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Insan Lokosit Antijeni (HLA- Human Leucocyte Antigen) son derece kompleks bir
morfolojiye sahiptir. Bu kompleks yapi, 6zellikle bobrek gibi bazi organ nakilleri s6z konusu
oldugunda hasta ve donor arasindaki uyumsuzluga sebep olan onemli bir faktordiir. HLA
lokuslarinda ne kadar ¢cok uyum varsa rejeksiyon riski ve kullanilacak immiinsupresiflerin
miktar1 o kadar azdir. Panel Reaktif Antikor (PRA) testi ise hastanin serumunda bulunan
anti-HLA antikorlarin tanimlanmasin1 saglayan bir testtir. Bobrek bekleme listesindeki
hastalarda, hastanin serumunda olusan anti-HLA antikorlarinin varli§i hastada hiper akut
ve akut rejeksiyona sebep olmaktadir. PRA pozitif hastalarin PRA negatif hastalara gore
nakil basaris1 daha diisiiktiir. Bu ¢aligmada 2012-2022 tarihleri arasinda Digkapr Yildirim
Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na gelen ve kronik
bobrek yetmezligi (KBY) teshisi konulmus, ¢alisma i¢in uygun olan 24 hasta se¢ilmistir. T
lenfositler bobrek naklinde immiin diizenleyici olarak rol alirlar. Antijen sunucu hiicrelerle
etkilesime giren T lenfositler uyarilir ve sinyal olustururlar. En 6nemli sinyal, T hiicre
reseptorii C'D3’iin bir major histo uyumluluk kompleksi (MHC) ile temasindan elde edilir.
Bununla birlikte, T hiicreleri iizerinde ifade edilen diger sinyal molekiilleri de T hiicrelerinin
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diizenleyici veya effektor hiicrelere farklilagsmasini ve aktivasyonunu etkiler. Transplante
edilen organin reddinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde aktive edilmis bu T hiicreleri
yer alir. Ancak bobrek nakli hastalarinin kaninda bulunan T lenfosit alt gruplarinin
ve HLA — DR pozitif hiicrelerinin klinik 6nemi hala belirsizligini korumaktadir. Bu
calismayla 9 PRA pozitif hastanin antikorlart belirlenmistir. Dogal 6ldiiriicti hiicreler
(Natural Killer-NK), T Lenfosit, B lenfosit aktivasyonunun belirlenmesi asamasinda Flow
Sitometri cihazi (Beckman Coulter Navios-model, USA) ile HLA — DR, CD3, CD4,
CD8, CD16, C'D56, CD25 , CD127, C'D45, C'D57, C'D19 belirtecleri kullanilarak
lenfosit profili belirlenmistir. Bu profil hastalarin doku tipi ve kendi icinde alt gruplarina
gore ayrilarak aradaki fark istatistiksel olarak karsilagtirilmisti. PRA pozitif hastalarda
stk goriilen organ rejeksiyonlar: ile lenfosit profili arasindaki iligki SPSS 23 analizi ile
sorgulanmisti. KBY Hastalarinin PRA, nakil ve rejeksiyon durumlarina gore aktive C'D4
pozitif hiicreleri tanimlayan CDAYC D25 ve CDAYHLA — DR" T hiicre ylizey belirteg

degerlerinin karsilastirilmas: yapilmagtir.

Elde edilen sonuglar istatiksel olarak incelendiginde: KBY Hastalarinin PRA durumuna
gore CDATCD25'" ve CDATHLA — DR T hiicre yiizey belirte¢ ortancalari PRA
pozitif hastalarda PRA negatif hastalara gore daha yiiksek bulunmustur (z=4.025; p<0.001;
r=0.821). KBY hastalaria ait PRA pozitif hastalarin sinif I ve simif II yiizde degerlerinin
CDATCD25"" ve CDA*HLA — DR T hiicre yiizey belirte¢ degerleri ile karsilagtirilmasi
yapildiginda degiskenler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. KBY Hastalarinin nakil
durumuna gére CD4*C D25 T hiicre yiizey belirte¢ ortancalar1 nakil olan hastalarda nakil
olmayan hastalara gore daha yiiksektir (z=2.578, p=0.009, r=0.520). CD4THLA — DR*
T hiicre yiizey belirte¢ ortancalar1 i¢in anlamli bir fark elde edilmemistir (z=0.550,
p=0.608, r=0.110). KBY Hastalarinin rejeksiyon durumuna gore CDATCD25"" ve
CDAtHLA — DR T hiicre yiizey belirteg ortancalari rejeksiyon olan hastalarda olmayan
hastalara gore daha yiiksek saptansa da istatistiksel anlamli bir de8iskenlik gdstermemistir
(z=1.776, p=0.095, r=0.562). Hasta sayisi arttirildiginda anlamli bir fark elde edilecegi
etki biiytikliigii degerinden (r=0.562; r>0.50 large effect size) anlasilmaktadir. Hastalarin
HLA-A, HLA-B ve HLA-DRBI doku tiplerine ait lokus numaralar1 ile PRA durumlar
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istatiksel olarak Chi-Square analizi ile incelenmigtir. PRA test sonucu pozitif veya negatif
olan hastalarda HLA-A, HLA-B ve HLA-DRBI1 lokus numaralar1 agisindan anlamli bir

farklilik gozlemlenmemistir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; KBY hastalarinin
PRA durumuna gére CDATCD25"" ve CDATHLA — DR T hiicre yiizey belirtec
degerlerinin hasta monitorizasyonu i¢in ek bir parametre olarak kullanilabilecegini
diisiindiirmiis ancak, hasta sayilarinin arttirilarak ve ¢ok degiskenli istatistiksel analiz

yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: HLA, PRA, 1mmﬁnofen0tiplendirme, Bobrek Nakli, Kronik Bobrek

Hastalig1
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ABSTRACT

INVESGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN PRA POSITIVE
PATIENTS WITH HLA HAPLOTYPES AND IMMUNOPHENOTYPES
IN RENAL TRANSPLANT PATIENTS

BELEMIR NERMIN ANIL

Master of Science, Bioengineering
Supervisor:PROF. DR. IBRAHIM VARGEL
September 2022, 84 pages

The Human Leukocyte Antigen (HLA- Human Leucocyte Antigen) has an extremely
complex morphology.  This complex structure is an important factor that causes
incompatibility between the patient and the donor, especially when it comes to some organ
transplants, such as kidneys. The more compliance there is at the HLA loci, the less the risk
of rejection and the amount of immunosuppressants to be used. The Panel Reactive Antibody
(PRA) test is a test that allows the identification of anti-HLA antibodies found in the patient’s
serum. In patients on the renal waiting list, the presence of anti-HLA antibodies formed
in the patient’s serum causes hyperacute and acute rejection in the patient. The success
of transplantation of PRA positive patients is lower than that of PRA negative patients.
In this study, 24 patients who came to the Tissue Typing Laboratory of Deckap: Yildirim
Beyazit Training and Research Hospital between 2012 and 2022 and were diagnosed with
chronic renal failure (CRF) and were eligible for the study were selected. T lymphocytes
are involved in kidney transplantation as immune regulators. T lymphocytes, which interact
with antigen-presenting cells, stimulate T cells through signals. The most important signal
is obtained from the contact of the T-cell receptor C'D3 with a major histocompatibility

complex (MHC). However, other signaling molecules expressed on T cells also affect the
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differentiation and activation of T cells into regulatory or effector cells. These activated
T cells are involved in initiating and maintaining the rejection of the transplanted organ.
However, the clinical significance of T lymphocyte subgroups and HLA — DR positive
cells found in the blood of kidney transplant patients still remains unclear. In this study,
antibodies of 9 PRA positive patients were determined. Natural killer cells (Natural Killer,
NK), T-lymphocytes, B lymphocytes, the activation of the determination of Phase, Flow
Cytometry device (Beckman Coulter Navios-model, USA), HLA — DR, CD3, C'D4, C DS,
CD16, C'D56, C D25, C'D127, C D45, C' D57, C D19 lymphocyte markers was determined
using the profile. This profile was decoupled according to the tissue type of the patients
and their subgroups within themselves and the difference was compared statistically. The
relationship between organ rejections and lymphocyte profile, which are common in PRA
positive patients, was questioned by SPSS 23 analysis. A comparison of CD4ATCD25""
and CD4tHLA — DR™ T cell surface marker values, which identify activated CD4 positive

cells according to the PRA, transplant and rejection status of CRF patients, was performed.

When the results obtained were examined statistically: CDATCD25""  and
CDATHLA — DRT T cell surface marker median values were found to be higher
in PRA positive patients compared to PRA negative patients according to the PRA
status of CRF patients (z=4.025; p<0.001; r=0.821). When the percentage values of
class I and class II of positive patients belonging to CRF patients were compared with
CD4*CD25Y and CDA*HLA — DRT T cell surface marker values, there was no
significant difference between the variables. According to the transplantation status of
CREF patients, C' D47 C'D25"" T cell surface marker hydrangeas are higher in patients with
transplantation than in non-transplant patients (z=2.578, p=0.009, r=0.520). No significant
difference was obtained for C DA™ HLA — DR™ T cell surface marker hydrangeas (z=0.550,
p=0.608, r=0.110). CD4+C D25 and CD4THLA — DR™ T cell surface marker median
values were found to be higher in patients with rejection compared to non-rejection patients,
but there was no statistically significant variability (z=1.776, p=0.095, r=0.562). It is
understood from the effect size value (r=0.562; r>0.50 large effect size) that a significant

difference will be obtained when the number of patients is increased. The locus numbers



of the patients belonging to HLA-A, HLA-B and HLA-DRBI tissue types and their PRA
status were statistically examined by Chi-Square analysis. No significant differences were
observed in terms of HLA-A, HLA-B and HLA-DRBI1 locus numbers in patients with

positive or negative PRA test results.

The obtained results are evaluated within the scope of the study; according to the state of
PRA CRF patients with C'D4tCD25"" and CDA*HLA — DR" T cell surface markers
for patient monitoring of the value of an additional parameter that can be used as suggested,

however, by increasing the number of patients and multivariate statistical analysis is required.

Keywords: HLA, PRA, Immunophenotyping, Kidney Transplant, Chronic Kidney Disease
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1. GIRIS

Doku Uygunluk Antijenleri (MHC- Major Histocompatibility Complex) tiim omurgalilarda
bulunan hiicre yiizey bilesekleridir [1]. Bu yiizey bilesiklerine insanlarda ilk kez lokositlerde
rastlanmilmis ve insandaki MHC’ler “Insan Lokosit Antijeni” (HLA-Human Leukocyte
Antigen) olarak adlandirilmistir [2]. 6. Kromozomun kisa kolunda konumlanan HLA
antijenleri viicudumuza giren yabanci antijenlerin taninmasinda rol alirlar [3-5]. MHC
gen bolgesinin diger omurgalilardaki HLA’larda oldugu gibi insanlarda da 3 alt grubu
icermektedir ve bunlar sinif I, II ve III antijen olarak adlandirilmistir. Simif I ve Simf II
insan lokosit antijenleriyle iligkilidir. Ancak hiicrelere antijen sunumunda gorev almayan
Smif III bilesikleridir. Simif 1, 6 bolge (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G) icerir ve HLA A, B
ve C bolgeleri transplantasyonla direkt ilgilidir [6, 7] . Simf II (HLA-DRBI, -DP, -DQ,
-DO, -DN, -DM) de alt1 bolge icerir transplantasyon ile ilgili olan antijeni HLA-DRB1’dir
[8—10]. HLA antijenleri olduk¢a polimorfik bir yapiya sahiptir ve bundan dolay1 hasta ve
dondr arasindaki uyumsuzlugun onemli sebeplerindendir. Bobrek nakilleri 6ncesinde hasta
ve dondr arasindaki antijen uyumunun tespiti icin HLA-A, B, DR lokuslarinin tanimlanmast
yapilmaktadir ve bu tanimlamalarda HLA uyumu ag¢isindan onem sirast HLA-DRB1, HLA-B
ve HLA-A seklindedir. HLA lokuslarinda ne kadar cok uyum varsa rejeksiyon riski ve

kullanilacak immiinsupresiflerin miktar1 o kadar az olacaktir [11] .

Panel Reaktif Antikor (PRA) ise HLA’ya karst hastanin serumunda bulunan anti-HLA
antikorlarin tanimlanmasinda kullanilan bir testtir. Kronik bobrek hastalarinda bobrek
naklinin kesin tedavi oldugu bilinmektedir. Anti-HLA antikorlar1 hastada nakil 6ncesi veya
sonrasit icin rejeksiyona sebep olabilmektedir ve bu yiizden bu antikorlarin profillerinin
cok iyi belirlenmesi gerekmektedir. KBY hastalarinda uygun donor segilirken Anti-HLA
antikorlarim1 tamimlayan PRA tarama ve tamimlama ve testleri yapilir ve bu sonuglar
dogrultusunda fazla duyarlilasmis hastalarda bile nakil sansi arttirilabilmektedir. Bobrek
bekleme listesindeki hastalarda, hastanin serumunda olusan Anti-HLA antikorlariin varlig
hastada hiperakut ve akut rejeksiyona sebep olmaktadir [11]. Rejeksiyonu dnlemek amaciyla

nakil 6ncesi PRA tarama testinin yapilmasi onemlidir. PRA pozitif hastalarin PRA negatif
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hastalara gore nakil basarist daha diisiiktiir. Kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastalarinda da
nakil oncesi PRA pozitifligi nakil sansini1 diisiirmektedir. Bir bagka deyisle transplantasyon

sonrasi rejeksiyon riskini arttirmaktadir [12].

Literatiirde yapilan calismalarda PRA testi sonucu pozitif olan hastalarin sinif I antikorlardan
en sik tamimlananlari, A2, A23, A24, A33, A68, B7, smif II antikorlardan tanimlananlar
ise, DR4, DR7, DR9Y, DR11, DR10, DR1, DRS8, DR17, DQ2, DQ9 olarak belirlenmistir
[13]. 2009 yilinda Karahan ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada bazi HLA simif
I antijenlerine kars1 olusan antikorlar tanimlanmig ve bunlardan en sik bulunup tanimlanan
A68 antikorudur. HLA sinif II antijenine kargi en sik tanimlanan antikor ise DQ3’diir. 2011
yilinda Erikoglu ve arkadaslari tarafindan iilkemizde yapilan bir bagka calismada HLA-A, B,
DR grubunda A2, B35, DRBI11 antijenlerini en sik goriilen antijen olarak tanimlamiglardir
[14] . Ayrica, 2001 yilinda Arnaiz-Villena ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada ise A2

antijeninin en sik olarak Tiirkiye popiilasyonunda rastlandigini bildirmistir [15].

