilmesi gerekmektedir. Ornegin, uygunsuz HLA
antijeninin AA sekansi polimorfik bélgede (a, ve a, kivrimlar) hastanin kendi HLA
antijeninden 9 AA (HLA-A30 ’a kargi A3) veya 24 AA (HLA-A30’a kargi A24) gibi degisik
sayida AA farkligi icerir. Bu nedenle HLA-A30 antijeni taglyan bir kiginin HLA-A24’e
gbsterecedi immun yanitin  HLA-A3'e gdsterecedi immun yanittan daha kuvvetli olmasi

enebilir. Ayrica, bir HLA antijeninin immunojenitesi sadece farkli AA’lerin sayisina bagli

; ayni zamanda bu AA rezidUlerinin natGrGne ve HLA moleklld Gzerindeki

okalizasyonlarinin erigilebilir (o sarmali) veya erisilemez (8 kirmali tabakasi) olmasina da
‘ dir (7). Bu bilgilerin 19131 altinda 6z ve yabanci HLA molekdlleri arasindaki her farkl AA
bstitusyonu potansiyel bir epitop olarak kabul edilebilir (8). Bdyle bir yaklagimda 6z ve

yanci HLA molekdlleri ayni pozisyonda ayni substitusyonlara sahipse bu pozisyon igin



HLA molekdlleri arasinda uygunluk oldugu kabul edilir. Ancak bu uygun rezidiler HLA
molekdlinin bagka yerlerindeki farkli substitusyonlarla interaksiyona girerek antijenik bir
epitopun olusturulmasina katkida bulunabilirler. EGer bu dogruysa bir AA rezidQ farkliig
tek bagina degil fakat 6z ve §l$6an01 HLA molekulleri arasindaki diger farkliliklar da dikkate
alinarak degerlendiriimelidir. Bu galigmada bu olasilik arastiriimigtir.

HLA B62 ve HLA B46 molekilleri «, kivrim'inin a heliksi ﬁierindeki bir
segmentindeki 7 AA hari¢ birbirlerinin aynidirlar. Dolayisiyla B62'ye baglanip B46
molekuline baglanmayan antikorlarin epitoplarina bu 7 AA’in bir veya daha fazlasinin
katkida bulunmasi gerekir. Bu caligmada HLA antijenlerinden birisinin 66 ve 76. AA’leri

arasindaki AA segmenti, HLA B62 ile identik olan sensitize olmus hastalarin serumlari

kullanildi. Amacimiz bu hastalarin B62'ye baglanan, fakat B46 'ya baglanmayan antikorlara
sahip olup olmadigini gérmekti. Bdylece yabanci HLA molekdld Gzerindeki hastanin 6z

HLA antijenlerine identik olan rezidllerin epitop olusumuna katkida bulunup

bulunamayacagini anlamak mimki{n olacakti.




MATERYEL VE METOD

Hucreler: Onuncu Uluslararasi Workshop'ta tamimlanan HTH'ler (9), ASHI (American
Society for Histocompatibility and Immunogenetics) kanaliyla temin edildi ('ﬁésue Typing
Laboratory, Brigham and Women’s Hospital, Boston,MA). Hicre kulturleri % 10 fétal dana
serumu, % 1 L-glutamin, 10° IU/L penisilin, 0.1 g/L streptomisin, 50 mg/L gentamisin,
| 0.25 mg/L amfoterisin iceren RPMI 1640 besiyerinde % 6 CO, igeren nemli hava
ortaminda muhafaza edildiler. Bu galigmada kullanilan HTH’lerin fenotipleri daha énce
serolojik (10) ve biokimyasal (11) tekniklerle tayin edilmistir. HTH 9031 (A2,B62) B62.3
subtipine sahiptir (11). Bu, HLA-B62'nin sahip oldugu bes varianti arasinda en sik
rastlananidir. HLA-B62'nin bitln variantlarinin sekanslar yakin zamanda bildirilmigtir (12).

B62.3'Un AA sekansi daha 6nce B62 olarak yayinlanan sekansin aynisidir (13).

