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KAN TRANSFUZYONU YAPILMIS OLAN HASTALARDA VE RENAL
TRANSPLANTASYON GERCEKLESTIRILMIS OLAN HASTALARDA ANTI-
HLA ANTIKORLARININ TESPITI

Bu ¢alisma, en az 1 {inite kan transfiizyonu yapilmis olan hastalar ve renal
transplantasyon gerceklestirilmis hastalarda anti-HLA antikorlarmm varligimi tespit
etmek amaci ile yapilmistir.

Kan drnekleri Atatiirk Universitesi Gogiis Cerrahi, Genel Cerrahi ve Organ Nakli
servislerinden 15.10.2005- 15.05.2006 tarihleri arasinda toplanmustir.

Ik kez kan transfiizyonu ve multipar gebeliklerde tespit edilen anti-HLA
antikorlart daha sonra rejeksiyona ugranus organ nakillerinde, otoimmiin hastaliklarda
ve viral hastaliklarda da tespit edilmistir. Ortalama 5 iinite kan transfiizyonu olan
hastalarda gelisen bu antikorlar kisinin immiin sistemine bagl olarak 1 iinite kan
transfiizyonu sonucunda da olugabilmektedir. Organ nakillerinde ise bu antikorlarin
olusumu alict ve verici arasindaki HLA doku uyumuna gére degismektedir. HLA
uyumsuzluk sayisindaki artig, alicinin vericideki HLA antijenlerine karsi olusturacagi
antikor sayisin1 ve buna bagli olarak rejeksiyon riskini de arttirmis olacaktir.

Calismamiza, en az 1 iinite kan transfiizyonu yapilmis olan 105 hasta ve 12 renal
transplantasyon gergeklestirilmis olan hasta dahil edildi. Lenfositotoksitite yontemi ile
yapilan ¢alisma sonucunda kan transfiizyonu yapilmis olan grupta toplanan serumlardan
3 tanesi non-spesifik olarak kullanilan HLA antijenleri ile % 100 reaksiyon verirken 1
serum HLA-AlL, 1 serum HLA-A2, 1 serum HLA-A3, 3 serum HLA-A29, 1 serum
HLA-A3S5, 1 serum HLA-A68, 3 serum HLA-B7, 3 serum HLA-BS, 1 serum HLA-B27,
1 serum HLA-B49, 1 serum HLA-B51, 1 serum HLA-B62 ile reaksiyon verdi.

Renal transplantasyon hastalarina ait serumlardan bir tanesi HLA-B63, HLA-A2,

HLA-A30, HLA-AG6S ile reaksiyon verdi.



vl

Calismamizin  sonucu, kan transfiizyonu, multipar gebelikler ve renal
transplantasyonun anti-HLA antikorlarinin olusumu i¢in énemli rol oynadigimi gosterdi.
Anahtar  kelimeler: Anti-HLA antikorlari, kan transfiizyonu, renal

transplantasyon.



VIII

THE DETERMINATION of ANTI-HLA ANTIBODIES in PATIENTS that
WENT through BLOOD TRANSFUSION and RENAL TRANSPLANTATION

This study is performed for the determination of anti-HLA antibodies in the
patients who went through at least 1 unit of blood transfusion and renal transplantation.

The blood samples were collected from Ataturk University Thoracic Surgery,
General Surgery and Transplantation departments during 15/10/2005-15/05/2006.

The anti-HLA antibodies that were first determined in blood transfusion and
multipart pregnancies and also later were determined in organ transplantations which
have been rejected, in autoimmune diseases and viral diseases. These antibodies that are
formed in patients, who receive 5 units of blood transfusion, can be also formed in
patients who receive 1 unit of blood transfusion due to patient’s immunity system. But
in the organ transplantations, formation of these antibodies changes up to the HLA
tissue adaptation of the donor and the receiver. The increase in the number of mismatch
will also increase the number of the receiver’s antibodies against donor’s antigens and
due to this, will increase the risk of rejection.

105 patients who at least received 1 unit of blood transfusion ad 12 patients with
renal transplantation were included in our study. As a result of our study which was
accomplished with lymphocytotoxicity method, 3 serum which were taken from the
patients who received blood transfusion, non-specifically gave reaction with the HLLA
antibodies of all routine patients lymphocytes 100%, while 1 serum HLA-A1, 1 serum
HLA-A2, 1 serum HLA-A3, 3 serum HLA-A29, 1 serum HLA-A35, 1 serum HLA-
A68, 3 serum HLA-B7, 3 serum HLA-BS, 1 serum HLA-B27, 1 serum HLA-B49, 1
serum HLA-B51, 1 serum HLA-B62 gave reaction.

1 serum of renal transplantation patients gave specific reaction with HLA-B63,

HLA-A2, HLA-A30, HLA-A68 antigen.



IX

At the end of our study, it has been showed that, as a result of blood transfusion,
multipart pregnancies and renal transplantation HLA discordance, HLA antibodies can

be formed.

Keywords: Anti-HLA antibodies, blood transfusion, renal transplantation.



1. GIRIS VE AMAC

HLA spesifik antikorlarmin kan transfiizyonunda, gebelikte ve organ
transplantasyonu sonucunda olustugu bilinmektedir. Bu antikorlar poliklonal olup aym
molekiiliin farkli epitoplarina kargt olusmus olan antikorlari icerebilirler. Bu antikorlara
anti-HLA antikorlar1 ve tespit etmek i¢in yapilan testlere de anti-HLA antikor tarama
testleri ad1 verilmektedir.

Caligmamizda en az bir {inite kan transfiizyonu yapilmus olan kisilerden ve renal
transplantasyon gergeklestirilmis olan kisilerden aldigimiz serum Srneklerinde anti-
HLA antikorlarmnm varligini tespit etmeyi amagladik. Metodumuz, kan transfiizyonu
yapilmis kisilerin serumlarmin 3 set olacak sekilde ve renal transplantasyon
gergeklestirilmis  olan kisilerin  transplantasyon &ncesi  (PreTx) serumu ve
transplantasyon sonrast (Post Tx) 1., 7., 14., 28. giin, 3., 6. ay ve 1.yil serumlarinin 1
set olacak sekilde teresaki plaklarina dokiiliip, rutin HLA analizleri i¢in Tibbi Biyoloji
laboratuarina gelen hastalardan izole edilmis lenfositlerin plaklara eklenmesi ile
olusacak antijen antikor reaksiyonunu kompleman esliginde lenfositotoksitite yontemi
ile belirlemekti. Anti-HLA antikoru mevcut olan serumlarin, eger épesiﬁk ise hangi
HLA antijenlerine karsi olustugunu bulmak, eger spesifik degilse genel olarak HLA
antijenleri ile reaksiyonunun varligini tespit etmekti. Spesifik oldugu istatistiksel olarak
dogrulanan anti-HLA antikorlari, spesifik oldugu antijenini iceren 6nceden doku
tiplendirilmesi yapilmis hastalarin lenfositleriyle test edildi.

Calismamiz sonucunda elde edilen non-spesifik ve spesifik anti-HLA antikorlart
laboratuarimizda ¢esitli testlerde kullanilarak hastanemize de maddi destek

saglanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. INSAN LOKOSIT ANTIJENLERI (Human leucocyte antigens; HLA)

Immiinolojik ve non-immiinolojik fonksiyonu olan bir dizi genden olusan MHC
gen bolgesi ilk kez farelerdeki transplantasyon calismalari ile Peter Gorer tarafindan
1937 yilinda ortaya ¢ikarilmistir'™. Bu genlerin tirlinleri olan molekiiller, 1958 yilinda
Jean Dausset tarafindan tanmimlanmis, aymi yil Van Rood kan transfiizyonu yapilmis
kigilerin ve ¢ok dogum yapmig kadinlarin serumlarinda Ikositlere karsi olusmus
antikorlarin varligi gdstermislerdir™”. ilk doku antijenleri 16kositlerde saptandig: i¢in
insan 16kosit antijenleri (Human Leucocyte Antigens: HLA) olarak 'isimlendirilmistir.
Daha sonraki yillarda eritrositlerin diginda biitiin viicut hiicrelerinde bulunduklari ve
¢ok Snemli olduklar1 anlagilarak, bu grup antijen sistemi Major Histocompatibility
Complex (MHC) molekiilleri veya MHC antijenleri olarak ad1 verilmistir®®. MHC genel
bir isimdir ve her bir tiiriin ayr1 bir MHC simgesi vardr.

Insanlardaki MHC gen bélgesinden kodlanan molekiiller HLA (human leucocyte
antigen) olarak isimlendirilmigtir. HLA antijenlerinin olusumundan sorumlu genler 6.
kromozomun kisa kolu tizerinde sentromere yakin bir bolgede (6p21.31) yerlesmis olup,
yaklasik olarak 4Mbp’lik bir yer kaplar *'° .

HLA ile ilgili ilk simiflandirmayi , Jan Klein 1977 yilinda Class 1, I1, III seklinde
yapmistir'. Giiniimiizde HLA Class III’e ait olan bolgenin telomerik ucundaki 0.3 Mbp’
lik kismin Class IV bolgesi olarak isimlendirilmesi dnerilmektedir'?.

Tim Class I bolgesi 3-6 kb uzunlugunda olup, bu lokusta klasik antijenleri
kodlayan HLA-A, -B, -C genleri bulunur. Bu bolge olduk¢a polimorfiktir. Klasik
antijenleri kodlayan genler digindaki Class I bolgesindeki diger genler; HLA-E, -F, -G, -

H, -J, -K, -L olup, bunlar arasindan sadece HLA-E, -F, -G eksprese



1,6,8,9,12,17,18,19

olmaktadir Class II genleri ise 4-11 kb uzunlugundadir. Class II

bolgesinde klasik antijenleri kodlayan HLA-DP, -DQ, -DR genlerinin yani sira HLA-
DM, -DN, -DO, TAPl1, TAP2, LMP2 ve LMP7 gibi gen bolgeleri de
bulunmaktadir®”*'%20

Class III bolgesinin ise gen yogunlugu oldukga fazladir. Ancak bunlarin bir kismi
immiin sistem ile iliskili degildir. Bu gen bélgesi kompleman faktorleri (C2, C4a, C4b,
Timor nekroz faktér (TNF o ve ), Properdin faktor) ve 1s1 soku proteinleri gibi

immiinolojik reaksiyonlarla iliskili proteinleri kodlar ® 111617,

ﬁwztr?m&m

\Teimm}fﬁs
o

N

HLAclass|
region foci

Sekil 1. Kromozom 6’nin yapist’.



Tiim HLA genleri kodominant olarak kalitilr™®''. Boylece herhangi bir HLA
lokusundaki her iki allel de eksprese edilir. Ornegin A lokusu icin 24 farkli allellik gen
vardir. Bir birey bu genlerden bir tanesini annesinden digerini babasindan almak
suretiyle HLA-A alleli i¢in heterozigot veya homozigot olmasina gore 1 veya 2 HLA-A
hiicre ylizey antijenine sahiptir. Benzer olarak hiicreler, hiicre yiizeyi iizerinde 1 veya 2
B, C, DR, DQ, DP antijenlerine sahiptir. Basit Mendel kalittimina gére iki kardeste 2
haplotipin birden ayni olma sans1 %25, bir haplotipin ortak olma sansi %50, tamamen
farkli haplotip olma sans1 %25°dir. HLA’da ¢ok sayida gen bolgeleri olduguna gore
normal bir populasyonda ¢ok sayida farkli haplotipler olacaktir ®''.