Bu calismamizda PRA pozitif hastalarin antikorlarinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.
Calisma kapsaminda bu antikorlarin doku tipleri ile iligkisi de arastirilacaktir. PRA pozitif
hastalarin antikor diizeyleriyle doku tipi arasindaki iligki sorgulanarak rejeksiyon iizerindeki
etkisi arastirilacaktir. Calisma kapsaminda, PRA pozitif KBY hastalarindaki antikorlarin
belirlenmesinden sonra lenfosit fenotipine bakilacaktir. Ayni hastadan kan 6rnegi alinarak
DNA izolasyonu yapildiktan sonra doku tipi ile PRA ve immiinfenotip arasindaki iligki

belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HLA (Human Leucocyte Antigen) Sistemi

Allojenik organlarin reddedilmesinde rol oynayan lokuslara Major Doku Uyumluluk
Kompleksi (MHC) denir. Yiiksek oranda polimorfik olan hiicre ylizeyi molekiilleri MHC
tarafindan kodlamr. Insanlarda bulunan MHC ilk olarak 16kositlere karsi alloantikorlar
kullanilarak tanimlanip karakterize edildiginde HLA (insan 16kosit antijeni) sistemi olarak
adlandirilir. Transplantasyon antijeni olan HLA sisteminin birincil biyolojik rolii viicuttaki
bagisiklik tepkisinin diizenlenmesidir. Yapilan calismalarda transplant reddinin, allojenik

lokositlere karg1 antikor {iretimi ile iligkili oldugu bulunmustur [16].

2.2. HLA Sisteminin Genetik Organizasyonu

7.6 Mb’lik alan kaplayan ve farkli islevlerde olan 250’den fazla gen iceren HLA geni, 6.
Kromozomun (6p21.31) kisa kolunda konumlanir. Giiniimiizde bilinen insan kromozomal
alanlarinda en fazla gen yogunlugu ve polimorfizme sahip gendir [17]. Insan MHC bélgesi
fonksiyonlarina gore iic bolgeye ayrilir: HLA-A, B ve C sinif I antijenleri, HLA-DP, DQ,
DRBI1 genlerini iceren HLA simf II antijenleri ve HLA molekiillerini kodlamayan Simif
III antijenleridir. Sinif III antijenlerinin tamamlayici bilesenleri (C2, C4, faktor B), tlimor
nekroz faktorleri (TNF’LER), 21-hidroksilaz ve diger gen bolgelerini igerir [18]. Sekil 2.1°de

insan MHC gen bolgesi gosterilmistir.

Centromere DP DQ DR C' TNFBC A Telomere
1 | 1 1 |
] | | L]

—
—— — e —

Class Il Class 111 Class |

Sekil 2.1. 6. Kromozomun kisa kolunda bulunan insan MHC gen bolgesi C’(komplement
gen), TNF (tiimor nekroz faktorleri)’lerini icerir [16].
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2.3. Tarihge

1940 yillarinda George Snell ve arkadaslari tarafindan MHC kesfedilmistir. 1940 yilindan
1967 insan MHC’ sinin kesfine kadar onlarca y1l doku ve organ nakilleri basarisiz olmustur.
Snell ve arkadaslari iki farkli fare grubu kullanarak deri nakilleri ile ilgili ¢alismalar
yapmistir. Bu caligmalar neticesinde genetik olarak birbirinden farkli fare grubunda
deri nakilleri rejeksiyonla sonu¢lanmis, ancak genetik olarak aymi fare grubunda deri
nakilleri basarili olmustur. Bu farklilifin sebebini genomdaki dev bir gen kompleksinden
kaynaklandi81 ortaya ¢ikarilmis ve MHC olarak adlandirilmistir. Sonraki yillarda George
Snell ve arkadaslar1 insanda da bu gen kompleksinin bulundugunu ortaya ¢ikarmis ve HLA
olarak isimlendirmislerdir. Yapilan ilk calismalardan sonra Snell ve arkadaslart MHC’
nin kendisini ve biitlin fonksiyonlarini tamamu ile tanimlamig ve bu bulus sayesinde 1980
yilinda Nobel Tip 6diiliinii kazanmiglardir [19]. Insanlarda klinik doku ve organ nakillerinin
yapilmasi bu genetik bolgenin kesfiyle baglamistir. 1968 yilinda Diinya Saghk Orgiitii
Adlandirma Komitesi insan MHC’ sini HLA olarak isimlendirmis ve MHC ile baglantili

genler tarafindan kontrol edildigi agiklamigtir [20] .

2.4. HLA Molekiillerinde Polimorfizm

Insan biyolojisinin ayirt edici 6zelligi genetik polimorfizmdir. Bir gen bir populasyonda
birden fazla alelli ifade ettiginde o alel polimorfik olarak adlandirilir. Insan genlerinin en
yiiksek polimorfizm gosteren genleri HLA genleridir. HLA molekiillerinin degiskenligi esas
olarak peptit baglama alaninda bulunur. Patojenlerin ve bu patojenlere yanit veren bagisiklik
sisteminin birlikte evrimi populasyonda HLA molekiillerinin degiskenligine sebep olmustur.
Farkli viral peptitleri baglama potansiyelinin arttirilmasi, patojenlere karsi yanit1 en {ist
diizeye cikarir. HLA genleri oldukca polimorfik olmasina ragmen aym aleller genellikle
bireylerle iligkilidir. Bu, HLA genlerinin birbirleriyle giiclii baglanti dengesizligi icinde
olmasiyla agiklanabilir. “Baglant1 dengesizligi” terimi, bir populasyondaki tek bir alelin
siklifina dayali olarak beklenenden daha sik meydana gelen, farkli lokuslardaki alellerin

birlikteligini ifade eder. Bunun en belirgin nedeni, ayn1 kromozom iizerinde birbirine yakin
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olan iki lokustan alellerin birlikte kalittmidir. Baglanti dengesizligi nedeniyle, belirli HLA
haplotipleri digerlerinden daha siktir ve bu tiir haplotipleri tagiyan hastalarin uyumlu bir

donor bulma sansi en yiiksektir [21].

2.5. Immiin Sistem Hiicreleri

2.5.1. T Lenfositler

T hiicreleri, kemik iligi kaynakli lenfoid Onciilerinden farklilagir ve fetal gelisim sirasinda
timusta maksimum diizeyde olgunlasir. Uretim hiz1 giinde ortalama 109 hiicredir. Bu yeni
olusan T hiicrelerinin bazilar1 dolasim yoluyla ikincil lenfoid dokulara (dalak, lenf diigiimleri
ve mukoza ile iligkili lenfoid dokular) go¢ eder. Yetiskin bireyler, toplam viicut agirliginin
yaklagik %?2’sini olugturan 1012 lenfosit hiicrelerine sahiptir. Bu hiicrelerin yaklasik %50’si
T lenfositlerdir. Dolasimdaki T lenfositler, 16kositlerin yaklasik %?20’sini olusturur. T
lenfositler, omurgali bagisiklik sisteminin merkezi bir bilesenidir ve patojenik istilacilara

kars1 oldukca spesifik ve uzun siireli bagisiklik tepkilerini diizenlemekten sorumludur [22].

T hiicreleri, kemik iliginde iiretilip timusta farklilasan, kendinden olan ve olmayam
ayirt etme yetenegini kazandiklar1 lenfoid onciillerden tiiretilir. Olgunlagsma siirecinde T
lenfositlerin yiizeyine bir¢ok reseptor yerlesmeye baglar. Kemik iligindeki embriyonik
pluripotent hiicreler, bazi sitokinlerin uyarilmasi ile gelisip pre-T lenfositlere farklilagirlar.
Daha sonra pre-T lenfositler timiis korteksine giderek olgunlasip cogalirlar. Bu olgunlagma
siirecinde cesitli yiizey molekiilleri kazanip farkli uyarilara yanit verebilecek seviyeye

erigirler [22].

2.5.2. B Lenfositler

Humoral bagisikliktan sorumlu olan B hiicreleri kemik iliginde bulunan stem hiicrelerden
koken alirlar. Ilk olarak lenfoid koken hiicreleri daha sonra primer (pre) - B lenfositlere

doniisiirler. Kanda tiim lenfositlerin %25’ini, dalakta ise %50 sini olustururlar. B lenfositler



immiinglobulin (Ig) sentezlerler ve bu sentezledikleri Ig’ leri hiicre yiizeylerindeki zarlarda
tasirlar. B lenfositler, yalnizca bir antijene baglanabilen yilizey immiinoglobulin reseptorlerini
tasirlar. Bundan dolayr bagisiklik sisteminde zamanla karsilagilabilecek on binlerce antijen

icin spesifik reseptorler tagityan on binlerce B lenfosit tipi bulundurur [23].

2.5.3. Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer-NK)

NK’lar MHC molekiilleri tarafindan bir kisitlama gerektirmeden, direkt olarak hedef
hiicreleri 6ldiirebilen biiyiik graniilositler olarak tanimlanirlar. NK hiicreleri en 1yi sitotoksik
fonksiyonlar1 ve uyarildiginda sitokin iiretme yetenekleri ile karakterize edilir. NK’larin en
onemli gorevi tiimor hiicreleri, viriis, bakteri ve parazitlere karst dogal immiin sistemin ilk
basamagini olusturmaktir. NK hiicreleri immiin sistemdeki gorevlerini sitokin salgilanmast

yoluyla yerine getiriler [24].

2.5.4. Makrofajlar

Immiin yanitta gérev alan, viicutta bulunan yabanci maddeleri fagosite ederken T ve B
lenfositlere monokin adi verilen sitokini iireterek yardimci olan hiicrelerdir. Viicuttaki
yabanci antijenleri fagosite edip lenfositlere tanitirlar. Makrofajlarin lenfositlerden farki daha

onceden kargilastig1 antijeni tanimazlar ve tekrardan aktiflesirler [25].

2.5.5. T ve B Lenfositlerin Yiizey Farklilasma Antijenleri

Tiim hiicrelerin yiizeyinde kendine 6zgii hiicre yiizey antijenleri bulunur. Bu antijenler:
C D3, genellikle alfa ve beta T hiicre reseptorii (TCR-T cell receptor) ile iletisim halindedir.
Sitoplazmik uzantilar1i TCR’lerden uzundur. TCR tarafindan algilanan sinyali cekirdege
iletmekten sorumludur. C'D4, yardimci T lenfositlerin yiizeyinde bulunur ve yiizeylerinde
MHC-II molekiilleri bulunan hiicrelere baglanip yardimei T lenfositleri uyarir. C' D8, MHC-I
iceren hiicrelerle iletisim kurarak T lenfositlerini uyaran, sitotoksik T lenfositlerin yiizeyinde
bulunan hiicre adhezyon molekiilidiir. CD16, CD56%™ tasiyan NK hiicrelerinde daha
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yiiksek miktarlarda ve C' D56"""" tagiyan NK hiicrelerinde daha diisiik miktarlarda bulunan
hiicre yiizey molekiiliidiir. C D56, NK hiicrelerinin alt gruplarinda degisen seviyelerde
ifade edilen bir hiicre yiizeyi molekiiliidiir. C'D56%™ NK hiicreleri tamamen olgundur
ve periferik kandaki NK hiicrelerinin yaklagik %90’ olusturur. Sitotoksik yani hiicre
Oldiiriicii yanittan sorumludur ve antikora bagimli hiicre aracili sitotoksisitede rol alir.
CD56""" NK hiicreleri, agirlikli olarak dokularda ve ikincil lenfoid organlarda bulunan

olgunlasmamus bir gruptur. CD56"*9"

cogalma ile ilgilidir ve sitotoksik aktivitesi azdir.
C' D25, birgcok otoimmiin hastaligin patogenezisinde rol alabilecegi ve miktarinin C'D4
pozitif T hiicrelerinde yiiksek oldugu yapilan bazi calismalarla belirlenmistir. C'D19, B
hiicrelerin aktive olabilmeleri icin gereklidir. Antijenik uyart durumunda T hiicrelerin
yiizeyindeki C'D21 ile baglanmasiyla B hiicre reseptorlerinde bulunan sinyal iletim sistemini
giiclendirir [26]. C' D127, Hafiza T hiicreleri Yiizeyinde yiiksek diizeyde IL-7 reseptorii
(C'D127) bulunur [27]. C'D45, akim sitometrik degerlendirmede kullanilan olduk¢a 6nemli
bir parametre olup ortak 16kosit antijeni olarak isimlendirilir. C' D45, hematopoietik kokenli

hiicreleri ayirt etmede kullanilan en faydali belirteclerden biridir [28]. C'D57, T hiicrelerinin

ve dogal oldiiriicii hiicrelerin alt kiimelerinde bulunur [29].

2.6. HLA Genlerinin Isimlendirilmesi, Stiflandirilmasi ve Kalitimi

Bir kisinin bagisiklik direnci genler tarafindan belirlenir. Kendinden olmayan antijenlerden
kendi antijenlerinin taninmasi, MHC tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir ve
ebeveynlerden miras alinan genotipe baglidir.  Bir tiiriin hayatta kalmasi agisindan,
antijenlerin immiinolojik olarak taninmasi, viicudu yabanci patojenlere karst koruyan son
derece onemli bir biyolojik islevdir. Bununla birlikte, verici antijenlerinin konakg¢inin
bagisiklik hiicreleri tarafindan saptanmasi ve ardindan transplant reddi istenmeyen bir
sonuctur. Koruma genlerinin, evrim sirasinda Homo Sapiens tiirlerinin korunmasinda énemli
bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Koruyucu genlere sahip bireyler, patojenlere kars1 daha
hizl1 humoral ve hiicresel tepkiler gelistirir. Bu genler, yabanci antijenlerin belirli lenfosit
siiflarina taninmasi ve sunulmasinda yer alan MHC/HLA smf I ve II sistemlerinin gen

tirtinleriyle yakindan iligkilidir [30].



IMGT (immunogenetics)/HLA veritabani (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla), HLA alellerini
kaydetmek, eslestirmek ve adlandirmak i¢in bir dizi tablo ve arag¢ icerir. Diizenli olarak
giincellenir ve terminolojiyi standart hale getirmek i¢in uluslararasi komite periyodik olarak
toplanir.  Son yillarda, isimlendirme, ¢ok sayida yeni alelleri barindirmak i¢in kapsaml
bir giincellemeden gecmistir. Ozetle, her lokusun kendi sembolii ve ardindan bir yildiz
isareti vardir (HLA-A*,HLA-DRBI1* vb.). Bunlari, iki nokta iist iiste ile ayrilmis dort
basamaga kadar benzersiz sayilar olan alel atamalar1 takip eder. Ilk dort basamak en sik
kullanilanlardir ve dort basamakli yazma olarak adlandirilir. Cogu durumda, ilk iki basamak
allotip tarafindan taginan serolojik antijenin tipini gosterir (HLA-A*02). Daha sonra, amino
asit dizisinde farklilig1 gosteren alt tiirleri (HLA-A*02:02 ve HLA-A*02:03 gibi) temsil eden
bir sonraki basamak grubundan iki nokta iist iste igareti ile ayrilir. Bagka bir siitundan sonra,
esanlamli (sessiz) niikleotid ikameleri icin ligiincii bir say1 kiimesi kullanilabilir ve intronik
bolgelerdeki degisiklikler i¢cin dordiincii bir kiime kullanilabilir. Gizli (S), sitoplazmik (C),
anormal (A), bos (N), diisiik (L) ekspresyonu olan siipheli (Q) proteinleri belirtmek i¢in son
ekler de eklenebilir [31].