Hastalar ve Serumlar: Bu ¢aligmada kullanilan serumlarin temin edildigi yedi hastanin hepsi
de renal transplant adaylariydi. Bes hasta (#1-5) 66-76. AA segmenti B62 ile ayni olan en
az bir HLA-B antijenine sahipti. iki hastanin (#6-7) HLA-B antijenlerinin 66-76. AA
segmenti HLA-B62’den farkliydi. Monospesifik anti-B46 serumu Dr. Dasnayanee
Chandanayingyong’un ( Siriraj Hospital, Mahidol University, Bangkok, Thailand) nazik bir
hediyesiydi .
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Monoclonal Antikorlar: BB7.1, W6/32 ve L243 hybridoma’lari American Type Culture
Collection’dan (Rockville, MD) temin edildi. BB7.1 HLA-B7'yi tanir. W6/32 Sinif I, L243 Sinif

Il HLA antijenleri Gzerindeki polymorfik olmayan determinantlara baglanir.

Absorpsiyon ve elusyon Calismalan: Hicreler (50x10°/ml olacak sekilde) 4°C de 2 saat

serum ile enkUbe edildikten sonra santrifije edilerek absorbe edilmis serﬁm ayrid.
Eluatlarin olusturulmasi igin, ilk absorpsiyonda kullanilan HTH'ler % 0.1 sodyum azid
iceren fosfat tamponlu tuzlu solusyonda (FTS) 6 kez yikandi ve elusyon tampon solusyonu
ile (0.05 M glisin-HCI, 0.15 M NaCl, pH 2.3) 4°C de 30 dakika enkibe edildi. Kullanilan
tampon elusyon solusyonunun miktari baglangigta kullanilan serum miktarinin yarisi
kadardi. Santrifije edildikten sonra eluat toplandi ve 1 M Tris base, pH 9.0 ile pH 7.2 ye
tamponlandi ve kullaniincaya kadar -80°de muhafaza edildi. Absorbe serum veya eluatlari
elde etmek igin absorpsiyon iglemi ayni hiicre/ volum orani kullanilarak iki kez tekrarland..
Sinif Il antikorlari yok etmek igin énceden asit elusyon tamponu ile enkibe edilmis HTH'ler
ile absorpsiyon yapildi. HTH'ler 4 dakika 40 ul/10° olacak sekilde asit elusyon
tamponunda bekletilerek absorpsiyon igin kullanimadan énce iki defa yikandilar. Sinif |
Antijenlerine kargi olan Antikor'lar yok etmek igin karigik trombosit stispansiyonlar ile

(Scantibodies, Santee, CA) de absorpsiyonlar yapildi. Serum veya eluat esit hacimdeki
trombosit kitlesi ile iki kez (2 saat, oda sicakliginda) absorbe edildi. Hastalarin serumlan
baglangigta 30 hucreli bir panelde konvansiyonel sitotoksisite ile test edilerek % 40'in
Uzerinde panel reaktivitesine sahip oldugu gosterilmisti. Absorbe serumda absorpsiyon

icin kullanilan hicrelere kargi reaktivitenin kayboldugu ve eluatta bu reaktivitenin tekrar



ortaya ¢iktigi her basamakta test edilerek absorpsiyon ve elusyon prosedurinun etkinligi

kontrol edildi.

isite: Modifiye-Amos NIH teknigi kullanildi (14).

Flow Sitometre: HTH'ler (5x10° hiicre/tip) 10 ul serum , 20 ul eluat \;eya 50 ul
monoklonal antikor ( doku kultiri stpernatanti) ile enklbe edildiler. FTS ile U¢ kez
yikandiktan sonra hucreler floresanla konjuge edilmis F(ab), kegi anti-human IgG