2.1.1. HLA Class I molekiilleri

Ttm ¢ekirdekli hiicrelerin membraninda tasinan transmembranik proteinler olup,
CD8 sitotoksik T lenfositleri (CTL) ile koprii olusturarak MHC sinirhi immiin yanitin
ortaya ¢ikmasini saglar. Class I molekiiliiniin tiim bireylerde ortak olan, 6. kromozom
tizerindeki MHC bolgesi tarafindan kodlanan bir agir zinciri (alfa; o) ve bu zincire
non-kovalan olarak bagli 15. kromozomdan kodlanan bir hafif zinciri (beta; ) vardir™
1221 ¢ zinciri kodlayan Class I genleri HLA-A, B, C, E, F ve G islevsel HLA
izoformlarii olusturur. Bunlardan ilk tg¢ii klasik Class I antijenlerini sentezlettirir.
HLA-E natural killer (NK) hticreleri ile iliskili immiin yanitta gérev yapmaktadir #2023
HLA-G maternal fetus téleransinda rol oynar’®*. HLA-H , J , K ve L diye adlandirilan
ve heniliz immiinolojik 6zelligi olmadig diistiniilen yalanci genler bulunmaktadir'”*.
Tiim bireylerde 6. kromozomda HLA-A dan G ye kadar tiim genler eksprese edilir.
Klasik Class I genlerine ilaveten HLA-B’nin sentromerine lokalize olmus MICA ve

MICB diye adlandirilan, HLA Class 1 zincir iligkili genler yer almaktadir. Bu bolge

oldukc¢a polimorfik olup, bu genler tarafindan kodlanan proteinler ne peptidlere ne de



Po-mikroglobulin  zincirine baglanir. MIC proteinleri, NK hiicrelerinin NKG2D
reseptdriine baglanarak fonksiyonunu diizenler”! 17?7,

o zinciri, hiicre membranina goémiilii COOH ve hiicre disinda kalan NH2 ucuna
sahiptir. o zinciri hiicre disginda al , 02 ve 03 olmak {izere 3 ‘biiklim (domain)

Olustururl,Z,S-l 1,15,17

. Domainleri olusturan aminoasit (aa) dizilimindeki farkliliklar
molekiiliin polimorfizmini olusturur. Molekiilin 03 ve B2 bolgeleri ise polimorfizm
gostermez.

Class I molekiiliiniin peptid baglama 6zelligi al ve o2 bolgelerinde bulunur. Bu
bélgelerin kivrim yapilari 2 domain arasinda kiigiik bir kovuk olusturacak sekildedir ve
buraya en fazla 10-20 aa uzunlugundaki bir peptid yerlestirilebilir. Peptid buraya non-
kovalent olarak baglidir. Ancak bu baglanma antikor molekiiliiniin peptid baglayan
bolgesine uymayan veya uygun biiyiiklikte olmayan peptidlere karsi immiin cevap
olusturmaz. Peptidlere karsi verilecek immiin cevap igin antijenler, antijen  sunucu
hiicreler (APC) tarafindan CTL’ne Class I molekiilleri ile sunulur.

HLA Class I molekiillerinin esas gdrevi, hiicre igerisindeki peptidleri hiicre
yizeyine tasimaktir. Burada amaglanan; ornegin bir viral enfeksiyon sirasinda
sentezlenen viral peptidlerin hiicre yiizeyine tagmmasini ve bdylece bireye ait olmayan

bu molekiillerin ~ CTL’leri tarafindan taminmasimi saglayarak enfekte hiicrelerin

oldiirtilmesine giden siireci baslatmaktir.
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Sekil 2. HLA class I molekiillerinin yapisi'”.

2.1.1.1. HLA Class I molekiillerinin antijen sunumu

Enfekte yasayan viriislerden, fagosite edilen mikroplarin fagositik vezikiilleri
pargalayip sitozole kagmasindan, mutasyona ugramis konak genlerden kaynaklanan
hiicre sitoplazmasindaki antijenler veya hiicrenin kullanilamaz hale gelen kendi
proteinleri HLA Class I molekiillerii ile sunulur’'>*®. Bunun i¢in 6ncelikle bu proteinler
proteoliz ile parcalanmaya yonlendirilir. Protein katlanmalart acilir ubiquitin ile
isaretlenerek proteazom denilen proteaz enzimleri ile yikilacaklar1 organele
gonderilir'**"?*’. Burada proteinler Class I molekiillerine baglanabilecek biiyiikliikte ve
ozellikte pargalamirlar. ER (Endoplazmik Retikulum) da sentezleﬁen HLA Class |
molekiilleri ile sitoplazmada par¢alanmis olarak bulunan peptidlerin baglanmasim
transport associated protein (TAP; TAPI, TAPII) denen o&zellesmis bir protein

tarafindan saglanir. TAP aktif transport ile peptidleri ER i¢ine pompalars’ls’zg’3 0. Yeni



sentezlenen class I molekiilleri TAP molekiillerinin i¢ yiiziine tutunur’'-2, Eger class I
molekiilii baglanabilecegi bir peptid bulursa dayaniklilk kazamr ve hiicre yiizeyine

taginir. Ancak uygun peptid bulamaz ise dayaniksizdir ve proteazlar tarafindan yikilir.
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Sekil 3. Antijenlerin HLA class I yoluyla islenmesi'’



2.1.2. HLA Class II molekiilleri

Bu molekiiller sadece bazi hiicrelerin 6rnegin monosit, aktive T lenfositleri ve B
lenfositleri ile Langerhans ve Dentritik hiicrelerin yiizeylerinde bulunmaktadir®'?. Class
IT antijen ve genlerinin hepsinde ortak olan D harfinin bulunmasmnin nedeni, Class I
antijenlerinin tammlandig1 yéntemden daha sonra farkh bir yontem ile tanimlanmis
olmasindan kaynaklanir. HLA Class II genleri; DR, DQ ve DP genleri olup, bu gen
triindi olan HLA molekiilleri birbirine non-kovalan olarak baglanmis yaklasik 34 kDa
biiytikliigiinde bir a ve 28 kDa biiyiikliigiinde bir B zincirinden olugu.r. a ve B zincirleri
dort domain igerir. Her iki zincirin amino ucu, al ve Pl alt birimleri, polimorfik
noktalar igerir ve 10-30 aa uzunlugundaki peptidlerin yerlesebilecegi bir peptid baglama
domaini olusturur’>*2. o ve B zincirleri, DRA ve DRB, DQA ve DQB, DPA ve DPB

20,33

seklinde, bir ¢ift olarak saptanmistir =", Bunun yam sira DQ ve DP bolgeleri

pseudogen ciftleri icerir’.

Cok az polimoﬁzm‘ gosteren DMA/DMB ve DOA/DOB genleri non-klasik Class
II molekiillerini kodlar’***®. Hiicrelere fagositoz ile alinan ve lizozqmlarda peptidlere
pargalanan proteinler HLA-DM molekiiliiniin yardimi ile Class II molekiiliine
baglanir®”.

HLA Class II bolgesi icerisinde, HLA Class I yolu ile antijen islenmesinde gorev
alan, ATP baglama kaskadi ailesinin iiyesi olan transport associated proteinlerini (TAP1

3938 Bu proteinler ER’de peptidlerin

ve TAP2) kodlayan bir gen grubu vardir
sitoplazmadan liimene dogru gdgmesini saglayan bir kompleks olusturur’'~2. Yapilan

son calismalar TAP proteinleri ile HLA Class I molekiilleri arasindaki sika iliskiyi

ortaya koymaktadir. TAP proteinlerindeki bir eksiklik hiicre yiizeyindeki HLA Class I



molekiillerinin ekspresyonunda azalmaya ve bu hiicrenin CTL’ne antijen sunma
yetenegini kaybetmesine neden olmaktadir™® *°.

HLA Class II bolgesi igerisinde, TAP genlerine ¢ok yakin lokalize olmus LMP2
ve LMP7 genleri, proteozom kompleksinin komponentlerini kodlar'>. Bu kompleksin 7
farkli B alt tnitesi halka benzeri bir yap1 olusturur. Alt {initelerin amino ucundaki 3
treonin bunlarin aktif bolgesini olusturur. Class I molekiiliine peptid baglanmasi ile
bunlarin proteolitik aktivitesi degismektedir**.

Class I ve II molekiillerinin yapisal farkliliklar, baglayacaklari peptidin
ozelliklerini ve baglanma giictinii farklilagtirmaktadir. Class I'in daha kivrimli ve uglar

kapal1 yapis1 Class II ye oranla daha kiigiik peptidleri baglamasini saglar. Class II daha

agik ve daha diiz yapisi ile biiyiik peptidleri baglamasim saglar.

MHC St ll Peptid baglama
[ olugu _\ /

Membram
gegen bolge
C C

Sekil 4. HLA class II molekiillerinin yapisi"
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2.1.2.1. HLA Class II molekiillerinin antijen sunumu

Herhangi bir yol ile APC’lere alinan protein antijenleri endozom ve fagozomlara
gelir. Proteinler bu vezikiillerde proteolitik enzimlerle kesilerek farkli uzunluk ve dizide
peptidler olusturulur. APC’ ler, ER’ de Class II molekiilii sentezler. Yeni sentezlenen
HLA Class II molekiilii kendisiyle birlikte peptid baglama kovuguna sikica baglanan bir
dizi (CLIP; class II associated invariant-chain peptide) tasirlar. Yani yeni sentezlenen
class II molekiillerinin peptid baglama kovugu doludur. Bu peptid baglama kovugu dolu
olan HLA Class II molekiilii bir eksositik vezikiil ile hiicre yiizeyine taginmaya
baglar' %%’ Eksositik vezikiil, hiicre dis1 proteinin hiicre i¢ine alindigi bir endosomal
vezikiil ile birlesir. Bu endosomal vezikiil i¢erisinde class II molekiilii benzeri olan ve
gorevi CLIP i uzaklastirmak olan DM molekiiliinti igerir. DM nin CLIP’i uzaklastirmasi
ile class II molekiiliiniin peptid baglama kovugu bosalir ve petid baglayabilecek duruma
gelir™**, Eger peptidler arasinda Class II molekiiliiniin baglayabilecegi bir peptid
varsa ve baglanirsa bu komplex dayanikli hale gelir ve hiicre ylizeyine iletilir. Ancak
class II molekiilii baglayabilecek bir peptid bulamazsa bu bos molekiil dayaniksizdir ve

endosomdaki proteazlarca yikilir.



Endositk ) (o=
& »\.,

: g sa /
Hiicre disi proteinlerin vezikiil ’
ASH'in vezikil
bolimierine alinmasi
Endozom
_Hiicre igine alinan L’

- proteinlerin endozomal
- lizozomal vezikillerde
islenmesi

 Vezikiillerde MHC Sinif I
-molekiillerinin biyosentezi ve
| endozomiara taginmasi

Ekzositik
vezikil

- Vezikillerde MHC Siruf I
~ molekilleri ile iglenmis
peptidierin birlegmesi

MHC»pept?db e
komplekslerinin Ch4
hiicre yizeyinde L

CD4 yardimer

ekspresyonu T hiicresi .