Cizelge 2.1. HLA Nomenklatiirii [32].

Doku Tipi Isimlendirmesi Anlamm
HLA Gen Bolgesi
HLA-B Gen Lokusu
HLA-B*44 Belirli Aleli Kodlayan Bolge
HLA-B*44:02 Spesifik Alelin Alt Tipi

Giiniimiizde, insan MHC gen bolgesinde giincel HLA alel sayilar1 toplamda 33.490 alel
icerir. Bu alellerin 24.308 tanesi Class I alelleri, 9182 tanesi ise Class II alelleridir [33]
[33]. HLA alelleri kodlanmis proteinlerin 6zelligine gore ¢esitli bolgelere ayrilir. Bunlardan
bobrek nakli ile ilgili olan HLA sinif I ve simif II’dir. [9]. Bobrek nakli ile alakali HLA simif
I gen bolgesi A, B lokuslarini, siif II gen bolgesi ise DR lokusunu igerir. Bir bagisiklik
tepkisi olusurken HLLA gen bolgeleri T hiicrelere antijen sunar. Bu antijen sunma T hiicre alt
gruplarinda farkliliklar gosterir. CD8 pozitif sitotoksik T hiicrelere simif I HLA molekiilleri,
CD4 pozitif yardimer T hiicrelere ise smif II molekiilleri antijen sunar. Antijen sunma
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olayinda simif III HLA molekiilleri yer almaz [4]. HLA molekiilleri, T hiicrelerine sunulmak

iizere antijenik peptitleri baglayan zara bagh glikoproteinlerdir [34].

MHC sisteminde, smnif 1 ve siif II bolgelerinde bulunan HLA-A, B, C, DRBI1, DQ,
DP lokuslarin1 kodlayan 20.000’den fazla farkli fakat yakindan iligkili alel vardir. HLA
molekiilleri, bagisiklik tepkisini modiile etmek ve hangi hiicrelerin kendileri olarak

taninacagini belirlemek i¢in timustaki T hiicresi reseptorleri ile etkilesime girer [35, 36].

MHC Smif I, HLA-A, B ve C lokuslarin icerir. Sinif I proteinler, tiim ¢ekirdekli hiicrelerin
yiizeyinde farkli derecelerde eksprese edilir ve a1, a2 ve a3 olarak adlandirilan ti¢ hiicre dis1
alana sahip bir transmembran agir zincir ile agir zinciri sitoplazmik membrana sabitleyen
bir §2-mikroglobulin hafif zincirinden olusur. Ekson 2 ve 3 tarafindan kodlanan a1 ve o2
segmentleri, peptit antijenlerini C'DS8 pozitif T lenfositlerine sunan bir peptit baglama olugu

olusturur [35, 36]. HLA’larin molekiillerinin yapis1 Sekil 2.2’ de gosterilmistir.

.“Il“l ‘-"-Iﬂ"i

Ly o RS |

Sekil 2.2. Bilgisayarlit HLA sinif I (solda) ve HLA sinif II (sagda) molekiilleri. Her iki
molekiiliin de peptitleri T hiicre reseptorlerine sunulmak iizere baglayan peptit baglama
olugu vardir [37].

MHC Smif 1, HLA-DP, DQ ve DRB1 lokuslarindan olusur. Bu proteinlerin ekspresyonu, B
hiicreleri, aktive edilmis T hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve timik epitel hiicreleri
dahil olmak iizere spesifik immiin hiicrelerle sinirlidir. Sinif II proteinler bir alfa zinciri ve bir
beta zincirinden olugur. v ve 3 zincir genleri ayr1 ayri belirtilir; 6rnegin, HLA-DQ proteinini
kodlayan iki gen, HLA-DQA1 ve HLA-DQB1’dir. Her @ ve 3 zincir proteini, sirasiyla a1
ve a2 ve 81 ve 32 olarak adlandirilan iki tane hiicre digt alan igerir. HLA-DRB1’ de sinif
IT proteinlerin (8 zinciri, nispeten korunmus « zincirinden daha polimorfiktir. HLA-DQ ve
-DP’de ise hem o hem de f zincirleri polimorfiktir. Peptit baglama olugu, o ve 3 genlerinin
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ekson 2’si tarafindan kodlanan a1 ve 31 segmentleri tarafindan olusturulur. MHC Simif
IT proteinleri, peptitleri C'D4 pozitif T lenfositlerine sunar. Hem Sinif I hem de Sinif 11
molekiiller, T lenfositlere kisa peptitler sunar; Siif I MHC, dogal proteinlere ek olarak
mutasyona ugramis, hasar gormiis, bozulmus veya yanlig katlanmis proteinler ve ayrica C'D8
pozitif T lenfositler ve viral proteinler dahil olmak {izere endojen olarak iiretilmis peptitler
sunar. MHC sinif II, bakteriyel proteinler gibi eksojen olarak iiretilen peptitleri C' D4 pozitif

T lenfositlerine iletir [38].

2.7. HLA Antijenlerinde Kalitim

Kromozomlarin iizerindeki genleri ifade ederken haplotip kelimesi kullanilir ve genellikle
bu kullanim MHC sistemine 0zgiidiir. Bir bireyin HLA genotipinde iki haplotip bulunur.
Biitiin haplotipler Mendel kurallarina uygun bir sekilde kalitilir. HLA genlerinde biri
anneden biri babadan gelen 2 haplotip vardir ve bu haplotipler kodominant olarak kalitilir
ve bu haplotiplerden herhangi birisini ¢cocuklarina gegebilir. Bir cocukta her farkli haplotip

goriilme olasilig1 %25°tir. Sekil 2.3’te HLA Antijenlerinin kalittm1 gosterilmistir [9].

e A B DT )

Al
A
e 0—O &
DR5

DR3

A3 A2 A8 A2 A3 Al
B11 B7 B5 Br Ban Bn
DRS DRI DRT DRI DRS DRS

AL G hDBCBDADJ

Sekil 2.3. HLA molekiillerinin kalittm1 (A9, BS, DR7 bir haplotiptir) [9].
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2.8. Doku Tipleme Analiz Yontemleri

2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, bir¢ok protokoliin ayrilmaz bir parcasidir ve molekiiler biyolojide anahtar bir tekniktir.
PCR, son derece kii¢iik miktarlardaki DNA’y1, dogrudan veya baska uygulamalar ic¢in
kullanilabilecek biiyiik miktarlara doniistiiriir [39]. Temel PCR prosediirleri degistirilmis,
genisletilmis ve cok cesitli problemlere ve tekniklere uygulanarak ¢ok uzun bir spesifik
uygulama listesi olusturulmustur. Mitotik hiicre boliinmesi sirasinda, her yeni somatik hiicre
i¢in genomun bir kopyasi olusturulur. Bu iglem sonrasinda DNA miktar: iki katina ¢ikar ve
iki hiicre arasinda esit olarak paylastirilir. Orijinal bir tek progenitor hiicredeki tek bir genom
kopyasi, tamamen olgun bir organizmada milyarlarca kopyaya doniistiiriiliir. PCR, ¢ok diisiik
DNA konsantrasyonlarini ¢ok yiiksek konsantrasyonlara doniistiirmek i¢in benzer ilkelere
ve bu iglemin izole edilmis elemanlarina dayanir [40]. PCR’ nin bir¢ok bileseni vardir.
Bu bilesenlerden ilki sablondur. Kopyalanacak olan DNA sablon olarak adlandirilmigtir.
DNA’nin yap1 taglar1 olan deoksiniikleotit trifosfatlar (dANTP’ler) dort niikleotid, adenin
trifosfat (ATP), timin trifosfat (TTP), guanin trifosfat (GTP) ve sitozin trifosfat (CTP)
PCR’nin diger bilesenlerindendir. Bir diger onemli bilesen ise niikleotidleri birlestirerek
sablonun ayna goriintiisiinii olusturacak enzim olan Tag DNA polimerazdir. PCR icerisinde;
oligoniikleotid primerlerine ek olarak hedef DNA’y1 tamamlayici olan DNA polimerazin
baglandig1 ve DNA sentezini baglattig1 bir DNA dizisine uygun iyonik kuvvet ve pH degerine
sahip bir tampon soliisyonu eslik etmektedir. PCR’ da kullanilan Tag DNA polimeraz
1siya dayanikli termofilik bakteri Thermus aquaticus’tan tiiretilir. Termal stabilite, enzimin
DNA’y1 denatiire etmek icin gereken 1siya dayanmasina ve nispeten yliksek sicakliklarda

aktif kalmasina izin vererek, primer 6zgilliigiinii arttirir [41].

PCR’ nin ii¢ temel adimi1 vardir. 1. Adim, DNA zincirinin agilmasi (Denaturation)’dir. PCR
bilesenlerini iceren ¢ok kiiciik bir tiip olan PCR tiipii 94-96 °C’ye 1sitilir. Bu, iki tamamlayici
ipligi ayiwrarak DNA’y1 denatiire eder. 2. Adim, Primerlerin Ac¢ilan DNA Zincirlerine

Yapismasi (Annealing)’dir. Tiip, DNA primerlerinin baz eslesmesi yoluyla hedef dizilerine
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baglanmasina izin vermek i¢in sogutulur. Primer DNA dizisi hedefi tamamlayicidir. 3.
Adim ise Primer Uzamasi (Primer Extesion)’ dir. DNA polimeraz, DNA primerlerine
baglanir ve ardindan sablonu okurken primerleri birer birer bir niikleotit uzatir ve sablonu
tamamlayan niikleotitleri ekler. Ornegin, sablon iplikte bir ”A” varsa, DNA polimeraz yeni
sentezlenmis iplikte tamamlayic1 konumda bir ”T” ekler. Bu islem bir dizi dongii boyunca
tekrarlanir ve hedef DNA’nin konsantrasyonu katlanarak artar. Ornegin, amplifikasyon igin
hedefin tek bir kopyas1 mevcutsa, bir PCR dongiisii, hedef sayisim iki katina ¢ikaran tek bir
kopya olusturacaktir. Tkinci PCR dongiisiinde, hedef sayisin1 dort katina cikaracak sekilde
kopyalanabilecek iki hedef olacaktir. Daha sonraki dongiilerde hedef DNA’y1 siirekli ikiye
katlayacak sekilde cogalmalar devam eder. Yiiksek PCR verimliligi ve her dongiide sablon
DNA’nin iki katina ¢iktig1 varsayildiginda, nihai hedef molekiil sayis1 Y = X(2n) olur. Burada
”X” ilk dongiideki hedef say1, "n” dongii sayis1t ”Y”, hedef molekiillerin son sayisidir, bu

nedenle PCR, hedef DNA miktarin1 225-235 kez ¢ogaltabilir [40, 41].

2.8.2. Diziye Ozgii Oligoniikleotid Testi (SSO-Sequence Spesific Oligonucleotide)

Geligtirilen ilk PCR tabanli HLA tipleme yoOntemlerinden biridir ve sekansa ozgii
oligoniikleotid prob testidir. Genellikle diziye 0zgii primer tahlillerden (SSP- Sequence
Spesific Primer) agikca ayirt etmek icin SSO seklinde kisaltmayla ifade edilir. Bu yontem
sinirli sayida bilinen HLA alelini tamamlayan kisa (yaklasik 20 niikleotid) problar kullanir.
Hasta 6rneginden DNA elde edildikten sonra, belirli bir lokusun alellerini ¢ogaltacak spesifik
primerler secilir ve bir polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilir. Geleneksel SSO’ da,
kopyalanan iiriin tek iplikler halinde denatiire edilir ve zara baglanir. Membran daha sonra
farkli SSO problari ile hibridize edilir. Cogaltilmis DNA dizisi, oligoniikleotid probu icin
tamamlayici ise, hibridizasyon meydana gelir. Hibridize iiriin/prob, kemiliiminesan veya
kolorimetrik yontemler kullanilarak tespit edilir ve HLA tipi belirlenir [42]. Su anda
kullanilan SSO yonteminin en yaygin uyarlamasi, akis sitometrik boncuk tabanli testtir.
Omnek DNA, spesifik SSO problar ile baglanip floresan etiketli boncuklarla cogaltilir ve
inkiibe edilir. Ornek DNA, prob dizisini tamamlarsa, boncuga baglanir. Baglanan iiriin,
fitoeritrin (PE) gibi bir tespit etiketi ile etiketlenir ve baglanma, akis sitometrisi veya floresan
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sitometrisi kullanilarak tespit edilir. Akis sitometresi, boncuk etiketinin 6zgiilliigiinii ve PE
sinyalinin giiciinii algilar [43]. Bu yontem birka¢ nedenden dolay: avantajlidir. Bu yontem
birka¢ nedenden dolay1 avantajlidir. Kit bazli ¢cok sayida ticari analiz mevcuttur ve yiiksek
oranda tekrarlanabilir sonuglar saglar. Dizi tabanl testlerle karsilastinnldiginda geri doniig
stireleri nispeten kisadir. SSO 06lgeklenebilirdir ve tek numune testinin yan1 sira ayni anda
cok sayida hastayi toplu olarak test etmek icin kullamilir. Onceki SSO testleri yalnizca
diisiik ¢coziintirliiklii tipleme sunuyordu. Giintimiizde yiizlerce prob iceren daha yeni kitler de
mevcuttur. Bu testler orta ila yiiksek ¢oziiniirliiklii doku tipi sonucunu giivenilir bir sekilde
saglayabilmektedir. Bununla birlikte, ¢cok sayida HLA aleli nedeniyle, SSO, daha fazla test
gerektiren belirsiz tipleme sonuglarina yol agabilir. En yaygin olarak kullanilan ticari kitler,
yalnizca peptit baglanma bolgelerinde nispeten kisa dizilere baglanan problari igerdiginden,
bu alanlarin 6tesinde farklilik gosteren alelleri ayirt etmek i¢in ek testler gereklidir. Spesifik
olmayan baglanmay1 onlemek i¢in calisma prosediirlerine siki sikiya bagli kalinmasi gerekir

[44].

2.8.3. Panel Reaktif Antikor (PRA- Panel Reactive Antibody)

Transplantasyondan once dondre 6zgii HLA antikorlarinin varligi, genellikle erken ve
gec antikor aracili rejeksiyon ve zayif uzun siireli allogreft sag kalimi icin bir risk
faktorii olarak kabul edilmistir [45]. Ayrica bu antikorlara karsi duyarlhilik seviyeleri
arttikga transplantasyon i¢in bekleme siiresi artar [46]. Bu nedenle, 6n duyarlilik
seviyelerini belirlemek ve capraz eslesme negatif bir organ alma olasiligini tahmin etmek
icin transplantasyondan once PRA testi yapilir. Bobrek nakli alicit adaylarinda duyarlilik
Olciisti PRA’dir. HLA antikor tespitinin duyarliligi, kullanilan yonteme bagh olarak biiyiik
Olcilide degisir. Son yillarda, HLA antikorlarinin tespit ve tanimlama teknolojisi ilerleme
kaydetmistir. Kat1 faz testleri, geleneksel sitotoksisite testlerinden daha fazla hassasiyet
ve Ozgiillik sunar. Luminex platform yOntemi, kati faz testlerinin en hassas1 olarak kabul
edilir. HLA alloimmiinitesi, kan transfiizyonu, hamilelik veya transplantasyon gibi cesitli

duyarlilastiric1 olaylardan kaynaklanabilir [47].