(Cappel, West Chester, PA) veya monoklonal antikorlar igin floresanla konjuge edilmis
koyun anti-fare IgG (Cappel) ile tekrar enklbe edildiler. Hicre analizi logaritmik skalada
10 000 hicre sayarak FACSTAR da (Becton Dickinson,Sunnyvale, CA) yapildi. Sonuglar
ortalama kanal floresans yogunlugu veya test edilen érnegin ortalama kanal floresansinin
negatif kontrolununkine orani olarak verildi. Hastanin serumu igin (absorbe edilmig veya
ediimemig) negatif kontrol olarak normal serum, eluat igin ise FTS negatif kontrol olarak
kullanildi. Batin deneylerde kulanilan normal serum ayni idi ve alloimmunizasyon
gbstermeyen bir gsahistan alinmigti. Immunize olmamig diger 5 kisiden alinan serumlar farkli
HTH'lerle test edilip sonuglar kontrol olarak kullanilan normal seruma oran olarak
verildiginde, elde edilen ortalama oran 1.2 + 0.2 (ortalama + SD) idi. Bu ylzden 1.8 den
| buydk (ortalama + 3 SD) oran degerleri pozitif ve 1.6 dan kiglk ( ortalama + 2 SD) olan
‘oran degerleri negatif olarak kabul edildi. Elde edilen aradaki de@erler pozitif veya negatif
olarak degerlendirilmeden énce bu deneyler tekrarlandi. Sinir degerlerinin saptanmasi icin

bircok eluat spesifik bir HTH ile absorbe edildikten sonra ayni HTH’lere kargi test edildi



(n=38). Sonuglar negatif kontrol'un FTS’ye orani olarak verildiginde ortalama oran 1.09
+ 0.24 idi. Bu deQerler yukarda agiklandigi gibi pozitif ve negatif sinir giegerlarini
belirlemek igin kullanildi (15).
- Flow sitometre Candida Albicans’a karsi antikorlar arastirmak igin de kullanildi.
Organizmalar klinik laboratuarindaki taze kultirlerden alinip, kullanmadan énce %10
*formolde fikse edililer. '.

Istatistiksel analiz: Antikor reaktivitesinin yayinlanmig sekanslardaki belirli bir pozisyondaki

~ AA'in varlig ile birlikteligi Fisher testi ile aratrildi.




SONUCLAR:

Deneysel yaklagim: Figir 1’de gortldigu gibi yedi pozisyonda farklilik gosterdikleri

66 ve 76. pozisyonlar arasindaki segment haric HLA-B62 ve HLA-B4é birbirlerinin
‘aynidirlar. Bu nedenle B62'yi taniyip B46'y:

ayan bir antikor (ister spontan olarak

mus olsun, isterse B46 pozitif
HTH’lerle absorbsiyon yapilarak B62
spesifik hale getiriimis olsun) B62 molekll
Uzerindeki 66 ve 76. pozisyonlar
arasindaki bir veya daha fazla AA B4 —— IR —

rezidisund tanimak zorundadir. Eger

antikoru yapan kisginin kendisi 66 ve 76.

pozisyonlar arasindaki AA segmenti
B62'nin ayni olan, érnegin B60 antijenini
tagiyorsa bu bize yabanci HLA molekulu

Ozerindeki kisinin kendi HLA

“antijenlerindekiyle ayni olan reziduleri de Figir 1: HLA-B46,B62 ve B80'n  a,

kivrimlarinin  primer  striktUrlerinin  gematik
taniyabilecegini gosterecektir. olarak kargilastirimasi.
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nif 1l antik n iyonu: HTH’ler hem 'smlf I ve hem de sinif |l antijenleri

eksprese ettikleri igin, hasta serumlarinin sinif Il antijenlere karsi antikor icermediklerini

gostermek Onemliydi. Ancak trombositlerle yapilan absorpsiyonun bazi hastalarin

L

serumlarindaki aktivitenin tamamini yok etmemesi bu hastalarin serumlarinda sinif Il

antikorlarin bulundugunun bir igaretiydi. HTH'lerin asid tamponla muamele edilince 8,-

~ mikroglobulin sinif | HLA antijeninin agir zincirinden ayrilarak HLA molekUlinin tersiyer

[ yapisinin bozuldugu bilinmektedir. Sinif | HLA antijenlerini taniyan gerek alloantikorlar (16)
gerekse monoklonal antikorlar (17) artik tersiyer yapisi degismis molekule baglanamazlar.
Tablo 1'de gérlldugu gibi asid tamponla muamele edilen HTH’lere Sinif 1l antikorlarin
baglanabilmesinde bir azalma olmamasina ragmen sinif | antijenlerine kargi olan

antikorlarin baglanmasinda belirgin bir azalma oldu.