Sekil 5. Antijenlerin HLA class II yoluyla islenmesi'’

2.1.3. HLA Class III molekiilleri
6. kromozom lizerinde, HLA class I ve class II bolgelerini birbirinden ayiran ve en

az 70 gen icerdigi diistiniilen class III genleri yer almaktadir. Class III genleri properdin
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faktor B (BF), C2, C4A ve C4B komplement bilesenlerinin yam sira 1s1 sok proteinleri
ailesi iiyelerinden bazilarin1 ve TNF kodlamaktadir’'?.
2.1.4. HLA doku tiplemesi
HLA tiplendirilmesi; transplantasyondan once, babalik tayininde, HLA-hastalik
iligkisinin  aragtirilmasinda kullanilmaktadir. Tiplendirme igin .(;e§itli yontemler
gelistirilmistir. Bunlar;
e Serolojik testler (mikrolenfositotoksitite ydntemi)
e Hiicresel testler (MLC; karigik lenfosit kiiltiirii)
e Genomik testler ( RFLP, PCR dayal: yontemler; PCR-SSP, PCR-SSCP,
PCR-SSO vs )®!!

Tablo 1°de genomik testler ile elde edilen HLA lokuslarinin allel sayisi ve

serolojik yontem ile elde edilen allel sayis1 gosterilmistir.

Tablo 1. HLA lokuslarmin genotipik ve serolojik olarak tanimlanabilen allel say1lari

Lokus Genotipik Allel sayisi Serolojik Allel
sayisi

HLA-A 303 24

HLA-B 559 55

HLA-C 150 9

HLA-DR 362 17

2.2. HLA —-HASTALIK ILISKiSi
HLA; hiicrelerin birbirlerini tanimasinda, immiin cevap olusumunda antijenik
peptidlerin lenfositlere sunulmasini saglamakla birlikte birgok hastalik ile rolatif iliski

igerisindedir. Belirli bir HLA alleline sahip olan bireylerin, bu allele sahip olmayan
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bireylere gére bazi hastaliklara yatkin olduklar1 belirlenmistir. Bunlar, otoimmiin
hastaliklar, viral hastaliklar, kompleman sistemi bozukluklari, baz1 norolojik hastaliklar
ve alerjik hastaliklardir®. Bu hastaliklarm ortak birkag¢ 6zelligi vardir. Bunlarin olusum
mekanizmalar1  bilinmez, herediter dagilm paternine sahip olup penetrans
gosterdiklerinden 6tiirti belirli bir HLA antijeni ile mutlak bir beraberlik gdstermez,
immiin sistem hastaliklar1 birlikteligi vardir, tireme tizerinde ¢ok az etkinligi vardir veya
hi¢ yoktur’. Bu gibi hastaliklarda HLA disinda gevresel faktorlerin ve bazi genlerinde
rol oynadig1 goz Sniine alinir ise kesin olarak HLA ile iliskili oldugunu séylemek dogru
degildir' ', Ayrica bu hastaliklar ve iliskili oldugu diistiniilen HLA antijenleri
bireylerin etnik kokenlerine gére de bazi farkliliklar gostermektedir. HLA antijenleri ve

iligkili oldugu hastaliklar Tablo2’de verilmistir.

Tablo 2. HLA antijeni ve iliskili oldugu hastaliklar

Hastalik HLA antijeni
Myastenia gravis B8/DR3
Ankilozan Spondilit B27

Behget hastalig1 B51

SLE B8/DR3
Colyak hastaligi DRB1*03
Romatoid artrit DR4

Juvenil romatoid artrit | DR4

Insiiline bagimli DM | DQ3/DR4
Multiple skleroz DR15
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HLA ile hastalik iligkisi ile ilgili bazi hipotezler ortaya atilmistir. Bazi HLA
molekiilleri, virtisler ve toksinler gibi etiolojik ajanlar igin reseptor gdrevi goriirler. Bir
baska hipoteze gore, belirli HLA molekiillerinin antijen baglama bolgeleri hastaliga
neden olan antijenik peptidi baglayabilir. Hastalik ajanlarn hastalikla iliskili HLA
antijenine immiinolojik olarak benzerlik gosterebilir. Bu durumda ya hastalik ajam
viicudun kendi molekiilii gibi algilanarak hi¢bir immiin yamt olusturulmaz ya da
yabanci olarak taninan ajana karst olusturulan kuvvetli immiin yamt kisinin kendi HLA
molekiiliine de yoneltilerek otoimmiin hastaligin olusmasim saglar™**.

HLA molekiilleri ile hastalik arasindaki en iyi bilinen iliski HLA-B27 ile omurga
sakroiliak eklemin kronik bir hastalifi olan ankilozan spondilit arasindaki kuvvetli
iligkidir. Ankilozan spondilit hastalig1 olanlarin %95’inden fazlasinda HLA-B27 pozitif
olarak bulunmustur. Sonug olarak, ankilozan spondilit gelisiminin rélatif olarak riski
HLA-B27 olanlardan, HLA-B27 olmayanlara nazaran en az 150 kat artmistir*®,

2.3. ANTI-HLA ANTIKORLARI

flk kez 1958°de Dausset tarafindan tammlanan ve 1965° de Teresaki ve ark.
yaptig1 bobrek naklinin basarisizlikla sonuglanmasi ile HLA antikorlarinin 6nemi ortaya
¢ikmistir’’. HLA antikorlar: multipar gebeliklerde, rejeksiyon ile sonug¢lanmis
transplantasyonda, kan transflizyonu, viral ve otoimmiin hastaliklarda tespit edilmi§tir48'
30 Antikorun sinifi, aviditesi ve afinitesi, konagin immiin durumu, immiin savunmadaki
hiicre sunumunun tipine ve immiinizasyonun gidis yoniine gore farkhlik gésterir’.

Multipar gebe kadilarin %15-20 de tanimlanan HLA antikorlar1 IgG simifinda,
yiiksek titrede ve afiniteye sahiptir’. Bu antikorlari olusum sebebi fetusun immiinojenik
olmasidir. Gebeligin 12. haftasinda fetal HLA Class II antijenleri beiirir. Bu antikorlar

plasentadan gegebilmelerine karsin fetusa zarar vermez. Clinkii fetal paternal antijenlere
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karst otolog T hiicre cevabini diizenleyen maternal T stipressor hiicre etkinligi ortaya
¢ikar ve boylece fetusa kars1 gelebilecek humoral ve hiicresel tepkiler baskilanabilir™'-
». Bu antikorlarm 6mrii 20 yil olabildigi gibi 2 hafta igerisinde de
kaybolabilmektedirler.

Organ nakillerinde ise; rejekte olan graft sonrasinda, ézellikle graft erken rejekte
olmug ve ¢ikarilmigsa birgok hastada antikor geligir®>”%, Transplantasyondan sonra
olusan antikorlarin titresi donor ve alici arasindaki HLA uyumsuzlugunun derecesine
baglidir. Bu antikorlarin ¢ogu IgG simifindan olup IgM yapisinda olanlar da vardir’.

Kan transfiizyonu sonucunda da HLA antikorlar1 olusabilmektedir. Olusan bu
antikorlar IgM ve IgG sinifindandir’. Yiiksek titre de olabilmesi icin eger herhangi bir
gebelik soz konusu degilse 5 iinite kan transfiizyonu gerekmektedir’”>”. Tam kan
transfiizyonu ile HLA iligkili bazi komplikasyonlar gelismektedir. Non-hemolitik febril
transfiizyon reaksiyonlar (NHFTR), Transflizyon iligkili akciger yaralanmasi (TRAIL)
ve Graft-versus-host hastaligi (GVHD) bunlardan en 6nemlileridir. GVH, immiin
stipresif hastalara, kemik iligi nakli veya kan transfiizyonu gibi allojenik lenfositlerin
verilmesinden 4 ile 60 giin sonra, konakgiya karsi reaksiyon baslar'®?%’ Aktive
CTL’leri, yabanci antijenleri eksprese eden konak doku ve organlarina hasar verir.
Bazen ikizler arasinda yapilan nakillerde dahi goriilebilir ki burada mhc’nin
etkinliginden s6z edilmektedir.

HLA antikorlarinin olusumu sadece karsilasilan antijenlere kars1 olmayabilir.
Kargilagilan antijenin cross reaktif gruplarina gore de olabilir®™®. Tablo 3’de genis

antikor olusturma kapasitesine sahip antijenler ve olusturdugu antikorlar gosterilmistir.
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Tablo 3. Genis antikor olusturma kapasitesine sahip antijenler ve antikorlar:

Genel (public) epitop | Olusturdugu antikor

Al Al,3,9,10,11, 19, 36, 43
A2 A2,28

A28 A28, 26, 30, 31,33

BS BS, 35, 18, 53, 15, 70, 17, 21
B7 B7,22,27,42,40, 13, 47, 21
B8 B78, 14, 18, 16, 51, 59, 67
B12 B12, 21, 13, 40, 41, 37, 47

2.4. TRANSPLANTASYONDA HLA’ NIN ONEMI

Transplantasyon; donor (verici) tarafindan verilen saglikli doku veya organin
(graft) recipient’ in (alic1) hasarli veya calismayan organinin yerine koymak amaciyla
nakledilmesidir. Dono6r yasayan bir kisi veya kadavra olabilir. Transplantasyon donér ve
alicinin tiirline gore 4 grupta toplanir. Otograft; Bir dokunun kiginin bir bélgesinden
almip farkli bir bolgesine nakledilmesi iglemidir. Allograft (Allojenik); Ayni tiire ait
canlilar arasinda gerceklestirilen doku ve organ nakilleridir. Nakledilep dokuda yabanci
olarak taninan molekiillere alloantijen denir. izograft (Sinjenik); Genetik olarak ayni
olan bireyler arasinda yapilan nakillerdir. Ksenograft (Ksenojenik); Farkli tiirler
arasinda yapilan doku ve organ nakilleridir’ A215
Bugiin organ nakillerinin 6niindeki en biiylik engel HLA olarak goriilmektedir.