13



Immiin risk simiflandirmasi, bobrek nakli alicilarinda  indiiksiyon secimini  ve
immiinsiipresyonun siirdiiriilmesini yonlendirmek icin gereklidir. Daha geng¢ alic1 yasi,
onceki nakil oykiisii, alicinin soylar1 ve dondr ile alici arasindaki HLA eslesmesinin derecesi,
bagisiklik riskinin tipik klinik gostergeleridir. Ek olarak, PRA degerlendirmesi, immiin
risk siniflandirmasinda siklikla kullanilir.  Calismalar, yiiksek PRA seviyelerinin, artan
reddedilme riski ve uzun vadeli greft kaybi ile iligkili oldugunu gostermistir, bu da yiiksek
PRA seviyelerinin bagisiklik riskinin genel bir gostergesi oldugu fikrini desteklemektedir.
Buna gore, nakil Oncesi PRA’ ya dayali immiinosupresif tedavi protokolleri, klinik

deneylerde yaygin olarak uygulanmaktadir [48].

2.9. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, tekli veya coklu lazerlerden gecerken tamponlu tuz bazli bir soliisyonda
asili duran tek hiicreleri veya pargaciklart hizla analiz eden bir teknolojidir. Her pargacik
gorliniir 151k sacilmasi ve bir veya birden fazla floresan parametresi acgisindan analiz
edilir. Goriiniir 151k dagilimu, hiicrelerin goreceli boyutunu gosterebilen ileri sacilim (FSC,
Forward Scatter) ve hiicrelerin i¢ karmasikligim veya tanecikliligini gosterebilen 90°’de yan
sacilim (SSC, Side Scatter) olmak iizere iki farkli yonde ol¢iiliir. Isik sac¢ilimi floresandan
bagimsizdir. Akis sitometrisi, immiinoloji, viroloji, molekiiler biyoloji, kanser biyolojisi
ve bulagic1 hastalik izleme gibi bircok disiplinde uygulamalart olan giiclii bir aractir.
Ornegin, bagisiklik sisteminin incelenmesi, bulagic1 hastaliklara ve kansere kars1 bagisiklik
tepkisinin anlagilabilmesi acgisindan ¢ok etkilidir. Lenf diigiimleri, dalak, mukozal dokular,
kat1 tiimorler vb. gibi tek hiicrelere ayrilabilen kati dokulara ek olarak kan ve kemik
iliginden olusan karisik hiicre popiilasyonlarinin eszamanli karakterizasyonuna izin verir.
Akis sitometrisinin 6nemli bir uygulamasi da hiicre popiilasyonlarinin analizine ek olarak

daha sonraki analizlerde kullanilmak {izere hiicreleri tek tip popiilasyonlara ayirmaktir.

Akis sitometrisi en yaygin olarak immiinofenotipleme i¢in kullanilir. Bu uygulama ile karigik
bagisiklik hiicre popiilasyonlarinin birden cok parametresini ayni anda analiz etmeye olanak

saglar. Immiinofenotipleme, uygun (fluorochrome-conjugated) antikorlar ile boyanmus hiicre
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grubundan olusur ve bu antikorlar hiicrenin yiizeyinde bulunan antijenleri hedef alarak
baglanmay1 gerceklestirir. Bu antijenlere spesifik olarak baglanan antikorlar i¢in ortak
bir isimlendirme kullanilir. Bu isimlendirme Insan Lokosit Farklilasma Antijeni (HLDA)
tarafindan atanir ve farklilasma kiimesi (C' D- Cluster of Differentiation) ad1 verilir. Ornegin
C D3 farklilagsma kiimesi denildiginde tiim T hiicreleri iceren diisiiniiliir ve 3 numarali
farklilasma kiimesidir. Bagisiklik hiicrelerinin ¢ogu kendi hiicre popiilasyonunu tanimlayan
ozel CD belirteclerini icerir. Hiicresel belirteclerin analizi yapilirken ek analiz yapilmak
istenmesi durumunda farkli numaral farklilasma kiimeleri elde edilir. Ornek olarak T hiicre
belirteci olarak C'D4, C'D8 ve C'D3, B hiicre belirteci olarak C'D19, dogal katil hiicre
popiilasyonu i¢in ise C'D16 ve C'D56 verilebilir. Genellikle, immiinofenotipleme antijene
ozgii belirtecler (major histouyumluluk veya MHC Tetramerleri) gibi hiicre i¢i belirtecleri de
icerir. Mevcut aletler ve reaktifler 28 renkli immiinofenotipleme testlerini gerceklestirebilir,

ancak testler daha yaygin olarak 12-15 renk aralifinda gerceklestirilir [49].

2.9.1. Antijene Ozgii Tepkiler

Antijene 6zgii tepkiler, immiin hiicrelerini spesifik bir antijenle uyararak ve daha sonra MHC
multimerleri araciligiyla sitokin iiretimi, proliferasyonu, aktivasyonu, bellegi veya antijen
tanimay1 arayarak Olgiilebilir. MHC multimerleri, genellikle biyotinlenmis ve daha sonra
floresan streptavidin omurgasina 4 (tetramer), 5 (pentamer) veya 10 (dekstromer) olarak
baglanan MHC monomerleridir (MHC-I veya MHC-1I). Bu MHC multimerleri, tercih edilen
antijenle yiiklenir ve daha sonra antijeni taniyan T hiicrelerine baglanmak icin kullanilir,

bdylece spesifik bir antijene tepki seviyesini gosterir [49].

Immﬁnofenotiplemenin standardizasyonu, reaktiflere, numune kullanimina, cihaz
kurulumuna ve veri analizine dikkatli bir sekilde dikkat edilmesini gerektirir ve basarili

capraz ¢alisma ve verilerin merkezler arasi karsilagtirmasi i¢in esastir [50].
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2.10. Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)

Bobrek fonksiyonunda veya yapisinda, geri doniisii olmayan, yavas ve kademeli evrimi
ile karakterize edilen bir klinik sendrom KBH olarak tanimlanir. Bobrek yapi ve islevini
etkileyen heterojen bozukluklar kronik bobrek hastali§i olarak ifade edilir [S1]. Bobrek
yetmezligi, fonksiyon kaybi ve bunun sonucunda kanda metabolitlerin birikmesi ile ortaya
cikar, viicuttaki siv1 ve elektrolit dengesi bozularak ciddi saglik sorunlarina yol agar [52, 53].
Bobrek fonksiyonunda birkag yil icerisinde kademeli olarak gerceklesen kayip (KBH) veya
kronik bobrek yetmezligi (KBY) olarak adlandirilir. Bu hastalarda olusan semptomlar genel
olarak ¢ok ¢ok hafiftir ve uzun siire fark edilmez. Hastalik sonucu olusan bu semptomlar gec

olustugundan sorun fark edilemeyebilir ve durumun tersine ¢evrilmesi zor hale gelir [54].

Glomertiler filtrasyon hizi (GFR-Glomerular Filtration Rate), bobreklerden siiziilen sivinin
akis hizim tanimlar [55]. Yetigkin bir birey diisiiniildiigiinde en az ii¢ ay veya li¢ aydan daha
fazla olan siire boyunca glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR) 60 mL/dk/1.73 m?’den diisiik veya
GFR’nin 60 mL/dk/1.73 m? den biiyiik ve bobrek yapisinda bir hasarlanma kanit1 oldugunda
KBH olarak tanimlanir. Bobrek hasarinin bazi1 gostergeleri arasinda albiiminiiri, bobrek
goriintiilemedeki degisiklikler, hematiiri/l6kositiiri, kalict hidroelektrolit bozukluklar, bébrek
biyopsisinde histolojik degisiklikler yer alir. Albiliminiiri, 24 saatlik idrarda 30 mg’dan
fazla alblimin veya idrar kreatinin ile ayarlanan izole bir idrar 6rneginde 30 mg/g’dan fazla
alblimin varlig1 ile tanimlanir. Cesitli hastaliklar KBH’ye neden olabilir. Bunlardan bazilari

hipertansiyon, otoimmiin hastaliklar, diyabet olarak siralanabilir [56].
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KBH, asagidaki ¢izelgelerde gosterildigi gibi GFR’ ye gore bes evre, albiiminiiriye gore ii¢

evre olarak siniflandirilir:

Cizelge 2.2. KBH asamasi; GFR=Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 [56].

Asama | GFR degeri mL/dk/1.73m? Siiflandirma
I >90 Yiiksek
1I 60-89 Biraz azalan
IIA 45-59 Hafif veya orta derecede azalan
111B 30-44 Orta veya ciddi derecede azalan
v 15-29 Ciddi derecede azalan
\' <15 Bobrek yetmezligi

Cizelge 2.3. Albiiminiiri kategorileri; izole idrar 6rneklerinde A/C orani=Albiimin/ Kreatinin
orani [56].

Kategori | 24 - Saatlik Albiiminiiri mg/24 saat | A/C Oram1 mg/g | Smmflandirma

Al <30 <30 Normal
A2 30-300 30-300 Orta
A3 >300 >300 Siddetli
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Ornegin, diyabetik nefropatisi olan bir hastanin GFR degeri=42 mL/dk ve ii¢ aydan uzun bir
stiredir 200 mg/24 saatlik alblimintirisi varsa, KBH evre IIIB A2 hastasi olarak siniflandirilir.
Albtiminiiri degeri 30-300 mg/g arasinda ise “mikroalbliminiiri”’, 300 mg/g’dan biiyiikse
“makroalbiiminiiri” olarak adlandirilir. Tiirkiye’de yetiskin bireylerde KBH prevalansi 2018
yilinda yapilan bir ¢aligma ile yiizde 15,7 bulunmustur. Bu caligmadan yola ¢ikarak her
6-7 yetiskin bireyden birinde farkli evrelerde bobrek yetmezligi s6z konusudur. GHF degeri
yiizde 5.1 olarak bulunan hasta oranindan dolay1 yirmi yetigkin bireyden birinde ileri diizeyde
KBH varligindan soz edilebilir. Yiizde olarak mikroalbliminiiri oran1 10.2, makroalbiimintiri
orant 2 olan yetigkin bireylerde bu degerler hasar gostergesi olarak bulunmustur. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak KBH nin Tiirkiye’de ve diinyada onemli bir halk sagli§1 sorunu
oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica Tiirkiye’de yapilan “Chronic Renal Disease In Turkey
(CREDIT)” calisma sonuglar1 kadinlarda goriilen KBH prevalans: erkeklere oranla daha
fazla oldugu gosterilmistir. Benzer sonuglar Hill ve arkadaglarinin yayinladigi bir ¢alismada
da saptanmis diinya genelinde KBH siklig1 erkek bireylerde yiizde 12.8 iken kadin bireylerde
yiizde 14.6 olarak bulunmustur [57, 58].

2.11. Kan Grubu Antijenleri

ABO kan grubu sistemi, kirmizi kan hiicresi zarlarinin dig yiizeyinde ifade edilen karmagik
karbonhidrat molekiillerinden olusur. A ve B alelleri, A ve B antijenlerini olusturmak i¢in
H yapisina 6zgii monosakkaritleri (A=N-asetilgalaktozamin, B=D-galaktoz) baglayan farkl
glikosiltransferazlari kodlar. O aleli fonksiyonel bir enzimi kodlamaz, bu nedenle O antijeni
degismemis H yapisindan olusur. ABO antijenleri ayrica epitelde, duyu noéronlarinda,

trombositlerde ve vaskiiler endotelde de eksprese edilir [59].

A ve B antijenleri, kodominant otozomal olarak Mendel kurallarina gore kalitilir. Epstein ve
Ottenberg 1908 yilinda ABO kan gruplarinin katilsal olabilecegini 6ne siiren ilk kisilerdir.
Bu daha sonra 1910 yilinda Von Dungern ve Hirszfeld tarafindan kanitlanmisti. ABO

kalitim1 babalik testinde ve adli tipta kullanilan ilk genetik belirteclerden biridir [60].
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ABO kan grubu, kirmizi kan hiicrelerinin yiizeyindeki A ve B antijenlerinin ve serumdaki
anti-A veya anti -B antikorlarinin varligi ile belirlenir. Yani, A kan grubunun kirmiz1 kan
hiicrelerinde antijen A ve anti-B antikorlar1 iceren serum bulunur. Ayn sekilde B kan grubu
da antijen B ve anti-A antikorlarina sahiptir. AB kan grubu hem A hem de B antijenlerini
icerir, ancak antikor icermez. O kan grubu antijenine sahip degildir, ancak anti-A ve anti-B
antikorlar1 icerir. Anti-A ve anti-B antikorlar1 genellikle [gM (immiinglobulin M) tipindedir
ve yeni doganlarda bulunmaz ancak yasamin ilk yilinda ortaya ¢ikar. A ve B antijenlerine
yapisal olarak benzeyen gida ve ¢evresel antijenlere (bakteriyel, viral veya bitki antijenleri)

kars1 antikorlar olusturulabilir [61].

Bobrek nakli i¢in verici ve alici arasindaki ABO kan grubu sistemi uyumlu olmalidir,
uyumluluk kurallari kan transfiizyonu ile aynidir (grup O genel vericiler, AB genel alicilar)
ancak Rh sistemi onemli degildir. Son yillarda iilkemizde kan grubu uyumu olmaksizin
bobrek nakilleri yapilmaktadir [62]. ABO uyumlu olmayan bobrek transplantasyonu ile
ilgilenen 6nde gelen merkezler, hastalar ve transplantlar icin ABO uyumlu transplantasyonla
karsilagtirilabilir sag kalim oranlar1 yayimlamistir. Bu giiven verici sonuglar, 6len dondr
bobrekleri i¢in daha uzun bekleme siireleri ve mevcut canli donér eksikligi ile birlestiginde,
ABO-uyumsuz nakillerin yaygin olarak benimsenmesine yol agcmistir. Son ¢alismalar, ABO
uyumlu ve ABO uyumlu olmayan bobrek transplantlar: arasinda greft ve hasta sagkaliminda

onemli bir fark olmadigin1 gostermistir [63].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez kapsaminda yapilan deneysel calismalar ve kullanilan malzemeler
aciklanmustir. Deneysel calismalar 2 temel asamadan olugmaktadir. Ik asama
retrospektif olarak Digkapr Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvari’na son 10 sene (2012-2022) i¢inde gelen PRA pozitif ve PRA negatif KBY
hastalarinin HLA profilleri ge¢mise yonelik tarama seklinde ¢ikarilmistir. Ikinci asamada
ise retrospektif calisma sonucunda elde edilen PRA pozitif ve negatif hastalardan alinan
yeni kan orneklerinden akis sitometri cihazi (Beckman Coulter Navios-model 3, Beckman
Coulter Inc. Brea, CA, USA) yardimiyla NK, T lenfosit, B lenfosit aktivasyonu incelenmis

ve dagilimlari ortaya ¢ikarilmistir.