' TABLO 1.  Asidle muamelenin Sinf | ve Sinf Il antikorlann HTH'lere baglanmasina

etkisi’

: Asid tamponla muamele Asid tamponla muamele
edilmemig HTH’ler edilmis HTH’ler

- BB7.1? (anti-HLA-B7) 35 40

‘W6/32 (anti-sinif I) 1683 109

1243 (anti-sinif 1)

‘Normal insan serumu 27 50

‘Hasta #7 (anti-sinif |) 1242 54

?Sonuglar ortalama kanal floresans intensitesi olarak gdsterilmistir. Hedef HTH olarak
‘monoklonal antikorlar igin #9031 (A2,B62) ; ve normal insan serumu igin #9007 (A2,B57)
kullanild. _

“Diger monoklonal antikorlar igin negatif kontrol olarak BB7.1 kullanild.

11



Asit tamponla muamele edilmig HTH’lerle absorpsiyon yapildiktan sonra spesifik bir
HTH'ye kargl sinif | antikorlara sahip oldugu bilinen hasta serumunun (cunkd bu
serumlardaki tUm reaktivite trombosit absorpsiyonlarindan sonra kayboluyordu) hedef
HTH’ye karsi gbsterdigi reaktivitede bir degisiklik olmadi. Bundan sonraki deneylerde
kullanilan buttin antikor preparasyonlan gerektiginde énceden asit tamponla muamele
edimis HTH’lerle absorbe edilerek sinif 1l antikorlardan temizlendi.. Trombosit
absorpsiyonlariyla aktivitelerinin  kayboldugu kontrol edilerek sadece Sinif .I HLA

antikorlarini igerdikleri gosterildi.

HLA-B46 ile raz_reaksiyon gostermeyen i-B62 antikorlann_el
edilmesi: 66 ve 76. AA’ler arasindaki segmenti HLA-B62'nin ayni olan en az bir HLA-B
antijeni tagidiklar icin secilen 48 sensitize hastanin serumlarini inceledik. Bes serum HTH
9066 (A2,B46) ile absorbe edildikten sonra hala HTH 9031’e (A2,B62) kargl belirgin
reaktivite gosteriyordu (Tablo 2, sttun 1 ve 2). Bu hastalar su HLA antijenlerinden bir veya
ikisini tagiyorlardi: HLA-B44, B37, B47, B60. Bu antijenler 66-76. pozisyondaki rezidilerde

HLA-B62 ile identiktirler.

HLA-B46 ile

HLA-B62'yi taniyip B46’ylI tanimayan antikorlara sahip bu bes hastanin Gginin bundan
sonraki deneylerde kullanmaya yetecek serumu vardi. Ayrica, HLA-B antijenlerinin 66-76.
pozisyonlar arasindaki AA segmenti B62 den farkli olan iki hastanin serumu da kullanildi
(Hasta 6,7). Bu hastalarin serumlan énce HTH 9031 (A2,B62) ile absorbe ve elue edildi.

Elde edilen eluatlar daha sonra HTH 9066 (A2,B46) ile absorbe edildi. Anti-sinif 1l

12
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02  Asidle muamele edilmig HTH'ler ve trombositlerle absorpsiyonun etkisi'.

HTC 9066 (A2.'