Normalde kendi HLA molekiillerine bagli yabanci antijeni tamyan T hiicre reseptorleri,

yabanct HLA molekiillerini, baglh antijen olmaksizin tantyabilmektedir.
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2.4.1. T Hiicre Aktivasyonu

Viicuda giren peptid antijenlerinin ortadan kaldirilmas icin T lenfositlerinin
aktivasyonu gerekmektedir. Bunun i¢in T lenfositlerinde APC deki ligandlarini taniyan
birden fazla reseptore ihtiyag vardir. T lenfositlerinde; MHC-iliskili peptidi taniyan
THR (T hiicre reseptorii), HLA molekiiliinii tantyan CD4 ve CDS 'es reseptorleri ve
APC ye baglanmayr kuvvetlendiren adezyon molekiilleri bulunmaktadir. T lenfosit
aktivasyonunun ilk basamagmi antijenin taninmasi olusturmaktadir. Tanima olay1 es
reseptorler ve es uyaranlarla gergeklestirilmektedir. HLLA Class II molekiilii ile sunulan
antijenler CD4+ T lefositleri (Th; T hepler) tarafindan, HLA Class I molekiilii ile
sunulan antijenler ise CTL tarafindan tanmir>'>%, Es wuyaranlar T hiicre
aktivasyonunda 2. sinyaller olarak adlandirlir. APC’ deki CD80 ve CD86, T
lenfositlerindeki CD28’e baglanmaktadir!>?54, Ayrica APC deki CD4O molekiilii ve T
lenfositlerindeki CD40 ligandinin baglanmas: da es reseptdr ekpresyonunun ve sitokin
sentezini uyarmaktadir™'>?%,

T lenfositleri tanidigi peptide THR ile zayif baglarla baghdir. Aktivasyonun
olabilmesi i¢in bu bagin kuvvetlendirilmesi gerekmektedir. Bu olayr ise T
lenfositlerindeki LFA (Iokosit fonksiyon iliskili protein) integrini ve APC deki ligand
olan ICAMI’in  (intracellular  adhesion molecule)  birbirine  baglanmas:
saglamaktadir'>'*,

THR’ nin APC’ deki MHC-iligkili peptide baglanmasi ve CD4-CDS$ es
reseptdrlerinin  HLA  molekiiline baglanmasi ile bu reseptdrlerin sitoplazmik
uzantilarinda bulunan bir tirozin kinaz olan Lck® yi1 aktive eder. Lek, THR ile non-

kovalan olarak bagli CD3 kompleksi ve ( sinyal proteininin ITAM denilen

immiinoreseptdr  tirozin bazli aktivasyon motiflerindeki tirozini fosforiller.
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Fosforillenmis ITAM, ZAP70 ile baglanarak 2 farkl sinyal yolu olugturur. Bunlar Ca-
NFAT ve Ras/Rac-MAP kinaz yolu olup, sonugta sitokinlerin, hiicre siklusu
indiikleyicilerinin ve CD40 gibi effektor molekiillerinin sitimiilasyonu saglanir™!>2%,

2.4.2 Graft HLA’nin taninmasi

Alicinin T lenfositlerinin donér HLA antijenlerinin tanimasi bilinen en giiclii
immiin yamtlardan biridir. Timusta pozitif se¢ilim sonucunda olgun T lenfositleri
yabanci peptidleri sunan kendi 6z HLA molekiillerini gliclti bir bi¢imde tanir.
Allojeneik hiicreden kaynaklanan peptidleri tastyan allojeneik HLA molekiilleri, 6z
MHC-+peptid kompleksine benzer. Bu sekilde allograftdeki allojeneik HLLA molekdilleri
tammr'2, Tanima alicinin T lenfositlerinin, alloantijenleri hangi hiicreler tizerinden
sunduguna bagli olarak 2 yolla olmaktadir. T lenfositleri nakledilen dokudaki APC’ler
tarafindan sunulan HLA molekiillerini tamyabilir (direkt allo-tanima) ya da
alloantijenler alicinin APC’ i tarafindan islenip sunulabilir (indirekt allo-tanima). Direkt
tanima ancak nakledilen dokunun dondr kaynakli APC icermesi ile gerceklesmektedir.
Fakat nakledilen doku APC igermiyor ise indirekt tanima devreye girer. Bu durumda
allojeneik HLA molekiilii alicinin APC’ i tarafindan islenerek sunulur 286566,

Sunulan alloantijenlerin taninmas: ile aktive olan T lenfositlerinin aktivasyonu ile
red mekanizmas: (rejeksiyon) gelismektedir. Rejeksiyon; klinik ve patolojik
ozelliklerine gore; hiperakut, akut ve kronik rejeksiyon olarak smiflandirilir.

‘Hiperakut rejeksiyon; graft vaskiilarizasyonundan hemen sonra dakikalar, bazen
de saatler i¢inde gelisir. Bu tip reaksiyon alicida dnceden graft antijenlerine kars1 var
olan antikorlarla gelisir. Bu antikorlar kan transfiizyonu, multipar gebelik veya
gegirilmis transplantasyon sonucu olusmus HLA antikorlar1 olabilir ya da ABO

sistemine kars1 gelisen antikorlardir. Hiperakut rejeksiyonda hedef antijenleri eksprese
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eden endotel, aktif rol oynar. Onceden var olan antikorlar ¢ok kisa zamanda graft
endoteline baglanip, endotel-anti endotel antikor komplekslerini olusturarak
komplemam aktive eder. Bu aktivasyon sonucu graft dokusunda iskemi ve nekroz
geligir' %770, Hiperakut rejeksiyonun onlenmesi igin transplantasyon oncesi alici ve
vericide ABO uygunlugunun saptanmasi ve HLA antijenlerine kars1 antikor taramasi
(Cross —match) yapilmalidir.

Akut rejeksiyon; transplantasyondan sonraki birka¢ haftada gortiliir. Bu tip
reaksiyonda T lenfositler merkezi rol oynar, farkli zamanlarda farkli T lenfosit tipleri
reaksiyona katilir. Graft dokusundaki alloantijen alicinin T lenfositlerini direkt olarak
uyarir. Alicinin  antijen sunan hiicreleri de indirekt olarak graft antijenini Th
lenfositlere sunar. Aktive olmus T lenfositlerden salgilanan sitokinler, Ornegin 1L-2
CTL aktivasyonun arttirarak graft hiicre hasarini arttir ve immiin yanitta rol alan diger
hiicrelerin biiytimesini ve differansiyasyonunu saglar. Interferon gama (IFN-y) graft
parankim hiicrelerinde class I, vaskiiler endotelde class II HLA antijenlerinin
ekspresyonunu arttirarak bu hiicrelerin immiin reaksiyonda hedef olusturmasina ve
reaksiyonun daha fazla uyarilmasina yol acar®’"'".

T lenfositler aktive olunca humoral reaksiyonlar da olaya katilir. Aktive T
lenfositlerden salinan IL-4 ve IL-5 B lenfositleri uyarir ve antijen direkt B
lenfositlerini etkiler. B lenfosit proliferasyonu ve differansiyasyonu sonucu plazma
hiicrelerinden graft dokusuna karg: antikor {iretilir. Damar duvarina baglanan antikorlar
kompleman: fikse eder ve vaskiiler endotel hasarma neden olur'>®*’*"! Damarlarda
hemoraji, trombus ve hiicre lizisi gelisir.

Kronik rejeksiyon ; transplantasyondan aylar veya yillar sonra ortaya cikabilir ve

graft yetmezliginin en 6nemli nedenidir. Kronik red, graft damarlarinin dereceli olarak
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daralmasi ile ortaya ¢ikar. Buna graft alloantijenlerine kars1 Th lenfositlerinin sitokin
salgilamast ve bunun sonucunda da graft fibroblastlar ve damar diiz kas hiicrelerinin
¢ogalmasi uyarilarak damar daralmasina neden olur!'>2%%°73,

Tim bu red mekanizmalarmm oniine gegebilmek amaciyla transplantasyon
gergeklestirilmeden 6nce alici ve dondr arasindaki HLA uyumu ve dondrde daha
onceden olusmus olabilecek HLA antikorlarmin  varliginin tespit  edilmesi
gerekmektedir. Yani nakilin gergeklestirilebilmesi icin HLA uyurnundan sonra gelen en
Onemli kriter PRA (panel reaktif antikorlari) testidir.

2.4.3 HLA Uyumu

HLA -A, -B, -DR major transplantasyon antijenleri olarak bilinmektedir. Yapilan
son ¢alismalarda HLA-C’nin hemapoietik kék hiicre transplantasyonunu etkiledigi
gosterilmis olmasma karsin HLA-DP ve -DQ’ un herhangi bir etkinligi ortaya
¢ikarilamamustir’. Terminolojik olarak HLA identik; haploidentik; full match (tam
uyum) 6 antijenin tamaminin ayn: olmasidir (2 A, 2 B, 2 DR ). Mismatch (uyumsuzluk);
Vericide olup alicida olmayan antijen. 0 mismatch; tam uyumlu, 6 mismatch; tam
uyumsuz olarak degerlendirilmektedir. Genel olarak alici ve verici arasinda HLA
uyumu graft yagam stiresi uzatmakta , akut rejeksiyon riskini ve immiinstipresif
kullanimini azaltmaktadir’.

2.4.4 PRA (Panel Reaktif antikorlar)

Anti-HLA antikorlari, rejeksiyonla sonuglanmis nakiller, kan transflizyonu ve
multipar gebelik sonucu gelisebilmektedir. PRA olarak isimlendirilen bu antikorlar,

49.69,75 Panel
. s

paneldeki dondr  hiicrenin  pozitiflik  yiizdesini  ifade  eder
mikrolenfositotoksik bir plaktan 20 ile 60 donor hiicresinin test edilmesiyle olusur. PRA

birgok yontem ile tespit edilebilmektedir. Teresaki tarafindan gelistirilen ve bu
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yontemlerden en eskisi olarak bilinen mikrolenfositotoksisite yontemi ile, sadece
aktivasyonu komplemana bagli olan antikorlar (IgG1, IgG3) saptanabilmektedir. Bu test
ile, diistik diizeydeki class I antijenlerine 6zgiil antikorlar ve class II antijenlerine 6zgiil
antikorlar  belirlenememektedir. ~Graft sagkalimim etkileyen ve aktivasyonu
komplemandan bagimsiz olan otoantikorlar gibi antikorlar: tespit edememektedir' 5%,
Bundan dolay1 daha hassas yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden Flow PRA’da
saflagtirilmis HLA antijeni ile kapli mikro boncuklardan yararlanilmaktadir. Flow-PRA
inceleme testinde, class I ve class II antijenleri ile kapl boncuklardan oluslan bir havuz
kullanilarak serumdaki antikor yiizdesi belirlenmektedir’®. Antikor tipini tespit etmek
i¢in de Flow-PRA spesifik testi uygulanmaktadir. ELISA PRA’ da ise piirifiye edilmig
HLA Class I ve II antijenleriyle kaplanmis weller kullanilir’ "8,

PRA hastaya nakil yapilip yapilamayacagm belirler. Bu nedenle nakil bekleyen
hastalarin her ay diizenli olarak PRA testi yaptirmasi gerekmektedir. Ciinkii HLA
antikorlar1 bir sitire sonra ortadan kaybolabilmektedir. Bu durumda da nakil
gergeklestirilebilir®™”. Ayrica PRA hastay1 nakil 6ncesinde donér ve alic1 arasindaki
cross-match testine de hazir tutmaktadir. Cross-match testi, hasta serumu (anti-HLA
antikor) ile dondr hiicrelerinin (HLA antijen) tavsan serumu (kompleman) esliginde 1
saat 30 dakika inkiibe edilmesi ve boyanmasi esasina dayandirilmistir'®, Hastada donér
antijenlerine 6zgii HLA antikorlarimn (DSA; donér spesifik antikorlar1) varligmda
olusan antijen-antikor kompleksinin kompleman aktivasyonu ile hiicre membraninda
porlar olusturarak hiicrenin boyanmasim saglar. Bu da pozitifligi isaret etmektedir.
Ayrica cross-match testinde IgG yapisinda olan HLA antikorlari, IgM yapisinda olan

diger non-HLA antikorlarindan DTT (Dihiotreitol) teknigi ile ayrilabilmektedir’®®.
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3. MATERYAL VE METOD

HLA antikorlarinin tespiti i¢in, en az 1 {inite kan transflizyonu yapilmig olan 105
hastadan alinan serumlar ve 12 Renal transplantasyon ger¢eklestirilmis olan hastadan
alinan transplantasyon oncesi (PreTx) ve transplantasyon sonrast (Post Tx) serumlar
teresaki plaklarina dokuldi. Laboratuvarimizda rutin analizlerde doku tespiti yapilmis
lenfositler ile serumlar test edildi.