3.1. Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve

Cihazlar

Bu tez calismasi kapsaminda, retrospektif olarak Digkapr Yildirrm Beyazit Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na 2012-2022 tarihleri arasinda gelen HLA
ve PRA testi yapilan hastalar dahil edilmistir. PRA Test sonucu pozitif olan hastalar PRA
Pozitif, negatif olan hastalar PRA Negatif olarak adlandirilmigtir. PRA Pozitif ve PRA
Negatif KBY hastalarinin HLA profilleri incelenerek hastalar belirlenmistir. Belirlenen

hastalardan alinan kan ornekleri ile prospektif olarak bu tez calismasi tamamlanmaistir.

DNA izolasyonu i¢in kullanilan DNA izolasyon kiti Qiagen (Almanya), Lifecodes
Nuclease-Free su Lifecodes (Amerika) kullanilmugtir. Izolasyonu icin EZ1 Advanced XL
(Qiagen, Almanya) cihazi ve spektrofotometrik ol¢iimler icin Thermo Scientific (United
Kingdom) cihazi kullanilmistir. Doku tiplendirme ¢alismasinda, Lifecodes firmasina ait
HLA-A eres SSO typing kit, HLA-B eres SSO typing kit, HLA-DRBI1 eres SSO typing Kkit,
Taq Polimeraz, Streptavidin-PE (SA-PE), Luminex Sheath Fluid (1x veya 20x) kimyasallar1
ile Termocycle (Sensequest, ATQ; Almanya) ve Luminex (Luminex®xMAP; Austin,

Amerika) cihazlar1 kullanilmistir. PRA calismalarinda Lifecodes firmasina ait LifeScreen
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Boncuklari, konsantre konjugat, yikama tamponu, pozitif kontrol Serumu, pozitif kontrol
serumu, negatif kontrol serumu kimyasallar1 ile Luminex (Luminex Fluoroanalyzer 200,
Luminex Corporation, Texas, Amerika), vorteks (Jeiotech, Kore), calkalayici (Euroclone,
Amerika) ve vakum (Millipore, Amerika) cihazlann kullamlmistir. ~ Akis sitometrisi
calismasinda C'D56-PE, C D19-ECD, C' D57-Pacific Blue, C'D4-PC5 , C'D3-APC Alexa
Flour 750, C D25-APC Alexa Flour 700, C'D127-FITC, C D8-PC7, C D45-Krome Orange,
Anti-H LA — DR-APC, C'D16-PE kimyasallar1 kullanilmisgtir. Calismalar Flow Sitometri
(Beckman Coulter In Navios, Amerika ) cihazi ile yapilmistir. Caligmalarda kullanilan

kimyasallar ve cihazlar asagida ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Malzeme Sirket | Uriin Kodu

DNA Izolasyon Kiti Qiagen 951034

Lifecodes Nuclease-Free Su (20mL) | Lifecodes 757003

Cizelge 3.2. DNA izolasyonunda kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka

DNA Izolasyon Cihaz1 | EZ1 Advanced XL, Qiagen, Almanya

Spektrofotometre Thermo Scientific, UK
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Cizelge 3.3. Doku tiplendirme caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Malzeme Sirket | Uriin Kodu
Lifecodes HLA-A Eres SSO Typing Kit Lifecodes 628913
Lifecodes HLA-B Eres SSO Typing Kit Lifecodes 628917
Lifecodes HLA-DRBI1 Eres SSO Typing Kit | Lifecodes 628925
Lifecodes Taq Polimeraz Lifecodes 628075
Streptavidin-PE (SA-PE) Lifecodes 628511
Lifecodes Luminex Sheath Fluid (1x veya 20x) | Lifecodes B55159

Cizelge 3.4. Doku tiplendirme ¢aligmasinda kullanilan cihaz

Cihaz Marka

Luminex Cihazi | Luminex Fluoroanalyzer 200, Luminex Corporation, Texas, USA

Cizelge 3.5. PRA calismasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Malzeme Sirket | Uriin Kodu
Lifescreen Boncuklari (LifeScreen Beads) Lifecodes 628215
Konsantre Konjugat (Conjugate Concentrate) Lifecodes 628215
Pozitif Kontrol Serumu (Positive Control Serum) | Lifecodes 628215
Negatif Kontrol Serumu (Negative Control Serum) | Lifecodes 628215
Yikama Tamponu (Wash Buffer) Lifecodes 628215
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Cizelge 3.6. PRA calismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Vorteks Jeotech
Calkalayic1 (Shaker) Euroclone
Vakum Millipore
Luminex Cihaz1 Luminex Fluoroanalyzer 200, Luminex Corporation, Texas, USA

Cizelge 3.7. Akis sitometrisi caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Malzeme Sirket Uriin Kodu
CD127-FITC Beckman Coulter B25366
CD16-PE Beckman Coulter B59335-AE
CD56-PE Beckman Coulter B59357-AE
CD19-ECD Beckman Coulter B59339-AD
CD4-PC5 Beckman Coulter B59321-AE
CD8-PC7 Beckman Coulter 737918-AB
Anti-HLA — DR-APC Beckman Coulter B60233-AA
CD25-APC Alexa Flour 700 | Beckman Coulter | B92455-PRINT-AA-AA
C'D3-APC Alexa Flour 750 | Beckman Coulter B59591-AC
C' D45 Krome Orange Beckman Coulter B59766-AF
C' D57 Pacific Blue Beckman Coulter B59536-AB
Cizelge 3.8. Akis Sitometrisi ¢aligmasinda kullanilan cihaz
Cihaz Marka

Flow Sitometri Cihazi

Beckman Coulter In Navios, Amerika
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3.2. Analiz Gruplan

Tez calismast kapsaminda analiz gruplarina, KBY tanisi konmus PRA test sonucu pozitif
ve negatif, 18-60 yas arasi hastalar dahil edilmistir. Analiz gruplarina 18 yag alti, gebe
veya yeni dogum yapmis, erken donemde tam kan transfiizyonu yapilmis ya da hemodiyaliz
islemine tabi tutulmus hastalar ve 2 haftadan daha kisa siire 6nce as1 yapilmis hastalar PRA

test sonuglarini etkiledigi icin dahil edilmemistir.

Aragtirmaya dahil olma kriterlerine uygun her hastayla goriisiilmiis ve arastirma hakkinda
bilgilendirme yapilmistir. Arastirmaya katilmak isteyen KBY hastalarinin onami alinarak
calismaya dahil edilmistir. Goniillii onam formunu imzalamayan hastalar caligmaya dahil

edilmemistir.

Calisma kapsaminda en eski bobrek nakli 1989 yilinda, en yeni bobrek nakli ise 2022 yilinda

yapilmusgtir.

Bu tez ¢aligmasi GO 21/781 kayit numaras1 Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir.

3.2.1. Hasta Grubu

3.2.1.1. Bobrek Nakli Olan PRA Pozitif Hasta Grubu Bu grupta bobrek nakli yapilan
ve PRA Pozitif hastalar ile caligtlmistir. Cizelge 3.9°da verilen PRA pozitif hasta grubunda
hasta 2 ve 14 akraba disindan bébrek nakli olmustur. Hasta 7, 16, 19, 21 ve 24 birinci derece
yakinlikta olan yakinlarindan bobrek nakli olmugtur. Hasta 16 ve 21 diyalize girmemektedir.
Hasta 2, 7, 14, 19 ve 24’de haftada ii¢ giin hemodiyalize girmektedir. Hasta 2 B Rh (+), hasta
7, 14,24 A Rh (+) hasta 16, 19, 21 ise 0 Rh (+) kan grubuna sahiptir.
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Cizelge 3.9. Bobrek nakli olan PRA pozitif hasta grubunun cinsiyet, kan grubu, diyaliz tiirti
ve nakil olma durumu.

Hasta Numarasi | Cinsiyet Hasta Nakil Olma Durumu (Varsa) Diyaliz Tiirii Hasta Kan Grubu
Hasta 2 Erkek Nakil Var(2009 Yili Esinden Nakilli) Haftada 3 Giin Hemodiyaliz B Rh (+)
Hasta 7 Erkek Nakil Var(1998 Yili Babadan Nakilli) Haftada 3 Giin Hemodiyaliz ARh (+)
Hasta 14 Erkek | Nakil Var(2008 Y1li Kadavradan Nakilli) | Haftada 3 Giin Hemodiyaliz A Rh (+)
Hasta 16 Kadin Nakil Var(2022 Yili Kardesten Nakilli) - ORh (-)
Hasta 19 Kadin Nakil Var(2004 Yili Babadan Nakilli) Haftada 3 Giin Hemodiyaliz ORh (+)
Hasta 21 Erkek Nakil Var(1989 Yili Babadan Nakilli) - ORh (+)
Hasta 24 Erkek Nakil Var(2020 Yili Kardesten Nakilli) | Haftada 3 Giin Hemodiyaliz A Rh (+)

3.2.1.2. Bobrek Nakli Yapilmayan PRA Pozitif Hasta Grubu Bu grupta bobrek nakli
yapilmayan ve PRA Pozitif hastalar ile ¢calisilmistir. Cizelge 3.10.’da verilen hasta 11 haftada
3 giin hemodiyalize girmekte, hasta 3 ise haftada 2 giin hemodiyalize girmektedir. Her iki

hasta grubu ise 0 Rh (-) kan grubuna sahiptir.

Cizelge 3.10. Bobrek nakli olmayan PRA pozitif hasta grubunun cinsiyet, kan grubu, diyaliz
tiiri ve nakil olma durumu.

Hasta Numarasi | Cinsiyet | Hasta Nakil Olma Durumu (Varsa) Diyaliz Tiirii Hasta Kan Grubu
Hasta 11 Kadin Nakil Yok Haftada 3 Giin Hemodiyaliz 0O Rh (+)
Hasta 3 Erkek Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz ORh (+)

3.2.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu olarak PRA test sonucu negatif 18 - 60 yas arasi hastalar kullanilmistir.

3.2.2.1. Bobrek Nakli Olan PRA Negatif Kontrol Grubu Cizelge 3.11.’de verilen PRA
negatif kontrol grubunda hasta 1, 5, 13, 15 akraba digindan bobrek nakli olmustur. Hasta 1,
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5, 20, 23 diyalize girmemektedir. Hasta 13 ve 15 haftada 3 giin hemodiyalize girmektedir.
Hasta 1 ve 13 A Rh (+), hasta 5, 15 ve 23 0 Rh (+), hasta 20 ise AB Rh (+) kan grubuna

sahiptir.

Cizelge 3.11. Bobrek nakli olan PRA negatif kontrol grubunun cinsiyet, kan grubu, diyaliz
tiirii ve nakil olma durumu.

Hasta Numarasi | Cinsiyet Hasta Nakil Olma Durumu (Varsa) Diyaliz Tiirii Hasta Kan Grubu
Hasta 1 Kadm | Nakil Var(2019 Y1l Kadavradan Nakilli) Diyaliz yok ARh (+)
Hasta 5 Erkek | Nakil Var(2020 Yili Kadavradan Nakilli) Diyaliz yok 0 Rh (+)
Hasta 13 Erkek | Nakil Var(2015 Y1li Kadavradan Nakilli) | Haftada 3 Giin Hemodiyaliz A Rh (+)
Hasta 15 Erkek | Nakil Var(2019 Y1li Kadavradan Nakilli) | Haftada 3 Giin Hemodiyaliz ORh (+)
Hasta 20 Erkek Nakil Var(2016 Yili Kardesten Nakilli) Diyaliz yok AB Rh (+)
Hasta 23 Erkek Nakil Var(1989 Yili Babadan Nakilli) Diyaliz yok 0 Rh (+)

3.2.2.2. Bobrek Nakli Olmayan PRA Negatif Kontrol Grubu Cizelge 3.12.’de verilen
PRA negatif kontrol grubundaki hastalar bobrek nakli olmamustir. Hasta 6, 8, 10, 9, 17 ve 22
haftada ii¢ glin hemodiyalize girmektedir. Hasta 12, 4 ve 18 giinde dort kez periton diyalizi
olmaktadir. Hasta 6, 8, 17, 18 ve 20 0 Rh (+), Hasta 10, 12, 4 ve 9 ise A Rh (+) kan grubuna

sahiptir.

Cizelge 3.12. Bobrek nakli olmayan PRA negatif kontrol grubunun cinsiyet, kan grubu,
diyaliz tiirli ve nakil olma durumu.

Hasta Numarasi | Cinsiyet | Hasta Nakil Olma Durumu (Varsa) Diyaliz Tiirii Hasta Kan Grubu
Hasta 6 Kadin Nakil Yok Haftada 3 Giin Hemodiyaliz ORh (+)
Hasta 8 Erkek Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz 0O Rh (+)

Hasta 10 Erkek Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz A Rh(+)
Hasta 12 Erkek Nakil Yok Giinde 4 kez Periton Diyalizi A Rh (+)
Hasta 4 Erkek Nakil Yok Giinde 4 kez Periton Diyalizi A Rh (+)
Hasta 9 Erkek Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz A Rh(+)
Hasta 17 Kadin Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz ORh (+)
Hasta 18 Kadin Nakil Yok Giinde 4 kez Periton Diyalizi O Rh (+)
Hasta 22 Erkek Nakil Yok Haftada 2 Giin Hemodiyaliz ORh (+)
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3.3. DNA izolasyonu

Periferik kan numunelerinin diisiik c¢oziiniirlikli HLA doku tiplendirmesi, periferik kan
numunelerinde HLA hastalik iligkilerini saptamak i¢in kullanilan manyetik boncuk tabanli
bir izolasyon yontemidir. Insan genomunda bulunan HLA genleri oldukca polimorfik bir
yapiya sahiptir [64]. DNA dizi seviyesinde belirlenen bu tiir polimorfizmler, aleller olarak

temsil edilir. PCR tabanli molekiiler HLA doku tiplemesi, DNA izolasyonu gerektirir [65].

Cekirdekteki DNA’ya ulagsmak i¢in hiicre duvarinin yikilmasi gerekir. Sistem, hiicre
duvarlarin1 parcalamak icin bir lizis tamponu kullanir. Proteini DNA’dan ayirarak homojen
bir karisim olusturmak i¢in Proteinaz K kullanilir. Manyetik boncuk yiizeyine negatif yiiklii
DNA baglanmasi saglanarak manyetik boncuk- DNA kompleksi toplam karisimdan ayrilir.
Hiicresel artiklar1 uzaklastirmak amaci ile yitkama soliisyonu ile yikama yapilir. Son olarak
yiiksek 1s1 ve Elution Buffer ile manyetik boncuk- DNA kompleksi birbirinden ayrilarak
saf DNA elde edilir. FElde edilen DNA numaralandirilir ve ¢alisilmak iizere +4°C olan

buzdolabina konulur. Calisma tamamlandiktan sonra -20°C olan buzdolabinda saklanir.

Calismanin DNA izolasyonu kisminda Qiagen EZ1 Advanced XL cihazi ve QIAGEN EZ 1
DNA Blood kiti kullanildi. Hasta ve kontrol grubunda bulunan kisilerden 3 mL periferik kan
ornegi alinarak 200 uL DNA elde edildi.