HLA tipi HTC 9031 (A2,B62)'ye

kars! reaktivite kars! reaktivite
Situn 1 2 3 4 5 . 6
Abs'da kullaniimig HTC # - 9066 - 9066 9066 ¥ 9066
Abs’da kullaniimis asidle
muamele edilmig HTC # - - - 9031 9031 > -
Trombositlerle absorpsiyon - - Evet Hayir Evet -
Hasta #1 A2,23;B44 326 156 30 - - 41
Hasta #2 A2,24;B14,37 266 142 46 = - 43
Hasta #3 A24,30;B60 892 374 124 177 26 22
Hasta #4 A2,34;B44,47 834 402 446 182 30 32
Hasta #5 A2,28;B44 1038 410 406 217 30 32
Normal serum 32-40 ‘ 24-31

'Sonuglar ortalama kanal floresans intensitesi olarak gésterilmistir.
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antikorlar igerdigi bilinen bir hastadan elde edilen eant ilaveten asitle muamele edilmis
HTH’lerle absorbe edildi. Bu nedenle elde edilen en son preparasyon sadece HLA-B62'ye
baglanip B46’ya baglanmayan antilgorlan iceriyordu (Tablo 3). Bu eluatl;ann bir HTH
paneline kargi reaktivitesi flow sitometre’de 6lglldl (Tablo 4). Eluatlarin reaktivite
gosterdigi ve gbstermedigi farkh HTH'lerden yararlanarak her hastanin tanidigi HLA

antijenleri saptandi (Tablo 5).

Hasta #1 : Eluat 16 HTH'den 8'ine kargi reaktivite gésterdi. HLA-B8, B18, B35 or
B51'den herhangi birini tasiyan HTH’lerle yapilan absorpsiyonun B62'ye kargi tim
reaktiviteyi ortadan kaldirmasi preparasyondaki antikor aktivitesinin bir veya birkag antikora
Dbagl oldugunun bir kanitiydi. Antikoru baglayan HLA antijenlerinde bulunan ve antikorun

5z madigi HLA antijenlerinde bulunmayan 41-43. pozisyondaki alanin-serin-pirolin
or reaktivitesi ile istatistiksel bakimdan anlamii bir korelasyon gésterdi (Tablo 5).
Hasta #2 : Bu antikor 11-12. pozisyonda alanin-metionin ve 74. pozisyonda tirozin
aslyan HLA antijenlerini tanidi (p < 0.0008 ve p < 0.002, sirasiyla). Bu rezidilere sahip
dldugu halde antikoru baglamayan tek HLA antijeni B44 idi. B44 hari¢ antikorun tanidigi
Utlin HLA antijenleri hem 11-12. pozisyonda alanin-metionin ve hem de 74. pozisyonda
rozin tagiyorlardi (p < 0.00004). HLA molekllinin Gg boyutlu yapisinda 11-12. ve 74.
ozisyonlarin birbirine ¢gok yakin olmasi dikkat ¢ekicidir.
Hasta #3 : Bu antikor test edilen HLA antijenlerinden sadece HLA-B35 ve B62'yi

.

anidi. Bu hasta 47-90. pozisyonlar arasi (bu e, kivriminin biit{in o heliksini kapsar) B62'nin

olan HLA-B60 antijenini tagimaktadir. Bu iki molekilin «, kiviimlarindaki farkliliklar 8




kirmall tabakasinda yerlesik olan 9, 24, 32, 41, 45 ve 46. pozisyonlardir. gﬂwnmlnda 66-
76. AA segmenti ile kivnimlar arasi kontakt yapan reziduler 95, 97 ve 99. &zl!ygngakl
AA’ler olup (2) bu pozisyonlardaki AA’ler B62 ve B60'in her ikisinde aynidir. [;O|ayl%%)
B62 epitopunun taninmast igin yukarida belirtilen , kivriminin 8 katmanlarinda yerlegik Bgﬂg.
ve B62 arasinda farklilik gbsteren reziduler rol oynamalidir. 24. pozisyondaki alanin ve 66.
pozisyondaki izoldsin antikor baglanmasi ile korelasyon gdsterdiler. Molekdiliin Ug boyutlu
yapisinda her iki rezidU birbirlerine gok yakindir.