3.1. Serum Orneklerinin Terasaki Plaklarinda Haritalanmasi

72 kuyulu teresaki plaklarinin her kuyucuguna 1 ul parafin yiiklenir. Kan
transfiizyonu yapilmis olan kisilerden alinan serum Ornekleri 72 kuyulu teresaki
plaklarina her iki kuyucuk aym serum ornegini tastyacak sekilde 1pl konuldu. (Ikinci
kuyucuga 2 RPMI ile dilue edilmis serum konuldu). 72 kuyucuktan bir tanesine pozitif
kontrol olarak PRA’ s1 pozitif olan bir hastanin serumundan 1ul , bir kuyucuguna ise
negatif kontrol olarak 1ul izotonik konuldu. Organ nakli initesinde  Renal
transplantasyon gergeklestirilmis olan 12 hastanin Pre Tx serumu, Post Tx 1., 7. 14. ,28.
giin ,3. ve 6.ay ,1.y1l serumlart ile 3 saglikli bireyin serumlari her biri ayr bir kuyucuga
olacak sekilde yerlestirildi. Bir kuyucuga pozitif kontrol, bagka bir kuyucuga izotonik

negatif kontrol olarak yerlestirildi (Sekil 6).
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Pozitif Negatif
Kontrol kontrol

Y, diliie
edilmis
hasta

serumu

1ul hasta
serumu

Sekil 6. Teresaki plagina serumlarin yerlestirilmesi

1. plaga 35 farkli hastanin serumu dokiiliip bu serum dagilimina sahip plaktan 63
adet hazirlanip 1. lot ismi verilmistir. 2. ve 3. plak serileri de aymi sekilde hazirlanmig

olup sirasiyla, 2. lottan 61, 3. lottan 40 adet hazirlamistir. 4. plak serisi 4. lot olarak
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adlandirilmig ve 12 renal transplant hastasinin PreTx ve Post Tx serumlar: ile 40 adet
hazirlanmustir.

Plaklar 6zel plak rotorunda 1800 rpm de 2 dakika santrifiij edilerek -70 de
saklanmak tizere dondurucuda saklanmigtir. Plak kullanilacagi zaman dondurucudan
¢ikarilir ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

3.2. Lenfosit Izolasyonu:

Saglikl1 bireylerden 5 ml heparinli kan alimir. Esit miktarda fosfat tamponlu tuz
(phospate buffered saline, PBS) soliisyonu ilave edilerek ¥ dilue edilir. Diliie edilen kan
14 mI’lik plastik santriftij tiiplerine 4 ml fikol (density: 1.077) lizerine yiiklenir. 2600
rpm de 20 dakika santrifiij edilir ve olusan lenfosit halkasi pastor pipetiyle ayr bir
santrifiij tiipinde toplamir. 5 ml PBS ile 1800 rpm de hiicreler santrifiij edilir.
Stipernatant kismu atilir. 5 ml NHyCl ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilir. 1500 rpm de 5
dakika santrifiij edilir. Siipernatant kismi atildiktan sonra 3 kez PBS ile 1000 rpm de
hiicreler santriftij edilir. Bu isleme yikama iglemi adi verilir. Burada amac 6zellikle
trombositlerin uzaklagtirilmasidir. Lenfositler 3 kez yikamadan sonra RPMI 1640+ %10
FCS (Fetal calf serum) ile pl de 4000 olacak sekilde sayilir.

Lenfosit izolasyonunu yaptigimiz saglikh kisilerin lenfositleri (mikrolitrede 4000)
biitin kuyucuklara doktiliir. 30 dakika siiresince inkiibasyona birakilir. Siire sonunda
biittin kuyucuklara 5 pl rabbit kompleman: ilave edilir ve 1 saat beklenir. Kompleman
stiresi dolduktan sonra biitiin kuyucuklara soft drop y6ntemiyle boya eklenir. Sonuclar
invert 15tk mikroskobunda degerlendirilir. Plaklarin iizeri ince bir lamel ile
kapatildiginda faz konstrast altinda olan hiicreler siyah, canli hiicreler parlak olarak
goriiliir. Boya alan ve almayan hiicreler; 1; hiicrenin boyay1 almadigi , 2; %25, 4; %50,

6; %70-80, 8; %100 hiicrenin boya almast seklinde skorlanacaktir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, 2005- 2006 yillari arasinda Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Hastanesi Genel Cerrahi Servisi , Gogiis Cerrahi Servisinde tedavi olan 105
kan transfiizyonu yapilmis olan hastadan alinan serum &rnekleriyle 3 seri plak
hazirlandi. Organ Nakli Unitesinde renal transplantasyon gerceklestirilis olan 12
hastadan alinan serum 6rnekleri ile 1 seri (Lot) plak hazirland1. 1., 2. ve 3. serilerde her
bir hasta i¢in 1pl diltie edilmemis ve 1ul ¥ diliie edilen serum 6rnegi kullamldi. Serum
ornekleri kullanilan hastalarin yaslari, kan gruplan, kan transfiizyonu sayisi, kan
transfiizyonu i¢in kani kimden aldigi, ka¢ dogum yaptigi, herhangi bir metabolik
rahatsizliklarinin olup olmadigina dair bilgiler edinildi. 4. plak serisinde ise renal
transplant hastalarmin 1pl Y% dilie edilmis transplantasyon oncesi (Pre Tx) ve
transplantasyon sonrasi (Post Tx) 1ul 1., 7., 14., 28. giin, 3.ve 6. ay , 1. y1l serumlar
kullanild1. Hastalara ait bilgiler Tablo 4 a-d’de gosterildi. Bu serum 6rnekleri tizerine
doku tipi bilinen taze izole edilmis lenfosit 6rnekleri dokiildii. Kullanilan lenfositlerin

doku tipi ve reaksiyon (Rx) verdigi serumlar Tablo 5 a-d de verildi.
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Tablo 4a. Lot 1°de kullanilan serumlarm ait oldugu hasta bilgileri

Kan

Serumun Nakli
Serum No | Plaktaki yeri Yas Cinsiyet sayisi(U) | Kani veren
1 1A,1B 68 Erkek 3 KB
2 1C,1D 66 Kadin 2 KB
3 1E,1F 63 Erkek 2 Yegen
4 2F 2E 48 Erkek 2 Yegen
5 2D,2C 4 Erkek 2 KB
6 2B.2A 79 Erkek 2 KB
7 3A 3B 27 Erkek 2 KB
8 3C:3D 40 Kadin 1 KB
9 3E,3F 40 Kadin 3 KB
10 4F AE 71 Kadin 2 KB
1 4D,4C 32 Kadin 4 KB
12 4B ,4A 18 Erkek 2 KB
13 5A.5B 65 Kadin 2 KB
14 5C 5D 59 Erkek 5 KB
15 5E:5F 36 Erkek 2 KB
16 6F,6E 62 Kadin 2 Oglu
17 6D,6C 52 Erkek 2 KB
18 6B,6A 58 Kadin 3 KB
19 7A,7B 20 Erkek 2 KB
20 7C,7D 66 Erkek 2 KB
21 7E.7F 9 Erkek 2 KB
22 8F ,8E 36 Kadin 4 KB
23 8D,8C 36 Kadin 6 KB
24 8B,8A 75 Erkek 3 KB
25 9A,9B 21 Erkek 4 KB
26 9C.9D 61 Erkek 2 KB
27 QE:QF 37 Erkek 5 KB
28 10F,10E 43 Erkek 2 KB
29 10D,10C 30 Erkek 3 Hala
30 10B 10A 30 Erkek 5 KB
31 11A,11B 29 Erkek 2 KB
32 11C,11D 2 Erkek 2 Oglu
33 11E,11F % Sl 2 Kardes
34 12D,12C 40 Erkek 1 kB
35 12,128 50 Erkek 2 KB

* KB: Kan Bankasi

* U: Unite
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Tablo 4b. Lot 2°de kullanilan serumlarn ait olduklari hasta bilgileri

Kan

Serumun Plaktaki Nakli
Serum No  |yeri Yas Cinsiyet sayist Kant veren
1 1C,1D 57 Kadin 4 KB
2 1E,1F 69 Erkek 3 oglu
3 2F,2E 55 Kadin 4 KB
4 2D,2C 80 Kadin 4 KB
5 2B,2A 57 Erkek 3 KB
6 3A,3B 16 Erkek 2 Baba
7 3C,3D 41 Erkek 4 KB
8 3E,3F 50 Erkek 3 KB
9 4F AE 75 Erkek 2 KB
10 4D ,4C 69 Erkek 3 KB
11 4B,4A 49 Erkek 3 KB
12 5A,5B 47 Erkek 2 KB
13 5C,5D 74 Erkek 4 KB
14 5E,5F 38 Kadin 5 KB
15 6E,6F 23 Erkek 2 KB
16 6C,6D 6 Erkek 3 KB
18 7A,7B 56 Erkek 2 Otonom
19 7C,7D 44 Kadin 2 Otonom
20 7E,7F 35 Kadin 2 KB
21 8F,8E 70 Kadin 2 KB
22 8D,8C 39 Erkek 3 KB
23 8B,8A 41 Erkek 2 KB
24 9A,9B 22 Erkek 1 KB
25 9C,9D 56 Erkek 6 KB
26 QE,QF 45 Kadin 4 KB
27 10F,10E 61 Erkek 8 KB
28 10D,10C 64 Kadin 5 KB
29 10B,10A 67 Erkek 3 KB
30 11A,11B 20 Kadin 2 KB
31 11C,11D 45 Kadin 2 KB
32 11E,11F 41 Erkek 4 KB
33 12E,12F 30 erkek 21 KB
34 12D,12C 56 kadin 2 oglu
35 12A,12B 56 Erkek 4 KB
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Tablo 4c. Lot 3 de kullanilan serumlarin ait olduklari hasta bilgileri

Kan

Serumun Plaktaki Nakli
Serum No yeri Yas Cinsiyet sayist Kani veren

1A,1B 31 Erkek 2 KB
2 1C,1D 55 Kadin 4 KB
3 1E,1F 52 Erkek 10 KB
4 2F 2E 19 Kadin 1 KB
5 2D,2C 48 Erkek 3 KB
6 2B,2A 19 Kadin 2 KB
7 3A,3B 30 Erkek 1 KB
8 3C,3D 51 Kadin 3 KB
9 3E,3F 30 Erkek 2 KB
10 4F 4E 40 Kadin 3 KB
1 4D, 4C 34 Erkek 3 KB
12 4B,4A 54 Kadin 15 KB
13 5A,5B 38 Erkek 2 KB
14 5C,5D 20 Kadin 4 Kardes
15 5E,5F 22 Erkek 20 KB
16 6F 6E 29 Kadin 8 KB
17 6D,6C 21 Erkek 3 KB
18 6B,6A 38 Kadin 2 KB
19 7A,7B 16 Kadin 4 KB
20 7C,7D 27 Kadin 20 KB
21 7E,7F 56 Erkek 4 KB
22 8F 8E 55 Kadin 2 Kardes
23 8D,8C 73 Kadin 3 Kardeg
24 8B,8A 67 Kadin 4 KB
25 9A,9B 49 Kadin 4 KB
26 9C,9D 40 Erkek 2 KB
27 9E,OF 56 Erkek 2 Amca
28 10F,10E 74 Erkek 3 KB
29 10D,10C 40 Kadin 4 KB
30 10B,10A 70 Erkek 2 KB
31 11A,11B 38 Erkek 4 KB
32 11C,11D 35 Kadin 2 KB
33 11E,11F 48 Kadin 1 KB
34 12D,12C 36 Kadin 2 KB
35 12A,12B 38 Erkek 5 KB
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Tablo 4d. Lot 4’de kullanilan serumlarin ait olduklari hasta bilgileri