Sekil 3.1. Sirasiyla soldan saga, DNA izolasyon cihaz1 (BioRobot EZ1 Advanced XL,
Qiagen, Almanya) ve Spektrofotometre ( Thermo Scientific, UK )
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Calismada kontaminasyonu onlemek amaci ile calisma Oncesi ve sonrasinda cihazin igi
%70’1ik alkol ile temizlenip 20 dk UV (ultraviyole) 1s1masi verildi. Ayrica DNA’lar Thermo
Scientific marka Nanodrop 2000 programu ile kirlilik ve miktar acisindan degerlendirildi.
Referans araliklari, 15-40 ng/pL miktar, 1.8 - 1.9 aras1 da kirlilik olmalidir. Caligmada DNA

kirlilik miktarlar1 referans araliginda ¢ikmastir.

3.4. Doku Grubu Alellerinin Belirlenmesi

Hastalarin doku grubu alellerini (HLA-A, B, DRB1) belirlemek icin hasta ve kontrol
grubundaki bireylerden alinan DNA ornekleri kullanilmigtir. Doku grubu alelleri, Itoh ve
arkadaglarinin yaptigi PCR-SSO Luminex yontemi [66, 67] ile doku tipleme laboratuvarinda
Lifecodes HLA-A, HLA-B ve HLA-DRB1 Eres Rapid kitleri kullanilarak belirlenmistir.
HLA tiplemesi yapilan hastalarin sonuglar1 Quick-Type for Lifematch programiyla analiz

edildi.

Sekil 3.2. Luminex cihazi ( Luminex Fluoroanalyzer 200, Luminex Corporation, USA).

3.4.1. DNA Amplifikasyonu (PCR)

Her ornek i¢in, yukaridan asagiya, yapilacak test sayis1 kadar 0,2 mL’lik PCR tiipii kullanildi.
Her 6rnek icin 4’er uLL. DNA (kuyularin dibine), PCR tiiplerine pipetlendi. Asagidaki ¢izelge
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3.3 ‘auygun olacak sekilde Mix hazirlandi.

HLA-A HLA-B HLA-DR

zlll-'-: :nziek srisk -::nrn-L mix mix 'Tix
— i s () R
HLA - DR ———t =g ] 7
Sekil 3.3. DNA ve master mix pipetleme yonii.
Cizelge 3.13. PCR icin gerekli reaktifler ve miktarlari.
Reaktifler 1 ornek icin
Master Mix (+4°C) 6 ul
Nuclease-free su 8 10 pLL
Taq Polymerase (-20°C) | 0,5 uL

Yukarida verilen Cizelge 3.13’e uygun olarak 6 L Master Mix, 10 pL Nuclease-free su ve
0,5 pLL Taq Polymerase DNA’larin iizerine pipetlendi. Asagida ¢izelge 3.14.’de verilen PCR
dongii programina gére DNA amplifiye edildi.

Cizelge 3.14. HLA-A, B, DRBI1 analizi icin PCR dongii programu.

Sicaklik (°C) | Siire (sn) | Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 300 1 dongii
Denatiirasyon 95 30 8 dongii
Baglanma 60 45 8 dongii
Uzama 72 45 8 dongii
Denatiirasyon 30 300 32 dongii
Baglanma 60 45 32 dongiti
Uzama 72 45 32 dongii
Son uzama 72 900 I dongii
Bekleme 4 300 1 dongii
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Sekil 3.4. Thermal cycler cihazi ( Sensequest, ATQ; Almanya ), PCR asamasi.

3.4.2. Hibridizasyon

Calismaya baglamadan Once kitin i¢inde bulunan diliisyon soliisyonu 45°C’de 5 dakika
1sitild1 ve oda sicakliginda bekletildi. 5 pLL PCR iirtinii Costar Plate’e alikotlandi. Bead
mix (Probe Mix) (her kit i¢in ayr1 ayndir, kit kutusunun icinde +4°C’de bulunur — siyah
tiipler-), 1s1 blogunda 55°C’de 10 dakika 1sitild1. 15 saniye sonike edildikten sonra 15 saniye
vortekslendi. 15 pL. Bead Mix (Probe Mix) ilgili testin tiim kuyularina dagitildi. Plate’in
tizeri seal ile kaplanarak Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. Hibridizasyon programi

secilerek, Hibridizasyon asagidaki basamaklarda gerceklestirildi (Cizelge 3.15.).

Hibridizasyonun son 5 dakikasinda her kuyu i¢in; 170 pL Dilution solution ve 0,85
pL Streptavidin karisimi hazirlandi.  Plate Thermal Cycler’da 56°C’lik kisma gelip
stire bitter bitmez Thermal Cycler acildi, plate lizerindeki seal kaldirilip 170 pL

Dilution solution/PE-Streptavidin karigimi ornekler iizerine eklendi. Calisma LifeMatch
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Cizelge 3.15. Hibridizasyon reaksiyon kosullari.

Sicaklik (°C) | Siire (dk)
97°C 2 Dakika
47°C 10 Dakika
56°C 8 Dakika
56°C 00

Sekil 3.5. PCR iiriinlerinin Coster Plate’e koyulmasi ve ¢aligmanin Luminex IS 100
Software’de okutulmas: agamasi.

Flouroanalyzer programinda “Start” verilerek baglatildi.  Quick-Type for LifeMatch

programiyla analiz edildi.

3.5. Anti-HLA Antikorlarin Belirlenmesi

Panel Reaktif Antikor testi, anti-HLA antikorlarinin belirlenmesi icin uygulanan bir
testtir. Bu test, IgG (Immiinglobulin G) yapisina sahip anti-HLA antikorlarin1 saptamak
icin kullanilan boncuk (micro bead) temelli bir yontemdir. Bu yontem bobrek nakli
oncesinde veya sonrasinda hastada olusan Anti-HLA antikorlarim1 belirlemek amaciyla
kullanildi. Kullanilan kit Lifecodes Lifescreen Deluxe’dir [47]. Sonuclar Match IT Antibody
programiyla de8erlendirildi. LifeScreen Kkiti i¢in antikorlar, uygun antijenler ile reaktifligi
saptanan antikorlardir. Saflagtirilmig HLA Sinif I glikoproteinleri 100 Kafkas, 100 Afrika
Amerikan, 100 Ispanyol kan vericisinin trombositlerinden, HLA Smmf II glikoproteinleri
EBV (Epstein-Barr viriis) transformed B lenfositlerinden elde edilmistir. Kanlar aseptik
teknik kullanilarak antikoagiilansiz olarak toplanmistir. Kan 6rnekleri 2500 rpm’de, 5 dakika

santrifiij edilerek serum elde edilmigtir. 24 saat icerisinde test edilmeyecek {iriinler 48
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saate kadar 2-8°C’de saklanmigtir. Daha uzun siireli saklamak icin -50°C veya -80°C’ de

dondurulmustur.

3.5.1. PRA Calisma Prosediirii

Yikama soliisyonu kullanmadan 6nce oda sicaklifina ¢ikartildi ve diger icerikler kullanilana
kadar, karanlikta 2-8°C’de birakildi. Bu siire icerisinde plak dizilim semasi (PRA plagi)
kullanilarak analiz edilecek her bir serumun ve kontrollerin yerleri belirlendi. Kullanilmayan
kuyular1 uygun plastik kaplayici (seal) ile kaplandi. Daha sonra kullanilacak kuyular 250
pL distile su ille yikandi. 3 dakika sonra vakum manifoldu kullamilarak distile su aspire
edildi. HLA boncuklari, 30 saniye boyunca 600 - 800 xg’de santrifiij edilip herhangi boncuk
veya sivinin kapakta ya da tiip kenarlarinda kalmasini1 engelleyecek sekilde santrifiij edildi.
Sonrasinda yaklagik 1 dakika vortekslenildi. Her bir hasta i¢in 40 L yikama soliisyonu ve 5
pL HLA boncuklar1 uygun ependorf igerisinde 2 dakika vortekslendi. Bu islem her hasta i¢in
ayri ayr1 yapildi. Elde edilen 45 ;L ’lik karisim PRA plaginda ilgili kuyuya konuldu. Uzerine
12,5 pL hasta serumu ya da kontrol serumu eklendi. Plak icindekiler karanlikta kalacak
sekilde uygun plastik kaplayici ile kapatildi. Oda sicakliginda (20 - 24°C) ve karanlikta
bir rotator iizerinde (dakikada 200 rotasyon) 30 dakika inkiibasyona birakildi. 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda plastik kaplayici ¢ikartildi ve tiim kuyular ilk 6nce 150 L, daha
sonra 250 uL yikama soliisyonu ile aspire edildi. Ornek bagina 40 pL yikama soliisyonu ile 5
1L konjugat ile diliie edilip ilgili kuyulara 45 pL eklendi. Plak kaplanip tekrardan karanlikta
bir rotator iizerinde (dakikada 200 rotasyon) 30 dakika inkiibasyona birakildi. 30 dakika
sonunda her kuyuya 150 uL yikama soliisyonu eklenerek Luminex cihazinda okutulmaya

hazir hale getirildi.

Sekil 3.6. PRA plaginin seal ile kaplanmasi.
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3.6. Yiizeyel Antikor Boyamasi

Numaralandirilmis tiiplere antikorlar (10uL) FITC/ PE /ECD/ PC5 /PC7 sirasiyla pipet
yardimiyla konuldu. Uzerlerine 100 pL hiicre siispansiyonu eklenip kisa siireli vorteks
isleminden sonra 15 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. Tiiplere
500 pl PBS (Isoflow) konulup vortekslendi. 10 dakika oda sicakliginda karanlikta
inkiibe edildi. 300 xg’ de 5 dakika santrifiij edildi. Tipler yavasca dokiilerek siiziiliip,
ag1iz kismi kurulandi. Uzerlerine 2 mL Isoflow eklenip vortekslendi. 300 xg’ de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Tiiplere 500 uL PBS/Formaldehit konularak
+4 °C ’de, cihazda okutuldu [68].

Sekil 3. 7. Kullanilan antikorlar (Sirasiyla: CD127-FITC, CD16-PE, CD56-PE, CD19-
ECD, CD4-PC5, CD8-PC7, Anti-HLA-DR-APC, CD25-APC Alexa Flour 700, CD3-APC
Alexa Flour 750, CD45 Krome Orange ) ve calisma diizenegi.

Calismada Flow Sitometri Cihazi (Beckman Coulter In Navios, Amerika) cihazi

kullanildi ve sonuglarin analizi Kaluza Analysis 2.1 programiyla yapildi.
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Sekil 3. 8. Flow sitometri cihazi (Beckman Coulter In Navios, Amerika).

3.7. istatiksel Analiz

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalar sonucunda elde edilen verilerin istatiksel
degerlendirilmesi SPSS 23 yazilimi kullanilarak yapilmistir. Farkliliklarin gruplar
arasindaki degisiminin saptanmasi igin non parametrik bir test olan Mann- Whitney U
Testi ve Ki Kare Testi kullanilmistir. P<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. Ozet
istatistik olarak birim sayisi (N), yiizde (%), ortalama, standart sapma ve ortanca

degerleri verilmis ve plotlar paylasilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde tez kapsaminda yapilan deneysel calismalarin sonuclart agiklanmis ve
literatiirde yapilan benzer ¢alismalardan ornekler verilerek sonuglar tartisilmistir. Bobrek
nakillerinde, HLA hasta ve donor arasinda uyumsuzluga neden olan 6nemli faktorlerden
birisidir. Bu nedenle bobrek nakillerinden once HLA-A, B, DR lokuslarinin tamimlama
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda nakil
oncesi PRA pozitifligi nakil sansini diislirmekte, transplantasyon sonrasi rejeksiyon
riskini arttirmaktadir. Bu calismada PRA pozitif hastalarin antikorlarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calisma kapsaminda antikorlarin doku tipleri ile karsilastirilmas yapilmustir.
PRA pozitif hastalarin antikor diizeyleri ile doku tipi arasindaki iliski sorgulanmis ve
rejeksiyon lizerindeki etkisi incelenerek doku tipi, PRA ve immiinfenotiplendirme analizleri

gerceklestirilmisgtir.

4.1. Analiz Gruplarimin Doku Tipi Sonuclar

Deneysel ¢aligmalar kisminda belirtilen calismalarin sonuglari agsagida verilmistir. Hasta
DNA izolasyon sonuglari tiim hasta gruplart i¢cin Thermo Scientific marka Nanodrop 2000
programu ile kirlilik ve miktar acisindan degerlendirilmistir. DNA i¢in beklenen saflik degeri
1.8- 1.9 ve miktar1 15- 40 ng arasindadir. DNA izolasyon sonuglart DNA miktar: ve kirlilik

miktarlar1 referans araliginda elde edilmistir.

4.1.1. Bobrek Nakli Olan PRA Pozitif Hasta Grubunun Doku Tiplendirmesi

Cizelge 4.1°de verilen hasta grubunun hepsi bobrek nakli olmustur. Hasta 2’nin doku
tipi, HLA-A*03, HLA-A*02, HLA-B*40, HLA-B*52, homozigot HLA-DRBI1B1*15’dir.
Hasta 7°’nin doku tipi, homozigot HLA-A*11, HLA-B*07, HLA-B*35, homozigot
HLA-DRB1*07°dir. ~ Hasta 14’iin doku tipi, HLA-A*23, HLA-A*26, HLA-B*49,
HLA-B*55, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13’tiir. Hasta 16’nin doku tipi homozigot
HLA-A*02, HLA-B*39, HLA-B*51, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*16’dir. Hasta
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19’un doku tipi, HLA-A*11, HLA-A*24, HLA-B*35, HLA-B*55, HLA-DRB1%*03,
HLA-DRBI1*11°dir.  Hasta 21’in doku tipi, HLA-A*24, HLA-A*30, HLA-B*13,
HLA-B*44, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*14’tiir. Hasta 24’iin doku tipi HLA-A*03,
HLA-A*30, homozigot HLA-B*35, HLA-DRB1*12, HLA-DRB1*13’tiir.

Cizelge 4.1. Bobrek nakli olan PRA pozitif hasta grubunun nakil olma durumu ve doku
tiplendirmesi.

Hasta Doku Tipi
Hasta Numarasi Hasta Nakil Olma Durumu HLA-A | HLA-B | HLA-DRBI1
Hasta 2 Nakil Var (2009 Yili Es’inden Nakilli) 02-02 40-52 15-15
Hasta 7 Nakil Var (1998 Yili Babasindan Nakilli) | 11-11 07-35 04-04
Hasta 14 Nakil Var(2008 Yili Kadavradan Nakilli) | 02-02 49-55 11-13
Hasta 16 Nakil Var (2022 Yili Kardesten Nakilli) | 02-02 39-51 04-16
Hasta 19 Nakil Var(2004 Y1l1 Babadan Nakilli) 11-24 35-55 03-11
Hasta 21 Nakil Var(1989 Yili Babadan Nakilli) 24-30 13-44 04-14
Hasta 24 Nakil Var(2020 Y1l Kardegsten Nakilli) 03-30 35-35 12-13

4.1.2. Bobrek Nakli Olmayan PRA Pozitif Hasta Grubunun Doku Tiplendirmesi

Cizelge 4.2’de verilen hasta grubunun her ikisi de bobrek nakli olmamistir.  Hasta
117’in doku tipi, HLA-A*02, HLA-A*31, HLA-B*51, HLA-B*52, HLA-DRBI1*15,
HLA-DRB1*#16’dir. Hasta 3’iin doku tipi ise, HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-B*07,
HLA-B*35, HLA-DRB1*08, HLA-DRB1*15°dir.
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Cizelge 4.2. Bobrek nakli olmayan PRA pozitif hasta grubunun nakil olma durumu ve doku
tiplendirmesi.