Hasta #6 : B57’yi tanimanin diginda bu antikorun reaktivitesi 3. hastaninkine buyuk
benzerlik gdstermekteydi. Bu antikorun B57’ye kargl reaktivitesi zayif olmakla birlikte
tekrarlanan deneylerde zayif pozitifik sebat etti. 74. pozisyondaki tirozin ve 24.
pozisyondaki alanin antikor reaktivitesi ile korelasyon gdsterdi.

Hasta #7: Bu eluat test edilen 14 HTH'den 10'unu tanidi. 11-12. pozisyonlardaki
alanin-metionin (p < 0.008), 69-71. pozisyonlardaki treonin-asparajin-treonin (p < 0.007),
74. pozisyondaki tirozin 74 (p < 0.007) ve 113. pozisyondaki histidin (p < 0.03) antikor
reaktivitesi ile istatistiksel bakimdan anlaml korelasyon gdsterdiler. Fakat, daha énce
yaptigimiz bir caligmadan biliyoruz ki bu hastanin serumunda B62'ye baglanan fakat
B46’ya baglanmayan en az iki tip antikor mevcuttu (14).

Monospesifik anti-B46 serum: Monospesifik oldugu bilinen bir anti-B46 serum 10
HTH'lik bir panele kargi flow sitometrede test edildi. Bu serum sadece HLA-B46 eksprese

eden HTH’lere kars! reaktivite gdsterip, diger HTH’lere baglanmadi.



Asidle muamele edilmis 9066 HTH’lerle absorbe edildikten:' sonra B62
spesifik eluatin reaktivitesi.'

Hedef HTH
9031 (A2,B62) 9066 (2,46)
195 38
186 38
a #3° 105 30
105 29
250 42
26-28 26-31

'Sonuglar ortalama kanal floresans intensitesi olarak gOsterilmigtir.
“Bu hastadan elde edilen eluat asidle muamele ediimis HTH’lerle absorbe edilerek sinif
Il antikorlardan temizlenmigti.
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HTH paneline karsi antikor reaktivitesi.

31 66 33 86 46 38 67 68 09 26 43 54 47 16 07 75
2 2 3 1 2 2 2 2 1 26 1 2 3 2 2 24
62 46 7 8 13 18 27 35 37 38 41 44 47 51 57 60
Hasta 1 + - + + - + - + + - - - - + + =
A2,23; B44
Hasta 2 + - - - + - - + - - + - + + + ¥
A2,24.B14,37
Hasta 3 + - - - - + = o - - - =
A24,30; B60
Hasta 6 E - - - - - - + - = = = i -
A2,3;B7,8
Hasta 7 + - - + + + - + + - + + + +
A2,34; B7

'HTH numaralan 4 basamakiidir. Biitiin hepsinin ilk iki rakami 90'dir kolaylik icin tabloda sadece son iki rakam belirtilmigtir.
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LO 5. Hastalann antikorlannin HLA antijen ve epitop spesifisiteleri..

Hastalar
1 2 3 6 ' 7
B7 B13 B35 B35 B8
B8 B35 B62 ‘B57 B13
3 B18 B4l . B62 B18
koru baglayan B35 B47 B35
\ Antijenleri B37 B51 B41
B51 B57 ; B47
B57 B60 B51
B62 B62 B57
B60
B62
Al a1 Al Al A2
l A2 A2 A2 A2 A3
. A3 A3 A3 el v B7
] A24 A24 A24 A24 B27
tikoru baglamayan A26 A26 A26 B7 B44
antijenleri B13 B7 B13 B8 B46
B27 B8 B18 B13
B38 B18 B27 B18
B41 B27 B38 B27
B44 B37 B41 B41
B46 B38 B44 B44
B47 B44 B46 B46
B60 B46 B47 B47
B57 B51
B60 B60
A pozisyon no 41 11 24 24 74!
42 12 66 74
43 74
> degeri 0.0008 0.00004 0.007 0.005  0.007

11-12, 69-71 ve 113 . pozisyondaki AA substitusyonlan da bu antikorun reaktivitesi ile
statistiksel bakimdan anlamli korelasyon gdsteriyordu.