IHasta bilglleri Serum Plaltaki yeri
1-D K 17 Kadm Ya diliie Pretx 1A
Ya dile 1 1G0n 28
A dilee 7 gon 13A
Ya diliie 14 gun A8
Ya diloe 28 gin 584
Ya dilte 3 ay [ty
Ya dile 5 ay A
L chilide 1wl 84
2-83 33 Kadin Ta dilbe Pretx [EPN
Ya ditbe 1.Gun TOA
1o dilte 7 gon 114
Y4 dilide 14 gin 128
30 19 Kadin Y4 dilbe Pretx 18
Ya dilGe 1500 28
Yea dilGe 7 gon 38
Ya dilbe 14 gon 48
Y4 diltie 28 gon 58
14 ditee 3oay 88
la dilhe 1wl =]
4-5.4 145 Kadm 4 dilie Pretx 88
Ve dilie 1.50n a5
Ya dilbe 7 gimn 108
Ta dilte 14 gun 118
a dithe 28 qiin 1258
5-3.T 27 Erkek Ya ditie Pretx 1S
Ya ditte 1 G0N 2C
I diltie 7 gin 30
Va dile 14 gtn 4
Ya dilie 28 gin i
ta dilte 3 oay Hi
la dilGe 8 ay 7C
G- A 24 Wadin Y4 diliie Pretx 8C
: Ya dittee 1 GONn g
ta dilge 14 giun 10T
I dilte 28 gin 11C
Y4 dilie G.ay 12
7-F.T 39 Kadm ta dilbe Pretx 10
ta dilde 1.GON 20
Wi ditiie 7 ogan 30
Ya dilte 14 gtn 40
Ya dilbe 28.gin 50
ladilbe 3 ay 80
Ya dilile B ay 7
8-k K 17 Erkek Ya diloe Pretx B
V4 dilte 14 giin 9D
a dilte 3 ay 100
Y diltie B ay 1150
V4 diltie 1yl 1203
SBALY 54 HWadin ia dilte Pretx 2E
Ya dille 1 Gin 3E
Ya dilre 7.oogin 45
Va dilde 14.gun SE
a dilde 2R gin 8E
La dile 3 ay 7E
TO-BA ALK 23 Erkek Ya dilie Pretx 3£
14 dilde 1. .G50n 9E
Ya dilbe 7.gun 10E
a dile 28 gon 11
Ya dile 3 ay 128
11-C.S8 44 Erkek Ya dile Pretx 2F
: Ya dilGe 1 G0n 3F
Ta ditoe 14 gun 4
| Ya dile 28 gan S5F
12-H. A 44 Wadin Ya dille Pretx GF
' 14 dilge 7 gin 7F
Ya ditte 14 gun aF
Y dilie 3 ay SE
13- E 20 Erkek Komplemansiz 10F
i14-E D 27 wadin Homplemansiz 118
158LC 27 ¥adin Womplemansiz |12F




30

Tablo 5a. Lot 1’de yer alan plaklarda kullanilan HLA’i belirlenmis lenfositler ve rx

verdigi serumlar

Piak

MNo Rx veren serumlar HLA-A HLA-B [HLA-Cw |[HLA-DR
k] i ] < 4 5 1ol I T
p T 13 17 % |17 T 129 |42 |51

3 I K] T %% [ BT |2 T 10
Z . 7 SE K1 KA

5 L3 ] T 12 15 157 |7

11 515 116 |17 |23 T 1017 |9 ™ |17
7 T 17 T 125 141 150 |3

T LI ] 16 {17 T |2 & 150 12 |5

£ JEN F: I ] A V]

0[5 |5 2 B KT 2 T

T 8 |9 P I KT £t

TZ [ |3 P EE R £

T3 |8 |9 I 5 135 |50 12 [F

k- B . T 12 |50 |7

5|8 |9 K LS I P

5T |3 T T 5T o

7 |15 15 12 |6 |7 TETE R T 7
/515 7% (17 T T 5
TH |8 |9 T 125 |37 |85

2U 5 5 2 ] a5 |1

i I O O R (U KV RS 7

22 ] 73 132 |7 5 7 Y 17
73 % |7 [ P I L5 7

pZ N R O I K

25 7 7 TT 123 |35 Z

¥ K T& 177 T 123 % |5 T |73
77 18 |7 12 IR 7 R E: T
pr: I R P A< T K- N A F )
21: B D I ] jd KPR B T |75
308 [F 1% |17 DI I I E LR T
3 B G 2 I K IO 0 T |11
32 |5 |5 B |17 i K E A

33 |8 |7 |% 73 T3 T 72
k7. S F I AN 51 A S T

35 |8 |9 KIVRN L S T |
36 8|9 30 S I SO k]

37 |8 |g |1 I 7 L X

38 |5 |5 |4 T 125 127 1% |7 2

5 B I T 123 |55 157 |2 T 175
F0 |5 |9 P I S R 3 T |15
F: 5 B E O | T 132 |58 3% |7 5 177
32 1% |9 I VN K K = |17
F. % N I O TR SN 2 T |22 |50 [p0 AN AR
|5 |7 |2 P2 ) S S T 73
a5 (8 g7 |22 7 EF|

F_ |5 |7 X pi3 z7 5

a7 |6 |7 & T2 |18 13T |2 T
g (5 |5 |2Z |3 7 SE E T |13
¥.1: B I R R R ] T 158 195 5T |7

o0 I P2 DL K B T

o1 [ j<3 4 [§]

¥4 g |9 24 16d 57

53 |5 |9 A 7 S 5 I X

5F [& |9 N /2 TS TV SN I A EE
55 18 18 |15 17 T 27 |32 |57

56 (8 19 | |77 P2 VI L )

57 18 |9 75 EZI 1

58 % 18 1T |16 |7 |& I ' F: R E K
LB T 1% 1% [0 & 5

£ I ] T |22 1% |52 T 77
L I O R R 2 PE I eI KIS T 15

52 (2 18 |9 |6 |7 T 12 |8 |57 |2

B3 18 9 |5 RZI i K El
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Tablo 5b. Lot 2°de yer alan plaklarda kullanilan HLA’i belirlenmis lenfositler ve rx

verdigi serumlar

Piak

Mo Rx veren serumiar HLA-A | HLA-BJHLA-Cw|{HLA-DR
1 i T 12 137 1= 117 15 1

Z 125 |5 R V2 K T
3 SR VI K3 AT K72 T I S N
T S T K KSR IS 77

5 EE 2 Pii k3 G R 5

54 L T2 1% 57 3

7 SE G T 13 % |57 T 173
] S SE N A VA R KR RN K R K

L+ BN K ¥ BN 2 i 3 I 5 K E

0 [19 |%% |57 7 EE N T 15
I R ) Z (22 5 57 [5 |7

iZ |26 |97 7 |23 |33 135 |5 T
k5T K 75 (68 |7 |51 T
¥ S T S Y 3 5157 T 72
75 |F T 127 157 |50 7
=5 T TR T2

&Y RE I S R T KL B T 17
i 3: P PER KT I ] T T
9 |4 | T 3} T8
511 I G O I KK T 122 19 |58 1

ZT 14 30 I EZ ¥ T 17
22 17 |5 T 111 |50 |57 |6 7T
o N EF O X A K ;] KL S TS T
pZ. S IS 7-N KL i T 124 198 |59 T8
25 T |13 |F % | TR ET T T 2
-1: 3R E O EE W ki T 12 BT 5 1 T 7%
v A I R VR K TS

V2 A A VI TT |58 |38 |42 |3 T4
Vi R T {7 |18 |51 E)

30 |3 |6 PRI I BT LT KT

5 B R k5 T 5B 12 15 |7 11
3Z |5 T T T
o s N SO K RE} EF I [ T
b7 N I KR T TR T |1
35 T 177 17 13 T 73
36 [1E |56 KO K L T EN 5!
37 12 22 |3 PN E ES I ESC I SR F

b T K S E U e U K T 188 139 150 ER K
K EN k5 T 125 |5 |5 T

30 | HE 5T 2t LS S|

F S B I E N K ez} =

&7 | 12 |25 |31 T 12 152 5 7 1r 1B 17
- IS F O I K T 127 150 157 |5 T 113
HEE S AR L

-2 IO IO K T2 15 |53 T
8 |1 % {23 |5 |7 pZ 3 I L T |13
F- ¥ I E 3 A K3 T 51 2 ik

7§ S N K N 2 - K E B 7 TS L AR AR K I S
1 I IS O § T 25 |18 |5 T
50 | @ o T 125 |15 |52 |3 T 116
51 | 2 |31 O I E

52 |4 |25 |91 KT P2 M BT 4 F O

53 |26 |1 7 k7

o4 AEN K3 7|32 |3 |3

55 | 26 P EE R 12

I I E N T 117 113 157 |5

57 | 2|26 |30 N /7N LS T X

3 ST P K T TR 7T
33 I T P 3 KN LI ER K

11 N I E T 12 18 |51 17

BT | 4 | |37 T 1% |35 |50
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Tablo Sc. Lot 3°de yer alan plaklarda kullanilan HLA’i belirlenmis lenfositler ve rx

verdigi serumlar

Rx veren serumiar HLA-A | HLA-BIHLA-Cw|HLA-DR
k1 2z Zh led |as Z Tg |51 7 4 EE]
Z 133 13 N T F-SO E:CR K R R K- K
3 T |2 |6 |27 |29 K PZ N I ES
F. SN R V] LN S T ES
5 12 28 |22 |35 R I K EL F K
B jeie I KT T 17
7 |28 |9 T 17 |50 157 [6 PR KK
B | T 197 |67 |53 |7 T3
T |0 P O F ¥ I LY A I A
K1 A i T 30 15T |50 B N
T |5 T 15 157 150 |5 I
1Z |75 P P A S| T 17
T3 |2 |29 1% T 124 |5 |55 T 113
E T I P KK PL KRR K 3 F ST
S I Vi SO R L I
|2 120 129 b S I
17 |25 |20 P 5] 5 117
B 1 P VE ) 7 I 5 i 7 |18
L 3 R EO E T 117
0 |3 75 |68 |55 T T 117
& I A k] 7 2 53
. 3 PR VU K P 7 K S T 170
23 17 2% |25 |55 T B |5 51 |7 T [0
2x |78 |9 P 5 I R X I 73
25 12 |28 |9 |©% T SR ES! 1T |73
130 VN O A L ki T 1017 131" T 7%
27 |2 |28 1. T 141 |50 |F F EE
728 7 % |1 T 12 |51 |52 T |13
bis I R VR T |22 |57 |51 7
30 |12 18 |28 |5 T 132 |32 |57 |2 |5
k% I DI 7 3 T 12 |57 |50 |3 T 118
3Z 12 18 |8 ¢ p; I YA Ef
3% 12 |29 7 38 15 |7 |
34 |2 127 128 |25 |» I S Ef i
BTSN T I P G N SV O O
I P I T 122 [ |57 |2 T 173
37 |3 I EE I K ES I B!