Hasta Doku Tipi

Hasta Numarasi | Hasta Nakil Olma Durumu | HLA-A | HLA-B | HLA-DRBI1

Hasta 11 Nakil Yok 02-31 51-52 15-16

Hasta 3 Nakil Yok 02-24 07-35 08-15

4.1.3. Bobrek Nakli Olan PRA Negatif Kontrol Grubunun Doku Tiplendirmesi

Cizelge 4.3’de verilen kontrol grubundaki hastalarin her ikisi de bobrek nakli olmustur.
Hasta 1’in doku tipi, HLA-A*01, HLA-A*24, HLA-B*48, HLA-B*51, HLA-DRB1*04,
HLA-DRB1*#09’dur. Hasta 5’in doku tipi ise, HLA-A*02, HLA-A*30, HLA-B*51,
HLA-B*53, HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*13’tiir. Hasta 13’iin doku tipi HLA-A*02,
HLA-A*11, HLA-B*35, HLA-B*51, HLA-DRB1*13, HLA-DRBI1*14’tiir. Hasta
15’in doku tipi HLA-A*11, HLA-A*25, HLA-B*18, HLA-B*52, HLA-DRB1%*08,
HLA-DRB1*#15’dir.  Hasta 20’nin doku tipi HLA-A*03, HLA-A*24, HLA-B*13,
HLA-B*27, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*08’dir. Hasta 23’iin doku tipi HLA-A*02,
HLA-A*03, HLA-B*18, HLA-B*35, homozigot HLA-DRB1*11dir.
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Cizelge 4.3. Bobrek nakli olan PRA negatif kontrol grubunun nakil olma durumu ve doku
tiplendirmesi.

Hasta Doku Tipi
Hasta Numarasi Hasta Nakil Olma Durumu HLA-A | HLA-B | HLA-DRB1
Hasta 1 Nakil Var (2019 Yili Kadavradan Nakilli) | 01-24 48-51 04-09
Hasta 5 Nakil Var (2020 Y11 Kadavradan Nakilli) | 11-11 07-35 04-04
Hasta 13 Nakil Var(2008 Yili Kadavradan Nakilli) | 02-02 49-55 11-13
Hasta 15 Nakil Var (2022 Yili Kardesten Nakilli) 02-02 39-51 04-16
Hasta 20 Nakil Var(2004 Yili Babadan Nakilli) 11-24 35-55 03-11
Hasta 23 Nakil Var(1989 Yili Babadan Nakilli) 24-30 13-44 04-14

4.1.4. Bobrek Nakli Olmayan PRA Negatif Kontrol Grubunun Doku Tiplendirmesi

Cizelge 4.4°de verilen kontrol grubundaki hastalar bobrek nakli olmamistir.  Hasta
6’nin doku tipi, HLA-A*03, HLA-A*11, HLA-B*35, HLA-B*50, HLA-DRBI1*11,
HLA-DRB1*13’tiir. Hasta 8’in doku tipi, homozigot HLA-A*02, HLA-B*15, HLA-B*35,
HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*14’tiir. Hasta 10’un doku tipi, HLA-A*02, HLA-A*24,
HLA-B*13, HLA-B*44, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*14’tiir. Hasta 12’nin doku tipi,
HLA-A*11, HLA-A*29, HLA-B*45, HLA-B*52, HLA-DRB1*03, HLA-DRBI1*15dir.
Hasta 4’iin doku tipi, HLA-A*01, HLA-A*30, HLA-B*51, HLA-B*52, HLA-DRB1*04,
HLA-DRB1*15°dir. Hasta 9’un doku tipi, HLA-A*01, HLA-A*03, homozigot HLA-B*35,
HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*14’tiir. Hasta 17°nin doku tipi HLA-A*26, HLA-A*29,
HLA-B*38, HLA-B*58, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*13’diir. Hasta 18’in doku tipi
HLA-A*11, HLA-A*33, HLA-B*51, HLA-B*58, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*14 tiir.
Hasta 22°nin doku tipi homozigot HLA-A*24, homozigot HLA-B*49, homozigot
HLA-DRB1*15tir.
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Cizelge 4.4. Bobrek nakli olmayan PRA negatif kontrol grubunun nakil olma durumu ve
doku tiplendirmesi.

Hasta Doku Tipi
Hasta Numarasi | Hasta Nakil Olma Durumu | HLA-A | HLA-B | HLA-DRBI1
Hasta 6 Nakil Yok 03-11 35-50 11-13
Hasta 8 Nakil Yok 02-02 15-35 11-14
Hasta 10 Nakil Yok 02-24 13-44 07-14
Hasta 12 Nakil Yok 11-29 45-52 03-15
Hasta 4 Nakil Yok 01-30 51-52 04-15
Hasta 9 Nakil Yok 01-03 35-35 11-14
Hasta 17 Nakil Yok 26-29 38-58 04-13
Hasta 18 Nakil Yok 11-33 51-58 03-14
Hasta 22 Nakil Yok 24-24 49-49 15-15

4.2. Akis Sitometrisi Sonuclari

PRA pozitif ve negatif hastalarin immiinfenotiplendirmesi akis sitometrisi ile yapilip
rejeksiyon iizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonuclar Kaluza programu ile analiz edilmistir.

PRA Pozitif ve Negatif hastalar i¢in asagida grafikler verilmistir.
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Sekil 4.1. SS INT/FS INT grafiginde lenfosit bolgesinde T hiicresi alt gruplar1 degerlendirme
stratejisi, PRA pozitif KBY hastasina ait dot-plot grafikleridir. SS INT/C'D45 KO grafiginde
kirmizi1 renkli alan lenfositlerin kapilama grafigidir. C'D3, hiicre kiimesi icinde yer alan C'D4
pozitif T hiicre alt gruplar (CD4TC D25 ve CDA* HLA — DR" ) nin grafik ve yiizdeleri
verilmigtir.
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Sekil 4.2. SS INT/FS INT grafiginde lenfosit bolgesinde T hiicresi alt gruplar1 degerlendirme
stratejisi, PRA negatif KBY hastasina ait dot-plot grafikleridir. SS INT/C D45 KO grafiginde
kirmiz1 renkli alan lenfositlerin kapilama grafigidir. C'D3, hiicre kiimesi icinde yer alan
C'D4 pozitif T hiicresi alt gruplar1 (CD4TCD25'°" ve CD4THLA — DRy’ min grafik ve
yiizdeleri verilmistir.
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Sekil 4.3. PRA pozitif ve negatif hastalarin yiizey belirteglerinin yiizde degerleri ve PRA
yiizdeleri
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4.3. Istatiksel Sonuclar

Cizelge 4.5. Bobrek nakli alicilarinin demografik 6zellikleri

Degiskenler n (%)
Cinsiyet
Kadin 8 (33.3)
Erkek 16 (66.7)
Kadin Dogum Bilgileri
Yapan 6 (25.0)
Yapmayan 2 (8.3)
Kiirtaj
Olan 4 (16.7)
Olmayan 4 (16.7)
Diisiik
Yapan 2 (8.3)
Yapmayan 6 (25.0)
Kan Grubu
A Rh(+) 9 (37.5)
B Rh(+) 14.2)
AB Rh(+) 14.2)
0 Rh(+) 12 (50.0)
0 Rh(-) 14.2)
Nakil Durumu
Yapilan 13 (54.2)
Yapilmayan 11 (45.8)
Diyaliz Durumu
Hemodiyaliz 14 (58.3)
Periton diyalizi 5 (20.8)
Girmeyen 5 (20.8)
PRA Durumu
PRA Pozitif 9 (37.5)
PRA Negatif 15 (62.5)

43



4.3.1. KBY Hastalarinin PRA Durumuna Gére CD4tC D25 ve C DAY HLA — DR*

T Hiicre Yiizey Belirte¢c Degerlerinin Karsilastirilmasi

KBY hastalarmin PRA durumuna gore CD4TCD25'" ve CDAYHLA — DRY T hiicre
ylizey belirteg degerlerinin kargilastirilmasi Tablo 2’de yapilmistir.  Sayisal Olclimler
normallik varsayimimi saglamadigi i¢cin Median (Q1-Q3) tanmimlayici istatistikler ile
verilmigtir.  PRA Pozitif olan kisilerin C'DATCD25"" Hiicre yiizey belirte¢ ortancalar
PRA Negatif olan kigilere gore daha yiiksektir. Ayni sekilde PRA Pozitif olan kisilerin
CDAtHLA — DR" T Hiicre yiizey belirte¢ ortancalart PRA Negatif olan kisilere gore
daha yiiksektir. Bu durum hasta monitorizasyonu degerlendirmesi i¢in, etki biiytikliikleri
dikkate alindiginda (r=0.821; r>0.50 large effect size), diisiik hasta sayisina ragmen,
PRA porzitiflik ve negatiflik durumunun, CD4+C D25 ve CDAYHLA — DR™ Slgiimleri
tizerine etkisinin biiyilik oldugu sdylenebilir (z=4.025; p<0.001;r=0.821).

Cizelge 4.6. KBY hastalarinin PRA durumuna gore C D4+C D25 ve CDATHLA — DR"
T hiicre yiizey belirte¢ degerlerinin kargilagtirilmast.

PRA Pozitif PRA Negatif Test istatistigi (z) | p value | Etki Biiyiikliigii (r)
CD4+CD25"" 22.09 (20.74-23.88) | 9.83 (8.64-11.15) 4.025 <0.001% 0.821
CD4+*HLA — DR' 39.43 (36.27-44.41) | 24.51 (17.12-28.13) 4.025 <0.001% 0.821

“: p degeri Mann-Whitney U testi ile elde edilmistir.

4.3.2. KBY Hastalarina ait PRA Pozitif Hastalarm Smmf I ve Simf II Yiizde
Degerlerinin CD4TCD25"" ve CDATHLA — DR' T Hiicre Yiizey Belirtec

Degerleri ile Karsilagtirilmasi

PRA Porzitif hastalar CD4TCD25'" , CDATHLA — DR" T Hiicre yiizey belirtecleri, sinif
I ve II pozitiflik ylizdeleri arasindaki iliski Spearman Sira Korelasyon Katsayist yontemi ile
incelenmistir. Istatiksel veriler Tablo 3’de verilmistir. Degiskenler arasinda anlamli bir fark
yakalanamamistir. PRA testinin yiizde pozitiflik durumunun bu degiskenlerden bagimsiz
oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.7. KBY Hastalarina ait PRA pozitif hastalarin simif I (%) ve siif II (%)
degerlerinin CDATCD25" ve CDAYHLA — DR" T hiicre ylizey belirte¢ degerleri ile
kargilastirilmasi.

CDA*CD25"" | CDAYHLA — DRT | Simif 1 (%) | Stmf 1I (%)
CD4+*CD25™" T, 1.000
Korelasyon Katsayisi 0.583 1.000
CD4THLA — DR* P Degeri 0.099 -

Korelasyon Katsayisi 0.623 0.96 1.000

Smf I (%) P Degeri 0.099 0.821 -
Korelasyon Katsayisi -0.228 0.240 -0.036 1.000

Swf II (%) P Degeri 0.588 0.568 0.932 -

rs: Sperman sira korelasyon katsayisi
43.3. KBY Hastalarmm Nakil Durumuna Gore CD4*HLA— DR™ ve

C'DATCD25"" T Hiicre Yiizey Belirte¢ Degerlerinin Karsilagtirilmas

KBY hastalarinin nakil durumuna gére CD4TCD25'°" ve CDAYHLA — DRY T hiicre
yiizey belirtec degerlerinin karsilastiriimast Tablo 4’de gosterilmistir. Istatistiksel sonuglar
incelendiginde, gruplar arasinda ortanca degeri icin, bobrek nakli yapilan hastalarda nakil
yapilmayanlara gore anlamh bir fark elde edilmisti. CD4"HLA — DR" T Hiicre ylizey
belirtegleri i¢in nakil durumuna gore ortanca degerleri incelendiginde anlaml bir fark elde
edilememigtir. Bu sonuglar C'DAYCD25"" T hiicre yiizey belirteclerinin organ naklinde

low

ek bir parametre olarak kullanilabilecegini desteklemektedir. C'D4*TC' D25 " hiicre yiizey

belirtec artigi rejeksiyon gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Cizelge 4.8. KBY hastalarinin nakil durumuna gére CD4+C D25 ve CDATHLA — DR*
T hiicre yiizey belirte¢ degerlerinin karsilastiriimasi.

Nakil Yapilan Nakil Yapilmayan | Test Istatistigi (z) | p value | Etki Biiyiikliigii (r)
CD4+CD25"" 16.5 (11.15-22.42) | 9.83 (8.56-12.20) 2.578 0.009 0.520
CD4tHLA — DR" | 33.51 (18.79-39.43) | 28.13 (24.51-29.95) 0.550 0.608 0.110
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CD4+CD25""
CD4tHLA — DR T Hiicre Yiizey Belirtec Degerlerinin Karsilastirilmasi

4.34. KBY Hastalarimin Rejeksiyon Durumuna Gore ve

low

KBY hastalarinin rejeksiyon durumuna goére C'D4TC'D25°" T hiicre yiizey belirteg

degerlerinin karsilagtirilmas1 Tablo 5°de gosterilmistir.  Sayisal Olclimler normallik
varsayimint saglamadigi icin Median (Q1-Q3) tamimlayici istatistikler ile verilmisgtir.
Rejeksiyon olan kisilerin CDATCD25"" T Hiicre yiizey belirte¢ ortancalar1 rejeksiyon
olmayan kisilere gore daha yiiksektir. ~ Benzer sekilde Rejeksiyon olan kisilerin
CDATHLA — DR™ T Hiicre yiizey belirteg ortancalari rejeksiyon olmayan kisilere gére
daha yiiksektir. Ancak rejeksiyon durumuna gore sayisal Olclimler bakimindan farklilik
yakalanamamis olmasina ragmen p value degeri 0.05’e olduk¢a yakin bir degerdir. Hasta
sayis1 arttirildiginda anlaml bir fark elde edilecegi etki biiyiikliigli degerinden (r=0.562;
r>0.50 large effect size) anlagilmaktadir.

Cizelge 4.9. KBY Hastalarinin Rejeksiyon Durumuna Gore CDATC D25 ve
CDAtHLA — DR™ T Hiicre Yiizey Belirte¢ Degerlerinin Karsilastiriimasi.