TARTISMA

HLA antijenlerinin molekuler dizeyde yapisi hakkindaki bilgiler arttikca,

t . splantasyondaki Gnemi bilinen HLA antijenlerinin uygunlugunun geligtirimesi yéninde

yeni fikirlere ihtiyag vardir. Yabanci bir HLA antijeninin immunojenitesi, muhtemelen, bu
__ ijlenin hastanin kendi HLA antijenlerinden molekller dizeyde ne kédar farkliik
)osterdigine baghdir. Bu farkliliklar molekuller arasindaki farkli AA substitusyaonlarinin
ayisl, natlrl ve yerlesimleriyle ifade edilebilir. Ancak, bu farkliiklarin nasil analiz
dilebilecedi konusu halen agik degildir. Ornedin HLA-B46, B60 pozitif bir hasta igin HLA-
f‘f antijenik 6zelliktedir. HLA-B62 ile B46 66, 67, 69, 70, 71, 74, ve 76. pozisyonlarda
wkll AA’lere sahiptirler. Fakat hastanin diger HLA antijeni , B60, 66-76. pozisyonlar
asindaki segmentte B62’den higbir farkliik géstermez. Dolayisiyla yabanci ve 6z HLA
jienleri arasindaki farkliliklar analiz edilmek istendiginde iki yéntem segilebilir. Bir
lemde, hastanin kendi HLA antijenlerinden bir tanesi yabanci HLA antijeniyle mukayese
ek Uzere segilir. B60 ve B62 a, ve a, kivimlarinda 14 pozisyonda farkli AA igerirler.

6 ve B62 arasindaki fark ise 7 AA'tir. Bu B60 ile B62 arasindaki farktan daha az oldugu
‘burada karsilagtirmall analiz igin hastanin HLA antijenlerinden B46 segilmelidir. Diger

' yontemde, hasta ve donér HLA antijenlerinin karsilastirmali analizi yapilirken hastanin
antijenlerinden birisinin segilmesi yerine hastanin bitin HLA antijenleri birlikte
endirimeye alinir. Yukandaki ornekte B62'nin B46’dan farklik gosterdigi AA
:gmentine B60 aynen sahip oldugu igin bdyle bir analiz yapildiginda hasta ile yabanci

A antijeni arasinda farklilik gésteren AA sayisi 0°dir. Boyle bir analizin hakiiig yukaridaki

19




ekteki 66, 67, 69, 70, 71, 74, ve 76. pozisyonlardaki AA’lerin alici tarafindan farkh
gorulip goérulmedigine baghdir.

Bu sistemde (Figur 1), B62'yi taniyip B46’y1 tanimayan bir antikor mutlaka 66-76.
AA'leri taniyor olmalidir. 66-76 AA segmenti B62 ile identik olan bir HLA antijenine sahip
n hastalar bdyle bir antikoru bu calismada goéruldigu gibi gelitirebildigine gére bu
segmentin hastanin HLA antijenlerinkiyle uygun oldugu sdylenemez. 862'-nin bes subtipi
wardrr (12) ve 9031 HTH’deki B62 nin biokimyasal olarak B62.3 oldugu gdsterilmistir. Bu
ubtipin AA sekansi daha 6nce yayinlanan B62 ile aynidir (13).

Yaptiklar B62+ B46- antikorun spesifisitesini aragtirabildigimiz 5 hastadan 4’Gn(in
ettikleri antikorun reaktivitesi 66-76 segmentindeki bazi AA’lerin varligi ile korelasyon
eriyordu (Tablo 5). Bu antikorlarin reaktivitesi molekUlin bagka bdlgesindeki
rezidulerin varhigi ile de korelasyon gosteriyordu ki bunlar molekulin G¢ boyutlu yapisi géz
une alindigi takdirde 66-76. pozisyonlara gok yakindilar. Bu sonuglar, 66-76 AA
entinde yerlegsmis bazi AA’lerin G¢ boyutlu yapida kendilerine yakin bulunan bu
rezidilerle etkilesim icine girerek antikorun baglanmasi igin epitop olusturduklarni
3UsUndlrdr. Birinci hastadaki antikor 66-76. pozisyonlardaki rezidilerle korelasyon
postermedigi gibi, B46 molekulinde de bulunan 41-43. pozisyonlardaki AA’leri taniyor
@0zUktd. MUmkUndar ki B46 molekulindeki 66-76. AA segmentindeki rezidulerden bir
veya birkagl bu antikorun B46’ya baglanmasini engellerler. Bu antikorun 66-76. AA
‘segmentinde B62 ile hemen hi¢ benzerligi olmayan, fakat 41-43. pozisyonlarda B62'ye