38 |29 7 11 (27 137 12 137 |7 |70
B 1 DN 5 ) I KK T N EE
I (I P I S N S K T 173




Tablo Sd. Lot 4°de yer alan plaklarda kullanilan HLA’i belirlenmis lenfositler ve rx

verdigi serumlar

Piak

Ne Rx veren serumiar HLA-A | HLA-B|JHLA-Cw[HLA-DR
] 7 K10 X i

Z KO KK I [ E

3 3 L P [ T
F: S 0 T 15

5 73 132 |39 |55 |7

I P EI S A

7 |12 P2 [T T -5 I KO WA KT E
B SR 177 £ -6 N A K E K

g (12 7 122 15 157 2 TS |17
0 (|17 T 17 130 52 |7 T 19
T |12 2 KK EE P ™ 17
12 (12 2 G L T |17
13 [12 N K EE ES T 73
1 K B K L N A F £
15 (12 7 X L T (17
76 AU K A - T 113
7 T |24 |78 (62 |3

KL L R I [ (R b
19 (12 2 T VA - T |77
20 T 32 |27 7

2T (12 o KL ki T |73
22 |12 A L N O T3 116
23 T 159 18 |57 |7 T 110
24 7 7 1% 137 |2 KD
ViEREY | RS SN EE
76 |17 T 130017 1% SER K1
77 7 IT |50 |5 ™ |77
28 [1Z T 32 |57 |52 L EK]
29 T[22 |57 |51 7
30 R A R YA S

31 |12 T 12 51 |50 |13 T
3z |12 7 ki EY A 7

33 i K A E T

34 2 I N OO O N S
35 T2 % 57 |4 T 173
36 I S S E

37 T 17 130 63 |7 T 177
38 I A A 5O A A KL
39 I N L I EE
a0 |12 I SO B S T 173
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En az 1 tnite kan transfiizyonu yapilmig, 105 hastadan alinan serumlar ile yapilan
lenfositotoksisite yontemi ile 17 hastada anti-HLA antikorlar: tespit edildi. Plaklara
yerlestirilen serumlar ve tizerlerine dokiilen doku tipi bilinen lenfositlerin reaksiyonlari
PRA-base analiz sistemi ile degerlendirildi. Her bir lot i¢in ayr1 olarak uygulanan analiz
sonucunda toplam antijen dagilimi Tablo 6 a-d de verilmistir. Analiz sisteminin dogru
pozitif ve yanlis pozitif olarak degerlendirdigi anti-HLA antikorlarinin istatistiksel
sonuglar1 da Tablo 7 a-d de verilmistir. Kullamilan PRA-base analiz sisteminde R
degeri; anti-HLA antikorunun, taranan antijenlere karsi olusabilme sikligini

gostermektedir.

Tablo 6a. Lot 1 i¢in toplam antijen dagilimi

Al:10 A2:21 A3:8 All:6 A23:3 A24:25 A25:0

A26:12 A28:1 A29:6 A30:4 A31:0 A32:10 A33:1

A34:0 A36:1 A43:0 A66:0 A68:5 A69:0 A74:1

A80:0 B7:4 B8:5 B13:1 B14:0 B15:0 B18:5

B27:1 B35:21 B37:2 B38:5 B39:1 B41:4 B42:0

B44:7 B45:1 B46:0 B47:0 B48:0 B49:5 B50:6

B51:20 B52:1 B53:0 B54:0 B55:7 B56:0 B57:3

B58:1 B59:0 B60:3 B61:4 B62:1 B63:2 B64:0

B65:0 B67:0 B71:0 B72:0 B73:0 B75:0 B76:0

B77:0 B81:0
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Tablo 7a. Lot 1°de varhig: tespit edilen HLA antikorlar: ve istatistiksel degerleri

Serumun | Anti-HLA | AA(++) | BB(+-) | CC(-+) | DD(-) |R
Plaktaki Antikoru
yeri
3C,3D FULL
POZITIF
3E,3F FULL
POZITIF
4C,4D B62 1 2 0 60 0,568
5C,5D B27 1 0 0 62 1
6C,6D B8 3 1 2 51 0,643
A29 4 4 2 53 0,526
6E,6F A29 4 10 2 47 0,347
B8 3 7 2 45 0,346
8A,8B B49 3 5 2 53 0,417
*AA(++); Dogru pozitif

*BB(+-); Yanlis pozitif
*CC(-+); Yanlis negatif
*DD(--); Dogru negatif
*R; Antijene karg: antikor olusabilme siklig1

Tablo 6b. Lot 2 i¢cin toplam antijen dagilimi

Al:13 A2:15 A3:11 Al1:19 A23:4 A24:23 A25:1

A26:8 A28:0 A29:3 A30:2 A31:0 A32:3 A33:1

A34:0 A36:0 A43:0 A66:0 A68:5 A69:0 A74:0

A80:0 B7:2 B8:6 B13:2 B14:0 B15:0 B18:8

B27:1 B35:20 B37:1 B38:4 B39:1 B41:2 B42:0

B44:9 B45:1 B46:0 B47:0 B48:0 B49:6 B50:6

B51:27 B52: B53:0 B54:0 B55:6 B56:0 B57:3

B58:1 B59:0 B60:1 B61:2 B62:1 B63:2 B64:0

B65:0 B67:0 B71:0 B72:0 B73:0 B75:0 B76:0

B77:0 B81:0
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Tablo 7b. Lot 2°de varlig1 tespit edilen HLA antikorlar: ve istatistiksel degerleri

Serumun Anti-HLA AA(++) | BB(+-) | CC(-+) | DD(-) | R
Plaktaki Antikoru

yeri
8A,8B A68 3 6 2 50 0,381
9E,9F A2 13 15 1 32 0,514

Tablo 6¢. Lot 3 i¢in toplam antijen dagilimi

Al:8 A2:19 A3:5 All:12 A23:0 A24:8 A25:0

A26:5 A28:0 A29:1 A30:4 A31:2 A32:2 A33:2

A34:0 A36:0 A43:0 A66:0 A68:2 A69:1 A74:0

A80:0 B7:1 B8:4 B13:1 B14:0 B15:0 B18:4

B27:1 B35:13 B37:0 B38:5 B39:0 B41:4 B42:0

B44:1 B45:0 B46:0 B47:0 B48:0 B49:1 B50:6

B51:18 B52:0 B53:0 B54:0 B55:3 B56:0 B57:4

B58:1 B59:0 B60:1 B61:2 B62:1 B63:3 B64:0

B65:0 B67:0 B71:0 B72:0 B73:0 B75:0 B76:0

B77:0 B81:0
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Tablo 7¢. Lot 3’de varlig1 tespit edilen HLA antikorlar: ve istatistiksel degerleri

Serumun Anti-HLA | AA(++) | BB(+) | CC(-+) | DD(-) | R
Plaktaki Antikoru
yeri
1C,1D B7 1 2 0 19 0,549
B51 12 3 6 19 0,545
3C3D B7 1 0 0 39 1
6C,6D B8 3 1 2 51 0,643
A29 4 4 2 53 0,526
10C,10D FULL
POZITIF
10E,10F Al 1 0 15 0,456
A3 7 4 6 15 0,339
B35 6 11 2 21 0,329
12A,12B B7 1 6 0 33 0,348

Tablo 6d. Lot 4 i¢in toplam antijen dagilimi

Al4 A2:15 A3:10 All:11 A23:1 A24:14 A25:0

A26:3 A28:0 A29:1 A30:1 A31:0 A32:5 A33:4

A34:0 A36:0 A43:0 A66:0 A68:3 A69:0 A74:0

A80:0 B7:2 B8:3 B13:1 B14:0 B15:0 B18:7
B27:3 B35:12 B37:0 B38:3 B39:0 B41:5 B42:0
B44:2 B45:0 B46:0 B47:0 B48:0 B49:5 B50:1
B51:9 B52:3 B53:3 B54:0 B55:3 B56:1 B57:0
B58:0 B59:0 B60:1 B61:1 B62:1 B63:1 B64:0
B65:7 B67:0 B71:0 B72:0 B73:0 B75:0 B76:0

B77:0 B81:0
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Tablo 7d. Lot 4°de varlig: tespit edilen HLA antikorlar1 ve istatistiksel degerleri

Serumun Anti-HLA AA(++) | BB(+) | CC(-+) | DD(-) | R

Plaktaki Antikoru

yeri

7F8F B63 1 0 21 1
A2 13 4 2 21 0,692
A30 1 1 0 21 0,691
A68 2 2 0 21 0,676

Lot 1 (3C,3D) 8 nolu serum test edilen tiim lenfositlerdeki HLA Ag’ leri ile rx
verdi. Ag spesifikligi yoktur.

Lot 1(3E,3F) 9 nolu serum test edilen tiim lenfositlerdeki HLA Ag’leri ile rx verdi.
Ag spesifikligi yoktur.

Lot 3(10C,10D) 29 nolu serum test edilen tiim lenfositlerdeki HLA Ag’leri ile rx
verdi. Ag spesifikligi yoktur.

Non-spesifik rx veren serumlar laboratuar ¢alismamizda anti-HLA pozitif
kontrolleri olarak kullamlacaktir. Ozellikle PRA ve cross calismalarinda kullanilan
pozitif kontroller, tespit ettigimiz bu serumlardan yapilabilecektir.

Calismamizda kan transfiizyonu yapilan hastalardan alinan serumlarda; A1 (1
serum), A2 (1 serum), A3 (1 serum), A29 (3 serum), A35 (1 serum), A68 (1 serum), B7
(3 serum), B8 (3 serum), B27(1 serum), B49 (1 serum), B51 (1 serufn), B62( 1 serum)
HLA Ag ile reaksiyon veren spesifik anti-HLA antikorlar1 lenfositotoksisite yontemiyle
belirlendi.

Renal transplantasyon gergeklestirilmis olan hastalardan alinan PreTx ve Post Tx

serumlarindan hazirlanmis olan LT4 serisinde 12 numarali hastanin transplantasyon
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sonras1 7.glin (7F) ve 14.giin (8F) serumlarinda, A2, A30, A68 ve B63 HLA Ag ile
reaksiyon veren spesifik anti-HLA antikorlar lenfositotoksisite yontemiyle belirlendi.
Yine bu sette nakil gerceklestirilmemis 3 kisiden alman serumlar kompleman
aktivitesinin test edilmesi amaci ile kompleman eklenmesi olmaksizin ¢aligiimigtir.
Calismamiz sonucunda istatiksel olarak dogru pozitif sonug¢ veren anti-HLA
antikorlarindan HLA-B27 antikoru, laboratuvarimiza rutin hasta olarak gelen ve HLA-
B27 pozitif olarak raporlandirilmis olan 16 hastanin lenfositleri ile test edildi. Bunun
icin HLA-B27 antikoru olan serumdan, her teresaki plagina 4 hasta lenfositi
dokiilebilecek sekilde, 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 diliisyonlarin1 hazirlandi. 16 HLA-B27+
olan hasta lenfositleri ile test edilen serum; 12 hasta lenfositi ile farkli skorlarda

reaksiyon verirken 4 hasta lenfositi ile reaksiyon vermedi.