Rejeksiyon Var

Rejeksiyon Yok

Test Istatistigi (z)

p value

Etki Biiyiikliigii (r)

CcD4+CD25""

CD4*HLA — DR

22.42 (20.74-23.89)

38.31 (36.27-39.43)

11.94 (11.15-13.55)

24.63 (17.12-24.97)

1.776

1.776

<0.095%

<0.095%

0.562

0.562

“: p degeri Mann-Whitney U testi ile elde edilmistir.

4.3.5. KBY Hastalarinin Doku Tiplerinin PRA Durumu ile Karsilastiriimasi

Hastalarinin HLA-A, HLA-B ve HLA-DRBI1 doku tiplerine ait lokus numaralari ile PRA
durumlart istatiksel olarak Chi-Square analizi ile incelenmistir. Sonuclar Tablo 6’da
verilmigtir. PRA test sonucu pozitif veya negatif olan hastalarda HLA-A, HLA-B ve

HLA-DRBI lokus numaralari agisindan anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.10. KBY hastalarinin Ebeveyn 1 (EB1) HLA-A doku tipleri PRA durumu ile
kargilastirilmasi.

HLA-A EB1 | PRA Porzitif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test istatistigi p value
1 0(0.0) 3(100.0) 4.465 0.829
2 4 (44.4) 5(55.6) 4.465 0.829
3 1(33.3) 2 (66.7) 4.465 0.829
11 2 (40.0) 3 (60.0) 4.465 0.829
23 1 (100.0) 0 (0.00) 4.465 0.829
24 1 (50.0) 1 (50.0) 4.465 0.829
26 0 (0.0) 1(100.0) 4.465 0.829

Cizelge 4.11. KBY hastalarinin Ebeveyn 2 (EB2) HLA-A doku tipleri PRA durumu ile
karsilagtiriimasi.

HLA-A EB2 | PRA Pozitif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test Istatistigi | p value
2 2 (66.7) 1(33.3) 7.706 0.687
3 3(0.0) 2 (100.0) 7.706 0.687
11 1(33.3) 2 (66.7) 7.706 0.687
24 2 (33.3) 4 (66.7) 7.706 0.687
25 0(0.0) 1 (100.0) 7.706 0.687
26 1 (100.0) 0(0.0) 7.706 0.687
29 0 (0.00) 2 (100.0) 7.706 0.687
30 2 (50.0) 2 (50.0) 7.706 0.687
31 1 (100.0) 0 (0.00) 7.706 0.687
33 0 (0.0) 1 (100.0) 7.706 0.687
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Cizelge 4.12. KBY hastalarinin Ebeveyn 1 (EB1) HLA-B doku tipleri PRA durumu ile
karsilastirilmasi.

HLA-B EB1 | PRA Pozitif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test istatistigi | p value
7 2 (100.0) 0(0.0) 6.273 0.787
13 1(33.3) 2 (66.7) 6.273 0.787
15 0 (0.00) 1 (100.0) 6.273 0.787
18 0 (0.00) 2 (100.0) 6.273 0.787
35 2(22.2) 3 (60.0) 6.273 0.787
38 0 (0.00) 1 (100.0) 6.273 0.787
39 1 (100.0) 0(0.0) 6.273 0.787
40 1 (100.0) 0(0.0) 6.273 0.787
45 0(0.0) 1(100.0) 6.273 0.787
48 0(0.0) 1(100.0) 6.273 0.787
49 1 (50.0) 1 (50.0) 6.273 0.787
51 1(25.0) 3(75.0) 6.273 0.787

Cizelge 4.13. KBY hastalarinin Ebeveyn 2 (EB2) HLA-B doku tipleri PRA durumu ile
karsilagtiriimasi.

HLA-B EB2 | PRA Poritif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test istatistigi | p value
27 0(0.0) 1 (100.0) 7.103 0.830
35 3(50.0) 3(50.0) 7.103 0.830
44 1 (50.0) 1 (50.0) 7.103 0.830
49 0 (0.00) 1 (100.0) 7.103 0.830
50 0 (0.00) 1 (100.0) 7.103 0.830
51 1(33.3) 2 (66.7) 7.103 0.830
52 2 (40.0) 3 (60.0) 7.103 0.830
53 0(0.0) 1 (100.0) 7.103 0.830
55 2 (100.0) 0(0.0) 7.103 0.830
58 0(0.0) 2 (100.0) 7.103 0.830
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Cizelge 4.14. KBY hastalarinin Ebeveyn 1 (EB1) HLA-DRB1 doku tipleri PRA durumu ile
karsilastirilmasi.

HLA-DRB1 EB1 | PRA Pozitif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test Istatistigi | p value
1 0(0.0) 1 (100.0) 6.273 0.787
3 1(33.3) 2 (66.7) 6.273 0.787
4 3(50.0) 3 (50.0) 6.273 0.787
7 0 (0.00) 2 (100.0) 6.273 0.787
8 1(50.0) 1 (50.0) 6.273 0.787
11 1(20.0) 4 (80.0) 6.273 0.787
12 1 (100.0) 0(0.0) 6.273 0.787
13 0(0.0) 1 (100.0) 6.273 0.787
15 2 (66.7) 1(33.3) 6.273 0.787

Cizelge 4.15. KBY hastalarinin Ebeveyn 2 (EB2) HLA-DRBI1 doku tipleri PRA durumu ile
karsilagtirilmasi.

HLA-DRB1 EB2 | PRA Porzitif n(%) | PRA Negatif n(%) | Test Istatistigi | p value
4 1 (100.0) 0(0.0) 7.066 0.428
8 0(0.0) 1(100.0) 7.066 0.428
9 0(0.0) 1(100.0) 7.066 0.428
11 1(50.0) 1 (50.0) 7.066 0.428
13 2 (40.0) 3 (60.0) 7.066 0.428
14 1(16.7) 5(83.3) 7.066 0.428
15 2(33.3) 4(66.7) 7.066 0.428
16 2 (100.0) 0(0.0) 7.066 0.428
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5. YORUM

Jang-Hee Cho ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada bobrek nakli
alicilarinda immiinolojik inceleme icin, T Ilenfosit alt kiimelerinin ve HLA-DRBI
pozitif monositlerin 6nemini ve sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonu ile iligkisini
arastirmiglardir. Bobrek nakli alicilar1 ile yapmis olduklar1 bu c¢alismada, 123
hastadan transplantasyondan once, transplantasyondan 2 hafta sonra ve tan1 aninda kan
ornekleri alinmigtir. Kan ornekleri, CMV enfeksiyonu bulunan hastalardan ise CMV
tedavisinden 2 hafta sonra alinmigtir. Akis sitometrik analizi ile 123 hastadan elde
ettikleri periferik kandan HLA — DR, CD3, CD4, CDS8, CD25 T-lenfositlerin ve
HLA — DR pozitif monositlerin frekanslarin1 belirlemislerdir.  Istatiksel incelemeler
sonucu, HLA — DR-pozitif monositlerin, C’D4+C’D25+/CD4Jr T hiicrelerinin ve
CD8*CD257/CD8* T hiicrelerinin frekanslar1 klinik parametrelerden farkli olarak
transplantasyondan 2 hafta sonra, transplantasyon oOncesine gore anlamli olarak daha
diisiik (P<0,001) bulunmustur. Bobrek nakli alicilarindan, akut rejeksiyonlu hastalarda
CD4tCD25" /CD4T T hiicrelerinin sikhig1, transplantasyondan 2 hafta sonra, onemli
Olciide daha yiiksek tespit edilmistir. Ancak, bobrek nakli alicilart ile CMV enfeksiyonlu

alicilar arasinda 6nemli bir fark gozlemlememislerdir [69].

Rebecca Pike ve arkadaglar1 2016 yilinda yapmis olduklar1 calismada immiinfenotipleme
parametreleri ile bobrek naklinden Once veya sonra rejeksiyon risk tahmini {izerine
calismislardir. 28 hastadan transplantasyon oncesi haftalik olmak iizere 3 ay boyunca kan
ornekleri almiglardir. Her numune i¢in 13 dogustan gelen lenfosit alt kiimelerini ve 52 T
hiicresini tantmlamak i¢in cok parametreli akis sitometrisi kullanmiglardir. Akis sitometrisi
analizi ile calismaya dahil edilen 28 hasta i¢in, 11.000’den fazla, bagisiklik durumunu
tanimlayan, veri noktasi iiretmiglerdir. Bu verilerin temel bilesen analizi ile histolojik
olarak rejeksiyonu dogrulanmis hastalarin rejeksiyon olmayan hastalardan ayrilabilecegini
one siirmiislerdir. Istatiksel degerlendirmeler sonucu “Protein Death 17 (PD1) eksprese eden

T hiicre alt alt gruplarinin ret riskinin onemli bir gostergesi olabilecegini One siirmiiglerdir

[70].
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Tiilay Kilicaslan Ayna ve arkadaglar1 2017 yilinda yapmis olduklari caligmada alict (KBY
hastalar1) ve saglikli bobrek vericilerinin lenfosit ylizdelerini degerlendirmiglerdir. Flow
sitometri sistemi ile dogrudan alici ve dondr arasinda B ve T hiicrelerinin uyumu 103
alici-donor ¢ifti iizerinde arastirmiglardir. Bu amacla C'D19-PE ve C'D3-PerCP monoklonal
antikorlar1 sirastyla B ve T hiicrelerini ayirt etmek icin kullanilmis ve katilimeilarin B ve
T hiicre yiizdeleri istatistiksel olarak incelemislerdir. Dondér grubunda B ve T lenfosit
yiizdeleri KBY hastalarina gore daha yiiksek olmasina ragmen, istatistiksel anlam sadece
T lenfositler icin saglamiglardir (p<0.05). Ek olarak dondrlerin KBY hastalarina gére daha

yiiksek hemoglobin ve albiimin konsantrasyonuna sahip oldugu tespit etmislerdir [71].

Selene Ottonello ve arkadaslar1 2020 yilinda, akciger kanseri lizerine benzer bir calisma
yiiriitmiislerdir.  Bu c¢alismada, tedavi sirasinda olgiilen bagisiklik parametrelerine ek
onceden var olan immiinolojik 6zelliklerin klinik bir rehberlik saglayip saglayamayacagini
degerlendirmislerdir. Bu amagla 74 hastadan alinan kan orneklerini incelemiglerdir. Sonug
olarak, tedaviden 6nce lenfosit alt kiimelerinin dagiliminin (C'D3", C D4 ve CD8%) ve
PD-1’in T hiicreleri tizerindeki ekspresyonunun bilinmesi ile bu hastalarda tedavi sonucunun
ongoriilebilecegini ve bunlara ek olarak T hiicre baslangic ve tedavi sonrasi seviyelerinin

degerlendirilmesi ile klinik sonucun tahmin edilebilecegini belirtmislerdir [72].

Burcu Karakus’un 2017 yilinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Organ Nakli birimi’nde
yapmis oldugu calismada KBY hastalarinin Anti- HLA antikorlarinin HLA allelleriyle
iligkisi olup olmadig1 arastirllmistir. Calismada 1079 KBY ve 1111 saglikli kontrol
kullanilmigtir. KBY hastalarinin etiyolojileri ile ilgili yapilan ¢alismada farkliliklar bulup
bunu hastanin doku tipi ile iligkilendirmislerdir. PRA testi sonucu pozitif veya negatif olan
KBY hastalarinin HLA alleleri arasinda anlaml farkliliklar bulmuglardir. KBY hastalariyla
yapilan calismada PRA testi sonucu smif I pozitif sinif II negatif olan hastalarda en sik
goriilen HLA alleleri, HLA-A*03, HLA-DRB1*04 olarak, siif II pozitif sinif I negatif
olarak bulunan hastalarda en sik goriilen HLA alleleri, HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-B*35
olarak, PRA testi sonucu sinif II ve sinif II pozitif olan hastalarda en sik goriilen HLA alleleri,

HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-B*35, HLADRB1*11 olarak bulunmustur [10].
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Bu tez calismasinda, 2012-2022 tarihleri arasinda Digkapi Hastanesi Doku Tipleme
Laboratuvarina gelen KBY hastalarindan alinan kan ornekleri ile dolasimdaki T lenfositlerin
alt gruplar incelenmistir. Kan orneklerinden elde edilen veriler (CD3" , C'D19",
CD3-CD16/56, CD3*CDAT, CD3TCD8", CDA*C D25, CD127/CDAC D25,
CDATHLA— DRY,  CDA*CD57", CD8TCD25%,  CD127/CD8*CD25"",
CD8tCD57", CD8/CDS*HLA— DR', CDI14HLA — DR" istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
Bu tez calismasinda asagidaki sonuclar elde edilmistir;

1. KBY hastalarmin PRA durumuna gdre CD4*CD25"" ve CDATHLA — DR T
hiicre yiizey antijeni degerleri PRA Pozitif hastalarda daha yiiksek oldugu bulunmustur.
2. PRA Pozitif hastalar CD4+C D25, CD4ATHLA — DR yiizey belirtecleri, sinif I
ve II pozitiflik yiizdeleri arasinda anlamh bir fark elde edilmemistir. 3. KBY hastalarinin
nakil durumuna gére CD4+CD25"" ve CDA*HLA — DR" T hiicre yiizey belirtecleri
degerlerinden, CDATC D25 yiizey belirte¢ degerinin bobrek nakli yapilan KBY
hastalariyla yapilmayan KBY hastalar1 arasinda anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur.
4. KBY hastalarnmn rejeksiyon durumuna gére CD4+C' D25 ve CDAYHLA — DR
T hiicre yiizey belirteg degerleri incelendiginde rejeksiyon durumuna gore istatistiksel
farklilik gézlenmemis ancak p-value degeri 0.05’e oldukga yakin elde edilmistir. Bu durum
hasta sayisinin arttirilmasiyla anlaml bir fark elde edilecegini diisiindiirmiigtiir. 5. KBY
hastalarinin doku tipleri PRA durumu ile karsilastirildiginda PRA test sonucu pozitif veya
negatif olan hastalarda HLA-A, HLA-B ve HLA-DRB1 lokus numaralar1 acisindan anlaml

bir farklilik gézlemlenmemistir.

Elde edilen sonuglar, 24 hastalik verilerde PRA pozitif hastalarda C D4+C' D25
ve CDAtYHLA — DR" vyiizey belirtecleri ve KBY hastalarnin nakil olanlarinda
C'DATC D25 yiizey belirteci degerlerinde istatistiksel —anlamli  degisiklikler
saptanmistir.  Anlamli bir fark yakalanamayan KBY hastalarinin nakil durumuna gore

CDATHLA — DR" yiizey belirteg ve rejeksiyon durumuna gére C'DA+CD25'°" ve
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CDAtYHLA — DR yiizey belirteclerinde de istatistiksel anlamli olmayan degisimler

saptanmuistir.

Bu tez calismasinda, Covid-19 siireci nedeniyle, planlanan hasta sayilarina ulagilamamusgtir.
Hasta sayilarinin arttirilmast ve c¢ok degiskenli istatistiksel analizlerle bu bulgularin
desteklenmesi durumunda bu immiinolojik belirteclerin hasta monitorizasyonu i¢in ek bir

parametre olarak kullanilabilecegi diistinilmiistiir.
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