entik olan B7’ye bagdlanmasi da bu gérlsu destekler.

Belirlenmig bir epitopu taniyan antikorun epitopa baglanmasinin molekilin baska
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elerindeki degisikliklerden etkilendiginin literatirde Ornekleri vardir. Fare sinif |l
molekdullerinin « zincirindeki la polimorfizmini taniyan monoklonal antikorlann B zincirindeki
spesifik polimorfizme bagli oldugu goésterilmisti (18). Anti-HLA sinif | monoklonal antikorlar
G de benzer bir 6rnek vardir. MB40.2 monokional antikoru HLA-B42 molekaliiniin @,
ancirindeki 177-180. pozisyonlar tanir. Ancak bu antikor tim «, zinciri B42'ye identik olan
8 moleklline baglanmaz (19). Benzer sekilde HLA-B7'yi taniyan G¢ tahe monoklonal
itikorun molekUle baglanmasi, epitopik boélgelerin diginda olan ve erigilebilir bir konumu
2 olmayan 45. pozisyondaki rezidinun mutasyonu ile ortadan kaldirnlabilmigti (20). Butin
ounlar gdsteriyor ki bir HLA antijeninin immunolojik olarak taninabilmesinde, farkl
mlarda yerlesik ve hatta erigilemez konumdaki rezidUlerin interaksiyonu sonucu olugan
ormasyonel degisiklikler rol oynayabilir. HLA molekultnutn ortasindaki olukta yerlesik
2ptidin benzer sekilde degisiklikler yapabilip yapamayacaginin arastinimasi gerekir.
Bu caligmanin sonuglar gdsteriyor ki  iki HLA antijeni arasindaki spesifik
pozisyonlardaki AA farkliliklarinin analizi diger pozisyonlardaki farklliklar da gbéz énine
madan HLA antijenleri arasindaki uygunluk derecesini belirlemede yardimci olamaz.
Diger yandan iki HLA antijeni arasindaki farkli AA’lerin toplam sayisinin, bu HLA
ijenlerinin birbirleri icin antijenik olma kapasiteleriyle orantili olmasini distinmek akla
kindir. Ancak iki veya daha fazla uygunsuz HLA antijeni bulundugu durumlarda
‘molekller dizeyde uygunluk analizinin nasil yapilacag hentiz belli degildir.Bu alanda
yapilacak benzer galigmalar molekiler dizeydeki analizin en iyi nasil yapiimasi gerektigini

‘aydinlatmaya katkida bulunacaktir.
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ABSTRACT:

Applying absorption-elution techniques with homozygous typing éells and flow
, @ number of alloantibodies that recognized HLA-B62 but not B46 were
ntified. B62 and B46 are identical except in amino acids 66-76, which are probably
ognized by the B62-specific antibodies. The patients who made these antibodies,
aver, had HLA antigens sharing amino acids 66-76 with B62, indicating that residues
are identical to the patient’s own contribute to the antigenic determinants of foreign
A molecules. Fine specificity analysis of most of these antibodies revealed that they
ized residues in the 66-76 segment in addition to other residues which were
ated in close proximity to this segment. We conclude that mismatched amino acid
es located in one part of the HLA molecule can interact with residues that are not
from those in the patient’s own HLA molecules to form epitopes recognizable
ibodies. These findings should be helpful in improving our understanding of how
sse current knowledge at the molecular level for the purpose of matching transplant

ors and recipients.
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