Tablo 8. Anti-HLA-B27 serumunun HLLA-B27 + Hastalar ile test edilmesi ile elde edilen

skorlar

HLA-B27+ | Kulanilan serumun skoru

Hasta

Ip | 12p 1/4p 1/8u 1/16p

1 6 4 4 4 4
2 4 4 4 4 4
3 8 8 6 4 4
4 6 6 4 2 2
5 1 1 1 1 1
6 6 6 4 2 2
7 6 4 2 2 1
8 1 1 1 1 1
9 4 4 4 2 2
10 6 6 4 4 2
11 1 1 1 1 1
12 8 8 6 4 2
13 6 4 2 2 1
14 6 4 2 2 2
15 1 1 1 1 1
16 6 4 4 2 2
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S.TARTISMA

Uzerinde bir ¢ok arastrmanmin yapildigi ve bugiin hala bazi sorularin yanitsiz
kaldig1 immiin sistemimiz olduk¢a komplekstir. Dogal immiin sistemimiz ilk koruyucu
engeli olustururken, edinsel immiinitemiz dogal immiinite tarafindan tanimlanamayan
veya dogal immiiniteyi asarak dokulara giren antijenlere karsi savunmayi
saglamaktadir. Aslinda edinsel immiin sistem farkli antijenlere karst farkli yanit yollart
gelistirmistir. Edinsel immiin sistemin bir kolu olan humoral immiinite, antijen hiicre
icine girmeden ortadan kaldirmaya yonelik B lenfositleri tarafindan antikorlar tiretirken,
hiicresel immiinitemiz ancak hiicre i¢ine giren antijenler kendi APC’ lerimiz tarafindan
T lenfositlerine sunuldugu zaman devreye girmektedir. Yine burada immiin
sistemimizin farkli elemanlar1 devreye girer ve sistem hangi tip HLA molekiili ile
antijen sunulmus ise ona yonelik farkli tip T subsetlerini aktive eder. Class I molekiilii
ile sunum gerceklesmis ise CDS8 sitotoksik T lenfositleri aktive olurken, Class II
molekiilleri ile sunulmug ise CD4 T lenfositlerinin aktivasyonu gergeklesir. CTL’lerinin
antijeni tanimasi farkli sinyal mekanizmalarini aktive eder ve graniiler yol veya
reseptorler araciligiyla  antijenin bulundugu hiicre apoptoza ugratithir. CTL’i
salgiladiklar1 bazi sitokinlerle (IFNy) fagositleri de aktive .ederek antijenin
uzaklagtirilmasini saglayabilirler. CD4 T lenfositleri de salgiladiklart IFNy ile
makrofajlar1 aktive edip fagosite edilmis antijenlerin ortadan kaldirilmasim saglarken,
TNF sentezlemesi ile de nétrofil ve monositlerin bu bélgeye cekilerek daha gliglii bir
yamit olusturulmasini saglar. Ayrica B lenfositlerinin antijen sunan hiicrelere
déniismesini de indiikler.

Bu sekilde hiicre aracili immiin yanitin olusabilmesi i¢in gerekli ilk asama olan T

hiicrelerinin antijeni tanimasi ve baglanabilmesi i¢in gerekli olan HLA molekiilleri 6.
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kromozomun kisa kolunda yer alan MHC kompleksindeki bir gen toplulugu olan HLA
genleri tarafindan kodlanmaktadir. HLA molekiilleri ilk olarak kan transfiizyonu
yapilmis olan hastalarda ve multipar gebelik gegiren kadinlarda tespit edilmistir. HLA
molekiilleri transplantasyonda graftin kabul veya reddedilmesinde de rol oynar.

Aragtirma kapsamina alinan 127 hastaya ait bilgiler Tablo 4a-d de verilmis olup,
bu bilgilerin degerlendirilmesine yonelik tartigma 2 grup altinda yapilmastir.

5.1. Kan Transfiizyonu yapilan hastalarda anti-HLA antikorlarmnmn tespitine
yonelik bulgularin tartisiimasi

Kan transfiizyonundan sonra alicinin immiin sisteminde kisa yada uzun stireli gesitli
degisikliklerin oldugu birgok ¢alisma ile gosterilmistir. Bu degisikliklerin bir kismi
verilen kan komponentlerine karsi alloimmiinizasyon seklinde immiin sistemin
uyarilmas1 yoniinde gergeklesirken, diger kismi kan komponentinin 6zellikleri ve
alicomin immiin durumuna bagli olarak immiin sistemin baskilanmasi yoniinde de
gerceklesebilmektedir.

Calismamizda 105 kan transfiizyonu yapilmis olan hastada anti-HLA
antikorlarinin tespit etmeyi amagladik.

(Caligma sonucunda;

3 hasta serumunun full pozitif yani tim test edilen HLA antijenlerine karsi
reaksiyon veren HLA antikorlarina sahip oldugunu tespit ettik. Bu hastalardan 3 de
kadin olup, 1 den fazla kan transflizyonu ve ikiden fazla gebelikleri vardi. Bu hastalarda
tespit edilen anti-HLA antikorlarinin non-spesifik oldugu sdylenebilir.

11 hastada HLA spesifik antikorlar: tespit ettik. Bu hastalarin bir tanesinde yakin
akrabadan almnan kan kullamlirken digerlerinde kan bankasindan alinan kan

transfliizyonda kullanilmistir. Yakin akrabadan kan transfiizyonu yapilan hastanin 6
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dogum yapmis olmas: olusan HLA-antikorlarinda etkilidir. Bunun disinda 11 hastaya
yakin akrabadan kan transfiizyonu yapilmig ancak higbirinde HLA-antikoru tespit
edilememistir. Anti-HLA antikorlarinin mendelian kalittim gostermesi ile 1.derece
akrabalarda ayni HLA antijenlerine sahip olma orani artacagindan dolay: onlara karsi
HLA antikoru da olusturulmayabilecegi sdylenebilir.

Tespit edilen HLA antikorlari; A1 (1 serum), A2 (1 serum), A3 (1 serum), A29 (3
serum), A35 (1 serum), A68 (1 serum), B7 (3 serum), B8 (3 serum), B27(1 serum), B49
(1 serum), B51 (1 serum), B62( 1 serum) olup, bu serumlar ait oldugu 12 hastanin 8’i
erkek, 4’11 kadindir. Bu hastalarda en az 3 U kan nakli s6z konusu olup, kadin hastalar
da buna ilaveten 2 den fazla dogum hikayesi vardir. Bu veriler 1siginda erkek
hastalarda varlig1 tespit edilen anti-HLA antikorlarinin kan transfiizyonu sonucu
olustugu kesindir. Ancak kadin hastalarda gebelikten kaynaklanan antikor olusumu
ihtimali oldugundan dolay1, varlig: tespit edilen anti~HLA antikorlarinin kesinlikle kan
transfiizyonu ile olustugu s6ylenemez.

Ortalama 5U kan naklinden sonra anti-HLA antikorlarnin  olusmasi
beklenmektedir. Bazen 1U kan transflizyonu sonrasinda antikor gelisiminin pozitif
oldugu durumlar gériilmistiir. Calismamizda 5 U’den fazla kan nakli yapilmus 13 hasta
mevcut olup bunlardan 8°i erkek, 5°i kadindir. Bu hastalardan sadece iki tanesinde anti-
HLA antikoru tespit ettik. Kan transfiizyonu ile HLA antikorlarinin olusumunda kanmin
kimden alindig1 kadar kisinin immiin sistemi, kanin ne kadar bekletildikten sonra
kullanildigt ve serumun ne kadar siire sonra alindign da onemlidir. Ornegin
¢aligmamizda yer alan 2 hafta igerisinde 20 U kan transfiizyonu yapilmis olan hastadan
6 ay sonra alinan serumunda HLA antikoru tespit edemedik. Yine bir yil igerisinde 20 i

kan nakli olan hastamizdan en son kan naklinden 1 yil sonra serum alindiginda o



43

hastada anti-HLA antikorlarini tespit edemedik. Bu hastalarda desensitizasyondan soz
edilebilir.

Calismamizda HLA-B27 antikoru tespit ettigimiz hasta serumunu HLA-B27+ olan
hastalar ile test ettik. Sonugta bazi HLA-B27+ hastalarinin lenfositlerinin bu serum ile
reaksiyon vermedigini gozlemledik. Bu durumda hasta serumumuzun HLA-B27
allelinin bir alt dijitine kars1 olusmus bir HLA antikorunu olusturdugunu ve reaksiyon
vermeyen hastalarda bulunan HLA-B27 antijeninin bu dijitten farkli oldugu sonucuna
vardik.

5.2. Renal Transplantasyon gerceklestirilmis olan hastalarda anti-HLA
antikorlarimn tespitine yonelik bulgularin tartisilmasi

Transplantasyon gergeklestirilen hastalarda donér HLA antijenlerine kars1 olusan
HLA antikorlar1 DSA (Donér Spesifik Antikoru) olarak isimlendirilir. Donér ve alici
arasindaki HLA mismatch sayisinin artmast ile birlikte alicida DSA olusumu artacaktir.
Bu antikorlar HLA Class I ve Class II smnifina aittir. Calismamizda lenfositotoksitite
metodu ile elde ettifimiz sonuglart PRA-Base analiz sistemi ile degerlendirmeye
aldigimizdan dolay1 ancak class I sinifina ait olan HLA antikorlarim tespit edebildik.
Lenfositotoksitite metodu komplemandan bagimsiz aktive olan veya HLA spesifik IgG
ve non-sitotoksik antikorlarin ayirimini yapamadig icin birlerine bazi iistiinliikleri olan
Flow PRA ve ELISA PRA metodlar1 da rejeksiyonu en aza indirmek amaci ile
kullanilmaktadir.

Caligmamizda transplantasyon 6ncesi alinan serumlarinda PRA negatif olan 12
renal transplant hastasindan nakil sonrasi alinan 1., 7., 14., 28. giin, 3. ve 6. ay, 1.y1l
serumlarinda lenfositotoksitite metodu ile HLA antikorlarini tespit etmeye calistik. Bu

hastalardan sadece 1 tanesinde HLA antikorlarinin varligini tespit edebildik. Bu hastaya
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3 HLA mismacht olan dondrden renal transplantasyon yapilmasi sonucunda hastanin
Post Tx 7. ve 14. giinlerine ait serumlarinda HLA-B63, HLA-A30, HLA-A68
antikorlarimi tespit ettik. Calismamizin bu kisminda alicilar ve dondrlerinin doku
gruplari tespit edilmisti. Donér’de var olan HLA-A?2 antijenine kars alicida bu antijen
bulunmadigindan dolay: antikor olusumu s6z konusudur . Ancak bunun yam sira hasta
serumunda HLA-B63, HLA-A30, HLA-A68 antikorlarimin varlhigi hastaya daha
onceden kan nakli yapilmis olmasi ve birden fazla dogum yapnus olmasmin bir
sonucudur.

Kan transfiizyonu yapilmis kisilerden alinan serumlardan elde ettifimiz non-
spesifik HLA antikorlari, laboratuvarimizda rutin HLA testlerinde pozitif kontrol olarak
degerlendirilebilecektir. Calismamiz daha kapsamli bir sekilde diizenlenmesi ile daha
fazla spesifik HLA antikoru elde edilerek yurt disindan oldukga yiiksek maliyetlerde

getirtilen serolojik plaklar daha diisiik maliyette laboratuvarimizda yapilabilecektir.
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